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2. Datos del centro

Este trabajo de Fin de Grado recoge mi estancia en el grupo de Investigacién de
“Neuroinflamacion”, dirigido por el Dr. Eduardo Molina Holgado, perteneciente a la
Unidad de Investigacion del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo, centro de
referencia nacional especializado en la lesion medular espinal, reconocido por el
Ministerio de Sanidad del Gobierno de Espana. El edificio se localiza en la Finca de la
Peraleda, s/n, 45071 Toledo, Espafia.

En el afio 2003 se creo la Fundacion del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo
para la investigacion y la integracion, encargada de contribuir en el desarrollo de la
investigacion clinica y técnica en el campo de la biomedicina y ciencias de la salud. En
el afio 2016 se pusieron en marcha los laboratorios de investigacion, centrados en
cuatro areas: Fisiologia y funcién del sistema nervioso lesionado; Biologia celular,
molecular y bioquimica de la lesién nerviosa; Robdética de rehabilitacion y biomateriales
aplicados a la lesion nerviosa; Servicios de apoyo a la investigacion. Con tres grupos

consolidados en Investigacion Clinica y trece grupos en Investigacion Basica.

El grupo de Neuroinflamacion trabaja en el campo de la neurobiologia, con experiencia
clinica en la lesibn medular y trastornos asociados. El Dr. Molina, junto a su equipo
multidisciplinar, del cual forma parte mi tutor el Dr. Pedro Felipe Esteban Ruiz, centran
sus esfuerzos en encontrar nuevos candidatos como diana terapéutica en el tratamiento
de los déficits y anomalias de la mielina en la lesion medular. Para ello, el papel del
receptor CB1 y los ligandos endocannabinoides podrian ser la soluciéon para la
remielinizacion axonal y patologias desmielinizantes. Es importante destacar el trabajo
liderado por el Dr. Esteban, en el cual me he visto involucrada estos mesesy se describe

a continuacion. Se centra en la comprension de los procesos moleculares que subyacen

tras enfermedades neurolégicas, como es el Sindrome de Kallmann.
F -

Figura 1. Miembros del grupo de Investigacion de Neuroinflamacién
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3. Resumen

El sindrome de Kallmann (KS) es una enfermedad rara causada por la migracion
deficiente de los precursores de neuronas productoras de la GnRH desde la placoda
olfatoria hasta el hipotalamo, repercutiendo en el funcionamiento del eje hipotalamico-
pituitario-gonadal y en el desarrollo de los bulbos olfatorios. Los pacientes con KS se
caracterizan por presentar hipogonadismo hipogonadotrépico y anosmia. Mutaciones
descritas en los genes ANOSL1 (o KAL1), FGFR1, PKR2 y PK2, han sido asociadas con
esta patologia. El gen ANOS1 codifica para la glicoproteina de ECM anosmina 1 (Al).
Al presenta un papel clave en la migracion y adhesion de varios tipos celulares en el
SNC. El mecanismo de accion de Al mejor conocido es su participacion en la
modulacion de la activacion de FGFR1. Se planted la hipétesis de la interaccion y
modulacion por parte de Al de la actividad de PKR2. Ratones mutantes para Pkr2 y
ratones que sobreexpresan Al, muestran la implicacion de ambas proteinas en los
mismos procesos bioldgicos. Estudios recientes indican la interaccion entre A1y PKR2,
y la participacién de los dominios N-terminales de Al en la modulacién de PKR2. Este
trabajo revela cédmo afecta la mutacion C172R en el dominio WAP de Al en la
modulacion de la activacion de las MAPKs ERK1/2 via PKR2/PK2. Los resultados
sugieren que WAP es esencial y la mutacion C172R interfiere en la modulacion de la
activacion de PKR2. Sin embargo, existen datos contradictorios sobre el papel de los
dominios CR y Fnlll.1 de Al, cuya participacion debe ser explicada mediante el estudio

de mutaciones en Fnlll.1 y la version AIWAPFnIIl.1 creada en este estudio.

Palabras clave: anosmina 1 (Al), sindrome de Kallmann (KS), receptor 2 de
procineticina (PKR2), modulacion, sefalizacion.
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4. Abreviaturas

KS
HH
GnRH
Al
FGFR1
FGF1
PKR2
PK2
LH
FSH
HPG
OEC
OE
VNO
OAs
CR
WAP
Fnlll
SNC
OB
RMS
Mitl
Bv8
Svz
TH
HS
GPCR
GRK2
MAPK
ERK1/2
KO

Sindrome de Kallmann

Hipogonadismo hipogonadotropico
Hormona liberadora de gonadotropina
anosmina 1

Receptor 1 del factor de crecimiento fibroblastico
Factor de crecimiento fibroblastico 1
Receptor 2 de procineticina
Procineticina 2

Hormona luteinizante

Hormona foliculo estimulante

Eje hipotalamico-pituitario-gonadal
Células olfativas envainadas

Epitelio olfatorio principal

Organo vomeronasal

Axones sensoriales olfativos

Dominio rico en cisteina

Proteina &cida de suero

Fibronectina tipo Il

Sistema nervioso central

Bulbo olfatorio

Corriente migratoria rostral

Toxina intestinal de mamba 1

Bombina variegata 8

Zona subventricular

Tirosina hidroxilasa

Heparan sulfato

Receptor acoplado a la proteina G
GPCR quinasa 2

Proteina quinasa activada por mitbgeno
Proteina quinasa regulada por sefial extracelular

Knockout

62
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5. Introduccién
5.1 Sindrome de Kallmann

El Sindrome de Kallmann (KS, OMIM#308700) es un trastorno congénito del hipotalamo.
Se caracteriza por hipogonadismo hipogonadotrépico (HH) con pérdida de la capacidad
olfativa parcial (hiposmia) o total (anosmia) (1).

Fue el médico espafiol Dr. Aureliano Maestre de San Juan quien, en 1856, al practicar
una autopsia, describié la existencia de hipogonadismo y ausencia de los bulbos
olfatorios (OB). Tras ese hallazgo, y “con objeto de utilizar para la ciencia este
notabilisimo caso”, contactd con la hermana del fallecido, quien le confirmoé la realidad
de la ausencia del sentido del olfato en el finado. Sin embargo, no fue hasta el afio 1944,
cuando el genetista y psiquiatra estadounidense nacido en Alemania, el Dr. Franz Josef
Kallmann, le puso el nombre a esta enfermedad, describiendo asi los aspectos
genéticos subyacentes. Posteriormente, fue en 1954, cuando de Morsier informé de la
ausencia parcial o total del OB en pacientes con KS. Es por ello, que este trastorno es

también conocido como Sindrome Maestre-Kallmann-Morsier.

El KS presenta tanto modos de herencia ligados al cromosoma X, como autosémicos
dominantes y recesivos (2). La mayoria de los casos se manifiestan en la edad
pediatrica y en la adolescencia. Se estima gque su prevalencia es de 1/8.000 en varones

y de 1/40.000 en mujeres (3), con lo que tiene la consideracién de enfermedad rara.

La anosmia o hiposmia en el KS es producida por una interrupcion primaria de las fibras
nerviosas olfativas, vomeronasales y terminales de la regién frontonasal. Se ha descrito
en pacientes con KS malformaciones de los OB, por un desarrollo incompleto
(hipoplasia) o ausencia (aplasia) de los mismos (4). Estos defectos en el desarrollo de
las vias olfativas son en parte responsables de una migracién anormal durante el
desarrollo embrionario de los precursores de las neuronas productoras de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), desde su origen en la placoda olfatoria hasta el
prosencéfalo. En consecuencia, se produce un espectro de patrones secretores
anormales de GnRH endodgena (5) y concentraciones séricas muy bajas de la hormona
luteinizante (LH), foliculoestimulante (FSH) y testosterona. Estos patrones de secrecion
disminuidos dan lugar a una maduracion sexual incompleta con ausencia de desarrollo
de los caracteres sexuales secundarios e infertilidad (6). Es lo que se conoce como
hipogonadismo hipogonadotrépico. Con terapias hormonales sustitutivas se podria
inducir la pubertad y la fertilidad. El tratamiento con testosterona para hombres y la
combinacién de estrégenos y progesterona para mujeres, estimula el desarrollo de los

caracteres sexuales secundarios; mientras que, para inducir la fertilidad, se usa la
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liberacion pulsétil de LH y FSH o de GnRH (7). Sin embargo, en la actualidad, no existe

tratamiento alguno para la anosmia.

ElI KS es una enfermedad sin riesgo vital, no obstante, afecta en gran medida a la calidad
de vida del individuo. Los pacientes con KS pueden llegar a presentar manifestaciones
satélites (sintomas que no son propios de la base de la enfermedad), desde
movimientos en espejo (sincinesia bimanual), agenesia renal unilateral, hasta defectos
craneofaciales de la linea media (paladar muy arqueado y labio leporino), agenesia
dental, pérdida auditiva (8), problemas oculares, anomalias de los huesos de las
extremidades y dedos (4), entre otros.

Varios estudios han demostrado la aparicién de una combinacion de mutaciones en uno
0 Mas genes que constituirian la base de la enfermedad. Se han descrito mutaciones
en los genes ANOS1 (anteriormente denominado KAL1), ligado al cromosoma X, que
codifica para la proteina de la matriz extracelular anosmina 1 (Al); en el gen FGFR1 (o
KAL2) que codifica para el receptor 1 del factor de crecimiento fibroblastico, en una
forma autosémica dominante de la enfermedad; y en los genes PKR2 (o KAL3) y PK2
(o KAL4) que codifican asi mismo para el receptor y ligando de procineticina 2,
respectivamente. Dichos genes estan involucrados en la herencia autosémica recesiva
del KS (9,10); también se han asociado los genes CDH7 (0 KAL5); FGF8 (o KAL®G);
NELF; WDR11; SEM3A; HS6ST1; HESX1, entre otros, con el KS (11).

5.2 Migracién de los precursores de las neuronas GnRH desde la placoda

olfatoria hasta el hipotalamo

La placoda olfatoria es una regién en la que existe una estrecha relaciéon entre el sistema
olfativo y las neuronas GnRH. Como muestra la figura 2, durante los primeros estadios
del desarrollo embrionario de los vertebrados, los precursores de las neuronas GnRH
(azul) se originan en la placoda olfatoria, junto a neuronas sensoriales olfativas
(encargadas de detectar olores) y a las células olfativas envainadas (OECs). Durante la
invaginacion de la placoda olfatoria para formar el epitelio olfatorio principal (OE) y el
organo vomeronasal (VNO), estos precursores de neuronas GnRH migran desde el
VNO, a lo largo de los axones olfatorios (OAs; verde) y vomeronasales (lineas negras)
cubiertos por OECs (rosa), expandiéndose de manera continua y recorriendo largas

distancias pasando por el bulbo olfatorio (OB) hasta el hipotalamo (4).
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Figura 2. Componentes que forman el paquete

migratorio de GnRH durante el desarrollo.
Adaptado de (4).

