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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   c6lulas    polarizadas,

principalmente del  epitelio  absortivo,  como en  el  rifi6n,  pulm6n y  tiroides.  Este  receptor

tiene   una  importante  participaci6n  en   la   uni6n  y  endocitosis  de  variadas   moleculas

como   apolipoproteinas,   vitaminas  y   hormonas   con   sus   proteinas  transportadoras  y

otros.   Megalina  posee  un  ectodominio  con  cuatro  dominios  de  uni6n  a  ligandos,   un

dominio transmembrana y  un  dominio citoplasmatico con varios  motivos,  tales  como  un

motivo  rico  en  prolinas  un  motivo  de  interacci6n  con  dominios  PDZ,   motivos  de    LL,

NPXY,   NxxY  y  YXxdy  y  sitios   de  consenso  de  fosforilaci6n   por  PKC,   PKA  y   CK-ll.

Debido  al  gran tamafio  de  megalina,  los  estudios  del trafico  intracelular y su  regulaci6n

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  celulas   estables  evaluandose   nivel   de  expresi6n,

correcto   plegamiento   y   expresi6n   en   la   superficie   celular   de   los   minireceptores.

Evidencias   de   nuestro   laboratorio   han   demostrado   que   el   dominio   citos6Iico   de

megalina es fuertemente fosforilado  /.n  v/.vo e /.n  v/.fro y que el  motivo determinante en  la

fosforilaci6n  corresponde  a  un  residuo  de  serina  que  se  encuentra  dentro  del  motivo

rico   en   prolinas   PPPSP.   En   esta   {esis   se   determin6   que,   en   celulas   de   fenotipo

polarizado  MDCK,  que expresan  minireceptores de  megalina,  la fosforilaci6n disminuy6

significativamente  al  mutar la serina,  del  motivo  rico en  prolinas distal,    por una  alanina

y  que  el   efecto   de   esta   disminuci6n   increment6  la  expresi6n   de   la   mutante  en   la

superficie  de  la  celula.  Este  fen6meno  no  se  debi6  a  una  variaci6n  en  la  velocidad  de
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internalizaci6n  sino  a  un  aumento  en  el  reciclaje  del  receptor.  Puesto  que  el  motivo

PPPSP  es  un sitio  consenso  para la quinasa glic6geno sintasa  3  (GSK3)  se analjz6 el

efecto  de  los  inhibidores  de  esta  quinasa,  Licl  y  S8216763,  en  la fosforilaci6n  y trafico

de  minireceptores  de  megalina  en   MDCK  y  megalina  end6gena  en  celulas  BN.   Se

demostr6  que,   en  ambos  casos,  en  presencia  de  los  inhibidores  la  fosforilaci6n  del

recep{or disminuye.  Baj.o esas condicjones,  las celulas  BN  exhibieron  un  aumento en  la

expresi6n   de   megalina   en   la   superficie   y   en   las   c6lulas   MDCK   expresando   los

minireceptores se midi6 un  aumento  en el  reciclaje de los  receptores.  Estas evidencias

muestran  que  la  fosforilaci6n  regularla  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  potential  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  /.n  v/.vo  and  /'n  v/.fro 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
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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 to 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

S8216763,  in  the  phosphorylation  and  traffic  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.
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I.-INTRODUCC16N

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,   esta   compuesta   por   diez

receptores    que    participan    en    variadas    funciones,    tales    como    endocitosis    y

sefializaci6n,  inducida  por la  union  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  ascarides  a  insectos  y  vertebrados  (Nykjaer  y  VVIllnow

2002).  Ademas  regulan varios  otros  procesos  biol6gicos  incluyendo el  metabolismo  de

lipidos  y de ciertas vitaminas.  Algunos tienen  funciones durante  la  embriogenesis 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

protefnas  de   membrana  tipo   I,   poseen   un  dominio   extracelular  amino  terminal,   un

dominio  de  transmembrana  y  un  dominio  citoplasmatico  carboxilo  terminal.  La  mayor

similitud   entre   los   receptores   se   encuen{ra   a   nivel   del   dominio   extracelular,   que

contiene   los   dominios   de   uni6n   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 YVVTD  pobres en  residuos  de

cisteina.  Los  motivos  EGF e YV\/TD son  necesarios  para  la  disociaci6n  de  ligandos  del

receptor en  endosomas  (Li y  cols„   2001a).  Ademas tienen  un  dominio  citoplasmatico

relativamente   corto   con   al   menos   un   motivo   NPXY.    Los   motivos    NPXY   estan

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



foveolas  cubiertas  por  clatrina  (Stolt  y  Back,  2006)  como  tambien  en  el  reclutamiento

de  protefnas  de  sefializaci6n  (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   protelna   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  funci6n   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  union temprana  de  ligandos,  lo  cual  evita  la  agregaci6n y  retenci6n

en  el reticulo  endoplasmatico de estas  proteinas.

Los  principales  miembros  de  esta  familia  de  receptores  son:  el  receptor  LDL,

LRP1,   LRP-1P,   Megalina  o   LRP2,   MEGF7,  ApoER2  y  VLDLR,   ademas  de  otros  3

recep{ores,   mas  distantes,   LRP5,   LRP6  y  LRll/SorLA  (Figura  1).   Estos  tiltimos  no

tienen todas las  caracteristicas estructura[es 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 la

sefializaci6n de estos receptores (Fisher y Howie 2006).
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Figure  1.  Miembros  de  la  familia  do  receptores  de  LDL.  Estos  receptores  se
expresan  en  la  superficie  celular  y  estan  envueltos  en  varios  procesos  fisiol6gicos.
Estructuralmente  poseen  un  dnico  dominio  de  transmembrana  y  en  el  ectodominio
tienen  repetidos tipo  complemento que constituyen  los dominios de  uni6n  a  [igandos,
ademas de  repetidos  EGF  y motivos YWTD.  Los  receptores  LRP5/6  y  LRll/SORIA
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  (Chrjstensen  y  Birn

2001).    Se   expresa   en    el   dominio    apical   de   las   c6lulas   epiteliales    polarizadas,

principalmente  en  el  epitelio  absortivo  del tdbulo  proxima]  del  rifi6n  y  del  saco vitelino,

en  los  que  hay  una  alta  actividad  endocitica y de  degradaci6n  de ligandos  (Moestrup y

Verroust 2001).   Otros sitios de expresi6n  del  receptor son el epitelio  mamario,  tiroides,

epitelio  interno  del  oido  y  epitelio  ciliar  del  ojo,   pulm6n,   ileon  distal  y  vesicu]a  biliar

(Fisher   y    Howie    2006).    Ademas    se   encuentra    en    plexo    corofdeo,    ependima,

paratiroides,  oviducto,  utero  y otros.  La  expresi6n  de  megalina  en  el  desarrollo  ha  sido

encontrada  en  trofoectodermo  y  neuroectodermo  (Christensen  y  Birn  2001).   Se  ha

descrito  que  megalina  une  Son/.c  hec/gehog  un  importante  morf6geno  y  la  protefna

morfogenica   6sea   4   (BMP4),   ambas   moleculas   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  812 y  vitamina  D  con

sus  proteinas  transportadoras,  ademas  de  lipoproteinas,  que  contienen  apoE,  apoB,

lipasas  proteicas,   complei.os   proteasas  con  sus   inhibidores,   tiroglobulina,   y     calcio

entre   otros.   La   uni6n   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   rifi6n,   pulmones   y   sistema   nervioso   central,   la   mayoria   muere   post-

natalmente  de  insuficiencia  respiratoria.  Esto  indica  que  la  expresi6n  de  megalina  se

requiere  en  la  formaci6n  de  importantes  estructuras  del  rat6n  durante  el  desarro][o



(Wllnow  y  cols.,1996).  Se  ha  planteado  que  la  falta  de  la  interacci6n  descrita  entre

megalina  y   Son/.a  hedgehog,   seria  una   de   las   causas  que  explicarian  el  fenotipo

observado  en  estos  ratones  (Mccarthy  y  cols.,  2002).  Ademas  la  uni6n  de  variados

ligandos  y  el  posible  papel  de  megalina  en  la  homeostasis  de  vitaminas  esenciales

tambien podrian explicar parte del fenotipo de estos animales.

Estructuralmente   megalina   humana   esta   compuesta   de  4655   aminoacidos,

posee un dominio  extracelular amino terminal  tlnico,  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  uni6n  a  ligandos  (Hjalm  y  cols.,1996).

Estos  estan  separados  por repetidos  EGF y   regiones  pobres  en  cisteinas  las  cuales

contienen  motivos Y\/\/TD,  que  estan  involucrados  en  la  liberaci6n  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  Yxxq].  Ademas  contiene  una

secuencia  rica  en  prolinas  con  homologla  a  un  dominio  de  uni6n  SH3,  un  motivo  PDZ

y  distintos  motivos  putativos  de  fosforilaci6n,  tales  como  sitios  para  PKC,  CKIl  y  un

sitio  para  PKA  (Marzolo y  cols.,  2003).  Dentro  de  los  putativos  motivos  de fosforilaci6n

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  glic6geno

sintasa  (GSK3)  en  los receptores  LRP5/6  involucrados en  la via de sefializaci6n  WNT

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



megalina   una   posible  funci6n  en  sefializaci6n   ademas  de  su   papel  como   receptor

endocitico  (Chrjstensen y Birn  2001)  (Figura 2  8).
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El    transporte    polarizado    de    megalina    esta    determinado    por    informaci6n

presente   en   su   dominio   citoplasmatico   (Marzolo   y   cols„   2003).   En   la   membrana

plasmatica   apical,   el   receptor  se   internaliza   constitutivamente,   mediante  veslculas

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,  coma tiroglobulina  (Marino

y   cols.,   2000)   y   ref/.no/  b/.nc//.ng  prole/.n   (Marino   y   cols.,   2001),   se   ha   visto   que   el

receptor experimenta una ruta de transitosis apical-basolateral.

Se   ha   determinado   que   las  funciones   endocitica   y   de  sefializaci6n   de   los

miembros  de  la familia  LDL son  controlados  por interacci6n  con  proteinas  adaptadoras

que   reconocen   motivos   especificos   dentro   del   dominio   citoplasmatico   de   estos

receptores.  Varias  proteinas  intracelulares  se  unen  al  dominio  citos6lico  de  megalina

(May y  cols.,  2003a)  incluyendo  MAP  quinasas,  JIP-1  y JIP-2  (Gotthardt y  cols.,  2000),

PSD95  (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  uni6n   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 protefnas citos6licas.

La  fosforilaci6n  de  protefnas  tambien  ha  sido  implicada  en  la  regulaci6n  de

diversos aspectos del trafico  intracelular de proteinas,  como  la  endocitosis,  transcitosis

y  cascadas  de  sefializaci6n.  Se  ha  establecido  que  en  el  caso  de  miembros  de  la

familia  de  LDL,  el  dominio  citos6lico  de  LRpl  es  fosforilado.  Sin  embargo  los  estudios



realizados,  no coinciden en si las quinasas que participan son  las PKA a  PKca ni en si

como consecuencia de esta fosforilaci6n el receptor aumen{a o disminuye la velocidad

de   internalizaci6n   del   receptor   (Li   y   cols.,    2001b,    Ranganathan   y   cols.,    2004).

Tambien,  la  union  de  moleculas de sefializaci6n  como  PDGF  resulta  en  la fosforilaci6n

de  un  residuo  de tirosina  del  dominio  citoplasmatico  de  LRpl  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  migraci6n  neuronal  durante la embriogenesis

por   transducci6n    de    la    serial    de    reelina    a    traves    de    la    membrana    neuronal

(Trommsdorff  y   cols.,   1999).   La   uni6n   de   reelina   al   dominio   extracelular  de   estos

receptores,  resulta  en  la fosforilaci6n  de  una tirosina  del  adaptador  Dabl  por la familia

de  Src  quinasas  (Hiesberger  y  cols„   1999).  Tambien  LRP6,   envuelto  en  la  via  de

sefializaci6n  WNT  can6nica,  es  fosforilado  por  la  quinasa  glic6geno  sintasa  (GSK3)  y

caseina quinasa  I  (CKl)  en  respuesta a  ligandos,  en  los  motivos  PPPSP presentes  en

e] dominio citoplasmatico del  receptor (Tamai y cols.,  2004).

Como  se  ilustra  en  la  Figura  2  8,   megalina  posee  en  su  dominio  citos6lico,

numerosos   mo{ivos   de   interacci6n   con   proteinas   y   varios   sitios   de   consenso   de

fosforilaci6n,  entre  los  que  se  encuentran  sitios  putativos  para  las  quinasas  PKA,  PKC

y CKll,  ademas  de  un  motivo  PPPSP.  Datos  obtenidos  en  nuestro  laboratorio  indican

que  el  dominio  citoplasmatico  de  megalina  es  fuertemente fosforilado  /n  v/.vo  (Yuseff y

col.,  2007).  Esto  sugiere  que  la fosforilaci6n  es  importante  para  la funci6n  del  receptor

y  podria  estar  involucrada  en  diversos  procesos  tanto  de  su  trafico  celular  como  en

aspectos  de  sefializaci6n  in{racelular  (Yuseff,  2005;  Yuseff  y  col.,  2007).   En  la  tesis

doctoral de  Maria Isabel Yuseff se hicieron estudios con construcciones que contenian

el  dominio  citos6lico  de  megalina,  con  el  fin  de    identificar  los  motivos  que  participan

en   la  fosforilaci6n   del   receptor.   Se  determin6   que   los  sitios   PKC,   PKA  y   CKll   no
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contribuyen de manera importante en este proceso.  Pero,  al  mutar la serina del  motivo

PPPSP  por una alanina se encontr6 una disminuci6n casi completa de la fosforilaci6n,

por  lo  que  se  pudo  concluir  que  el   motivo   PPPSP  es  el   motivo  que  determina  la

fosforilaci6n de megalina  (Yuseff, 2005;  Yuseff y col.,  2007).  En esta tesis se estudi6

Ia  expresi6n  de  una  mutante  de  fosforilaci6n  PPPAP  del  dominio  citos6lico  de

megalina, en el contexto de c6lulas de fenotipo polarizado MDCK,  para evaluar si

la fosforilaci6n modula el trafico del  receptor

Puesto   que   la   fosforilaci6n   del   motivo   PPPSP   en   receptores   LRP5/6   es

dependiente de GSK3, es mLiy probable que esta quinasa tambien este involucrada en

la  fosforilaci6n  de  megalina.  Pocas  enzimas  ejercen  una  amplia  influencia  regulatoria

sobre  la  funci6n  celular como  GSK3.  Tiene  dos  isoformas  GSK3er 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  transcripci6n   (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  in{eracci6n  directa  entre  PKB y  megalina

actda  como  sensor de  la  concentraci6n  de  albdmina  en  las  celulas  del ttlbulo  proximal

del   rifi6n,   determinando  por  transducci6n  de  sefiales  la  sobrevivencia  o  muerte  de

estas   celulas   (Caruso-Neves  y   cols.,   2006).   PKB   reduce   la   actividad   de   GSK3   al

fosforilar la  serina  9  en  GSK3B  o  la  serina  21  en  caso  de  GSK3a  (Jope y  cols.,  2004).

