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Abreviaturas

BSA: albimina de suero bovino (Bovine serum albumine)

CHC: cadena pesada de clatrina (Clatrin-heavy-chain)

CtxB: subunidad B de la toxina colérica (Cholera toxin B subunit)

EEA1: antigeno 1 del endosoma temprano (Early endosome antigen 1)

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growing factor
receptor)

FAK: quinasa de adhesion focal (focal adhesion kinase)

FBS: suero bovino fetal (Fetal bovine serum)

GFP: proteina verde fluorescente (Green fluorescent protein)

GPCR: receptor acoplado a la proteina G (G-protein coupled receptor)

GPI: glicosilfosfatidilinositol (glycosylphosphatidylinositol)

GRP-94: proteina regulada por la glucosa de 94 kDa (Glucose-regulated protein of
94 kDa)

GTP: guanosina trifosfato (guanosine triphosphate)

IMAGE: The I.M.A.G.E Consortium

KO mice: ratones deficientes (Knock-out)

LAMP1: proteina 1 de membrana asociada a lisosomas (Lysosomal-associated
membrane protein 1)

LDLR: receptor de lipoproteina de baja densidad (low-density-lipoprotein-receptor)
MG6PR: receptor manosa-6-fosfato (Mannose-6-phosphate receptor)

NGS: secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing)

Nrgl: neuregulina-1 (Neuregulin-1)

ORE: pauta de lectura abierta (Open reading frame)

PAO: 6xido de fenilarsina (Phenylarsine oxide)

PBS: tampon fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase chain reaction)

PI3: fosfoinositido-3 (phosphoinositide-3)

PMP?70: proteina de membrana peroxisomal 70 (Peroxisomal membrane protein 70)

RTK: receptor tirosina quinasa (Receptor tyrosine kinase)

SCP: precursor de la célula de Schwann (Schwann Cell Precursor)

SDS: dodecilsulfato sodico (Sodium Dodecyl Sulphate)

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS Polyacrylamide
Gel Electrophoresis )

TCA: acido tricloroaceticoTrichloroacetic acid

Tfr: receptor de la transferrina (Transferrin receptor)

VCN: Velocidad Conduccién Nerviosa

WT mice: ratones silvestres (Wild-type)






INTRODUCCION






Introduccion

1. Neuropatias sensitivo-motoras hereditarias

El sistema nervioso es un sistema extraordinariamente complejo
de comunicaciones, capaz de enviar y recibir una cantidad enorme de
informacion simultdneamente. Este sistema es vulnerable a las lesiones y
a las enfermedades. Las neuropatias periféricas hereditarias son un
conjunto complejo de enfermedades, clinica y genéticamente
heterogéneo, que producen una degeneracion progresiva de los nervios
periféricos. Ademas, constituyen uno de los grupos de enfermedades

mendelianas mas frecuentes.

En funcion de las clases de neuronas o axones afectados, las
neuropatias hereditarias se clasifican en: neuropatias sensitivo-motoras
hereditarias (NSMH) si la debilidad muscular es predominante y esta
asociada tanto a una deficiencia sensorial como motora; en neuropatias
motoras hereditarias (NMH) si la deficiencia motora es la predominante;
neuropatias sensitivas hereditarias (NSH) si la deficiencia es solamente
sensorial; neuropatias sensitivas y autondmicas hereditarias (NSAH) si
las deficiencias y/o disfunciones autondmicas predominan en la

enfermedad.

En el grupo de las NSMH se pueden distinguir varias formas, que
se diferencian principalmente por su semiologia clinica: la enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth (CMT), el sindrome de Déjérine-Sottas (DS), la
neuropatia hipomielinizante congénita (NHC) y la neuropatia hereditaria

con susceptibilidad a la paralisis por presion (NHPP).

1.1. Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es el trastorno

neuromuscular hereditario mas frecuente. CMT se caracteriza por su
amplia heterogenidad genética (Tabla 1). La enfermedad debuta durante
la primera o segunda décadas de la vida, y los pacientes suelen cursar

con atrofia muscular distal progresiva en las piernas, arreflexia,
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deformidades en los pies, y marcha de tipo equina. Con la progresion de

la enfermedad las manos y los antebrazos se ven también afectados.

1.2. Sindrome de Déjérine-Sottas

La enfermedad de Déjérine-Sottas (DS) se asocia en muchos casos
a mutaciones de genes que también estan implicados en CMT: PMP22,
MPZ, EGR2, NEFL, PRX, Cx32 y MTMR2. Es una entidad clinicamente
diferenciable, caracterizada por lesiones graves de las neuronas motoras,
y acompafada por un retraso importante en el desarrollo motor. Las
caracteristicas neurofisiologicas [velocidad de conduccién nerviosa
(VCN) <10 m/s], los datos clinicos e histopatoldgicos (formaciones
desmielinizantes con aspecto tipo bulbo de cebolla) son muy similares a

las de CMT, si bien mas agresiva.

1.3. Neuropatia hipomielinizante congénita

La neuropatia hipomielinizante congénita (NHC) se asocia
también a genes implicados en CMT: PMP22, MPZ, EGR2, y PRX.
Presenta un cuadro clinico similar a DS, pero manifiesta una marcada
hipotonia neonatal/infantil. Histologicamente, se caracteriza por la
presencia de fibras hipomielinizantes o amielinizantes, causado por un
defecto en la fase de desarrollo. Esta observacion la distingue del

sindrome de DS que es desmielinizante.

1.4. Neuropatia con susceptibilidad a la paralisis por presion

La deleciéon de 1,4 Mb en el locus CMT1A (cromosoma 17p11.2) es
la causa mas frecuente de la neuropatia con susceptibilidad a la paralisis
por presion (NHPP). Esta delecion afecta al gen PMP22. Se caracteriza
por presentar una disfuncion de la percepcion o episodios de paresia
asimétrica después de una minima compresion o trauma sobre los
nervios. Con la edad los pacientes pueden presentar aspectos clinicos

similares a los caracteristicos de CMT. Un caracteristica histopatoldgica
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de esta enfermedad es el engordamiento tipo salsicha de la mielina

(tomacula).

2. Caracteristicas de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth

Maés de 120 afios han pasado desde que se describié la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, nombrada asi por los tres
cientificos que la definieron, Charcot y Marie en Paris (1886) y Tooth en
Londres (1886). CMT presenta una prevalencia estimada de 28 cada
100,000 individuos (Skre, 1974, Combarros et al., 1987). Debido a su
heterogeneidad clinico-genética, ha sido necesario un gran esfuerzo para
determinar cudl es el correcto protocolo a seguir para un buen
diagnodstico. Actualmente, la mayoria de pacientes que presentan un
fenotipo CMT pueden recibir un diagnostico genético-molecular preciso.
Sin embargo, el listado de genes implicados en las distintas formas de
CMT no cesa de aumentar, lo que complica los procedimientos de
diagnosis, un reto que podria resolverse con las nuevas técnicas de
ultrasecuenciacion (NGS, Next Generation Sequencing): secuenciacion del
exoma (Montenegro et al., 2011); y secuenciaciéon completa del genoma
(Lupski et al., 2010, Zuchner, 2010).

2.1. Clasificacion electrofisiologica e histoldgica de Ila
enfermedad de CMT

Atendiendo a los estudios electrofisioldgicos e histopatoldgicos, la
enfermedad de CMT se puede clasificar en tres grupos principales: (i)
desmielinizante o tipo 1 (CMT1), caracterizado por una VCN menor de
38 m/s y defectos primarios en la célula de Schwann con proliferacion
anomala de formaciones mielinizantes con aspecto de “bulbo de cebolla”;
(ii) axonal o tipo 2 (CMT2), en la que la VCN se ve conservada o
débilmente reducida (>38 m/s) y los defectos patologicos evidencian una
degeneracion crdénica axonal; y (iii) una tercera forma intermedia (I-

CMT), caracterizada histologicamente por tener un fenotipo mixto entre
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CMT1 y CMT2, y con una VCN entre 30-40 m/s (Pareyson et al., 2006,
Barisic et al., 2008).

2.2. Aspectos genéticos de la enfermedad de CMT

La enfermedad de CMT se puede clasificar también en funcién
del patron de herencia y en funcion de los genes o loci causantes la
enfermedad (Tabla 1). CMT se segrega mediante todos los patrones de
herencia mendelianos, autosdémico dominante (AD), autosémico recesivo
(AR), y ligado al cromosoma X. Hasta la fecha, los mas de 30 genes/loci
involucrados en CMT, se relacionan con una amplia variedad de
funciones, todos implicados en la biologia del desarrollo y
mantenimiento de los nervios periféricos (Inherited Peripheral Neuropathies

Mutation Database, http://www.molgen.ua.ac.be/CMTmutations) (Saporta

et al, 2011) (Tabla 1). Estos codifican para proteinas con diferentes
localizaciones, incluyendo la mielina compacta y no compacta, las células
de Schwann y el axdn, y estan implicadas en una gran variedad de
funciones, desde la compactacion y mantenimiento de la mielina hasta la
formacion del citoesqueleto, el transporte axonal, y el metabolismo de las
mitocondrias (Barisic et al., 2008, Scherer and Wrabetz, 2008, Niemann et
al., 2006).
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Tabla 1. Formas de CMT, genes implicados, y localizacion y funcion de las proteinas

Tipo CMT

Gen

Localizacion y/o funcién de la proteina

CMT1: CMT desmielinizante autosdémica dominante

CMT1A PMP22 Mielina compacta; mielinizacién

CMT1B MPZ/PO Mielina compacta; adhesion celular

CMTIC LITAF/SIMPLE Cltoplasm.rfl; posnbl.e papel en la ruta de
degradacion proteica

CMTID EGR2/Krox20 Factor .d'e transcripcion |nvglqcrado en la
regulacion de genes de la mielina

CMT1E PMP22 Mielina compacta; mielinizacion

CMT1E NEFL Citoesqueleto; organizacion de

neurofilamentos

CMT2: CMT axon

al autosémica dominante

CMT2A1 KIF1B Kinesina; transporte de mitocondrias
Mitocondria y ER; fusién de mitocondrias e
CMT2A2 MFN2 . L . .
interaccion entre mitocondrias y ER
CMT2B RAB7 Endosomas tardios; trafico vesicular
CMT2C TRPV4 Potencial receptor transitorio vaniloide 4
CMT2D GARS Glicil-tRNA transferasa
CMT2E NEFL Citoesgueleto; organizacion de
neurofilamentos
CMT2F HSPB1/HSP27 Proteina de choque térmico
CMT2G Desconocido Desconocida
CMT2H Desconocido Desconocida
gmlil MPZ/PO Mielina compacta; adhesion celular
CMT2K GDAP1 Mitocondria; dindAmica mitocondrial
CMT2L HSPB8/HSP22 Proteina de choque térmico
CMT2M DNM2 GTPasa; fusion-fisibn de membranas
CMT2N AARS Alanil-tRNA sintetasa

CMT intermedia dominante

DI-CMTA Desconocido Desconocida

DI-CMTB DNM2 GTPasa; fusion-fisibn de membranas
DI-CMTC YARS Tirosil-tRNA sintetasa

DI-CMTD MPZ/PO Mielina compacta; adhesion celular

CMT intermedia recesiva

RI-CMTA

GDAP1

Mitocondria; dindmica mitocondrial

RI-CMTB

KARS

Lisil-tRNA sintetasa
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Tabla 1. Formas de CMT, genes implicados, y localizacidn y funcidn de las proteinas

Tipo de CMT Gen Localizacion y/o funcién de la proteina

CMT4: CMT desmielinizante autosémica recesiva

CMT4A GDAP1 Mitocondria; dindmica mitocondrial
CMT4B1 MTMR2 Fosfatasa de PI3

SBF2/ Implicada en sefializacion
CMT4B2 MTMR13
CMT4C SH3TC2 Posible proteina adaptadora
CMTAD/HMSN-Lom NDGR1 Posible funcién en diferenciacion y en

sefializacion celular
Factor de transcripcion involucrado en la

CMT4E EGR2 - .
regulacion de genes de la mielina
CMTAF PRX Me~mpran€ de célula de Schwann;
sefializacién extracelular
CMT4G/HMSN-Russe HK1 Hexoquinasa
CMT4H FGD4 Frabina; sefializacién Rho GTPasa
CMT4J FIG4 Fosfatasa implicada en el trafico vesicular

y regulacion de fosfoinositoles

AR-CMT2/CMT4C: CMT axonal autosémica recesiva

AR-CMT2A/CMT4C1 LMNA Proteina estructural de la lamina nuclear

MED25/ARC | Subunidad 25 del complejo mediador de
92/AC1D1 la transcripcién por RNA polimerasa Il

AR-CMT2K/CMT4C4 GDAP1 Mitocondria; dinamica mitocondrial

AR-CMT2C/CMT4C2 Desconocido | Desconocida

CMTX: CMT ligada al X

AR-CMT2B/CMT4C3

Mielina no compacta; formacion de

CMTX1 Cx32/GJB1 . .
gap-junctions

CMTX5 PRSP1 Fosfo-ribosil-pirofosfato sintetasa 1

Otras forma ligadas al

X (CMTX2-CMTX4) Desconocido | Desconocida

CMT1A es la forma mas frecuente de CMT, afectando alrededor
del 60-90% de los pacientes CMT1, y en torno al 40-50% de todos los
pacientes CMT. Esta forma estd causada principalmente por una
duplicacion de 1,4 Mb en la region cromosdmica 17p11.2, que contiene el

gen PMP22 (peripheral myelin protein 22). Ademas, CMT1A puede ser
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debido a mutaciones puntuales en PMP22. Otras formas relativamente
frecuentes son CMTI1B causada por mutaciones en el gen MPZ (myelin
protein zero), y CMTX1 debida a mutaciones en el gen Cx32 (Connexin 32)
(Szigeti and Lupski, 2009, Nelis et al., 1996, Szigeti et al., 2006, Boerkoel
et al., 2002).

CMT2 presenta una alta heterogeneidad genética y no hay un gen
cuya prevalencia destaque especialmente. En muchas series, MFN2
(mitofusin 2), se sefiala como el gen mas frecuentemente implicado en esta
forma de CMT, seguido de MPZ, y del NEFL (Neurofilament Light Chain)
(Barisic et al., 2008, Pareyson, 2007, Szigeti et al., 2006, Verhoeven et al.,
2006).

Las formas AR son menos comunes que las AD excepto en el drea
mediterranea y en poblaciones con alta tasa de consanguinidad.
Clinicamente, son mas graves que las dominantes, y pueden ser tanto
axonales (AR-CMT2) como desmielinizantes (CMT4). El gen GDAPI
(ganglioside-induced differenciated-associated protein-1), asociado a CMT4A
y sus variantes alélicas CMT2K y AR-CMT2K, y el gen SH3TC2 (Src
homology 3 and tetratricopeptide repeat), asociado a CMT4C, representan las
formas mads frecuentes. Hoy en dia, la frecuencia de mutaciones
encontradas en SH3TC2 en pacientes tanto de poblacion europea como
no europea, hace que CMTA4C represente la forma autosdmica recesiva
desmielinizante mds comun en varias poblaciones (Gosselin et al., 2008,
Houlden et al., 2009, Lassuthova et al., 2011). En Espana, CMT4C
representa la forma mas frecuente de CMT en etnia gitana (Claramunt et
al., 2007).

2.3. Aspectos clinicos de la enfermedad de CMT

Como se ha mencionado anteriormente, las caracteristicas clinicas
de CMT cursan con una debilidad muscular distal progresiva y atrofia,
empezando en las extremidades inferiores y posteriormente afectando

también las extremidades superiores. CMT representa un grupo de
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entidades clinicamente heterogéneas, con un amplio rango de
variabilidad en la edad de aparicion, fisiopatologia y gravedad de la
enfermedad, tanto intra como interfamiliar (Garcia, 1999, Lupski, 2000,
Gooding et al., 2005), llegando a describirse variabilidad incluso entre
gemelos (Dyck et al.,, 1993, Adams et al., 1999). Independientemente del
tipo de defecto estructural o metabolico primario que afecta a la mielina
o al axon, finalmente se desencadena un proceso axonal degenerativo
(Pareyson et al., 2006). La marcha de tipo equina, las deformidades en los
pies (escoliosis, pies cavos, dedos en martillo, manos en garra), la
pérdida sensorial distal, y la disminucion o ausencia de los reflejos
tendineos son sintomas caracteristicos de esta enfermedad (Fig. 1)

(Harding and Thomas, 1980, Berciano et al., 2011). Estas manifestaciones

debutan generalmente en la primera o en la segunda década de vida.

Fig. 1. Representacion de los signos clinicos caracteristicos de CMT. (A) Atrofia muscular peroneal,
delgadez del tobillo (aspecto de la pierna tipo “botella invertida”). (B) Atrofia muscular de los

brazos. (C) Manos en garra. (D) Pie cavo, dedos en martillo.

En primer lugar, se afectan las piernas, produciéndose una atrofia
distal de las extremidades inferiores que se puede reflejar en el aspecto
de botella invertida que adquieren las piernas (Fig. 1A). Conforme la
enfermedad avanza, las extremidades superiores (brazos y manos) se ven
afectadas (Fig. 1B-C). Los sintomas sensitivos son menos frecuentes,
aunque la sensibilidad tactil y vibratoria estd afectada, y en algunos casos
se causa dolor. Los reflejos tendineos estdn reducidos o completamente

ausentes y siguen el mismo gradiente de progresion distal-proximal. En
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algunos casos de CMT los pacientes pueden presentar otras
manifestaciones adicionales como paraplejia espastica, sordera, retraso
mental o disfonia. Los pacientes de CMT requieren una monitorizacion
periddica, y la fisioterapia puede mejorar la calidad de vida de los
enfermos (Njegovan et al., 1997, Lindeman et al., 1999). También ayudan
la aplicacion de dispositivos ortopédicos y las intervenciones quirtrgicas
(Mann and Hsu, 1992, Guyton and Mann, 2000). Aproximaciones
terapéuticas con 4acido ascorbico y onapristona (antagonista de la
progesterona) parecen normalizar la dosis en la duplicacién presente en
modelos animales de CMT1A (Sereda et al., 2003, Passage et al., 2004,
Meyer zu Horste et al., 2007). La mejora en el modelo murino de CMT1A
tras tratamiento con acido ascoérbico, ha posibilitado la realizacion de
ensayos clinicos en pacientes, si bien con resultados negativos (Burns et
al., 2009, Micallef et al., 2009, Verhamme et al.,, 2009, Pareyson et al.,
2011).
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3. Genética y biologia de las formas desmielinizantes de
Charcot-Marie-Tooth

Las formas desmielinizantes son las formas mas frecuentes de
CMT (Saporta et al., 2011). Las células de Schwann expresan cada uno de
los genes que causan las neuropatias desmielinizantes. Las proteinas
codificadas por estos genes presentan localizaciones celulares diferentes
relacionadas con los procesos bioquimicos en los cuales estan implicadas
(Fig. 2).

|Cx32 PMP22 MPZ|

Y

Célula de Schwann

FIG4
FGD4
MTMR2
MTMR13
LITAF

o
i . 4 E. tardios

AMidf-c.lmndria Li
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. S para. Juxtacs \
Axon Nodo' Para-, ' Internodo

Mielina compacta

v

Lérhina Hasal Incisiiras

Fig. 2. Esquema representativo de un axoén mielinizado y de la localizacién de las proteinas

mutadas en las formas desmielinizantes de CMT. Adaptado de Scherer et al. (2008).
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Andlisis funcionales in wvitro, y experimentos con modelos
animales han sido muy ttiles para entender el mecanismo fisiopatoldgico
de la enfermedad. Estos estudios, han ayudado a descifrar las rutas
bioquimicas implicadas en la biologia de los nervios periféricos, y a
mejorar la clasificacion de la enfermedad de CMT en funciéon de la

biologia de cada uno de los genes y las respectivas proteinas implicadas.

3.1. Componentes estructurales de la mielina: PMP22, MPZ,
PRX y Cx32.

La vaina de mielina es una membrana celular especializada en
capas, que envuelve el segmento de un axon, facilitando la conduccion
saltatoria a nivel de las membranas internodales del axén. También
facilita el agrupamiento de los canales i6nicos a nivel de los nodos de
Ranvier. Los procesos de desmielinizacion desorganizan los canales
ionicos en la region nodal y alteran la capacitancia del axon, provocando
asi un bloqueo o una disminucién de la conduccién (Smith et al., 2005,
Waxman et al., 1995). Los genes PMP22, MPZ, PRX y Cx32 codifican para
proteinas estructurales de la mielina, por lo tanto un defecto en éstas
conllevaria a la formacion de una mielina anémala, y consecuentemente

la conduccidon nerviosa se veria afectada.

PMP22 es una proteina de membrana que forma parte de la
mielina compacta de los nervios periféricos, y un aumento de su
cantidad provoca un proceso de desmielinizacion (Gabreels-Festen et al.,
1992). La duplicacion de un fragmento de 1,4 Mb que afecta el gen
PMP22 es la causa principal de la forma CMT1A mientras que la delecion
del mismo estd asociada con NHPP (Raeymaekers et al., 1991, Lupski,
1997, Adlkofer et al., 1997). El mecanismo fisiopatologico responsable de
estas dos mutaciones estd relacionado con la idea de una accién
dependiente de la dosis génica de PMP22 (Lupski et al., 1992).
Mutaciones puntuales en el gen PMP22 pueden causar tanto NHPP como
CMT, e incluso DS.

11
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MPZ es la proteina mas abundante de la mielina, y por ser una
proteina de adhesion celular, conecta las distintas capas de mielina,
desempefiando un papel fundamental en su compactacion (Giese et al.,
1992, Martini et al., 1995, Martini and Schachner, 1997, Yin et al., 2000).
Las mas de 100 mutaciones conocidas hasta la fecha, se han descrito
como responsables tanto de la forma CMT1B y CMT2I, como también de

formas con fenotipo clinico muy severo (DS o NHC) (Shy et al., 2004).

PRX (Periaxin), mutaciones en este gen se transmiten de forma
recesiva y pueden causar un amplio espectro de neuropatias
desmielinizantes (Boerkoel et al., 2001, Takashima et al., 2002). Los
pacientes portadores de mutaciones en el gen PRX pueden manifestar
sintomas de CMTA4F o DS. La proteina PRX contiene un dominio PDZ,
que interacciona con proteinas de la membrana plasmatica y del
citoesqueleto. Su funcién estd relacionada con la estabilizacion de la
mielina en el sistema nervioso periférico, de modo que PRX podria jugar
un papel importante en la estabilizacion de la unidad célula de Schwann-
axon (Gillespie et al., 2000). Los ratones KO de PRX desarrollan fibras
gruesas de mielina. La estructura alterada en estos ratones parece ser
inestable dado que el plegamiento de la mielina y los procesos extensivos
de desmielinizacién son caracteristicas comunes en el sistema nervioso

periférico de animales mas viejos (Gillespie et al., 2000).

