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Resumen

La correcta funcidn del sistema nervioso en erganismos complejos. dependen
de 1a existencla de un flujo direccional de la informacion y una correcta interacckin
entre las células neuronales, producto de la gran asimetria morfoldgica que presentan
las neuronas,

El desarrollo de una neurona polarizada tipica con un dnico axdén y varias
dendritas ramificadas. requiere la accldn de dos procesos coordinados, la
especificacion axonal temprana y el establecimiento de la polaridad neuronal que
culmina con la formacidn de un axén. En este proceso de desarrollo intervienen tanto
eventos intra como extracelulares,

Ciertos fendmenos esenciales para el establecimiento de un axdn, presentan
una asimetria ternprana en neuronas hipecampales morfolagicamente no polarizadas
lestadio 2 de desarrollo), Ejemplos de estos fenémenos son: la acumulacidn de los
receptores del IGF-1 activables en la membrana plasmética de un proceso menor (Sosa
&t al, 2006), el enriquecimiento de microtibulos estables, rearreglo que se conserva en
el axdn (Witte et al., 2008). Asi mismo también se observa un transporte selectivo del
motor microtubular KIFSC, v una acumulacidn en la punta del proceso menor que se
convertird en el futuro axdn (Jacobson et al.. 2006).

Sin embargo se desconocla hasta el momento sl estos fres eventos eran
fendmenos interdependientes o independientes para lo cual se disenaron experimentos
que permitleran evaluar esta posible correlacidn. En primer lugar, la acumulacién
temprana de microtibulos mas estables en una neurita direcciona el enriguecimiento
de los RIGF-1 en la membrana de esa neurita, ya que al modificar la estabilidad de los
microttibulos con diferentes drogas, se altera |a localizacidn en membrana de dicho
receptor. Por otro lado la neurlta que presenta una estabilizacidn local de los
microtibules es la misma neurita que acumula RIGF-1 activables en la membrana.

Por otro lado, el motor anterdgrado KIFSC es esencial para el establecimiento
de polaridad neuronal, ya que tras su silenciamiento génico con el uso de shENA las
neuronas hipocampales no son capaces de desarrollar un fenotipo polarizado. Adernds
este motor axonal -que prefiere movilizarse por microtdbulos més estables- participa



en el transporte polarizado de la SNARE sintaxina B, protelna necesaria para el anclaje
de las vesiculas precursoras de plasmalema (PPVs) conteniendo a los RIGF-1. Estas
vesiculas son direccionadas preferencialmente haca el proceso menor que se
convertird en el futuro axdn.,

Este trabajo de tesls doctoral permitié demostrar que existe una Interconexion
entre los tres eventos descriptos anterlormente, esenclales para la formacidn de un
axwidn y el establecimiento de polaridad neuronal
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INTRODUCCION

1.1 Arguitectura celular, 1.3. Regulacidn de la polaridad y
1.2. Establecimiento de polaridad y citoesqueleto neuronal,
especificacikin axonal en neuronas 1.4, Expansiin del plasmalema para el

hipocampales " viiro”, crecimiento axonal



1.1 Arquitectura celular

La compleja red que constituye al sistema nervioso, estd gobernada por su
urtidad basica, la neurona, Dicha célula se distingue por sus ramiflcaclones -axones y
dendritas- que conforman las redes neurcnales. Una de las clasificaciones més antiguas
para este grupo celular, es de aceerdo a su morfologia, asi como, polidricas,
fusiformes, estrelladas, esféricas y piramidales. Una neurona piramidal tipica, presenta
entre 4 a 6 dendritas ramificadas y un dnico axdn que puede alcanzar varios
centimetros a metros en Jongitud total. Las prolongaciones dendriticas suelen ser
cortas ¥ anchas en la zona cerca al soma celular vy finas en los extremos, con
ramificaciones en forma de Y, mientras que el axén es tipicamente delgado v largo, de
forma homogénea y ramificaciones en angulo recto desde el cuerpo celular (Arlmura
and Kalbuchi, 2007} .

La caracteristica principal de las células neurcnales es su marcada asimetria,
propiedad que permite el correcto cableado del sistema nervicso, En las neuronas se
pueden diferenclar morfoldgica. bloquimica y funcionalmente dos dominios, el somatao-
dendritico, reglén encargada de reclblr y procesar la Informacidn generando un
impulso nervioso, ademas este dominlo, s @] drea encargada de la sintesis de
proteinas; ¥ el dominio axonal, especializado en la sinapsis, transmite la informacidn
entre células propagando dicho impulso nervieso gue culmina con la liberacidn de
neurotransmisores con el objetivo de transmitir la informacidn,

La polaridad de la neurona, por lo tanto, permite el flujo direccional de la
informacion que se requiere para la comunicacion entre nedronas y entre las neuronas

y las células efectoras. Proceso esencial para el funcionamiento de todos los
prganismos complejos.