Ya  que,   PKB  es  un  regulador  negativo  de  la  actividad  de  GSK3  puede  que  es{as

quinasas actuen concertadamente para regular la actMdad de megalina.  En esta tesis

se evalu6 si efectivamente GSK3 participa en la fosforilaci6n del receptor.
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Megalina junto  con  LRpl  y  LRPIP  son  de  los  miembros  de  la  familia  de  LDL,

de  mayor tamafio.  Para facilitar el  estudio  de este receptor se gener6  un  minireceptor

de   megalina   que   contiene   el   dominio   cua{ro   de   uni6n   a   ligandos   con   el   dominio

transmembrana   y   el   dominio   citos6lico   del   receptor.   Esta   construcci6n   podra   ser

utilizada   en   otras   areas  y   no   solo   para   los  estudios   de   esta  tesis.   Junto   con   los

estudios   de  trafico   y  fosforilaci6n   del   receptor,   el   desarrollo   de   esta   construcci6n

constituy6 tambien un objetivo abordado en este trabajo.

Sobre   la   base   de   los   antecedentes   aportados   por  estudios   realizados   en

nuestro    laboratorio,    respecto    a   que    el    motivo    PPPSP    es   determinante   en    la

fosforilaci6n  del  receptor,   que  la  fosforilaci6n  de  LRP5/6  en  estos  mismos  motivos

PPP(SIT)P   dependen   de   GSK3   y   que   esta   modificaci6n   post-traduccional   podria

modular el trafico del receptor,  como ocurre con  LRpl  por otros sitios,  nos planteamos

la siguiente hip6tesis:
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Hip6tesis de trabajo:

El  domjnio  cjtos6Ijco  de  Megalina  se  fosforila  en  un  proceso  dependiente  de  GSK3  y

esta  modificaci6n tiene un  papel en   el trafico del  receptor.

Objetivo general:

Evaluar como la fosforilaci6n de megalina afecta su trafico y el  papel de GSK3 en este

proceso.

Objetivos especifjcos:

1-    Construir  un  minireceptor  que  contenga  el  cuarto  dominio  de  union  a  ligandos  de

megalina y su domjnio citoplasmatico  nativo  o  mutado.

2-    Expresar  de  forma  estable  y  caracterizar  funcionalmente  esta   construccj6n   en

c6lulas  MDCK

3-    Expresar mutantes  de  megaljna en  el  motivo  PPPSP y  evaluar la fosforilaci6n  y,  o

trafico de estos receptores en celulas de fenotipo polarizado MDCK.

4-    Evaluar la participacj6n de la quinasa  GSK3 en la fosforilaci6n de megaljna.
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[1.  MATERIALES Y fv]ETODOS

1.    Materiales

1.1 -Bacterias:

Se uso la sisuiente cepa de Escherfeh/a co/t

DH5a:  sup  E44 Alac U169f80tlacz AM15)hds  R17 rec Al  end Al  gyr A 96 thLl  rel A1.

1.2-P]asmidios:

Se utilizaron los siguientes vectores de expresi6n para   c6lulas eucariontes:

pcDNA3:  Obtenido de lnvitrogen  Corp.,  San  Diego,  USA.

pmLRP4lrptmMegT:  Codifica  para un minireceptor (in) que contiene el cuarto dominio

de  uni6n  a  ligandos  de  LRP1   (LRP4),  dominio  transmembrana  de  LRP1   (lrptm)  y  el

dominio citos6lico de  megalina  (MegT)  (construido por la  Dra.  Marzolo).

pMegTS170A:     Fue    generado     en     nuestro     laboratorio     a     partir    del         vector

pmLRP4IrptmMegT.  Por medio  de  mutagenesis  sitio  dirigida,  se  reemplaz6  una  base

del  codon  que  codifica  para  la  serina  170  del  dominio  citos6lico  de  megalina,  por otra

base que codifica  un  codon  de alanina.

pMegTMT    (MegTO):     Codifica    para    un    minireceptor    que    contiene    el    dominio

transmembrana y  citos6lico  de  megalina,  fusionado  a  un  epi{ope  HA.  Fue donada  por

el  Dr.  Scott Argraves  (Department  of  Cell  Biology  and  Anatomy,  Medical  University  of

South  Carolina,  Charleston,  South  Carolina,  USA).

pGSK3B:  Codifica  GSK3P  humana  fusionada  a  un  epitope  HA.  Fue  donada  por el  Dr.

Xi-He (Neurobiology  Program,  Children's  Hospital  Boston,  Department of Neurology).



14

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  11  es  una  linea  celular  epiteljal  derivada  de  rifi6n  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:  Lfnea  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-lgG  de  pollo  conjugado  a  Alexa  594,  Anti-IgG  de  conejo  y  rat6n

conjugado  a Alexa 488 y  Kit de marcaci6n Zenon Alexa 488 rat6n  lgG2a.

De    Chemicon  International  (Temecula,  CA,  USA)  se  obtuvieron  los  Anticuerpos  anti

HA pollo y anti-lgG  de rat6n,  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   Pcatenina  fue   obtenido   de  Santa   Cruz   Biotechnology   (Santa   Cruz,

California,   USA),   Anti-lgG   de   rat6n   conjugado   con   Cy3   de  Amersham   Pharmacia

Biotech  (Piscataway,  NJ,  USA) y Anti  lgG  de rat6n 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   gener6   un   anticuerpo   anti   megalina   (antiMegT)   policlonal   de

conejo  contra  el  dominio  citos6Iico  del  receptor.  Fue  preparado  como  se  describe  en

Marzolo y cols.,  2003.

1.5-       Oligonuc[e6tidos:

Los  oljgonucle6tidos  utilizados  para los  clonamientos se sintetizaron a traves de Gene

Link (Hawthorne,  NY,  USA) e  lDT:  St Louis,  MO  USA.

1.6-        Secuencias de oligonucle6tidos:

A)   Partidores  para  amplificar el  epitope  HA y  el  peptido  serial  de  LRP1,  usando

como templado el vector pmLRP4lrptmMegT.

Secuencias Sitio de corte

5PS-HA:  5'GATCACCGGTTCAGCCCACACCATG3' Agel

3PS-HA: 5'GATCGTCGACAGCGTAGTCCGGGAC3' Sall

8)   Partidores        para    mutagenesis    sitio    dirigida    del    dominio    citos6lico    de

megalina.

Secuencias

5'S170A: 5' GACACCACCTCCAGCACCTTCGCTCC 3'

3'S170A: 5' GGAGCGAAGGTGCTGGAGGTGGTGTC 3'

Secuencias

5'S170D: 5' GACACCACCTCCAGACCCTTCGCTCC 3'

3'S170D: 5' GGAGCGAAGGGTCTGGAGGTGGTGTC 3'
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1.7-Reactivos:

Las proteinas de fusi6n GST-RAP,  GST-Dab2,  GST-MegT,  proteinas GST y

RAP fueron generadas en nuestro laboratorio.

Los   siguientes   reactivos  se   adquirieron   de   GIBCO   (Life  Technologies,   lnc.,

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).

EI  material  de  cultivo  de  celulas  eucari6ticas  se  obtuvo  Coming  Incorporated

(Acton,  MA USA).

De Sigma  Chemical  Company  (St.  Louis,  MO,  USA)  se  adquiri6,  los inhibidores

de   proteasas   individuales   (leupeptina,   aprotinina,   pepstatina   A,   antipaina),   PMSF,

S8216763,  esferas  de  agarosa  unidas  a  glu{ati6n,  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  adquiri6  de  Mallinckrodt,  Chesterfield,  UK.  Los films

y  liquidos de revelado fueron  obtenidos de Fuji.  De \/Vlnkler (Santiago,  Chile)  se obtuvo

Tris  base,  reactivo de Bradford,  dodecil  sulfato de sodio,  albtimina de suero  bovino,  2-

mercaptoetanol   y    cloruro   de    sodjo,    Butirato    de   sodio,    tunicamicina,    ampicilina,

kanamicina,  azul  de bromofenol y glicina,

De   Merck   se   adquirieron:    etanol,   isopropanol,   acido   tricloroac6tico,    acido

acetico  glacial,  metanol,  cloroformo,  cloruro  de  calcio,  cloruro  de  magnesio,  acetona,

alcohol isoamilico (lAA),  acido clorhidrico,  DMSO,  glicerol y glucosa.



17

De  Pierce  (Rockford,   lL,   USA)  se  obtuvo   Biotina  Sulfo-NHS-LC,   esferas  de

agarosa unidas a estreptavidina y esferas de agarosa unidas a  protefna A.  El estandar

de  peso  molecular pretefiido  para  proteinas,  DTT,  bisacrilamida,  Triton  X-100  de  810-

RAD  (Hercules,  CA,  USA).  La  membrana  de  transferencia  lmmobilon-P  fue  obtenida

de  Mjllipore  (Billerica,   MA,   USA).  EI  cloruro  de  amonio  fue  de  Fisher  Scientific  (New

Jersey,    USA).    La    lipofectamina    2000    fue    adquirida    a    lnvitrogen    (CARLSBAD,

California,  USA).  EI  Nal'25  y  la  metionina-cistefna  [S35]  fueron  comprados  a  NEN  Life

Science  Products.  El  [32P]-Ortofosfato  fue  obtenido  de  la  comisi6n  chilena  de  energia

nuclear (Santiago,  Chile).

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

Mobio  (Solana,  USA)  extracto de levadura.

RNAasa  A     y  Pfu   DNA  polimerasa   se   obtuvieron   de   FermentasTM   (Vilnius,

Lithuania)  y Taq  DNA polimerasa de  PromegaTM  (Madison,  Wl,  USA).  En tanto que,  T4

DNA  Ligasa,  Platinum  Pfx  DNA  Polymerase,  DNA  ladder  de  100pb,1kb  DNA  plus  y

fago  ^  digerido  con  Hind  Ill,  fueron  obtenidos  de  Life  TechnologiesTM,  (Rockville,  Ml,

USA).

Las   distintas  enzimas  de  restricci6n  se  obtuvieron   de   FermentasTM  (Vi|nius,

Lithuania),  de  PromegaTM,  (Madison,  WI,  USA)  y  Life  Technologies",  (Rockville,  MI,

USA).

De   Omega   Bio  TekTM   (Doraville,   GA   USA)   se  obtuvo  el   kit   E.Z.N.A  para

purificar  DNA y el  kit  E.Z.N.A  GelExtration.

Para  visualizar y fotografiar geles  de ADN  se  utiliz6  el  equipo  gel  Doc  2000  de

BioRad.
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2-  IV16todos

2.1-T6cnicas de Biologia Molecular.

2.1.1-Clonamientos

2.1.1.1-Generaci6n de minireceptor fusionado a epitope HA:  in-Meg4.

Para  amplificar por PCR  el fragmento  que  contiene  el  epitope  HA y  el  peptido

serial  de  LRpl  fue utilizado el  plasmidio  pmLRP4lrptmMegT y  los  primer 5'  PS-HA y 3'

PS-HA  descritos  en  la  secci6n  1.6  A.  La  reacci6n  de  PCR fue  de  10  ul  de  buffer  de

PCR   10x,   8   ul   de   Mgs04   25   mM,   2   ul   de   d-NTPs   10   mM,   400   ng   de   cada

oligonucle6tido,    720  ng  de  ADN  templado,  0,7  ul  de  Pfu  DNA  polimerasa  (2,5  U/ul)  y

H20   libre   de   nucleasas   para   completar   un   volumen   de   100   ul.   El   programa   de

amplificaci6n  utilizado fue:  5  min  a  94°C,  30  ciclos  de  30  seg  a  94°C,  30  seg  a  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 restricci6n Agel  y Sall.  El fragmento que contiene el dominio cuatro

de    los    motivos    de    uni6n    a    ligandos    de    megalina    la    zona    yuxtamembrana,

transmembrana y dominio citos6lico de megalina fue ligado al fragmento generado por

PCR.  La reacci6n de ligaci6n fue de:  8 ng de inserto,  90 ng de vector,  3 ul de buffer de

ligaci6n  5x,  1  ul  de  ligasa  (1 U/ul)  y  H20  libre  de  nucleasas  para  completar el  volumen

de  15  ul  finales.  Esta  reacci6n  se  dej6  por  16  horas  a  14  °C.  El  producto  de  ljgaci6n

fue transformado  a  bacterias  competentes.  Las  colonias  crecidas  fueron  sometidas  a

minipreparaci6n y el ADN  plasmidial chequeado por analisis  de restricci6n.
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2.1.1.2-Mutagenesis  sitio  dirigida  de  bases  que  codifican  para  la  serina  del  motivo

PPPSP en el dominio citos6lico  de  megalina de in-Meg4.

Mediante  PCR  se  mut6  una  base  del  codon  que  codifica  para  la  serina  del  motivo

PPPSP   del   plasmidio   in-Meg4,   este   procedimiento  se  uso  tanto   para  generar  m-

Meg4PPPAP   como   in-MegpppDP.   Fueron   usados   los     partidores  descrjtos   en   la

secci6n    1.6  a.  La  reacci6n  de  PCR fue  la  siguiente:  10  ul  de  buffer de  PCR  10x,  2  ul

de  Mgs04  25  mM,1  ul  de  d-NTPs  10  mM,125  ng  de cada  oligonucle6tido,    50  ng  de

ADN  templado,  0,8  ul  de  Pfx  (2,5  U/ul)  y  H20  libre  de  nucleasas  para  completar  un

volumen  de 50  ul finales.  El  programa de amplificaci6n 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   H20   libre   de   nucleasas.    Posteriormente   se

transform6  bacterias  competentes con el ADN,  las  cuales se plaquearon en  placas de

LB-agar  kanamicina  resis{entes  (50  ug/ml).  Las  colonias  crecidas  fueron  sometidas  a

minipreparaci6n    por   kit    E.Z.N.A    para    purificar   ADN    y    fueron    chequeadas    por

secuenciaci6n.

2.1.2-Purificaci6n de fraamentos de ADN.

Para   la    purificaci6n   de   fragmentos   de   ADN    se    utiliearon   el    kit   E.Z.N.A

GelExtration segun  las indicaciones del producto y columnas de lana de vidrio.  En este

ultimo caso,  el ADN a purificar se corri6 en  un gel de agarosa desde la oual,  se extrajo

la  banda   de  interes.   Luego,   se  coloc6  en   una   columna   construida  de  la  siguiente

manera:    se   tom6   un   tubo   de   0,5    ml   y   se   perfor6   el   fondo   con   una   aguja.
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Posterjormente  se  rellen6  el  interior  con  lana  de  vidrio  y  se  coloc6  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   centrifug6   a   10000   rpm   por   1   minuto   (5417R,   Rotor   F45-30-11

(Hamburg,  Germany)).  Se tom6 el filtrado que qued6 en el tubo  de  1,5  ml y se precipit6

con etanol.  Finalmente el ADN se resuspendi6 en H20.

2.1.3-Obtenci6n de bacterias comDetentes

Las  bacterias  competentes se obtuvieron  mediante el  m6todo de  Cac12 a  partir

de  cepas  de E,  co//. DH5Ci.  Primero fueron  crecidas  en 40  ml  de  medio  LB  (Luria  Broth:

Nacl  1,0%,  pep{ona  al  1,0%  y  extracto  de  levadura  al  0,5%)  hasta  alcanzar  la  fase

logaritmica, detectada por absorbancia a 600 nm.  Luego,  las celulas se centrifugaron a

5500   rpm   (Sorvall,   Rotor  SS-34   (Ramsey,   Minnesota,   USA))   par  5   min  y  el   pellet

obtenido fue resuspendido suavemente en 4  ml  de una  soluci6n de Cac12 75  mM  ,  se

incubaron     durante  30  min  a  4°  C.   Las  celulas  fueron  centrifugadas  nuevamente  a

2500  rpm  por  5  min  (Sorvall,  Rotor SS-34),  resuspendidas  en  2  ml  de  Cac12  75  mM

con  glicerol  al  15  0/o  y  dej.adas  a 4°C toda  la  noche  para  aumentar la  competencia  de

las celulas.  Posteriormente fueron alicuotadas y guardadas a -800 C.