Cx32 esta asociada a las formas dominantes (CMTX1). Su proteina
se localiza en las incisuras de Schmidt-Lantermann, loops paranodales, y
en la zona internodal de la compactacion parcial de la mielina (Meier et
al., 2004). Cx32 regula los poros que permiten el transporte de moléculas
a través de las gap junctions. Mutaciones en esta proteina causan
desmielinizacion debido a una ineficiencia en el transporte entre capas
de mielina. Se ha demostrado, en ratones transgénicos, que el defecto
inicial causante de la enfermedad ocurre en la mielinizacién, y que la

pérdida axonal es secundaria (Scherer et al., 2005).
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3.2. EGR2/Krox20, factor de transcripcion

Debido a que los genes de la mielina estan altamente regulados,
es légico suponer que los factores de transcripcion son candidatos

potenciales que podrian estar implicados en las neuropatias periféricas.

El factor de transcripcion EGR2/Krox20 (early growth response gene-
2) es responsable de la forma autondmica recesiva CMT4E. Mutaciones
en este gen estan también asociadas con una forma autosémica
dominante de CMT (CMTI1D) y con la neuropatia de DS. El gen EGR2
codifica para un factor de transcripcion que contiene dominios de zinc
(Topilko et al., 1994). Los genes diana de EGR2/Krox20 codifican para
varias proteinas de la mielina como son MPZ, PMP22, Cx32, y PRX,
cuyas mutaciones son también responsables de formas de CMT, y
también de genes implicados en la biosintesis del colesterol (Nagarajan et
al., 2001, Le et al., 2005, Leblanc et al., 2005, LeBlanc et al., 2007). Estudios
en diferentes ratones mutantes de Eg2r, han confirmado la importancia
fundamental de EGR2 para el desarrollo y mantenimiento de la mielina
de los nervios periféricos (Topilko et al., 1994, Le et al., 2005, Decker et
al., 2006).

3.3. Componentes de las rutas endociticas y sefializacion celular
relacionados con la neuropatia de CMT.

El equilibrio entre la sintesis y la degradacion de los componentes
estructurales y de sefializacion, es crucial para el correcto mantenimiento
de los compartimientos membranosos de las células de Schwann
mielinizante. La endocitosis y el reciclaje de las proteinas de membrana
también regulan el mantenimiento de estos compartimientos y sobre
todo juegan un papel fundamental en la maquinaria molecular de la
célula de Schwann. Varias proteinas implicadas en estos procesos de
regulacion estdn relacionadas con CMT. Ademads, algunos autores

enfatizan la importancia de las fosfatasas de fosfoinositoles (PIP) y la
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sefalizacion de las pequefias thoGTPasas en la mielinizacion (Suter,
2007, Niemann et al., 2006).

Mutaciones recesivas en el gen MTMR?2 (myotubularin-related 2) y
MTMRI13/SBF2  (myotubularin-related 13/set-binding factor 2) causan
CMT4B1 y CMT4B2, respectivamente. Estas proteinas son las primeras
moléculas de sefializacion celular descritas en neuropatias hereditarias
(Bolino et al., 2000, Azzedine et al., 2003, Senderek et al., 2003b). Solo
MTMR?2 es cataliticamente activa como fosfatasa, aunque para su funcién
correcta necesita a MTMR13, con la que forma un tetramero. La actividad
dual fosfatasa sobre PI(3)P o PI(3,5)P2 parece esta relacionada con el
proceso de fusién de vacuolas (Berger et al., 2002, Berger et al., 2006).
Estudios en ratones mutantes de Mtmr2 y Mtmrl3 confirman que la
desmielinizacion es causada por una pérdida de funcion (Bolino et al.,
2004, Bonneick et al., 2005, Tersar et al., 2007, Robinson et al., 2008).

CMT4J esta causada por mutaciones en el gen FIG4. FIG4 es una
fosfatasa que se localiza en la membrana plasmatica, y esta implicada en
la regulacion del contenido de fosfoinositoles y en el trafico vesicular:
FIG4 defosforila PI(3,5)P2 e interactia con FAB1 y VACI4 en un
complejo proteico que regula la concentracién de PI(3,5)P2 (Volpicelli-
Daley and De Camilli, 2007). PI(3,5)P2 es un mediador del trafico
retrogado de las vesiculas de endosomas a la red del trans-Golgi
(Rutherford et al., 2006, Zhang et al., 2007).

El gen FGD4/FRABIN, esta involucrado en la enfermedad CMT4H
y codifica para una Rho GTPasa ubicua (Stendel et al, 2007). En
eucariotas, las Rho-GTPasas desempenian un papel importante en la
regulacion de las rutas de senalizacién. FGD4 contiene un dominio FYVE
y dos dominios PH, que se unen a los fosfoinositoles (Delague et al.,
2007, Stendel et al., 2007). La reduccion de los niveles de proteina en ratas
post-natales y adultas, sugiere una mayor implicacion de FGD4 en la fase

temprana de desarrollo de la mielina.
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Mutaciones en LITAF (Lps-Induced TNF-Alpha-Factor) causan
CMTI1C. LITAF colocaliza parcialmente con los dominios WW de la
oxireductasa en el Golgi y con LAMP-1 en los lisosomas, y participa en la
degradacién de proteinas (Moriwaki et al.,, 2001, Ludes-Meyers et al.,
2004). Un defecto de la funcion de LITAF en el trafico endosomal o en la
actividad lisosomal podria aumentar el efecto de acumulacion de PMP22
resultando en una desmielinizacién severa (Ryan et al., 2002, Bennett et
al., 2004, Saifi et al., 2005).

3.4. GDAP1, componente mitocondrial

Mutaciones en el gen GDAP1 son responsables tanto de la forma
desmielinizante, CMT4A, como de las axonales, AR-CMT2K (Baxter et
al.,, 2002, Cuesta et al., 2002, Nelis et al., 2002) y CMT2K, e incluso de una
forma intermedia: RI-CMTA. GDAP1 se expresa tanto en la célula de
Schwann como en las neuronas (Baxter et al., 2002, Cuesta et al., 2002), se
localiza en la membrana externa mitocondrial (Niemann et al., 2005,
Pedrola et al., 2005), y se relaciona con procesos de dindmica
mitocondrial (Niemann et al., 2005). Las mutaciones recesivas parecen
causar una pérdida de funcién de la actividad de fision mitocondrial,
mientras que las mutaciones dominantes podrian afectar la fusion
mitocondrial dado que provocan un proceso de agregacion de las

mitocondrias (Wagner et al., 2009).

3.5. Otras proteinas en CMT desmielinizante

CMTI1F esta causado por mutaciones en el gen NEFL
(Neurofilament Light Chain). NEFL es importante para la organizaciéon de
los neurofilamentos y el transporte axonal. Mutaciones en NEFL son

también causas de una forma axonal (CMT2E) (Mersiyanova et al., 2000).

CMT4D estd causada mayoritariamente por la mutacion
fundadora p.R148X en el gen NDRGI (N-myc-downstream-regulated-gene

1) (Kalaydjieva et al., 1996), descrita exclusivamente en poblacion gitana.
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Hasta la fecha sélo otra mutacion se ha descrito y en un solo paciente
(Hunter et al., 2003). NDRGI juega un papel principal en Ila

diferenciacion celular (Kalaydjieva et al., 2000).

CMT4G, otra forma recesiva desmielinizante esta asociada a una
unica mutacion descrita en poblacion gitana, en el gen HK1 (Hexokinase 1)
(Hantke et al., 2009).

CMT4C estd asociada a mutaciones en el gen SH3TC2 (Senderek
et al., 2003a). Las mutaciones se transmiten con una herencia autosémica
recesiva. SH3TC2 codifica para una proteina que contienen dominios
SH3 y TPR, sugiriendo una posible implicacion en la formacion de
complejos multiproteicos. SH3TC2 esta altamente conservada en los
vertebrados y se expresa principalmente en tejidos neuronales (Senderek
et al., 2003a).
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4. Charcot-Marie-Tooth tipo 4C

4.1. SH3TC2, gen implicado en la enfermedad CMT4C

CMT4C es una forma de CMT desmielinizante con herencia
autosomica recesiva. Esta variante se cartografio en el locus 5q23-q33 en
dos familias algerinas consanguineas (LeGuern et al., 1996). Las biopsias
de nervio sural de pacientes de CMT4C muestran una pérdida evidente
de fibras, y la mitad de ellas presentaba un engrosamiento focal de la
mielina. Ademads, se observan procesos anémalos de la membrana basal,
que generan formaciones atipicas tipo “bulbos de cebolla”, las cuales

rodean axones desmielinizados y remielinizados (Fig. 3).

Fig. 3: (A) Secciéon semifina de nervio sural de un paciente de CMT4C. Se denota una marcada

pérdida de fibras mielinicas y algunas representaciones de proliferacion de célula de Schwann con
formacién de bulbos de cebolla. (B) Imagen tomada mediante microscopia electrénica en secciéon
ultrafina de nervio sural, que muestra el aspecto tipo bulbos de cebolla que la célula de Schwann
forma alrededor del axén. Imagenes cedidas por el Dr. Juan Vilchez.

Posteriormente se describié6 también un patréon de células de
Schwann con formaciones citoplasmaticas extensas y largas (Gabreels-
Festen et al., 1999, Senderek et al., 2003a, Gooding et al., 2005). En 2003,
Senderek et al identificaron 11 mutaciones en el gen KIAA1985/SH3TC2
(Senderek et al., 2003a).
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Clinicamente, los primeros sintomas de CMT4C debutan con una
apariciéon temprana de deformidades en el esqueleto (principalmente
escoliosis, y pies cavos) (Fig. 1), que precede a una deficiencia motora y
sensitiva. La deficiencia motora es relativamente débil y existe una
moderada disminucion de la VCN con un rango variable entre 4-37 m/s,
y una media de 22 m/s. Los sintomas neuroldgicos parecen variar en cada
familia y en algunos casos pueden cursar con pérdida de deambulacion y
con problemas respiratorios. Se han descrito también casos de pacientes
con manifestaciones clinicas adicionales tales como sordera, nistagmo y
debilidad de la zona facial (Houlden et al., 2009, Lassuthova et al., 2011).

4.2. Genética y biologia de SH3TC2
El gen SH3TC2 humano abarca 62 kb de la secuencia de DNA

gendmico, y contiene 18 exones codificantes. La ORF mas larga es de
3.867 pb y se genera a partir de 17 exones (Fig. 4A). El gen SH3TC2
puede dar lugar a distintos productos de splicing alternativo, que
presentan similitud a algunos de los transcritos generados en pacientes
con CMT4C que portan mutaciones que codificarian para proteinas
truncadas. El skipping de los ultimos 58 pb del exéon 6 (exén 6s), la
insercion de un exéon de 130 pb entre los exones 8 y 9 (exon 8A), y la
retencién del intrén 10 han sido descritos como productos de splicing
alternativo (Senderek et al., 2003a).
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Fig. 4: (A) Esquema representativo del gen SH3TC2. Las lineas representan los intrones, mientras
que los rectangulos representan los exones. (B) Esquema representativo de la proteina SH3TC2 y
distribucidon de las mutaciones previamente descritas: (1) Senderek, 2003; (2) Gooding, 2005; (3)
Asedien, 2006; (4) Claramunt, 2007; (5) Lupo, 2009; (6) Lupski, 2010; (7) Lassutova, 2011.

Hasta la fecha se han descrito alrededor de 30 mutaciones
distintas de SH3TC2, distribuidas a lo largo de todo el gen, en familias
procedentes de diferentes paises europeos, norteafricanos y también de
EEUU y Canadd, y de diverso origen étnico (caucasianos gitanos y no
gitanos). En la figura 4B se muestra la distribucion de todas las

mutaciones descritas a lo largo del producto génico de SH3TC2.

La mitad de estas mutaciones conducen a proteinas truncadas, es
decir, a una pérdida de la funcién de la proteina tal y como es de esperar
al tratarse de una enfermedad autosdmica recesivas. En algunos casos,
las proteinas truncadas pierden parte de los dominios TPR, como es el
caso de la mutacion p.R1109X, que conlleva la pérdida de 6 dominios
TPR. Sin embargo otras mutaciones que provocan deleciones so6lo del
ultimo dominio TPR, como es el caso de la p.Q1201X, son suficientes

para causar la enfermedad.

En nuestro laboratorio, hemos descrito dos mutaciones de
SH3TC2, p.R1109X y p.C737_P738delinsX, en una serie de familias
espafiolas de etnia gitana, postulando un posible efecto fundador para la
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mutacion p.R1109X (Gooding et al., 2005, Claramunt et al., 2007). Los
afectos de CMT4C muestran un amplio espectro de caracteristicas
clinicas, subrayando la marcada variabilidad inter- y intrafamiliar de esta
forma de CMT (Gooding et al., 2005). Esta variabilidad se ha descrito en
familias de otras poblaciones y en mutaciones distintas, remarcando atun
mas la dificultad en el establecimiento de una correlaciéon genotipo-
fenotipo para CMT4C, al igual que sucede con otras enfermedades
(Senderek et al., 2003a, Azzedine et al., 2006, Colomer et al., 2006,
Gosselin et al., 2008, Gooding et al., 2005). En los tltimos afos, el testado
de SH3TC2 en el diagndstico genético de pacientes con neuropatias
desmielinizantes, ha ido ganando mas interés debido a la alta frecuencia
de esta forma tanto en la poblacién europea como no europea (Azzedine
et al., 2006, Houlden et al., 2009, Lupski et al., 2010, Lassuthova et al.,
2011).

Aunque el gen SH3TC2 se expresa principalmente en cerebro y
médula espinal, y de forma leve en musculo estriado, el transcrito mas
largo, y quizas el fisiologicamente activo, se expresa en tejido neuronal
periférico y principalmente en nervio cidtico sugiriendo una implicacion
mayor en neuropatias periféricas desmielinizantes (Senderek et al.,
2003a).

El gen SH3TC2 humano codifica para una proteina de 1.288
aminoacidos, cuya funcion es desconocida. El andlisis de la estructura
secundaria de los residuos aminoacidicos mediante el uso de los
programas SMART y ScanProsite, muestra la presencia de dominios N-
terminales SH3 (Src homology 3, base de datos Pfam: PF00018) y varios
dominios TPR (tetratricopeptide repeat,base de datos Pfam: PF00515). En la
figura 4B, se ilustra la distribucion de estos dominios a lo largo de la
proteina, de acuerdo con la base de datos de UniProt (Q8TF17).

Los dominios SH3 son altamente conservados en eucariotas,
procariotas y virus, y se pueden identificar en enzimas (tirosina quinasas,

fosfolipasa cyl [PLCy1] y PLCy2, fosfoinositol 3-quinasa y el complejo
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de la NADPH oxidasa), moléculas del citoesqueleto, y miosinas. Estas
proteinas desempenian un papel fundamental en la comunicacion entre
células, y en los procesos de sefializacion desde la membrana plasmatica
hasta el ntcleo (Whisstock and Lesk, 1999). Por otro lado, las proteinas
con dominios TPR estdn implicadas en muchos procesos celulares
mediante interaccion con otras proteinas: en la mitosis y sintesis de RNA
debido a su asociacién en el control de complejos multiproteicos
relacionados con el ciclo celular o con la maquinaria de transcripcion, en
transporte de proteinas, y en la regulacion de la funcién de chaperonas
(Blatch and Lassle, 1999, D'Andrea and Regan, 2003). La presencia de
estos dominios sugiere una implicaciéon de la proteina SH3TC2 en la
formacién de complejos multiproteicos y probablemente relacionados
con la funciéon de la célula de Schwann durante el desarrollo y

mantenimiento de la mielina.

SH3TC2 estda fuertemente conservada en los roedores, y
especialmente en raton (Mus musculus) y rata (Rattus norvergicus), donde
su ortologo presenta una identidad aminoacidica del 81%. La proteina de
ratén cuenta con 1.289 aminodcidos, mientras que la de rata tiene un
aminoacido menos (1.288). La conservacion de SH3TC2 en estos animales
ha suscitado gran interés en la generacion de organismos modelo para el
estudio de la patogenia de CMT4C.
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5. Los nervios periféricos

5.1. Biologia del nervio periférico

La complicada arquitectura del sistema nervioso nos ayuda a
entender que una minima alteracion en la expresion de un gen pueda
llevar a la generacion de multiples neuropatias. El sistema nervioso
consta basicamente de dos partes: el sistema nervioso central (CNS,
Central Nervous System) y el sistema nervioso periférico (PNS, Peripheral
Nervous System). Esta maquinaria tan compleja necesita una rdpida
conduccién del impulso nervioso, que se hace posible mediante el
desarrollo de células gliales que forman mielina, y que se denominan
oligodendrocitos en el CNS o células de Schwann en el PNS. EI PNS esta
constituido por haces paralelos de fibras nerviosas, denominados nervios
periféricos, que pueden ser mielinizados o no mielinizados, y que estan
rodeados de vainas de tejido conectivo, que desde la mas externa hacia la
mas interna se denominan: epineurium, perineurium, y endoneurium (Fig.
5).
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Fig. 5: Ilustracién de la asociacion entre una vértebra y la médula espinal. En detalle se ilustra la

anatomia de un nervio periférico y de un axén mielinizado.
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Los axones mielinizados estdn recubiertos de varias capas de
mielina, compuestas principalmente por células de Schwann. Estas
células son capaces de envolver los axones, de modo que la maquinaria
responsable para la propagacion del potencial de accion se concentra en
sitios bien controlados y discontinuos a lo largo del axén, denominados

“nodos de Ranvier” (Fig. 5).

La presencia de la mielina como un aislante internodal asegura
que la despolarizacion de las membranas pueda ocurrir solamente a
nivel de los nodos, dando asi lugar a una conduccion saltatoria nerviosa
rapida. Los axones mielinizados y los nodos de Ranvier muestran una
gran complejidad estructural y molecular. La vaina de mielina esta
formada por una regién compacta que comprende varias proteinas
estructurales, como son MPZ, PMP22 y MBP, y por una regién no
compacta que comunica con el axolema, constituido por proteinas como
Caspr, contactina, Nfasc155, Nfasc186, ankyrina G, NrCAM, y también
canales de sodio necesarios para la propagacion del potencial de accion
(Sherman and Brophy, 2005).

En el caso de las neuropatias desmielinizantes, se asume que el
defecto primario se inicia en la célula de Schwann, causando una
formacién andmala o disminuciéon de las capas de mielina, que
posteriormente se traduce en una pérdida axonal. Consecuentemente, las
alteraciones de la mielina afectarian principalmente la organizacion de
los canales idnicos y el transporte axonal. Este tiltimo defecto explicaria
la degeneracion axonal observada mayoritariamente a nivel distal de los

nervios (Niemann et al., 2006).

5.2. Desarrollo de la mielina

Los mecanismos que inducen a la mielinizacién de un axén son
muy complejos y empiezan en fase embrionaria. Durante el desarrollo de
los nervios periféricos, las células de la cresta neural migran dando lugar

a los precursores de las células de Schwann (SCP, Schwann cell precursor).
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Las SCP se encuentran intimamente en contacto con los haces de axones,
proporcionan los factores tréficos para las neuronas, y son esenciales
para la fasciculaciéon de los nervios. Antes de su destino final, estas
células pasan por una fase inmadura (células de Schwann inmaduras), y
finalmente dan origen a dos poblaciones de células de Schwann

maduras: mielinizantes y no-mielinizantes.

En los ratones, las SCP se forman en el estado embrionario de 12-
13 dias (E12-13), y desde E15-17 empiezan a dar lugar a las células de
Schwann inmaduras. Si el destino de estas células es la mielinizacion,
durante los primeros dias de vida éstas se encuentran en una fase pro-
mielinizante, cuyo proceso de mielinizacion se completa tras un proceso
lento que tarda varias semanas (Webster, 1971, Arroyo et al., 1998,
Mirsky et al., 2002, Jessen and Mirsky, 2005). El destino de las células de
Schwann parece depender del didmetro de los axones, sugiriendo que es
el didmetro de los axones el que guia los procesos de mielinizacion
(Friede, 1972, Voyvodic, 1989).

Todas estas fases estan reguladas por multiples factores (Jessen
and Mirsky, 2005, Sherman and Brophy, 2005). Entre éstos, Nrgl
(neuregulin 1) es un factor de supervivencia esencial para las SCP en
estado embrionario (Jessen and Mirsky, 2005), y esta también implicada
en la migracion de las SCP durante el desarrollo del axon (Birchmeier,
2009). Durante la mielinizacion, la célula de Schwann aumenta
enormemente su drea membranal, cuya generacion es determinada por la
expresion de genes especificos de la mielina (Nagarajan et al.,, 2002,
Verheijen et al., 2003). Los niveles de Nrgl son importantes durante la
fase temprana de desarrollo post-natal tanto para determinar el espesor
de la vaina de mielina como para decidir si la célula de Schwann debe o
no debe mielinizar al axén (Taveggia et al., 2005). Nrgl resulta también
imprescindible para el mantenimiento de la vaina de mielina en ratones
adultos (Cohen et al., 1992, Chen et al., 1994).
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En el sistema nervioso periférico, la senalizacion de Nrgl es
mediada por los receptores tirosina quinasa ErbB2 y ErbB3 (Lemke, 2006)
(Fig. 6).

Células de Schwann

progenitoras 7 ey
&

o =

Ciftulas de Schwann
no mielinizantes

Schwann inmaduras

Fig. 6: Esquema representativo de los multiples papeles de Nrgl en el desarrollo de las células de
Schwann. Tanto las células de Schwann progenitoras como las inmaduras requieren la presencia de
Nrgl en el axén, para la proliferacién, supervivencia, y migracién hacia los nervios periféricos.
Imagen adaptada de Lemke (2006).

La evidencia de que Nrgl es un factor limitante en la mielinizacién ha
sido corroborada mediante varios estudios con animales mutantes de
ErbB2 o ErbB3, y Nrgl (Garratt et al., 2000, Riethmacher et al., 1997,
Michailov et al., 2004, Taveggia et al., 2005). En conclusion, ErbB2 y
ErbB3, juntos con el ligando Nrgl constituyen la ruta Nrgl/ErbB, cuyo
correcto funcionamiento es estrictamente necesario para una fisiologia

adecuada en los nervios periféricos.
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6. La ruta de sefalizacion Nrgl/ErbB

En la actualidad, uno de los grandes retos en la investigacion del
PNS es entender el mecanismo molecular que subyace en Ila
comunicacion entre la célula de Schwann y el axon. Esta interaccion es
crucial para la correcta organizacion y funcion de este sistema tan
complejo. Hasta la fecha, la ruta Nrgl/ErbB emerge como un proceso de
sefializacion fundamental para el control de las células de Schwann, no
sOlo durante el desarrollo, sino también durante el mantenimiento de la

mielina.

