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RESUMEN

Megalina es una proteina de transmembrana de 600 kDa miembro de la familia
de receptores LDL que se expresa en la cara apical de células polarizadas,
principalmente del epitelio absortivo, como en el rifién, pulmon y tiroides. Este receptor
tiene una importante participacién en la unién y endocitosis de variadas moléculas
como apolipoproteinas, vitaminas y hormonas con sus proteinas transportadoras y
otros. Megalina posee un ectodominio con cuatro dominios de union a ligandos, un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con varios motivos, tales como un
motivo rico en prolinas un motivo de interaccién con dominios PDZ, motivos de LL,
NPXY, NxxY y YXX¢ y sitios de consenso de fosforilacion por PKC, PKA y CK-Il.
Debido al gran tamarfio de megalina, los estudios del trafico intracelular y su regulacion
no se pueden realizar con el receptor completo. En esta tesis se hicieron
construcciones derivadas de megalina, es decir minireceptores, para facilitar su
estudio. Se generaron clones de células estables evaluandose nivel de expresion,
correcto plegamiento y expresion en la superficie celular de los minireceptores.
Evidencias de nuestro laboratorio han demostrado que el dominio citosélico de
megalina es fuertemente fosforilado in vivo e in vitro y que el motivo determinante en la
fosforilacién corresponde a un residuo de serina que se encuentra dentro del motivo
rico en prolinas PPPSP. En esta tesis se determind que, en células de fenotipo
polarizado MDCK, que expresan minireceptores de megalina, la fosforilacion disminuy6
significativamente al mutar la serina, del motivo rico en prolinas distal, por una alanina

y que el efecto de esta disminucion incremento la expresion de la mutante en la

superficie de la célula. Este fenémeno no se debid a una variacion en [a velocidad de




internalizacién sino a un aumento en el reciclaje del receptor. Puesto que el motivo
PPPSP es un sitio consenso para la quinasa glicdgeno sintasa 3 (GSK3) se analizé el
efecto de los inhibidores de esta quinasa, LiCl y SB216763, en la fosforilacion y trafico
de minireceptores de megalina en MDCK y megalina endégena en células BN, Se
demostré que, en ambos casos, en presencia de los inhibidores la fosforilacion del
receptor disminuye. Bajo esas condiciones, las células BN exhibieron un aumento en la
expresion de megalina en la superficie y en las células MDCK expresando los
minireceptores se midié un aumento en el reciclaje de los receptores. Estas evidencias
muestiran que [a fosforilacion regularia negativamente el reciclaje de megalina y que

GSK3 estaria participando directamente en el proceso.
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SUMMARY

Megalin is a transmembrane protein of 600 kDa, member of the LDL receptor
family that is expressed in the apical pole of polarized cells, especially in absortive
epithelium such as kidney, lung and thyroid. This receptor has a relevant participation in
the binding and endocytosis of several molecules including apolipoproteins, vitamin
binding proteins, hormones and others. Megalin has an ectodomain composed by four
ligand binding domains, a transmembrane domain and a cytoplasmatic domain with
several interesting motifs, such as distal proline rich motif, a PDZ-domain interaction
motif, several potentiai endocytosis motifs such as LL, NPXY, NxxY and YXX¢ and
PKC, PKA and CK-ll consensus phosphorytation sites. The huge size of megalin made
difficult to work with the full length receptor in cloning strategies, intracellular trafficking
and regulation studies. As part of the objectives of this thesis, and in order to facilitate
the work related to the study of megalin, we made constructs, derived of megalin cDNA,
as a minireceptors and obtained cells stably expressing them. In these cells we
evaluated, the minireceptors expression level, correct folding and cell surface
expression. Evidences of our laboratory have previously demonstrated that the
cytoplasmatic domain of megalin is significantly phosphorylated in vivo and in vifro and
the determining motif for this phosphorylation corresponds to a serine residue, present
within the proline rich motif PPPSP. In this thesis we determined that in cells with
polarized phenotype, such as the MDCK cells expressing the megalin minireceptors,

the phosphorylation was significantly diminished when the serine was replaced by an

alanine. We also determined that, as a consequence of this reduced phosphorylation




the mutant minireceptor increased its expression at the cell surface. We showed that
this phenomenon was not due to a change in the internalization rate, but fo an increase
in the receptor recycling. Since PPPSP motif is a Glycogen Sinthase 3 kinase (GSK3)
consensus site, we analyzed the effect of inhibitors of this kinase, using LiCl and
$B216763, in the phosphorylation and fraffic of megalin minireceptors in MDCK cells
and of endogenous megalin in BN cells. We demonstrated that, in both cell types, the
presence of GSK3 inhibitors decreased the phosphorylation of the receptor. In those
conditions, BN cells exhibited an increase in the expression of megalin at the cell
surface and in MDCK cells, expressing the minireceptors, there was an increase in the
recycling of the receptors. Altogether these evidences show that megalin
phosphorylation is negatively regulating its recycling and that GSK3 would be

participating directly in the process of megalin phosphorylation.

xvii



.- INTRODUCCION

Familia de receptores de LDL.

Los miembros de la familia de proteinas de membrana de baja densidad, donde
el receptor de LDL (LDLR) es el miembro prototipico, estd compuesta por diez
receptores que participan en variadas funciones, tales como endocitosis vy
sefalizacion, inducida por la unién de numerosos ligandos (Bu y Marzolo 2000, Stolt y
Bock 2006). Los receptores de LDLR pueden encontrarse en una amplia variedad de
especies que se extiende de ascdrides a insectos y vertebrados (Nykjaer y Willnow
2002). Ademas regulan varios otros procesos hioldgicos incluyendo el metabolismo de
lipidos y de ciertas vitaminas. Algunos tienen funciones durante la embriogénesis y ha
sido establecido que todos los miembros de la familia estan presentes en sistema
nervioso central (CNS) (Fisher y Howie 2006).

Los receptores de la familia del LDLR se expresan en la superficie celular y son
proteinas de membrana tipo |, poseen un dominio extracelular amino terminal, un
dominio de transmembrana y un dominio citoplasmatico carboxilo terminal. La mayor
similitud entre los receptores se encuenira a nivel del dominio exiracelular, que
contiene los dominios de unién a ligandos formados por motivos que contienen
repeticiones del tipo complemento y repetidos tipo factores de crecimiento epidermal
(EGF), ambos ricos en residuos de cisteina y dominios YWTD pobres en residuos de
cisteina. Los motivos EGF e YWTD son necesarios para la disociacion de ligandos del
receptor en endosomas (Li y cols.,, 2001a). Ademas tienen un dominio citoplasmatico
relativamente corto con al menos un motive NPXY. Los motivos NPXY estan

involucrados en el reclutamiento de proteinas adaptadoras, que forman parte de las




fovéolas cubiertas por clatrina (Stolt y Bock, 2006) como también en el reclutamiento
de proteinas de sefalizacion (Stolt y Bock, 2006). Otra caracteristica que comparten
estos receptores es que en el reticulo endoplasmatico rugoso, unen rapidamente y con
alta afinidad a una proteina de 40 kDa llamada RAP. Esta proteina se localiza
predominantemente en este organelo. Se une a todos los miembros de la familia LDL y
su funcién es la de ser una chaperona, que participa en el plegamiento de los
receptores (Bu y Marzolo 2000), ademas de proteger a los receptores recien
sintetizados de la unién temprana de ligandos, lo cual evita la agregacién y retencion
en el reticulo endoplasmatico de estas proteinas.

Los principales miembros de esta familia de receptores son: el receptor LDL,
LRP1, LRP-1B, Megalina o LRP2, MEGF7, ApoER2 y VLDLR, ademas de otros 3
receptores, mas distantes, LRP5, LRP6 y LR11/SorLA (Figura 1). Estos dltimos no
tienen todas las caracteristicas estructurales que definen a los miembros de la familia.
Por ejemplo LRP5 y LRP6 no contienen el motivo intracelular NPXY que contienen los
miembros principales, pero tienen 5 copias de motivos PPP(S/T)P que participan en [a

sefializacion de estos receptores (Fisher y Howie 2006).
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Figura 1. Miembros de la familia de receptores de LDL. Estos receptores se
expresan en la superficie celular y estan envueltos en varios procesos fisioldgicos.
Estructuralmente poseen un Unico dominio de transmembrana y en el ectodominio
tienen repetidos tipo complemento que constituyen los dominios de unién a ligandos,
ademas de repetidos EGF y motivos YWTD. Los receptores LRP5/6 y LR11/SORLA
son miembros mas distantes de la familia y no comparten todas las caracteristicas
estructurales de los demas receptores. (Modificado de esquema disefiado por Barbara
Ramos).




Megalina/LRP2.

Megalina es un receptor endocitico de 600 kDa y originalmente fue identificado
como el antigeno involucrado en la nefritis de Heymann de ratas (Christensen y Birn
2001). Se expresa en el dominio apical de las células epiteliales polarizadas,
principalmente en el epitelio absortivo del tubulo proximal del rifién y del saco vitelino,
en los que hay una alta actividad endocitica y de degradacion de ligandos (Moestrup y
Verroust 2001). Otros sitios de expresion del receptor son el epitelio mamario, tircides,
epitelio interno del oido y epitelio ciliar del ojo, pulmén, ileon distal y vesicula biliar
(Fisher y Howie 2006). Ademds se encuentra en plexo coroideo, epéndima,
paratiroides, oviducto, Utero y otros. La expresion de megalina en el desarrollo ha sido
encontrada en trofoectodermo y neuroectodermo (Christensen y Birn 2001). Se ha
descrito que megalina une Sonic hedgehog un importante morfégeno y la proteina
morfogénica 6sea 4 (BMP4), ambas moléculas de gran importancia durante el
desarrollo del sistema nervioso central (Fisher y Howie 2006). Megalina une ademas
una enorme variedad de ligandos de importancia en el desarrollo y en la vida adulta,
entre los que se encuentran complejos de vitamina A, vitamina B12 y vitamina D con
sus proteinas transportadoras, ademas de lipoproteinas, que contienen apoE, apoB,
lipasas proteicas, complejos proteasas con sus inhibidores, tiroglobulina, y calcio
entre otros. La unién de vitaminas y hormonas al receptor sugieren un papel de
megalina en el metabolismo y homeostasis de vitaminas (Christensen y Birn 2001).

La importancia de megalina queda de manifiesto en los estudios con ratones
nulos para este receptor, los que revelan que estos animales tienen un desarrollo
anormal en rifién, pulmones y sistema nervioso cenfral, la mayoria muere post-

natalmente de insuficiencia respiratoria. Esto indica que la expresion de megalina se

requiere en la formacién de importantes estructuras del ratén durante el desarrollo




(Willnow vy cols., 1996). Se ha planteado que la falta de la interaccion descrita entre
megalina y Sonic hedgehog, seria una de las causas que explicarian el fenotipo
observado en estos ratones (McCarthy y cols., 2002). Ademas la unién de variados
ligandos y el posible papel de megalina en la homeostasis de vitaminas esenciales
también podrian explicar parte del fenotipo de estos animales.

Estructuralmente megalina humana estd compuesta de 4655 aminoacidos,
posee un dominio extracelular amino terminal tnico, un dominio de transmembrana de
23 aminoacidos y dominio citoplasmatico carboxilo terminal. En su ectodominio
contiene 36 repetidos clase A ricos en cisteinas los que forman cuatro grupos los
cuales constituyen las regiones o dominios de unién a ligandos (Hjélm y cols., 1996).
Estos estan separados por repetidos EGF y regiones pobres en cisteinas las cuales
contienen motivos YWTD, que estan involucrados en la liberacién pH dependiente de
ligandos en compartimentos endosomales (Christensen y Birn 2002) (Figura 2 A). En
su cola citoplasmatica de 209 aminoacidos contiene motivos putativos de endocitosis
como un motivo LL, tres del tipo NPXY y uno del tipo Yxx¢. Ademas contiene una
secuencia rica en prolinas con homologia a un dominio de unién SH3, un motivo PDZ
y distintos motivos putativos de fosforilacion, tales como sitios para PKC, CKIl y un
sitio para PKA (Marzolo y cols., 2003). Dentro de los putativos motivos de fosforilacion
es interesante notar la presencia de un sitio PPPSP, que no aparece mencionado
entre los motivos del receptor en los trabajos en que se muestra el clonamiento de
megalina (Hjalm y cols., 1996). Este motivo esta dentro de la secuencia rica en
prolinas, que recientemente se ha descrito es fosforilado por la quinasa glicégeno
sintasa (GSK3) en los receptores LRP5/6 involucrados en la via de sefializacion WNT

(Zeng y col., 2005). La presencia de estos motivos citoplasmaticos sugieren para




megalina una posible funcién en sefializacion ademas de su papel como receptor

endocitico {Christensen y Birn 2001) (Figura 2 B).
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Figura 2. Esquema de la estructura de megalina y su dominio citosélico. A
Estructuralmente megalina esta constituido de cuatro dominios de unién a ligandos, un
dominio de transmembrana y un dominio citosélico con motivos NPXY. B Esquema del

dominio citosélico del receptor, donde se indican motivos de endocitosis y de union de
proteinas. Ademas de sitios putativos de fosforilacién.




El transporte polarizado de megalina estd determinado por informacion
presente en su dominio citoplasmaético (Marzolo y cols., 2003). En la membrana
plasmatica apical, el receptor se internaliza constitutivamente, mediante vesiculas
cubiertas por clatrina. Una vez en el endosoma megalina se disocia de sus ligandos y
recicla a la membrana apical. Para alguno de sus ligandos, como tiroglobulina (Marino
y cols., 2000) y retinol binding protein (Marino y cols., 2001), se ha visto que el
receptor experimenta una ruta de transitosis apical- basolaterai.

Se ha determinado que las funciones endocitica y de sefializacion de los
miembros de la familia LDL son controlados por interaccion con proteinas adaptadoras
que reconocen motivos especificos denfro del dominio citoplasmatico de estos
receptores. Varias proteinas intracelulares se unen al dominio citosélico de megalina
(May y cols., 2003a) incluyendo MAP quinasas, JIP-1y JIP-2 (Gotthardt y cols., 2000),
PSDY5 (Larsson y cols., 2003) y proteinas adaptadoras como SEMCAP-1 (Gotthardt y
cols., 2000), Dab2 (Oleinikov y cols., 2000} y ARH (Nagai y cols., 2003). Dab2 y ARH
contienen dominios de unién a fosfotirosina (PTB), que reconocen motivos NPXY,
cuando el residuo de tirosina no esta fosforilado y se ha propuesto, que participan en
la endocitosis y reciclaje del receptor (Maurer y Cooper 2005). En tejidos tales como
en endodermo visceral, se ha demostrado que Dab2, esencial en el desarrollo
embrionario, media la endocitosis de megalina junto con su co-receptor cubilina
(Maurer y Cooper 2005). Sin embargo, se conoce poco del significado funcional de
muchas de las interacciones entre megalina y estas proteinas citosélicas.