2.1.4-   Transformaci6n de bacterias

Las  bacterias  competentes  fueron  incubadas  en  hielo  con  30  ng  a  150  ng  de

ADN  plasmidial  por 30  min.  La  mezcla se someti6 a  un choque termico por 2  min  a 42°

C y se resuspendi6 en 450 lil de medjo LB.  Las bacterias se recuperaron con agitaci6n
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suave   a   37°  C  y  se   sembraron   en   placas   de   LB-agar  al   1,5%   en   presencia   de

ampicilina  100LLg/ml   o kanamicina 50  Lig/ml.   Se crecieron a 370 C por toda la  noche.

2.1.5-Obtenci6n  del ADN lasmidial

Para  la  purificaci6n  de los diferentes plasmidios se utilizaron dos  m6todos:

a) Preparaci6n en gran escala de ADN (Maxipreparaci6n)

Las  bacterias transformadas  con  el ADN  plasmidial fueron  crecidas  en  250  ml

de  medio  LB  con  100  Lig/ml  de  ampicilina  o  50  ug/ml  de  kanamicina  durante  16  horas

con  agitaci6n constante.  Luego, se sedimentaron las bacterias  mediante centrifugaci6n

a  5000  rpm  (Sorvall,  Rotor GSA)  por  15  min  a  40  C  y  se  resuspendieron  en  15  ml  de

soluci6n  I  (glucosa  50  mM,  Tris-Hcl  25  mM,  pH  8,0,  EDTA  10  mM,  pH  8,0).  Despues

de   lisar   las   bacterias   en   20   ml   de   soluci6n   11   (NaoH   0,2   N,   SDS   al   1,0   %),   se

agregaron  15  ml  de  soluci6n  Ill  (Ace{ato  de  Potasio  3  M,  Acido  ac6tico  0,7  M)  y  se

incub6  la  mezcla  en  hielo  por  5  min.  EI  precipitado  se  centrifug6  a  5000  rpm  (Sorvall,

Rotor GSA)  por  10  min  y  se  recolect6  el  sobrenadante,  desde  donde  se  precipitaron

los   acidos   nucleicos   con   0,6   volumenes   de   isopropanol.   Los   acidos   nucleicos   se

separaron   del   sobrenadante   mediante   centrifugaci6n   a   10000   rpm   (Sorvall,   Rotor

SS34)  por 10  min  a 40 C y se resuspendieron  en  3  ml de TE  pH  8  mas  3  ml  de  LicI  5

M para precipitar selectivamente el ARN.  EI ARN fue separado de la muestra mediante

centrifugaci6n    a   5200    rpm   (Sorvall,    Rotor   SS34)    por   10    min.    Se    recolect6    el

sobrenadante  y  el  ADN  fue  precipitado  con  1  volumen  de  isopropanol,  centrifugado  a

7700 rpm (Sorvall,  Rotor SS34)  por 10  min a 4° C y  resuspendido en 500  lil  de TE  pH

8.   La   muestra   con  ADN  fue  tratada   con   RNAasa   para   eliminar  restos   de  ARN  y
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precipitada  nuevamente  con  500  prl  de  una  soluci6n  de  PEG  al  13  %  con  Nacl  1,6  M,

centrifugada  a  14000  rpm  (5417R,  Rotor  F45-30-11)  y  resuspendida  en  400prl  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  (proporci6n  50:49:1).  Finalmente  la  muestra  de  ADN  fue  resuspendida  en

200  prl de agua libre de nucleasas.

b) Preparaci6n en pequefia escala de ADN (minipreparaci6n)

Se  hizo  de  dos  maneras,  una  en  la  cual  se  utiliz6  el  kit    E.Z.N.A  de  Omega

BioTekTM  segdn  las  indicaciones  del  producto  y  otra  donde  se  uso  un  metodo  clasico.

En este dltimo,  las colonias de bacterias fueron crecidas en  3  ml de medio LB con  100

Lig/ml   de   ampicilina   o   50   ug/ml   de   kanamicina   durante    16   horas   con   agitaci6n

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

soluci6n  I  (glucosa  50  mM,  Tris-Hcl  25  mM,  pH 8,0,  EDTA  10  mM,  pH  8,0),  incubando

por 5  minutos a T°A.  Despu6s se lisaron en 200  ul de soluci6n  11  (NaoH  0,2  N,  SDS  al

1,0  %)  y  luego  se  agregaron  150  ul  de  soluci6n  Ill  (Acetato  de  Potasio  3  M,  Acido

ac6tico  0,7  M),  en  ambos  casos  se  dej6  la  mezcla  5  minutos  en  hielo.  Despues  se

centrifug6   la   muestra   a   12000   rpm   por  5   minutos   (5417R,   Rotor  F45-30-11).   Las

proteinas  se  eliminan  con   una  extracci6n  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 resuspendi6 en  30  ul

de H20 libre de nucleasas.
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2.1.6-    Cuantificaci6n  del ADN  plasmidial

Se cuantific6  mediante espectrofotometria  midiendo  la absorbancia a 260  nm y

usando   la   siguiente   equivalencia:   Concentraci6nADN=   A26o   x   50   ug/ml   x   factor   de

diluci6n.     La  calidad  del  ADN  se  evalu6   calculando  la   raz6n   entre  la  absorbancia

medida a 280 nm y la obtenida a 260 nm (m6todo espectrofotom6trico).

2.1.7-Analisis del ADN  Dlasmidial

EI  ADN  se  analiz6   mediante  digesti6n   con  enzimas  de  restrjcci6n.   Distintas

aliouotas de ADN  plasmidial se inoubaron con 0,5-1  U de cada enzima de restricci6n y

en  presencia del buffer correspondiente para cada enzima,  segtln las especificaciones

del  proveedor.  Cada  reacci6n  fue incubada  al  menos 2  horas  a  370 C y  los  productos

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

2.2-T6cnicas de Biologia Celular

2.2.1-Cultivo de lineas ce]ulares

Las  lineas  celulares  OHO-K1,  BN  y  MDCK  se  incubaron  en  5  %  C02 y  37°  C.

Las  c6lulas  CHO-Kl   se  crecieron  en  medio  F12-Ham  con   10%  de  suero  fetal.   Las

celulas  BN  y  MDCK  se  cultivaron  en  medio  DMEM  con  7,5  a/o  suero  fetal.  Todos  los

medios  fueron  suplementados  con   penicilina/estreptomicina  y  con   G418  0,4   mg/ml

s6lo para las lineas celulares transfectadas establemente.
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2.2.2-Transfecci6n de celulas

Las  distintas   lineas  celulares  se  transfectaron   utilieando  5   ng   de   DNA  con

Lipofectamina 2000  (GIBCO,  BRL),  como se describe en  el  protocolo del  producto.  Se

seleccionaron colonjas de c6lulas estables por su  resistencia al  antibi6tico G418 a una

concentraci6n  de  0,8  mg/ml.  La  expresi6n  de  las  proteinas  de  interes  se  sigui6  por

inmunobloL    inmunoprecipitaci6n    de    celulas    marcadas    mefab6licamente    con    35S

Metionina/Cisteina o  lF.

2.2.3-    lnmunoblot

Las  celulas  fueron  lisadas  en  tampon  de  lisis:  tamp6n  fosfato  salino  (Nacl  150

mM,   Fosfato  PBS)  con  Trit6n  X-1001%  e  inhibidores  de  proteasas  (PMSF  1   mM,

Leupetin  50  LiM,  Pepstatin  1  prM  y  antipain  1  prM)  a  4°  C  por  1   hora.  Las  protefnas  de

los  lisados  celulares  fueron  separadas  por SDS-PAGE  bajo  condiciones  reductoras  y

posteriormente  transferidas  a  una   in.embrana  de  "polyvinylidene  difluoride  (PVDF)".

Las  membranas fueron  incubadas  con  un  anticuerpo  primario.  Los  anticuerpos fueron

incubados  en  tamp6n  PBS  con  3  %  a  5  %  de  leche  y  Tween-20  al  0,05%  o  0,1   %

segt]n  el tipo de anticuerpo.  Despu6s 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 rat6n,  conejo o  rata  dependiendo del  primer

anticuerpo usado.

2..2.4- Pull  Down GST .

Se prepararon  extrac{os celulares  lisando las c6Iulas con tamp6n de  Pu// Dorm

(Hepes  50  mM  pH  7,5,   Nacl  150  mM,  Glicerol   10%  v/v,  Trit6n  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 fusi6n  GST-RAP  o  GST-Dab2  o  GST-MegT,  previamente  unida  a  esferas

de agarosa  unidas a glu{ati6n por 16 horas a 4°C o 4 horas,  en el caso de GST-MegT.

Las  esferas  se  lavaron  4  veces  en  tamp6n  de  pu// down,  se  hirvieron  en  tamp6n  de

carga  y  se  separaron  por  SOS-PAGE.   Un   inmunoblot  se  desarroll6  para  detectar

proteinas  que  interacttien  con  RAP  o  Dab2  o  el  dominio  citos6lico de  megalina,  MegT.

En   todos   los   experimentos   se   incluy6   como   control   un   pu//   crown   con   cantidad

equimolar de GST.

2.2.5-_Fraccionamiento

Las  celulas  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

tamp6n  A  (Tris  10  mM,  pH  7,9;  1,5  mM  Mgc12,  Kcl  10  mM,  DTT  10  mM  e  inhibidores

de  proteasas)  a  4  °C  y    se  incubaron  por  30  minutos  en  hielo.  Luego,  las  celulas  se

pasaron  suavemente  por una jeringa  G2910 veces  para  despues  centrifugar a 700xg

por  10  minutos  a  4  °C.  El  sobrenadante  se  centrifug6  a  100000xg    en  un  rotor TFT

45,6  angulo  fijo  (Beckmann),  centrifuga  Sorvall  por  1  hora  a  4  °C.  Aqui  se  obtuvo  el

sobrenadante  (fracci6n  citos6lica)  y  un  pellet  de  membranas  (fracci6n  membrana)  el

cual  se  lava  suavemente  con  300  ul  de  tamp6n  A  y  se  resuspende  en   100  ul  de

tamp6n  C  (Tris  Hcl  20  mM,   pH  7,5;   EDTA  1   mM,  TX-100  0,1%,   Nacl  0,15  mM  e

inhibidores    de    proteasas).     Las     proteinas    citos6licas    fueron     precipitadas    con

metanol/cloroformo  (1:1) y   los  pellet de  proteinas  resuspendidos en  100  ul  de tamp6n

C.  Las muestras fueron analizadas por inmunoblot.
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2.2.6-Biotinilaci6n selectiva de Droteinas

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  celulas  se  biotinilaron  de  manera  selectiva  por el  lado

apical   o   basolateral,   incubandolas   con   0,5   mg/ml   de   biotina   por   1   hora   a   4°   C.

Despues,  las c6lulas se lavaron tres veces con  PBS frio y la biotina libre se apag6  por

incubaci6n  con  NH4Cl  50  mM  por  10  min  dos veces.  Las  c6lulas se  lisaron  en  tamp6n

SA  fri'o  (Tris  20mM  pH  8,0,  Nacl  150mM,  EDTA  5mM,  BSA  0,2%,  Triton  X-1001%  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,  Cac12  0,5  mM,  Mgc121   mM,  BSA  0,5%,  Trit6n  X-1001%,

SDS  0,1%),  Tpll  (Tris  pH  8,0  20mM,  Nacl  150mM,  EDTA  pH  8,0  5mM,  BSA  0,2%,

SDS  0,1%),  Tplll  (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-Preoaraci6n de tubos iodoaen  Dara iodinaci6n de proteinas.

Fue  preparada  una  soluci6n  de  lodogen  en  cloroformo  a  una  concentraci6n

de  1   mg/ml.  Se  colocaron  10  prl  de  la  soluci6n  en  un  tubo  y  se  sec6  con  flujo  de

nitr6geno suave.  Los tubos deben ser guardados en un desecador.

2.2.8-    lodinaci6n de  Droteinas

Se  prepar6  una solucj6n  de 50  pug  de proteina  a  iodinar (RAP),  2  mci de  Na`25|

y  se  llev6  a  un  volumen  final  de  100  prl  con  tamp6n  fosfato  pH  7,5.  Se  agreg6  Ia
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soluci6n a un tubo lodogen y se incub610 min a temperatura ambiente.  Luego se pas6

la  soluci6n   por  una  columna  PD-10,   previamente  ambientada  con   PBS   0,01   %  de

Tween-20.  Se  colectaron  10  fracciones  de  1   ml  cada  una.  Se  detect6  la  radiaci6n  y

emitida    en    un    contador    de    particulas    Gamma    (Perkin    Elmer,    Life    Sciences).

Generalmente   la   proteina   iodinada   aparece   entre   las   fracciones   3-5.   La   proteina

iodinada fue guardada a 4°C y se utiliz6 durante los 5 dias siguientes a su jodinaci6n.

2.2,9-    Estudios  de  endocitosis:  Medici6n  de  la  velocidad  inicial  de  jnternalizaci6n  de

meaalina v de Ice  minireceDtores.

Las  celulas  MDCK y  BN  se sembraron  en  placas  de  12  pocillos  a  una densidad

de 4xl 05 celulas/pocillo. AI dia siguiente,  las c6lulas se lavaron  2 veces con tamp6n de

ligando  (media  F12-Ham   con  BSA 0,6  %) y se  incubaron  con  '25l-RAP 5 nM a 4° C por

30  minutos  (0,5  ml/pool.Ilo).  Posteriormente,  el  [igando  no  unido  se  elimin6  mediante

lavados sucesivos con tamp6n  de ligando  a 4° C y  las celulas se llevaron  a  37° C por

diferentes   tiempes   para   permitir   la   intemalieaci6n   del   ligando.   Despuds   de   cada

tiempo,   Ias  placas  se  colocaron  rapidamente  en  hielo  y  el  tampon  de  lieando  fue

reemplazado  por  una  soluci6n  acida  (acido  ac6tico  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  soluci6n  fue

recolectada   para   medir  las   cuentas   en   un   contador   gamma.   Posteriormente,   las

monocapas  de  celulas fueron  nsadas  con  1  ml  de tamp6n  de  lisis  ITris-Hcl  62,5  mM,

pH  6,8,  SDS  0,2%,  glicerol  10  % viv) y  los  lisados fueron  recolectados  en tubos  para

sser contados.  La  suma del  lisando  internalieado  mss el  ligando  que  permanecia  en  la

supehicie  celular  despuds  de  cada  tiempo  correspende  al  ligando  total.   Para  cada

tiempo  se  calcul6  la  fracci6n  de  ligando  intemalizado  como  fracci6n  del  ligando  total.

Cada ensayo se realie6 por triplicado dos veces.
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2.2.10-Ensavo de uni6n de radioliaando a 4 °C

El  procedimiento  es  similar al  indicado  para  el  ensayo  de endocitosis,  excepto

porque  las  c6lulas  se  incubaron  por  1  hora  con  ]25I-RAP  5  nM  a  4° C  (0,5  ml/pocil|o)  y

no  se  realiea  intemalizaci6n  a  distintos  tiempos.  Luego  de  los  lavados,  se  disocia  el

lisando  unido con  una soluci6n  acida  (acido  acetico 0,2  M,  pH 2,6,  Nacl  0,1  M),  la oual

fue  recolectada  para  medir  en  un  contador gamma.  Cada  ensayo  se  hizo  dos  veces

por triplicado.  Las  diferencias  observadas  entre  las  distintas  celulas  fueron  valoradas

eestadisticamente  mediante  la  aplicaci6n  del  test  fLsft/c/eut  utilieando  el  programa  de

analisis estadistico Sigma  Plot 8.0.