6.1. Nrgly los receptores ErbB2 y ErbB3

Nrgl forma parte de una familia de mas de 15 proteinas asociadas
a membranas o secretadas (Falls, 2003, Esper et al., 2006). Todas las
isoformas de neuregulina comparten un dominio de sefializacion similar
al factor de crecimiento epidérmico (EGF, Epidermal Grown Factor). Las
neuregulinas median también la interaccion entre células en el corazén y
en otros organos. Estas proteinas sefializan mediante los receptores ErbB,
miembros de la superfamilia de los receptores EGF (Citri et al., 2003). La
célula de Schwann responde principalmente a la forma de Nrgl tipo III,
que junto a la Nrgl tipo I son las formas mas abundantes en los tejidos
neuronales y gliales (Falls, 2003, Adlkofer and Lai, 2000).

ErbB2 y ErbB3 representan los receptores mas relevantes en la
célula de Schwann, y responden principalmente a la sefial de Nrgl tipo
II (Michailov et al., 2004, Taveggia et al., 2005). ErbB2 tiene una
actividad tirosina quinasa requerida para la sefalizacién, y ErbB3 se une
al ligando extracelular con una alta afinidad, aunque es cataliticamente
inactivo (Citri et al., 2003).

La union de Nrgl induce la homo- y/o heterodimerizacion de los
receptores ErbB2 y ErbB3, la activacion y fosforilacion de los residuos de

tirosina, y el desencadenamiento de una secuencia compleja de
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interacciones moleculares que resulta en el reclutamiento de moléculas
adaptadoras que contienen dominios SH3. Posteriormente, se genera la
activacion de rutas de senalizacidn intracelulares que incluye la
estimulacién o inhibicién de la proliferacion, la apoptosis, la migracion,
la diferenciacién y la adhesion celular (Fig. 7) (Newbern and Birchmeier,
2010, Yarden and Sliwkowski, 2001).

En esta cascada de interacciones intracelulares estan Grb2, Shc,
Sos, PLCy, PI3K, y Src, y de su interaccidon y/o fosforilacion resulta la
activaciéon de cascadas de sefializacion canodnicas, como son la PI3K/Akt,
Ras/Erk1/2, PLCy, y FAK, las cuales independentemente conducen a
cambios en los procesos bioquimicos y en la expresion génica (Kim et al.,
1997, Maurel and Salzer, 2000, Vartanian et al., 2000, Li et al., 2001, Ogata
et al., 2004, Kao et al., 2009).

Supervivencia J
Migracion
Proliferacion

Célula de Schwann Diferenciacion

Fig. 7: Cascadas de sefializaciones activadas por la ruta Nrgl/ErbB. Adaptada de Newbern et al.
(Newbern and Birchmeier, 2010).
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La expresion génica que regula la diferenciacion de la célula de
Schwann, y que conlleva a la sintesis y mantenimiento de la mielina, esta
principalmente regulada por dos factores de transcripcién: Krox20/Egr2
(Monuki et al., 1990, Bermingham et al., 1996, Jaegle et al., 1996, Zorick et
al., 1996a) y SCIP (Oct-6/Tst-1) (Swiatek and Gridley, 1993, Topilko et al.,
1994, Zorick et al., 1999). En la célula de Schwann, mientras que SCIP
presenta un pico de expresion en fase temprana promielinizante, Krox20
destaca por estar relacionado con la fase de transicion promielinizante-
mielinizante y por coordinar la expresion de varias proteinas
estructurales de la mielina. De hecho, una deficiencia de este factor en
ratones KO provoca un bloqueo de las células de Schwann en fase
promielinizante-mielinizante y una marcada reduccién en los niveles de
expresion de los genes especificos de la mielina, como por ejemplo MPZ
(Topilko et al., 1994, Zorick et al., 1999). Consecuentemente, los nervios
periféricos de ratones KO de Krox20 permanecen en un estado
dismielinizante. En humanos, mutaciones en EGR2/KROX20 son
responsables de formas graves de CMT. Aunque la actividad de Krox20
estd fuertemente relacionada con los primeros dias de vida en el
desarrollo de la mielina, su funciéon es también relevante para el
mantenimiento de la mielina (Decker et al., 2006). Recientemente, se ha
demostrado que la cascada de sefalizaciéon mediada por la calcineurina
(Fig. 7) regula el desarrollo de las células de Schwann, actuando
downstream del complejo Nrgl/ErbB para activar directamente Krox20 en
fase promielinizante (Kao et al., 2009).

Por ultimo, se debe mencionar que la ruta Nrgl/ErbB actua
también en cooperacion con otras moléculas extracelulares para el
control de la mielinizacion (Newbern and Birchmeier, 2010). En
definitiva, la importancia crucial de la ruta Nrgl/ErbB en las células
gliales y sus multiples funciones durante el desarrollo de la mielina
consolidan fuertemente la hipdtesis de que cualquier alteracion en esta
ruta contribuiria a la generacion de una neuropatia que afecta en primer

lugar la mielina.
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6.2. Endocitosis y trafico intracelular de los receptores ErbB

La célula estd continuamente intercambiando informacion con
otras células y con su entorno extracelular. Para que eso se cumpla es
necesario que ésta se transmita de forma ordenada y regulada, y el
trafico vesicular desempefia un papel fundamental en el cumplimiento

de estos requisitos.

El trafico vesicular es fundamental para la formacién y el
mantenimiento de los compartimentos celulares y se puede subdividir en
dos grandes procesos generales intracelulares: la exocitosis y la
endocitosis. Mientras que la exocitosis se refiere al transporte de las
proteinas desde las vesiculas citoplasmaticas hacia la membrana
plasmatica, la endocitosis representa la produccién de novo de
membranas internas en la doble capa lipidica de la membrana
plasmatica, de modo que las proteinas de membranas, los lipidos y los
fluidos extracelulares sufren un proceso de internalizacion dentro de la
célula. El control de ambos procesos hace que la composicion de la célula
esté estrictamente regulada. La invaginacion estructural de la membrana
plasmatica puede ocurrir mediante un mecanismo dependiente de
proteinas de recubierta como es la clatrina (“endocitosis dependiente de
clatrina”), o bien mediante vesiculas no recubiertas (“endocitosis
independiente de clatrina”). La endocitosis mediada por clatrina esta
generalmente asociada a la internalizacién de una amplia gama de
cargas, incluyendo los receptores de reciclaje constitutivos como Tfr, y
LDLR, receptores tirosina quinasa como EGEFR, canales ionicos, GPCR,
moléculas de adhesion, y membranas de vesiculas sinapticas (McPherson
et al, 2001, Grant and Donaldson, 2009). La ruta independiente de
clatrina estd asociada a varios procesos de internalizacion, y la mas
caracterizada estd mediada por las caveolas. Las caveolas son
invaginaciones de la membrana plasmatica ricas en colesterol,
esfingolipidos, y proteinas de sefalizacién, que ademds pueden

acumular también proteinas de unién al colesterol en la cara
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citoplasmatica de las vesiculas, denominadas caveolinas. La dinamina es
una GTPasa que desempena un papel critico en los proceso de
endocitosis dependientes y no dependientes de clatrina, regulando los
mecanismos de fision de las vesiculas desde la membrana plasmatica.
Una vez que las moléculas internalizan, éstas llegan a los endosomas
tempranos, vesiculas intermedias a partir de donde las proteinas pueden
ser recicladas hacia la superficie celular, o bien transportadas a los
endosomas tardios y lisosomas donde tiene lugar la degradacion
proteica. Los endosomas reciben también moléculas desde otras fuentes,
incluyendo las rutas de biosintesis y autofagicas. La ruta endocitica es
diferente segin la funcion y el destino de ésta, altamente regulada, y
muestra especificidad por el cargo. Ademas, las vesiculas de estas rutas
son estructuras altamente dindmicas y pueden sufrir multiples procesos
de remodelamiento estructural (sorting, fusion y fision). Existen también
otros mecanismos de internalizacion, independientes tanto de clatrina
como de caveolas (Conner and Schmid, 2003, Kirkham and Parton, 2005),
como por ejemplo la internalizacion de la subunidad B de la toxina del
cdlera (CtxB) (Sandvig and van Deurs, 2002, Lencer and Saslowsky,
2005), o de las proteinas ancladas a GPI (Naslavsky et al., 2003).

La endocitosis regula muchos procesos de sefializaciéon mediante
el control del nimero de receptores disponibles en la superficie celular.
En paralelo, algunos procesos de sefalizacion regulan la misma ruta
endocitica. Ademads, varios eventos de sefnalizacion celular parecen
ocurrir en las membranas endosomales (von Zastrow and Sorkin, 2007).
En base a estudios de fraccionamiento subcelular de los componentes de
sefalizacion RTK, se postula la implicacion de los endosomas durante los
procesos de senalizacion (Di Guglielmo et al.,, 1994), aunque hoy en dia
esta hipotesis se ha generalizado a una amplia variedad de sistemas de
sefializaciéon. Muchos receptores de senalizacion atraviesan la ruta
endocitica de forma regulada, y mediada por las membranas

endosomales, que estdn organizadas en dominios especializados
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(Gruenberg, 2001). Las proteinas efectoras implicadas en las cascadas de
sefializacion pueden ser activadas a partir de los endosomas, de forma
independiente a la activacion que se inicia a nivel de la membrana

plasmatica (Warren and Landgraf, 2006).

La senal generada por el factor de crecimiento Nrgl obtiene una
respuesta mediante la activacion de los receptores ErbB2 y ErbB3. La
activacion de estos receptores conduce al reclutamiento de proteinas
adaptadoras, y la formacion de un complejo proteico hace que los

receptores ErbB internalicen.

Yang y colaboradores (Yang et al, 2005), demostraron que la
presencia de Nrgl aumenta la internalizacion o endocitosis de los
receptores ErbB, y que ésta es fundamental para la activacién de las
cascadas de senalizacion intracelulares. En este trabajo, los autores
sugieren que la internalizacion de los receptores ErbB ocurre
posteriormente a la heterodimerizaciéon y fosforilacion de ambos
receptores, aunque otros mas bien sugieren que la internalizacion podria
también ocurrir antes de su activacion, y que seria en los endosomas
donde los receptores se fosforilarian. Una vez ocurrida su
internalizacion, los receptores ErbB pueden ser transportados al interior
de los endosomas tempranos y dirigidos a cuerpos vesiculares, multi-
vesiculares y endosomas tardios para su degradacién, o bien a
endosomas de reciclaje. Mientras que EGFR y ErbB2 son preferentemente
degradados, ErbB3 es mayoritariamente reciclado, sugiriendo que los
receptores ErbB sufren rutas diferentes, mecanismo que en algunos casos
puede servir para potenciar la respuesta de la senalizacion (Waterman et
al., 1998). Dentro de esta familia de receptores, ErbB2 ha sido
ampliamente estudiado por su fuerte implicacion en cancer, y por €l se
han descrito casi todos los mecanismos de internalizacién conocidos,
dependientes e independientes tanto de clatrina como de caveolas (Barr
et al., 2008).
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En cambio, en el PNS, aunque muchos estudios confirman el
hecho de que la ruta Nrgl/ErbB es esencial en la comunicacién entre
axén y células de Schwann, y fundamental para el desarrollo y
mantenimiento de la mielina, muy poco se sabe sobre los mecanismos
que regulan este proceso. Es de gran interés descubrir cudles y cémo
acttian las moléculas asociadas a este proceso, no solo para entender
mejor la fisiologia de los nervios periféricos, sino también para descifrar

los mecanismos patoldgicos que subyacen en las neuropatias.
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Hipdtesis y Objetivos
HIPOTESIS

1. SH3TC2 es una proteina que presenta dominios SH3 y TPR, que
estan relacionados con la formacion de complejos multi-proteicos,
y son caracteristicos de proteinas adaptadoras implicadas en
multiples procesos celulares. Los hallazgos histopatoldgicos en
cortes de nervio sural de pacientes de CMT4C muestran
principalmente un defecto en la capacidad de la célula de
Schwann para envolver los axones correctamente, lo que conduce
a la formaciéon de una mielina andomala o escasa. Asi pues,
postulamos que SH3TC2 es una proteina esencial para la
fisiologia de la célula de Schwann, en la que podria jugar un
papel relacionado con el estricto intercambio de comunicaciones
entre el axon y la célula de Schwann, que es crucial para el
correcto desarrollo de los nervios periféricos.

2. Los ratones KO de Sh3tc2 (Sh3tc2”) presentan un fenotipo
hipomielinizante fuertemente similar al observado en animales
mutantes de Nrgl, ErbB2 y ErbB3, componentes imprescindibles
para el desarrollo de la mielina. Teniendo en cuenta este estudio
comparativo y los resultados obtenidos de la investigacion
relacionada con la primera hipdtesis, postulamos que un defecto
de SH3TC2 en la célula de Schwann podria alterar negativamente
la sefalizacion de la ruta Nrgl/ErbB, y consecuentemente causar
anomalias en los procesos de formacion de la mielina.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es investigar el
mecanismo patogénico que subyace a la enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth tipo 4C (CMT4C) causada por mutaciones en el gen SH3TC2. Los

objetivos especificos que se han desarrollado secuencialmente son:

Objetivo 1. Estudiar la localizacion y la funcion celular de la
proteina SH3TC2 y los efectos que sobre dichas funciones tienen las
mutaciones clinicas responsables de la neuropatia desmielinizante
CMT4C.

Objetivo 2. Investigar el mecanismo fisiopatoldgico segun el cual
un defecto de SH3TC2 causa la neuropatia en los pacientes afectos de
CMT4C, mediante el analisis de la posible implicacién de SH3TC2 en la
ruta de sefializacion Nrgl/ErbB empleando el modelo de ratéon Sh3tc2--.
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Materiales y Métodos

1. Vectores de clonacion y de expresion en células de

mamiferos

Para la clonacion de los fragmentos de cDNA obtenidos mediante
PCR, y a partir de una genoteca de cDNA de cerebro humano
(Invitrogen), se utilizo el vector de clonacion pGEM-T (Promega). Se
trata de un vector linearizado con timidinas en ambos extremos
compatibles con las adeninas producidas por la polimerasa en la reaccion
de PCR (Anexo I).

Los insertos de los clones IMAGE (Geneservice Ltd.), utilizados
para la obtencion de la ORF mas larga de SH3TC2, estaban clonados en
el vector pCMV-SPORT 6 (ID: 6048901, 6055718, y 2905708) (Anexo I).

A continuacion, se describen los vectores empleados para la

sobreexpresion de SH3TC2 en lineas celulares (Anexo I):

-pEGFP-C1 y pEGFP-N1 (Clontech), necesarios para expresar la
proteina SH3TC2 en pauta con la GFP, respectivamente en el extremo N

y C terminal.

-pcDNA3-HA, cedido por el Dr. Domingo Baretino, se utilizd
para sobreexpresar SH3TC2 y sus mutantes, etiquetadas con HA en el

extremo C-terminal.

-pCMV-Myc (Clontech), se utiliz6 para sobreexpresar SH3TC2,

etiquetada con Myc en el extremo N-terminal.

-pFLAG, vector que incluia la ORF de ErbB2 etiquetada con
FLAG en el extremo N-terminal, fue cedido por el Dr. Yanmei Tao.

2. Clonaciones y subclonaciones

La obtencion de los insertos de cDNA se realizo mediante
amplificacion por PCR usando el termociclador Mastercycler (Eppendorf),

las enzimas DNA polimerasa (Biotools) o Pfu DNA polimerasa
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(Stratagene), y un programa de tiempos y temperaturas adecuado a la

extension y naturaleza génica del fragmento.

Para la preparacion del vector y del inserto, los fragmentos de
cDNA amplificados por PCR y/o digeridos con la enzima de restriccion
correspondiente, se purificaron utilizando el kit QIAEX II Gel Extraction
(Qiagen). En algunos casos los vectores se trataron con fosfatasa alcalina
(Roche) para desfosforilar los extremos 5" y evitar procesos de religacion.

Para la ligacion de los plasmidos se utilizé la T4 DNA ligasa (Promega).

La obtencion del clon de interés se realizo transformando cepas
de E. coli DH5a electrocompetentes, con la ligacién obtenida mediante
electroporacion a 1.700 voltios. La extraccion de DNA plasmidico de las
colonias de bacterias que contienen el inserto de interés, se realizo a
partir de un indculo de 3-4 mL de la colonia positiva mediante el kit High
Pure Plasmid Isolation (Roche). La obtenciéon de DNA a gran escala se

llevé a cabo con el kit HiPure Plasmid MaxiPrep (Invitrogen).

2.1. Clonacion del cDNA humano de SH3TC2

La ORF mas larga de SH3TC2, se obtuvo empleando una genoteca
de cDNA de cerebro humano y tres clones IMAGE (ID: 6048901; 6055718;
2905708). En primer lugar, se clond la secuencia completa de SH3TC2,
que incluye una insercion de 130 pb entre los exones 8 y 9 [SH3TC2
(E8A)], mediante la ligacion de tres fragmentos (figura 8):

- F1, un fragmento de 3.344 pb, que comprende desde el exon 6
(E6) hasta el codon de parada (TGA) de SH3TC2, pero ademas
contiene la inserciéon de 130 pb. Este fragmento ha sido
amplificado mediante PCR con los cebadores 1y 2 (Anexo II) a
partir de una genoteca de cerebro humano, cedida por el Dr.

Jordi Pérez Tur, y subclonado en el vector pGEM-T.
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- F2, obtenido a partir de un clon IMAGE (ID: 6048901), que
contenia una secuencia de SH3TC2 desde el coddén de inicio
(ATG) hasta parte del exon 5 (E5).

- F3, obtenido a partir de otro clon IMAGE (ID: 6055718), que
contenia una secuencia de SH3TC2 desde el exén 1 hasta

parte del exon 8 (E8).
Genoteca de cDNA de cerebro humano 1D: 6048901 ID: 6055718
g Z_Z
\ L L
l TGA ATG l l
ESa A A A AA A A A A A A A A m AES AA AP A A ER
F1 A F2 F3 |
ATG l
F4 |
o l i ID: 2905708
5] E10
SHTC2(E8A) | s |
ATG l TGA
SH3TC2

Fig 8. Esquema de la obtencién y clonacion de la ORF mas larga de SH3TC2. Los
fragmentos F2 y F3, obtenidos a partir de dos clones IMAGE (ID: 6048901 y 6055718
respectivamente), junto con el fragmento F1, obtenido a partir de una genoteca de cDNA
de cerebro humano, se ligaron, para asi obtener el cDNA de SH3TC2 (E8A). Finalmente,
empleando otro clon IMAGE (ID: 2905708), se elimind la insercién de 130 pb (E8A),
obteniendo asi el cDNA completo de SH3TC2.

Como se muestra en el esquema de la figura 8, los fragmentos F2
y F3, digeridos con las enzimas de restriccion Bpil y BamHI, se ligaron,
obteniendo asi un nuevo fragmento (F4), que comprende la secuencia de
SH3TC2 desde el ATG hasta una parte del exon 8. Este ultimo fragmento
F4, junto con el fragmento F1, previamente subclonado en el vector
pEGFP-C1 (ver apartado 2.2 — Subclonaciones y mutagénesis dirigida), se

digirieron con Sacll y Bsml, y los fragmentos de interés purificados, se
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ligaron, obteniendo asi el cDNA de SH3TC2 (ES8A) en el vector pEGFP-
C1. Finalmente, tanto el cDNA de SH3TC2 (ESA) como el fragmento F5,
procedente de otro clon IMAGE (ID: 2905708), se digirieron con Accl. El
fragmento F5 contiene una pequefia secuencia continua E8-E10, y carece
del E8A. Posteriormente, el fragmento liberado de SH3TC2 (ESA), que
abarca los exones 8, 8A, 9 y 10, fue remplazado por el fragmento F5
digerido y purificado (Fig. 8). Asi pues, se consiguid clonar el cDNA de
SH3TC2 en el vector pEGFP-C1 (GFP-SH3TC2).

2.2. Subclonaciones y mutagénesis dirigida

Las construcciones de SH3TC2 se generaron mediante la
subclonacién de la secuencia de interés, amplificada por PCR y digerida
con las enzimas adecuadas, en los vectores digeridos y purificados
correspondientes. En el caso de ASH3, dos fragmentos, N-t y C-t, se
amplificaron mediante PCR, y posteriormente se subclonaron en pauta
en el vector pcDNA3-HA, en los sitios de restriccion Kpnl y EcoRV. Los
mutantes de SH3TC2, p.G2A, p.G3A, y las mutaciones patologicas
p-R529Q, p.E657K, p.R658C, y p.A758D, se generaron mediante
mutagénesis dirigida, utilizando la técnica de PCR por circulo rodante, y
con cebadores que presentaban el cambio nucleotidico correspondiente.
Las condiciones empleadas se establecieron en base al protocolo descrito
en el kit QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). La
construccion ErbB2-FLAG, subclonada en el vector pCMV-FLAG, fue
cedida por el Dr. Yanmei Tao.

En la tabla 2, se detallan las construcciones empleadas, y en los
Anexos I y II se muestran respectivamente los cebadores y los vectores

de expresion utilizados.
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Tabla 2. Caracteristicas de las construcciones empleadas en este trabajo.

GFP-SH3TC2 3y4 pEGFP-C1 SH3TC2 en pauta con GFP en N-t
SH3TC2-GFP 5y6 pEGFP-N1 SH3TC2 en pauta con GFP en N-t
SH3TC2-HA 7y8 pcDNA3-HA SH3TC2 en pauta con HA en C-t
Myc-SH3TC2 9y 10 pCMV-Myc SH3TC2 en pauta con Myc en N-t
Amyr 11y12 pcDNA3-HA SH3TC2 carente del dominio de
miriostilacion
ASH3TPRs 7y 13 pcDNA3-HA SH3TC2 carente de los dominios SH3 y
TPR
ATPRs 7yl4 pcDNA3-HA SH3TC?2 carente de los dominios TPR
ASH3s 7y 18 (N-t) pcDNA3-HA SH3TC2 carente de los dominios SH3
19y 20 (C-t)
Myr-TPR1 7y21 pcDNA3-HA Primer dominio TPR (TPR1) fusionado al
dominio de miriostilaciéon
p-C737_P738delinsX 7y 15 pcDNA3-HA SH3TC2 truncada (mutacién patoldgica)
p-R954X 7y 16 pcDNA3-HA SH3TC2 truncada (mutacién patologica)
p-R1109X 7y 17 pcDNA3-HA SH3TC2 truncada (mutacién patoldgica)
p-G2A 22y 23 pcDNA3-HA SH3TC2 mutada en la glicina 2
p-G3A 24y 25 pcDNA3-HA SH3TC2 mutada en la glicina 3
p-R529Q 26y 27 pcDNA3-HA SH3TC2 con cambio de aminoacido
patoldgico (Arg>Gln)
p-E657K 28y 29 pcDNA3-HA SH3TC2 con cambio de aminoacido
patoldgico (Glu>Lys)
p-R658C 30y 31 pcDNA3-HA SH3TC2 con cambio de aminoacido
patolégico (Arg>Cys)
p-A758D 32y 33 pcDNA3-HA SH3TC2 con cambio de aminoacido
patoldgico (Ala>Asp)
ErbB2-FLAG - PCMV-FLAG | Receptor ErbB2 en pauta con FLAF en C-t

Las secuencias de todas las construcciones se confirmaron
mediante secuenciacion automatica en un analizador genético ABI Prism
3130xI (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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3. Material bioldgico y condiciones de crecimiento

3.1. Cepas bacterianas

La cepa de E. coli DH5a fue usada como hospedador para la
produccién de todos los plasmidos utilizados en este trabajo. Fue crecida
en el medio Luria-Bertani (LB) a 37°C. Para la seleccion de plasmidos se
utilizaron distintos antibidticos en funcion del gen de resistencia
presente: 50 pg/mL de ampicilina; 50 pg/mL de kanamicina; 37 pg/mL de

cloramfenicol.