La fosforilacién de proteinas también ha sido implicada en la regulacién de
diversos aspectos del trafico intracelular de protefnas, como la endocitosis, transcitosis

y cascadas de sefializacion. Se ha establecido que en el caso de miembros de la

familia de LDL, el dominio citosodlico de LRP1 es fosforilado. Sin embargo los estudios




realizados, no coinciden en si las quinasas que participan son las PKA o PKCa ni en si
como consecuencia de esta fosforitacion el receptor aumenta o disminuye la velocidad
de internalizacion del receptor (Li y cols., 2001b, Ranganathan y cols., 2004).
También, la union de moléculas de sefializacion como PDGF resulta en la fosforilacion
de un residuo de tirosina del dominio citoplasmatico de LRP1 y en el reclutamiento de
src tirosinas quinasas (Boucher y cols., 2002). Otros miembros de la familia como los
receptores ApoER2 y VLDLR, regulan la migracién neuronal durante la embriogénesis
por transduccion de la sefial de reelina a través de la membrana neuronal
(Trommsdorff y cols., 1999). La union de reelina al dominio extracelular de estos
receptores, resulta en la fosforilacién de una tirosina del adaptador Dab1 por la familia
de Src quinasas (Hiesberger y cols., 1999). También LRP8&, envuelto en [a via de
sefializacion WNT canénica, es fosforilado por la quinasa glicogeno sintasa (GSK3) y
caseina quinasa [ (CKIl) en respuesta a ligandos, en los motivos PPPSP presentes en
el dominio citoplasmatico del receptor (Tamai y cols., 2004).

Como se ilustra en la Figura 2 B, megalina posee en su dominio citosélico,
numerosos motivos de interaccion con proteinas y varios sitios de consenso de
fosforilacién, entre los que se encuentran sitios putativos para las quinasas PKA, PKC
y CKll, ademas de un motivo PPPSP. Datos obtenidos en nuestro [aboratorio indican
que el dominio citoplasmatico de megalina es fuertemente fosforilado in vivo (Yuseff y
col., 2007). Esto sugiere que la fosforilacion es importante para la funcién del receptor
y podria estar involucrada en diversos procesos tanto de su trafico celular como en
aspectos de seftalizacion intracelular (Yuseff, 2005; Yuseff y col., 2007). En la tesis
doctoral de Maria Isabel Yuseff se hicieron estudios con construcciones gque contenian

el dominio citosélico de megalina, con el fin de identificar los motivos que participan

en la fosforilacion del receptor. Se determind que los sitios PKC, PKA y CKII no
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contribuyen de manera importante en este proceso. Pero, al mutar la serina del motivo
PPPSP por una alanina se encontré una disminucion casi compieta de la fosforilacion,
por lo que se pudo concluir que el motivo PPPSP es el motivo que determina la
fosforilacion de megalina (Yuseff, 2005; Yuseff y col., 2007). En esta tesis se estudio
la expresién de una mutante de fosforilacion PPPAP del dominio citosdlico de
megalina, en el contexto de células de fenotipo polarizade MDCK, para evaluar si
la fosforilacion modula el trafico del receptor

Puesto que la fosforilacion del motivo PPPSP en receptores LRPS5/6 es
dependiente de GSK3, es muy probable que esta quinasa también este involucrada en
la fosforilacion de megalina. Pocas enzimas ejercen una amplia influencia regulatoria
sobre la funcién celular como GSK3. Tiene dos isocformas GSK3a y GSK3p, pero se
sabe poco acerca de las funciones especificas para cada una. Se han reportado mas
de 40 proteinas que son fosforiladas por esta quinasa, incluyendo mas de una docena
de factores de transcripcién (Jope y Johnson 2004). La actividad de esta quinasa
influencia la dinamica del citoesqueleto y arquitectura celular, procesos
transduccionales y transcripcionales, desarrollo y muerte celular (Jope y Johnson
2004). Recientemente se ha descrito, que la interaccion directa entre PKB y megalina
actia como sensor de la concentracién de albimina en las células del tubulo proximal
del rifon, determinando por fransduccién de sefiales la sobrevivencia o muerte de
estas células (Caruso-Neves y cols., 2006). PKB reduce la actividad de GSK3 al
fosfarilar la serina @ en GSK3f o la serina 21 en caso de GSK3a (Jope vy cols., 2004).
Ya que, PKB es un regulador negativo de la actividad de GSK3 puede que estas
quinasas actlen concertadamente para regular la actividad de megalina. En esta tesis

se evalud si efectivamente GSK3 participa en la fosforilacién del receptor.




11

Megalina junto con LRP1 y LRP1B son de los miembros de la familia de LDL.,
de mayor tamafo. Para facilitar el estudio de este receptor se generd un minireceptor
de megalina que contiene el dominio cuatro de unién a ligandos con el dominio
transmembrana y el dominio citosdlico del receptor. Esta construccién podra ser
utilizada en ofras areas y no solo para los estudios de esta tesis. Junto con los
estudios de trafico y fosforilacién del receptor, el desarrolioc de esta construccion
constituyé también un objetivo abordado en este trabajo.

Sobre la base de los antecedentes aportados por estudios realizados en
nuestro [aboratorio, respecto a que el motive PPPSP es determinante en la
fosforilacion del receptor, que la fosforilacion de LRP5/6 en estos mismos motivos
PPP(S/T)P dependen de GSK3 y que esta modificacion post-traduccional podria
modular el trafico del receptior, como ocurre con LRP1 por otros sitios, nos planteamos

la siguiente hipdtesis:
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Hipotesis de trabajo:

El dominio citosdlico de Megalina se fosforila en un proceso dependiente de GSK3 y

esta medificacion tiene un papel en el trafico del receptor.

Objetivo general:

Evaluar como la fosforilacién de megalina afecta su trafico y el papel de GSK3 en este

proceso.

Objetivos especificos:

1-  Construir un minireceptor que contenga el cuarto dominio de unién a ligandos de
megalina y su dominio citoplasmatico nativo o mutado.

2- Expresar de forma estable y caracterizar funcionalmente esta construccién en
células MDCK

3- Expresar mutantes de megalina en el motivo PPPSP y evaluar la fosforflacion ¥, 0
trafico de estos receptores en células de fenotipo polarizado MDCK,

4- Evaluar la participacion de la quinasa GSK3 en la fosforilacién de megalina.
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lI. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales
1.1- Bacterias:
Se uso la siguiente cepa de Escherichia coli:

DH5a: sup E44 Alac U169f80(lacZ AM15)hds R17 rec A1 end A1 gyr A 96 thi-1 rel A1,

1.2- Plasmidios:

Se utilizaron los siguientes vectores de expresion para células eucariontes:

pcDNAZ3: Obtenido de invitrogen Corp., San Diego, USA.

pmLRP4lrptmMeqgT: Codifica para un minireceptor {m) que contiene el cuarto dominio
de unién a ligandos de LRP1 {LRP4), dominio transmembrana de LRP1 (Irptm) y el
dominio citosélico de megalina (MegT) (construido por la Dra. Marzolo).

pMegTS170A: Fue generado en nuestro laboratorio a partir del vector
pmLRP4IrptmMegT. Por medio de mutagénesis sitio dirigida, se reemplazé una base
del codon que codifica para la serina 170 del dominio citosolico de megalina, por otra
base que codifica un codon de alanina.

pMegTMT (MegTO0): Codifica para un minireceptor que contiene el dominio
transmembrana y citosélico de megalina, fusionado a un epitope HA. Fue donada por
el Dr. Scott Argraves (Department of Cell Biclogy and Anatomy, Medical University of
South Carolina, Charleston, South Carolina, USA).

pGSK3g: Codifica GSK3B humana fusionada a un epitope HA. Fue donada por el Dr.

Xi-He (Neurobiology Program, Children’s Hospital Boston, Department of Neurology).
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1.3- Lineas Celulares:

CHO-K1: Linea celular de ovario de hamster, fue obtenida desde American Type
Culture Collection (ATCC) Manassas, VA 20108 USA.

MDCK: tipo Il es una linea celular epitelial derivada de rifion de perro y fue donada
por el Dr. Enrique Rodriguez Boulan (Dyson Vision Research Institute, Weill Medical
College of Cornell University, New York, NY, USA).

BN: Linea celular derivada de saco vitelino de rata donada por el Dr. Scott Argraves
(Department of Cell Biology and Anatomy, Medical University of South Carolina,

Charleston, South Carolina, USA).

1.4- Anticuerpos:
Los siguientes anticuerpos fueron obtenidos de Molecular Probes (Europe BV, Leiden,
Netherlands) Anti-IgG de pollo conjugado a Alexa 594, Anti-lgG de conejo y ratén
conjugado a Alexa 488 y Kit de marcacion Zenon Alexa 488 raton igGza.
De Chemicon International (Temecula, CA, USA) se obtuvieron los Anticuerpos anti
HA pollo y anti-IgG de raton, de rata y de conejo conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP). Los Anticuerpos anti Ecadherina, anti actina y anti tubulina fueron obtenidos de
Sigma (Sigma Chemical, St Louis MO, USA).
Anticuerpo anti fcatenina fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
California, USA), Anti-IlgG de ratdon conjugado con Cy3 de Amersham Pharmacia
Biotech (Piscataway, NJ, USA) y Anti IgG de ratén conjugado a R-Phycoerythrin (RPE)
de Dako, Denmark.

Anticuerpo anti HA obtenido de un sobrenadante del Hibridoma Babco (12CA5) fue

obsequiado por el Dr, Guojun Bu.
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En el laboratorio se generé un anticuerpo anti megalina (antiMegT) policlonal de
conejo contra el dominio citosélico del receptor. Fue preparado como se describe en

Marzolo y cols., 2003.
1.5- Oligonucleétidos:

Los oligonucledtidos utilizados para los clonamientos se sintetizaron a través de Gene

Link (Hawtharne, NY, USA) e IDT: St Louis, MO USA.
1.6-  Secuencias de oligonucleétidos:

A) Partidores para amplificar el epitope HA y el péptido sefial de LRP1, usando

como templado el vector pmLRP4IrptmMegT.

Secuencias Sitio de corte
5PS-HA: 5’GATCACCGGTTCAGCCCACACCATGS' Agel
3PS-HA: 5'GATCGTCGACAGCGTAGTCCGGGACS 3all

B) Partidores para mutagénesis sitio dirigida del dominio citosélico de

megalina.

Secuencias
5’S170A: 5 GACACCACCTCCAGCACCTTCGCTCC 3
3'S170A: 5 GGAGCGAAGGTGCTGGAGGTGGTGTC 3

Secuencias
5'S170D: 5 GACACCACCTCCAGACCCTTCGCTCC 3'
¥S170D: 5 GGAGCGAAGGGTCTGGAGGTGGTGTC 3
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1.7- Reactivos:

Las proteinas de fusion GST-RAP, GST-Dab2, GST-MegT, proteinas GST y
RAP fueron generadas en nuestro [aboratorio.

Los siguientes reactivos se adquirieron de GIBCO (Life Technologies, Inc.,
Grand Island, NY, USA): Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM), Nutrient F-12 Ham (F-
12 Ham), DMEM sin metionina y cisteina, DMEM sin Ca**, DMEM sin fosfato, L-
glutamina, penicilina, estreptomicina, G418, tripsina-EDTA y Opti-MEM, azul de tripan.
El suero fetal bovino (FBS) fue de Hyclone (South Logan, UT, USA).

El material de cultivo de células eucariéticas se obtuvo Corning Incorporated
(Acton, MA USA).

De Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) se adquirio, los inhibidores
de proteasas individuales (leupeptina, aprotinina, pepstatina A, antipaina), PMSF,
SB216763, esferas de agarosa unidas a glutatién, acrilamida, bisacrilamida, Tween-
20, persulfato de amonio, TEMED, gelatina, saponina, para-formaldehido, aminoacidos
no esenciales, piruvato de sodio, EDTA, Hepes, bicarbonato de sodio, acrilamida y
reactivos del sistema ECL. LiCl se adquirié de Mallinckrodt, Chesterfield, UK. Los fiims
y liquidos de revelado fueron obtenidos de Fuji. De Winkler (Santiago, Chile) se obtuvo
Tris base, reactivo de Bradford, dodecil sulfato de sodio, albiimina de suero bovino, 2-
mercaptoetanol y cloruro de sodio. Butirato de sodio, tunicamicina, ampicilina,
kanamicina, azul de bromofenol y glicina.

De Merck se adquirieron: etanol, isopropanol, acido tricloroacético, acido
aceético glacial, metanol, cloroformo, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, acetona,

alcohol isoamilico {IAA), acido clorhidrico, DMSO, glicerol y glucosa.,
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De Pierce (Rockford, IL, USA) se obtuvo Biotina Sulfo-NHS-LC, esferas de
agarosa unidas a estreptavidina y esferas de agarosa unidas a proteina A. El estandar
de peso molecular pretefiido para proteinas, DTT, bisacrilamida, Triton X-100 de BIO-
RAD (Hercules, CA, USA). La membrana de transferencia Immobilon-P fue obtenida
de Millipore (Billerica, MA, USA). El cloruro de amonio fue de Fisher Scientific (New
Jersey, USA). La lipofectamina 2000 fue adquirida a Invitrogen (CARLSBAD,
California, USA). El Nal'® y la metionina-cisteina [S*] fueron comprados a NEN Life
Science Products. El [*?P]-Ortofosfato fue obtenido de la comision chilena de energia
nuclear (Santiago, Chile).

De Difco Lab. {Detroit, Michigan, USA) se obtuvo agar-agar y Triptona. De

Mobio (Scolana, USA) extracto de levadura.