GnRH
OECs
OAs

Para que los precursores de las neuronas GnRH migren adecuadamente y lleguen al
sitio correspondiente, se requiere de la coordinacion de sefales de guia extracelulares,
sustancias quimiotacticas y elementos del citoesqueleto intracelulares. En este sentido,
en la figura 3 se ilustra un precursor neuronal GnRH (azul) a lo largo de los haces de
OAs (verde) recubiertos por OEC (beige). Podemos observar los diferentes recuadros
gue indican las categorias de sefales implicadas en esta migracion. Desde sefiales de
gradientes de atraccion (recuadro rojo) que incluyen el factor de fibroblastos 8 (FGF8),
el receptor 1 de FGF (FGFRL1), factor derivado de células estromales 1 (SDF-1), receptor
2 de procineticina (Prok2), GABA, entre otros; hasta sefiales de crecimiento de axén
(recuadro verde) y moléculas de adhesion (recuadro azul), mecanismos donde la
proteina anosmina 1 participa activamente. Los recuadros pequefios morados muestran
las principales interacciones actina/microtabulos, asi como de actomiosina, que

participan tanto en el proceso anterior como posterior a la migraciéon neuronal de GnRH

(4,12).
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Figura 3. llustracién de una neurona GnRH durante el proceso migratorio. Adaptado de (4).
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Respecto a la sefalizacion endocrina, como podemos ver en el esquema de la figura
4, una vez en el hipotalamo, durante la edad adulta, las células neuroendocrinas
productoras de GnRH llevan a cabo la sefalizacibn hormonal a través del eje
hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG), estimulando la liberacién de gonadotropinas (LH
y FSH) desde la hipdfisis, controlando la maduracién gonadal y la fisiologia reproductiva
del adulto (8). Dado que las neuronas GNnRH comparten eventos de desarrollo con las
neuronas sensoriales olfativas, un defecto en su migracion, debido a mutaciones en
estos genes como se han descrito en pacientes con KS (indicados a la derecha de la
figura 4), producen un retraso de la pubertad e infertilidad (hipogonadismo
hipogonadotrépico) y alteraciones en el sentido del olfato (anosmia) (13).

KAL1, FGFR1

DAX1, GPR54
Hypothal '
ypoalamus | ,iss1, LEP,

LEPR PC1

GnRH

HESX1, LHX3,
Anterior Pituitary | PROP1, DAX1,
GnRHR1

LH & FSH
DAX1, LHp, . . . . . , .
Gonads FSHp, LHR, Figura 4. Diagrama esquematizado del eje hipotalamico-
FSHR
pituitario-gonadal (HPG). Extraida de (13).

5.3 Gen ANOSI, caracterizaciéon de la proteina de matriz extracelular

anosmina 1y mutaciones reportadas en KS

El gen ANOS1 (o KAL1), fue el primer gen descrito en la década de 1990 asociado con
el KS. Tal como se puede observar en la figura 5A, se encuentra en la region Xp22.3,
en el brazo corto del cromosoma X. El gen ANOS1 escapa parcialmente de la
inactivacion del cromosoma X y presenta un homaélogo no funcional en el cromosoma Y
(KALP) en la region Yqll (14). Como muestran los numeros representados en la
estructura del ARNm, consta de 14 exones, que se correlacionan con la distribucion de
los dominios de la glicoproteina de la matriz extracelular de 680 aminoacidos anosmina
1 (como indica el area sombreada de la figura). Al esta formada por un dominio rico en
cisteina N-terminal (CR), un dominio de proteina acida de suero (WAP), cuatro dominios
de fibronectina tipo Il (Fnlll.1, Fnlll.2, Fnlll.3 y Fnlll.4) y una regién C-terminal rica en
histidina (H). En la regién N-terminal también encontramos una regién con un péptido

sefial para su posterior secrecion. La figura 5B muestra el dominio WAP de Al (en rojo)

10
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que comprende desde el residuo 127 al 176, entre los cuales podemos destacar 8
residuos de cisteina conservados, involucrados en 4 enlaces disulfuro (flechas azules)
encargados de estabilizar la estructura terciaria de anosmina 1 (15). Varios estudios han
demostrado la presencia del dominio WAP en inhibidores de proteasas, asi como los
dominios Fnlll en tirosina quinasas y fosfatasas, proteinas involucradas en la adhesion
celular. A lo largo de su secuencia hay cinco sitios potenciales de unién a heparan
sulfatos (HP) y seis sitios para una posible N-glicosilacion. Las principales deleciones
de exdn se muestran en la figura con lineas negras, y las mutaciones puntuales se
indican con flechas, el tamafio de las flechas indica la frecuencia de las mutaciones
identificadas (3,5).

A.
X chromosome
<= Xp22.3 KAL1 gene
Exons: 5’ UTR
-{ 1 23| 4 5 6 7 8 9 /10| 1 12 | 13 14]“mRNA
Anosmin 1
B.

WAP domain ’ 3 i ‘ >

8
ﬁ _ KXXX XXX CXX XXX XXX XK CXXXXCX XXX XCX XXX XCCXX KX CxXXCX XXX
1
127 176

‘ 3 I 56 } ‘

Figura 5. A. Estructura del gen ANOS1 y de la proteina anosmina 1. Extraida de (3). B. Enlaces
disulfuro intramoleculares altamente conservados en el dominio WAP de anosmina 1. Modificada
de (15).

El gen ANOSL1 se conserva en gran medida tanto en especies de vertebrados como de
invertebrados, desde Caernorhabditis elegans (con un 42% de homologia con el ser
humano) y Drosophila melanogaster (38%), hasta algunos roedores (74%) y primates
como el chimpancé (97%). Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado ningun
ortélogo a ANOSL en ratones o ratas, a pesar que compartimos el 99% de los genes
(3,16). Se ha descrito en mamiferos la existencia de una region pseudoautosémica 1

(PAR1) en la porcion terminal del brazo corto del cromosoma X, adyacente a la region

11
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donde se encuentra el gen ANOS1. Es un area homologa a la secuencia de ADN del
cromosoma Y. Durante la meiosis los cromosomas X e Y se aparean en esta region e
intercambian el ADN. Muchos de los genes localizados en PARL1 y en la region proximal
donde se encuentra el gen ANOS1 (caracterizada por ser altamente variable e
inestable), no han podido ser identificados en ratones ni ratas, lo que indica que en su
ancestro comun haya podido ocurrir una translocacion o eliminacion de los mismos o se

hayan localizado en cromosomas autosomicos (17,18).

Se han identificado en pacientes con KS alrededor de 60 mutaciones en el gen ANOS1.
De las cuales se atribuyen a deleciones o inserciones, introduciendo un codon de parada
prematuro o cambios de marco de lectura. Casi el 50% de las mutaciones sin sentido
se encuentran en los dominios WAP y Fnlll.1 (19). Otras mutaciones provocan cambios
en los aminoacidos que conforman Al, alterando el tamafio de dicha proteina, o
interrumpiendo la produccién/funcién normal de Al durante el desarrollo (3). En la
actualidad, aun sigue siendo dificil establecer una relacion estrecha entre la aparicion
de una mutacién en el gen ANOSL1 con la presencia de un fenotipo particular.
Manifestaciones satélites asociadas a pacientes con KS, no sélo se originan a partir de
mutaciones en regiones codificantes de este gen, sino también en promotores o
regiones que no se traducen, como ocurriria con la sincinesia bimanual. Del mismo
modo, estos sintomas no se asocian con un Unico tipo de mutacion. Por ejemplo, la
agenesia renal en el KS, es causada tanto por mutaciones sin sentido (como R191X 'y
L250X en el dominio Fnlll.1 o0 R613X en Fnlll.3) como por deleciones (del exén 5 al 10,
abarcando desde el dominio Fnlll.1 al Fnlll.3) (16).

5.4 Mecanismo de accidon de anosmina 1 en el SNC

Las glicoproteinas de la ECM participan activamente en la organizacion general del
SNC. Proporcionan soporte estructural, controlan la distribucién y concentracién de los
factores de crecimiento, asi como la diferenciacion celular. Sin embargo, su papel
principal es el de actuar como sustrato para la migracion de células moviles (migraciéon
neuronal), para posteriormente posicionarlas en regiones especificas del cerebro en
desarrollo, donde se diferenciaran terminalmente integrdndose en los circuitos

neuronales hasta la edad adulta (20).

Al es una glicoproteina de la ECM de adhesion celular que promueve el crecimiento y
ramificaciébn neuronal, la orientaciéon axonal y la migracién de mudltiples tipos de
precursores neuronales (precursores de oligodendrocitos y de neuronas productoras de
GnRH), controlando la sefializacion hormonal a través del eje HPG (5,21). Participa

activamente en la migracién en cadena de los precursores neuronales que se generan
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en la zona subventricular (SVZ), alo largo de la corriente migratoria rostral (RMS), donde
entran en contacto cercano entre si y con la superficie de otras neuronas, recubiertas
por un tubo glial que proporciona a su vez, informacién de la orientacién para estas
neuronas hacia los OB. Una vez en el OB, los precursores neuronales acaban migrando
radialmente, colonizando dicho OB (20). Lo que sugiere que ademas de los mecanismos
propios celulares, la actuacion de glicoproteinas de la ECM, como Al, puede ser

determinante durante este proceso.

Aungue queda aun por desentrafiar el mecanismo de accion completo de Al, se cree
gue interacciona con diferentes componentes de la ECM y receptores de membrana. La
interaccion de Al con el receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1) y
la modulacién de su actividad mediada por el factor de crecimiento fibroblastico 2
(FGF2), es el mecanismo mejor estudiado hasta la fecha (22). FGFR1 pertenece a la
familia tirosina quinasa de los receptores FGFRs que consisten en un dominio
transmembrana y un dominio de quinasa citoplasmatica. La region extracelular esta
formada por tres dominios de tipo inmunoglobulina llamados D1, D2 y D3 (23). En 2009,
Hu y colaboradores demostraron mediante resonancia de plasmon de superficie (SPR)
que los dominios CR, WAP y Fnlll.1 de Al interaccionaban con los dominios
extracelulares D,-D; de FGFR1 (24). En 2010, Murcia-Belmonte y colaboradores
continuaron con el estudio de la interaccién entre FGFR1 y Al, determinando mediante
GST pull-down, que los dominios WAP y Fnlll.1 por si solos no podian interaccionar con
el receptor, sino que era necesaria su combinacién, a diferencia de Fnlll.3 que si podia
hacerlo sin la presencia del resto de dominios. Asimismo, observaron que a pesar que
el dominio CR de Al no se encontraba involucrado en esta union, podia tener un papel
regulador, ya que la presencia del mismo, reducia la interaccion entre estas dos

proteinas (22).

Es importante mencionar el papel de los heparan sulfato proteoglicanos (HS) en la
interaccion molecular entre Al, FGFR1 y FGF2. Como podemos observar en la figura
6, cuando la glicoproteina Al se une a HS mediante los dominios Fnlll, se localiza
correctamente en la ECM para poder posteriormente formar un complejo estable con el
receptor FGFR1 y FGF2 mediante los dominios D»-Ds, activandolo y ejerciendo su
actividad biologica: migracion celular, crecimiento neuronal y reordenamiento del
citoesqueleto. También es importante que no exista un exceso de Al, ya que de este
modo ocupard todos los lugares de union a HS evitando la formacién de este complejo
(23).
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Figura 6. Mecanismo de la interaccion molecular entre anosmina 1, FGFR1, FGF2 y HS en la

superficie celular. Extraido de: (23).