2.2.11 -Estudios de fosforilaci6n /.n v/.vo

C6lulas  BN,  que  expresan  megalina,  o  c6lulas  MDCK,  transfectadas  en  forma

estable,  se sembraron  el  dia  anterior en  placas  de 6  pocillos.  Luego,  se  marcaron  en

paralelo  con  35S-metionina/cisteina  o  32P-ortofosfato.  Para  ello,  primero  las  celulas  se

lavaron    con    medio    libre   de    metionina/cisteina    o   con    medio   libre   de   fosfato   y

posteriormente se  marcaron  con  200  prci  de  35S-me{ionina/cisteina  durante 4  horas  o

con  200  LLci  32P-Ortofosfato,  durante  2  horas  a  370  C.  Despues  de  lavar 3 veces  con

PBS,   las   celulas   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  lprM,  Antipain  1   prM  y  Leupeptin  50  prM)  a  4  a  C  durante   1

hora.   Finalmente,   los   minireceptores  se  inmunoprecipitaron  con   un   anticuerpo  que

reconoce   el   dominio   citos6lico   de   megalina.   Las   proteinas   inmunoprecipitadas   se

analizaron por SDS-PAGE y se revelaron mediante au{oradiografia.  Las bandas fueron

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

EI  LicI  se  us6  a  una  concentraci6n  de  50  mM  por 4  horas  a  37°  C  en  medio

libre  de  suero.  Los  controles  negativos  se  hicieron  en  presencia  de  Nacl  50mM.  El

stock  de  S8216763  se  prepar6  a  una   concentraci6n   de  30   mM  y  se  us6  a   una

concentraci6n  de  30  uM  per  12  horas  a  37°C  en  medio  3  %  suero.   Los  controles

negativos se hicieron en presencia de DMSO.

2.2.13-Localizaci6n de Droteinas Dor inmunof]uorescencia

Las  celulas  MDCK  se  crecieron  en  cubreobjetos  hasta  alcanzar confluencia  y

se   lavaron   con   PBSc   (PBS   Mgc12   1    mM;   Cac12   0,1    mM)   antes   de   fijarlas   con

paraformaldehido al 2 %,  durante 20 minutos a temperatura ambiente.  Posteriormente,

las  celulas  se  lavaron  con  PBSc y  en  algunos  casos  se  permeabilizaron  mediante  la

incubaci6n con TX-100 al 0,2 % durante 10 minutos a temperatura ambiente.  Despues,

Ias  muestras  se  bloquearon  con  PBS-gela{ina  al  0,2  %,  se  incubaron  con  el  primer

anticuerpo    durante    30    minutos   a    37    °C   y   se   lavaron    suavemente   con    PBS.

Posteriormente,  las c6lulas se  incubaron con el  anticuerpo secundario  (conjugado  con

un fluor6foro) en  las  mismas condiciones que el  primer anticuerpo,  se lavaron con  PBS

y  agua  destilada  y  se  montaron  con  gelvatol  en  un  portaobjetos.   Las  muestras  se

secaron   a   65   °C   por  25   minu{os  y  se  observaron   a  trav6s  de   un   microscopio  de

fluorescencia.
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2.2.14-Analisis de la exDresi6n de minireceDtores Dor citometrl'a de fluio

Celulas  MDCK  y  BN  fueron  resuspendidas,   mediante  una  incubaci6n  previa

con  una soluci6n  de disociaci6n  no-enzimatica,  PBS-EDTA.  Para  analizar la  expresi6n

de los  receptores en  la supemcie celular.  Ia  mitad  de celulas 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 fluor6foro.  En paralelo la otra  mitad

de  celulas  fueron  permeabilizadas  con  PBS  saponina  0,1   0/o  6  0,05  0/o  en  caso  de

c6lulas  BN e incubadas con  los anticuerpos bajo las mismas condiciones ya descritas,

para  cuantificar  la   expresi6n  total   de  los   minireceptores   en  cada   linea   celular.   La

f]uorescencia  inespecifica  fue  medida  en  una  muestra  en  ausencia  de  un  anticuerpo

primario.  Las  muestras  fueron  analizadas  en  un  cit6metro  de flujo  FACSCAN  Becton

Dickinson  (Franklin  Lakes  NJ,  USA).  Cada  ensayo  se  hizo  dos  veces  por  duplicado.

Las      diferencias      observadas     entre     las      distintas      celulas     fueron     valoradas

estadisticamente  mediante  la  aplicaci6n  del  test  I-Sit/denf  utilizando  el  programa  de

analisis estadistico Sigma  Plot 8.0.

2.2.15-Ensavo de reciclaie en celulas  MDCK

Las    c6lulas    MDCK    que    expresan    establemente    los    minireceptores    se

plaquearon  a  una densidad  de 300  mil  por pocillo  de placa de  12.  El dia del  ensayo  las

ccelulas   se   incubaron   con   alexa   488   conjugado   con   antiouerpo   antLHA   (Kit   de

marcaci6n Zenon Alexa 488 rat6n lgG2a)  por 20 minutos a 37°C.  Luego de remover del

medio  el  anticuerpo  fluorescente,   las  c6lulas  fueron  inoubadas  a  37°C  por  distintos

tiempos  en  la  ausencia  o  presencia  de  24  ug/ml  de anticuerpo  anti-Alexa 488  lgG.  AI

finaliear  cada  incubaci6n  las  celulas  fueron  colocadas  en  hielo  y  removidas  con  PBS-
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EDTA.   Posteriormen{e  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  aplicaci6n  del  test  I-SfL/c/enf  utilizando  el  programa  de

analisis estadfstico Sigma  Plot 8.0.
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][1.-RESULTADOS

En  este trabajo se evalu6  el  papel  de  la fosforilaci6n  de  megalina  en  el  trafico

del  recep{or  asi  como  las  quinasas  involucradas  en  esta  modjficaci6n.   Para  esto  y

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

con el receptor completo,  se gener6  una construcci6n derivada de megalina y ademas

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

expresados   en   celulas   epiteliales   MDCK   fue   evaluado   por   varias   tecnicas   como

biotinilacj6n  de superficie,  citometria  de flujo,  uni6n  de  radioligando  a 4° C,  endocitosis

y   reciclaje.   En   tanto,   los   estudios   de  fosforilaci6n   fueron   realizados   /.n   v/.vo  y   en

ausencia  de ligando en  celulas  MDCK expresando los  minireceptores y c6lulas  BN de

saco vitelino de rata,  que expresan  megaljna en forma end6gena.
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1-Generaci6n del minirecel.tor de meaalina in-Mea4

Durante  la  elaboraci6n  de esta tesis  se  generaron  minireceptores  de  megalina

que contienen  los dominios  uno,  dos y  cuatro  de uni6n  a  ligandos del  receptor.  Uno de

estos   minireceptores,   YFP-Meg4  posee   el   dominio   cuatro   de   uni6n   a   ligandos,   el

transmembrana    y    el    dominio    citos6]ico    de    megalina,    ademas    de    la    proteina

fluorescente amarilla.  Se  decidi6  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  detecci6n  del  epitope  HA

(Figura  3 A).

El  plasmidio  YFP-Meg4  fue  digerido  con  las  enzimas  de  restricci6n  Agel  y  Sall

liberando fragmentos de 7501  pb,  769 pb y  133  pb.  El fragmento de 7501  pb,  contiene

el  dominio  4  de  uni6n  a  ligandos,  transmembrana  y  dominio  citos6lico  de  megalina.

Este  fragmento  fue  ligado  con  otro  proveniente  de  un  PCR,    de  117  pb  de  tamaFio,

amplificado  a   partir  de  mLRP4lrptmMegT,   contiene  el  peptido  serial  de   LRpl   y  el

epitope  HA.  EI  ADN  ligado fue transformado  en  bacterias  DH5ct competentes,  de  las

cuales   se obtuvieron 5 colonjas positivas (Figura 3 8).  La colonia 2 fue chequeada por

analisis de  restricci6n.  Las enzimas  utilizadas  Sa[I,  Hindlll y  Pstl  liberan  los fragmentos

esperados (Figura 3 C).
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Estrategia pare general el minireceptor in-Meg4

Agel I
A9el   8a'l

PS-HA

in-Me94
7618 pb

Peptictoseifel

5, PS-hal
epaope HA

¥rryovpovA
-fTps-HA•o-nA   + .--.. C 3' PS.HA

1 1 7  pb

Templatlo   plasmidio  mLRP"eglail

Pstl

Meg4

Std    1        2      3      4

FIgura  3.  Generaci6n  del  vector in-lvleg4.   En A)  Representaci6n  esquematica  del
clonamiento   de   in-Meg4.   El   vector  YFP-Meg4   es   digerido   con   las   enzimas   de
restricci6n  Agel  y  Sall,  para  luego  ligarlo  a  un  fragmento  de  PCR  de  117  pb,  que
codifica  pare el  peptido serial de  LRP  y el epitope  HA.  En  a)  §e observa  la  digesti6n
de ADN plasmidial de bacterias resistente§ a kanamicina en un gel de agarosa al  1  a/o.
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,  7  y 8
(carriles 2, 8 y 9) son negativos o tienen bandas extras. C) El clon 2 fue analizado con
enzimas de restriccj6n,  la digesti6n  con  Sail y Hindlll  lineariza el vector observandose
una banda de 7618 pb (carriles 2 y 3 respectivamente), en tanto que Pstl liber6 bandas
de  5719  pb,  948  pb y  951  pb estas dos  altimas  no  se  resuelven  bien  en  el  gel,  por
tanto se ven como una sola banda (carril 4). EI carril 1  es ADN sin digerir.



35

1.1-   Generaci6n   de   una   mutante   puntual   en   el   motivo   PPPSP   del   dominio

citos6lico de megalina en in-Meg4.

El   motivo  PPPSP  del  dominio  ci{os6lico  de  megalina  es  determinante  en  la

fosforilaci6n  de  esta  proteina.   Uno  de  los  objetivos  de  esta  tesis  es  caracterizar  la

funci6n y tfafico del  receptor al mutar la serina de este motivo por una alanina.  En este

contexto usando como templado el plasmidio in-Meg4 y los partidores sefialados en   la

secci6n  1.6 a de Materiales y  Metodos,  se hizo mutag6nesis sitio dirigida  para obtener

una mutante puntual,  in-Meg4PPPAP, el cual fue revisado par secuenciaci6n.

Tanto  in-Meg4  coma  in-Meg4PPPAP  fueron  analizados  por  secuenciaci6n  y

cortes  con enzimas  de restricci6n.  En el  paso siguiente,  se generaron  lineas  celulares

estables  con  in-Meg4  evaluandose,  posteriormente  su  expresi6n  a  nivel  de  proteina.

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

2-  EXDresi6n  de[  minireceDtor  in-Mea4  en  c6[ulas  MDCK:   aeneraci6n  de  ]inea

estable.

El   minireceptor  de   megalina,   se  transfect6  establemente  en  celulas   MDCK,

linea  celular  epitelial  polarizada,  derivada  de  rifi6n  de  perro,  modelo  para  estudiar  el

tfafico  de  megalina  que  normalmente  esta  en  la  cara  apical  de  las  celulas  epiteljales,

Se  determin6  su  nivel  de  expresi6n,  localizaci6n  en  la  superficie  celular y  de  manera

indirecta,  un  plegamiento  correcto.  Con  este  fin,  se  utilizan  tecnicas  de  inmunoblot,

inmunoprecipitaci6n,  inmunofluorescencia y pu//-down.
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2.1-Expresi6n de in-Meg4 detectada por inmunoblot e inmunoprecipitaci6n

Tanto  por  inmunoblot  como  por  inmunoprecipitaci6n  se  observa  la  expresi6n

del  minireceptor  in-Meg4  como  una  banda  de  aproximadamente  200  kDa  en  celulas

MDCK  (Figura  4  A).  La  inmunoprecipitaci6n    se  realiz6  a  partir  de  celulas  marcadas

metab6licamente  con  metionina/cisteina-35S  por  4  horas.    Posteriormente  las  c6lulas

se  lisaron  y  la  proteina  de  interes  se  inmunoprecipit6  utilizando  anticuerpo  anti-MegT,

que  permite  detectar a  las  proteinas  per su  dominio  citoplasmatico.  Estos  resultados,

indican  que el   minireceptor tiene un buen  nivel de expresi6n en c6lulas. Ademas no se

detectan  otros  fragmentos,   los  cuales  podrian  ser  producto  de  la  degradaci6n  del

minireceptor

2.2- Expresi6n de in-Meg4 detectada por Pu//-Down

Para  este  ensayo  se  usaron  las  proteinas  de  fusion  GST-RAP  y  GST-Dab2.

Dab2   es   una   proteina   adaptadora   que  se   une   al   dominio   citos6Iico   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  union a  ligandos del extremo extracelular

(Bu y  Marzolo   2000).  Ha sido  ampliamente  usado como  ligando en  los estudios de los

receptores  de  esta  familia.   La   interacci6n   del   minireceptor  con   estas   proteinas  de

fusi6n  indicari'a  indirectamente,  si  hay  o  no  plegamiento de  este  en  los  dominios  extra

e   intracelulares.   Los   resultados   muestran   que   el   minireceptor   in-Meg4   se   pleg6

correctamente,  ya  que pudo  ser precipitado de extractos  celulares,  en  celulas  MDCK,

usando tanto GST-RAP   como GST-Dab2.  (Figura 4 8).
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2.3-  Expresi6n  y  localizaci6n   de  in-Meg4  detectada   por  inmunofluorescencia

indirecta

Mediante   inmunofluorescencia   indirecta  fue  posible   detectar  la   construcci6n

expresada  en  las  c6lulas  MDCK.  El  minireceptor  in-Meg4,  detectado  con  anticuerpo

anti-HA,   lleg6   a   la   superfjcie   de   la   celula   y   pudo   distinguirse   un   patr6n   apical,

concordante  con  lo  visto  para  la  megalina  end6gena  (Marzolo  y  cols.  2003)  (Figura  4

C).  Este  resultado  indica  que  el  minireceptor  se  localiza  en  el  sitio  esperado  y  no  es

retenido en  ningtln compartimento interno.
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Figura  4.  Analisis  de  expresi6n  de[  mfnjreceptor in-Meg4  en  c6Iulas  MDCK.  A)
lnmunoblct     de     extractos     celulares      usando      un     anticuerpo     anti-MegT     e
inmunoprecipitaci6n   de   celulas   transfectadas   con   el   minireceptor   marcadas   con
metionina/cisteina-35S  par  4  horas.  Las  proteinas  fueron  inmunoprecipitadas  con  un
anticuerpo anti-MegT. En ambos casos las muestras fueron separadas mediante SDS-
PAGE 6 %.  a) C6lulas MDCK expresando establemente in-Meg4 fueron cultivadas en
placas  de  100  mm    y  los  extractos  celulares  incubados  con  las  proteinas  de fusion
GST-RAP o GST-Dab2  por 16 horas a 4°C.  Posteriormente,  las proteinas unidas a la
regina  conteniendo  GST  con  RAP  a  Dab2  se  separaron  par  SOS-PAGE  y  fueron
analizadas  por  inmunoblots  con  anticuerpo  anti-HA.  En  el  experimento  se  incluy6  un
control  con  GST.  Se observ6  interacci6n  de  proteinas.  C)  C6lulas  que  expresan  m-
Meg4,    fueron    cultivada§    en     portaobjetos    hasta    confluencia    y    fijadas    con
paraformaldehldo 2%.  Las proteinas fueron detectadas usando un anticuerpo anti-HA
y   un   segundo   anticuerpo   anti-rat6n   cy3   (rojo).   Los   resultados   muestran   que   el
minireceptor   mMeg4   expresado   en   c6lulas   MOCK   llega   a   la   superricie   celular.
Inclusive se observa un patr6n apical.  Lag barras equivalen a 10 #m.
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Los   resultados   obtenidos   indican   que   el   minireceptor   in-Meg4   se   expresa

adecuadamente en  celulas  MDCK.  Por tanto,  en  los estudios  posteriores  de funci6n y

trafico de la siguiente etapa,  se utilizo esta construcci6n.