3.2. Cultivos de lineas celulares inmortalizadas

La manipulacién de cultivos celulares se realiz6 en una campana
de flujo laminar de bioseguridad de tipo II/B3, y el crecimiento de los
cultivos celulares se llevd a cabo en un incubador humidificado con 5%
de CO2 y a una temperatura de 37°C. Salvo algunas excepciones, todas
las células se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% (v/v)
de FBS suplementado con 2 mM de glutamina, 100 U.I./mL de penicilina
y 100 pg/mL de estreptomicina. Para el mantenimiento de los cultivos
celulares se realizaron pases de tripsinizacion cada 2/3 dias. Todas las
lineas celulares utilizadas tienen un crecimiento en monocapa de forma

adherente.

Para la criopreservacion de las células, éstas se resuspendieron en
el correspondiente medio de cultivo suplementado con un 20% (v/v) de
FBS, al que se le adiciond un 10% (v/v) de DMSO y después de ser
alicuotadas en criotubos se congelaron a -80°C. Posteriormente se
almacenaron en contenedores de nitrégeno liquido. La descongelacion se
llevd a cabo sometiendo los criotubos a un bafio de 37°C, diluyendo las
células en el medio correspondiente y recogiéndolas mediante
centrifugacion. Finalmente, las células se sembraron en el medio de

cultivo correspondiente.
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Las lineas celulares empleadas en este trabajo se detallan a

continuacion:

- COS-7, células de fibroblastos de rifiéon de mono africano
inmortalizadas con el virus SV40. Se escogieron como modelo celular

para los estudios de localizacion y fraccionamiento celular.

- HeLa, células tumorales estabilizadas humanas, procedentes de
cancer de cérvix. Estas células se emplearon en los estudios de

localizacion, fraccionamiento celular y ensayos de endocitosis.

- RT4-D6P2T, células de Schwann de rata. Esta linea celular se
establecié a partir de un neurotumor periférico inducido en rata, y tras
realizar pases sucesivos hasta obtener una linea glial especifica. Estas
células se seleccionaron para el andlisis de expresion y de localizacion de
SH3TC2.

- SW10, células de Schwann procedente de cultivos primario de
células de Schwann de ratén infectadas e inmortalizadas con el virus
SV40. Estas células se eligieron como modelo celular para el estudio de

localizacion celular y de expresion de SH3TC2.

- HEI-193, células de Schwanoma humanas procedente de un
tumor de Schwann de un paciente con Neurofibromatosis tipo II (NF2), e
inmortalizadas. Estas células se emplearon para el estudio de expresion y
de localizacion de SH3TC2.

- SH-SY5Y, células de neuroblastoma humano. Estas células se
mantienen en cultivo en medio Ham’s F12:.EMEM (1:1), suplementado
con las mismas concentraciones de FBS, glutamina y antibidticos
mencionado anteriormente. Estas células se emplearon para el estudio de
expresion de SH3TC2.

El método de transfeccion transitoria usado para la linea celular
COS-7 fue el del fosfato calcico, empleando el kit CAPHOS (Sigma-
Aldrich). Para las lineas celulares de HeLa, SW10, RT4-D6P2T, y HEI-193
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se utilizo el FuGene HD o FuGene 6 (Roche), un reactivo basado en lipidos
catiénicos capaces de atravesar la membrana plasmatica. Tanto para las
transfecciones con un sdlo plasmido, como para las dobles
transfecciones, el ratio FuGene (pL): DNA plasmidico (pg) utilizado fue

generalmente de 5:2.

4. Inmunofluorescencia en células en cultivo

Las células se cultivaron en placas de seis pocillos sobre cubres de
vidrio. Tras ser transfectadas con los plasmidos de interés, las células se
fijaron con paraformaldheido (PFA) al 4% (p/v) en PBS, excepto en el
caso de la inmunofluorescencia doble simultdnea para la deteccién de
SH3TC2-HA y Na,K ATPasa que se fijaron y permeabilizaron mediante

tratamiento con metanol durante 20 min a -20°C.

Las células fijadas, tras ser permeabilizadas con Triton X-100 al
0.5% (p/v) en PBS durante 30 min, se incubaron con tampo6n de bloqueo
[FBS al 10% (v/v), Triton X-100 al 0.1% (p/v), BSA al 0.5% (p/v) en PBS]
durante 1 h, y finalmente con los anticuerpos primarios en tampon de
bloqueo durante toda la noche a 4°C. Los diferentes anticuerpos
primarios y sus caracteristicas se describen en la tabla 3. Al dia siguiente,
las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios adecuados:
anti-IgG de conejo o de ratdn, conjugados a Alexa Fluor 488 ¢ 633

(Invitrogen).

Tras la inmunotincion, las muestras se montaron con Fluoromont-
G (Southern Biotech) y las imdgenes se tomaron en el microscopio Leica

TCS SP Confocal System, con un objetivo de inmersion 63X.

La deteccion de SH3TC2-GFP y GFP-SH3TC2 no se realizé con
anticuerpos, sino que directamente al microscopio, debido a la capacidad

de la misma GFP de emitir fluorescencia.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios empleados para los ensayos de inmunofluorescencia.
MB: Membrana plasmatica; RE: Reticulo endoplasmico GRP-94: Glucose-regulated protein
of 94 kDa; EEAL: Early endosome antigen 1, M6PR: Mannose-6-phosphate receptor; CHC:
Clatrin-heavy-chain; PMP70: Peroxisomal membrane protein 70; LAMP1: Lysosomal-associated

membrane protein 1

Anti-Na K Monoclonal
ATPasa de raton Abcam 1:100 MB
Anti-GRP-94 Policlonal Abcam 1:100 RE
de conejo
Anti-clatrina Monoclonal Vesiculas recubiertas
BD Biosci 1:
(CHQ) de ratén rosciences >0 de clatrina
Anti-EEA1 WETEEEIEL | s 1:100 Endosomas
de ratén tempranos
Anti-M6PR Monocl(?nal Abcam 1:100 Endosomas tarc'hos y
de ratén trans-Golgi
Anti-PMP70 Policlonal Invitrogen 1:100 Peroxisomas
de conejo
Anti-LAMP1 | Monodlonal | _ Developmental
5 Studies Hybridome 1:30 Lisosomas
(H4A3) de ratén
Bank
. Monoclonal . .
Anti-HA . Sigma-Aldrich 1:250 HA
de ratén
. Policlonal . i
Anti-HA . Sigma-Aldrich 1:250 HA
de conejo
. Monoclonal X i
Anti-c-Myc . Sigma-Aldrich 1:1000 Myc
de raton
. Policlonal . i
Anti-c-Myc . Sigma-Aldrich 1:1000 Myc
de conejo
. Monoclonal X i
Anti-FLAG 5 Sigma-Aldrich 1:500 FLAG
de raton

4.1. Tratamiento de células con 0xido de fenilarsina

En el estudio de localizacion subcelular de SH3TC2 y ErbB2, tras
tratamiento con o6xido de fenilarsina (PAO, Phenylarsine oxide), un
inhibidor de la internalizacién de los receptores ErbB (Yang et al., 2005),
las células se incubaron in vivo con 5 pM de PAO (Sigma-Aldrich).
Trascurrido 30 min, las células se fijaron con PFA al 4% y posteriormente

se analizaron tal y como se describe en el apartado anterior.
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4.2. Estudio de la internalizacion de ErbB2 y su asociacion con
SH3TC2

Células HelLa, co-transfectadas con SH3TC2-HA y ErbB2-FLAG,
se procesaron mediante la técnica del antibody feeding (Arancibia-
Carcamo et al.,, 2006), que permite estudiar la internalizacién de los
receptores de membrana. Tras 24 h de transfeccidon, las células se
incubaron con anti-FLAG durante 30 min a 4° C, para marcar ErbB2 en la
superficie celular. Tras dos lavados con PBS, las células se incubaron a
372 C a cuatro tiempos distintos (0, 5, 15 y 30 min) en medio DMEM
suplementado con Nrgl (10 nM) para reactivar la endocitosis. A
continuacion, las células se fijaron con PFA al 4%, se permeabilizaron con
tritén 0,2 % durante 10 min y posteriormente se incubaron con anti-HA
durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se
incubaron con los anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo o de ratén,
conjugados a Alexa Fluor 488 6 633 (Invitrogen). La figura 9 ilustra un

esquema del protocolo empleado.

30 min a 4°C, anti-FLAG Internalizacion a 37°C, Nrgl 10 nM Incubacion con Ac 2°

AT

."i _-m":it:'""" ““““ - -"i S NEENE e, [ Fijacién -—'"; e MEEE HNEN g
. - o ———any B - e B
= - b - &

Permeabilizacion

Fig. 9: Esquema representativo de la técnica de antibody feeding. ErbB2-FLAG (X), presente en la
superficie celular se marc6é con anti-FLAG (Ac 19), y posteriormente internalizé a 37°C. Una vez
fijadas y permeabilizadas las células, ErbB2 internalizado se detectdé mediante un anticuerpo

secundario acoplado a un fluoroforo (Ac 2°).
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5. Preparacion de fracciones subcelulares

5.1. Estudio del grado de asociacion de SH3TC2 con las

membranas celulares

Para determinar el grado de asociaciéon de SH3TC2-HA con las

membranas celulares, las células transfectadas se recogieron en tampdn

PBS, y posteriormente se centrifugaron durante 5 min a 1.200 g. El

precipitado celular obtenido se procesé como se detalla a continuacion:

1.

Resuspension del precipitado celular en 1 mL de tampdn de lisis
[Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, MgCl22,5 mM, Na;VOs 1 mM y NaF 1
mM,, e inhibidores de proteasas (Complete®, Roche)]

Incubacién en hielo durante 15 min.

Homogeneizaciéon del lisado mediante 25 golpes en un
homogeneizador manual de vidrio esmerilado tipo Dounce de 2
mL (Wheaton Science Products).

Los lisados obtenidos se depositaron cuidadosamente sobre un
cojin de sacarosa (sacarosa 0,5 M, Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, MgClz
2,5 mM).

Centrifugacion a 5.000 g durante 10 min a 4°C. Se recogié la capa
superior que consiste en la fraccion citoplasmatica.
Centrifugacion del extracto citoplasmatico a 100.000 g durante 1 h
en el rotor de angulo fijo MLA-130 (Beckmann-Coulter). Tras esta
centrifugacion se obtiene una fase soluble del sobrenadante y un
precipitado de proteinas asociadas a membranas.

Resuspension del precipitado en 100 pl de tampon de alta fuerza
ionica [(Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 750 mM, NasVOs 1 mM y
NaF 1 mM, e inhibidores de proteasas (Complete®, Roche)].
Centrifugacion durante 1 h a 100.000 g, obteniendo un
sobrenadante de alta fuerza ionica (5100/NaCl) y un precipitado.

El sobrenadante se guardo para su posterior analisis.
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9.

10.

11.

Resuspension del precipitado en 100 pl de tampédn a alto pH
[(Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, Na2COs 100 mM, suplementado con
NasVOs 1 mM y NaF 1 mM, e inhibidores de proteasas
(Complete®, Roche)].

Centrifugacion durante 1 h a 100.000 g, obteniendo un
sobrenadante a alto pH (5100/ Na:COs y un precipitado. El
sobrenadante se guardd para su posterior andlisis.

Resuspension del precipitado final en 100 ul de tampoéon RIPA
(Tris-HC1 50 mM, pH 7,4, DTT 5 mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%,
deoxicolato 0.5%) suplementado con NasVO: 1 mM, NaF 1 mM, e
inhibidores de proteasas (Complete®, Roche). Esta suspension

(P100/final) se guardo para su posterior analisis.

Todas las fracciones obtenidas, a partir de un volumen

equivalente de células, se resolvieron en un SDS-PAGE y posteriormente

se analizaron mediante Western blot.

5.2. Fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa

Las preparaciones enriquecidas en membranas, procedentes de 2

placas de 100 mm de didmetro cultivadas con células de COS-7 o HeLa,

se procesaron mediante fraccionamiento subcelular siguiendo el

protocolo previamente descrito por Coppi et al. (Coppi and Guidotti,

1997), con las modificaciones que se detallan a continuacion.

Preparacién de la fraccion enriquecida de membranas:

1.

Dos lavados de las células con 10 mL de PBS modificado
(suplementado con NaCl 136,9 mM, KCI 2,7 mM, Na:HPOxs 8,0
mM, y KH2PO41,5 mM)

Incubacion de 5 min con Na:EDTA 5mM en PBS, y posterior
recogida de las células en el mismo tampon mediante raspado.
Centrifugacion a 1.000 g durante 5 min, y resuspension de las

células en 1 mL de tampon de lisis hipotonico frio [sacarosa 50
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mM, Hepes 10 mM, pH 7,4, NasVO: 1 mM y NaF 1 mM, e
inhibidores de proteasas (Complete®, Roche)].

Homogeneizaciéon mediante 25 golpes en el homogeneizador
manual de vidrio esmerilado tipo Dounce de 2 mL (Wheaton
Science Products) y el émbolo tipo tight. A éste se le anadieron
132 pL de sacarosa al 65% (p/p) en Hepes 10 mM, pH 7,4, 2 uL de
MgCl2: 0,5M, y 6,6 pL de aprotinina 2,5 mg/mL, para generar un
ambiente isotonico.

Centrifugacion a 1.000 g durante 10 min a 4°C, para eliminar las
células no lisadas y los nucleos. Se recogio el sobrenadante.
Centrifugacion del sobrenadante durante 30 min a 100.000 g a
4°C. El precipitado obtenido es la fracciéon enriquecida de

membranas.

Obtencion de las fracciones subcelulares mediante gradiente de sacarosa

1.

Resuspension de la fraccion enriquecidas de membranas en 252
pL de Hepes 10 mM, pH 7,4, mediante 15 golpes con un
homogeneizador de vidrio y el émbolo tipo Thomas 0448 Teflon de
2 mL. Esta suspension se combinoé con 828 pL de sacarosa 65% en
Hepes 10 mM, pH 7,4, y posteriormente se depositd a la base de
un tubo de polialémero de 4 mL para el rotor de dngulo oscilante
SW60 Ti (Beckmann-Coulter).

Las muestras fueron sobrecargadas con 360 puL de sacarosa con
porcentajes decrecientes: 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, y 10 (p/p en
Hepes 10 mM, pH 7,4).

Centrifugacion de las muestras a 84.000 g durante 18 h a 4°C.
Recogida de 14 fracciones de 270 pL cada una.

Dilucién de cada fraccion con un volumen de 2,16 mL de PBS en
tubos de policarbonato para el rotor de angulo fijo Beckmann
TLA-110 (Beckmann-Coulter).

Centrifugacion de cada fraccion de membranas a 100.000 g

durante 1 h a 4°C. El precipitado de membranas se resuspendio
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directamente en el tampon de carga de proteinas 2X para su

posterior andlisis.

5.3. Purificacion de lipid rafts

Los gradientes de flotacion para la purificacion de los dominios
de membranas enriquecidos en colesterol (lipid rafts) se llevaron a cabo
en células COS-7 transfectadas con SH3TC2-HA como se detalla a

continuacion:

1. Recogida de las células a las 24h de la transfeccion.

2. Resuspension de las células en 500 pl de tampon TNE [(Tris-HCI
50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NasVO: 1 mM y NaF
1 mM, e inhibidores de proteasas (Complete®, Roche)]

3. Homogeneizacién con 25-40 golpes en el homogeneizador
manual de vidrio esmerilado tipo Dounce de 2 mL (Wheaton
Science Products).

4. Eliminacion de los ntcleos y células no lisadas mediante
centrifugacion a 1.000 g durante 5 min a 4° C.

5. Incubacion del lisado celular durante 30 min en hielo, y
anadiendo Triton-X100 a una concentracion final del 1%.

6. Después de la extraccion con TX-100, al lisado (aproximadamente
400 pl) se le anadieron 800 pl de la solucién de Optiprep (Sigma-
Aldrich), hasta obtener una concentracion de Optiprep del 40%, y
por encima de éste se depositaron 2.4 mL de Optiprep al 30% en
TXNE (TNE, 0,1% TX100) y por ultimo 400 pl de TXNE.

7. Centrifugacion de las muestras a 164.000 g durante 18 h en el
rotor SW60Ti (Beckmann Coulter) a 4°C.

Al dia siguiente, se recogieron las distintas fracciones desde la
capa superior, y se precipitaron afiadiendo dos volumenes de TCA al
15%. Finalmente, el precipitado de cada fraccién se resuspendio en el
tampdn de carga de proteinas y posteriormente se procedié al analisis

mediante Western blot.
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6. Analisis de proteinas

6.1. Obtencion de extractos proteicos

Como hemos mencionado anteriormente, para la obtenciéon de
extractos proteicos de células, éstas se recogieron mediante raspado en
tampdn PBS. Salvo que no se especifique lo contrario, para el andlisis de
lisado total, las células, tras ser centrifugadas para eliminar los nticleos y
las células no rotas, se lisaron en tampon RIPA, y a continuacion se
centrifugaron durante 10 min a 11.000 g. El sobrenadante se designé
como lisado celular. Para la extraccion de extractos proteicos de nervio
ciatico, el endonerium de éste se resuspendié directamente en el tampdn
de lisis correspondiente (ver apartado 9.1 — Preparacion de extractos
proteicos de nervio cidtico). Todos los procedimientos de lisis y
obtencion de extractos se realizaron a 4°C. La cuantificacion de los
extractos proteicos de todas las muestras analizadas, se realiz6 mediante
el kit BCA assay (Thermo-Scientific).

6.2. Electroforesis, transferencia e inmunodeteccion mediante
Western Blot

Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE usando geles de
diferentes porcentajes de poliacrilamida (8-12,5 %). Las muestras diluidas
en tampon de carga de proteinas [Tris HCl 45 mM pH 6,8, glicerol 10%
(v/v), azul de bromofenol 0,01 %, SDS 1 %, DTT 50 mM] se
desnaturalizaron durante 5 min a 96-100°C, antes de ser cargadas en un
sistema electroforético Miniprotean Electrophoresis System (BioRad). La
electroforesis se realiz6 a 100 voltios constantes y en un tampodn
compuesto por glicina 0,192 M, Tris 25 mM, SDS 0,1% (p/v). La
transferencia se realizo a una membrana de PVDF (BioTrace PVDF, Pall
Corporation) durante 2 h a 100 voltios constantes a 4°C, y en tampdn
compuesto por glicina 0,192 M, Tris 25 mM, metanol 20% (v/v). Tras la
transferencia, las membranas se tifieron en una solucién de rojo Ponceau

S, con el fin de comprobar la eficacia de la transferencia. Posteriormente,
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las membranas se lavaron con TBS-T [Tris HCl 20mM pH 7,5, NaCl 150
mM, Tween-20 0,1% (v/v)] y seguidamente se incubaron en la solucién
de bloqueo (leche desnatada en polvo al 5% o BSA al 5% en TBS-T),
durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacién se incubaron las
membranas con los anticuerpos primarios especificos correspondientes
disueltos en la solucién de bloqueo, durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, tras 4 lavados de 10 min con TBS-T, las membranas se
incubaron durante 1 h con los correspondientes anticuerpos secundarios
de conejo o de ratdn, conjugados con HRP. Finalmente, las proteinas se
detectaron utilizando el reactivo de quimioluminescencia ECL o ECL Plus
(Amersham Biosciences). La imagen se obtuvo mediante revelado de
pelicula fotografica o mediante un lector electrénico LAS-3000

(FUJIFILM), y la densitometria se analizé con el programa IMAGE J.

Todos los anticuerpos primarios empleados para la

inmunodeteccion de las proteinas se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados para la inmunodeteccion de proteinas

mediante Western Blot. SCB*: Santa Cruz Biotechnologies.

anti-HA Monoclonal de ratén Sigma-Aldrich 1/1000
anti-HA Policlonal de conejo Sigma-Aldrich 1/1000
anti-FLAG Policlonal de conejo Sigma-Aldrich 1/1000
anti-EEA1 Monoclonal de ratéon BD Biosciences 1/1000
Anti-Na K ATPasa Monoclonal de ratén Abcam 1/1000
anti-Nrgl Monoclonal de ratéon SCB* 1/200
anti-ErbB2 Policlonal de conejo SCB* 1/200
Anti-p-ErbB2 Policlonal de conejo SCB* 1/200
anti-ErbB3 Monoclonal de ratén SCB* 1/200
anti-pErbB3 Monoclonal de ratén Cell Signaling 1/500
Anti-Rab7 Policlonal de conejo SCB* 1/200
Anti-Krox20 Policlonal de conejo Covance 1/500
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7. Analisis de RNA

La extraccion de RNA, tanto de células en cultivo como de tejidos
de ratdn, se llevé a cabo empleando el kit RNeasy mini 6 el kit RNeasy
lipid tissue (Qiagen). En el caso de las células se recogieron
aproximadamente 3-4 millones de células en cultivo. En cambio, para la
extraccion de RNA de tejidos se utilizaron aproximadamente 30 mg del
tejido correspondiente. El extracto de RNA obtenido se almacend a -80°C
hasta su posterior andlisis. Todos los reactivos y tubos que se utilizaron
durante todo el protocolo de extraccion de RNA estaban libres de
RNAasas. La concentracion de RNA se determind mediante
espectrofotometria a 260 nm de longitud de onda y su pureza se estimd
en base a la relacion A260/280.