RNAasa A y Pfu DNA polimerasa se obtuvieron de Fermentas™ (Vilnius,
Lithuania) y Tag DNA polimerasa de Promega™ (Madison, Wi, USA). En tanto que, T4
DNA Ligasa, Platinum Pfx DNA Polymerase, DNA ladder de 100pb, 1kb DNA plus y
fago A digerido con Hind Ill, fueron obtenidos de Life Technologies™, (Rockville, M,
USA).

Las distintas enzimas de restriccion se obtuvieron de Fermentas™ (Vilnius,
Lithuania), de Promega™, (Madison, WI, USA) y Life Technologies™, (Rockville, MI,
USA).

De Omega Bio Tek™ (Doraville, GA USA) se obtuvo el kit E.Z.N.A para
purificar DNA vy el kit E.Z.N.A GelExtration.

Para visualizar y fotografiar geles de ADN se utilizé el equipo gel Doc 2000 de

BioRad.
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2- Métodos

2.1- Técnicas de Biologia Molecular.
2.1.1- Clonamientos
2.1.1.1- Generacion de minireceptor fusionado a epitope HA: m-Meg4.

Para amplificar por PCR el fragmento que contiene el epitope HA y el péptido
sefial de LRP1 fue utilizado el plasmidio pmLRP4IrptmMegT y los primer 5 PS-HA y 3'
PS-HA descritos en la seccién 1.6 A. La reaccién de PCR fue de 10 ul de buffer de
PCR 10x, 8 ul de MgSO; 25 mM, 2 ul de d-NTPs 10 mM, 400 ng de cada
oligonucledtido, 720 ng de ADN templado, 0,7 ul de Pfu DNA polimerasa (2,5 Uful) y
H,O libre de nucleasas para completar un volumen de 100 ul. El programa de
amplificacién utilizado fue: 5 min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a 84°C, 30 sega 60°C y
30 seg a 60°C y finalmente 7 min a 60°C. Luego, el plasmidio YFP-Meg4, fue digerido
con las enzimas de restriccion Agel y Sall. El fragmento que contiene el dominio cuatro
de los motivos de unidon a ligandos de megalina la zona yuxtamembrana,
transmembrana y dominio citosdlico de megalina fue ligado al fragmento generado por
PCR. La reaccion de ligacion fue de: 8 ng de inserto, 90 ng de vector, 3 ul de buffer de
ligacion 5x, 1 ul de ligasa (1U/ul) y H,O libre de nucleasas para completar el volumen
de 15 ul finales. Esta reaccion se dejo por 16 horas a 14 °C. El producto de ligacion
fue transformado a bacterias competentes. Las colonias crecidas fueron sometidas a

minipreparacion y el ADN plasmidial chequeado por andlisis de restriccion.
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2.1.1.2- Mutagénesis sitio dirigida de bases que codifican para la serina del motivo

PPPSP en el dominio citosdlico de megalina de m-Meg4.

Mediante PCR se mutd una base del codon que codifica para la serina del motivo
PPPSP del plasmidio m-Meg4, este procedimiento se uso tanto para generar m-
Meg4PPPAP como m-MegPPPDP. Fueron usados los partidores descritos en la
seccion 1.6 B. La reaccién de PCR fue la siguiente: 10 ul de buffer de PCR 10x, 2 ul
de MgS0, 25 mM, 1 ul de d-NTPs 10 mM, 125 ng de cada oligonucledtido, 50 ng de
ADN templado, 0,8 ul de Pfx (2,5 U/ul) y H,0 libre de nucleasas para completar un
volumen de 50 ul finales. El programa de amplificacién utilizado fue: 30 seg a 95°C, 18
ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a 55°C y 14 min a 68°C y finalmente 7min a 68°C.
Posteriormente el ADN fue digerido con 1 ul de la enzima Dpnl por 1 hora a 37 °C.
Luego el ADN fue precipitado con etanol 90 % y acetato de sodio 3M pH 4,8 y
resuspendido en 10 ul finales con H,O libre de nucleasas. Posteriormente se
transformé bacterias competentes con el ADN, las cuales se plaguearon en placas de
LB-agar kanamicina resistentes (50 pg/ml). Las colonias crecidas fueron sometidas a
minipreparacion por kit E.Z.N.A para purificar ADN y fueron chequeadas por

secuenciacion.

2.1.2- Purificacién de fragmentos de ADN.

Para la purificaciéon de fragmentos de ADN se utilizaron el kit E.ZN.A
GelExtration segun las indicaciones del producto y columnas de lana de vidrio. En este
ultimo caso, el ADN a purificar se corrid en un gel de agarosa desde la cual, se extrajo
la banda de interés. Luego, se colocé en una columna construida de la siguiente

manera;: se tomé un tubo de 0,5 ml y se perforé6 el fondo con una aguja.
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Posteriormente se rellené el interior con lana de vidrio y se colocé dentro de un tubo
de 1,5 ml La banda cortada desde el gel de agarosa se introdujo dentro del tubo de
0,5 ml. Luego se centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto (5417R, Rotor F45-30-11
(Hamburg, Germany)). Se tomé el filtrado que quedd en el tubo de 1,5 ml y se precipité

con etanol. Finalmente el ADN se resuspendi6 en H,0O.

2.1.3- Obtencion de bacterias competentes

Las bacterias competentes se obtuvieron mediante el método de CaCl; a partir
de cepas de E. coli DH5c. Primero fueron crecidas en 40 ml de medio LB (Luria Broth:
NaCl 1,0%, peptona al 1,0% y extracto de levadura al 0,5%) hasta alcanzar la fase
logaritmica, detectada por absorbancia a 600 nm. Luego, las células se centrifugaron a
5500 rpm (Sorvall, Rotor §S8-34 (Ramsey, Minnesota, USA)) por 5 min y el pellet
obtenido fue resuspendido suavemente en 4 ml de una solucion de CaCl, 75 mM , se
incubaron durante 30 min a 4° C. Las células fueron centrifugadas nuevamente a
2500 rpm por 5 min (Sorvall, Rotor $S-34), resuspendidas en 2 ml de CaCl, 75 mM
con glicerol al 15 % y dejadas a 4°C toda la noche para aumentar la competencia de

las células. Posteriormente fueron alicuotadas y guardadas a -80° C.

2.1.4- Transformaciaon de bacterias

Las bacterias competentes fueron incubadas en hielo con 30 ng a 150 ng de
ADN plasmidial por 30 min. La mezcla se sometié a un choque térmico por 2 min a 42°

Cy se resuspendi6 en 450 pl de medio LB. Las bacterias se recuperaron con agitacion
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suave a 37° C y se sembraron en placas de LB-agar al 1,5% en presencia de

ampicilina 100ug/ml o kanamicina 50 pg/ml. Se crecieron a 37° C por toda la noche.

2.1.5- Obtencién del ADN plasmidial

Para la purificacion de los diferentes plasmidios se utilizaron dos métodos:

a) Preparacidn en gran escala de ADN (Maxipreparacion)

Las bacterias transformadas con el ADN plasmidial fueron crecidas en 250 mi
de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina o 50 pg/ml de kanamicina durante 16 horas
con agitacién constante. Luego, se sedimentaron las bacterias mediante centrifugacién
a 5000 rpm (Sorvall, Rotor GSA) por 15 min a 4° C y se resuspendieron en 15 ml de
solucién | (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM, pH 8,0). Después
de lisar las bacterias en 20 ml de solucién Il (NaOH 0,2 N, SDS al 1,0 %), se
agregaron 15 ml de solucion il (Acetato de Potasio 3 M, Acido acético 0,7 M) vy se
incubd la mezcla en hielo por 5 min. El precipitado se centrifugé a 5000 rpm (Sorvall,
Rotor GSA) por 10 min y se recolectd el sobrenadante, desde donde se precipitaron
los acidos nucleicos con 0,6 volumenes de isopropanol. Los acidos nucleicos se
separaron del sobrenadante mediante centrifugacion a 10000 rpm (Sorvall, Rotor
$534) por 10 min a 4° C y se resuspendieron en 3 ml de TE pH 8 mas 3 ml de LiCl 5
M para precipitar selectivamente el ARN. El ARN fue separado de la muestra mediante
centrifugacién a 5200 rpm (Sorvall, Rotor SS834) por 10 min. Se recolecté el
sobrenadante y el ADN fue precipitado con 1 volumen de isopropanol, centrifugado a
7700 rpm (Sorvall, Rotor $S34) por 10 min a 4° C y resuspendido en 500 pl de TE pH

8. La muestra con ADN fue tratada con RNAasa para eliminar restos de ARN vy
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precipitada nuevamente con 500 ul de una solucién de PEG al 13 % con NaCl 1,6 M,
centrifugada a 14000 rpm (5417R, Rotor F45-30-11) y resuspendida en 400ul de TE
pH 8. Las proteinas de la muestra fueron eliminadas mediante extracciones sucesivas
con fenol saturado con Tris pH 8,0 y una mezcla de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (proporcion 50:49:1). Finalmente la muestra de ADN fue resuspendida en

200 pl de agua libre de nucleasas.

b) Preparacion en pequeiia escala de ADN (minipreparacion)

Se hizo de dos maneras, una en la cual se utilizé el kit E.ZN.A de Omega
BioTek™ segun las indicaciones del producto y otra donde se uso un método clasico.
En este dltimo, las colonias de bacterias fueron crecidas en 3 ml de medio LB con 100
ug/ml de ampicilina o 50 pg/ml de kanamicina durante 16 horas con agitacion
constante. Luego, 1,5 ml de bacterias se centrifugaron a 10000 rpm por 2 minutos
(5417R, Rotor F45-30-11) en un tubo eppendorf y se resuspendieron en 100 ul de
solucion | (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM, pH 8,0), incubando
por 5 minutos a T°A. Después se lisaron en 200 ul de solucién Il (NaOH 0,2 N, SDS al
1,0 %) y luego se agregaron 150 ul de solucién Ill (Acetato de Potasio 3 M, Acido
acético 0,7 M), en ambos casos se dej6 la mezcla 5 minutos en hielo. Después se
centrifugd la muestra a 12000 rpm por 5 minutos (5417R, Rotor F45-30-11). Las
proteinas se eliminan con una extraccion de fenol:cloroformo (1:1). La muestra de
ADN se precipita con etanol 90% y acetato de sodio 3 M pH 4,8. Luego, el pellet de
ADN fue lavado con etanol al 70 % en agua y posteriormente se resuspendié en 30 ul

de H,0 libre de nucleasas.
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2.1.6- Cuantificacién del ADN plasmidial

Se cuantificé mediante espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nmy
usando la siguiente equivalencia: Concentracidnapn= Az * 50 ug/ml x factor de
dilucién. La calidad del ADN se evalud calculando la razén entre la absorbancia

medida a 280 nm y la obtenida a 260 nm (método espectrofotometrico).

2.1.7- Analisis del ADN plasmidial

El ADN se analizé mediante digestién con enzimas de restriccién. Distintas
alicuotas de ADN plasmidial se incubaron con 0,5-1 U de cada enzima de restriccion y
en presencia del buffer correspondiente para cada enzima, segun las especificaciones
del proveedor. Cada reaccion fue incubada al menos 2 horas a 37° C y los productos

se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8%-1,0%.

2.2- Técnicas de Biologia Celular

2.2.1- Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares CHO-K1, BN y MDCK se incubaron en 5 % CO,y 37° C.
Las células CHO-K1 se crecieron en medio F12-Ham con 10% de suero fetal. Las
células BN y MDCK se cultivaron en medio DMEM con 7,5 % suero fetal. Todos los
medios fueron suplementados con penicilina/estreptomicina y con G418 0,4 mg/ml

sdlo para las lineas celulares transfectadas establemente.
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2.2.2- Transfeccidn de células

Las distintas lineas celulares se transfectaron utilizando 5 pg de DNA con
Lipofectamina 2000 (GIBCO, BRL), como se describe en el protocolo del producto. Se
seleccionaron colonias de células estables por su resistencia al antibiético G418 a una
concentraciéon de 0,8 mg/ml. La expresion de las proteinas de interés se siguié por
inmunoblot, inmunoprecipitacion de células marcadas metabdlicamente con *S

Metionina/Cisteina o IF.

2.2.3- Inmunoblot

Las células fueron lisadas en tampoén de lisis: tampdn fosfato salino (NaCl 150
mM, Fosfato PBS) con Tritdbn X-100 1% e inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM,
Leupetin 50 pM, Pepstatin 1 uM y antipain 1 uM) a 4° C por 1 hora. Las proteinas de
los lisados celulares fueron separadas por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y
posteriormente transferidas a una membrana de “polyvinylidene diflucride (PVDF)”".
Las membranas fueron incubadas con un anticuerpo primario. Los anticuerpos fueron
incubados en tampon PBS con 3 % o 5 % de leche y Tween-20 al 0,05% o 0,1 %
segtin el tipo de anticuerpo, Después de lavar 3 veces por 10 o 5 min, las membranas
fueron incubadas con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) dirigido contra inmunoglobulinas de raton, conejo o rata dependiendo del primer

anticuerpo usado.

2.2.4- Pull Down GST.

Se prepararon extractos celulares lisando las células con tampén de Pulf Down

(Hepes 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Glicerol 10% v/v, Triton X-100 0,1% v/v). Se
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incubaron cantidades equivalentes de proteinas del extracto celular (0,5-1 mg) con la
proteina de fusion GST-RAP o GST-Dab2 o GST-MegT, previamente unida a esferas
de agarosa unidas a glutatién por 16 horas a 4°C o 4 horas, en el caso de GST-MegT.
Las esferas se lavaron 4 veces en tampon de pull down, se hirvieron en tampoén de
carga y se separaron por SDS-PAGE. Un inmunoblot se desarrollé para detectar
proteinas que interactien con RAP o Dab2 o el dominio citosélico de megalina, MegT.
En todos los experimentos se incluyd como control un pull down con cantidad

equimolar de GST.

