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Gen TrkB: el eslabon en la
lucha contra el neuroblastoma

Diaz Rosales Juan de Dios ,* Romo Jesus Eduardo,? Loera Omar F?

RESUMEN
Objetivo: Es importante tener conocimiento de la genética molecular relacionada con la neurooncologia, puesto que se
han estado adquiriendo resultados tan trascendentales que permiten, por ejemplo, evidenciar genes implicados en el
desarrollo tumoral, como es el caso del neuroblastoma (gen TrkB), y de aqui, partir hacia novedosos métodos encamina-
dos a ensayos de diagnostico y tratamiento. Desarrollo: Se ha desarrollado una linea celular que expresa al gen TrkB
parainvestigar el sistema de sefializacion, por medio del cual la expresion del gen produce quimioresistencia, y si el BDNF
endodgeno podria activar el receptor TrkB e iniciar la transduccién en células de neuroblastoma TrkB-transfectado, asi
como la habilidad neutralizadora de anticuerpos contra el BDNF e inhibidor Trk-selectivo para interferir con la activacion
autocrina. Conclusiones: El TrkB es capaz de proteger a las células del neuroblastoma contra una variedad de drogas
citotodxicas, mientras que el BDNF es capaz de mediar el rescate celular, sugiriéndose que la habilidad del BDNF de activar
el TRKB puede ser capaz de bloquear la apoptosis inducida.
Palabras clave: apoptosis, citotoxico, neuroblastoma, neurotrofina, quimioresistencia, protooncogén, neurooncologia,
genética molecular.
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TrkB gene: The link in the fight against the neuroblastoma

ABSTRACT
Objective: Itis important to have a knowledge about the molecular genetics related to the neuro-oncology, since have
been acquiring so transcendental results that permit, for example, to show genes implied in the tumorous development,
as is the case of the neuroblastoma (gene TrkB), and from here, to leave toward novel methods directed to trials of
diagnosis and processing. Development: A cell line has developed that express to the gene TrkB to investigate the
system signs, through which the expression of the gene produces quimioresistence, and if the BDNF endogenous would
be able to activate the receiver TrkB and to initiate the transduction in cells of neuroblastoma Trkb-transfected, as well
as the neutralizator of antibodies ability against the BDNF and inhibiting Trk-Selective for interfere with the autocrine
activation. Conclusions: The TrkB is capable of protecting to the cells of the neuroblastoma against a variety of
cytotoxic drugs, while the BDNF is capable of mediating the cell rescue, being suggested that the ability of the BDNF to
activating the TRKB can be capable of blocking the apoptosis induced.
Key words: apoptosis, cytotoxic, neuroblastoma, neurotrofine, quimioresistence, proto-oncogene, neuro-oncology,
molecular genetics.
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MSSW RWHGP AMARLWGFCW  LVVGFWRAAF
NSVDPENI TE I FI ANQKRLE I | NEDDVEAY
NFTRNKLTSL SRKHFRHL DL SELI LVGNPF
SKNI PLANLQ I PNCGLPSAN LAAPNLTVEE
NETSHTQGSL RI TNI SSDDS GKQI SCVAEN
WCl PFTVKGN PKPALQWFYN GAl LNESKYI
LI AKNEYGKD EKQI SAHFMG  WPGI DDGANP
DVTDKTGREH LSVYAVVVI A SVVGFCLLVM
LHHI SNGSNT PSSSEGGPDA VI | GMTKI PV
KRELGEGAFG KVFLAECYNL CPEQDKI LVA
VKFYGVCVEG DPLI \WWFEYM  KHGDLNKFLR
AAGWYLASQ HFVHRDLATR NCLVGENLLV
PPESI MYRKF TTESDVWSLG  VVLWEI FTYG
EVYELM.GCW QREPHMRKNI KGI HTLLONL

ACPTSCKCSA  SRIWCSDPSP Gl VAFPRLEP 60

VGLRNLTI VD  SGLKFVAHKA  FLKNSNLQHI 120
TCSCDI MM K TLQEAKSSPD  TQDLYCLNES 180
GKSI TLSCSV ~ AGDPVPNMYW  DVGNLVSKHM 240
LVGEDQDSVN  LTVHFAPTIT  FLESPTSDHH 300
CTKI HVTNHT ~ EYHGCLQLDN ~ PTHMNNGDYT 360
NYPDVI YEDY  GTAANDI GDT  TNRSNEI PST 420
LFLLKLARHS  KFGMKGPASV | SNDDDSASP 480
| ENPQYFGI T NSQLKPDTFV  QHI KRHNI VL 540
VKTLKDASDN  ARKDFHREAE  LLTNLQHEHI 600
AHGPDAVLMA  EGNPPTELTQ  SOQMLHI AQQI 660
KI GDFGMSRD  VYSTDYYRVG ~ GHTMLPI RWM 720
KQPWYQLSNN  EVI ECUTQGR  VLQRPRTCPQ 780
AKASPVYLDI LG 822

Figura 1. Informacién de la secuencia TrkB: longitud de 822 aminoé&cidos con peso molecular de 91998 Da.