7.1. Retrotranscripcion y analisis de expresion de RNA total

La obtencion de cDNA para el analisis de expresion de SH3TC2
en varios tejidos y en células en cultivo, se realiz6 mediante la
retrotrascripcion (RT) de 0,5-1 pg de RNA con la enzima Expand Reverse
Transcriptase (Roche) y los cebadores random hexamer. Tras la obtencion
del cDNA, se gener6 un producto de PCR de 528 pb con los cebadores 34
y 35 (Anexo II). Los cebadores utilizados hibridan tanto la secuencia de
SH3TC2 humana, como la de rata y de ratén, y fueron disehados para
evitar amplificaciones de DNA genomico contaminante. Como control
positivo de la sintesis de ¢cDNA mediante RT se utilizo GAPDH
(cebadores 36 y 37, Anexo II). Los productos de PCR obtenidos se
confirmaron mediante secuenciacidn automadtica en un analizador
genético ABI Prism 3130x] (Applied Biosystems, Foster City, CA).

7.2. PCR cuantitativa a tiempo real

La expresion de Sh3tc2 murina se estudié mediante el analisis de

PCR cuantitativa a tiempo real a partir de RNA de nervio ciatico de
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raton. 250-500 ng del RNA total obtenido se sometio a retrotranscripcion
usando el enzima SuperscriptTM 1II First-Strand Synthesis System
(Invitrogen). La PCR en tiempo real de Sh3tc2 se realiz6é usando un ABI
Prism 7500 Fast Real-Time PCR system y SYBR Green (Applied Biosystem).
Los cebadores empleados (38 y 39, Anexo I) se disefiaron para evitar
amplificaciones con el DNA genémico. Las condiciones de la reaccion
fueron 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min
a 60°C. Los resultados cuantificados se normalizaron usando como

referencia los genes Gapdh o Ubicuitina.

8. Mantenimiento de ratones de experimentacion

Para estudiar el efecto de la deficiencia de la proteina Sh3tc2
sobre la ruta de sefalizacion Nrgl/ErbB y para los estudios de
microscopia electronica en cortes ultrafinos de nervio cidtico, se
emplearon ratones WT (Sh3tc2*) y KO de Sh3tc2 (Sh3tc2”). Los ratones
deficientes de Sh3tc2 habian sido generados en el laboratorio del Dr.
Roman Chrast (Arnaud et al.,, 2009) y mantenidos en el animalario del
departamento de Genética y Biologia molecular de la Universidad de

Lausanne.

9. Extraccion y procesamiento de nervio ciatico de raton

Ratones de distintas edades se anestesiaron mediante inhalaciéon
de isoflurano, y posteriormente se sacrificaron mediante dislocacion
cervical o decapitacion. Ambos nervios ciaticos fueron expuestos y
diseccionados bajo un microscopio binocular. Los nervios ciaticos
extraidos se lavaron con PBS frio, se elimind la grasa y la sangre residual
y en el caso de los ratones de edad mayor a 15 dias (P15) se descarto el
epineurium. Finalmente, el endoneurium de los nervios ciaticos se proceséd

para el protocolo experimental correspondiente.
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9.1. Preparacion de extractos proteicos de nervio ciatico

Los nervios ciaticos se homogeneizaron en el tampén de lisis PN2
[Tris-HCI 25 mM pH 7,5, NaCl 95mM, EDTA 10 mM, SDS 2%, NaF 1
mM, NasVOs 1ImM, e inhibidores de proteasas (Complete®, Roche)] en el
Qiagen Tissue Lyzer (Qiagen), empleando bolas metalicas de lisis (Qiagen)
y tras 3 ciclos de 30 segundos y F=1/30. El lisado se centrifugd a 11.000 g
durante 10 min y el sobrenadante se designdé como extracto proteico
total. En algunos casos, para aumentar la eficiencia de extraccion de los
receptores de membrana ErbB2 y ErbB3, el homogeneizado, se incubd a
96°C durante 5 min. Finalmente, 20-30 pg de extracto total de proteinas
se cargaron en el gel SDS-PAGE para ser analizadas mediante Western
blot.

9.2. Analisis de microscopia electronica

Para el analisis cuantitativo del nimero de capas de mielina que
envuelven los axones, los nervios cidticos diseccionados de ratones P5 y
P10, se fijaron con PFA 1% y glutaraldehido 2% en tampodn cacodilato
0.1M, y posteriormente se incubaron en OsOs 1% durante 4 h. Los
nervios se enjuagaron, después se desidrataron, y posteriormente se
embebieron en resina Epon 812 (Fluka). Finalmente, seciones ultrafinas se
depositaron en una rejilla para microscopia electronica recubierta de
celoidina, y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las
preparaciones se observaron en un microscopio electrénico Philips CM
10.
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10. Ensayos de biotinilacion

El ensayo de biotinilacion se llevd a cabo usando el método de
biotinilacién de proteinas de membrana descrito previamente (Yang et
al., 2005). Después de 24 h de transfeccion, las células HeLa fueron
biotiniladas con 0,5 mg/mL de sulfo-NHS-5S-biotin (Pierce) en PBS a 4°C
durante 30 min. El sulfo-NHS-SS-biotin es wun reactivo quimico
impermeable a las membranas plasmaticas, capaz de biotinilar los
grupos aminos libres de proteinas de la superficie celular. A
continuacion, las células se lavaron 3 veces con PBS frio y se lisaron para
ser analizados mediante Western blot, o bien se procesaron para el ensayo

de internalizacion.

10.1. Ensayo de internalizacién

Tras tratamiento con NHS-SS-biotin, las células se lavaron 3 veces
con PBS frio y posteriormente se incubaron a 37°C en medio DMEM
suplementado con neuregulina 1 (Nrgl) 10 nM (R&D system), para
reactivar la internalizacion de los receptores ErbB. Tras distintos tiempos
de incubacioén (0, 15 y 30 min), las células se lavaron 2 veces con tampodn
glutation (glutation 50 mM, NaCl 75 mM, EDTA 10 mM, BSA 1%, NaOH
0,075 N), permitiendo la ruptura del enlace entre la biotina del sulfo-
NHS-SS-biotin y las proteinas de la superficie celular. De esta forma las
Unicas proteinas biotiniladas seran las que han sido internalizadas.
Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS frio y se recogieron
con PBS mediante raspado celular. Una vez centrifugadas, se lisaron con
tampon RIPA. La figura 10 representa un esquema ilustrativo del ensayo

de internalizacion.
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30 min a 4°C, Sulfo-NHS-55-biotin Incubacion a 37°C, Nrgl 10 nM Lavado a 4°C, tampon glutation

11 S I | S (S P e e

= = ™ (RIPA)

Fig. 10. Esquema ilustrativo del ensayo de 1nternahzacmn Los receptores ErbB de la superficie

celular (x) se biotinilaron con el Sulfo-NHS-SS-biotin ( ) se incubaron a 37°C con Nrgl, se lavaron

con tampdn glutation, y finalmente lisaron con tampdn RIPA.

Una alicuota del lisado celular se guard para la determinacién
de la proteina total, y el resto del lisado se incubd con bolas magnéticas
de estreptavidina (Pierce) a 4°C durante toda la noche en un agitador
rotatorio. Al dia siguiente, las bolas de estreptavidinas unidas a las
proteinas biotiniladas se lavaron con tampoén TBS (Tris HCI 20mM pH
7,5, NaCl 150 mM), y a continuacion se resuspedieron en el tampodn de
carga de proteinas 2X. Para favorecer la separacion de las proteinas
biotiniladas de las bolas de estreptavidina, esta suspension se hirvié a 96-
100 °C durante 5 min, y finalmente las proteinas biotiniladas se
separaron mediante SDS-PAGE e inmunodetectaron mediante Western
blot.

11. Analisis estadisticos

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo aplicando el test
de la t student de dos colas. Los valores mostrados representan la media
+ SEM de al menos tres experimentos independientes (n=3). Para la

significatividad de cada caso se considera el siguiente p-valor: p<0.01 (**).
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CAPITULO1

“Mutaciones patoldgicas de SH3TC2 alteran la
localizacion de la proteina en la membrana plasmatica y

en organulos de la ruta endocitica”






Capitulo 1. Resultados

1. Expresion tisular y celular de SH3TC2

Como se ha descrito en la introduccidon, los pocos datos
publicados sobre SH3TC2, mostraban que la isoforma humana se expresa
en tejidos neurales (Senderek et al., 2003a). Nuestro analisis de expresiéon
indica que SH3TC2 se expresa tanto en tejido neural (nervio cidtico y
cerebro), como también en tejidos no neurales (bazo, pulmoén, higado y
rifion) (Fig. 11). El andlisis de expresidén en diferentes lineas celulares,
muestra una expresion de SH3TC2 exclusivamente en RT4-D6P2T, HEI-
193, y débilmente en SW10, tres lineas celulares de Schwann procedentes

de rata, de humano y de raton respectivamente (Fig. 11).

Cerebro
Nervio ciatico
HelLa
COs-7
SH-SY5Y
SW10
RT4-D6P2T
HEI-193
Bazo
Pulmoén
Higado
Rinon

SH3TC2

Fig. 11: Analisis de expresion de SH3TC2. Amplificacion de un fragmento de 528 pb
(exones 13-16 de SH3TC2) mediante PCR, utilizando como molde el cDNA obtenido de la
retrotranscripcion (RT) del RNA total de distintos tejidos de ratén, y de lineas celulares diferentes.

Como control positivo de la sintesis de cONA mediante RT se utiliz6 GAPDH.

2. Clonacion de SH3TC2

El cDNA humano de SH3TC2 presenta una ORF completa de
3.867 nucleotidos. Las mutaciones patologicas descritas hasta la fecha son

muy heterogéneas y se distribuyen a lo largo de casi todos los exones.

Con el fin de obtener la ORF mas larga, se emple6 una genoteca
de cDNA de cerebro humano. Tras varios intentos de PCR, mediante el
empleo de los cebadores 1 y 2 (Anexo II), se consiguio aislar un

fragmento de SH3TC2 de 3.344 pb, que comprende los exones 6-17,
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incluyendo el codon de parada TGA (F1) (Fig. 12A). Este fragmento

contiene también la insercion de 130 pb entre los exones 8 y 9 (ES8A), que

habia sido anteriormente descrita en un transcrito de splicing de SH3TC2
(Senderek et al., 2003a).

4kb o= - 5SH3TC2

3kb >

Fig. 12. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. (A), (Carrera 1 y 2) Fragmento (F1) de
SH3TC2 de 3.344 pb obtenido mediante PCR, a partir de una genoteca de cDNA de
cerebro humano. (B), (Carrera 1 y 2) Producto de PCR amplificado tras la clonacién de la
ORF mas larga de SH3TC2, en el vector pEGFP-C1. M: marcador de 1kb Plus
(Invitrogen).

Con el fin de obtener la secuencia completa de SH3TC2,
seleccionamos dos clones I.M.A.G.E: ID: 6048901, que contiene una
secuencia de SH3TC2 desde el codon de inicio (ATG) hasta una region
del exon 5 (E5) (F2); ID: 6055718, que contiene una secuencia de SH3TC2
desde el exon 1 hasta una parte del exon 8 (E8) (F3). La unién de los
fragmentos presentes en ambos clones (F2+F3), nos proporciond un
nuevo fragmento (F4), que contiene la secuencia de SH3TC2 desde el
codon de inicio (ATG) hasta una region del E8. De esta forma, tras la
ligacion de los fragmentos F1 y F4, conseguimos clonar un transcrito de
SH3TC2 que contiene la insercion del E8A, denominado SH3TC2 (ES8A)
(Esquema de clonacion en Materiales y Métodos — Fig. 8).

Para lograr el cDNA codificante mas largo de SH3TC2,
recurrimos a otro clon IMAGE (ID: 2905708), que contiene una secuencia
de SH3TC2 que incluye los exones E8-E10, pero carece de la insercién de
130 pb (E8A) (F5). Finalmente, con la ayuda de este clon se consiguid la
obtencion de la ORF mas larga de SH3TC2, en el vector pEGFP-C1 (Fig.
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12B). En definitiva, hemos conseguido clonar el cDNA de SH3TC2 para
poder asi llevar a cabo los estudios de biologia molecular y celular

realizados en este trabajo.

3. Localizacion celular de SH3TC2

El andlisis in silico con programas de localizacion basados en la
secuencia de la proteina (PSORT II) sugieren que SH3TC2 podria estar
localizada en el citoplasma (56.5% de probabilidad), en el ntcleo (21,7%)

y en mitocondrias (13%).

La expresion celular de SH3TC2 se investigd mediante el empleo

de construcciones de SH3TC2 marcadas con etiquetas distintas:

- SH3TC2-GFP y GFP-SH3TC2
- SH3TC2-HA
- Myc-SH3TC2

Los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia mostraban
que dependiendo de la posicion de la etiqueta la localizacion celular era
completamente diferente. Mientras que Myc-SH3TC2 y GFP-SH3TC2
presentaban un patron de expresion citoplasmatico que solapaba con el
marcador de reticulo endoplasmico GRP-94 (Fig. 13A), SH3TC2-HA y
SH3TC2-GFP mostraban un patrén vesicular perinuclear y de membrana
plasmatica, ya que colocaliza con el marcador de membrana plasmatica
Na,K ATPasa (Fig. 13B, Anexo III). De estos resultados, llegamos a la
conclusion de que la posicion de la etiqueta influye sobre la localizacion

de la proteina.
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Myc-SH3TC2

Na,K ATPasa

Fig. 13: Localizacién celular de SH3TC2. Las células COS-7 transfectadas con Myc-SH3TC2, se
inmunodetectaron con el anticuerpo anti-c-Myc y anti-GRP-94 (A), mientras que las células
transfectadas con SH3TC2-HA, se inmunodetectaron con anti-HA y anti-Na,K ATPasa (B). La
deteccion de -Myc y -HA se muestra en el canal verde, mientras que los marcadores de organulos
(GRP-94 y Na, K ATPasa) en el canal rojo. En el panel derecho se muestra la colocalizacién, mediante

la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

En tanto que el analisis in silico predijo la presencia de una posible
sefial de miristoilaciéon en los primeros 7 aminoacidos (MGGCECI), se
considerd la posibilidad de que la presencia de ésta podria ser
determinante en la localizacion de SH3TC2. De ese modo, cualquier
etiqueta adyacente al extremo N-terminal de la proteina, evitaria esta

modificacién post-traducional.

4. SH3TC2 sufre una N-miristoilacion para anclarse a las

membranas celulares

Para determinar si la localizacion celular de SH3TC2 requiere una
miristoilacion en N-terminal, se generd una construcciéon que carecia de

los primeros 6 aminoacidos después de la primera metionina (A2-6).
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Como se muestra en la figura 14A, y en el Anexo III, A2-6 pierde su
patrén de membrana plasmatica y no colocaliza con el marcador de Na,K
ATPasa, y ademas muestra una localizacidn citoplasmatica difusa muy
similar a la mostrada para Myc-SH3TC2 (Fig. 13A).

“|Na,K ATPasa

MNa,K ATPasa

Na,K ATPasa

Fig. 14. Efecto de la miristoilacion sobre la localizacién de SH3TC2. Células COS-7 se transfectaron
con los plasmidos que codifican para proteinas mutadas de SH3TC2, etiquetadas con ~-HA: A2-6 (A);
p-G3A (B); p.G2A (Q). Tras la fijacion, las células se inmunodetectaron con anti-HA para detectar las
proteinas mutadas, y Na,K ATPasa como marcador de la membrana plasmatica (A-C). La deteccién
anti-HA se muestra en el canal verde, mientras que en el canal rojo se muestra el marcador de la
membrana plasmatica. En el panel derecho se muestra la superposicion de las imagenes obtenidas

con los diferentes canales.
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La glicina en la posicion 2 es absolutamente necesaria para que la
proteina se puedan miristoilar (Resh, 1999). SH3TC2 contiene dos
glicinas, una en la posicién 2 y otra en la posicién 3, asi que se mutaron
independientemente ambas glicinas a alaninas, obteniendo asi
respectivamente las construcciones p.G2A y p.G3A. El andlisis de
localizacion subcelular mostré que, mientras p.G3A conservaba el mismo
patron de expresion que el de SH3TC2-HA (Fig. 14B), la localizacion de
p-G2A resultd estar alterada, presentando un patron idéntico al mostrado
con A2-6 (Fig. 14C), y muy similar a Myc-SH3TC2 (Fig. 13A).

Estos resultados, ademds de demostrar que la proteina SH3TC2
sufre una N-miristoilacion, necesaria para su localizacion celular, nos
indican que el patrén de expresion perinuclear y de membrana
plasmatica de SH3TC2-HA es el correcto.

Los estudios de colocalizacion subcelular de SH3TC2 se
realizaron en células COS-7 y HeLa, aunque su patréon de membrana
plasmatica y perinuclear, se confirm6 en tres lineas de células de
Schwann: RT4-D6P2T, SW10 y HEI-193 (Fig. 15)

RT4-D6P2T + SH3TC2-HA SW10 + SH3TC2-HA HEI-193 + SH3TC2-HA

Fig. 15. Localizacion celular de SH3TC2 en lineas celulares de Schwann. El patréon de expresion de
SH3TC2-HA, sobreexpresado en células RT4-D6P2T, SW10 y HEI-193, se analizé6 mediante

inmunodeteccidn con anti-HA (canal verde).
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5. SH3TC2 colocaliza con componentes de la ruta endocitica

Los resultados anteriores muestran que SH3TC2-HA colocaliza
con el marcador de membrana plasmatica Na,K ATPasa, pero presenta
también una localizacion punteada y perinuclear. Para entender cudl era
la naturaleza de estas estructuras, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia doble, utilizando anticuerpos especificos de
diferentes orgdnulos citoplasmaticos, y el anticuerpo anti-HA para la
deteccion de SH3TC2-HA (Materiales y Métodos — Tabla 3).

Los resultados obtenidos, muestran que SH3TC2-HA colocaliza
con el marcador de endosomas tempranos EEA1 (Fig. 16A; Anexo III),
de endosomas tardios M6PR (Fig. 16B; Anexo III), y presenta también
colocalizacién con el marcador de vesiculas recubiertas de clatrina CHC
(Fig. 16C; Anexo III), que estd implicado en el trafico vesicular entre la

membrana plasmatica, la ruta endocitica y la red del trans-Golgi (TGN).
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LS SH3TC2-HA |EEA1

i3 SH3TC2-HA

Fig. 16. Localizacion subcelular de SH3TC2. Células COS-7, transfectadas con el plasmido que
codifica para SH3TC2-HA (A-C), se fijaron y inmunodetectaron con anti-HA para SH3TC2-HA, y
con los siguientes marcadores de organulos: anti-EEA1 (A); anti-M6PR (B); anti-CHC (C). La
deteccion de anti-HA se muestra en el canal verde, mientras que en el canal rojo se muestran los
marcadores de organulos. En el panel derecho se muestra la colocalizacién, mediante la

superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.
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Ademads, se descartd la colocalizacion de SH3TC2-HA con el
marcador de reticulo endoplasmatico GRP-94, de peroxisomas PMP70 o
lisosomas LAMP1 (Fig. 17A-C).

LWl SH3TC2-HA

S SH3TC2-HA PMP70

Fig. 17. Localizacion subcelular de SH3TC2. Células COS-7, transfectadas con el plasmido que
codifica para SH3TC2-HA (A-C), se fijaron y inmunodetectaron con anti-HA para SH3TC2-HA, y
con los siguientes marcadores de organulos: anti-GRP-94 (A); anti-PMP70 (B); anti-LAMP1 (C). La
deteccion de anti-HA se muestra en el canal verde, mientras que en el canal rojo se muestran los
marcadores de organulos. En el panel derecho se muestra la superposicion de las imdagenes

obtenidas con los diferentes canales.

77



Capitulo 1. Resultados

Los estudios de colocalizacion con la construccion A2-6 mostraron
que la proteina carente de la sefial de miristoilacién, no colocaliza con
ninguno de los orgdnulos relacionados con la ruta endocitica EEAL,
M6PR y CHC (Fig. 18; Anexo III), confirmando que esta sefal es

imprescindible para la correcta localizacion de la proteina.

M6PR

Fig. 18. Efecto de la miristoilacién sobre la localizacion de SH3TC2. Células COS-7, transfectadas
con el plasmido que codifica para las proteina no miristoilada A2-6 (A-C), se fijaron y
inmunodetectaron con anti-HA para detectar A2-6 y con los siguientes marcadores de organulos:
anti-EEA1 (A); anti-M6PR (B); anti-CHC (C). La deteccion de A2-6 se muestra en el canal verde,
mientras que los marcadores de organulos se muestran en el canal rojo. En el panel derecho se

muestra la superposicion de las imégenes obtenidas con los diferentes canales.
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En conclusion, estos resultados sugieren que SH3TC2 podria
desempefiar un papel en la ruta endocitica celular, y que su
colocalizacion con cualquiera de los organulos de esta ruta depende de la

sefial de miristoilacién.

6. Asociacion de SH3TC2 con las membranas celulares

El grado de asociacion de la proteina miristoilada (SH3TC2-HA) y
no miristoilada (A2-6), se determind analizando independientemente
para cada una de las proteinas su capacidad de liberarse en la fase

soluble.

El andlisis mediante Western blot de las distintas fracciones
demuestra que SH3TC2-HA no se encuentra en la fraccion soluble, y que
solo una pequefia cantidad de la proteina se libera tras tratamiento con

tampon de alto pH, pero no con alta fuerza idnica (Fig. 9).

Fig. 19. Grado de asociacion de SH3TC2 con las
membranas celulares. Células de COS-7, transfectadas
independientemente con SH3TC2-HA y A2-6, se lisaron
y centrifugaron a 100,000 g para obtener una fracciéon
soluble (5100), y un precipitado. Las proteinas

asociadas a membranas, presentes en el precipitado,

$100/Na,CO,

$100/NaCl
I ‘ P100 final

5100

fueron extraidas con tampdn de alta fuerza idnica

SH3TC2-HA (S100/NaCl) y posteriormente con tampén a alto pH

(5100/Na2COs). El precipitado final (P100 final) se
solubiliz6 en tampdén RIPA. Voliimenes equivalentes de

A2-6 —

EEA1 Lo, las fracciones se separaron mediante SDS-PAGE y

analizaron por Western blot con anti-HA, anti-EEA1, y
Na,K ATPasa - anti-Na,K ATPasa.

La figura 19 muestra que la proteina EEA1, asociada débilmente a
membranas, se libera en la fraccidon soluble, mientras que Na,K ATPasa,
que es una proteina integral de membrana, presenta un patrén similar a
SH3TC2. La asociacion de SH3TC2 a membranas celulares es

consecuentemente muy fuerte.
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En cambio, parte de la proteina no miristoilada A2-6 se libera en
la fraccion soluble, y parte se queda unida a las membranas (Fig. 19),
indicando que la asociacion de ésta a las membranas no se debe
exclusivamente a la miristoilacion, sino que podria ser mediada también
por interacciones con otras proteinas, probablemente a través de los
dominios SH3 y/o TPR.