2.2.5- Fraccionamiento

Las células MDCK y BN fueron cultivadas en placas de 100 mm hasta 70% de
confluencia. Una vez en este punto, fueron recolectadas con un scrapper en 800 ul de
tampon A (Tris 10 mM, pH 7,9; 1,5 mM MgClz, KCI 10 mM, DTT 10 mM e inhibidores
de proteasas) a 4 °C y se incubaron por 30 minutos en hielo. Luego, las células se
pasaron suavemente por una jeringa G29 10 veces para después centrifugar a 700xg
por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se centrifugd a 100000xg en un rotor TFT
45,6 angulo fijo (Beckmann), centrifuga Sorvall por 1 hora a 4 °C. Aqui se obtuvo el
sobrenadante (fraccion citosélica) y un pellet de membranas (fraccion membrana) el
cual se lava suavemente con 300 ul de tampén A y se resuspende en 100 ul de
tampon C (Tris HCI 20 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM, TX-100 0,1%, NaCl 0,15 mM e
inhibidores de proteasas). Las proteinas citosdlicas fueron precipitadas con
metanol/cloroformo (1:1) y los pellet de proteinas resuspendidos en 100 ul de tampén

C. Las muestras fueron analizadas por inmunoblot.
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2.2.6- Biotinilacién selectiva de proteinas

Las celulas epiteliales que expresan las diferentes construcciones se cultivaron
en filtros de policarbonato en camaras Transwell. La confluencia fue seguida midiendo
la resistencia transepitelial. Las células se biotinilaron de manera selectiva por el lado
apical o basolateral, incubandolas con 0,5 mg/mi de biotina por 1 hora a 4° C.
Después, las células se lavaron fres veces con PBS frio y [a biotina libre se apago por
incubacion con NH;Cl 50 mM por 10 min dos veces. Las células se lisaron en tampén
SA frio (Tris 20mM pH 8,0, NaCl 150mM, EDTA 5mM, BSA 0,2%, Tritén X-100 1% e
inhibidores de proteasas). Las proteinas biotiniladas, de superficie celular, se
incubaron con esferas de agarosa unidas a estreptavidina por 16 horas a 4°C.
Posteriormente, las esferas se lavaron en forma sucesiva con las siguientes
soluciones: HA mix (PBS, CaCl, 0,5 mM, MgCl, 1 mM, BSA 0,5%, Tritén X-100 1%,
SDS 0,1%), TPIl (Tris pH 8,0 20mM, NaCl 150mM, EDTA pH 8,0 5mM, BSA 0,2%,
SDS 0,1%), TPIll (Tris pH 8,0 20mM, NaCl 150mM, EDTA pH 8,0 5mM, BSA 0,2%) y

Tris pH 8,0 50 mM. Las muestras se analizaron por inmunoblot.

2.2.7- Preparacién de tubos iodogen para iodinacién de proteinas.

Fue preparada una solucién de lodogen en cloroformo a una concentracion
de 1 mg/ml. Se colocaron 10 ul de la solucién en un tubo y se secé con flujo de

nitrégeno suave. Los tubos deben ser guardados en un desecador.

2.2.8- lodinacién de proteinas

Se preparé una solucién de 50 pg de proteina a iodinar (RAP), 2 mGi de Na'®|

y se llevé a un volumen final de 100 pl con tampén fosfato pH 7,5. Se agrego la




27

solucién a un tubo lodogen y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Luego se pasd
la solucion por una columna PD-10, previamente ambientada con PBS 0,01 % de
Tween-20. Se colectaron 10 fracciones de 1 ml cada una. Se detectd la radiacion y
emitida en un contador de particulas Gamma (Perkin Elmer, Life Sciences).
Generalmente la proteina iodinada aparece entre las fracciones 3-5. La protefna

iodinada fue guardada a 4°C y se utilizé durante los 5 dias siguientes a su iodinacion.

2.2.9- Estudios de endocitosis: Medicion de la velocidad inicial de internalizacién de

megalina y de los minireceptores.

Las células MDCK y BN se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad
de 4x10° células/pocillo. Al dia siguiente, las células se lavaron 2 veces con tampén de
ligando (medio F12-Ham con BSA 0,6 %) y se incubaron con **I-RAP 5 nM a 4° C por
30 minutos (0,5 ml/pocillo). Posteriormente, el ligando no unido se eliminé mediante
lavados sucesivos con tampén de ligando a 4° C y las células se llevaron a 37° C por
diferentes tiempos para permitiv la internalizacién del ligando. Después de cada
tiempo, las placas se colocaron rapidamente en hielo y el tampén de ligando fue
reemplazado por una solucién acida (&cido acético 0,2 M, pH 2,6, NaCl 0,1 M) para
disociar el ligando unido. Se realizaron dos lavados acidos de 10 min y la solucién fue
recolectada para medir las cuentas en un contador gamma. Posteriormente, las
monocapas de células fueron lisadas con 1 ml de tampén de lisis (Tris-HCI 62,5 mM,
pH 6,8, SDS 0,2%, glicerol 10 % v/v) y los lisados fueron recolectados en tubos para
ser contados. La suma del ligando internalizado mas el ligando que permanecia en la
superficie celular después de cada tiempo corresponde al ligando total. Para cada
tiempo se caleuld la fraccion de ligando internalizado como fraccién del ligando total.

Cada ensayo se realizé por triplicado dos veces.
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2.2.10- Ensayo de unién de radioligando a 4 °C

El procedimiento es similar al indicado para el ensayo de endocitosis, excepto
porque las células se incubaron por 1 hora con *°*I-RAP 5 nM a 4° C (0,5 ml/pocillo) y
no se realiza internalizacién a distintos tiempos. Luego de los lavados, se disocia el
ligando unido con una solucién acida (acido acético 0,2 M, pH 2,6, NaCl 0,1 M), la cual
fue recolectada para medir en un contador gamma. Cada ensaye se hizo dos veces
por {riplicado. Las diferencias observadas entre las distintas células fueron valoradas
estadisticamente mediante la aplicacion del test £-Student utilizando el programa de

analisis estadistico Sigma Plot 8.0.

2.2.11- Estudios de fosforilacién in vivo

Células BN, que expresan megalina, o células MDCK, fransfectadas en forma
estable, se sembraron el dia anterior en placas de 6 pocillos. Luege, se marcaron en
paralelo con **S-metionina/cisteina o **P-Ortofosfato. Para ello, primero las células se
lavaron con medio libre de metionina/cisteina o con medio libre de fosfato y
posteriormente se marcaron con 200 uCi de **S-metionina/cisteina durante 4 horas o
con 200 pCi **P-Ortofosfato, durante 2 horas a 37° C. Después de lavar 3 veces con
PBS, las células se lisaron en PBS, TX-100 1% en presencia de inhibidores de
fosfatasas (glicerolfosfato 1 mM, ortovanadato 1 mM y NaF 5§ mM) y de proteasas
(PMSF 1 mM, Pepstatin 1uM, Antipain 1 uM y Leupeptin 50 uM) a 4 ° C durante 1
hora. Finalmente, los minireceptores se inmunoprecipitaron con un anticuerpo que
reconoce el dominio citosdlico de megalina. Las protefnas inmunoprecipitadas se
analizaron por SDS-PAGE y se revelaron mediante autoradiografia. Las bandas fueron

cuantificadas usando el programa Image J 1.34s.
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2.2.12- Uso de inhibidores

El LiCl se us6 a una concentracion de 50 mM por 4 horas a 37° C en medio
libre de suero. Los controles negativos se hicieron en presencia de NaCl 50mM. E!
stock de SB216763 se prepard a una conceniracién de 30 mM y se usé a una
concentracion de 30 UM por 12 horas a 37°C en medio 3 % suero. Los coniroles

negativos se hicieron en presencia de DMSO.

2.2.13- Localizacién de proteinas por inmunofluorescencia

Las células MDCK se crecieron en cubreobjetos hasta alcanzar confluencia y
se lavaron con PBSc (PBS MgCl; 1 mM; CaCl2 0,1 mM)} antes de fijarlas con
paraformaldehido al 2 %, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
las células se lavaron con PBSc y en algunos casos se permeabilizaron mediante la
incubacion con TX-100 al 0,2 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después,
las muestras se blogquearon con PBS-gelatina al 0,2 %, se incubaron con el primer
anticuerpo durante 30 minutos a 37 °C y se lavaron suavemente con PBS.
Posteriormente, las células se incubaron con el anticuerpo secundario (conjugado con
un fluoréforo) en las mismas condiciones que el primer anticuerpo, se lavaron con PBS
y agua destilada y se montaron con gelvatol en un portaobjetos. Las muesiras se

secaron a 65 °C por 25 minutos y se observaron a través de un microscopio de

fluorescencia.
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2.2.14- Andlisis de la expresién de minireceptores por citometria de flujio

Células MDCK y BN fueron resuspendidas, mediante una incubacién previa
con una solucién de disociacion no-enzimatica, PBS-EDTA. Para analizar la expresion
de los receptores en la superficie celular, la mitad de células en PBS, provenientes de
una placa de 100 con 70% de confluencia, se incubaron sucesivamente con un primer
anticuerpo y segundo anticuerpo conjugado con un fluoréforo. En paralelo la otra mitad
de células fueron permeabilizadas con PBS saponina 0,1 % 6 0,05 % en caso de
células BN e incubadas con los anticuerpos bajo las mismas condiciones ya descritas,
para cuantificar la expresion total de los minireceptores en cada linea celular. La
fluorescencia inespecifica fue medida en una muesira en ausencia de un anticuerpo
primario. Las muestras fueron analizadas en un citdmetro de flujo FACSCAN Becton
Dickinson (Franklin Lakes NJ, USA). Cada ensayo se hizo dos veces por duplicado.
Las diferencias observadas entre las distintas células fueron valoradas
estadisticamente mediante la aplicacién del test -Student utilizando el programa de

analisis estadistico Sigma Plot 8.0.

2.2.15- Ensayo de reciclaje en células MDCK

Las células MDCK que expresan establemente los minireceptores se
plaguearon a una densidad de 300 mil por pocillo de placa de 12. El dia del ensayo las
células se incubaron con alexa 488 conjugado con anticuerpo anti-HA (Kit de
marcacion Zenon Alexa 488 raton 1gGz,) por 20 minutos a 37°C. Luego de remover del
medio el anticuerpo fluorescente, las células fueron incubadas a 37°C por distintos
tiempos en la ausencia o presencia de 24 ug/ml de anticuerpo anti-Alexa 488 IgG. Al

finalizar cada incubacién las células fueron colocadas en hielo y removidas con PBS-
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EDTA. Posteriormente fueron analizadas por citometria de flujo. El porcentaje de
fluorescencia de cada tiempo fue calculado como la diferencia de fluorescencia entre
el tiempo cero y los distintos tiempos de caza. Cada ensayo se realizo dos veces por
triplicado. Las diferencias observadas entre los distintos clones fueron valoradas
estadisticamente mediante la aplicacién del test {-Student utilizando el programa de

analisis estadistico Sigma Plot 8.0.
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En este frabajo se evalué el papel de la fosforilacién de megalina en el tréfico

del receptor asi como las quinasas involucradas en esta modificacién. Para esto y

dado que por el tamafio de megalina algunos de los estudios no se pueden realizar

con el receptor completo, se generé una construccién derivada de megalina y ademas

se utilizaron otras generadas en el laboratorio. El trafico de los minireceptores,

expresados en células epiteliales MDCK fue evaluado por varias técnicas como

biotinilacién de superficie, citometria de flujo, unién de radioligando a 4° C, endocitosis

y reciclaje. En tanto, los estudios de fosforilacién fueron realizados in vivo y en

ausencia de ligando en células MDCK expresando los minireceptores y células BN de

saco vitelino de rata, que expresan megalina en forma endégena.
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1- Generacion del minireceptor de megalina m-Meg4

Durante la elaboracion de esta tesis se generaron minireceptores de megalina
que contienen los dominios uno, dos y cuatro de unién a ligandos del receptor. Uno de
estos minireceptores, YFP-Meg4 posee el dominio cuatro de unién a ligandos, el
transmembrana y el dominio citosdlico de megalina, ademas de la proteina
fluorescente amarilla. Se decididé generar una variante de YFP-Meg4, en el cual, YFP
fue reemplazado en el mismo plasmidio, por el epitope HA, puesto que nuestro
laboratorio cuenta con las herramientas necesarias para la deteccién del epitope HA
(Figura 3 A).

El plasmidio YFP-Meg4 fue digerido con las enzimas de restriccion Agel y Sall
liberando fragmentos de 7501 pb, 769 pb y 133 pb. El fragmento de 7501 pb, contiene
el dominio 4 de union a ligandos, transmembrana y dominio citosélico de megalina.
Este fragmento fue ligado con oiro proveniente de un PCR, de 117 pb de tamafo,
amplificado a partir de mLRP4irptmMegT, contiene el péptido sefial de LRP1 y el
epitope HA. El ADN ligado fue transformado en bacterias DH5a competentes, de las
cuales se obtuvieron 5 colonias positivas (Figura 3 B). La colonia 2 fue chequeada por
analisis de restriccién. Las enzimas utilizadas Sall, Hindlll y Pstl liberan los fragmentos

esperados (Figura 3 C).
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A Estrategia para generar el minireceptor m-Meg4
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Figura 3. Generacién del vector m-Meg4. En A) Representacion esquematica del
clonamiento de m-Meg4. El vector YFP-Meg4 es digerido con las enzimas de
restriccion Agel y Sall, para luego ligarlo a un fragmento de PCR de 117 pb, que
codifica para el péptido sefial de LRP y el epitope HA. En B) se observa la digestion
de ADN plasmidial de bacterias resistentes a kanamicina en un gel de agarosa al 1 %.
Carril 1, control positivo del fragmento de 117 pb, carriles 2-9 distintos clones. Los
clones 2, 3, 4, 5, 6 son positivos (carriles 3, 4, 5, 6 y 7), en tanto, los clones 1,7y 8
(carriles 2, 8 y 9) son negativos o tienen bandas extras. C) El clon 2 fue analizado con
enzimas de restriccion, la digestion con Sall y Hindlll lineariza el vector observandose
una banda de 7618 pb (carriles 2 y 3 respectivamente), en tanto que Pstl liberd bandas
de 5719 pb, 948 pb y 951 pb estas dos dltimas no se resuelven bien en el gel, por
tanto se ven como una sola banda (carril 4). El carril 1 es ADN sin digerir.
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1.1- Generacion de una mutante puntual en el motivo PPPSP del dominio

citosdlico de megalina en m-Meg4.

El motivo PPPSP del dominio citosdlico de megalina es determinante en la
fosforilacién de esta proteina. Uno de los objetivos de esta tesis es caracterizar la
funcién y trafico del receptor al mutar la serina de este motivo por una alanina. En este
contexto usando como templado el plasmidio m-Meg4 v los partidores sefialados en la
seccion 1.6 B de Materiales y Métodos, se hizo mutagénesis sitio dirigida para obiener

una mutante puntual, m-Meg4PPPAP, el cual fue revisado por secuenciacion.