3. -Estudios de fosforilaci6n de meaalina:  posible papel en trafico celular

El estudio de la fosforilaci6n 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  Isabel  Yuseff.  Los  principales  resultados  obtenidos,  indican

que  megalina  se  fosforila  en  forma  importante  /.n  v/.vo    y  que  los  sitios  putativos  de

fosforilaci6n   para   PKA,   PKC   y   CKll   del   dominio   ci{os6lico   no   participan   de  forma

importante  en  este  proceso.  Se  estableci6  que  un  residuo  de  serina  presente    en  el

motivo  del  tipo   PPPSP  del  dominio  ci{os6lico  de   megalina     es  determinante  en   la

fosforilaci6n del  receptor.

En  esta tesis  a  diferencia  de  los  estudios  anteriores,  se  evaltlo  la  fosforilaci6n

de la mutante PPPAP en el contexto de celulas de fenotipo polarizado MDCK,  contexto

celular donde principalmente se expresa megalina y se determin6 si GSK3 al igual que

en  los receptores LRP5/6  participa en la fosforilaci6n del  receptor (Zeng y cols.  2005).

Para  realjzar los  estudios de fosforilaci6n y  de trafico  de  megalina,  se  utilizaron

dos    minireceptores    que    contienen    el    dominio    citoplasmatico    de    megalina,    in-

LRP4MegTPPPAP,     que  ya  fue  usado  en   los  estudios  previos  a  esta  tesis  y   m-

Meg4TPPPAP  generado  a  partir de  in-Meg4  por media  de  mutagenesis  sitio  dirigida.

EI   minireceptor   mLRP4MegTPPPAP   fue   generado   a   partir   de   mLRP4lrptmMegT,

tambien  por  medio  de  mutag6nesis  sitio  dirigida  en  el  dominio  citos6Iico  de  megalina.
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mLRP4lrptmMegT  ha  sido   ampliamente   utilizado  en   nuestro   laboratorio  y  validado

como  una  herramienta  util  para  el  estudio  del  trafico  de    megalina  (Marzolo  y  cols.,

2003).    Las   c6lulas   transfectadas   que   expresan   este   mjnireceptor   se   denominan

mLRP4MegT.  Esta  proteina  contiene  como  ectodominio  el  cuarto  dominio  de  union  a

ligandos  de  LRP1,  el  dominio  de  transmembrana  de  LRpl  y  el  dominio  citos6Iico  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 citos6Ijco del

receptor.  En  estos  minireceptores  in-LRP4MegT y  in-LRP4MegTPPPAP  el  fragmento

de   97    kDa,    que    contiene   el    dominio    citoplasmatico    de    megalina,    experimenta

fosforilaci6n,   indicando  que  el  proceso  probablemente  ocurre  en  o  despues  que  el

receptor  ha  pasado  por  la  red  trans  Golgi,  donde  ocurre  el  procesamiento  por furina

(Yuseff,  2005).

in-Meg4 esta formado por el cuarto dominio de uni6n a ligandos de megalina, el

dominio   de   transmembrana   y   dominio   citos6lico   del   receptor   (Figura   5).    En   su

estructura es un  minireceptor mas parecido a megalina de lo que es  in-LRP4MegT.  La

proteina  in-Meg4,  no  se  procesa  por  furina  y  por tanto,  el  minireceptor  completo  es

fosforilado.  Antes  de  comenzar  los  estudios  se  generaron  lineas  estables  en  celulas

MDCK que expresan MegTPPPAP y in-Meg4PPPAP.
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3.1-Evaluaci6n  de  la  expresi6n  de  MegTPPPAP  y  in-Meg4PPPAP  en  c6Iulas

MDCK.

Con el prop6sito de estudiar la fosforilaci6n de megalina y su  probable papel en

el tfafico del receptor, se generaron lineas estables en celulas  MDCK que expresen los

minireceptores  in-LRP4MegTPPPAP  y  in-Meg4PPPAP.  Por   medio  de  inmunoblot se

observan   las  bandas  de  proteinas  de   120   kDa  y   97  kDa  de   in-LRP4MegT  y   in-

LRP4MegTPPPAP   generadas   luego   del   corte  por  furina  junto  con   las   bandas  de

protefnas  de  220  kDa  correspondientes  al  precursor de  cada  minireceptor  mutante  o

nativo  sin  procesar.  En  el  caso  de  in-Meg4  y  in-Meg4PPPAP  se  observan  en  ambos

casos  bandas  de  proteinas  de  200  kDa  en  las  celulas  MDCK  (Figura  6).  El  resultado

del      inmunoblot     indica      que     ambos      minireceptores      mutantes     se     expresan

adecuadamente  en  las  celulas  y  con  el  tamafio  de  bandas  esperado,  respecto  a  los

minireceptores    natjvos    correspondientes.    En    la    siguien{e    etapa    se    analiz6    el

comportamiento de las  mutantes de fosforilaci6n en  un ensayo de fosforilaci6n /.n   v/.vo

en  las celulas  MDCK.
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Figure  5.  Esquema  de  minireceptores  de  Megalina.  El  minireceptor  mLRP4MegT
esta   formado    por   el    cuarto   dominio    de    union    a    ligandos    y   el    dominio    de
transmembrana  de  LRP1,  fusionado al  dominio  citos6lico  de  megalina.    En  tanto,  m-
Meg4   esfa   formado   par   el   cuarto   dominio   de   uni6n   a   ligandos,    dominio   de
transmembrana  y  dominio  citos6lico  de  megalina.  Ambas  construcx*ones  poseen  el
epitope HA.  Las variantes mLRP4MegTPPPAP y mMeg4PPPAP tienen  reemplazada
la serina del motivo PPPSP del dominio citos6lico de megalina por una alanina.

•-_-__    --i+=i;;;i

Figure 6. Exprosi6n de in-LRP4MogTPPPAP y in-Meg4TPPPAP en c6lulas MOCK.
Se obtuvieron  extractos celulares mediante  lisis  celular y se analizaron  las  proteinas
de intefes,  resolviendolas en SDS PAGE al 6%.  Los minireceptores fueron detectados
par  inmunoblot  usando  un  anticuerpo  anti-HA.  Ambas  minireceptores  mutantes  se
expresan  adecuadamente  en  las  celulas  y  con  un  tamafio  de  bandas  de  proteinas
similar a los minireceptores nativos respectivos.
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3.2-Estudios de fosforilaci6n de megalina en c6lulas MDCK

Celulas MDCK que expresan  la  mutante in-LRP4MegTPPPAP   y la  mutante in-

Meg4PPPAP,  fueron  usadas  para  ensayos  de  fosforilaci6n  /n  v/.vo.  Ambas  mutantes

mostraron  una  significativa  disminuci6n  en  el  nivel  de fosforilaci6n  de  un  60%  en  caso

de  in-LRP4MegTPPPAP  (Figura  7 A,  a)  y  90%  en  caso  de  in-Meg4PPPAP  (Figura  7

C,   D),   confirmando  los  datos  previos  que  indican  que  la  serina  del  motivo  PPPSP

determina   la   fosforilaci6n   de   megalina   y  sugiere  que   podria   constituir  un   sitio   de

fosforilaci6n del  receptor.
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Figure    7.    Fosforilaci6n    de    los    minireceptores   in-LRP4MegTPPPAP   y   in-
Meg4PPPAP  en  c6lulas  MOCK.  A  C6lulas  MOCK  expresando  in-LRP4MegT  o  in-
LRP4MegTPPPAP  y  C  C6lulas  MDCK  expresando  in-Meg4  o  in-Meg4PPPAP  se
marcaron   metab6Ijcamente   con   35S-metjonina/cisteina   por   4   horas   a   con   32P   -
ortofosfato   por  2   horas.   Luego,   las   c6Iulas   se   lisaron   y   los   minireceptores   se
inmunoprecipitaron        usando        un        anticuerpo        anti-MegT.        Las        proteinas
inmunoprecipitadas  fueron  analizadas  par  SDS-PAGE  6%  y  autoradjograffa.  a  y  D
ciiantificaci6n de las proteinas marcadas muestran qiie la mutaci6n del residuo serina
dentro  del  motivo  PPPSP  disminuye  significativamente  el  grado  de  fosfon.Iaci6n  en
ambos minireceptores.
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3.3-   Evaluaci6n   de   la   participaci6n   de   GSK3   en   la   fosforilaci6n   de

mega[ina

Estudios  previos  de  nuestro  laboratorio  han  indagado  en   la  participacj6n  de

distintas  quinasas  en  la  fosforilaci6n  de  megalina,   pero  sobre  la  base  de  los  sitios

consenso para las quinasas PKA,  PKC y CKll.  Puesto que el motivo PPPSP es un sitio

consenso  para  GSK3  (Zeng  y  cols.  2005)  se  evalu6  la  fosforilaci6n  del  receptor  en

presencia  de  Licl  un  inhjbidor  de  esta  quinasa  (Jope,  2004).    Como  control  de  una

efectiva  inhibjci6n  de  GSK3  por Licl se verificaron  los  niveles  citos6licos de Pcatenina.

Esta  proteina,  esencial  en  la  via  de  sefializaci6n  Wnt,    es  sustrato  de  GSK3.  En  la

ausencia  de  ligando  Wnt,   la  actividad  de  GSK3  no  esta  inhibida,   resultando  en  la

fosforilaci6n   de   f}catenina   soluble   y   en   la   posterior   degradaci6n   de   la   protelna,

mediada  por  ubiquitinaci6n  (Feyt y  cols.  2005).  Al{ernativamente  cuando  la  serial  Wnt

inhibe  la  activjdad  de  GSK3,  los  niveles  intracelulares  de  Pcatenina  aumentan  (Feyt  y

cols.   2005).    Por   esto,   se   miden   los   niveles   citos6licos   de   esta   protefna,    para

determinar  de  forma   indirecta   la  actividad  de   GSK3.   Por  medio  de   un   ensayo  de

fraccionamiento  celular  se  aisla  la  fracci6n  de  citosol  en  c6lulas  MDCK  y  c6lulas  BN

tratadas  con   Licl  50   mM   por  4  horas.   Se  observe   en   ambos  tipos  celulares,   un

aumento en los  niveles citos6licos de Pcatenina  (Figura 8  D y  E  respectivamente).   En

esas  condiciones  experimentales,  se encontr6  que  la  fosforilaci6n  de  megalina  en  las

c6lulas  BN disminuye  en  presencia de  Licl  un  80  %,  en  tanto  que,  en  el  caso  de   m-

LRP4MegT  y in-Meg4, esta fosforjlaci6n disminuy6 un 40% y un 37% respectivamente

(Figura  8  A,  a  y  C).  Estos  resultados,  principalmente  el  observado  en  las  celulas  BN,

indicarian  que  GSK3  es  requerida  para  la  fosforilaci6n  /.n  v/.vo  de  megalina.    Se  ha

descrito que Licl no es un inhibidor selectivo de GSK3, tiene un ntlmero de actMdades
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adicionales,   que  pueden  complicar  la  interpretaci6n   de  los  datos  (Coghlan  y  cols.,

2000).   Por  esto  se  us6  el  inhibidor  S8216763,  el  cual  inhibe  GSK3  selectivamente

para  confirmar estos  resultados.  Se  us6  a  una  concentraci6n  de 30  mM  por  12  horas

en  las  c6lulas  MDCK  in-LRP4MegT   y  en  celulas  BN.  Se  observ6  una  disminuci6n  de

la  fosforilaci6n  de 44  %  y  37,5  %  respectivamente,  lo  cual  confirmaria  la  participaci6n

directa  o  indirecta de GSK3 en  la fosforilaci6n del receptor (Figura 9 A y  a).
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32p.mLRP4MegT

35s.mLRP4MegT

P-Ca{enina

Citosol       Membrana

++

Citosol       Membrana
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Figura 8. Fosforilaci6n de minireceptores y receptor de megalina dismjnuye en
presencia de Licl, inhibidor de GSK3. A C6lulas MDCK expresando in-LRP4MegT,
a c6lulas  MDCK expresando in-Meg4 y C c6lulas BN, se marcaron metab6licamente
con 35S-metionina/cisteina par 4 horas o con 32P -ortofosfato por 2 horas en presencia
de  Licl  un  inhibidor  de  GSK3  a  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  fosforilacj6n  de  in-LRP4MegT,   in-Meg4  y  megalina  se
redujo en presencia de Licl.  La cantidad de P-catenjna aumento en los tres casos en
presencia de LicI. D Fraccionamiento en celulas MDCK y E fraccionamiento en celulas
BN, ambas tratadas con  50 mM de LicI o con  Nacl como control.  El tratamiento con
Licl  inhibe  GSK3,  aumentando los niveles citos6Iicos de P-catenina. Actina fue usado
como control de carga en la fracci6n de citosol.
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Figura  9.  Fosforilaci6n  del  minireceptor y  receptor de  megalina  disminuye  en
presencia  de  S8216763  un  inhibidor  especifico  de  GSK3.  A  C6lulas  MDCK  in-
LRP4MegT  y  a  celulas  BN  que  expresan  megalina  end6gena,  fueron  tratadas  con

::£::,Z6at3c,3?e,#gppo°rr4`h2orha°sraoscoLnu%gp°.:urteorf°onsfTt:t3::'2igr::teLomsaifnfr:Sce#:r::S;
megalina  fueron  inmunoprecipitados  desde  los  ljsados  celulares  con  un  anticuerpo
anti-MegT  y  po§teriormente  las  proteinas  inmunoprecipitadas  fueron  analizadas  por
SDS-PAGE 6% y autoradiograffa. En ambos casos se observo una disminuci6n en  la
fosforilaci6ndelasprctelnasdec6lulasquefuerontratadasconelinhibidorespecifico
de   GSK3   S8216763.   C   Fraccionamiento   de   c6Iulas   MDCK   in-LRP4MegT   y   D
fraccionamiento  de  c6lulas  BN,  ambas tratadas  con  S8216763  30  HM  por  12  horas.
Losnivelescitos6licosdeP-cateninaaumentanenlasc6lulastratadasconS8216763,
lo cual confirma la inhjbici6n de GSK3.
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Los   datos   obtenidos   en   esta   etapa   indican   que   GSK3   estaria   participando

directa  o  indirectamente  en  la  fosforilaci6n  constitutiva  de  megalina.   Esto  se  apoya,

principalmente   en   los   resultados   aportados   por   las   celulas   BN,   que   expresan   de

manera  end6gena  el  receptor y  en  los  cuales  se  observa  una  disminuci6n  en  el  nivel

de  fosforilaci6n  de  megalina  al  usar  dos  inhibidores  distintos  de  GSK3.  Esto  tambien

ocurre en el caso de in-LRP4MegT y in-Meg4.