El andlisis mediante Western blot, tras centrifugacion en gradiente
de sacarosa, muestra que la distribucion subcelular de SH3TC2-HA se
solapa mayoritariamente con el marcador de membrana plasmatica Na, K
ATPasa, y de manera mas débil con el marcador de endosomas
tempranos EEAI1, y de endosomas tardios Rab7 (Fig. 20A-B). Estos
resultados confirman nuevamente la localizacion de SH3TC2 en la

membrana plasmatica y en componentes de la ruta endocitica.

Fig. 20. Fraccionamiento

A
BB areen 3 E: ’é g\ 5 § ;}: E\ § § 0 ;1 'él g subcelular en gradiente de
sacarosa. (A) Los extractos de
SH3TC2-HA T w . membranas de células COS-7 o
HelLa, transfectadas con
Najk ATRiasa - SH3TC2-HA, se fraccionaron
Caveoling — e en un gradiente de sacarosa y
EEAL ’ Al - analizaron mediante Western
i TN ot con ant-HA, anti-NaK
B ATPasa, anti-Caveolina-1, anti-
60 EEA1 y anti-Rab7. Arriba de

cada fracciéon se especifica el

porcentaje de sacarosa. (B)

20 /'_*:\\ S p Distribuciéon  del  porcentaje
o */_%;f-\__,}-\/ ; *\\éﬂ total de SH3TC2-HA y de los

marcadores anti-Na,K ATPasa,

% Total

123 134 167 203 233 273 317 355 396 425 445 481 525 573
% Sacarosa anti-Caveolina-1, anti-EEA1 y

—+—SH3ITC2 —a—Na K ATPasa  Cawolina-1 EEAT —w— Rab7 anti-Rab7 en funciéon de la

concentacion de sacarosa.
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Es de resaltar también la fuerte asociaciéon que se muestra entre
SH3TC2 y el marcador de lipid rafts: caveolina-1, ya que ambas proteinas
se concentran mayoritariamente en la misma fraccion de sacarosa (Fig.
20A-B). Asi que, mediante la técnica del gradiente de flotacion
investigamos la posible asociacion de SH3TC2 a estos dominios de

membrana.

Los resultados obtenidos muestran que SH3TC2-HA se libera
parcialmente en las fracciones mas ligeras, que corresponden a la
fracciéon pura de lipid rafts (Fig. 21). La pureza del extracto queda
confirmada por la presencia de la caveolina-1, que se concentra

mayoritariamente en esta fraccién.

1 2 3 4 5 6 7 8
SH3TC2-HA = @seamm=s»  Fig. 21. Purificacion de la fracciéon de

. lipid rafts, mediante gradiente de
Caveolina-1 e ST ——— P ., ft &

flotacion. Los extractos de membranas

de células COS-7 o HelLa, transfectadas con SH3TC2-HA, se trataron con TX-100 y fraccionaron en

un gradiente de flotacion. Las fracciones desde densidad mas baja, que se relaciona con los lipid rafts

(carrera 1), hasta las de densidad mas alta (carrera 8), se analizaron mediante Western blot con anti-

HA y anti-caveolina-1.

7. Funcion bioldgica de los dominios SH3 y TPR

Los resultados previos demuestran que SH3TC2 esta fuertemente
asociada a las membranas y que necesita ser miristoilada para estar
eficientemente localizada en las membranas celulares, si bien no se
descarta que otros factores puedan participar en el anclaje de la proteina
a membranas. Para ello, se generaron una serie de construcciones que

presentaban deleciones de dominios concretos (Fig. 22).
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SH3TC2 m
ASH3ATPR S

ASH3 L%
ATPR m

Fig. 22. Esquema representativo de las construcciones mutadas de SH3TC2. Los cuadrados
ovalados y negros, representan los dominios SH3, mientras que los rectangulos ovalados y grises los
dominios TPR. La linea espiral representa el dominio de miristoilacién. La delecién generada se
muestra con una linea recta y fina. Todas estas variantes de SH3TC2, estaban etiquetadas con el

epitopo —~HA en el extremo C-terminal.

Los resultados de inmunofluorescencia indican lo siguiente:
ASH3ATPR, una proteina truncada que carece de los dominios SH3 y
TPR, y que conserva sélo los primeros 180 aminodcidos, y por tanto
contiene la sefial de miristoilacién, no colocalizaba ni con la membrana
plasmatica, ni con las vesiculas del TGN, y presentaba un patrén
punteado citoplasmatico que colocalizaba de forma parcial con los
endosomas tempranos y los endosomas tardios (Fig. 23A-D). Ambas
construcciones que presentaban deleciones o de los dos dominios SH3
(ASH3), o bien de todos los dominios TPR (ATPR), mantenian una
localizacion similar a la de la proteina completa SH3TC2-HA (Anexo IV-
1yIV-2).

Todos estos resultados, parecen indicar que tanto los dominios
SH3 como los TPR, en combinacion con la miristoilacién son suficientes

para permitir que SH3TC2 alcance su localizacidn correcta.
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.\l ASH3ATPR Na,K ATPasa

LI ASH3ATPR

[O9 ASH3ATPR -

Fig. 23. Efecto de la delecion de los dominios SH3 y TPR sobre la localizacion de SH3TC2. Células
COS-7, transfectadas con ASH3ATPR. Tras la fijacion, las células se inmunodetectaron con anti-HA
(A-D, canal verde), y uno de los siguientes marcadores de organulos (canal rojo): anti-Na,K-ATPasa
(A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR (C), y anti-CHC (D). En el panel derecho se muestra la superposicion
de las imagenes obtenidas con los diferentes canales
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8. Estudio de mutaciones descritas en pacientes afectados de
CMT4C

Nuestro objetivo inmediato fue examinar lo que ocurria con la
localizacion celular de la proteina, tras introducir independientemente
mutaciones patoldgicas de CMT4C. Por ello, testamos los efectos de las
mutaciones que habian sido identificadas en nuestra serie de pacientes y
en nuestro laboratorio, y otras ya descritas previamente por otros autores

(Fig. 24).
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Fig. 24. Esquema representativo de las mutaciones patoldgicas de SH3TC2 analizadas en este

trabajo. Las flechas negras indican la posicién de la mutacion en la proteina.

Las tres mutaciones con pérdida de sentido, p.C737_P738delinsX,
p-R954X, y p.R1109X, y la p.A758D, presentaban el mismo patrén de
expresion que la proteina completa SH3TC2. En cambio, las otras tres
mutaciones con cambio de sentido, p.R529Q, p.E657K, y p.R658C,
presentaban un patron diferente. El cambio mas evidente se observé con
la mutacion p. R529Q, que presentaba una localizaciéon variable. En
algunos casos, su distribucion era similar a SH3TC2, pero un alto
porcentaje de células mostraban una localizacion anormal.
Mayoritariamente se observé una fuerte reduccion o ausencia del patréon
de membrana plasmatica (Fig. 25A), una ausencia completa en las
vesiculas citoplasmaticas (Fig. 25B-C), y una expresion variable a nivel
del TGN (Fig. 25D).
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- R5290Q Na+/K+ ATPase

B
ol > R529Q WL 8  [M6PR
Dl b R529Q

Fig. 25. Efecto de las mutaciones p.R529Q sobre la localizacion de SH3TC2. p.R529Q, , fue
sobreexpresada en células de COS-7, e inmunodetectada con anti-HA (A-D,canal verde). Ademas,
anti-Na,K ATPasa (A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR (C), y anti-CHC (D), se usaron como marcadores
de organulos (canal rojo). En el panel derecho se muestra la superposicion de las imagenes obtenidas

con los diferentes canales.
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Las mutaciones p.E657K y p.R658C, presentaban un patrén de
expresion similar a la de p.R529Q, aunque su patrén de TGN era mas
marcado (Anexo V-1y V-2).

La similitud en la localizacion de estas tres proteinas mutantes
sugiere que esta region, que incluye el primer dominio TPR (TPR1), es
importante para la localizacion de SH3TC2. Para abordar esta cuestion,
se generd una construccion que incluia sélo la region del dominio TPR1,
fusionado a un fragmento de proteina N-terminal que carecia de los
dominios SH3 y cualquier otro dominio TPR, nombrado myr-TPR1 (Fig.
26).

SH3TC2 M
myr-TPR1 L—#

Fig. 26. Esquema representativo de la construccién mutada myr-TPR1. Los cuadrados ovalados y
negros, representan los dominios SH3, mientras que los rectangulos ovalados y grises los dominios
TPR. La linea espiral representa el dominio de miristoilacion. La delecién generada se muestra con
una linea recta fina. Esta variante de SH3TC2 estaba etiquetadas con el epitopo ~HA en el extremo

C-terminal.

De esta forma se demostrd que esta construccion es capaz de
localizar con las mismas estructuras que se asocian a la proteina
completa (Fig. 27). En definitiva, el primer dominio TPR, junto con el
dominio de miristoilacion, serian suficientes para que la proteina se dirija

a su correcta localizacion.
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myr-TPR1 NaK ATPasa

myr-TPR1

myr-TPR1 'M6PR

myr-TPR1

Fig. 27 Localizacién de la proteina mutada myr-TPR1. Células COS-7, transfectadas con myr-TPR1.
Tras la fijacion, las células se inmunodetectaron con anti-HA (A-D, canal verde), y uno de los
siguientes marcadores de organulos (canal rojo): anti-Na,K-ATPasa (A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR
(Q), y anti-CHC (D). En el panel derecho se muestra la superposicién de las imagenes obtenidas con

los diferentes canales.
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“Un defecto en la ruta de senalizacion Nrgl/ErbB,
podria ser la causa del fenotipo hipomielinizante

temprano en los ratones Sh3tc2””






Capitulo 1I. Resultados

1. Expresion temporal de Sh3tc2 en nervio ciatico de raton

Los multiples factores que regulan la mielinizaciéon de los nervios
periféricos, presentan un perfil de expresion muy variable a lo largo del
desarrollo de la mielina (Verheijen et al., 2003, Nagarajan et al., 2002).
Con el fin de determinar la expresién temporal de Sh3tc2 durante el
desarrollo de la mielina, analizamos los niveles de mRNA de Sh3tc2 a
partir de extractos de nervio cidtico de raton de distintas edades, desde
estado embrionario (E17) hasta edad adulta (P56). Los datos mostrados
en la figura 28, indican que Sh3tc2 se expresa tanto durante la fase
embrionaria (E17), como durante la fase de desarrollo post-natal de la
mielina (P0-P10), en la que aumenta levemente su expresién alcanzando

un nivel maximo que se mantiene en la fase adulta.

2.5+

Expresion Relativa mRNA

E17 PO | P2 P4 P10  Adulto |

Fig. 28. Expresion temporal de Sh3tc2 en nervio ciatico de ratén. El RNA de Sh3tc2 procedente de
nervio ciatico de ratones de distintas edades (embrionario: E17; post-natal: P0-P10; adulto-P56), se
analizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los datos se normalizaron frente a Gapdh y
Ubicuitina.
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2.Los ratones Sh3tc2’- presentan un fenotipo

hipomielinizante con aparicion muy temprana

El analisis morfométrico, mediante microscopia electrénica del
numero de capas de mielina que envuelven los axones de los nervios
ciaticos de ratones WT y KO de Sh3tc2 (Sh3tc2"), indica que el proceso de

hipomielinizacién cursa con una aparicion muy temprana (Fig. 29).

A 5 dias postnatal (P5) B 10 dias postnatal (P10)
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Fig. 29: Andlisis histopatologico en cortes ultrafinos de nervio ciatico de ratones WT y KO de
Sh3tc2. Los graficos muestran el analisis morfométrico realizado mediante cuantificacion del
numero de capas de mielina a partir de imagenes tomadas por microscopia electrénica, en ratones P5
(A), y P10 (B). (C) Imagenes de microscopia electrénica donde se aprecia la disminucién del nimero
de capas de mielina en los ratones P10 Sh3tc2, respecto al WT. En los graficos la linea y los puntos
negros representan el WT, mientras que la linea y los puntos grises el KO de Sh3tc2.
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Los graficos correspondientes al estudio llevado a cabo en ratones
P5, muestran que tanto en los WT como en los KO la formacion de la
mielina en relacién con el didmetro axonal siguen una misma progresion,
si bien en el KO se evidencia una menor formacion de las capas de
mielina, lo que sugiere que ya en esta fase hay un fenotipo
hipomielinizante (Fig. 29A). La deficiencia de mielinizacién se hace mas
notable con el crecimiento del ratdn, aprecidandose diferencias relevantes
entre los ratones Sh3tc2++y Sh3tc2”- a P10 (Fig. 29B-C).

En su conjunto, estos resultados demuestran que el
establecimiento de la patologia en los ratones deficientes de Sh3tc2

ocurre en una fase muy temprana de desarrollo de la mielina.

3. La ruta de sefializacion Nrgl/ErbB esta alterada en ratones
Sh3tc2-'-

El analisis de los niveles de expresiéon de los componentes
principales de la ruta Nrgl/ErbB se llevd a cabo mediante Western blot, a
partir de extractos proteicos de endonerium de nervio ciatico de ratones
Sh3tc2*+y Sh3tc2”- de distintas edades (P2, P5, P15).

El andlisis comparativo de los niveles totales de Nrgl, ErbB2 y
ErbB3 no revela diferencias de expresion entre el WT y el KO. Sin
embargo, los niveles fosforilados de ambos receptores, p-ErbB2 y p-
ErbB3, estan aumentados en el KO y solo en edades tempranas post-
natales (P2 y P5) (Fig. 30A-B). El andlisis estadistico mostrado en los
graficos indica que la fosforilacion de ErbB2 estd aumentada de forma
significativa a la edad de 5 dias (P5), y la de ErbB3 lo esta a los 2 dias de
vida (P2). Cabe también sefialar que los niveles de fosforilacion de p-
ErbB2 y de p-ErbB3 en el KO muestran una tendencia notable al aumento
a P2 y a P5 respectivamente, que estadisticamente no es significativa. Por
altimo, a P15 no se aprecian diferencias significativas, entre el WT y el

KO, en el estado de fosforilaciéon de ambos receptores (Fig. 30B).
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A
P2 P5 P15
HE - A - e )

Nrgl — ——— —— . — —
p-ErbB2 = - o = S S
ErbB2 —— -
p-ErbB3 « —i —— —
ErbB3 —— S —
Tubulina "IN m

B

Nrgl / tubulina
ErbB2 / tubulina
—
I
—
p-ErbB2 [ total
T —
3 —

I
om

ashate2**
B Sh3tc2 ot

P5  PI5 P’ P PIS

TP F

ErbB3 / tubulina
I
——

p-ErbB3 / total

5 P15

C
+H+ - H+ -
Krox20 « -

Actina N

@

£ .| osmatee™

o -

@+ mShite2

i

=

o™

i

g .

e, | |
P4 P10

Fig. 30. Analisis mediante Western
blot de la ruta Nrgl/ErbB. (A,B)
Niveles totales y/o fosforilados de
Nrgl, ErbB2 y ErbB3. (C) Niveles
totales de Krox20. El andlisis se
realiz6 sobre extractos proteicos
procedentes de nervio ciatico de
ratones WT (**) y KO () de Sh3tc2,
y de distintas edades (P(n)= dias
postnatales). Los graficos muestran
el analisis cuantitativo de los datos
obtenidos. n =3:**, P <0,01

Respecto a Krox20, un factor de transcripcion que regula los

genes implicados en los proceso de mielinizacion durante el desarrollo

de los nervios periféricos, se observd una disminucion notable de su

expresion a P10 (Fig. 30C).

Los resultados sugieren que la deficiencia de Sh3tc2 alteraria el

estado de activacion de la ruta de sefalizacion Nrgl/ErbB vy

consecuentemente, la actividad reguladora del factor de transcripciéon

Krox20 se veria también afectada disminuyendo su expresién en una

etapa principalmente mielinizante para la célula de Schwann.

94



Capitulo 1I. Resultados

4. SH3TC2 colocaliza con el receptor ErbB2 en la membrana
plasmatica

El analisis mediante inmunofluorescencia en células Hela, co-
transfectadas con SH3TC2-HA y ErbB2-FLAG, demuestra que existe una
evidente colocalizacion entre SH3TC2 y el receptor ErbB2 principalmente

en la membrana plasmatica (Fig. 31A-B).

N SH3TC2-HA ErbB2-FLAG

- PAO

;3 SH3TC2-HA |ErbB2-FLAG
|

+PAO

Fig. 31. Efecto de PAO sobre la localizacion de ExbB2 y SH3TC2. Células HeLa, co-transfectadas
con SH3TC2-HA y ErbB2-FLAG, no tratadas (A) o tratadas (B) con PAO. Tras la fijacion, las células
se inmunodetectaron con anti-HA (canal verde) y anti-FLAG (canal rojo). En el panel derecho se

muestra la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

PAOQO inhibe la internalizacién de los receptores ErbB (Bild et al.,
2002, Yang et al., 2005). Tras 30 min de tratamiento con PAO, SH3TC2-
HA pierde su localizacion perinuclear y la proteina se concentra
exclusivamente en la membrana plasmatica. La superposicién de los
patrones de expresion de SH3TC2 y ErbB2, muestra como ambas
proteinas se solapan exclusivamente a nivel de la membrana plasmatica
bajo el efecto de PAO (Fig. 31A-B).
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El andlisis mediante inmunofluorescencia del marcador de
endosomas tempranos EEA1 en presencia de PAO nos mostrdé que la

morfologia de las vesiculas endociticas no parece estar afectada (Fig. 32).

ErbB2-FLAG

+ PAO

Fig. 32. Efecto de PAO sobre la formacion de los endosomas tempranos. Células HeLa, co-
transfectadas con SH3TC2-HA y ErbB2-FLAG, y tratadas con PAO. Tras la fijacion, las células se
inmunodetectaron con anti-EEA1 (canal verde) y anti-FLAG (canal rojo). En el panel derecho se

muestra la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

5.SH3TC2 podria estar involucrada en el proceso de

internalizacion de ErbB2

Con el fin de estudiar la asociacion entre SH3TC2 y ErbB2
durante el proceso de internalizacion de este receptor, se empled la
técnica de antibody feeding, que nos permite marcar in vivo ErbB2-FLAG
cuando la endocitosis estd bloqueada (4°C), y posteriormente tener un

seguimiento de este receptor durante su internalizacion a 37°C.

La figura 33 muestra como SH3TC2 y ErbB2 colocalizan en la
superficie de la membrana plasmatica a t=0, cuando la endocitosis esta
aun bloqueada. Durante el proceso de internalizacion, a t=b se observa
colocalizacion entre ambas proteinas en vesiculas de internalizacion. Tras
15-30 min, la mayoria de las células muestran un patrén vesicular de
ErbB2, debido a su internalizacidn, que en su mayoria colocalizan con las

vesiculas que contienen SH3TC2.
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=15 min t=30 min

Fig. 33. Analisis de la internalizacion de ErbB2 y su asociacion con SH3TC2 mediante la técnica de
antibody feeding. Células HelLa, co-transfectadas con SH3TC2-HA y ErbB2-FLAG. ErbB2-FLAG se
marcd in vivo con el anticuerpo anti-FLAG (canal rojo) durante 30 min a 4°C. Tras la fijacién a los

tiempos de induccién indicados (t=0, t=5, t=15 y t=30; t=min), SH3TC2-HA se detecté con anti-HA

(canal verde). En amarillo se muestra la colocalizacién entre ambas proteinas.

Con el fin de analizar si SH3TC2 afecta el grado de
internalizacion de ErbB2, analizamos la expresion de ErbB2 en células
HeLa transfectadas con SH3TC2-HA. Tras induccién con Nrgl, la
internalizaciéon de ErbB2 se incrementa con el tiempo (t=0, 15, 30). Al
sobreexpresar SH3TC2-HA, la internalizacion de ErbB2 aumenta, con
una diferencia respecto al caso control no transfectado que se revela
estadisticamente significativo a los 30 min de induccién (t=30) (Fig. 34A-
B).
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Fig. 34. Analisis del grado de internalizacion de ErbB2. (A) Células HelLa, transfectadas con
SH3TC2-HA y no transfectadas, se biotinilaron con Sulfo-NHS-5S-biotin a 4°C, y posteriormente se
incubaron a 37°C con Nrgl (10 nM). A continuacién, ErbB2 total e internalizado se analizd a

diferentes tiempos (0, 15, 30 min). (B) Analisis cuantitativo de los datos obtenidos en (A). n=3; **=

p<0,01.

En su conjunto, estos resultados sugieren que una deficiencia de
SH3TC2 seria responsable de wuna alteracion en el proceso de
internalizacion de los receptores ErbB, lo que provocaria una
desregulacion de la ruta Nrgl/ErbB, y consecuentemente el desarrollo

temprano de la mielina se veria también afectado.
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CAPITULO1

“Mutaciones patologicas de SH3TC2 alteran la
localizacion de la proteina en la membrana plasmatica y

en organulos de la ruta endocitica”






Capitulo I. Discusion

La neuropatia de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es la neuropatia
hereditaria mds comun con una frecuencia estimada de 28/100.000
(Skre, 1974, Combarros et al., 1987). Se trata de una enfermedad rara
extremamente heterogénea desde el punto de vista clinico y genético,
que cursa principalmente con una atrofia y debilidad muscular
progresiva distal, y con pérdida de la sensibilidad en las extremidades.
Hasta la fecha, el CMT ha sido asociado a mas de 30 genes distintos,
que codifican para proteinas con un amplio espectro de funciones

celulares.

La forma CMT4C es debida a mutaciones en el gen SH3TC2
(Senderek et al., 2003a). Los pacientes afectados de CMT4C presentan
principalmente un fenotipo desmielinizante de los nervios periféricos,
sugiriendo que el principal defecto ocurre durante la formacion y/o

mantenimiento de la mielina.