Tanto m-Meg4 como m-Megd4PPPAP fueron analizados por secuenciacion y
cortes con enzimas de restriccion. En el paso siguiente, se generaron lineas celulares
estables con m-Meg4 evaluandose, posteriormente su expresion a nivel de proteina.

La mutante m-Meg4PPPAP se analiza en la tercera parte de resultados.

2- Expresion del minireceptor m-Meg4 en células MDCK: generacion de linea

estable,

El minireceptor de megalina, se transfecté establemente en células MDCK,
linea celular epitelial polarizada, derivada de rifidn de perro, modelo para estudiar el
trafico de megalina que normalmente esta en la cara apical de las células epiteliales.
Se determind su nivel de expresion, localizacién en la superficie celular y de manera
indirecta, un plegamiento correcto. Con este fin, se utilizan técnicas de inmunoblot,

inmunoprecipitacion, inmunofluorescencia y pufl-down.
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2.1- Expresion de m-Meg4 detectada por inmunoblot e inmunoprecipitacién
Tante por inmunoblot como por inmunoprecipitacion se observa la expresion
del minireceptor m-Meg4 como una banda de aproximadamente 200 kDa en células
MDCK (Figura 4 A). La inmunoprecipitacién se realizé a partir de células marcadas
metabdlicamente con metionina/cisteina-**S por 4 horas. Posteriormente las células
se lisaron y la proteina de interés se inmunoprecipitdé ufilizando anticuerpo anti-MegT,
que permite detectar a las proteinas por su dominio citoplasmatico. Estos resultados,
indican que el minireceptor tiene un buen nivel de expresidn en células. Ademas no se
detectan otros fragmentos, los cuales podrian ser producto de la degradacién del

minireceptor

2.2- Expresion de m-Meg4 detectada por Pull-Down

Para este ensayo se usaron las proteinas de fusién GST-RAP y GST-Dab2.
Dab2 es una proteina adaptadora que se une al dominio citosdlico de megalina
(Maurer y cooper 2005). RAP es una proteina chaperona de los receptores de la
familia de LDL, que se une a los dominios de unién a ligandos del extremo extracelular
(Bu y Marzolo 2000). Ha sido ampliamente usado como ligando en los estudios de los
recepiores de esta familia. La interaccién del minireceptor con estas proteinas de
fusion indicaria indirectamente, si hay o no plegamiento de esie en los dominios extra
e intracelulares. Los resultados muestran que el minireceptor m-Meg4 se plegé
correctamente, ya que pudo ser precipitado de extractos celulares, en células MDCK,

usando tantc GST-RAP como GST-Dab2. (Figura 4 B).
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2.3- Expresion y localizacion de m-Meg4 detectada por inmunoflucrescencia
indirecta

Mediante inmunofluorescencia indirecta fue posible detectar la construccion
expresada en las células MDCK. El minirecepior m-Meg4, detectado con anticuerpo
anti-HA, llegd a la superficie de la célula y pudo distinguirse un patrén apical,
concordante con lo visto para la megalina endégena (Marzolo y cols. 2003) (Figura 4
C). Este resultado indica que el minireceptor se localiza en el sitic esperado y no es

retenido en ningdn compartimento interno.
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Figura 4. Anélisis de expresion del minireceptor m-Meg4 en células MDCK. A)
Inmunoblot de extractos celulares usando un anticuerpo  anti-MegT e
inmunoprecipitacién de células transfectadas con el minireceptor marcadas con
metionina/cisteina-**S por 4 horas. Las proteinas fueron inmunoprecipitadas con un
anticuerpo anti-MegT. En ambos casos las muestras fueron separadas mediante SDS-
PAGE 6 %. B) Células MDCK expresando establemente m-Meg4 fueron cultivadas en
placas de 100 mm vy los extractos celulares incubados con las proteinas de fusién
GST-RAP o GST-Dab2 por 16 horas a 4°C. Posteriormente, las proteinas unidas a la
resina conteniendo GST con RAP o Dab2 se separaron por SDS-PAGE y fueron
analizadas por inmunoblots con anticuerpo anti-HA. En el experimento se incluyd un
control con GST. Se observo interaccién de proteinas. C) Células que expresan m-
Meg4, fueron cultivadas en portaobjetos hasta confluencia y fijadas con
paraformaldehido 2%. Las proteinas fueron detectadas usando un anticuerpo anti-HA
y un segundo anticuerpo anti-ratén cy3 (rojo). Los resultados muestran que el
minireceptor m-Meg4 expresado en células MDCK llega a la superficie celular.
Inclusive se observa un patrén apical. Las barras equivalen a 10 um.
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Los resuitados obtenidos indican que el minireceptor m-Meg4 se expresa
adecuadamente en células MDCK. Por tanto, en los estudios posteriores de funcidn y

trafico de [a siguiente etapa, se utilizo esta construccion.

3. - Estudios de fosforilacién de megalina: posible papel en trafico celular

El estudio de la fosforilacién de megalina es un tema que ha sido abordado por
nuestro laboratorio con anterioridad a esta tesis y ha sido recientmente publicado
(Yuseff y col,, 2007). Algunos de estos estudios fueron realizados durante la tesis
doctoral de la Dra. Maria [sabel Yuseff. Los principales resultados obtenidos, indican
que megalina se fosforila en forma importante in vivo y que los sitios putativos de
fosforilacion para PKA, PKC y CKIl del dominio citosélico no participan de forma
importante en este proceso. Se establecié que un residuo de serina presente en el
motivo del tipo PPPSP del dominio citosélico de megalina es determinante en la
fosforilacidn del receptor.

En esta tesis a diferencia de los estudios anteriores, se evaltio la fosforilacion
de la mutante PPPAP en el contexto de células de fenotipo polarizado MDCK, contexto
celular donde principalmente se expresa megalina y se determiné si GSK3 al igual que
en los receptores LRP5/6 participa en la fosforilacion del receptor (Zeng y cols. 2005).

Para realizar los estudios de fosforilacién y de trafico de megalina, se utilizaron
dos minireceptores que contienen el dominio citoplasmatico de megalina, m-
LRP4MegTPPPAP, que ya fue usado en los estudios prevics a esta tesis y m-
Meg4TPPPAP generado a partir de m-Meg4 por medio de mutagénesis sitio dirigida.
El' minireceptor mLRP4MegTPPPAP fue generado a partir de mMLRP4IrptmMegT,

también por medio de mutagénesis sitio dirigida en el dominio citosélico de megalina.
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mLRP4IrptmMegT ha sido ampliamente utilizado en nuestro laboratorio y validado
como una herramienta 0til para el estudio del trafico de megalina (Marzolo y cols.,
2003). Las ceélulas transfectadas que expresan este minireceptor se denominan
mLRP4MegT. Esta proteina contiene como ectodominio el cuarto dominio de unién a
ligandos de LRP1, el dominio de transmembrana de LRP1 y el dominio citosélico de
megalina (Figura 5). El ectodominio es procesado por furina, por tanto, al transitar por
la zona trans del aparato de Golgi es procesado por esta enzima generando dos
productos que quedan unidos no covalentemente, uno de 120 kDa que contiene el
ectodominio y otro de 97 kDa que posee el dominio de transmembrana y citosolico del
receptor. En estos minireceptores m-LRP4MegT y m-LRP4MegTPPPAP el fragmento
de 97 kDa, que contiene el dominio citoplasmatico de megalina, experimenta
fosforilacion, indicando que el proceso probablemente ocurre en o después que el
receptor ha pasado por la red trans Golgi, donde ocurre el procesamiento por furina
(Yuseff, 2005).

m-Meg4 esta formado por el cuarto dominio de unién a ligandos de megalina, el
dominio de transmembrana y dominio citosdlico del receptor (Figura 5). En su
estructura es un minireceptor mas parecido a megalina de lo que es m-LRP4MegT. La
proteina m-Meg4, no se procesa por furina y por tanto, el minireceptor completo es
fosforilado. Antes de comenzar los estudios se generaron lineas estables en células

MDCK que expresan MegTPPPAP y m-Meg4PPPAP.
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3.1- Evaluacién de la expresion de MegTPPPAP y m-Meg4PPPAP en células

MDCK.

Con el propésito de estudiar la fosforilacién de megalina y su probable papel en
el trafico del receptor, se generaron lineas estables en células MDCK que expresen los
minireceptores m-LRP4MegTPPPAP y m-Meg4PPPAP. Por medio de inmunoblot se
observan las bandas de proteinas de 120 kDa y 97 kDa de m-LRP4MegT y m-
LRP4MegTPPPAP generadas luego del corte por furina junto con las bandas de
proteinas de 220 kDa correspondientes al precursor de cada minireceptor mutante o
nativo sin procesar. En el caso de m-Meg4 y m-Meg4PPPAP se observan en ambos
casos bandas de proteinas de 200 kDa en las células MDCK (Figura 6). El resultado
del inmunoblot indica que ambos minireceptores mutantes se expresan
adecuadamente en las células y con el tamafio de bandas esperado, respecto a los
minireceptores nativos correspondientes. En la siguiente etapa se analizé el
comportamiento de las mutantes de fosforilacién en un ensayo de fosforilacién in vivo

en las células MDCK.
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Figura 5. Esquema de minireceptores de Megalina. El minireceptor mLRP4MegT
esta formado por el cuarto dominio de unién a ligandos y el dominio de
transmembrana de LRP1, fusionado al dominio citosdlico de megalina. En tanto, m-
Meg4 esta formado por el cuarto dominio de unién a ligandos, dominio de
transmembrana y dominio citosdlico de megalina. Ambas construcciones poseen el
epitope HA. Las variantes MLRP4MegTPPPAP y mMeg4PPPAP tienen reemplazada
la serina del motivo PPPSP del dominio citosélico de megalina por una alanina.

A A
S u
B e
& K @"’qh@‘é@g"?
KDa & &5 KDa N QQ
200-| "= D

o7 D @ o7-

Figura 6. Expresién de m-LRP4MegTPPPAP y m-Meg4TPPPAP en células MDCK.
Se obtuvieron extractos celulares mediante lisis celular y se analizaron las proteinas
de interés, resolviéndolas en SDS PAGE al 6%. Los minireceptores fueron detectados
por inmunoblot usando un anticuerpo anti-HA. Ambas minireceptores mutantes se
expresan adecuadamente en las células y con un tamafio de bandas de proteinas
similar a los minireceptores nativos respectivos.
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3.2- Estudios de fosforilacién de megalina en células MDCK

Células MDCK que expresan la mutante m-LRP4MegTPPPAP vy la mutante m-
Megd4PPPAP, fueron usadas para ensayos de fosforilacion in vivo. Ambas mutantes
mostraron una significativa disminucion en el nivel de fosforilacion de un 60% en caso
de m-LRP4MegTPPPAP (Figura 7 A, B) y 90% en caso de m-Meg4PPPAP (Figura 7
C, D), confirmando los datos previos que indican que la serina del motivo PPPSP
determina la fosforilacion de megalina y sugiere que podria constituir un sitio de

fosforilacion del receptor.




A 353 32P‘ 358 32P B
1004
Precursor ~ | g e
S m c 80-
N
Ectodominio\n_‘ o ) L ) E o
Dominio ~ e R, Tmm 07 kDa/ .:; \E
citoplasmatico ‘ . MegT ®F 40
W
3 20“
mLRP; l mLRP4 ]
-PPPAP mLRP4 mLRP4
et Hee? A MegT MegT-PPPAP
b 1004
C 32P
o 804
e
%.‘_E 60
2 40
. uc:
mMeg4 mMeg4 20
PPPAP .
mMeg4d mMeg4
PPPAP

Figura 7. Fosforilacién de los minireceptores m-LRP4NegTPPPAP y m-
Meg4PPPAP en células MDCK. A Células MDCK expresando m-LRP4MegT o m-
LRP4MegTPPPAP y C Células MDCK expresando m-Meg4 o m-Meg4PPPAP se
marcaron metabolicamente con **S-metionina/cisteina por 4 horas o con 2P .
ortofosfato por 2 horas. Luego, las células se lisaron y los minireceptores se
inmunoprecipitaron  usando  un anticuerpo  anti-MegT. Las proteinas
inmunoprecipitadas fueron analizadas por SDS-PAGE 6% y autoradiografia. B yD
cuantificacion de las proteinas marcadas muestran que la mutacion del residuo serina
dentro del motivo PPPSP disminuye significativamente el grado de fosforilacién en
ambos minireceptores.
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3.3- Evaluacién de la participacién de GSK3 en la fosforilacién de

megalina

Estudios previos de nuestro laboratorio han indagado en la participacién de
distintas quinasas en la fosforilacion de megalina, pero sobre la base de los sitios
consenso para las quinasas PKA, PKC y CKIl. Puesto que el motivo PPPSP es un sitio
consenso para GSK3 (Zeng y cols. 2005) se evalud la fosforilacion del receptor en
presencia de LiCl un inhibidor de esta quinasa (Jope, 2004). Como control de una
efectiva inhibicién de GSK3 por LiCl se verificaron los niveles citosélicos de Becatenina.
Esta proteina, esencial en la via de sefalizacién Wnt, es sustrato de GSK3. En la
ausencia de ligando Wnt, la actividad de GSK3 no esta inhibida, resultando en la
fosforilacion de fcatenina soluble y en la posterior degradacién de la proteina,
mediada por ubiquitinacién (Feyt y cols. 2005). Alternativamente cuando la sefial Wnt
inhibe la actividad de GSK3, los niveles intracelulares de Bcatenina aumentan (Feyty
cols. 2005). Por esto, se miden los niveles citosdlicos de esta proteina, para
determinar de forma indirecta la actividad de GSK3. Por medio de un ensayo de
fraccionamiento celular se aisla la fraccién de citosol en células MDCK y células BN
tratadas con LiCl 50 mM por 4 horas. Se observd en ambos tipos celulares, un
aumento en los niveles citosélicos de Bcatenina (Figura 8 D y E respectivamente). En
esas condiciones experimentales, se encontrd que la fosforilacion de megalina en las
células BN disminuye en presencia de LICl un 80 %, en tanto que, en el caso de m-
LRP4MegT y m-Meg4, esta fosforilacion disminuyé un 40% y un 37% respectivamente
(Figura 8 A, B y C). Estos resultados, principalmente el observado en las células BN,
indicarian que GSK3 es requerida para la fosforilacion in vivo de megalina. Se ha