Diversos estudios han demostrado la participacion de anosmina 1 y FGFR1 durante la
migracién de los precursores neuronales de la SVZ. De hecho, se ha descrito en
pacientes con KS la presencia de diferentes mutaciones en el gen ANOS1 que podrian
anular la unién a FGFRL1 y la actividad biol6gica de Al. Esteban y colaboradores en
2013 demostraron que la mutacion de cambio de aminoacido correspondiente al dominio
WAP, C172R, no interferia en la interaccion con FGFR1, por el contrario, la mutacién
N267K en el dominio Fnlll.1, parecia impedir esta unién. A su vez, cualquiera de estas
mutaciones (C172R o N267K) en anosmina 1, anulaba su efecto quimioatrayente sobre
los neuroblastos de la SVZ. No obstante, el estudio de la regidon N-terminal de Al
formada por los dominios CR-WAP-Fnlll.1 (A1Nt), demostré que esta proteina truncada
mantenia su funcién biolégica aun cuando estas mutaciones se encontraban presentes
(16).

Existe una interaccion clara y fuerte entre FGFR1 y Fnlll.3. Mutaciones descritas en
pacientes con KS ubicadas en el dominio Fnlll.3, como las representadas con un
asterisco rojo y otro rosa en la figura 7 que marcan E514K y F517L, respectivamente,
anulan o reducen la unién al receptor FGFR1, lo que sugiere un papel importante de

estos residuos en la interaccion (22).

Ademas, podemos observar los dominios Fnlll.1 y Fnlll.3 involucrados en la interaccion
con Fibronectina, sin embargo, Fnlll.3 es el tnico dominio que participa en la uniéon con
Laminina. Las moléculas de la ECM como fibronectina o laminina participan en la

migracioén y diferenciacion celular durante el desarrollo celular de la cresta neural. Estas
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uniones moleculares pueden regular las interacciones entre célula-célula y célula-ECM,

asi como la quimioatraccién inducida por Al en precursores neuronales (22,25).

» Laminin

Figura 7. Representacion esquematica del mapa de interaccion anosmina 1 con FGFR1 a través
de los dominios WAP, Fnlll.1y Fnlll.3. Anosmina 1 también participa en la unién con Laminina 'y

Fibronectina. Extraido de: (22).

Laminina y Fibronectina no son las Gnicas moléculas implicadas durante la formacion
de la cresta neural. Ademés, A1 modula factores de crecimiento locales, tales como el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), la proteina morfogenética 6sea (BMP) y
wingless-Int (WNT). A1 mejora la funcion de FGF8 mientras inhibe a BMP5 y WNT3a
(25).

5.5 Procineticinas e interaccién con anosmina 1

En 1980, Joubert y colaboradores aislaron una proteina en el veneno de la serpiente
mamba negra (Dendroaspis polylepis), denominandola toxina intestinal de mamba 1
(MIT1), cuya secuencia aminoacidica se muestra en la figura 8 (D) (26). Posteriormente
en 1999, Mollay y colaboradores aislaron de las secreciones de la piel en el anfibio
Bombina variegata una proteina similar, con un 58% de identidad con MIT1,
denominandola Bombina variegata 8 (Bv8) (fig. 8 (C)) (27). En 2001, Liy colaboradores
identificaron unas proteinas de mamiferos homélogas con un 43% de identidad a Bv8 y
MIT1, a las que llamaron procineticina 1 (fig. 8 (A)) y procineticina 2 (fig. 8 (B)) (28),
capaces de estimular la motilidad gastrointestinal, lo que explica el nombre asignado a
esta familia (29). Asimismo, la procineticina 1 y 2, presentan secuencias muy
conservadas entre ellas con aproximadamente un 85% de identidad (30). Las PKs son
proteinas ricas en cisteina (31) y secuencias N-terminales que preceden a la primera
cisteina (AVITGA) estan completamente conservadas entre todas las especies, lo que

sugiere que esta region presenta un papel funcional (28).
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v

A) MRGATRVSIMLLLVTVSDC AVITGA

B) MRSLCCAPLLLLLLLPPLLLTPRAGDA AVITGA _ _ _ _

C) MKCFAQIVVLLLVIAFSHG AVITGA Figura 8. Secuencias aminoacidicas de
D) AVITGA

procineticina 1 (A), procineticina 2 (B),

CERDVQCGAGTCCAISLWLRGLRMCTPLGREGEECHPG

Bv8 (C) y secuencia parcial de MIT1 (D).
CDKDSQCGGGMCCAVSIWVKSIRICT PMGKLGDSCHPL

CDKDVQCGSGTCCAASAWSRNIRFCIPLGNSGEDCHPA Los 10 residuos de cisteina conservados
CERDLQCGKGTCCAVSLWIKSVRVCTPVGTSGEDCHPA ) o
* " - * * estdn marcados con (*). Los péptidos

SHKVPFFRKRKHHTCPCLENLLCSRFPDGRYRCSMDLKNINE  S€hal €stan subrayados. La flecha indica

TRKVPFFGRRMHHTCPCLPGLACLRTSFNRFICLAQK los sitios de empalme para intrones.
SHKVPYDGKRLSSLCPCKSGLTCSK. SGEKFKCS
SHKIPFSGQRMHHTCPCAPNLACVQTSPKKFKCLSKS Extraido de: (28).

* ok * *

Ademas de los efectos gastrointestinales que presentan las procineticinas, en concreto,
el receptor 2 de procineticina (PKR2) y su ligando (PK2), tienen un papel clave en la
neurogénesis y morfogénesis del OB, en la supervivencia neuronal y migracion de los
precursores de las neuronas GNnRH. PKR2 se expresa predominantemente en el OB,
dentro de éste, el ligando PK2 se produce y se secreta para atraer a los precursores
neuronales, que expresan el receptor PKR2, desde la SVZ donde se originan, a través
de la RMS hasta el OB. PKR2 no solo se expresa en el OB, sino también en regiones
hipotalamicas con mayor densidad de neuronas GnRH, asi como en las glandulas
tiroides, pituitaria, salival y suprarrenal, en testiculos y ovarios (32,33). Ademas, estas
proteinas participan en distintos procesos biolégicos entre los que podemos destacar la
regulacion de ritmos circadianos, angiogénesis, progresion del cancer, hematopoyesis

y nocicepcion (30).

PKR2 pertenece a la familia de los receptores acoplados a la proteina G (GPCR), son
proteinas de membrana que transducen numerosas sefales extracelulares al interior
celular y desempefian un papel fundamental en la regulacién de las funciones celulares
(34). Se han descrito en pacientes con KS, mutaciones en los genes PKR2 y PK2, que
dan como resultado una interrupcion en la sefializacion de PKR2 en las células,
provocando una orientacion defectuosa de la superficie celular del receptor, en otros
casos, un mal acoplamiento de las proteinas G, y, por ultimo, hasta un deterioro en la

union entre el receptor y ligando (31).

Tal como se puede ver en la figura 9, PKR2 presenta una estructura tipica de los GPCR.
Consta de siete segmentos a-helicoidales que se extienden a lo largo de la membrana.
La region extracelular esta formada por una cola N-terminal (N-tail) y tres dominios
extracelulares (ECL1, ECL2 y ECL3). La region intracelular presenta a su vez tres
dominios intracelulares (ICL1, ICL2 e ICL3) y una cola C-terminal (C-tail) (35),
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responsables de interaccionar y activar los distintos conjuntos de proteinas G

heteroméricas (34).

Ratones a los que se les habia interrumpido los genes Pkr2 y Pk2 mostraron hipoplasia
del OBy atrofia severa del sistema reproductivo, asi como ausencia de neuronas GnRH
en el hipotalamo. Este fenotipo mostrado en ratones Pkr2 evidencia una clara similitud
con las caracteristicas clinicas presentadas en pacientes con KS (36,37), lo que
sugeriria la participacion de estos genes en la etiologia del KS. Posteriormente, esta
participacion fue confirmada al encontrar mutaciones en los genes PKR2 y PK2 en
pacientes con KS (9,10). Tomando en consideracion estos datos, se propuso el
planteamiento de que anosmina 1 podria estar modulando la actividad de PKR2 en
presencia de PK2, de manera similar a como lo hace con FGFR1 y FGF2 (38).

Ratones mutantes para Pkr2 presentaron una migracion y diferenciacion interrumpida
de los precursores neuronales desde la SVZ a interneuronas TH (tirosina hidroxilasa)
en el OB, observandose una hipoplasia del OB y menor nimero de neuronas TH. En
contraposicién, ratones que sobreexpresaban anosmina 1, manifestaban un incremento
en la proliferaciéon y motilidad de los neuroblastos en la SVZ durante el desarrollo
embrionario y postnhatal, lo que origina un incremento de ciertas poblaciones de
interneuronas en diferentes capas del OB, entre ellas las neuronas TH (39). Estos datos

evidencian la estrecha relacion existente entre estas dos proteinas.

Mediante la estrategia de GST pull-down, Murcia-Belmonte y colaboradores en 2016
demostraron que la proteina anosmina 1 interaccionaba con algunos de los dominios
extracelulares de PKR2 (N-tail, ECL2, ECL3), como muestran las flechas de la figura 9
(35). Crearon diferentes versiones de Al para estudiar esta interaccion. Tal y como se
ver en la figura, AINt formada por la regién N-terminal (CR-WAP-Fnlll.1) solo
interaccionaba con ECL2, que a su vez se encuentra involucrado en la unién con el
ligando PK2 (40). Mientras que A1Ct formada por los dominios C-terminales (Fnlll.2,
Fnlll.3 y Fnlll.4) interaccionaba con PKR2 de la misma forma que Al completa (35).
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(el (4]
ATNt m m A1Ct

Figura 9. Representacion esqueméatica de anosmina
1 y del receptor PKR2, asi como su interaccion.
Extraido de: (35).

Se han descrito mutaciones en el dominio ECL2 de PKR2 en pacientes con KS, como
S202G y Q210R (40), que anulan la interaccion in vitro con anosmina 1, lo que sugiere

que ECL2 presenta un papel clave en esta interaccion (41,42).

La activacion de los receptores PKR conduce a la activacion de diferentes rutas de
sefalizacién intracelular, como la cascada de la proteina quinasa activada por mitdgeno
regulada por sefial extracelular (MAPKs ERK1/2), necesaria para promover el efecto
quimiotrépico positivo en neuroblastos de SVZ y precursores de oligodendrocitos
(16,43). En la figura 10 se ilustra la estimulacién del receptor PKR2 en presencia de su
ligando PK2. El receptor acoplado a proteina G (GPCR) es fosforilado por GPCR
quinasa 2 (GRK2), posteriormente, PKR2 fosforilada recluta una proteina desconocida,
provocando que el receptor cubierto de clatrina se internalice y se endocite. Por otro
lado, la activacion de PKR2 resulta en la disociacién de Ga y GBy. GBy activa PLCp, lo
gue conduce a la fosforilacion de ERK1/2 a través de MEK1/2 (44).