En un trabajo colaborativo con el servicio de Neurologia del
Hospital Universitario La Fe de Valencia, en una serie de pacientes de
etnia gitana afectados de la enfermedad por CMT, se determind que la
mutacion p.R1109X en el gen SH3TC2 es la causa mas frecuente de CMT
en poblacion gitana en nuestro pais (Claramunt et al, 2007).
Recientemente, un estudio llevado a cabo en nuestro laboratorio, en una
serie de familias espafiolas que cursaban con un cuadro clinico de CMT
desmielinizante, nos mostré la importancia de incluir SH3TC2 en el
diagnostico genético, dado su relativa frecuencia en este grupo de
pacientes (Martinez-Rubio D. et al., 2010). Estos hallazgos explican el
interés surgido en el estudio de la proteina codificada por el gen
SH3TC2. También en otras series, CMT4C representa una de las formas
mas comunes de CMT desmielinizante recesivo (Lassuthova et al., 2011,
Azzedine et al., 2006, Houlden et al., 2009, Lupski et al., 2010).
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SH3TC2 se expresa en la célula de Schwann

La isoforma humana de SH3TC2 se expresa en varios tejidos
neurales, aunque el transcrito mas largo parece detectarse
mayoritariamente en nervios periféricos, y en particular en nervio cidtico
(Senderek et al., 2003a). En ratones, nuestro analisis de expresion indica
que Sh3tc2 se expresa tanto en tejido neural, como en tejidos no neurales
(Fig. 11). Recientemente, el andlisis de expresiéon mediante PCR
cuantitativa en tiempo real, confirmé la presencia de Sh3tc2 en tejidos no
neuronales, aunque los resultados obtenidos demuestran que su
expresion es practicamente especifica de los nervios periféricos (Arnaud
et al., 2009). Ademas, el analisis de expresion de GFP bajo el promotor de
Sh3tc2, sugiere que sdlo las células de Schwann son capaces de expresar
la proteina Sh3tc2 (Arnaud et al., 2009). Este hallazgo explica el resultado
obtenido en nuestro analisis de expresion en diferentes lineas celulares,
en el que se detectdé Sh3tc2 exclusivamente en lineas celulares de
Schwann (RT4-D6P2T, SW10 y HEI-193).

Partiendo de la premisa que SH3TC2 se expresa especificamente
en la célula de Schwann, es de esperar que cualquier mutacion en esta
proteina podria alterar la fisiologia de la célula de Schwann y
consecuentemente afectar la formaciéon de la mielina. Respecto a la
expresion de Sh3tc2 en otros tejidos, no hay correlacion alguna con la
fisiopatologia de la enfermedad, debido a que los pacientes padecen una
afectacion primaria de los nervios periféricos. Las manifestaciones
clinicas adicionales (ej. nistagmo, sordera, etc.), no son coincidentes en
todos los pacientes. La expresion de Sh3tc2 en otros tejidos, podria ser
debido a la existencia de otros productos de splicing alternativos y/o a la

forma completa no funcional para la fisiologia del tejido en cuestion.
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SH3TC2, tras ser N-miristoildada, se localiza en la membrana

plasmatica y en vesiculas de la ruta endocitica.

En primer lugar, clonamos el cDNA humano de SH3TC2, para asi
poder llevar a cabo los estudios realizados en este trabajo de tesis
doctoral. Asi pues, con el objetivo de determinar la funcién biologica de
SH3TC2, se procedié al estudio de localizacién subcelular mediante
sobreexpresion de la proteina. Estudios preliminares in silico sugerian
que SH3TC2 podria ser una proteina citoplasmatica asociada a cualquier
tipo de membrana: plasmatica, relacionada con un organulo especifico

del citoplasma, o incluso con la membrana nuclear.

Nuestros resultados demuestran que SH3TC2 se localiza en la
membrana plasmatica y en la region perinuclear de la célula (Fig. 13). En
particular, SH3TC2 colocaliza con distintas vesiculas de la ruta
endocitica: endosomas tempranos, endosomas tardios y vesiculas
recubiertas de clatrina en la zona del trans-Golgi (Fig. 16). Mediante
ensayos de fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa, se
confirmé nuevamente la localizacion de la proteina SH3TC2 en la
membrana plasmatica y en vesiculas de la ruta endocitica (Fig. 20).
Ademds, hemos demostrado que para poderse anclar a todas las
membranas celulares de destino, SH3TC2 necesita ser N-miristoilada en
la glicina 2 (Fig. 14), tal y como ya ha sido descrito para muchas otras
proteinas (Resh, 1999).

El estudio de localizacion subcelular y los ensayos de
colocalizacion se realizaron en células HeLa y COS-7. Debido a la fuerte
asociacion entre SH3TC2 y la célula de Schwann, se decidié confirmar el
patrédn de expresion observado en otras lineas celulares procedentes de
células de Schwann: RT4-D6P2T, SW10 y HEI-193. Los resultados
obtenidos, muestran que en estas tres lineas de origen glial, la
localizacién subcelular de SH3TC2 es idéntica a la identificada en HeLa y
COs-7 (Fig. 15).
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Posteriormente a nuestros hallazgos (Lupo et al.,, 2009), se ha
demostrado que SH3TC2 necesita estar N-miristoilada para anclarse a la
membrana plasmatica (Arnaud et al, 2009), y que interacciona con
Rabll, relacionando la localizacion perinuclear de SH3TC2 con el
compartimiento endocitico de reciclaje (Roberts et al., 2010, Stendel et al.,
2010).

La fuerte asociacion de SH3TC2 con las membranas celulares depende
tanto de la N-miristoilacion como de los dominios SH3 y TPR

Caveolina-1 es el mayor componente de las caveolas,
invaginaciones de membrana ricas en colesterol, esfingolipidos, pero
también se asocia a los lipid rafts, microdominios de membrana ricos en
colesterol, esfingolipidos y moléculas de senalizacién. Aunque el mayor
papel de las caveolas es el trafico vesicular y del colesterol, recientemente
se han identificado varias moléculas de sefalizacion en las caveolas y la
interaccion funcional entre éstas y la caveolina-1 sugiere una posible
participacion de los lipid rafts en las rutas de sefializacion mediadas por
proteinas transmembrana (Mikol et al., 2002). Los resultados obtenidos
en el ensayo de fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa, en
los que se observo una fuerte asociacion entre SH3TC2 y caveolina-1, nos
condujeron al analisis de la posible asociacién de SH3TC2 con la fraccion
pura de los lipid rafts. Ademas, los ensayos de inmunofluorescencia
muestran una localizacion de SH3TC2-HA con la membrana plasmatica
no homogénea, sino mas bien enriquecida en algunas areas. El analisis de
Western blot demuestra que SH3TC2-HA esta parcialmente asociada a la

fraccion pura de lipid rafts (Fig. 21)

Considerando la importancia de la N-miristoilacion para la
localizacién correcta de SH3TC2, su parcial asociacion a dominios de
membrana ricos en colesterol, junto con la presencia de los dominios SH3
y TPR, nos planteamos la hipdtesis de que SH3TC2 podria estar
implicada en la formacion de complejos multiproteicos asociados a

membranas celulares. Los estudios bioquimicos muestran que la
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asociacion de SH3TC2 con las membranas celulares es muy fuerte, ya
que ésta no se libera en la fase soluble tras tratamiento con tampones de
alta fuerza idnica y alto pH. En cambio, la proteina no miristoilada (A2-6)
se libera en gran porcentaje en la fase soluble, aunque casi la mitad se
queda retenida con las membranas celulares, sugiriendo que la
asociacion de SH3TC2 a las membranas no debe ser exclusiva de la
miristoilacion, sino que podria ser mediada también por interacciones

con otras proteinas a través de los dominios SH3 y/o TPR.

Los dominios SH3 y/o SH2 son habituales en las proteinas
adaptadoras que modulan procesos muy dindmicos como por ejemplo la
sefializacion celular. Mediante estos dominios, las proteinas adaptadoras
controlan la oligomerizacién de los receptores de membrana para la
formacion de complejos, la localizacion subcelular y la duracién de un
proceso celular (Pawson, 2007). Los dominios SH3 estan también
implicados en la interaccion entre proteinas en la endocitosis de vesiculas
sindpticas (McPherson, 1999). La proteina adaptadora Grb2 entre otras,
media la formacion del complejo multiproteico EGFR/Sos/Grb2 para la
activacion de la ruta de senalizacion Ras en un mecanismo dependiente
de sus dominios SH2/SH3 (Buday, 1999). Asi mismo los dominios SH3 se
han definido como péptidos muy versatiles, capaces de interaccionar con
multiples proteinas y con una variedad muy amplia de procesos
celulares (Kaneko et al., 2008). Los dominios TPR estan implicados en el
transporte de proteinas, y en muchos otros procesos celulares mediante
la interaccion con otras proteinas (Blatch and Lassle, 1999, D'Andrea and
Regan, 2003).

Respecto a la N-miristoilacidn, ésta se considera una modificacion
importante también en la transduccion de la senal intracelular. Una gran
variedad de proteinas que se miristoilan toman parte en la transduccién
de la sefal entre las membranas y el compartimiento intracelular
(Hayashi and Titani, 2010). Sin embargo, esta modificacién co- o post-

traduccional no es suficiente para que la proteina se mantenga anclada a
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las membranas, sino que otras modificaciones o la presencia de dominios

de interaccion determinan la localizacion correcta de la proteina.

El dominio de miristoilaciéon en el extremo N-terminal, es
necesario pero no suficiente para dirigir SH3TC2 a su destino celular
(Fig. 23). Por ello, es necesaria también la presencia de los dominios SH3
o TPR, los cuales de forma independiente, son capaces de dirigir la
proteina a su localizacién correcta (Anexo IV-1 y IV-2). Por lo tanto,
pensamos que ambos dominios podrian estar mediando las interacciones
de SH3TC2 con una misma proteina, o mas bien con proteinas diferentes,

que probablemente participan en el mismo complejo multiproteico.

Las mutaciones p.R529Q, p.E657K y p.R658C alteran la localizacion de
la proteina en la membrana plasmatica y en organulos de la ruta

endocitica.

El transporte de los componentes de la mielina a su correcto
destino celular es indispensable para la generaciéon de una correcta
envoltura de mielina en los axones. Mutaciones en una proteina pueden
impedir la interaccion con otras proteinas en su lugar de destino, o bien
conllevar a un plegamiento aberrante con consecuencias dramaticas
respecto a su localizacion y funcion. Por ello, se decidié analizar el efecto
de algunas mutaciones patoldgicas de SH3TC2 sobre la localizacién de la

proteina.

Las mutaciones p.R529Q y p.A758D tienen un interés clinico
especifico: p.R529Q es una mutaciéon con cambio de sentido, que en
nuestra serie se ha detectado en homozigosis, en un paciente con
fenotipo intermedio, y p.A758D es la tinica mutacion identificada en una
paciente con CMT. También se analizaron otras dos mutaciones no
descritas en nuestra serie (p.E657K y p.R658C), por su proximidad, junto
a p.R529Q y p.A758D, al primer dominio TPR, y otras dos mutaciones
con pérdida de sentido, p.C737_P738delinsX y p.R1109X, descritas en

poblacion gitana. Por ultimo, se incluyd en este andlisis el cambio
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p-R954X, una mutaciéon con pérdida de sentido, fundadora en la
poblacion Franco-Canadiense. Esta ultima ha sido detectada también en

un probando de nuestra serie (Lupo et al., 2009).

Ninguna de las tres mutaciones que codifican para proteinas
truncadas (p.C737_P738delinsX, p.R954X y p.R1109X) mostraron
alteraciones en la localizacion comparado con la proteina wild-type. Estos
resultados no fueron sorprendentes, considerando que la contruccion de
la proteina mutada carente de todos los dominios TPR (ATRP), se
localizaba correctamente. La explicacion mas probable es que los tltimos
dominios TPR ausentes en estas mutaciones, aunque no sean
indispensables para la localizaciéon de la proteina, son importantes para
su funcionalidad. Considerando que las mutaciones se testaron mediante
mutagénesis dirigida del cDNA de SH3TC2, seria también posible que
los transcritos mutados en su estado nativo se degraden directamente
por ser reconocidas como mRNA sin sentido por parte de la célula. De
esta forma seria irrelevante pensar en un defecto en la localizacion de la

proteina, ya que se trataria de una ausencia total de la proteina.

En cambio, las tres mutaciones con cambio de aminoacido,
p-R529Q, p.E657K y p.R658C, que se encuentran agrupadas en el primer
dominio TPR, alteran la localizacion de la proteina (Fig. 25; Anexo V-1y
V-2). Este efecto, aunque variable, pero muy extremo en la mayoria de
las células, implica una fuerte reduccion de la localizacion a nivel de la
membrana plasmatica y una completa ausencia de la proteina en las
vesiculas endociticas que colocalizan con SH3TC2 wild-type.
Posteriormente, otros autores confirmaron que las mutaciones p.R529Q,
p.E657K y p.R658C alteran la localizacion de la proteina, y demostraron
también que estas mutaciones inhiben la interaccion entre SH3TC2 y
Rab11, provocando una alteracion en el proceso endocitico de reciclaje
(Roberts et al., 2010, Stendel et al., 2010). La mutacion p.R529Q es la que
mas drasticamente afecta el patron de expresion de SH3TC2, y

curiosamente, en nuestra serie, ha sido encontrada en un caso
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esporadico, diagnosticado de CMT. La p.R529Q habia sido anteriormente
descrita en dos pacientes de origen turco con CMT desmielinizante
(Senderek et al., 2003a).

Estas observaciones nos sugieren dos conclusiones interesantes:
(i) la region del primer dominio TPR es esencial para la localizacion de la
proteina; y (ii) la pérdida de localizaciéon de SH3TC2, en el caso de las
mutaciones missense, podria ser la causa patologica de la enfermedad. La
primera de estas conclusiones se ve reforzada si consideramos que la
construccion que codifica sélo para el dominio N-terminal junto con el
primer dominio TPR (myr-TPR1), puede localizarse correctamente (Fig.
27). Queda por esclarecer si esta pérdida de localizacion es en si misma la
causa de la enfermedad, o bien las mutaciones por si solas conducen a la
pérdida total o parcial de la funcion de SH3TC2.

En comparacion con las otras mutaciones con cambio de sentido,
no encontramos ninguna alteracion del patrén de expresion con la
p-A758D. Este cambio habia sido identificado en heterozigosis en un caso
esporadico con fenotipo de CMT desmielinizante (Martinez-Rubio et al.,
2008). No se ha identificado una segunda mutacion en SH3TC2, y la
busqueda de mutaciones en otros genes (PMP22, MPZ, GJB1, GDAP]I,
SIMPLE and EGR?2) resulté también negativa. La busqueda del cambio
p-A758D en 101 individuos sanos resulté también negativo, sugiriendo
pues que esta mutacion podria ser patoldgica. Sin embargo, a la luz de
nuestros resultados, probablemente se trate de un polimorfismo, y
mutaciones en otro gen implicado en CMT podria ser las responsables de

la enfermedad en este caso.

SH3TC2, una proteina relacionada con el trafico de membranas

El trafico de las proteinas endosomales es un proceso muy
dindmico y complejo, en el cual las proteinas son transportadas,
recicladas y degradadas, en funcién de su destino. Este proceso puede

ser regulado o ser constitutivo. Los compartimentos endosomales se
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subdividen en varios componentes: (i) los endosomas tempranos, que
pueden entrar en un proceso de sorting (SE, sorting endosome), o bien ser
reciclados; (ii) los endosomas tardios; (iii) los lisosomas. Los SE pueden
tener tres destinos distintos: la membrana plasmatica, la red trans-Golgi y
los lisosomas. Ademds, pueden estar implicados en el trafico bi-
direccional entre los endosomas y el trans-Golgi (Seaman, 2008, Ghosh,
1998, Hunt, 2005).

Los procesos de endocitosis, y también el transporte proteico
desde el trans-Golgi hasta el compartimento endocitico, tienen una
relacién clara con la enfermedad de CMT, debido a que varias formas de
CMT son causadas por proteinas que estan implicadas con estos procesos
celulares {Niemann, 2006 #1254}. Estas proteinas incluyen reguladores
del trafico de membrana como son las fosfatasas MTMR2 y MTMR13
(Wishart and Dixon, 2002), la GTPasa Dinamina 2 (Zuchner et al., 2005) y
Rab7 (Vonderheit and Helenius, 2005), y la ubicuitina ligasa LITAF (Saifi
et al., 2005). Otras proteinas implicadas en CMT se encuentran dentro de
las moléculas cargo que necesitan ser transportadas desde el sistema
endocitico y de sorting, y son principalmente componentes de la mielina:
MPZ y PMP22. En la forma mas prevalente de CMT, CMT1A, causada
por la duplicacion de PMP22, se ha observado que en la patologia
influyen las alteraciones en el trafico intracelular y la degradaciéon de
proteinas de membrana causada por una sobredosis de la proteina
PMP22 (Ryan et al., 2002). Nuestros hallazgos indican que SH3TC2 esta
relacionada con uno de los principales mecanismos patoldgicos
implicados en CMT, la alteracion del trafico de membranas. Aunque
nuestros resultados no nos permiten determinar si la proteina participa
en esta maquinaria o si su funcién depende de ésta para alcanzar su
destino o desempenar su papel, podemos concluir que la pérdida de su
localizacién subcelular podria ser la causa patologica de mutaciones
missense en SH3TC2.
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Capitulo II. Discusion

Tras establecer una colaboracion con el grupo del Dr. Roman
Chrast, en el departamento de Genética Médica de la Université de
Lausanne, nuestros estudios se centraron en el estudio de Ila
fisiopatologia de CMT4C, empleando como organismo modelo ratones
Sh3tc2".

Las células de Schwann de los nervios periféricos se generan
desde la cresta neural. Estas células dan lugar a una poblacion de SCP
(Schwann Cell Precursor), que en los ratones estdn presentes en estado
embrionario E12-13. Posteriormente, las SCP dan lugar a una nueva
poblacion de células de Schwann inmaduras (E15-17). En la fase
temprana postnatal, se decide cudles de estas células deben envolver al
axon, y este proceso ocurre mediante la transicion de la célula de
Schwann de una fase promielinizante a mielinizante, tardando esta
ultima varias semanas en completarse. (Webster, 1971, Arroyo et al,,
1998, Mirsky et al., 2002, Jessen and Mirsky, 2005). Sin embargo, las
células de Schwann inmaduras pueden elegir otro destino y no
mielinizar el axdn, dando lugar a un agrupamiento de axones envueltos

de una célula de Schwann no mielinizante.

SH3TC2 se expresa en la fase temprana de desarrollo de la mielina

El proceso de mielinizaciéon es muy complejo, y el destino de un
axon, y sobre todo la correcta formacion de la vaina de mielina, depende
de multiples factores que se expresan de forma diferente en funcion de la
fase de desarrollo de la mielina (Jessen and Mirsky, 2005). La decisién
entre la mielinizaciéon o la no mielinizacién, depende principalmente del
metabolismo y expresion génica de la célula de Schwann. Por lo tanto,
entender cual es el perfil de expresion temporal de Sh3tc2 en los ratones
nos informaria sobre la fase de la mielinizacién en la que su proteina

podria estar involucrada.

El andlisis de los niveles de expresion de Sh3tc2 mediante PCR

cuantitativa a tiempo real, a partir de RNA procedente de nervio ciatico
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de raton, muestran que Sh3tc2 se expresa ya en fase embrionaria, y que
su expresion se mantiene durante la fase de desarrollo de la mielina. Se
detecta también expresion durante el estado adulto del ratén (P56),
cuando la célula de Schwann comienza a ejercer un papel de

mantenimiento de la mielina.

Las proteinas de regulacion y sintesis de la mielina, suelen
mostrar un pico de expresion destacable en el momento de la
mielinizacion del axon, el que disminuye hasta un estado basal durante
la fase de mantenimiento de la mielina (Verheijen et al., 2003). Si
comparamos la expresion temporal de Sh3tc2 con la de otras proteinas
que presentan estos cambios durante la mielinizacién, llegamos a la
conclusion de que la variacion de expresion observada para Sh3tc2 no es
relevante. Aunque los resultados obtenidos no sugieren ninguna posible
asociacion entre la expresion de Sh3tc2 y un estadio postnatal concreto, si
que es destacable el hecho de que Sh3tc2 se exprese ya en una edad

postnatal muy temprana.

El raton Sh3tc2”- presenta un fenotipo hipomielinizante con aparicion

muy temprana

En el trabajo de Arnaud et al. (2009), en base a los estudios
electrofisioldgicos, al andlisis morfométrico, y al andlisis del
transcriptoma, los autores concluyen que la deficiencia de mielinizacion
en los ratones Sh3tc2”, esta ya presente a una edad de 28 dias (P28)
(Arnaud et al., 2009). En nuestro trabajo, hemos demostrado que en los
ratones deficientes de Sh3tc2, las capas de mielina estan reducidas ya a
partir de una edad postnatal de 5 dias (P5). En esta etapa las células de
Schwann se encuentran en fase mielinizante, y cualquier perturbacion
podria alterar su fisiologia, conllevando a una formacion andmala o
insuficiente de mielina. En el caso de un raton WT, a P5 el axdn esta ya
en contacto con la célula de Schwann, aunque aun no se ha establecido
una correcta proporcionalidad entre el nimero de capas de mielina y el

didmetro axonal. Pese a ello, el KO de Sh3tc2 se diferencia del WT por
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tener un menor namero de capas de mielina alrededor del axén. A partir
de diez dias postnatales (P10), empieza a apreciarse la proporcionalidad
axon/mielina en los ratones WT, mientras que ésta no se ha establecido
aun en los KO de Sh3tc2, que presentan un menor numero de capas de
mielina. En conclusion, los resultados obtenidos indican que la
hipomielinizacién existe a una edad muy temprana, que en términos

tisiologicos corresponde a una fase muy activa de mielinizacion.

A parte del fenotipo hipomielinizante, los ratones Sh3tc2”
presentan también anomalias en la formacion de los nodos de Ranvier,
ya que resultan mas largos que en el WT (Arnaud et al., 2009), mientras
que solo en casos raros se detectan las caracteristicas histopatoldgicas
descritas en los pacientes afectados de CMT4C (presencia de
prolongaciones anomalas de ldmina basal, formaciones tipo bulbos de
cebolla, y anomalias en las células de Schwann no mielinizantes)
(Houlden et al, 2009). Una explicacion podria ser, que la
hipomielinizacion probablemente exista a una edad muy temprana y el
mecanismo patologico de esta neuropatia sea un proceso dismielinizante,
ya que el proceso de formacién de la mielina estd alterado desde los

primeros dias de vida.

La ruta de sefializacion Nrgl/ErbB esta alterada en el raton Sh3tc2--

Es llamativo el hecho de que los ratones Sh3tc2”- presentan
alteraciones en los factores de transcripcion implicados en la iniciacion y
progresion de la mielinizacion (Scip y Krox20), y también en los genes
que codifican para proteinas relacionadas con la mielina (Mbp, Mpz, Prx,
Pmp22 y Cx32, entre otras) (Arnaud et al., 2009). Teniendo en cuenta que
la correcta expresion de estas proteinas es crucial para una eficiente
formacién de la vaina de mielina, e indispensable en la fase de transicion
de la célula de Schwann promielinizante-mielinizante, nos planteamos la
hipdtesis de que Sh3tc2 podria estar jugando un papel relevante en la

regulacion del transporte de estas moléculas, o bien en los procesos de
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sefializacion intracelular de la célula de Schwann que regulan la

expresion de las mismas.