Clinicamente se presenta sintomatologia varia-
ble,> acompafado de distension abdominal secun-
daria a tumoracion, hipertension arterial y
taquicardia en nifios dentro del grupo de edad ya
mencionado. Légicamente estan indicados estudios
de imagen de alta sensibilidad (TC, IRM, gamagrafia)®
y biopsia para su estudio histopatoldgico.’

Bioldégicamente, los neuroblastomas se dividen en
dos grupos de tumores: uno con caracteristicas favo-
rables (histologia favorable, hiperdiploidia, expresion
de TrkA),® propensos a sufrir diferenciacion o
apoptosis, y otro con caracteristicas desfavorables
(histologia desfavorable, amplificacion N-Myc, supre-
sion 1p, pérdida de heterozigocidad de 14qy expresion
de TrkB), 8° frecuentemente metastaticos y con una
supervivencia menor a 40%o.%°

El Gen, su expresion y la proteina

La genética molecular ha ido adquiriendo una
importancia trascendental en el campo de la onco-
logia infantil en los Ultimos afios. Los avances han
permitido evidenciar genes implicados en el desa-
rrollo tumoral.**

En 1995, Nakagawara y cols. localizaron el gen
NTrk2 en el locus 9g22.1,°y en 1997, Valent y cols.,
mediante hibridacion fluorescente in situ, confir-
maron la asignacion del gen NTrk2 al locus 9g22.12
Este gen es parte de la familia de los protooncogenes
Trk, que codifican para receptores tirosine-kinasa,
receptores de alta afinidad de las neurotrofinas.

El gen NTrk2 o TrkB codifica para la proteina
tirosin-kinasa tipo Il, clase IV (Figuras 1y 2). La pro-
teina TrkB es receptor de las siguientes neurotrofinas:
BDNF, N-3 y la N-4/5, las cuales estan involucradas
en el desarrollo y mantenimiento del sistema ner-
vioso.®®

En el SNC, la expresion es observada en la corte-
za cerebral, el hipocampo, talamo, los plexos
coroideos, la capa granular del cerebelo, el tallo y
la médula espinal. En el SNP, el TrkB es expresado
en muchos ganglios craneales, el nervio oftalmico,

el sistema vestibular, multiples estructuras faciales,
las glandulas submaxilares y ganglios dorsales.

DESARROLLO

El TrkB es la clave
en la quimioresistencia

Las neurotrofinas (NGF, BDNF, N-3 y N-4/5) son
importantes para el crecimiento, supervivencia y
diferenciacion normal de neuronas del sistema sim-
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Figura 2. Estructura celular del receptor TrkB. Modificado de:
Cancer Letters 2001; 160: 107-14.

NGF BDNF NT-3N T-4/5
TrkA TrkB TrkC

Figura 3. Neurotrofinas y sus preferencias por los receptores
Trk. Modificado de: Cancer Letters 2001; 160: 107-14.
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patico.! Los receptores de NGF, BDNF y Neurotrofina-
3 son para TrkA, TrkB y el TRC, respectivamente. La
N-3 puede unirse con todos los receptores Trk y la N-
4 se une, preferentemente, con TrkB (Figura 3).

Se ha propuesto la hipdtesis de que la expresion
del BDNFy el TrkB (de naturaleza neuroectodérmica)
podria contribuir directamente a su resistencia a la
quimioterapia. Estudios indican que el BDNF aumen-
ta la supervivencia de las células NB,** extension
neuritica,'* invasion celular®® y, finalmente, prote-
ge al NB de la citotoxicidad de la quimioterapia.t®

Se ha desarrollado una linea celular que expresa
TrkB: SY5Y, para investigar si la expresion del gen TrkB
produce quimioresistencia. Esta linea celular es tan
especifica que no se detectan niveles de expresion
de TrkA, TrkB o TrkC4, y con ello poder estudiar el
impacto de un TrkB exdgeno y su posterior exposi-
cion a quimioterapia in vitro.

Las células de la linea SY5Y, a las que se les in-
trodujo TrkB mediante un vector plasmido, se divi-
dieronen G12y G7, los cuales tenian una expresion
de la proteina TrkB en un nivel intermedio y alto,
respectivamente (Figura 4).