descrito que LiCl no es un inhibidor selectivo de GSK3, tiene un niimero de actividades
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adicionales, que pueden complicar la interpretacion de los datos {Coghlan y caols.,
2000). Por esto se usé el inhibidor SB216763, el cual inhibe GSK3 selectivamente
para confirmar estos resuitados. Se usé a una concentracion de 30 mM por 12 horas
en las células MDCK m-LRP4MegT y en células BN. Se observé una disminucién de
la fosforilacion de 44 % y 37,5 % respectivamente, lo cual confirmaria la participacién

directa o indirecta de GSK3 en la fosforilacion del receptor (Figura 9 Ay B).
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Figura 8. Fosforilacion de minireceptores y receptor de megalina disminuye en
presencia de LiCl, inhibidor de GSK3. A Células MDCK expresando m-LRP4MegT,
B células MDCK expresando m-Meg4 y C células BN, se marcaron metabdlicamente
con *3-metionina/cisteina por 4 horas o con *P -ortofosfato por 2 horas en presencia
de LiCl un inhibidor de GSK3 o NaCl como control. Los minireceptores y megalina
fueron inmunoprecipitados desde los lisados celulares con un anticuerpo anti-MegT.
Las proteinas inmunoprecipitadas fueron analizadas por SDS-PAGE 6% y
autoradiografia. El nivel de fosforilacion de m-LRP4MegT, m-Meg4 y megalina se
redujo en presencia de LiCl. La cantidad de B-catenina aumento en los tres casos en
presencia de LiCl. D Fraccionamiento en células MDCK y E fraccionamiento en células
BN, ambas tratadas con 50 mM de LiCl o con NaCl como control. El tratamiento con
LiCl inhibe GSK3, aumentando los niveles citosdlicos de B-catenina. Actina fue usado
como control de carga en Ia fraccién de citosol.
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Figura 9. Fosforilacién del minireceptor y receptor de megalina disminuye en
presencia de SB216763 un inhibidor especifico de GSK3. A Células MDCK m-
LRP4MegT y B células BN que expresan megalina endégena, fueron tratadas con
SB216763 30 uM por 12 horas. Luego fueron metabdlicamente marcadas con *S-
metionina/cisteina por 4 horas o con ¥p -ortofosfato por 2 horas. Los minireceptores y
megalina fueron inmunoprecipitados desde los lisados celulares con un anticuerpo
anti-MegT y posteriormente las proteinas inmunoprecipitadas fueron analizadas por
SDS-PAGE 6% y autoradiografia. En ambos casos se observo una disminucién en la
fosforilacién de las proteinas de células que fueron fratadas con el inhibidor especifico
de GSK3 SB216763. C Fraccionamiento de Células MDCK m-LRP4MegT v D
fraccionamiento de células BN, ambas tratadas con SB216763 30 uM por 12 horas.
Los niveles citosélicos de B-catenina aumentan en las células tratadas con SB21 6763,
lo cual confirma la inhibicién de GSK3.
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Los datos obtenidos en esta etapa indican que GSK3 estaria participando
directa o indirectamente en la fosforilacion constitutiva de megalina. Esto se apoya,
principalmente en los resultados aportados por las células BN, que expresan de
manera endégena el receptor y en los cuales se observa una disminucion en el nivel
de fosforilacion de megalina al usar dos inhibidores distintos de GSK3. Esto también
ocurre en el caso de m-LRP4MegT y m-Meg4.

GSK3 regula, de forma central, muchas funciones celulares, por lo cual es
controlada a distintos niveles en la célula. Nos preguntamos si esta fosforilacién tan
activa del receptor se debia a algun estimulo, producto de que en nuestras
condiciones experimentales las células no fueron previamente depletadas de suero,
antes de los ensayos de fosforilacién. Por lo cual, se repitieron los experimentos en
células BN y MDCK m-Meg4 en presencia de LiCl 50 mM por 4 horas, pero depletando
las células de suero durante toda la noche (16 horas). El resultado es similar a lo
observado en la figura 8 (Figura 10 A). Esto indica que GSK3 esta fosforilando
constitutivamente megalina y no estarla siendo activada por algin ligando o factor de
transcripcion presente en el suero, aunque no podemos descartar una regulacion
autocrina. Continuando con este punto y ratificando aun mas esa conclusién, se hizo
un ensayo de fosforilacién inhibiendo GSK3 con LiCl en células MDCK transfectadas
transientemente con un constructo que Gnicamente posee el dominio citosolico del
receptor y su transmembrana, MegT0O (Figura 10 B). En esa condicién, la fosforilacién
del dominio citosélico de megalina disminuyé un 35 % respecto a la condicién control
(Figura 10 C). El resultado indica que GSK3 activamente fosforila megalina y en

ausencia de ligando.
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Figura 10. GSK3 fosforila activamente el dominio citosdlico de megalina en
ausencia de ligandos. A células MDCK que expresan m-Meg4 y células BN que
expresan endodgenamente megalina, fueron depletadas o no de suero por 16 h.
Posteriormente se marcaron metabélicamente con *S-metionina/cisteina por 4 horas o
con *P-ortofosfato por 2 horas. m-Meg4 y megalina fueron inmunoprecipitados con un
anticuerpo anti-MegT y posteriormente las proteinas inmunoprecipitadas fueron
analizadas por SDS-PAGE 6% y autoradiografia. B Esquema del minireceptor MegTO0,
contiene el dominio transmembrana y citosdlico de megalina, ademas de un epitope
HA. C células MDCK transfectadas con MegT0 se marcaron metabélicamente con S-
metionina/cisteina por 4 horas o con *P -ortofosfato por 2 horas en presencia de LiCl o
NaCl como control. MegT0 y megalina fueron inmunoprecipitados desde los lisados
celulares con un anticuerpo anti-MegT.
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3.3.1- Interaccién de GSK3 con el dominio citosolico de megalina

Se trato de determinar si la interaccion de GSK3 con megalina es directa o
indirecta, para lo cual, se realizo un ensayo de Pull-Down con una proteina de fusién
que contiene el dominio citosélico de megalina, GST-MegT vy lisados de células CHO-
K1 expresando transientemente una construccion de GSK3B humana fusionada a un
epitope HA. El resultado muestra que el dominio citosdlico de megalina, fue capaz de
precipitar GSK3B en el ensayo, lo que indica que hay una interaccion directa enire esta

quinasa y megalina (Figura 11).

3.4- La fosforilacion del motivo PPPSP no modula la accién de otras quinasas en

el dominio citosdlico de megalina

Nos preguntamos si la fosforilacién de PPPSP por GSK3 constituye un sitio
para modular la accion de otras quinasas sobre el receptor. Para esto se hizo un
ensayo de fosforilacion utilizando células MDCK que expresan m-Meg4PPPDP, una
variante de m-Meg4 en la cual la serina del motivo PPPSP fue reemplazada por un
acido aspartico, mediante mutagénesis sitio dirigida. La carga negativa de este
aminoacido imita la del fosfato (Figura 12). El resultado indica que PPPSP no es un
sitio de pre fosforilacién generado por GSK3 para que otras quinasas, como PKA, PKC
o CKII, puedan operar sobre megalina. No hay un aumento en la fosforilacion del
minireceptor m-Meg4PPPDP, aun cuando el aspartico imitaria la fosforilacion de la
serina 170 de megalina. Sin embargo, es claro que la serina del motivo PPPSP es

fundamental para la fosforilacion del dominio citosélico del receptor.
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Figura 11. Interaccién del dominio citosélico de megalina con GSK3B. Exiractos
celulares de células CHO-K1 transfectadas transientemente con una construccién de
GSK3B humana fusionada a un epitope HA, fueron incubados con la proteina de
fusion GST-MegT por 3 horas a 4°C. Posteriormente, las proteinas unidas a Ia resina
conteniendo GST-MegT se separaron por SDS-PAGE y fueron analizadas por
inmunoblots con anticuerpo anti-HA. Se incluy6 un control con GST.
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Figura 12. La serina del motivo PPPSP es esencial para la fosforilacion del
dominio citosolico de megalina. Células MDCK que expresan los minireceptores m-
Meg4, m-Meg4PPPAP vy m-Meg4PPPDP, se marcaron metabolitamente con 3.
metionina/cisteina por 4 horas o con P -ortofosfato por 2 horas. Las proteinas fueron
inmunoprecipitadas desde los exiractos celulares con anti-MegT y analizadas por
SDS-PAGE 6% y autoradiografia.
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En la siguiente etapa se evalGa si la fosforilacién dependiente del motivo
PPPSP modula el trafico del receptor. Usando m-LRP4MegT y m-Meg4 con sus

mutantes junto con las células BN para evaluar a megalina endégena.

3.5- Analisis funcional de la fosforilacion del receptor

La robusta fosforilacion de megalina sugiere que esta modificacién debiera
cumplir un papel importante en la funcién o trafico del receptor o tal vez participar en
cascadas de sefializacion. Para estudiar los aspectos de frafico en los cuales la
fosforilacion det motive PPPSP del dominio citoplasmético podria estar involucrada se
analiz6 la distribucién polarizada, expresién en superficie, velocidad de internalizacién
y reciclaje de los minireceptores en células MDCK. No se analizaron otros aspectos en
los cuales la fosforilacion del receptor podria estar participando, tales como

transduccion de senales.

3.5.1- Analisis de la distribucién polarizada de m-LRP4MegTPPPAP v m-Meg4PPPAP
en células MDCK.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta en células MDCK que
expresan m-LRP4MegTPPPAP y m-Meg4PPPAP, se establecié que ambas proteinas
llegan perfectamente a la superficie celular, al observar las células sin permeabilizar y
ademas con un patron apical, similar a los minireceptores nativos (Figura 13 A). Estos
resultados fueron confirmados mediante [a técnica de biotinilacién en superficie en las
celulas MDCK cultivadas en sistemas bicamerales sobre filtros (Figura 13 B). Los

filiros bicamerales permiten separar las membranas apical y basolateral y acceder por
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separado a estos dominios con la biotina. E-caderina es un marcador de membrana
basolateral, que es utilizado como control de una correcta polarizacién de las
membranas en este ensayo y del acceso de Ia biotina a la membrana basolateral. Solo
el fragmento de 97 kDa de los minireceptores m-LRP4MegT y m-LRP4MegTPPPAP se
detecta en la superficie, dado que la forma procesada es la que llega mayoritariamente
a la membrana. En tanto, en el caso de los minireceptores m-Meg4 y m-Meg4PPPAP
se observan fragmentos de 200 kDa, correspondientes al tamafio completo de ambas
proteinas. Estos datos demuestran que la fosforilacion no regula la distribucién apical

de megalina.
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Figura 13. Distribucién en superficie celular de la mutante de fosforilacién en
células MDCK. A Células MDCK expresando mLRP4MegT vy m-Meg4 con su
correspondiente mutante fueron crecidas en covers para analizar la localizacién de los
minireceptores por inmunofluorescencia. Las células fueron fjladas e incubadas
consecutivamente con un anticuerpo anti-HA y un anticuerpo anti-ratén conjugado con
Cy3. Escala de barras 5 um. B Las células MDCK que expresan los minireceptores
fueron crecidas en camaras Transwell para formar una monocapa de células
impermeables. En esas condiciones, las proteinas de superficie fueron selectivamente
biotiniladas a 4°C y analizadas por inmunoblot. Los minireceptores, tanto nativos y
mutantes de fosforilacién, muestran una predominante localizacién apical. Como un
control de la polarizacion de las células, la proteina endogena E-Caderina fue
detectada, mostrando una correcta localizacién basolateral.
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3.5.2 Analisis del nivel de expresion de receptores en la superficie celular

Cambios en la expresién de superficie del receptor pueden reflejar alteraciones
en el tréfico intracelular, por tanto, se analizan los niveles de expresién en la superficie
celular del minireceptor m-LRP4MegTPPPAP con respecto al minireceptor sin mutar.
Se utilizaron dos aproximaciones experimentales, por citometria de flujo (FACS) y
unién de radioligando a 4°C, usando en este (ltimo caso, clones con niveles de
expresion similares. Por FACS se observa que m-LRP4MegTPPPAP se encuentra
cinco veces mas en superficie comparado con el minireceptor sin mutar m-LRP4MegT
(Figura 14 A). Este dato es confirmado por un ensayo de unién de radioligando a 4 °C
con "*°-RAP usando las células MDCK crecidas hasta confluencia para evitar el
acceso del ligando a LRP expresado en las células, el cual es basolateral y también
une este ligando (Figura 14 B).

Dado, los resultados obtenidos en la fosforilaciéon de megalina en células BN en
presencia de LiCl inhibidor de GSK3, se quiso evaluar la expresion en superficie de
megalina endégena en esas condiciones realizando un ensayo de FACS y unién de
radioligando a 4° con "I-RAP, en presencia de LiCl. En este ensayo se obtuvo un
aumento significativo en la expresion del receptor en superficie en ambos ensayos
(Figura 15 Ay B). Lo mismo se observd al tratar a células MDCK m-LRP4MegT con
LiCl en un ensayo de FACS (Figura 15 C). Estos resultados en células MDCK que
expresan m-LRP4MegTPPPAF vy principalmente los obtenidos en células BN tratadas
con LiCl, sugieren que hay alteraciones en el trafico del receptor, potencialmente la

eficiencia de internalizacién y/o el reciclaje podrian ser regulados por fosforilacién.
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Figura 14. Expresion de minireceptores en la superficie celular. A Células MDCK
expresando mLRP4MegT o MLRP4MegT-PPPAP sin permeabilizar o permeabilizadas
con sapenina 0,1%, fueron incubadas consecutivamente con un anticuerpo anti-HA y
anti-ratén conjugado con RPE y analizadas por citometria de flujo. Los resultados se
presentan como Ia razén del nivel de expresion observado en células sin permeabilizar
versus células permeabilizadas., B Células MDCK expresando mLRP4MegT con su
respectiva mutante. Se midié6 la eficiencia de unién a superficie celular de "*I-RAP a
4°C por 1 hora en presencia o ausencia de RAP frio. Se observa que tanto en A como
en B las células que expresan mLRP4MegT-PPPAP exhiben un aumento de expresion
en la superficie celular, con respecto al minireceptor sin mutar. (*™* p< 0.001 versus
control; +-Test).
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Figura 15. Aumento de expresion de receptores en superficie de céiulas tratadas

con LiCl. A Células BN que expresan
expresando mLRP4MegT tratadas por 4

megalina endogena y C Células MDCK
horas a 37 °C con LiCl 50 mM, fueron

permeabilizadas con saponina 0,05% o 0,1% respectivamente o no permeabilizadas.