PLCB

MEK1/2

!

ERK1/2

Figura 10. Diagrama esquematico que ilustra el mecanismo subyacente a la internalizacién y
activacion de ERK1/2 por el receptor PKR2. Extraido de: (44).
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Ensayos realizados previamente en el laboratorio pusieron de manifiesto el efecto de
anosmina 1 en la activacion de las MAPKs ERK1/2 via PKR2/PK2. Se estudiaron las
versiones: anosmina 1 (Al); anosmina 1 formada por la region N-terminal, con los
dominios CR, WAP y Fnlll.1 (A1Nt); y anosmina 1 sin el dominio CR (A1ACR). Los
resultados mostraron una activacion de PKR2 en presencia de PK2 (45).
Posteriormente, se analizaron los pladsmidos de expresion con anosmina 1 formada por
los dominios CR y WAP (A1CRWAP); anosmina 1 con el dominio CR (A1CR); y
anosmina 1 con el dominio WAP (A1WAP). La version con la proteina truncada
A1CRWAP mostré una modulacion positiva de la activacion de PKR2 en presencia de
PK2, a diferencia de las proteinas A1CR y A1IWAP, las cuales no pudieron inducir su
activacion. Finalmente se analiz6 la version de anosmina 1 formada por la region N-
terminal: CR-WAP-Fnlll.1 con la mutacion C172R en el dominio WAP (A1INtC172R), los
resultados sugirieron que ALNtC172R es incapaz de activar el receptor PKR2 en

presencia de su ligando PK2.

El conocimiento de las bases moleculares de la regulacién de PKR2 y de como es
modulada su actividad en la patologia del Sindrome de Kallmann, puede ayudarnos a
desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de enfermedades de las que esta

proteina es participe.
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6. Hipotesis y objetivos
La hipétesis de este proyecto es:

o El dominio WAP de anosmina 1 participa activamente en la modulacién de la

actividad de PKR2 en presencia de PK2.
El objetivo principal de este estudio es:

e Continuar con el estudio del papel del dominio WAP de anosmina 1 en la
modulacion de la actividad del receptor PKR2 en presencia de su ligando PK2.
Para ello, comprobaremos el efecto en la activacion de ERK1/2 a través de
PKR2/PK2 de una mutacién de cambio de aminoacido, C127R, presente en el
dominio WAP de la regién N-terminal de la glicoproteina de la matriz extracelular

anosmina 1, descrita previamente en pacientes con KS.
Como objetivo secundario:

e Estudiar el papel de los dominios WAP-Fnlll.1 en la modulacion de la actividad
de PKR2. Para ello, construiremos un plasmido de expresién con los dominios
WAP vy Fnlll.1 de anosmina 1 (AIWAPFnIII.1).
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7. Metodologia
7.1  Cultivo celular

La linea celular de riidn humano embrionario primario HEK293T (utilizada previamente
por distintos laboratorios al grupo de Neuroinflamacion), que expresa de forma estable
el receptor PKR2 (HEK293T_PKR2) (46), fue cultivada en Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; GIBCO) suplementado con 8% (v/v) de suero bovino fetal (FBS), 1%
(v/v) de penicilina (100 U/mL), 1% (v/v) de estreptomicina (100 pg/mL) y puromicina (5
pg/mL) (GIBCO) en un incubador a 37 °C al 5% CO. y 95% de humedad relativa.

7.2 Transfeccién celular

Las células HEK293T_PKR2 se lavaron con tampén fosfato salino a pH 7,4 (PBS), se
digirieron con TrypLE (GIBCO) y se incubaron durante 5 minutos a 37 °C. Se
centrifugaron a 400-500 x g durante 8 minutos, se retir6 el sobrenadante y las células

fueron resuspendidas en una nueva placa en medio DMEM completo con puromicina (5
Mg/mL).

Pasadas 48 horas, cuando las células alcanzaron una densidad adecuada, se realizo el
mismo procedimiento. Se digirieron con TrypLE, se centrifugaron y las células fueron
cultivadas en una placa de 6 pocillos que contiene Poli-D-Lisina (Sigma) a una densidad
de 0,75-10° células/pozo. Las células se transfectaron con ADN plasmidico para las
diferentes versiones de anosmina 1 (Al; ppefl34) (22) y con la mutacion (A1C172R;
ppef224) (0,5-1 ug de plasmido/pocillo) usando el reactivo de transfeccion TurboFect
Transfection Reagent (2-3 ul/ug ADN) (Thermo Scientific), gota a gota de manera
homogénea, siguiendo el protocolo del fabricante con pequefias modificaciones.
Transcurridas 36 horas, se retird el medio de cultivo en el que se encontraban las células
y se suplementaron con DMEM sin suero y con puromicina (1,2 mL) durante 8-12h. El

proceso se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Esquema de transfeccion

21



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

7.3 Seifializacion celular y Western-Blot

Tras 8-12 horas en medio sin suero, las células se estimularon con el ligando PK2 (5
nM) (Prepotech) en tres de los seis pocillos y se incubaron durante 5 minutos. Después
de exponer las células a este tratamiento, se lavaron con PBS y se lisaron con 200-250
Ml de tampon de lisis que contiene 1:1 de PBS a pH 7,4 (1 mM de EDTA, 1% NP-40 e
inhibidores de proteasas) (Roche) y tampdn de carga 2X (2X Laemmli sample buffer Tris
HCI 25 mM pH 6,8, 10% glicerol, 6% SDS, 0,1% azul de bromofenol, con 50 mM DTT y
0,5 M B-mercaptoetanol). Se recogieron los lisados celulares de la placa de 6-pocillos y
se sonicaron para reducir la viscosidad de la muestra. Mediante electroforesis en gel de
acrilamida al 10% (SDS-PAGE), separamos los componentes de la mezcla de proteinas,
se utiliz6 el marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific). Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa mediante el Trans- Blot Turbo Transfer Kit con el sistema Trans-Blot Turbo

(Bio-Rad) con Transfer 1X Buffer durante 12 minutos.

Las membranas con la proteina anosmina 1 y el receptor PKR2 fueron bloqueadas
durante 1 hora con leche en polvo desnatada al 5% (nfdm “nonfat-dried milk”) y TBS-T
compuesto por 50 nM Tris-HCI, 150 nM NaCl (pH 7,5) y 0,1% Tween-20, y se les afiadié
el anticuerpo primario anti-anosmina 1 (1/100) y anti-HA (1/2000) (Tabla 1),
respectivamente, toda la noche a 4 °C en agitacion. Tras la incubacion se realizaron 3
lavados de 5 minutos cada uno con TBS-T y después se incubaron las muestras con el
anticuerpo secundario (Tabla 1) en leche desnatada al 5% en TBS-T diluido 1/10.000,
durante 1,5 horas a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente se realizaron 3

lavados de 5 minutos cada uno con TBS-T.

Mientras que la membrana con ERK y pERK fue bloqueada con Odyssey blocking buffer
(OBB) (LI-COR) con 0,1% Tween-20 durante 1 hora tras lo que se afadieron los
anticuerpos primarios anti-ERK (1/5000) y anti-pERK (1/1000) (Tabla 1) y se incubaron
a 4 °C toda la noche en agitacion. Tras la incubacion se realizaron 3 lavados de 5
minutos cada uno con PBS con 0,1% Tween-20 (PBS-T). Después se incubd la muestra
con los anticuerpos secundarios correspondientes (1/10.000) (Tabla 1) en OBB con
0,1% Tween-20 y 0,02% SDS, durante 1,5 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T.

La membrana con anosmina 1 se incub6 con un sustrato para la peroxidasa
(SuperSignal Chemiluminescent West Pico Substrate) y se revel6 con el sistema de
captura de imagenes mediante quimioluminiscencia (Amersham Imager 600, GE

Healthcare Life Sciences). La membrana con ERK/pERK fue escaneada usando el

22



R . o , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Mufioz Lopez m- ROVIRA i VIRGILI

sistema Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR). La sefal infrarroja fue
posteriormente analizada con la ayuda del Software del sistema Odyssey Infrared
System. El proceso se detalla en la figura 12.

k. 1 Load protein sample 2 Apply current 3 Analyze gel
]
] i [
j ‘ ottt ‘ Lkihld
¢ > -
Estimulacién Lisis celular - = il
con ligando PK2 ° T m=- o
Electroforesis en gel o
S min (SDS-PAGE)
.(*
(k\
B

Deteccion de las
proteinas
anosmina 1y PKR2

Title

N P
S
Deteccion de las Cuantificacién .
proteinas TR e ¢ o
ERK1/2 y pERK1/2 xus

Figura 12. Proceso esquematizado de la deteccion de proteinas
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados

Anosmina 1 Anticuerpo 1/100 Propiedad del
monoclonal HNP
(IgG) de ratén

IgG de raton Anticuerpo 1/10.000 Jackson
monoclonal de ImmunoResearch,
cabra Laboratories, INC.
conjugado con
peroxidasa
Epitopo HA Anticuerpo 1/2000 Roche
monoclonal

(IgG) de rata

IgG de rata Anticuerpo 1/10.000 Jackson
monoclonal de ImmunoResearch,
cabra Laboratories, INC.
conjugado con
peroxidada
ERK Anticuerpo 1/5000 Santa Cruz
policlonal de Biotechnology
conejo
IgG de conejo Anticuerpo 1/10.000 LI-COR

monoclonal de
cabra marcado
con fluoréforo

IRDye 680CW
PERK Anticuerpo 1/1000 Santa Cruz
monoclonal Biotechnology

IgG2a de raton

IgG de raton Anticuerpo 1/10.000 LI-COR
monoclonal de
cabra marcado
con fluoréforo
IRDye 800RD

7.4  Cuantificacion y analisis estadistico

Los datos de la fluorescencia emitida por ERK y pERK fueron recogidos por el Software
del sistema Odyssey Infrared System. Se calcularon los valores relativos de pERK/ERK
y se normalizaron frente a la cantidad de pERK/ERK obtenida a partir de las células
HEK293T_PKR2 estimuladas con 5nM de PK2 y consideradas como 100% el control,

usando la siguiente ecuacion:
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pERK/ERK
% = —ERK x 100
( /ERK)CT

Se calcul6 la media de los valores que se muestran en la formula (n=3 experimentos) y
se representaron los valores medios + SEM. Adicionalmente, se realiz6 un estudio
estadistico t de Student con la finalidad de comparar las distintas condiciones
establecidas, considerandose estadisticamente significativo cuando p < 0,05. Para ello,

se hizo uso de la herramienta software GraphPad Prism v6.
7.5 Construccion de plasmidos

Se construy6 un plasmido de expresion que porta la versién de la proteina anosmina 1
formada por los dominios WAP y Fnlll.1 y un epitopo HA, también presenta un péptido

sefal (sp) en la region N-terminal (AIWAPFnIII.1), figura 13.