Se investigo si el BDNF endégeno podria activar
el receptor TrkB e iniciar la transduccion en células
de neuroblastoma TrkB-transfectado.

También se ha examinado la habilidad
neutralizadora de los anticuerpos contra el BDNF
(anti-BDNF) o del inhibidor Trk-selectivo (CEP-2563),
para interferir con la activacion autocrina.

La autofosforilacion del p-145TrkB en G7 fue exa-
minada por inmunoprecipitacidon con anticuerpos
anti-Trk, seguido de anticuerpos antifosfotirosina
por Western blot. En ausencia de tratamiento, la
autofosforilacion de p-145TrkB es detectada sugi-
riendo que la autocrine loop es activa, aunque los
anticuerpos anti-BDNF y el inhibidor TrkB selectivo
CPE-2563 bloquean la autofosforilacion del p-
145TrkB casi completamente (Figura 5).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las neurotrofinas tienen la capacidad de prote-
ger al tejido neuronal normal de los dafios fisicos y
quimicos.'”8 Se ha visto que el BDNF puede promo-
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Figura 4. Expresion de la proteina TrkB en SY5Y, G2 y G7.
Detectada por immunoblotting: CSIC y HUVN, Granada.
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Figura 5. Las células fueron cultivadas en suero bovino fetal
FBS a 2%, y posteriormente tratadas con BDNF 20 pug/ml y CEP
2563 100 nM por 48 hrs y 24 hrs, respectivamente. CSIC y
HUVN, Granada.

ver la supervivencia y quimiorresistencia en el
neuroblastoma; aunque el mecanismo parecia des-
conocido, se ha demostrado que el BDNF/TrkB, me-
diante la activacion de PI-3K, es capaz de bloquear
la apoptosis de las células en el neuroblastoma que
son tratadas con Etop, Doxo y Cis.*®

Jaboin y cols.’® definen que el mecanismo me-
diante el cual el BDNF bloquea la apoptosis induci-
da por la quimioterapia, es TrkB-dependiente, ba-
sandose en tres hallazgos segun su estudio:

1. Laincapacidad del NGF de proteger a las células
del neuroblastoma de la quimioterapia.

2. Los hallazgos que sugieren que la accion del
K252a es capaz de bloguear la habilidad de pro-
teccion del BDNF.

3. Indicando que la activacion de Trk tirosin-kinasa
es necesaria para mediar los efectos del BDNF.

En adicion, se determind que esta quimioresistencia
inducida puede inhibirse mediante un pretratamiento,
con un inhibidor Trk kinasa o un inhibidor PI3-K. Con
esto podemos suponer que la quimioterapia, en com-
binacion con un inhibidor de PI-3-kinasa, podria im-
pedir la quimioresistencia inducida por el BDNF. Como
lo demuestran estudios previos, las neurotrofinas

CEP-2563 - +

p-TrkB

Figura 6. Las células lisadas fueron inmunoprecipitadas con
un anticuerpo anti-Trak y marcadas con un anticuerpo
antifosfotirosina. CSIC y HUVN, Granada.




(especificamente el BDNF) promueven la superviven-
ciay quimioproteccion en el neuroblastoma.t181°

Estos resultados nos indican que el TrkB, ademas
de ser un marcador de mal pronéstico, juega tam-
bién un papel clave en la biologia del neuroblasto-
ma.t®

El TrkB es capaz de proteger las células del NB de
una variedad de drogas citotoxicas, de las cuales
los mecanismos de accion van desde cambios en la
polimerizacion de los microtdbulos, inhibicion de
la actividad de la topoisomerasa hasta la alkilacion
del DNAL15; aun asi, la inhibicion de la via PI3-K es
suficiente para detener o prevenir los efectos pro-
tectores del BDNF.

A pesar de los diferentes mecanismos de accion
de los agentes de quimioterapia, el BDNF es capaz de
mediar el rescate celular; esto sugiere que la habili-
dad del BDNF de activar el TrkB para rescatar al NB
de los efectos de la quimioterapia, podria ser el re-
sultado de la modulacién de una sefalizacion
molecular de supervivencia clave, capaz de bloquear
la apoptosis inducida por cada una de las drogas
usadas.

La abrogacion de la actividad Trk tirosin-kinasa
podria ser una herramienta importante para mejo-
rar la eficacia de la quimioterapéutica.®

Aunque el K252a no hasido usado clinicamente,
una posible opcién podria ser el CEP-751, un
inhibidor Trk tirosin-kinasa derivado de K252a, ca-
paz de inhibir el crecimiento de injertos de NB que
expresan TrkB en modelos de ratones.20 2122
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