GSK3  regula,   de  forma  central,     muchas  funciones  celulares,  por  lo  cual  es

controlada  a  distintos  niveles  en  la  c6lula.  Nos  preguntamos  si  esta  fosforilaci6n  tan

activa   del    receptor   se   debia    a   algun   estimulo,    producto   de   que   en    nuestras

condiciones  experimentales  las  celulas  no  fueron  previamente  depletadas  de  suero,

antes  de  los  ensayos  de  fosforilaci6n.  Por  lo  cual,  se  repitieron  los  experimentos  en

celulas BN y MDCK in-Meg4 en presencia de Licl 50 mM por 4 horas,  pero depletando

las  celulas  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 algdn  ligando  o factor de

transcripci6n  presente  en  el  suero,   aunque  no   podemos  descartar  una   regulaci6n

autocrina.  Continuando  con  este  punto y  ratificando  aun  mas  esa  conclusi6n,   se  hizo

un  ensayo  de  fosforilaci6n  inhibiendo  GSK3  con  Licl  en  c6lulas  MDCK transfectadas

transientemente  con  un  constructo  que  dnicamente  posee  el  dominio  citos6lico  del

receptor y su transmembrana,  MegTO  (Figura  10  8).  En  esa condici6n,   la fosforilaci6n

del  dominio  citos6lico  de  megalina  disminuy6  un  35  %  respecto  a  la  condici6n  control

(Figura   10   C).   EI   resultado   indica   que   GSK3   activamente  fosforila   megalina   y   en

ausencia de ligando.
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Figure  10.  GSK3  fosforila  activamonto  el  dominio  citos6Iico  de  mogalina  en
ausencia  do  ligandos.  A  celulas  MDCK  que  expresan  in-Meg4  y  c6lulas  BN  que

;%t:::3Tm::?eces:n£:reftr:nmmeegt:'in6i,'caf:eer&neg;enp'g€.a:Stj:nj:°alcq:te;nuaerp°orp4°rho]£shj
con 32P-ortofosfato por 2 horas.  in-Meg4 y megalina fueron inmunoprecipitados con  un
anticuerpo   anti-MegT   y   posteriormente   las   proteinas   inmunoprecipitadas   fueron
analizadas par SDS-PAGE 6°/o y autoradiografia.  a Esquema del minireceptor MegTO,

££nt::8nn::6i:i::i?ngg:gr{:an:S:i:¥obdrc::na#o3rt:o°;i::ado:£;:rao:#:r€;i:dn:6::a€semdn:c|:end€P[j,tc¥S:
Nacl  como  control.  MegT0  y  megalina  fiieron  inmunoprecipitados  desde  los  lisados
celulares con un anticuerpo anti-MegT.
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Se  trato  de  determinar  si  la  jnteracci6n  de  GSK3  con  megaljna  es  directa  o

jndjrecta,  para  lo  cual,  se  realjzo  un  ensayo  de  Pu//-Down  con  una  proteina  de fusi6n

que  contiene  el  dominio  citos6lico  de  megalina,  GST-MegT y  lisados  de  celulas  CHO-

Kl  expresando transientemente  una  construcci6n  de  GSK3P  humana fusionada  a  un

epitope  HA.  El resultado  muestra que el  dominio  citos6lico  de  megalina,  fue capaz de

precipitar GSK3P en el ensayo,  lo que indica que hay una interacci6n directa entre esta

quinasa y megalina (Figura  11).

3.4-La fosforilaci6n del motivo PPPSP no modula la acci6n de otras quinasas en

el dominio citos6Ijco de megalina

Nos  preguntamos  sj  la  fosforilaci6n  de  PPPSP  por  GSK3  constituye  un  sitio

para  modular  la  acci6n  de  otras  quinasas  sobre  el  receptor.  Para  esto  se  hizo  un

ensayo  de  fosforilaci6n  utilizando  celulas  MDCK  que  expresan  in-Meg4PPPDP,  una

varjante  de  in-Meg4  en  la  cual  la  serina  del  motivo  PPPSP  fue  reemplazada  por  un

acido   aspartico,   mediante   mutagenesis   sitio   dirigida.   La   carga   negativa   de   este

aminoacjdo  imita  la  del  fosfato  (Figura  12).  El  resultado  indica  que  PPPSP  no  es  un

sitio de pre fosforilaci6n generado por GSK3 para que otras quinasas,  como PKA,  PKC

o  CKll,  puedan  operar  sobre  megalina.     No  hay  un  aumento  en  la  fosforilaci6n  del

minireceptor  in-Meg4PPPDP,   aun  cuando  el  aspartico  imitaria  la  fosforHaci6n  de  la

serina  170  de  megalina.  Sin  embargo,  es  claro  que  la  serina  del  motivo  PPPSP  es

fundamental para la fosforilaci6n del dominio cjtos6lico del  receptor.
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43 kDa- Pull down GST-MegT
WB: anti-HA

Figura 11.  Interacci6n  del dominio citos6lico de  megalina con  GSK3B.  Ex{ractos
celulares de c6lulas CHO-Kl  transfectadas transientemente con  una construcci6n  de
GSK38  humana  fusionada  a  un  epitope  HA.  fueron  incubados  con  la  protefna  de
fusi6n GST-MegT por 3  horas a 4°C.  Posteriormente, las proteinas unidas a la resina
conteniendo   GST-MegT   se   separaron   par   SOS-PAGE  y  fueron   analizadas   par
inmunoblots con anticuerpo anti-HA. Se incluy6 un control con GST.

Figure  12.  La  serina  del  motivo  PPPSP  es  esencial  pare  la  fosforilaci6n  del
dominio citos6Iico de megalina. C6lulas MDCK que expresan los minireceptores m-

#g€hjnmjgset%fnpapppoArp4#orT:Moe£4npEED.:ho;:st:t:r:orro2h:reat:.b::tsaFr::::nacsofueasros;
inmunoprecipitadas  desde  los  extractos  celulares  con  anti-MegT  y  analizadas  par
SDS-PAGE 6% y autoradiografia.
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En   la   siguiente   etapa   se   evalda   si   la   fosforilaci6n   dependiente   del   motivo

PPPSP   modula   el   tfafico   del   receptor.   Usando   in-LRP4MegT  y   in-Meg4   con   sus

mutantes junto con las c6Iulas BN para evaluar a megaljna end6gena.

3.5-Analisis funcional  de la fosforilaci6n del  receptor

La  robusta  fosforilaci6n  de   megalina  sugiere  que  esta   modificaci6n   debiera

cumplir  un  papel  importante  en  la funci6n  o  trafico  del  receptor o  tal  vez  participar  en

cascadas   de  sefializaci6n.   Para   estudiar  los   aspectos   de  trafico   en   los   cuales   la

fosforjlaci6n  del  mo{ivo  PPPSP  del  dominio  citoplasmatico  podria  estar  involucrada  se

analiz6  la  distribuci6n  polarizada,  expresi6n  en  superficie,  velocjdad  de  internalizaci6n

y reciclaje de los minireceptores en c6lulas  MDCK.  No se analizaron otros aspectos en

los    cuales    la    fosforilaci6n    del    receptor   podria    estar   participando,    tales    como

transducci6n de sefiales.

3.5.1-Analisis  de  la  distribuci6n  polarizada  de  in-LRP4MeaTPPPAP  v  in-Mea4PPPAP

en c6Iulas  MDCK.

Mediante  la  tecnica  de  inmunofluorescencia  indirecta  en  celulas   MDCK  que

expresan  in-LRP4MegTPPPAP y  in-Meg4PPPAP,  se estableci6  que  ambas  proteinas

llegan  perfectamente  a  la  superricie  celular,  al  observar las  celulas  sin  permeabilizar y

ademas  con  un  patr6n  apical,  similar a  los  minireceptores  nativos  (Figura  13 A).  Estos

resultados fueron  confirmados  mediante  la  tecnica  de  biotinilaci6n  en  superficie en  las

c6Iulas   MDCK   cultivadas   en   sistemas   bicamerales   sobre  filtros   (Figura   13   8).   Los

filtros  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   polarizaci6n   de   las

membranas en este ensayo y del acceso de la biotina a la  membrana basolateral.  S6lo

el fragmento de 97 kDa de los minireceptores in-LRP4MegT y in-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  in-Meg4 y  in-Meg4PPPAP

se observan fragmentos  de 200  kDa,  correspondientes  al tamafio  completo de  ambas

proteinas.  Estos  datos  demuestran  que  la  fosforilaci6n  no  regula  la  distribuci6n  apical

de  megalina.
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mLRP4            mLRP4
MegT        MegT-PPPAP
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Figura  13.  Distribuoi6n  en  supeificie  celular de  la  mufante  do  fosforilaci6n  en
c6lulas   MOCK.   A   Celulas   MDCK   expresando   mLRP4MegT   y   in-Meg4   con   su
correspondiente mutante fueron crecidas en covers pare analizar la localizaci6n de los
minireceptores   par   inmunofluorescencia.   Las   c6lulas   fueron   fijadas   e   incubadas
consecutivamente con un anticuerpo anti-HA y un anticuerpo anti-rat6n conjugado con
Cy3.  E§cala  de  barras  5  in  a  Las celulas  MDCK que  expresan  los  minireceptores
fueron   crecidas   en   camaras   Transwew   pare   formal   una   monocapa   de   c6lulas
impermeables.  En esas condiciones, las proteinas de superficie fueron selectivamente
biotinjladas  a  4°C  y  analizadas  par  inmunoblot.  Los  minireceptores,  tanto  nativos  y
mutantes  de  fosforilaci6n,  muestran  una  predominante  localizaci6n  apical.  Como  un
control   de   la   polan.zaci6n   de   las   c6lulas,   la   proteina   end6gena   E-Caderina   fue
detectada, mostrando una correcta localizaci6n basolateral.
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Cambios en la expresi6n de superficie del  receptor pueden  reflej.ar alteraciones

en  el trafico jntracelular,  por tanto.  se ana[izan  los  niveles  de expresi6n en  la superficie

celular del  minireceptor  in-LRP4MegTPPPAP  con  respecto  al  minireceptor sin  mutar.

Se  utilizaron   dos  aproximacjones  experimentales,   por  citometria  de  flujo   (FAGS)  y

uni6n   de   radioligando  a  4°C,   usando  en   este   t]ltimo   caso,   clones   con   niveles   de

expresi6n  similares.   Por  FAGS  se  observa  que  in-LRP4MegTPPPAP  se  encuentra

cinco veces  mss en superficie comparado con  el minireceptor sin  mutar in-LRP4MegT

(Figura  14 A).  Este dato  es  confirmado  por un  ensayo  de  union  de  radioligando  a 4  °C

con   ]25l-RAP   usando   las   celulas   MDCK  crecidas   hasta   confluencia   para   evitar  el

acceso  del  ligando  a  LRP  expresado  en  las  c6lulas,  el  cual  es  basolateral  y  tambi6n

une este ligando  (Figura  14 8).

Dado,  los resultados obtenidos en la fosforilaci6n  de megalina en celulas  BN en

presencia  de  Licl  inhibidor de  GSK3,  se  quiso  evaluar  la  expresi6n  en  superficie  de

megalina  end6gena  en  esas  condiciones  realizando  un  ensayo  de  FAGS  y  uni6n  de

radioligando  a  40  con  t25l-RAP,  en  presencia  de  Licl.  En  este  ensayo  se  obtuvo  un

aumento  significativo  en  la  expresi6n  del  receptor  en  superficie  en  ambos  ensayos

(Figura  15  A y  8).  Lo  mismo  se  observ6  al  tratar  a  c6Iulas  MDCK  in-LRP4MegT  con

Licl  en  un  ensayo  de  FAGS  (Figura  15  C).  Estos  resultados  en  celulas  MDCK  que

expresan  in-LRP4MegTPPPAP   y principalmente  los obtenidos en celulas  BN tratadas

con  Licl,  sugieren  que  hay  alteraciones  en  el  trafico  del  receptor,  potencialmente  la

eficiencia de internalizaci6n y/o  el reciclaje podrian ser regulados  por fosforilaci6n.



in LRP4                mLRP4
ifegT            MegT-PPPAP

Fjgura 14. Expresi6n de minireceptores en la superficie celular. A C6lulas MDCK
expresando mLRP4MegT a mLRP4MegT-PPPAP sin permeabilizar a permeabilizadas
con saponina 0,1%, fueron  jncubadas consecutivamente con  un anticuerpo anti-HA y
anti-rat6n  conjugado con  RPE  y analizadas par citometria de fliij.o.  Los resultados se
presentan como la raz6n del nivel de expresi6n observado en c6Iulas sin pemieabilizar
verslls  c6lulas  permeabilizadas.  a  C6lulas  MDCK  expresando  mLRP4MegT  con  su
respectiva  mutante.  Se midi6  Ia  eficiencia  de unj6n  a  siiperficie  celular de  `25l-RAP a
4°C por 1  hora en presencia a ausencia de RAP frio. Se observa que tanto en A como
en8lasc6lulasqueexpresanmLRP4MegT-PPPAPexhibenunaumentodeexpresi6n
en  la  superficie  celular,  con  respecto  al  minireceptor sin  mutar.  (**  p<  0.001  versus
control; i-Test).
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Nacl                  ucl

Figura15.Aumentodeexpresi6ndereceptoresensuperfrojedecelulastrafadas
con   Licl.  A  C6lulas   BN   que  expresan   megalina  end6gena  y  C   Celulas   MDCK
expresando  mLRP4MegT  tratadas  por  4  horas  a  37  °C  con  LicI  50  mM.  fueron
permeabilizadas con  saponina 0,05%  o 0,1%  respectivamente o no  permeabiljzadas.
Posteriormente  se  incubaron  consecutivamente  con  un  anticuerpo  lH2  y  anti-rat6n
conjugado  con  Alexa  488   para  ce'ulas   BN  o   un   anticuerpo  anti-HA  y  anti-rat6n

::,nuj,ua%ag°N=:AJ:di3|:8efi?c:::c=TaasuMn%:Ke%asnua:#es::,rut:tr°Feetifa,.d#puJ:3oEc?
luego  de  tratar  con  50  mM  de  Licl  durante  4  horas  a  37  °C.  La  expresi6n  en  la
superficiecelulardelreceptoryminireceptorfuesignificativamentemayor,despu6sde
tratarconLicI.(**p<0.001versuscon{rol;*p<0.05versuscontrol,I-test).
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Los  datos  de  incremento  de  la  expresi6n  de  megalina  en  la  superficie  celular

sugieren   como   posibilidad   que   la   velocidad    de   internaljzaci6n   del   receptor   sea

regulada  por  la  fosforilaci6n  de  su  dominio  citoplasmatico.   En  este  sentido    existen

descritos  en  la  literatura,  estudios  de  otros  miembros  de  la  famma  del  receptor  que

avalan   esta   posibilidad;      LRpl   es  fosforilado   por  protefna   kinasa  A   (PKA)   en   un

residuo  de serina,  lo  cual  aumenta  la velocidad  de endocitosis  del  receptor (Li  y  cols.,

2001 b).  Otros estudios indican,  por el  contrario,  que la fosforilaci6n  por proteina  kinasa

C-a  (PKC-a)  en  residuos  de serina y treonina,  regulan  negativamente  la velocidad  de

internalizaci6n   del    LRpl    favoreciendo   la   asociaci6n   con    moleculas   adaptadoras