ATWAPFRINA I

A

HA

Figura 13. Representacion de la version creada de Al.

AIWAPFNIIl.1 se cre6 a partir de la amplificacion por PCR de la secuencia
correspondiente al gen ANOS1 modificado sin el dominio CR (A1ACR; ppef249) ya
disponible en el laboratorio (16). Se usaron primers especificos de secuencia: el Primer
forward presenta un sitio de restriccién tnico BamHI (subrayado), una secuencia Kozak
(negrita) y los primeros 27 nucleétidos (incluyendo un codén de inicio en rojo)
correspondientes al gen ANOS1 humano: 5" GCA GCG GGA TCC ACC ATG AAA GAT
CCA TCT GCC CCA CCA GCA 3. El Primer reverse presenta un sitio de restriccion
anico Xbal (subrayado), un codén de stop (rojo), una secuencia que codifica para el
epitopo HA (azul), y la secuencia correspondiente de anosmina 1 desde el residuo A289
(GGC) hasta el residuo R282 (ACG) para amplificar el dominio Fnlll.1: 5" GCC TCT AGA
TTA GGC GTA GTC GGG CAC GTC GTA GGG GTA GGC AGATGG ATC TTT GGA
AGA ACG 3.

La amplificacién se realiz6 en un termociclador Mastercycler personal 5332 (Eppendorf)
usando un primer ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos; seguido de 30
ciclos de amplificacion con una etapa de desnaturalizacion de 15 segundos a 94 °C; el
anillamiento de los primers a 60 °C durante 15 segundos; y la extension de la polimerasa
a 72 °C durante 1 minuto. Finalmente se realizé una dltima extensién con la polimerasa
a 72 °C durante 5 minutos. La reaccion se llevdé a cabo usando dNTPs, Taq ADN
polimerasa termoestable con capacidad correctora de errores (25 mU/ul) (Roche),
DMSO, Buffer 10X y H.O (HyClone).
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La amplificacion del fragmento de ADN esperado de 679 pb se comprob6é mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% utilizando el marcador de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), Loading Buffer 1Xy TAE 1X (pH=8). El ADN se purificd
usando el kit Gene JET PCR Purification kit (Thermo Scientific), siguiendo el protocolo
facilitado por del fabricante.

Los vectores pcDNA 3.1+p (47) y pcDNA 3.1+, modificados con los marcadores de
resistencia a puromicina y neomicina, respectivamente, junto con el fragmento
purificado de ADN amplificado por PCR, fueron digeridos con enzimas de restriccion
BamHI y Xbal (Takara, Kyoto, Japan). Los productos de la digestion fueron purificados
usando el kit Gene JET PCR Purification kit (Thermo Scientific) y se ligaron en una
relacion 5:1 (inserto:vector) usando T4 DNA ligasa (Takara, Kyoto, Japan), H-O
(Hyclone) y Buffer 10X. Se utilizaron dos tipos de ligacion: una con el fragmento de ADN
obtenido por PCR y otra sin él (control negativo), para transformar la cepa DH5a de
Escherichia coli (Invitrogen) mediante choque térmico durante 1 minuto a 42 °C (48).
Posteriormente, las células se recuperaron en medio rico en glucosa (Soc) durante 1
hora. Las bacterias con los dos tipos de ligacion, se sembraron en 4 placas de LB-agar,
con ampicilina (100 pg/mL) (Panreac) y se incubaron a 37 °C toda la noche. Al dia
siguiente, recogimos dos colonias con la punta de una pipeta que se transfirieron a un
tubo Falcon con 2 ml de medio LB con ampicilina. EI ADN plasmidico se purificé con el
kit Gene JET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) siguiendo el protocolo detallado
por el fabricante, y se digiri6 con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal, con Buffer
10X, BSA y H,O (Hyclone). Los productos correspondientes de la digestion se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y la integridad de la
secuencia se confirmard mediante secuenciacion (Secugen SL). Los plasmidos seran
utilizados en un futuro para transfectar la linea celular HEK293T_PKR2 y asi comprobar
silos dominios WAP y Fnlll.1 de anosmina 1 se encuentran implicados en la modulacién

de la actividad del receptor PKR2 en presencia de su ligando PK2.
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8. Resultados
8.1 Efecto dela mutacion A1C172R en la modulacién de PKR2

Uno de los objetivos de nuestro trabajo es estudiar la implicacién del dominio WAP de
anosmina 1 en la modulacién de PKR2 en presencia de PK2. Para ello, se utilizaron las
versiones de anosmina 1 (Al; ppefl34) (22) y anosmina 1 con la mutacion C172R en el
dominio WAP (A1C172R; ppef224) construidas previamente en el laboratorio del grupo
de Investigacion de Neuroinflamacion (16), tal y como se muestra en la figura 14.

— His
~ B [
e A
S HA
CR 3] i

merrze [0 S I
A
HA

Figura 14. Representacién esquematica de anosmina 1 (Al) y sus dominios. También se indica

la posicion de la mutaciéon C172R (*) descrita en pacientes con KS.

El efecto de la mutacion A1C172R en la modulaciéon de PKR2/PK2, en la linea celular
HEK293T que expresa de forma estable PKR2 (HEK293T_PKR2), se midi6 utilizando

los datos de la sefializacion ERK1/2.

Tal y como se puede observar en la figura 15, se plantearon diferentes condiciones
para determinar la activacién de PKR2 (A-F). Las células 293T_PKR2 en la condicién C
y D fueron transfectadas con el plasmido de expresién de Al; mientras que E 'y F con el
plasmido de expresiéon A1C172R. La estimulacién con el ligando PK2 5nM se muestra
con (+). Los lisados celulares se cargaron en un gel de electroforesis de acrilamida al
10% (SDS-PAGE) vy las proteinas se transfirieron en una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente, las proteinas ERK1/2 y pERK1/2 se detectaron con anticuerpos
primarios anti-ERK y anti-pERK, respectivamente. Y a su vez, con anticuerpos
secundarios marcados con dos fluoréforos distintos, 680CW (rojo) y 800RD (amarillo),
respectivamente. Del mismo modo, las proteinas A1 y A1C172R se detectaron con el
anticuerpo primario anti-anosmina 1, mientras que PKR2 se detecté con el anticuerpo
primario anti-HA. Posteriormente estas proteinas se incubaron con anticuerpos

secundarios marcados con peroxidasa.

Las membranas con ERK/pERK1/2 se revelaron haciendo uso de un escaner infrarrojo

gue posee dos laseres independientes, los cuales estimulan simultdneamente la
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muestra en dos canales distintos. Posteriormente la sefial emitida fue recogida y

analizada.

La condicion A nos sirvié de control negativo, donde PKR2 no ha sido estimulado por
PK2 ni modulado por anosmina 1. La seiial de ERK1/2 se observa en todas las
condiciones (A-F), sin embargo, la sefial pPERK1/2 solo se encuentra en aquellas células
gue previamente han sido estimuladas con PK2 5 nM (+) (B, Dy F). La intensidad de la
sefial depende de la presencia de la proteina anosmina 1 y del ligando PK2. Asimismo,
ni A1y A1C172R presentan ningun efecto si PK2 esta ausente (C y E).

Las barras representan los valores medios + SEM de la cantidad relativa de pERK/ERK
(A, C, D, Ey F) normalizados frente a la cantidad de pERK/ERK obtenida a partir de las
células HEK293T_PKR2 estimuladas con 5nM de PK2 y consideradas como 100% (B).
Tomando, por tanto, la condicion B como nuestro control de activacion (CT), podemos
decir que en la condicién F no se observa un aumento significativo de la intensidad
respecto a B (p=0,4392), a diferencia de la condicion D, donde este aumento si es
significativo (p=0,0229). Estos resultados indican que, cuando la mutacién C172R en el
dominio WAP en anosmina 1 esta presente (F), anosmina 1 es incapaz de producir la
modulacion positiva de la activacién del receptor PKR2 en presencia de su ligando PK2,

lo que indica que el dominio WAP patrticipa en dicha modulacion.
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Figura 15. Analisis del efecto de la mutacién C172R en el dominio WAP de la proteina anosmina
1 (A1C172R), en la linea celular HEK293T que expresa de forma estable el receptor PKR2
(HEK293T_PKR?2) y estimulada con PK2 5 nM a través de la sefializacion MAPKs ERK1/2. (a)
Los datos se expresan como los valores medios + SEM relativos respecto a la condicién control
(células HEK293T_PKR2 estimuladas con PK2; CT), considerada como el 100% (n= 3
experimentos; se realiz6 el estudio estadistico t de Student considerandose estadisticamente
significativo cuando *p < 0,05). (b) Deteccion inmunolégica de pERK1/2 (~43 kDa); ERK1/2 (~43
kDa); pERK/ERK1/2; anosmina 1 (Al) y la proteina mutante con la sustitucion C172R (A1C172R)
(~100 kDa); y PKR2 (~44 kDa), de los lisados celulares.
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8.2 Construccion del plasmido AIWAPFnIII.1

A partir de los resultados obtenidos con la version de A1C172R, para continuar con el
estudio de los dominios de anosmina 1 implicados en la modulacién de PKR2/PK2,
construimos un nuevo plasmido de expresion de anosmina 1 formado por el dominio
WAP vy Fnlll.1 (A1IWAPFnIIl.1), también presenta un péptido sefial para facilitar su
posterior secrecion, y un epitopo HA que sera reconocido por el anticuerpo anti-HA. Se
cre0 a partir de la amplificacion por PCR de la secuencia correspondiente al gen ANOS1
modificado sin el dominio CR (A1ACR; ppef249) disponible en el laboratorio del grupo
de Investigacién de Neuroinflamacion (16), tal y como se detalla en el apartado de
materiales y métodos.

El producto obtenido de la amplificacion por PCR se analizé mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% y se visualiz6 con un transiluminador UV, como se muestra en la
figura 16. Los carriles 1 y 3 se cargaron con el marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder, mientras que el carril 2 muestra una banda de 679 pb correspondiente al

fragmento esperado.

1.42:58.3.%
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5000 pb—— ' !
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1 i

Y 500pb ——p

Figura 16. Productos de PCR obtenidos en la electroforesis en gel de agarosa.

Posteriormente, los fragmentos se purificaron y fueron digeridos con las enzimas de
restriccion BamHI y Xbal junto a los vectores pcDNA 3.1+p y pcDNA 3.1+. Los productos
de la digestion se ligaron usando T4 DNA ligasa en una relacion 5:1 inserto:vector, que
se utilizaron para transformar la cepa DH5a de Escherichia coli competente. EI ADN se

purific6 y se digiri6 con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal. Los productos
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correspondientes de la digestion se analizaron con electroforesis en gel de agarosa al
1%, que se revelaron con el transiluminador UV como muestra la figura 17. Los catrriles
1y 10 representan el marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; los carriles 2-
9 muestran los fragmentos de 5,4 kb y de 669 pb que se corresponden con el vector y
el ADN amplificado por PCR, respectivamente.
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Figura 17. Fragmentos de ADN plasmidico obtenidos en la electroforesis en gel de agarosa.