Nuestros resultados y los de otros grupos (Lupo et al.,, 2009,
Arnaud et al.,, 2009, Roberts et al., 2010, Stendel et al., 2010), sugieren una
posible implicacién de SH3TC2 en el trafico de receptores de membrana
que probablemente participan en los procesos de senalizacion que
regulan la mielinizacion. Sin duda, entre estos procesos, la ruta de
sefhalizacion Nrgl/ErbB desempefia un papel fundamental. En roedores,
mutaciones en los receptores ErbB2 y ErbB3, junto con Nrgl, causan
severas deficiencias en las neuronas periféricas y células de Schwann.
Estos ratones presentan un fenotipo hipomielinizante de los nervios
periféricos muy similar entre ellos, debido a la fuerte asociacion de estas
tres proteinas con los procesos de mielinizacion del axén (Nave and
Salzer, 2006). (Riethmacher et al., 1997, Garratt et al., 2000, Michailov et
al., 2004, Taveggia et al., 2005). La comparacion entre el fenotipo de estos
modelos animales con el del KO de Sh3tc2, mostrd grandes semejanzas
tanto en la edad de aparicion de la hipomielinizaciéon como en sus
caracteristicas histopatologicas. En la figura 35 se muestra la
comparacion entre el fenotipo hipomielinizante del ratén Sh3tc2” y el KO
condicional de ErbB2, que es deficiente de este receptor exclusivamente
en las células de Schwann. En particular, en el caso de este modelo
murino, el fenotipo era debido a un menor niimero de capas de mielina
alrededor del axon, y su aparicion era muy temprana (Garratt et al.,
2000). Ademas, se ha descrito que los ratones KO de Erbin, una proteina
reguladora de la estabilidad e internalizacion del receptor ErbB2,
presenta un fenotipo hipomielinizante en estadio temprano (Tao et al.,
2009). La fuerte similitud en el fenotipo hipomielinizante entre ratones
KO de genes implicados en la misma ruta de senalizacion Nrgl/ErbB, y
el ratén Sh3tc2, sugerio que seria de interés estudiar cual podria ser el
efecto de una deficiencia de Sh3tc2 en esta ruta de sefalizacion. Ademas

los resultados previos obtenidos sobre la biologia celular de SH3TC2
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(Lupo et al., 2009), apoyan la hipdtesis de una posible implicacién de

SH3TC2 como proteina adaptadora en esta ruta.

WT KO

Fig. 35: Comparaciéon de fenotipos entre el modelo murino mutante de ErbB2 (A: WT; B: KO
condicional de ErbB2) y el de Sh3tc2 (C: WT; D: KO de Sh3tc2). (A-B) Adaptado de Garratt et al.
(Garratt et al., 2000). (C-D) Adaptado de Arnaud et al. (Arnaud et al., 2009).

El factor de crecimiento Nrgl, y especificamente la isoforma
asociada a membranas de tipo III, es un componente clave para el
proceso de formacién y mantenimiento de la mielina (Lemke, 2006). Nrg1
se expresa en la superficie del axén y se une a los receptores tirosina
quinasa ErbB en las células de Schwann, proceso necesario para iniciar la
mielinizacion (Lemke, 2006). Los mayores representantes de los
receptores ErbB en las células de Schwann son ErbB2 y ErbB3, que

necesitan heterodimerizar para poder ser funcionales (Adlkofer and Lai,
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2000). Los receptores ErbB activan varias cascadas de sefalizacion, y su
activacion desencadena una compleja secuencia de interacciones entre
moléculas, que resulta en un reclutamiento de proteinas adaptadoras y
enzimas, hacia el residuo fosfotirosina de los receptores (Fig. 7)
(Newbern and Birchmeier, 2010). Los tltimos efectores de esta ruta son
los factores de transcripcidn, que regulan la expresion de los genes
implicados en el desarrollo de la mielina. Entre éstos, los factores de
transcripcion  Scip (Oct6/Tst-1) y Krox20 (Egr2), representan dos
moléculas fundamentales en el proceso de diferenciacion de la célula de
Schwann (Topilko et al., 1994, Zorick et al., 1996b, Zorick et al., 1999).

El andlisis de la ruta de senalizacién Nrgl/ErbB mediante Western
blot, empleando extractos proteicos de endoneurium de nervio ciatico,
indica que los niveles totales de Nrgl se mantienen normales en los
ratones Sh3tc2”, sugiriendo que la sefial del axdn a la célula de Schwann
no estd afectada. En cambio, el grado de fosforilacion de ambos
receptores, p-ErbB2 y p-ErbB3, estd aumentado en los ratones Sh3tc2”
respecto al WT, en los primeros dias de vida (P2 y P5) (Fig. 30A-B). Estos
resultados, confirman nuevamente que la fisiologia del nervio periférico
estd afectada en una edad muy temprana, que corresponde a una fase
crucial para la célula de Schwann y el axon. La alteracion de cualquier
componente de la ruta Nrgl/ErbB podria ser suficiente para provocar un
fallo en las cascadas de sefnalizacion que regulan la mielinizacion,

conduciendo asi a una formacién andémala de la mielina.

Con el fin de investigar la posible relaciéon entre Ila
hipomielinizacion observada en los ratones Sh3tc2”- y el aumento de p-
ErbB2 y p-ErbB3, analizamos el nivel de expresion del factor de
transcripcion Krox20 (Egr2). El factor de transcripcion Krox20 es de
particular interés debido a que coordina la expresion de varias proteinas
estructurales, siendo fundamental en la fase de transicién
promielinizante-mielinizante. Ademads representa uno de los tultimos

efectores de la ruta de sefializacion Nrgl/ErbB (Kao et al., 2009), asi que
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una alteracién de la misma podria traducirse en un cambio en la

expresion de Krox20.

Nuestro analisis mediante Western blot, confirmé que el producto
génico de Krox20 estd fuertemente disminuido a la edad de 10 dias
postnatales (P10), un estadio critico para la fisiologia de la célula de
Schwann. Este hallazgo, explica el fenotipo hipomielinizante, y ademas
sugiere que los receptores ErbB deben estar en un estado hiper-
fosforilado pero incapaz de activar correctamente las cascadas de

sefalizacion que regulan la expresion de Krox20.

En su conjunto, estos resultados sugieren que SH3TC2 podria
participar en la regulacion de la ruta Nrgl/ErbB en una fase de
mielinizacion postnatal temprana, de modo que una deficiencia de
SH3TC2 en la célula de Schwann podria conducir a defectos de
sefalizacion y posterior aparicion temprana de la neuropatia observada
en los pacientes de CMT4C. La incapacidad por parte de la célula de
Schwann de mielinizar correctamente explicaria no sélo la disminucion
del nimero de capas de mielina, sino también el fenotipo anémalo de los
nodos de Ranvier encontrado tanto en los ratones Sh3tc2” como en los
pacientes de CMT4C (Arnaud et al., 2009). Este tltimo aspecto podria ser
debido a un defecto en la elongacion por parte de la célula de Schwann,

conjuntamente con su incapacidad de envolver el axon.

SH3TC2 podria estar jugando un papel en el proceso de
internalizacion de los receptores ErbB

Aunque se conocen muchas moléculas implicadas en los procesos
de mielinizacion, poco se sabe sobre los procesos bioquimicos que la
regulan. SH3TC2 podria ser otra proteina clave para la mielinizacion,
involucrada probablemente en la internalizacion de los receptores ErbB.
Los estudios de localizacion subcelular muestran que ErbB2 y SH3TC2

presentan un patrén similar, tanto vesicular como de membrana
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plasmatica, y que ambas proteinas colocalizan mayoritariamente en la

membrana plasmatica (Fig. 31A).

Se ha demostrado que el tratamiento de células con PAO inhibe la
internalizacion de los receptores ErbB desde la membrana celular (Bild et
al., 2002, Yang et al.,, 2005). Sorprendentemente, tras tratamiento con
PAO, tanto SH3TC2 como ErbB2 se concentran y colocalizan
exclusivamente en la membrana celular (Fig. 31B). La internalizacién de
ErbB2 puede ocurrir por un mecanismo dependiente de clatrina,
dependientes de caveolas, o independientes de éstas (Barr et al., 2008). Su
internalizacion depende también del tipo celular, y una actividad tirosina
quinasa y la eficiencia de muchos otros factores es necesaria para la
correcta internalizacién. Probablemente PAO esté inhibiendo un proceso

de internalizacion en el que SH3TC2 juega un papel regulador.

Con el objetivo de verificar la posible participacion de SH3TC2 en
el proceso de internalizacion de los receptores ErbB, realizamos dos
experimentos: (1) estudio de asociacion entre SH3TC2 y Ila
internalizacion in vivo de ErbB2, mediante la técnica de Antibody feeding;
y (2) estudio del efecto de una sobreexpresion de SH3TC2 sobre la
internalizaciéon de ErbB2, mediante ensayos de biotinilacion. El primer
experimento indica que, a t=0, cuando el proceso de internalizacion esta
bloqueado, ErbB2 se encuentra exclusivamente localizado en la
membrana plasmatica, mientras que a los 5 min de induccién con Nrgl a
37°C, ya parte de ErbB2 se encuentra mayoritariamente en vesiculas de
endocitosis submembranales. Durante este proceso inicial de
internalizacion, que corresponderia al reclutamiento de proteinas
adaptadoras y a la formacion de vesiculas de endocitosis de novo,
SH3TC2 y ErbB2 muestran la misma localizacién en la célula, lo que
subraya la asociacion entre ambas proteinas (Fig. 33). Probablemente,
SH3TC2 esta siendo reclutada junto a otras proteinas para participar en
el proceso de internalizacion de ErbB2. A los 15-30 min de internalizacion

SH3TC2 y ErbB2 se encuentran localizadas parcialmente en las mismas
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vesiculas citoplasmaticas, y en algunos casos se localizan agregadas en
las mismas estructuras. Estos agregados proteicos podrian ser la causa de
un proceso de internalizacion masivo y/o a cuerpos multivesiculares, a
partir de los cuales las proteinas se degradarian o serian recicladas hacia
la membrana plasmatica. En definitiva, estos resultados fortalecen la
hipdtesis de una posible asociacion entre SH3TC2 y ErbB2 durante el

proceso de internalizacion.

Finalmente, en el segundo experimento, corroboramos que, en
células HeLa, la sobreexpresion de SH3TC2 aumenta la internalizacion
de ErbB2, ya que se detecté una mayor cantidad de este receptor en el

compartimiento intracelular tras inducir la endocitosis (Fig. 34).

Todos estos hallazgos, indican que SH3TC2 interacciona con la
ruta Nrgl/ErbB, interviniendo probablemente durante el proceso de
internalizacion. Asi pues, para definir el mecanismo bioquimico segtn el
cual una deficiencia de Sh3tc2 podria afectar la produccién de mielina, y
consecuentemente provocar la neuropatia, planteamos la hipotesis de un
modelo celular que explica la posible funcion de Sh3tc2 en la célula de
Schwann. En el modelo propuesto (Fig. 36), SH3TC2 estaria anclado en la
cara intracelular de la membrana plasmatica de la célula de Schwann,
mediante el dominio de miristoilacion y probablemente por otras
interacciones mediadas por los dominios SH3 y/o TPR (Lupo et al., 2009).
SH3TC2 se localizaria también en la ruta endocitica (Lupo et al., 2009) , y
en particular, en el compartimiento endocitico de reciclaje, como ha sido

recientemente descrito (Stendel et al., 2010).
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ErbB2/3
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Célula de Schwann Mielinizacion

Fig. 36. Modelo propuesto que ilustra la posible implicacion de Sh3tc2 en el proceso de

sefalizacion de la ruta Nrgl/ErbB.

Como hemos descrito previamente, cuando el axon entra en
contacto con la célula de Schwann, éste genera una sefial mediada por
Nrgl, que estimula la heterodimerizaciéon y fosforilacién de los
receptores ErbB2 y ErbB3 (p-ErbB2 y p-ErbB3). Posteriormente, el
reclutamiento de moléculas adaptadoras ayuda a la internalizacion de los
receptores que asi activan las cascadas de sefializaciéon, que puede ocurrir
desde la membrana plasmatica como también desde los endosomas
tempranos. Estudios in vitro, demuestran que al expresar el mutante

dominante-negativo de dinamina p.K44A se aprecian solo pequetos
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cambios en la fosforilaciéon de los receptores ErbB (Yang et al., 2005),

sugiriendo que su fosforilacion ocurre antes que la internalizacién.

Considerando que una deficiencia de Sh3tc2 se traduce en un
aumento de p-ErbB2 y p-ErbB3, probablemente SH3TC2 estaria
involucrado en un proceso posterior a la fosforilacion. Los receptores
pueden ser reciclados para potenciar la sefalizacion, y/o bien
degradados para regular su umbral de expresion intracelular. En nuestro
modelo (Fig. 36), una deficiencia de SH3TC2 provocaria un bloqueo de la
internalizacion de los receptores ErbB, lo que conduciria a un aumento
de su estado fosforilado y activo en la membrana plasmatica, pero
incapaz de activar las cascadas de sefializacion, incluida las que ocurren

en los endosomas tempranos.

Se ha demostrado que la sobreexpresion de SH3TC2 en HeLa
disminuye el nimero de receptores de la transferrina (Tfr, Transferrin
receptor) en la superficie celular, sugiriendo que la sobreexpresion de
SH3TC2 estaria bloqueando el reciclaje del receptor hacia la membrana
plasmatica. Asi, se postula que SH3TC2 podria jugar un papel
importante en el transporte y reciclaje de receptores implicados en la
mielinizacion, (Roberts et al., 2010, Stendel et al., 2010). Estos ultimos
resultados no descartan la posibilidad de que la deficiencia de SH3TC2
podria también afectar al reciclaje de los receptores ErbB, de forma

independiente o conjuntamente al bloqueo de la internalizacion.

En conclusién, tanto un bloqueo de la internalizacion como
probablemente un fallo en el reciclaje, seria responsable de un
desequilibrio en la activacion de las cascadas de sefializacion
intracelulares mediadas por los receptores ErbB, que conduciria a una
disminucién en la expresion de factores de transcripcion, tal y como
sucede con Krox20. Consecuentemente, una menor sintesis de proteinas
estructurales de la mielina seria la causa directa de una deficiencia
funcional de SH3TC2 y el detonante para el desarrollo de la neuropatia.

SH3TC2 podria considerarse un nuevo jugador que participaria en el
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complejo mecanismo que subyace en la comunicacion axén-célula de
Schwann. Si bien son necesarios mas estudios para determinar con total
precision la participacion de SH3TC2 en la ruta Nrgl/ErbB, podemos
concluir que su presencia en la célula de Schwann es imprescindible para
que la maquinaria de sefalizacion que regula la mielinizacion funcione

correctamente.
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SH3TC2 se expresa fundamentalmente en lineas establecidas
procedentes de células de Schwann humanas y murinas, lo que
confirma resultados de otros autores en los que se ha demostrado
la expresion preferencial en células de Schwann de raton.

La proteina SH3TC2 se localiza en membrana plasmatica y en
componentes de la ruta endocitica. Hemos demostrado que se
localiza en endosomas tempranos, endosomas tardios y vesiculas
recubiertas de clatrina.

La N-miristoilacion en la glicina 2 es necesaria para la correcta
localizacion de SH3TC2 en las membranas celulares, esto es, la
membrana plasmatica y las membranas de las vesiculas del
sistema de endocitosis.

La asociacion de SH3TC2 a las membranas celulares no sélo
requiere de una correcta N-miristoilacion sino también de la
presencia de los dominios SH3 y/o TPR.

Las mutaciones patoldgicas p.R529Q, p.E657K y p.R658C alteran
la correcta localizacion de SH3TC2 en la membrana plasmatica y
en los componentes de la ruta endocitica, sugiriendo que la
pérdida de su localizacion podria ser la causa patoldgica que
subyace en los pacientes de CMT4C portadores de estas
mutaciones.

Los ratones Sh3tc2- muestran un fenotipo hipomielinizante
precoz que se observa ya a la edad postnatal P5. Esto es acorde
con el hecho de que la proteina murina Sh3tc2 se expresa en el
nervio ciatico en los primeros dias de la vida.

En extractos proteicos de nervio cidtico de ratones Sh3tc2” la
fosforilacion de los receptores ErbB2 y ErbB3 esta incrementada a
P5 y P2 respectivamente, de forma estadisticamente significativa.
Al mismo tiempo el factor de transcripcion mielinizante Krox20
estd drasticamente disminuido. Tomados en su conjunto, ambos
hallazgos sugieren que hay una alteracion de la ruta de
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sefializacion Nrgl/ErbB que no permitiria la regulacién positiva
de los genes estructurales de la mielina.

8. SH3TC2 representa una nueva proteina adaptadora de la ruta
Nrg1/ErbB, favoreciendo a la internalizacion del receptor ErbB2.
Una deficiencia de SH3TC2 interrumpiria la sefal del axon a la
célula de Schwann para que se inicie la mielinizacién, lo que
explicaria la hipomielinizacion observada en los pacientes con la
neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo 4C.
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Anexos

Anexo I. Vectores de clonacion y de expresion celular empleados en este

trabajo.
Xmn | 1994
Nael
Scal 1875 2692
1 ori L 1
Apal 14
;;; 1] 20
| 26
Amp 8stz| | 31
PGEM®-T lacZ Neol | 37
Vector T Sacll 46
(3000bp)
Spe | 55
Not | 62
BsiZI | 62
Pstl 73
Sall 75
Noe | 82
Sacl | 94
on 8sx| | 103
Nsil 12
1
spe | 128

pCMV-SPORT 6
4396 bp

CMV promoter

Al | 341
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Vector pPGEM-T (Promega):
vector con sistema TA para
clonar productos de PCR

Vector pCMV-SPORT6
(GeneService Ltd): vector de
expresion en células de
mamiferos, que contenia los
tres clones IMAGE emplados
para la subclonacion de SH3TC2
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Anexo I (continuacion).

Asel Vector pEGFP-N1 (Clontech):
(8) vector de expresion en células
SnaB| P
Aﬂgg'z] de mamiferos, para expresar
Mcs proteinas en pauta con la GFP

591-671) :
: en el extremo N-terminal

Eco0109 1
(3856)

P¥A - DEGFP-N1
4.7 kb BsiG 1(1389)
Not 1 (1402)
Xbal® na1z)
Al 1520)
Dra lll 1874)
Stul
(2579)
Asel Vector pEGFP-C1 (Clontech):
Apal | (8) SnaB | vector de expresion en células
de mamiferos, para expresar
Ecod7 Il so7) proteinas en pauta con la GFP
Agel 501} en el extremo N-terminal

Eco0109 1 il
e PEGFP-C1
4.7kb

Bsir | (1323)

Kan'f MCS
[1330-1417)

Miu 1642)
Dralll 1872)
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Anexo I (continuacion).

Xba | (525)

SV40 SD/SA

pCMV-Myc  "vcim=MCS

tag
38kb SVa0 =
poly A

Xbal
(1134)

CMV promoter hGH polyA

5V40 origin

N-Terminal
pFLAG-CMV

1 origin

pBR322 origin
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Vector pcDNAS3 (Clontech):
vector de expresion en células
de mamiferos, modificado
para expresar proteinas

en pauta con la etiqueta

HA en el extremo

C-terminal

Vector pCMV-Myc (Clontech):
vector de expresion en células
de mamiferos, para expresar
proteinas en pauta con la
etiqueta Myc en el extremo
N-terminal

Vector pFLAG-CMV:

vector de expresion en células
de mamiferos, para expresar
proteinas en pauta con la
etiqueta FLAG en el extremo
N-terminal
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Anexo II. Cebadores empleados en este trabajo. Los nuclestidos subrayados

representan el sitio de restriccién indicado entre paréntesis. En rojo se especifica el

cambio nucleotidico aportado a los cebadores para la mutagénesis dirigida.
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CCACCAGCCGAGAAGGAAGG

Reverso
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Directo

GGAAAGATCTATGGGTGGCTGCTTCTGCATCC-(BglII)
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GGAAGGTACCATGGGTGGCTGCTTCTGCATCC—(Kpnl)
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O ||| |[G |||~
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—_
(=}
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Anexo III. (A) Colocalizacién subcelular de SH3TC2, y (B) de su mutante carente del
dominio de miristoilacion A2-6 en células de COS-7 (ambos en el canal verde), con los
marcadores de organulos anti-Na,K-ATPasa, anti-EEA1, anti-M6PR, y anti-CHC
(mostrados en el canal rojo). En el panel derecho se muestra la superposicion de las

imagenes obtenidas con los diferentes canales.

LW SH3TC2-HA Na,K ATPasa R B ivEd Na K ATPasa

SH3TC2-HA Na K ATPasa

Na K ATPasa

SH3TC2-HA

SH3TC2-HA

SH3TC2-HA

»

SH3TC2-HA

SH3TC2-HA
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Anexo IV-1. Efecto de la delecién de los dominios SH3 sobre la localizacién de
SH3TC2. Células COS-7, transfectadas con ASH3, se fijaron y inmunodetectaron con anti-
HA (A-D, canal verde), y uno de los siguientes marcadores de organulos (canal rojo):
anti-Na,K-ATPasa (A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR (C), y anti-CHC (D). En el panel

derecho se muestra la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

Na,K ATPasa

M6PR
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Anexo IV-2. Efecto de la delecién de los dominios TPR sobre la localizacién de
SH3TC2. Células COS-7, transfectadas con ATPR, se fijaron y inmunodetectaron con anti-
HA (A-D, canal verde), y uno de los siguientes marcadores de organulos (canal rojo):
anti-Na,K-ATPasa (A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR (C), y anti-CHC (D). En el panel

derecho se muestra la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

Na,K ATPasa
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Anexo V-1. . Efecto de las mutaciones p.E657K sobre la localizacién de SH3TC2.
p-E657K, fue sobreexpresada en células de COS-7, e inmunodetectada con anti-HA (A-D,
canal verde). Ademas, anti-Na,K ATPasa (A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR (C), y anti-CHC
(D), se usaron como marcadores de organulos (canal rojo). En el panel derecho se

muestra la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

'l p.E657K Na,K ATPasa

C < F M6PR

ol | E657K
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Anexo V-2. . Efecto de las mutaciones p.R658C sobre la localizacién de SH3TC2.
p-R658C, fue sobreexpresada en células de COS-7, e inmunodetectada con anti-HA (A-D,
canal verde). Ademas, anti-Na,K ATPasa (A), anti-EEA1 (B), anti-M6PR (C), y anti-CHC
(D), se usaron como marcadores de organulos (canal rojo). En el panel derecho se

muestra la superposicion de las imagenes obtenidas con los diferentes canales.

.\l p-R658C Na,K ATPasa

8 p.R658C

c REE M6PR

DI . R658C
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