(Ranganathan  y  cols.   2004).   Para  determinar  si   la  velocidad  de  internalizaci6n  de

megalina  es  regulada  por fosforilaci6n,  se  hizo  un  ensayo  de  endocitosis  con  ligando

marcado,  ]25l-RAP e  incubando  a  distintos  tiempos.  Se  observ6  que  en  celulas  MDCK

expresando    in-LRP4MegTPPPAP,    no    hay    ninguna    diferencia    con    respecto    al

minireceptor sin  mutar  in-LRP4MegT.  Lo  mismo  se  observ6  al  comparar  la  velocidad

inicial   de    in-Meg4   y   in-Meg4PPPAP    (Figura    16   A).    Puesto   que   GSK3   es{aria

involucrada  en  la  fosforilaci6n  de  megalina  se  hicieron  ensayos  de  endocitosis  con

{25|_RAP  en  presencia  de  Licl  y  S8216763,   en  celulas  BN  que  expresan  megalina

end6gena    y    celulas    MDCK    expresando    el    minireceptor    in-LRP4MegT.    No    se

observaron  cambios  en  la  velocidad  de  internalizaci6n  (Figura  16  8  y  C).  Estos  datos

indican    que   la    internalizaci6n   de   megalina   no    es   modulada   por   [a   fosforilaci6n

dependiente del motivo PPPSP.
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Figura 16. La fosforilaci6n dependiente del motivo PPPSP no regula la velocidad
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minutos  a  4°C,  posteriormente  fueron  lavadas  sobre  hielo  e  incubadas  a  37  °C  a
distintos  tiempos,   para   permitir  la   jnternalizaci6n   del   ljgando  marcado   unido  a  la
superficie.  La  cantidad  de  ligando  intemalizado  se  calcula  como  fracci6n  del  ligando
total  (ligando  que  permanece sobre  la  superficie  celular y cantjdad  intemaljzada).  La
velocidad    jnicial    de    los    minireceptores    mutantes    no    cambio    respecto    a    los
minireceptores   nativos.   a   Analisis   de   la   velocidad   de   endocitosis   de   megalina
end6gena en  celulas  BN   tratadas con 50  mM  de  LicI  por 4  horas  o  con  30  uM  de
S8216763  par 12 horas y C c6lulas  MOCK expresando mLRPMegT tratadas con  los
mismos  inhibidores  anteriores.  Despues  del {ratamiento  las  celulas  fueron  incubadas
con   5  nM  `25l-RAP  por 30  minutos a 4°C  par diferentes tiempos,  tal cual  como en A.
La velocidad jnicial 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  Reciclaie

Dado   que    la   velocidad    inicial   de    internalizaci6n    no   es    regulada    por   la

fosforjlaci6n  dependiente  del  motivo   PPPSP  del  dominio  citos6lico  de  megalina,  se

analiz6  como  esta  modificaci6n  podria  alterar el  reciclaje  de  la  proteina.  Se  evalu6  el

reciclaj.e   del   receptor  en   un   ensayo,   en   el   cual,   se   marc6   los   minireceptores   in-

LRP4MegT   y    in-LRP4MegTPPPAP    que   estan    en    la   superficie    celular   con    un

anticuerpo conjugado  con  un fluor6foro y  posteriormente se incub6  a distintos tiempos

con   un   anticuerpo   contra   el   fluor6foro.   Lo   que   se   mide   es   la   disminuci6n   de   la

fluorescencia   a   medida   que   los   minireceptores   reciclan   a   la   membrana   con   el

an{icuerpo  unido que  no se alcanza  a  disociar en  el  endosoma. A mayor reducci6n  de

fluorescencia,   mas   eficien{e   es  el   reciclaje.   Mediante   este   ensayo   se   mostr6   que

efectivamente  el  reciclaje  de  megalina  estaba  aumentado  en  un  30%  en  las  c6lulas

MDCK que expresaban el minireceptor mutado in-LRP4MegTPPPAP (Figura  17 A).  Se

determin6  el  efecto  de inhibir la  actividad  de  GSK3  en  el  reciclaje del  minireceptor   m-

LRP4MegT,  por lo que se realiz6 el ensayo en presencia de Licl.  Se determin6 que en

presencia    del    inhibidor    de    GSK3,     aumentaba    la    eficiencia    del    reciclaje    en

aproximadamente  un  30  %  (Figura  17  8).  Estos  datos  indican  que  la  fosforilaci6n  de

megalina  mediada  directamente  por  GSK3,   segtln  el   resultado  del  ensayo  /.n   V/.fro

(Figura  11),  modula el reciclaje del   receptor.
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Figura 17. La fosforilaci6n dependjente del motivo PPPSP regula la eficiencia de
reciclaje.AC6lula§MDCKqueexpresanmLRP4MegTymLRP4MegT-PPPAPfueron
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 lgG que
apagalasefialdeAlexa488.Lasc6lulasfueronprocesadasporcitometrfadeflujoyel
porcentaje de fluorescencia restante fue calculado como se describe en  Materiales y
m6todos.  El  ensayo  rue  hecho  con  dos  clones  independientes  de  mLRP4MegT  y
mLRP4MegT-PPPAPylospromedios±desviaci6nestandarsemuestranenelgfafico.
(** p< 0.001  versus control; f-test). El resultado muestra un aumento de la eficiencia de
reciclaje del minireceptor mutante.  a C6lulas MDCK expresando mLRP4MegT, fueron
tratadas con Licl o Nacl 50 mM por 4 horas y posten.ormente se midj6 la eficiencia de
reciclaje.  Se observo que en  las celulas tratadas con  LicI aumenta signjficativamente
el  reciclaje  del  minireceptor  comparado  a  la  condici6n  control  con  Nacl  (*  p<  0.05
versus control; f-test).
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Los  resultados  por  FACS  y  union  de  radioligando  a  4°C  indican  una  alteraci6n

en   los   niveles   de   superficie   de   celulas   MDCK   in-LRP4MegTPPPAP   respecto   al

minireceptor  sin  mutar  (Figura   14).   Lo  mismo  se  observa  en  caso  de  celulas  BN  y

c6lulas  MDCK  in-LRP4MegT,  tratadas  con  inhibidores  de  GSK3.  Esta  alteraci6n  de  la

expresi6n  en superficie  no se debe a  cambios en  la velocidad  inicial  de  internalizaci6n,

si  no  a  un  aumento  en  el  reciclaje  del  receptor,  como  se determine  en  celulas  MDCK

in-LRP4MegT  (Figura   17).   Esto  indica  por  lo  tan{o,  que  la  fosforilaci6n  de  megalina

afecta    negativamente    el    reciclaje    del    receptor,    regulando    de    esta    manera    la

disponibindad de la proteina en  la superficie celular y par lo tanto,  su funci6n.
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IV.-DISCUS16N

El  trabajo  de  es{a tesis  se  centr6  en  megalina,  una  protefna  de  membrana  de

600  kDa  que  funciona  como  receptor  de  una  gran  variedad  de  ligandos  y  que  se

expresa  en tubulo  proximal  de riFi6n 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 transducci6n  de sefiales  (Christensen y  Bjrn,  2001).  EI

dominio   citos6lico   del   receptor   esta   constituido   por   varios   motivos   consenso   de

endocitosjs y de interacci6n  de proteinas como  motivos  ricos en  prolinas y de  uni6n  a

motivos  PDZ.  Tambi6n  tiene  sitios  putativos  de  fosforilaci6n  para  PKA,  PKC  y  CKIl,

junto  con  un  sitio  PPPSP  dentro  de  un  motivo  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

/.n   v/.vo   y   que   el   sitio   principal   de   fosforilaci6n   es   el   motivo   PPPSP   del   dominio

citos6lico.   En  este  trabajo  demostramos  que  la  fosforilaci6n  dependiente  del  motivo

PPPSP  modula el trafico  endocftico y  disponibilidad  en  la  superficie del  receptor y  que

GSK3 esta involucrada en este evento.

1. Generaci6n de un mjnireceptor de megalina

Para  abordar  experimentalmente  estos  estudios,   debido  al  gran  tamafio  del

receptor  y  a  la  limi{acj6n  que  representa  la  manipulaci6n  y  transfecci6n  de  su  ADN

complementario  (ADNc),  primero  se  gener6  mediante  tecnicas  de  biologfa  m6lecular

un  minireceptor  de  megalina  que  contiene  el  dominio  cua{ro  de  union  a  ligandos,  el

dominio   transmembrana   y   el   dominio   citos6Iico   del   receptor.    Este   minireceptor,
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llamado  in-Meg4  posee  un  epftope  HA de  9  aminoacidos  provenientes  de  la  proteina

hemaglutinina  para facilitar la inmuno detecci6n de esta construcci6n.

La generaci6n  de este minireceptor de megalina  permitira estudiar aspectos de

tratico   y   sefializaci6n   del   recep{or  con   una   mayor  facilidad   de   manipulaci6n   para

realizar mutaciones  en su secuencia que al  utilizar el receptor completo.

Una   vez   obtenido   el   minirecep{or  de   megalina,   fue   transfectado   a   c6lulas

MDCK,    linea    celular    epitelial    derivada    de    rifi6n    de    perro.    Por    inmunoblot    e

jnmunoprecipitaci6n  (Fjgura  4  A),  se  observ6  expresi6n  en  c6lulas  de  in-Meg4  y  por

inmunofluorescencia   se  determin6   que   la  construcci6n   se   localiza   de   una   manera

apropiada  llegando  a  la  superficie celular y  con  un  patr6n  apical  (Figura 4  C).  Ademas

se  determin6,  de  una  manera  indirecta  por pu//-down,  que  el  minireceptor    se  pleg6

correctamente (Figura 4 8).

2. La fosforilaci6n de megalina depende de GSK3

La   fosforilaci6n   de   receptores   de   la   superficie   celular  es   uno   de   los   mas

importantes   mecanismos,   por   el   cual,   el   trafico   o   sefiales   de   transducci6n   son

regulados  (Li y cols.,  2001 b).  Los primeros estudios de megalina  realizados en  nuestro

laboratorjo   demostraron   que   el   receptor   se   fosforila   i.n   v/.vo.(Yuseff  y   col.,   2007)

Ademas   se   estableci6   que   una   parte   importante   de   la   fosforilaci6n   del   dominio

citos6lico   del   receptor  ocurre  en  forma   constitutiva  y   en   ausencia   de   la   uni6n   de

ligandos  al  ectodominio,  esto fue determinado  por estudios  en  los  cuales,  se  observ6

fosforilaci6n  de  un  minireceptor  que  contiene  un  ectodominio  no  funcional  de  GFP  en

contexto  del  transmembrana  y  dominio  citos6lico  de  megalina  (Yuseff,   2005).   Esta

fosforjlaci6n   constitutiva   no   dependeria   de   PKA,   PKC  y   CKll,   dado  que,   al   hacer

mutaciones  puntuales  en  los  sitios  putativos  de  fosforilaci6n  por es{as  quinasas,  en  el
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dominio   citos6lico   del   receptor,    no   se   observ6   una   disminuci6n   en   el   nivel   de

fosforilaci6n.  Sin embargo, dado que todas las quinasas fueron capaces de fosforilar el

dominio   citos6lico   de   megalina   contenido   en   una   proteina   de   fusion,   durante   un

ensayo    de  fosforjlaci6n  /.n  v/.fro,  no  se  puede  descartar  que  los  sitios  putativos  para

CKll,   PKC  y   PKA  puedan   ser  fosforilados   por  la   union  de   ligandos  especfficos  al

ectodominio  del  receptor.  Estudios  posteriores,  determinaron  que  un  motivo  PPPSP

presente en  el  dominio citos6lico de  megalina es  el determinante en  la fosforilaci6n  del

receptor (Yuseff,  2005)

En  esta  tesis  evaluamos  la  fosforilaci6n,  de  una  mutante  del  motivo  PPPSP

expresada  en  celulas  de fenotipo  polarizado  MDCK.  Para  estos  estudios,  se  utiliz6  el

minireceptor    in-Meg4   y    el    minireceptor    quim6rico    in-LRP4MegT,    el    cual,    esta

constituido    del    dominio    cuatro    de    uni6n    a    ligandos    de    LRP1,    el    dominio    de

transmembrana  de  LRpl   y  el  dominio  citos6Iico  de  megalina.   Este  minireceptor  ha

sido ampliamente  usado  por nuestro  laboratorio como un  instrumento   valido y  t]til  para

los  estudios  de  trafico  del  receptor  (Marzolo  y  cols.,  2003)  y  ademas  se  utiliz6  para

hacer  los  primeros  trabajos  de  fosforilaci6n  del   dominio  citos6lico  de  megalina,   en

celulas CHO  (Yuseff,  2005).

Los   ensayos    de   fosforilaci6n    con    celulas    de   fenotipo    polarizado    MDCK

expresando   los   minireceptores   nativos   (in-Meg4   y   in-LRP4MegT)   y   mutantes   (m-

Meg4PPPAP   y  in-LRP4MegTPPPAP),  confirmaron  los datos obtenidos anteriormente

en   celulas   CHO,   que   indicaron   que   la   serina   del   motivo   PPPSP   determina   la

fosforilaci6n del dominio citos6ljco del  receptor (Yuseff,  2005)  (Figura 7).

En   los  receptores   LRP5/6  se  encuentran  repeticiones  de  5  motivos  del  tipo

PPP(SIT)P,  los cuales al fosforilarse,  por la  uni6n  de ligando al  receptor reclutan  axina,

asi se evita la degradaci6n de Pcatenina y se ac{iva 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  (SIT)  P  para  fosforilaci6n,  se  encuentra  en  todos  lo

eucariontes y  es  una  enzima  clave  para  regular rutas  de sefializaci6n  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  comprob6,  usando  los  minireceptores  in-Meg4,   in-LRP4MegT  y  las

c6lulas  BN  de  saco  vitelino  de  rata  que expresan  end6genamente  el  receptor,  que  la

fosforilaci6n   de   megalina   depende   de   la   actividad   de   GSK3.   Esto   se   determin6

mediante   el   uso   de   inhibidores   de   esta   quinasa   como   Licl   y   S8216763.   Se   ha

sefialado,  que  Licl  no  es  un  inhibidor selectivo  de  la  quinasa,  tambien  afecta  a  otras

enzimas  (Coghlan y cols.,  2000),  por esto,  ademas se uso el  inhibidor S8216763.  Licl

tiene  dos  mecanismos  inhibitorios  de  GSK3  uno  directo  en  el  cual  actua  como  un

inhibidor  no  competitivo  de  ATP  y  otro  indirecto,  el  cual  aun  se  encuentra  en  estudio,

pero al  parecer activaria  PKB o  P13K, tambi6n se ha sugerido que inhibe las fosfatasas

involucradas  en  la  regulaci6n  de  la  actividad  de  GSK3  (Jope,   2004).   En  cuanto,   a

S8216763  inhibe  directamente  la  quinasa,   compitiendo  con  ATP   (Coghlan  y  cols.,

2000).   Primero  se  evalu6  la  fosforilaci6n  del  receptor  en  presencia  de  Licl  50  mM,

observandose  que  tanto  en   megalina   de  celulas  BN,   como  en   el   minireceptor  m-

LRP4MegT y  in-Meg4,  disminuy6 la fosforilaci6n  del dominio  citos6lico  (Figura  8).  Este

resultado  se  repiti6  al  tratar  las  celulas  BN  y  MDCK  que  expresan  el  minireceptor  m-

LRP4MegT con  el  inhibidor especifico  de  GSK3  S8216763  (Figura 9).  La  inhibici6n  de

la  fosforilaci6n  en  ambos  casos  coincide  con  un  incremento  en  la  estabilidad  de  P-

catenina  (Figura  8  D  y  E  y  Figura  9  C y  D).  Tomando juntos  los  resultados  en  celulas