Posteriormente las muestras se enviaran para ser secuenciadas y confirmar asi su
integridad. Los plasmidos se usaran en un futuro para transfectar la linea celular
HEK293T_PKR2, y comprobar asi el efecto en la activacion del receptor PKR2 tras la
estimulacion con PK2.
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9. Discusion

Varios genes relacionados con la patologia del Sindrome de Kallmann han sido
identificados hasta la fecha, entre ellos ANOS1, FGFR1, PKR2 y PK2. Se ha
demostrado que mutaciones en estos genes provocan niveles reducidos o ausencia de
hormona GnRH y aplasia de los OB, asociados con HH y anosmia, respectivamente. Un
desarrollo incompleto de los axones olfativos y una interrupcion en la migracion de los
precursores de las neuronas GnRH desde la placoda olfatoria hasta el hipotalamo,
evidencian la estrecha relacion existente entre el sistema olfativo, la maduracién sexual

cerebral y manifestaciones clinicas del KS.

Se revel6 la presencia de un fenotipo caracteristico del KS, con desarrollo anormal tanto
del OB como del sistema reproductivo en ratones que carecen del receptor PKR2
(36,37). Posteriormente se relaciond la presencia de mutaciones de pérdida de funcion
en el gen PKR2 en pacientes con KS e HH (9,10). En 2004, Gonzalez-Martinez y
colaboradores determinaron la modulacion de la actividad de FGFR1 a través de los HS
por anosmina 1, que a su vez, constituye el mecanismo de accion de A1 mas estudiado
hasta la fecha (49). A partir de estos estudios, se propuso que anosmina 1 podria
modular la actividad de PKR2 al igual que hacia con FGFR1 (38).

Los datos obtenidos a partir de ratones transgénicos que sobreexpresan anosmina 1y
ratones knockout (KO) para Pkr2 y Pk2, manifestaban efectos contrarios en la formacién
del OB, ya que ratones que sobreexpresan Al presentaban un incremento en la
proliferacién y motilidad de los neuroblastos en la SVZ durante el desarrollo embrionario
y postnatal, al contrario que los ratones KO para Pkr2 y Pk2 (21,39). En 2016, Murcia-
Belmonte y colaboradores demostraron, mediante la técnica GST-pull down, que PKR2
y Al interaccionaban fisicamente in vitro (35), confirmando la hipétesis planteada por
Hardelin y colaboradores en 2008. Mutaciones descritas en el dominio ECL2 de PKR2,
S202G y Q210R (40), interrumpian la unién con anosmina 1, lo que sugiere que ECL2

presenta un papel clave en esta interaccion (41,42).

Datos posteriores en el laboratorio indicaron que anosmina 1 modula la activacién de
PKR2 en presencia de PK2 y, asimismo, que los dominios de la regién N-terminal de A1
estan implicados en esta modulacion. Para ello, se estudiaron los plasmidos de
expresion con anosmina 1 (Al); anosmina 1 formada por la region N-terminal, con los
dominios CR, WAP y Fnlll.1 (A1Nt); y anosmina 1 sin el dominio CR (A1ACR), tal como
se muestra en la figura 18A. Los resultados indicaron que estas versiones de anosmina
1 activaban el receptor en presencia de PK2. Lo que quiere decir que los dominios CR,

Fnlll.2, Fnlll.3 y Fnlll.4 son prescindibles para esta modulacion y, sin embargo, los
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dominios WAP y Fnlll.1 podrian ser los responsables de activar PKR2. Asi mismo, se
observé que anosmina 1 sélo ejercia su funcién si previamente el receptor PKR2 habia

sido estimulado con su ligando PK2 (45).

Estudios previos de la interaccion molecular entre A1 y FGFR1/FGF2 a través de HS,
destacaron la importancia de la cantidad de anosmina 1. Un exceso de Al evitaria la
formacion de este complejo y por consiguiente, la interrupcion de su actividad biologica
(23). Del mismo modo, se observé que a mayor cantidad de anosmina 1 se inhibia la
activacion de PKR2 en presencia de PK2 (45).

En 2006, Andrenacci y colaboradores sugirieron que la region CR podria tener una
funcion reguladora (50). En 2010, Murcia-Belmonte y colaboradores, mediante estudios
GST pull-down demostraron que el dominio CR reducia la unién entre la regién N-
terminal de anosmina 1 (CR-WAP-Fnlll.1) y el receptor FGFR1 en comparacion con la
region N-terminal con los dominios WAP-Fnlll.1 (22). Posteriormente en 2013, Esteban
y colaboradores demostraron que, aunque CR no era esencial para la unién a FGFR1,
si era necesaria para desempefiar la funcion de anosmina 1. El estudio con el plasmido
de expresion A1ACR, mostré un fracaso en la induccién del quimiotropismo a través de
FGFR1 en precursores neuronales de rata, confirmando de nuevo, que es esencial para

que anosmina 1 pudiese ejercer su efecto (16).

A la vista de estos resultados, se llevaron a cabo experimentos posteriores con los
plasmidos de expresion con anosmina 1 formada por los dominios CR y WAP
(ALCRWAP); anosmina 1 con el dominio CR (A1CR); y anosmina 1 con el dominio WAP
(AIWAP) (Fig. 18B). El resultado més llamativo obtenido fue que ALCRWAP mostraba
una modulacién positiva de PKR2 en presencia de PK2, lo que no ocurria con los otros
dos plasmidos. Esto sugiere que los dominios CR y WAP no activan el receptor de
manera individualizada, por lo que se puede pensar entonces que CR presenta un mero
papel regulador o que podria ser importante para que el dominio WAP pueda ejercer su
funcion. Sin embargo, los resultados obtenidos con la version A1ACR fueron

contradictorios, por cuanto el dominio CR no era necesario para activar el receptor.
El dominio CR aparece como:

e No esencial cuando el resto de los dominios estan presentes (ALACR)
e Esencial cuando anosmina 1 esta formada solo por los dominios CR y WAP
(A1CRWAP)

Por lo tanto, el papel del dominio CR sobre la modulacién de la actividad de PKR2 debe

ser todavia explicado.
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Una posible justificacion de estos datos sobre la proteina ALACR podria ser que el
dominio Fnlll.1 fuera suficiente para estabilizar y facilitar la uniéon del dominio WAP a
PKR2 en la proteina completa. Mientras que en la proteina ALCRWAP, el dominio CR

fuera suficiente para estabilizar la union a PKR2 y para que WAP pueda actuar.

Nosotros continuamos estudiando el papel del dominio WAP, a fin de comprobar que la
mutacion C172R en este dominio de la proteina anosmina 1 de longitud completa,
afectaba a la modulacion de la activaciéon de PKR2. Nuestros resultados indicaron que
la mutacién C172R interferia en la funcién del dominio WAP (Fig. 18C), del mismo modo
gue ocurria con AINtC172R. Lo que apoya aun mas la idea que el dominio WAP es
fundamental para la modulacion de Al sobre la actividad de PKR2.

Estos resultados coinciden con los observados en estudios anteriores de Esteban y
colaboradores en 2013 en relacion a la sefalizacion a través de FGFR1 en presencia
de anosmina 1, ya que la mutacién C172R en el dominio WAP, provoca que la proteina
anosmina 1 pierda su capacidad quimioatrayente sobre los precursores neuronales de
la SVZ. Asimismo, se observé que al contrario que ocurria en la activacion via
PKR2/PK2, anosmina 1 no necesitaba del ligando FGF2 para activar FGFR1 (16,43).
Del mismo modo, en un estudio posterior, se demostré la participacién de anosmina 1
en procesos angiogénicos durante el desarrollo del OB, promoviendo asi la migracion
de células endoteliales, la proliferacién y formacion de vasos sanguineos. Los resultados
de este estudio revelaron que anosmina 1 actuaba de ligando para activar el receptor 2
del factor de crecimiento endotelial (VEGFR2) de manera similar que el ligando VEGF-
A. Asimismo, observaron que mutaciones en el dominio WAP de Al (Q131H, C134Gy
C163R), no interferian en la migracion celular mediada por Al, en contraposicion a
nuestros resultados obtenidos con la mutacion C172R. Esto podria indicar que el
dominio WAP no es tan importante para el efecto que produce la proteina Al sobre
VEGFR2 (51).

Como se explico en la introduccion, el dominio WAP contiene 8 residuos de cisteina
conservados que forman a su vez 4 enlaces disulfuro. Entre estos enlaces disulfuro
involucrados en este dominio, Cys172 se encuentra presente en la union con Cys157
(Cys157-Cys172) (15). Una posible explicacion de los resultados obtenidos, por cuanto
A1C172R es incapaz de modular la activacion del receptor PKR2, podria ser que la
presencia de la mutacion de cambio de aminoacido Cys172Arg, estaria interrumpiendo
la formacion de la estructura terciaria de anosmina 1, acabando en plegamiento erréneo

Yy, por consiguiente, desestabilizando la proteina (52).

A dia de hoy, todavia no se comprende completamente el papel que juegan los dominios
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N-terminales de anosmina 1 en la modulaciéon de PKR2 en presencia de PK2. Seria
conveniente llevar a cabo experimentos futuros para poder dar respuesta a todas estas
cuestiones que se nos plantean. Para ello, podriamos transfectar HEK293T_PKR2 con
las versiones de anosmina 1 mostradas en la figura 18D. Obtener resultados de la
mutacion N267K en anosmina 1 de longitud completa y de la proteina truncada
A1NtN267K podria ser clave en este estudio. Cabria la posibilidad que la respuesta
producida por la proteina completa mutada fuera diferente respecto a la llevada a cabo
por la proteina A1INt con la mutacion. Ya se observé en estudios previos llevados a cabo
por Esteban y colaboradores en 2013 sobre la modulacion del receptor FGFR1, que
cualquiera de las mutaciones C172R y N267K en Al completa, anulaba su efecto
quimioatrayente sobre los neuroblastos de la SVZ, sin embargo, A1Nt mantenia su

funcion bioldgica aun cuando estas mutaciones se encontraban presentes.

Asimismo, para continuar estudiando la funcién de los dominios N-terminales de
anosmina 1, y basandonos en los resultados obtenidos hasta la fecha, los datos del
plasmido de expresién que hemos construido formado con los dominios WAP y Fnlll.1
de anosmina 1 (A1IWAPFnIII.1; fig.18D), podrian indicarnos si Fnlll.1 participa en la
modulacion de Al, con la intencion de poder dilucidar qué dominios son fundamentales
para activar las MAPKs ERK1/2 via PKR2/PK2.

En cualquier caso, para poder llegar a una conclusion correcta de los resultados
obtenidos, seria importante tomar en consideracion cémo las mutaciones C172R y
N267K, en los dominios WAP y Fnlll.1, respectivamente, afectan a la interaccién con los
dominios de PKR2. Para ello, la estrategia de GST-pull down nos ayudara a comprobar

si se mantiene o no dicha interaccién en presencia de estas mutaciones.