Posteriormente se incubaron consecutiva
conjugado con Alexa 488 para células
conjugado con Alexa 488 para céiulas MD

mente con un anticuerpo 1H2 y anti-raton
BN o un anticuerpo anti-HA y anti-ratén
CKy analizadas por citometria de flujo B En

celulas BN se midio la eficiencia de union en superficie celular de "PI.RAP a 4°C,
luego de tratar con 50 mM de LiCl durante 4 horas a 37 °C. La expresion en la

superficie celular del recepior y minirecept
tratar con LiCl. (** p< 0.001 versus control;

or fue significativamente mayor, después de
* p< 0.05 versus control, -test).
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3.5.3- Medicion de la velocidad inicial de internalizacion

Los datos de incremento de la expresién de megalina en la superficie celular
sugieren como posibilidad que la velocidad de internalizaciéon del receptor sea
regulada por la fosforilacién de su dominic citoplasmatico. En este sentido existen
descritos en la literatura, estudios de otros miembros de la familia del receptor que
avalan esta posibilidad; LRP1 es fosforilado por proteina kinasa A (PKA) en un
residuo de serina, lo cual aumenta la velocidad de endocitosis del receptor (Li y cols.,
2001b). Otros estudios indican, por el contrario, que la fosforilacién por proteina kinasa
C-a (PKC-a) en residuos de serina y treonina, regulan negativamente la velocidad de
internalizacion del LRP1 favoreciendo la asociacidon con moléculas adaptadoras
(Ranganathan y cols. 2004). Para determinar si la velocidad de internalizacion de
megalina es regulada por fosforilacion, se hizo un ensayo de endocitosis con ligando
marcado, '®I-RAP e incubando a distintos tiempos. Se observé que en células MDCK
expresando m-LRP4MegTPPPAP, no hay ninguna diferencia con respecto al
minireceptor sin mutar m-LRP4MegT. Lo mismo se obhservé al comparar la velocidad
inicial de m-Meg4 y m-Meg4PPPAP (Figura 16 A). Puesto que GSK3 estaria
involucrada en la fosforilacién de megalina se hicieron ensayos de endocitosis con
2I.RAP en presencia de LiCl y SB216763, en células BN que expresan megalina
endogena y células MDCK expresando el minireceptor m-LRP4MegT. No se
observaron cambios en la velocidad de internalizacién (Figura 16 B y C). Estos datos
indican que la internalizacion de megalina no es modulada por la fosforilacién

dependiente del motivo PPPSP.
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Figura 16. La fosforilacién dependiente del motivo PPPSP no regula la velocidad
de internalizacién de Megalina. A Células MDCK expresando los minireceptores m-
Meg4, mLRPMegT y sus mutantes fueron incubadas con 5 nM 'l-RAP por 30
minutos a 4°C, posteriormente fueron lavadas sobre hielo e incubadas a 37 °C a
distintos tiempos, para permitir la internalizacién del ligando marcado unido a la
superficie. La cantidad de ligando internalizado se calcula como fraccién del ligando
total (ligando que permanece sobre la superficie celular y cantidad internalizada). La
velocidad inicial de los minireceptores mutantes no cambio respecto a los
minireceptores nativos. B Andlisis de la velocidad de endocitosis de megalina
enddgena en células BN tratadas con 50 mM de LiCl por 4 horas o con 30 uM de
SB216763 por 12 horas y C células MDCK expresando mLRPMegT tratadas con los
mismos inhibidores anteriores. Después del tratamiento las células fueron incubadas
con 5 nM "I-RAP por 30 minutos a 4°C por diferentes tiempos, tal cual como en A.
La velocidad inicial de megalina y el minireceptor no cambio bajo condiciones donde la
actividad de GSK3 es inhibida.
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3.5.4- Estudios de Reciclaje

Dado que la velocidad inicial de internalizacién no es regulada por la
fosforilacién dependiente del motivo PPPSP del dominio citosdlico de megalina, se
analizé como esta modificacion podria alterar el reciclaje de la proteina. Se evalué el
reciclaje del receptor en un ensayo, en el cual, se marcé los minireceptores m-
LRP4MegT y m-LRP4MegTPPPAP que estan en la superficie celular con un
anticuerpo conjugado con un fluoréforo y posteriormente se incubd a distintos tiempos
con un anticuerpo contra el fluordforo. Lo que se mide es la disminucién de la
fluorescencia a medida que los minireceptores reciclan a la membrana con el
anticuerpo unido que no se alcanza a disociar en el endosoma. A mayor reduccion de
fluorescencia, mas eficiente es el reciclaje. Mediante este ensayo se mostrd que
efectivamente el reciclaje de megalina estaba aumentado en un 30% en las células
MDCK que expresaban el minireceptor mutado m-LRP4MegTPPPAP (Figura 17 A). Se
determind el efecto de inhibir la actividad de GSK3 en el reciclaje del minireceptor m-
LRP4MegT, por lo que se realizé el ensayo en presencia de LiCl. Se determiné que en
presencia del inhibidor de GSK3, aumentaba la eficiencia del reciclaje en
aproximadamente un 30 % (Figura 17 B). Estos datos indican que la fosforilacién de
megalina mediada directamente por GSK3, segln el resultado del ensayo in Vitro

(Figura 11), modula el reciclaje del receptor.
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Figura 17. La fosforilacién dependiente del motivo PPPSP regula la eficiencia de
reciclaje. A Células MDCK que expresan mLRP4MegT y mLRP4MegT-PPPAP fueron
marcadas con Alexa 488 conjugado con anticuerpo anti-HA por 20 minutos a 37°C y
cazados por los tiempos indicados en presencia de anticuerpo anti-Alexa 488 19G que
apaga la sefal de Alexa 488. Las células fueron procesadas por citometria de flujoy el
porcentaje de fluorescencia restante fue calculado como se describe en Materiales y
metodos. El ensayo fue hecho con dos clones independientes de mMLRP4MegT y
mLRP4MegT-PPPAP y los promedios * desviacion estandar se muestran en el grafico.,
(** p< 0.001 versus control: ttest). El resultado muestra un aumento de |a eficiencia de
reciclaje del minireceptor mutante. B Células MDCK expresando mLRP4MegT, fueron
tratadas con LiCl o NaCl 50 mM por 4 horas y posteriormente se midié la eficiencia de
reciclaje. Se observo que en las células tratadas con LiCl aumenta significativamente
el reciclaje del minireceptor comparado a la condicién control con NaCl (* p< 0.05
versus control; {-test).
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Los resultados por FACS y unién de radicligando a 4°C indican una alteracion
en los niveles de superficie de células MDCK m-LRP4MegTPPPAP respecto al
minireceptor sin mutar (Figura 14). Lo mismo se observa en caso de células BN y
celulas MDCK m-LRP4MegT, tratadas con inhibidores de GSK3. Esta alteracién de la
expresion en superficie no se debe a cambios en la velocidad inicial de internalizacién,
si no a un aumento en el reciclaje del receptor, como se determiné en células MDCK
m-LRP4MegT (Figura 17). Esto indica por lo tanto, que la fosforilacién de megalina
afecta negativamente el reciclaje del receptor, regulando de esta manera la

disponibilidad de la proteina en Ia superficie celular y por lo tanto, su funcion.
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IV.- DISCUSION

El trabajo de esta tesis se centré en megalina, una proteina de membrana de
600 kDa que funciona como receptor de una gran variedad de ligandos y que se
expresa en tubulo proximal de rifion y distintos epitelios absortivos (Birn y cols., 2000).
Funcionalmente megalina se ha implicado en la homeostasis de calcio y vitaminas y
podria participar en eventos de transduccién de sefales (Christensen y Birn, 2001). El
dominjo citosdlico del receptor esta constituido por varios motivos consenso de
endocitosis y de interaccién de proteinas como motivos ricos en prolinas y de union a
motivos PDZ. También tiene sitios putativos de fosforilacion para PKA, PKC y CKIl,
junto con un sitio PPPSP dentro de un motiva rico en prolinas, que se ha descrito es
fosforilado por la quinasa GSK3 en los receptores LRP5/6 {(Zeng y cols., 2005).
Nuestro ‘laboratorio ha determinado que megalina es fosforilada de manera importante
in vivo y que el sitio principal de fosforilacién es el motivo PPPSP del dominio
citosélico. En este trabajo demostramos que la fosforilacion dependiente del motivo
PPPSP modula el tréfico endocitico y disponibilidad en la superficie del receptor y que

GSK3 esta involucrada en este evento.

1. Generacion de un minireceptor de megalina

Para abordar experimentalmente estos estudios, debido al gran tamario del
receptor y a la limitacién que representa la manipulacién y transfeccién de su ADN
complementario (ADNg), primero se generé mediante técnicas de biologia mélecular
un minireceptor de megalina que contiene el dominio cuatro de unién a ligandos, el

dominio fransmembrana y el dominio citosdlico de! receptor. Este minireceptor,
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llamado m-Meg4 posee un epitope HA de 9 aminoacidos provenientes de la proteina
hemaglutinina para facilitar la inmunc deteccién de esta construccion.

La generacién de este minireceptor de megalina permitiré estudiar aspectos de
trafico y sefalizacidn del receptor con una mayor facilidad de manipulacién para
realizar mutaciones en su secuencia que al utilizar el receptor completo.

Una vez obtenido el minireceptor de megalina, fue transfectado a células
MDCK, linea celular epitelial derivada de rifién de perro. Por inmunoblot e
inmunoprecipitacion (Figura 4 A), se observo expresién en células de m-Meg4 y por
inmunofluorescencia se determind que la construccién se localiza de una manera
apropiada llegando a la superficie celular y con un patrén apical (Figura 4 C). Ademas
se determind, de una manera indirecta por pufl-down, que el minireceptor se plegé

correctamente (Figura 4 B).

2. La fosforilacion de megalina depende de GSK3

La fosforilacion de receptores de la superficie celular es uno de los mas
importantes mecanismos, por el cual, el trafico o sefiales de transduccién son
regulados (Li y cols., 2001b). Los primeros estudios de megalina realizados en nuestro
laboratorioc demostraron que el receptor se fosforila in vivo.(Yuseff y col., 2007)
Ademas se establecid que una parte importante de la fosforilacion del dominio
citosdlico del receptor ocurre en forma constitutiva y en ausencia de la unién de
ligandos al ectedominio, esto fue determinado por estudios en los cuales, se observé
fosforilacion de un minireceptor que contiene un ectodominio no funcional de GFP en
contexto del transmembrana y dominio citosdlico de megalina (Yuseff, 2005). Esta
fosforilacion constitutiva no dependeria de PKA, PKC y CKIl, dado que, al hacer

mutaciones puntuales en los sitios putativos de fosforilacion por estas quinasas, en el
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dominio citosdlico del receptor, no se observdé una disminucion en el nivel de
fosforilacion. Sin embargo, dado que todas las quinasas fueron capaces de fosforilar el
dominio citosélico de megalina contenido en una proteina de fusion, durante un
ensayo de fosforilacion in vitro, no se puede descartar que los sitios putativos para
CKil, PKC y PKA puedan ser fosforilados por la unién de ligandos especificos al
ectodominio del receptor. Estudios posteriores, determinaron que un motivo PPPSP
presente en el dominio citosélico de megalina es el determinante en la fosforilacién del
receptor (Yuseff, 2005)

En esta tesis evaluamos la fosforilacion, de una mutante del motivo PPPSP
expresada en células de fenotipo polarizado MDCK. Para estos estudios, se utilizo el
minireceptor m-Meg4 y el minireceptor quimérico m-LRP4MegT, el cual, esta
constituido del dominio cuatro de unidn a ligandos de LLRP1, el dominio de
transmembrana de LRP1 y el dominio citosdlico de megalina. Este minireceptor ha
sido ampliamente usado por nuestro laboratorio como un instrumento valido y til para
los estudios de trafico del receptor (Marzolo y cols., 2003) y ademas se utilizé para
hacer los primeros trabajos de fosforilacién del dominio citosélico de megalina, en
células CHO (Yuseff, 2005).

Los ensayos de fosforilacion con células de fenotipo polarizade MDCK
expresando los minireceptores nativos (m-Meg4 y m-LRP4MegT) y mutantes (m-
Meg4PPPAP y m-LRP4MegTPPPAP), confirmaron los datos obtenidos anteriormente
en celulas CHO, que indicaron que [a serina del motivo PPPSP determina Ia
fosforilacion de! dominio citosdlico del receptor (Yuseff, 2005) (Figura 7).