BN   y   MDCK  que  expresan   los   minireceptores,   no  tenemos   dudas   de  que   GSK3

participa en la fosforilaci6n de  megaljna.
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Tanto  por  los  estudios  realizados  con  anterioridad  a  este  trabajo  y  los  datos

aportados    aqui,    sabemos    que    la    fosforilaci6n    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   celula,   mediante   diversos   mecanismos.   Estos

incluyen  regulaci6n  de su  actMdad  por fosforilaci6n,  localizaci6n  intracelular o  uni6n  a

proteinas.  Los  ensayos  de  fosforilaci6n,  fueron  realizados  en  ausencia  de  ligando  o

algtin  estimulo  externo.  Sin  embargo,  previamente las celulas  no se habian  depletado

de  suero  por  16  horas.   Nos  preguntamos  si  algdn  ligando  o  factor  de  transcripci6n

presente  en   el   suero,   podria  estar  estimulando   la   actividad   de   GSK3,   por  lo  que

nuevamente se realizaron ensayos de fosforilaci6n en presencia de LicI, en celulas BN

y  MDCK  expresando  in-Meg4  (Figura  10  A).  Los  resultados  volvieron  a  confirmar  la

participaci6n  de  GSK3  en  la  fosforilaci6n  de  megalina.   El  efecto  de  la  inhibici6n  de

GSK3  por Licl  en  la fosforilaci6n  del  dominio  citos6Iico  del  receptor es  evidente aun si

se utiliza una construcci6n sin dominio extracelular,  como  MegTO  (Figura  10  8 y  C).  Es

claro  entonces,  que  GSK3  actLia  sobre  megalina  consti{utivamente  y  en  ausencia  de

ligando,  aunque  no  se  puede  descartar una  regulaci6n  autocrina.  Esto  es  interesante

pues   como  se  indic6  la   actividad  de  es{a   qujnasa  esta   muy  regulada  y  sujeta   a

variados  estimulos.  Un  ejemplo  cercano  es  Pca{enina,  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  fosforilaci6n  de  Pcatenina  y  su  subsiguiente

degradaci6n.  Es  probable  que  en  el  caso  de  megalina,  tambien  este  operando  algun

complejo   de   proteinas   que   asegure   la   fosforilaci6n   permanente   del   receptor.   Es

importante abordar este punto en estudios posteriores.
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Nos   preguntamos   si   GSK3,   interactt]a   direc{a   o   indirectamente   sobre   el

receptor.  Para  determinarlo  de forma  inicial,  se  hizo  un  ensayo  de pu//-cJorm utilizando

una  proteina  de fusi6n  con  el  dominio  citos6lico  de  megalina  y  lisado  de  celulas  CHO-

Kl   expresando  de  manera  transiente  GSK3P  humana  recombinante  (Figura  11).   El

resultado  indica que  hay  interacci6n  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  resul{ado  con   nuevos

ensayos,  como  una co-inmunoprecipitaci6n.

Una  caracteristica  importante  de GSK3  es  que tiene  predilecci6n  por sustratos

que   han   sido   pre-fosforilados   por  otras   quinasas,   como   a-catenina   por   CKl,   esto

constituye   un   mecanismo   para   regular   la   fosforilaci6n   de   ciertos   sustratos   (Jope,

2004).  Sin embargo tambien puede fosforilar sustratos   directamente como presenilina-

1   (Twomey  y  Mccarthy  2006)  o  LRP6  (Zeng  y  cols.,  2005).  Si  bien  megaljna  tiene

otros  sitios  de  fosforilaci6n  por  PKA,  PKC  y  CKIl  el  uso  de  inhibidores  contra  estas

quinasas y  mutantes puntuales de estos sitios no alteraron  la fosforilaci6n del  receptor

(Yuseff,  2005).  Por esto  pensamos  que el  dominio  citos6lico  de  megalina  no  necesita

estar  pre-fosforilado  para  que  actde  GSK3,  posiblemente  la  fosforilaci6n  del  motivo

PPPSP sea directa.  Descartamos  ademas que esta fosforilaci6n constituya  un sitio de

pre-fosforilaci6n   necesario   para  fosforilar  a  los   otros   motivos,   potencialmente   para

modular el  acoplamiento de quinasas  al  dominio  citos6Iico  del  receptor.  Esto dado que

la   mutante de  in-Meg4 en la cual  la serina del  motivo PPPSP fue reemplazado por un

acido aspartico cuya  carga  negativa  puede imitar un  aminoacido fosforilado (Figura  12)

no   mostr6  fosforilaci6n  y  se  comport6   igual  que  el   mutante   PPPAP.   No   podemos

descartar que se  necesite ademas,  la uni6n  de  algun  ligando especifico  o  un  estimulo

adicional para que ocurra fosforilaci6n por otras quinasas.  Tampoco,  que en este caso
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particular,  el  acido  aspartico  no  pueda  imitar correctamente  la  fosforilaci6n  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     fosforilaci6n     del     dominio

citoplasmatico de megalina es un  proceso complejo qLie probablemente ocurre en  mas

de   un   sitio   e   involucra   diferentes   quinasas   (Yuseff  y   cols.,   2007).   Como   hemos

mencionado  el  dominio  citos6Iico  del  receptor,  ademas  del  motivo  PPPSP  contiene  4

sitios  PKC,  8 sitios  CKll  y  un sitio PKA,  si  bien  los  experimentos de fosforilaci6n  i.n  v/.fro

determinaron   que   todas   estas   quinasas   fueron   capaces   de   fosforilar   el   dominio

citos6lico  de  megalina,  en  los  estudios  de  fosforilaci6n  /.n  v/.vo,  no  se  observ6  ningt]n

cambio  significativo  al  usar  inhibidores  especificos  o  mutantes  puntuales  contra  PKA,

CKll  y  PKC,  esto  a  pesar de que  CKll  y  PKC tienen varios  sitios  consenso  cada  uno.

En  cuanto a  PKA,  esta quinasa tiene un solo sitio  putativo y dado  la fuerte fosforilaci6n

del    dominio   citos6lico,    es    posible   que   bajo    estas    condiciones    experimentales,

(ausencia  de  ligando),  no  se  puedan  detectar cambios  en  los  niveles  de  fosforilaci6n.

Esto   tambien   puede   explicar   los   resultados   con   inhibidores   de  tirosinas   quinasas

donde   tampoco   se   observaron   cambios   en   la   fosforilaci6n   del   dominio   citos6Iico

(Yuseff y  cols.,  2007).  Estudios  realizados  sobre  el  receptor  LRP1,  con  inhibidores  de

tirosinas   quinasas,   tampoco   arro|.aron   cambios   en   los   niveles   de   fosforilaci6n   del

receptor  (Li  y  cols.,   2000b),   sin   embargo  trabajos  posteriores  determinaron  que  la

uni6n  de  PDGF,  result6  en  la  fosforilaci6n  de  un  residuo    de  tirosina  en  su  dominio

ci{oplasmatico  (Ranganathan  y  cols.,  2004).  En  caso  del  primer estudio,  es  claro,  que

la  ausencia de ligando  no  permiti6  la  detecci6n  de  cambios en  la fosforilaci6n,  ademas
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con la  me{odologfa usada  habria sido dificil detectar fosforilaci6n de  un solo  residuo de

tirosina.   Esto  nos  indica que podria  estar ocurriendo  con  megalina,  nuestro ensayo  no

es  sensible  para detectar una  probable fosforilaci6n  por las  quinasas  CKll,  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   fosforilaci6n   dependiente   del   motivo   PPPSP   regula   negativamente   el

reciclaje de megalina

Dado   que,   la  fosforilaci6n   puede   modular  trafico  del   receptor  o  transducci6n   de

sefiales,    nosotros  evaluamos si  la fosforilaci6n  determinada  por PPPSP  tenia  alguna

funci6n   en   el   trafico   de   megalina.   Los   estudios   realizados   con   las   mutantes   m-

LRP4MegTPPPAP   y   in-Meg4PPPAP   determinaron   que   no   habia   cambios   en   la

destinaci6n  polarizada  apical  de  los  minireceptores  (Figura  13),  sin  embargo,  ocurria

un    aumento    en    la    expresi6n    de    superficie    de    la    construcci6n    mutante    m-

LRP4MegTPPPAP  con  respecto  al  minireceptor  nativo  en  c6lulas  MDCK.  (Figura  14).

Puesto  que,   establecimos  la  participaci6n  de  GSK3  en  el  proceso  de  fosforilaci6n,

confirmamos   que  en  presencia  de   Licl,   tambien  se  observaba   un  aumento  en  la

expresi6n  de superficie de  in-LRP4MegT y  megalina  end6gena de  celulas  BN  (Figura

15).  Esto  puede  implicar que la fosforilaci6n  podria  regular la  interacci6n  con  proteinas

adaptadoras   involucradas   en   la   internalizaci6n   del   receptor,   sin   embargo,   en   los

ensayos  de  endocitosis  de  las  mutantes  y  en  presencia  de  los  inhibidores  de  GSK3,

este no se alter6 (Figura  16).  No obstante,  cuando se realiz6 un ensayo de reciclaje se

observ6 que la  mutante in-LRP4MegTPPPAP presenta un  aumento en  la velocidad de

reciclaje   y   esta   observaci6n   coincide   cuando   las   celulas   MDCK   que   expresan   el

minireceptor  nativo  son  tratadas  con  Licl  (Figura  17).  Esto  sugiere  que  la  fosforilaci6n
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de   megalina   mediada   por   GSK3   podria   bloquear   nega{ivamente   el   reciclaje.   Fue

descrito   que   GSK3  tiene   un   efecto   inhibitorio   sobre  el   reciclaje  del  trafico   de   las

integrinas   a5Bl   y  avp3   (Roberts  y   cols.,   2004)   pero   probablemente  es   un   efecto

indirecto  mediado  por  la  fosforilaci6n  de  [a  cadena  [iviana  de  la  kinesina.  Otra  etapa

del   trafico   que   puede   ser   modulada   por   fosforilaci6n   es   la   transci{osis.    Se   ha

determinado que  la fosforilaci6n del  receptor de inmunoglobulinas  polimerico  (plgR)  en

un  residuo  de  serina  localizado  en  el  dominio  citoplasmatico  es  requerida  para  una

transcitosis  eficiente  del  receptor desde  el  dominio  basolateral  al  apical  (Casanova  y

cols.,     1990).     Mega]ina    promueve    la    transcitosis    de    tiroglubilina    y    la    proteina

transportadora de vitamina A,  RBP  (ref/.r)o/ b/.nc//.ng protein),  por lo que,  no  es  infundado

pensar  que   una   probable  fosforilaci6n   inducida   por  la   uni6n   de   estos   ligandos   al

ectodominio   del   receptor  induzcan   la  transcitosis  de   megalina.   Sin   embargo,   si   la

fosforilaci6n   determinada   por  el   motivo   PPPSP,   tambi6n   regula   la  transcitosis   del

receptor,  es algo que aun no se ha evaluado.

4. Megalina y sejializaci6n intracelular

En este trabajo  no se evalu6 si la fosforilaci6n  de megalina  modula sefializaci6n

celular.  Aunque  se  puede  especular  que  la  fosforilaci6n  determinada  por  el   motivo

PPPSP  podri'a regular la  interacci6n con  proteinas citos6Iicas.   A pesar de que se  han

descrito   proteinas   adaptadoras   y   de   andamiaje   que   interactuan   con   el   dominio

citos6lico  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  estabilizaci6n   de   a-catenina   (Zeng   y   cols.,   2005).   Seria   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   repercusi6n   en   desarrollo   y   en   los   multiples   procesos   y

patologias en los que esta via esta involucrada.

En esta tesis demostramos que la fosforilaci6n regula la expresi6n en superficie

del   receptor,   lo  cual,   puede  constituir  un  mecanismo  par  el  cual  sefiales  celulares

regulan   la   actividad   de   megalina.   Algo   similar   ha   sido   descrito   en   la   sefializaci6n

hedgehog   donde   la   fosforilaci6n   de   smoothened   causa   una   acumulaci6n   en   la

superfjcie  celular del  receptor y  por tanto  un  aumento  en  la  actividad  de  sefializaci6n,

en   respuesta   al   morf6geno   Sont-c   hedgehog   (Shh)   (Jia   y   cols.,   2004).   Esto   es

interesante  considerando  que  megalina  tambien  une  el  fragmento  N-terminal  de  Shh

(Mccarthy  y  cols.,  2002)  y  se  ha  visto  similares  defectos  en  los  ratones  nulos  para

megalina  (VVIllnow 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  internalizaci6n  de  este transportador ocurre via vesiculas

cubiertas  por  clatrina  y  es  regulada  por  diferentes  factores    tales  coma  PTH,  el  cual

induce su  endocitosis y degradaci6n  (Bachmann y cols.,  2004).  La  hormona paratiroide

tambien   in{eractda   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  activaci6n  de  estas  quinasas  pudiera  directamen{e

afectar    la    fosfori[aci6n    de    megalina    facilitando    la    internalizaci6n    y    degradaci6n

lisosomal  del transportador  Napi-IIa.  Se  ha  reportado  que  megalina  une  PKB  y  regula

su  actividad,  explicando  el  efecto  anti-apopt6tico  que  megalina tiene en  las  celulas  del

tdbulo  proximal a  bajas concentraciones de albtlmina  (Caruso-Neves y cols.,  2006).  No

sabemos si la fosforilaci6n de megalina es importante en el reclutamiento de PKB,  hay
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que  recordar  que  esta  quinasa  es  un  regulador  de  la  actividad  de  GSK3,  por  tanto

seria interesante estudiarlo.

Los   resultados   obtenidos   en   esta   tesis   muestran   que   la   fosforilaci6n   del

dominio    citos6lico     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 tambien sugieren de forma importante que megalina podria estar envuelta

en cascadas de sefializaci6n.
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V. -CONCLUSIONES

1-    Se  gener6  el  minireceptor  in-Meg4  que  contiene  el  cuarto  dominio  de  uni6n  a

ligandos,  dominio  transmembrana  y  dominio  citos6Iico  de  Megalina  y  celulas

MDCK   que   lo   expresan   en   forma   estable,   para   estudios   funcionales   del

receptor.

2-   Se   logr6   establecer   que   la   serina   dentro   del   motivo   PPPSP   del   dominio

citos6Iico,     es  el   mayor  determinante  en   la  fosforilaci6n  del   minireceptor  de

megalina en celulas de fenotipo polarizado  MDCK.

3-   Se   determin6   que   la   actividad   de   la   quinasa   GSK3   es   relevante   en   la

'fosforilaci6n   constitutiva   de   megalina   y   que   interactda   directamente   con   el

receptor.

4-    La fosforilaci6n  de la  serina  del   motivo  PPPSP  no tendria  como  funci6n  ser un

requisito   para   la   acci6n     o   acoplamiento  de  otras  quinasas,   en  el   dominio

citos6lico de  megalina  (sitio de  "pr/.in/.ng').

5-    Funcionalmente,    se    logr6    establecer    que    la    fosforilaci6n    de    megalina,

determinada   por   el   motivo   PPPSP,    no   controla   la   distribuci6n   apical   del

receptor ni   la velocidad de internalizaci6n del  receptor.

6-    La  fosforilaci6n  determinada  por  PPPSP  regula  negativamente  el  reciclaje  de

megalina  y  por lo  tanto  cumple  un  papel  en  la  disponibilidad  del  receptor en  la

supehicie celular.
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