Como ya se menciond en la revision de los mecanismos de accién de anosmina 1
reflejada en la introduccion, aun queda por desentrafiar el mecanismo de accién
completo de anosmina 1. Comprender como se comporta anosmina 1 cuando
interacciona con PKR2/PK2 podria ser determinante para disefiar nuevas terapias para
el tratamiento de enfermedades donde estas proteinas se ven implicadas, como por
ejemplo en procesos tumorales, dolor agudo, desordenes inflamatorios, entre otros
(53,54).
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Figura 18. Representacion esquematica de la activacion de PKR2 por las distintas versiones

de anosmina 1 en presencia de PK2.
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10. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se pueden llegar a las siguientes

conclusiones:

e El dominio WAP de anosmina 1 es esencial para la modulacién de la activacion
de PKR2 por anosmina 1, y la mutacion C172R en este dominio altera su
capacidad para inducir la sefializacion de las MAPKs ERK1/2 via PKR2/PK2.

e El estudio de la forma truncada de la proteina anosmina 1, AIWAPFnIIl.1, es
necesario para dilucidar si el dominio Fnlll.1 estabiliza la unién entre el dominio
WAP vy el receptor PKR2 para que WAP pueda ejercer su funciéon. Asimismo,
demostrar que el dominio CR regula la interaccion entre WAP y PKR2, o, por el

contrario, no es esencial cuando Fnlll.1 esta presente.
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10.1 Breveresumen visual del trabajo realizado
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Figura 19. (A) Expresion de diferentes genes, ANOS1 (o KAL1), PKR2 y FGFR1, durante la
migracion de los precursores de las neuronas de GnRH a través de los axones olfatorios desde
la SVZ a lo largo de la corriente migratoria rostral hasta el hipotalamo, donde las células
neuroendocrinas productoras de GnRH llevan a cabo la sefializacion hormonal a través del eje
hipotalamico-pituitario-gonadal, estimulando la liberacién de gonadotropinas, LH y FSH. La
sefializacion intracelular MAPKs ERK1/2 via PKR2/PK2 modulada a través de anosmina 1 (Al),
desempefia un papel fundamental en los procesos de neurogénesis, morfogénesis del OB,

supervivencia y migracion neuronal y angiogénesis.
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Figura 19. (B) Mutaciones en el gen ANOS1 (o KAL1) descritas en pacientes con sindrome de
Kallmann (KS) producen un defecto en la migracion de los precursores de las neuronas de GnRH
asi como de las neuronas olfativas desde la SVZ a lo largo de la corriente migratoria rostral hasta
el hipotédlamo, interrumpiendo asi la sefalizacion hormonal a través del eje hipotaldmico-
pituitario-gonadal y la liberacién de gonadotropinas, LH y FSH. La mutacién C172R en el dominio
WAP de anosmina 1 (Al) interrumpe la modulacion de la activacion de las MAPKs ERK1/2 via
PKR2/PK2, repercutiendo en los procesos de neurogénesis, morfogénesis del OB, supervivencia

y migracion neuronal y angiogénesis.
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11. Experimentos planificados no realizados

El dia 11 de marzo del corriente afio, la Organizacién Mundial de la Salud elevo a
pandemia internacional la situacién de emergencia de salud publica ocasionada por el
COVID-19. La evolucién de la crisis sanitaria, pronto precipitd que se tuvieran que
adoptar un conjunto de medidas que culminaron con la declaracion excepcional de
nuestro pais en estado de alarma, con la consiguiente adopcién de extraordinarias
medidas restrictivas de la movilidad. En lo que es relevante para este trabajo que me
ocupa, toda la programacion inicialmente prevista, se vio truncada en el preciso
momento en que se ordend por las autoridades, el obligatorio cierre de los laboratorios,
con la consecuencia que se dispusiera desde la universidad, la suspension sine die de
las préacticas presenciales de todo orden, incluida la que fundamenta mi trabajo.

La situacién persiste aun hoy, a dia de la fecha. De no haber sido asi, el Dr. Estebany
yo hubiéramos continuado con el estudio de los dominios de anosmina 1 implicados en

la modulacién del receptor PKR2 en la patologia del KS.

En primera instancia, hubiéramos llevado a cabo el analisis de la mutacion N267K en el
dominio Fnlll.1 de anosmina 1, a fin de dilucidar si la mutacion altera la capacidad de
inducir la sefalizacion de las MAPKs ERK1/2 via PKR2/PK2. De este modo, habriamos

constatado si el dominio Fnlll.1 esta implicado también en la modulacién del receptor.

Para continuar, hubiéramos llevado a cabo el andlisis por Western-Blot de los lisados
celulares que expresan la version AIWAPFnIII.1, creada previamente como se describe
en materiales y métodos. Posteriormente, la deteccion de la proteina AIWAPFnIL.1 se
hubiera llevado a cabo con el anticuerpo primario anti-HA y un anticuerpo secundario
anti-rata conjudado con peroxidasa. Asimismo, hubiéramos detectado las proteinas
ERK y pERK, con anticuerpos primarios anti-ERK y anti-pERK, y anticuerpos
secundarios anti-conejo y anti-ratbn marcados con dos fluréforos distintos,
respectivamente. Posteriormente, habriamos estudiado su efecto en la modulacion del
receptor PKR2 utilizando el Software del sistema Odyssey Infrared System. Una vez
hubiéramos obtenido el resultado, entonces habriamos llevado a cabo la cuantificacion
proteica y el posterior andlisis estadistico t de Student mediante el software GraphPad
Prism v6, para determinar finalmente, si el dominio Fnlll.1 es capaz de estabilizar WAP

en ausencia de CR.

40



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

12. Bibliografia

1. Benbassat CA. Kallmann Syndrome: Eugenics and the Man behind the Eponym.
Rambam Maimonides Med J. 2016 Apr 20;7(2):e0015.

2. Boehm U, Bouloux P-M, Dattani MT, de Roux N, Dodé C, Dunkel L, et al.
European  Consensus  Statement on  congenital  hypogonadotropic
hypogonadism—pathogenesis, diagnosis and treatment. Nat Rev Endocrinol.
2015 Sep 21;11(9):547-64.

3. de Castro F, Seal R, Maggi R. ANOS1: a unified nomenclature for Kallmann
syndrome 1 gene (KAL1) and anosmin-1. Brief Funct Genomics. 2017 Jul
1;16(4):205-10.

4, Cho H-J, Shan Y, Whittington NC, Wray S. Nasal Placode Development, GnRH
Neuronal Migration and Kallmann Syndrome. Front Cell Dev Biol. 2019 Jul
11;7:121.

5. Jiang X, Li D, Gao Y, Zhang X, Wang X, Yang Y, et al. A novel splice site variant
in ANOSL1 gene leads to Kallmann syndrome in three siblings. Gene. 2020 Feb
5;726:144177.

6. Mokosch A, Bernecker C, Willenberg HS, Neumann NJ. Kallmann-Syndrom. Der
Hautarzt. 2011 Oct 16;62(10):728-30.

7. Dodé C, Hardelin J-P. Kallmann syndrome. Eur J Hum Genet. 2009
Feb;17(2):139-46.

8. Gongalves ClI, Fonseca F, Borges T, Cunha F, Lemos MC. Expanding the genetic
spectrum of ANOS1 mutations in patients with congenital hypogonadotropic
hypogonadism. Hum Reprod. 2017;32(3):704-11.

9. Dodé C, Teixeira L, Levilliers J, Fouveaut C, Bouchard P, Kottler M-L, et al.
Kallmann Syndrome: Mutations in the Genes Encoding Prokineticin-2 and
Prokineticin Receptor-2. Valle D, editor. PLoS Genet. 2006 Oct 20;2(10):e175.

10. Pitteloud N, Zhang C, Pignatelli D, Li J-D, Raivio T, Cole LW, et al. Loss-of-
function mutation in the prokineticin 2 gene causes Kallmann syndrome and
normosmic idiopathic hypogonadotropic hypogonadism. Proc Natl Acad Sci. 2007
Oct 30;104(44):17447-52.

11. WenJ, PanL, Xu X, Wang J, Hu C. Clinical data and genetic mutation in Kallmann
syndrome  with CHARGE syndrome. Medicine (Baltimore). 2018
Jul;97(27):e11284.

41



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

12. Katoh H, Shibata S, Fukuda K, Sato M, Satoh E, Nagoshi N, et al. The dual origin
of the peripheral olfactory system: placode and neural crest. Mol Brain.
2011;4(1):34.

13.  Cadman SM, Kim S-H, Hu Y, Gonzélez-Martinez D, Bouloux P-M. Molecular
Pathogenesis of Kallmann’s Syndrome. Horm Res Paediatr. 2007;67(5):231-42.

14. del Castillo I, Cohen-Salmon M, Blanchard S, Lutfalla G, Petit C. Structure of the
X-linked Kallmann syndrome gene and its homologous pseudogene on the Y
chromosome. Nat Genet. 1992 Dec;2(4):305-10.

15. Jayanthi S, Kachel B, Morris J, Prudovsky I, Suresh Kumar TK. Molecular Cloning
and Overexpression of WAP Domain of Anosmin-1 (a-WAP) in Escherichia coli.
In: Molecular Cloning - Selected Applications in Medicine and Biology. InTech;
2011. p. 59-71.

16. Esteban PF, Murcia-Belmonte V, Garcia-Gonzalez D, de Castro F. The cysteine-
rich region and the whey acidic protein domain are essential for anosmin-1
biological functions. J Neurochem. 2013 Mar;124(5):708-20.

17. Church DM, Goodstadt L, Hillier LW, Zody MC, Goldstein S, She X, et al. Lineage-
specific biology revealed by a finished genome assembly of the mouse. PLoS Biol.
2009 May 5;7(5):€1000112.

18. Ross MT, Grafham D V, Coffey AJ, Scherer S, McLay K, Muzny D, et al. The DNA
sequence of the human X chromosome. Nature. 2005 Mar 17;434(7031):325-37.

19. Hu, Bouloux P-M. X-linked GnRH deficiency: Role of KAL-1 mutations in GnRH
deficiency. Mol Cell Endocrinol. 2011 Oct;346(1-2):13-20.

20. Franco SJ, Miiller U. Extracellular matrix functions during neuronal migration and
lamination in the mammalian central nervous system. Dev Neurobiol. 2011
Nov;71(11):889-900.

21. Garcia-Gonzéalez D, Clemente D, Coelho M, Esteban PF, Soussi-Yanicostas N,
de Castro F. Dynamic roles of FGF-2 and Anosmin-1 in the migration of neuronal
precursors from the subventricular zone during pre- and postnatal development.
Exp Neurol. 2010 Apr;222(2):285-95.

22.  Murcia-Belmonte V, Esteban PF, Garcia-Gonzéalez D, De Castro F. Biochemical
dissection of Anosmin-1 interaction with FGFR1 and components of the
extracellular matrix. J Neurochem. 2010 Dec;115(5):1256-65.

23. Choy C, Kim S-H. Biological actions and interactions of anosmin-1. Front Horm

42



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

Res. 2010;39:78-93.