En los receptores LRP5/6 se encuentran repeticiones de 5 motivos del tipo
PPP(S/T)P, los cuales al fosforilarse, por la union de ligando al receptor reclutan axina,

asi se evita la degradacién de Becatenina y se activa la via WNT. Los motivos de estos
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receptores son fosforilados por GSK3 (Zeng y cols., 2005). GSK3 es una quinasa
dirigida a prolinas que prefiere (S/T) P para fosforilacion, se encuentra en todos lo
eucariontes y es una enzima clave para regular rutas de sefializacion y esta envuelta
en un amplio rango de procesos celulares (Doble y Woodgett 2003). Basandonos en
estos antecedentes y dado que los receptores LRP5/6 pertenecen a la misma familia
de megalina se comprobd, usando los minireceptores m-Meg4, m-LRP4MegT vy las
células BN de saco vitelino de rata que expresan endégenamente el receptor, que la
fosforilacion de megalina depende de la actividad de GSK3. Esto se determiné
mediante el uso de inhibidores de esta quinasa como LiCl y SB216763. Se ha
sefalado, que LiCl no es un inhibidor selectivo de la quinasa, también afecta a oiras
enzimas (Coghlan y cols., 2000}, por esto, ademas se uso el inhibidor SB216763. LiCl
tiene dos mecanismos inhibitorios de GSK3 uno directo en el cual actla como un
inhibidor no competitivo de ATP y otro indirecto, el cual aun se encuentra en estudio,
pero al parecer activaria PKB o PI3K, también se ha sugerido que inhibe las fosfatasas
involucradas en [a regulacién de la actividad de GSK3 (Jope, 2004). En cuanto, a
$B216763 inhibe directamente la quinasa, compitiendo con ATP (Coghlan y cols.,
2000). Primero se evalud la fosforilacion del receptor en presencia de LiCl 50 mM,
observandose que tantoc en megalina de células BN, como en el minireceptor m-
LRP4MegT y m-Meg4, disminuyé la fosforilacion del dominio citosélico (Figura 8). Este
resultado se repitié al tratar las células BN y MDCK que expresan el minireceptor m-
LRP4MegT con el inhibidor especifico de GSK3 SB216763 (Figura 9). La inhibicién de
la fosforilacion en ambos casos coincide con un incremento en la estabilidad de B-
catenina (Figura 8 Dy E y Figura 9 C y D). Tomando juntos los resultados en células
BN y MDCK que expresan los minireceptores, no tenemos dudas de que GSK3

participa en la fosforilacion de megalina.
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Tanto por los estudios realizados con anterioridad a este trabajo y los datos
aportados aqui, sabemos que la fosforilacion constitutiva de megalina, esta
determinada por el motivo PPPSP y es dependiente de GSK3. Como ya se ha
indicado, esta quinasa participa en muchas funciones celulares, por lo cual, su
actividad esta muy regulada por la célula, mediante diversos mecanismos. Esios
incluyen regulaciéon de su actividad por fosforilacién, localizacion intracelular o union a
proteinas. Los ensayos de fosforilacion, fueron realizados en ausencia de ligando o
algun estimuio externo. Sin embargo, previamente las células no se habian depletado
de suero por 16 horas. Nos preguntamos si algun ligando o factor de transcripcién
presente en el suero, podria estar estimulando la actividad de GSK3, por lo que
nuevamente se realizaron ensayos de fosforilacién en presencia de LiCl, en células BN
y MDCK expresando m-Meg4 (Figura 10 A). Los resultados volvieron a confirmar la
participacion de GSK3 en la fosforilacion de megalina. El efecto de la inhibicién de
GSK3 por LiCl en la fosforilacién del dominio citosdlico del receptor es evidente aun si
se utiliza una construccion sin dominio extracelular, como MegT0 (Figura 10 By C). Es
claro entonces, que GSK3 actua sobre megalina constitutivamente y en ausencia de
ligando, aunque no se puede descartar una regulacién autocrina. Esto es interesante
pues como se indicd la actividad de esta quinasa esta muy regulada y sujeta a
variados estimulos. Un ejemplo cercano es Bcatenina, la cual, es permanentemente
fosforilada por GSK3, formando parte de un complejo con axina que asegura a esta
quinasa un acceso controlado al sustrato, hasta que llegue ligando wnt, lo cual,
desencadena eventos que impiden la fosforilacion de Bcatenina y su subsiguiente
degradacion. Es probable que en el caso de megalina, también este operando algln
complejo de proteinas que asegure la fosforilacién permanente del receptor. Es

importante abordar este punto en estudios posteriores.
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Nos preguntamos si GSK3, interacttta directa o indirectamente sobre el
receptor. Para determinarlo de forma inicial, se hizo un ensayo de pulfl-down utilizando
una proteina de fusién con el dominio citosélico de megalina y lisado de células CHO-
K1 expresando de manera transiente GSK3B humana recombinante (Figura 11). El
resultado indica que hay interaccion directa entre megalina y GSK3. Esto significa que
esta quinasa directamente fosforila megalina y no estaria actuando por medio de un
intermediario. De todas formas es necesario corroborar este resultado con nuevos
ensayos, Como una co-inmunoprecipitacion.

Una caracteristica importante de GSK3 es que tiene predileccion por sustratos
que han sido pre-fosforilados por otras quinasas, como B-catenina por CKI, esto
constituye un mecanismo para regular la fosforilacién de ciertos sustratos (Jope,
2004). Sin embargo también puede fosforilar sustratos directamente como presenilina-
1 (Twomey y McCarthy 2006) o LRP6 (Zeng y cols., 2005). Si bien megalina tiene
otros sitios de fosforilacién por PKA, PKC y CKIi el uso de inhibidores contra estas
quinasas y mutantes puntuales de estos sitios no alteraron la fosforilacion del receptor
(Yuseff, 2005). Por esto pensamos que el dominio citosélico de megalina no necesita
estar pre-fosforilado para que actie GSK3, posiblemente la fosforilacién del motivo
PPPSP sea directa. Descartamos ademas que esta fosforilacion constituya un sitio de
pre-fosforilacién necesario para fosforilar a los otros motivos, potencialmente para
modular el acoplamiento de quinasas al dominio citosélico del receptor. Esto dado que
la mutante de m-Meg4 en la cual la serina del motivo PPPSP fue reemplazado por un
acido aspartico cuya carga negativa puede imitar un aminoécido fosforilado (Figura 12)
no mostré fosforilacién y se comportd igual que el mutante PPPAP. No podemos
descartar que se necesite ademas, la unién de algun ligando especifico o un estimulo

adicional para que ocurra fosforilacidon por otras quinasas. Tampoco, que en este caso
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particular, el acido aspartico no pueda imitar correctamente la fosforilacion del residuo
de serina en el motivo PPPSP, pero claramente muestra que el residuo de serina en el

motivo PPPSP es esencial.

Los resultados obtenidos en este trabajo, unidos a los datos generados en
nuestro laboratorio, nos permiten afirmar que la fosforilacion del dominio
citoplasmatico de megalina es un proceso complejo que probablemente ocurre en mas
de un sitio e involucra diferentes quinasas (Yuseff y cols.,, 2007). Como hemos
mencionado el dominio citosélico del receptor, ademas del motivo PPPSP contiene 4
sitios PKC, 8 sitios CKIl y un sitic PKA, si bien los experimentos de fosforilacion in vitro
determinaron que todas estas quinasas fueron capaces de fosforilar el dominio
citosdlico de megalina, en los estudios de fosfarilacién in vivo, no se observé ningtn
cambio significativo al usar inhibidores especificos o mutantes puntuales contra PKA,
CKIl y PKC, esto a pesar de que CKIl y PKC tienen varios sitios consenso cada uno.
En cuanto a PKA, esta quinasa tiene un solo sitio putativo y dado la fuerte fosforilacion
del dominio citosélico, es posible que bajo estas condiciones experimentales,
(ausencia de ligando), no se puedan detectar cambios en los niveles de fosforilacién.
Esto también puede explicar los resultados con inhibidores de tirosinas guinasas
donde tampoco se observaron cambios en la fosforilacién del dominio citosdlico
(Yuseff y cols., 2007). Estudios realizados sobre el receptor LRP1, con inhibidores de
tirosinas quinasas, tampoco arrojaron cambios en los niveles de fosforilacién del
receptor (Li y cols., 2000b), sin embargo trabajos posteriores determinaron que la
unién de PDGF, resulté en la fosforilacién de un residuo de tirosina en su dominio
citoplasmatico (Ranganathan y cols., 2004). En caso del primer estudio, es claro, que

la ausencia de ligando no permitié la deteccion de cambios en la fosforilacion, ademas
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con la metodologia usada habria sido dificil detectar fosforilacién de un solo residuo de
tirosina. Esto nos indica que podria estar ocurriendo con megalina, nuestro ensayo no
es sensible para detectar una probable fosforilacion por las quinasas CKIl, PKA, PKC
ni en residuos de tirosinas, sin un estimulo. Esto es un tema que debe ser abordado en

futuros estudios sobre el receptor.

3. La fosforilacion dependiente del motivo PPPSP regula negativamente el
reciclaje de megalina

Dado que, la fosforilacion puede modular trafico del receptor o transduccion de
sefiales, nosotros evaluamos si la fosforilacion determinada por PPPSP tenia alguna
funcion en el trafico de megalina. Los estudios realizados con las mutantes m-
LRP4MegTPPPAP y m-Meg4PPPAP determinaron que no habia cambios en la
destinacion polarizada apical de los minireceptores (Figura 13), sin embargo, ocurria
un aumento en la expresion de superficie de la construccion mutante m-
LRP4MegTPPPAP con respecto al minireceptor nativo en células MDCK. (Figura 14).
Puesto que, establecimos la participacion de GSK3 en el proceso de fosforilacion,
confirmamos que en presencia de LiCl, también se observaba un aumento en la
expresion de superficie de m-LRP4MegT y megalina endégena de células BN (Figura
15). Esto puede implicar que la fosforilacién podria regular la interaccion con proteinas
adaptadoras involucradas en la internalizacion del receptor, sin embargo, en los
ensayos de endocitosis de las mutantes y en presencia de los inhibidores de GSK3,
este no se altero (Figura 16). No obstante, cuando se realizé un ensayo de reciclaje se
observé que la mutante m-LRP4MegTPPPAP presenta un aumento en la velocidad de
reciclaje y esta observaciéon coincide cuando las células MDCK que expresan el

minireceptor nativo son tratadas con LiCl (Figura 17). Esto sugiere que la fosforilacién

O
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de megalina mediada por GSK3 podria bloquear negativamente el reciclaje. Fue
descrito que GSK3 tiene un efecto inhibitorio sobre el reciclaje del trafico de las
integrinas a5B1 y avB3 (Roberts y cols., 2004) pero probablemente es un efecto
indirecto mediado por la fosforilacién de la cadena liviana de la kinesina. Otra etapa
del trafico que puede ser modulada por fosforilacién es la transcitosis. Se ha
determinado que la fosforilacion del receptor de inmunoglobulinas polimérico (plgR) en
un residuo de serina localizado en el dominio citoptasmatico es requerida para una
transcitosis eficiente del receptor desde el dominio basolateral al apical (Casanova y
cols., 1990). Megalina promueve la ftranscitosis de tiroglubilina y la proteina
transportadora de vitamina A, RBP (retinol binding protein), por lo que, no es infundado
pensar que una probable fosforilacién inducida por la unién de estos ligandos al
ectodominio del receptor induzcan la transcitosis de megalina. Sin embargo, si la
fosforilacién determinada por el motivo PPPSP, también regula [a transcitosis del

receptor, es algo que aun no se ha evaluado.

4. Megalina y sefalizacion intracelular

£n este trabajo no se evalué si la fosforilacién de megalina modula sefializacién
celular. Aunque se puede especular que la fosforilacién determinada por el motivo
PPPSP podria regular la interaccion con proteinas citosélicas. A pesar de que se han
descrito proteinas adaptadoras y de andamiaje que interactlan con el dominio
citosélico del receptor (Gotthardt y cols., 2000) no se han identificado proteinas que se
unan al motivo PPPSP. Estos motivos presentes en los receptores LRP5/6, son
fosforilados por GSK3 y CKI, lo cual regula el reclutamiento de axina, activandose la
via Wnt, por estabilizacion de B-catenina (Zeng y cols., 2005), Serfa interesante

estudiar, si el receptor, por medio de su motivo PPPSP, participa en la via Wnt, lo cual
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tendria una importante repercusién en desarrollo y en los muitipies procesos y
patologias en los que esta via esta involucrada.

En esta tesis demostramos que la fosforilacién regula la expresion en superficie
del receptor, lo cual, puede constituir un mecanismo por el cual sefiales celulares
regulan la actividad de megalina. Algo similar ha sido descrito en la sefializacién
hedgehog donde la fosforilacion de smoothened causa una acumulacion en la
superficie celular del receptor y por tanto un aumento en la actividad de sefializacion,
en respuesta al morfogeno Sonic hedgehog (Shh) (Jia y cols., 2004). Esto es
interesante considerando que megalina también une el fragmento N-terminal de Shh
(McCarthy y cols., 2002) y se ha visto similares defectos en los ratones nulos para
megalina (Willnow y cols., 1996) o Shh (McCarthy y Agraves, 2003}

Se ha establecido que megalina regula la actividad de la isoforma 3 del
intercambiador sodio protones (Biemesderfer y cols., 1999) y la endocitosis del
cotransportador NaPi-lla. La internalizacion de este transportador ocurre via vesiculas
cubiertas por clatrina y es regulada por diferentes factores tales como PTH, el cual
induce su endocitosis y degradacion (Bachmann y cols., 2004). La hormona paratiroide
también interactia con megalina y activa una variedad de sefiales intracelulares
incluidas PKA, PKC y PKG (Bacic y cols., 2003; Traebert y cols., 2000). Los elementos
moleculares que regulan la endocitosis de estos transportadores permanecen
desconocidos y es posible que la activacion de estas gquinasas pudiera directamente
afectar la fosforilacion de megalina facilitando la internalizacion y degradacién
lisosomal del transportador NaPi-lla. Se ha reportado que megalina une PKB y regula
su actividad, explicando el efecto anti-apoptético que megalina tiene en las células del
tubulo proximal a bajas concentraciones de albimina (Caruso-Neves y cols., 2006). No

sabemos si la fosforilacion de megalina es importante en el reclutamiento de PKB, hay

o
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que recordar que esta quinasa es un regulador de la actividad de GSKa3, por tanto
seria interesante estudiarlo.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la fosforilacion del
dominio citosélico de megalina, determinada por el motivo PPPSP, regula
negativamente el reciclaje del receptor, controlando la disponibilidad del mismo en la
superficie celular y este evento es dependiente directamente de la quinasa GSK3.
Estos datos también sugieren de forma importante que megalina podria estar envuelta

en cascadas de sefalizacion.
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V.- CONCLUSIONES

Se gener6 el minireceptor m-Meg4 que contiene el cuarto dominio de union a
ligandos, dominio transmembrana y dominio citosélico de Megalina y células
MDCK que lo expresan en forma estable, para estudios funcionales del
receptor.

Se logré establecer que la serina dentro del motivo PPPSP del dominio
citosolico, es el mayor determinante en la fosforilacién del minireceptor de
megalina en células de fenotipo polarizado MDCK.

Se determind que la actividad de la quinasa GSK3 es relevante en la
fosforilacién constitutiva de megalina y que interactia directamente con el
receptor.

La fosforilacién de la serina del motivo PPPSP no tendria como funcién ser un
requisito para la accién o acoplamiento de otras quinasas, en el dominio
citosélico de megalina (sitio de “priming”).

Funcionalmente, se logré establecer que la fosforilacién de megalina,
determinada por el motivo PPPSP, no controla la distribucién apical del
receptor ni la velocidad de internalizacion del receptor.

La fosforilacion determinada por PPPSP regula negativamente el reciclaje de
megalina y por lo tanto cumple un papel en la disponibilidad del receptor en la

superficie celular.
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