24. HuY, Guimond SE, Travers P, Cadman S, Hohenester E, Turnbull JE, et al. Novel
Mechanisms of Fibroblast Growth Factor Receptor 1 Regulation by Extracellular
Matrix Protein Anosmin-1. J Biol Chem. 2009 Oct 23;284(43):29905-20.

25. Endo Y, Ishiwata-Endo H, Yamada KM. Extracellular matrix protein anosmin
promotes neural crest formation and regulates FGF, BMP, and WNT activities.
Dev Cell. 2012 Aug 14;23(2):305-16.

26. JOUBERT FJ, STRYDOM DJ. Snake Venom. The Amino Acid Sequence of
Protein A from Dendroaspis polylepis polylepis (Black mamba) Venom. Hoppe-
Seyler’s Zeitschrift fiir Physiol Chemie. 1980 Jan;361(2):1787-94.

27. Mollay C, Wechselberger C, Mignogna G, Negri L, Melchiorri P, Barra D, et al.
Bv8, a small protein from frog skin and its homologue from snake venom induce
hyperalgesia in rats. Eur J Pharmacol. 1999 Jun 18;374(2):189-96.

28. Li M, Bullock CM, Knauer DJ, Ehlert FJ, Zhou QY. ldentification of Two
Prokineticin cDNAs: Recombinant Proteins Potently Contract Gastrointestinal
Smooth Muscle. Mol Pharmacol. 2001 Apr 1;59(4):692-8.

29. Balasubramanian R, Plummer L, Sidis Y, Pitteloud N, Martin C, Zhou Q-Y, et al.
The puzzles of the prokineticin 2 pathway in human reproduction. Mol Cell
Endocrinol. 2011 Oct;346(1-2):44-50.

30. Negri L, Ferrara N. The Prokineticins: Neuromodulators and Mediators of
Inflammation and Myeloid Cell-Dependent Angiogenesis. Physiol Rev. 2018 Apr
1;98(2):1055-82.

31. Dodé C, Rondard P. PROK2/PROKR?2 Signaling and Kallmann Syndrome. Front
Endocrinol (Lausanne). 2013;4:19.

32. Martin C, Balasubramanian R, Dwyer AA, Au MG, Sidis Y, Kaiser UB, et al. The
Role of the Prokineticin 2 Pathway in Human Reproduction: Evidence from the
Study of Human and Murine Gene Mutations. Endocr Rev. 2011 Apr 1;32(2):225-
46.

33.  ZhaoY, Wu J, Wang X, Jia H, Chen D-N, Li J-D. Prokineticins and their G protein-
coupled receptors in health and disease. Prog Mol Biol Transl Sci. 2019;161:149—
79.

34. Peng Z, Tang Y, Luo H, Jiang F, Yang J, Sun L, et al. Disease-causing Mutation

in PKR2 Receptor Reveals a Critical Role of Positive Charges in the Second

43



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

Intracellular Loop for G-protein Coupling and Receptor Trafficking. J Biol Chem.
2011 May 13;286(19):16615-22.

35. Murcia-Belmonte V, Astillero-Lopez V, Esteban PF. Anosmin 1 Interacts with the
Prokineticin Receptor 2 In Vitro Indicating a Molecular Link Between Both Proteins
in the Pathogenesis of Kallmann Syndrome. Protein Pept Lett. 2016;23(7):650-5.

36. Matsumoto S -i., Yamazaki C, Masumoto K -h., Nagano M, Naito M, Soga T, et
al. Abnormal development of the olfactory bulb and reproductive system in mice
lacking prokineticin receptor PKR2. Proc Natl Acad Sci. 2006 Mar
14;103(11):4140-5.

37. NgKL, LiJ-D, Cheng MY, Leslie FM, Lee AG, Zhou Q-Y. Dependence of olfactory
bulb neurogenesis on prokineticin 2 signaling. Science. 2005 Jun
24,308(5730):1923-7.

38. Hardelin J-P, Dod&eacute; C. The Complex Genetics of Kallmann Syndrome:
KAL1, FGFR1, FGF8, PROKR2, PROK2, et al. Sex Dev. 2008;2(4-5):181-93.

39. Garcia-Gonzélez D, Murcia-Belmonte V, Esteban PF, Ortega F, Diaz D, Sdnchez-
Vera |, et al. Anosmin-1 over-expression increases adult neurogenesis in the
subventricular zone and neuroblast migration to the olfactory bulb. Brain Struct
Funct. 2016 Jan 10;221(1):239-60.

40. Monnier C, Dodé C, Fabre L, Teixeira L, Labesse G, Pin J-P, et al. PROKR2
missense mutations associated with Kallmann syndrome impair receptor
signalling activity. Hum Mol Genet. 2009 Jan 1;18(1):75-81.

41. Tercero-Diaz M. Efecto de la interaccion anosmina 1/PROKR2 de 2 mutaciones
descritas en PROKR2 que causan sindrome de Kallmann. Universidad de
Castilla-La Mancha; 2017.

42. Murcia-Belmonte, V., Astillero-L6épez, V., Tercero, M. & Esteban PF. Anosmin
1/prokineticin receptor 2 interaction in vitro; a molecular link in Kallmann syndrome

pathogenesis. In: XVII SENC Congress. Alicante, Spain; 2017.

43. Murcia-Belmonte V, Medina-Rodriguez EM, Bribian A, de Castro F, Esteban PF.
ERK1/2 signaling is essential for the chemoattraction exerted by human FGF2
and human anosmin-1 on newborn rat and mouse OPCs via FGFRL1. Glia. 2014
Mar;62(3):374—86.

44. Yin W, Liu H, Peng Z, Chen D, Li J, Li J-D. Mechanisms that underlie the

internalization and extracellular signal regulated kinase 1/2 activation by PKR2

44



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muiioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

receptor. Cell Signal. 2014 May;26(5):1118-24.

45. Lépez de la Vieja S. Identificacion de los dominios de anosmina 1 implicados en
la inhibicion de PKR2. Universidad de Castilla-La Mancha; 2019.

46. Barrasa D. Modulacién de la activacion del receptor PKR2 por la proteina
anosmina 1. Universidad de Castilla-La Mancha; 2018.

47. Esteban PF, Yoon H-Y, Becker J, Dorsey SG, Caprari P, Palko ME, et al. A
kinase-deficient TrkC receptor isoform activates Arf6—Rac1 signaling through the
scaffold protein tamalin. J Cell Biol. 2006 Apr 24;173(2):291-9.

48. Kushner S. An improved method for transformation of Escherichia colo with colE1
derived plasmids. In: Boyer HW and Nicosia S, editor. Genetic engineering.
Amsterdam: Elsevier; 1978. p. 17-23.

49. Gonzalez-Martinez D. Anosmin-1 Modulates Fibroblast Growth Factor Receptor
1 Signaling in Human Gonadotropin-Releasing Hormone Olfactory Neuroblasts
through a Heparan Sulfate-Dependent Mechanism. J Neurosci. 2004 Nov
17;24(46):10384-92.

50. Andrenacci D, Grimaldi MR, Panetta V, Riano E, Rugarli El, Graziani F. Functional
dissection of the Drosophila Kallmann’s syndrome protein DmKal-1. BMC Genet.
2006 Dec 11;7(1):47.

51. Matsushima S, Shimizu A, Kondo M, Asano H, Ueno N, Nakayama H, et al.
Anosmin-1 activates vascular endothelial growth factor receptor and its related
signaling pathway for olfactory bulb angiogenesis. Sci Rep. 2020 Dec
13;10(1):188.

52. Bianco SDC, Kaiser UB. The genetic and molecular basis of idiopathic
hypogonadotropic hypogonadism. Nat Rev Endocrinol. 2009 Oct 25;5(10):569—
76.

53. Jian B, Nagineni CN, Meleth S, Grizzle W, Bland K, Chaudry I, et al. Anosmin-1
involved in neuronal cell migration is hypoxia inducible and cancer regulated. Cell
Cycle. 2009 Nov 15;8(22):3770-6.

54.  LevitA, Yarnitzky T, Wiener A, Meidan R, Niv MY. Modeling of Human Prokineticin
Receptors: Interactions with Novel Small-Molecule Binders and Potential Off-
Target Drugs. Anna, editor. PLoS One. 2011 Nov 21;6(11):e27990.

45



5 Final : - , UNIVERSITAT
Trabajo Final de Grado | Marina Muioz Lopez 2. ROVIRA i VIRGILI

13. Autoevaluacion

Un sentimiento es lo primero que querria resaltar en este apartado: probablemente por
primera vez en mis afios de formacion académica, me he sentido la principal
protagonista de la planificacién, elaboracion y ejecucion de un verdadero proyecto de
investigacion, que ha de llevarse a cabo, ademas, con un enorme grado de autonomia.
Elegi libremente un tema complejo, que se ha convertido en mi principal ocupacion
durante estos Ultimos meses. Me ha obligado también a contextualizar todo mi
aprendizaje anterior, y a tener que aplicar conocimientos tedricos previos junto a otros
nuevos. Soélo puedo decir que este trabajo no me ha dejado indiferente, pues ha
generado por una parte confianza en mi misma, pero al tiempo, me ha ayudado a

identificar y detectar algunas de mis carencias y necesidades formativas.

El sentimiento descrito es mio, pero no el resultado del material obtenido, que sin duda
es compartido con el Dr. Esteban, pues sin su ayuda, apoyo, didactica y aliento, no se

habria podido conseguir.

Se han cumplido muchas de mis expectativas. He formado parte de un grupo de
Investigacién que ha compartido conmigo sus conocimientos y que me ha permitido el
acceso a muy diversas técnicas de laboratorio, que sin duda me han facilitado la

adquisicion de una mayor habilidad y destreza. Me llena de orgullo y satisfaccién.

Elegi para mi trabajo, el sindrome de Kallmann, enfermedad descrita por primera vez en
el afio 1856, y que aun a dia de hoy sigue constituyendo todo un enigma que es
necesario seguir estudiando. La aportacion del conocimiento adquirido por mi tutor
durante todos estos afios, asi como por otros investigadores cuyos trabajos he tenido
gue tomar en consideracion, ha sido un reto para mi. Compilarlo todo en no mas de
cincuenta paginas con mis propias y modestas aportaciones, me ha servido para darme
cuenta y valorar aiin mas el gran esfuerzo que hacen personas que dedican gran parte
de su vida a estudiar todos los aspectos moleculares que subyacen en esta patologia,

que sirven al tiempo para entender otras.

Por ultimo, no puedo dejar de hacer mencion a las herramientas fundamentales que me
han sido mostradas y transmitidas por mis dos tutores en este trabajo, y a las aportadas
por mis profesores durante estos cuatro afios. Me he apoyado en ellas para llevar a
cabo este trabajo: orden, organizacion, resolucion, capacidad de analisis, deduccion y
aplicacion de los conocimientos tedricos a esta practica. Lo que me ha permitido en
conjunto, mejorar mi formacion experimental, asi como reafirmar y reforzar mi vocacion

por la neurobiologia
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