1.2. Establecimiento de polaridad vy especificacidn axonal en neuronas

hipocampales “in vitro”

Histdrlcamente, el avance de un sistema de cultive "o vitre”™ de neuronas
nipocampales disocladas representa un modelo experimental para mejorar nuestro
entendimlento sobre la blolopia celular de la polaridad neurcnal, pretendiendo resolver
&l interrogante de jcomo adquiere la neurona su compleja arquitectura dendritica y
axonal? (Dotti et al, 1988), La simplificacion de los cultivos primarios. permite el
andlisis de aspectos puntuales en el desarrollo de la célula que en su conjunto son

demasiados complejos para escrutar.

1.2.1. Cultive primario de neuronas embrionarias de hipocampo

Las neuronas hipocampales adquieren su forma caracteristica por una serle de
eventos de desarrollo secuenciales. En tales cultivos “in vitre® se pueden clasificar 5
estadios de desarrollo de manera bioquimica y morfoldgica (Figura 1a). A continuackan

se presenta una breve descripcidn de tales estadios:

Estadio 1: Formacidn de la lamelipodia. Poco después de la Interaccidn de las
células con el sustrato, se desarrolla una lamela meévil en la periferia de la célula junto
con unos pocos filopodios, estrocturas ricas en filamentos de actina v proteinas
asociadas [o-actinina, filamina, vinculina, etc). Dicha lamelipodia refleja una

adaptacidn de las células al crecimiento en un sustrato en 2 dimensiones.

Estadio 2: Crecimiento de los procesos menores. 51 blen la formacion de la
lamelipodia surge del crecimiento neuronal “in vitro”, cambios o rupturas discretas en
regiones especificas de dicha estructura, dan lugar a pequenas protrusionss gue
derivan en las neuaritas, Estos procesos discretos luego de unas pocas horas exhiben
entre 10-15pm de largo. 51 bien no presentan un crecimiento neto, se mueven

continuamente distanclas cortas de retraccidn y extensidn. Una caracteristica
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fmportante de este estadio de desarrolle es que, morfolégicamente, no se encuentra
una diferencia entre los procesos menores. Sin embargo una de estas neuritas adguiere
la capacidad de convertirse en axdn, y como se describird mds adelante, hay eventos
tempranos de polarizacidn de diferentes moléculas. Es decir, podemos distinguir una
asimetria a nivel molecular en células que morfolégicamente no presentan una
polarizacidn.

Estadio 3: Formacidn y crecimiento del axdn. Entre 12 y 18 horas posteriores
al plaqueo, las células sufren un cambio abrupto cuando una de las neuritas comienza
un elongamiento acelerado para dar lugar al futuro axon. Para que se genere este
primer indicio de asimetria, un proceso menor debe alcanzar una velocidad de
crecimiento entre 5 a 10 veces superior respecto a las neuritas remanentes. Este
crecimiento es liderado por una estructura en el extremo del proceso denominada
‘cono de crecimiento axonal® (Fig. 1B). Estructura especializada para el crecimiento
direccional Censa el espacio extracelular con movimientos muy dindmicos de
retraccion y elongacion. en respuesta a diferentes sefiales y estimulos (factores de
crecimiento, moléculas sefial presentes en el sustrato, interacciones célula-matriz-, etc).
A su vez esta estructura, es el sitio de mayor expansion de membrana mediada por la
exocitosis regulada de vesiculas precursoras de plasmalema (FPVs).

En esta etapa de desarrollo la célula se ha polarizado, pudiendo diferenclar,
morfoldgicamente un axdn, con una longitud superior en al menos 20 pm respecto al
promedic de los demds procescs, asi como bioguimicamente con marcadores
moleculares tal como Tau 1° (Mandell and Banker, 1996) o CGAP43 (Coslin et al,, 1988).

Estadio 4: Crecimiento de dendritas. Posterlor a la especlficacldn axonal, las
neuritas que no siguleron un. proceso de elongacidén neto, inician el crecimiento y la
maduracidn, adquiriendo propiedades tipicas de las dendritas. Sin embargo, este
fendmeno solo se lleva a cabo a los 4 dias de cultive; aproximadamente entre 2 y 3

dias pesterior al crecimiento axonal Una de los marcadores especificos gue
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determinan la identidad de una dendrita es la expresién de la proteina MAP2' (Caceres

et al., 1984),

Estadlo 3. Maduracicdn final Posterior a los T dias de cultivas, las neuronas
comienza la dlima etapa de maduracion. Los axones forman contactos sindpticos
funcionales pudiendo generar corrientes eléctricas (Bartlett and Banker, 1984; Segal,
1983). Por su lado las dendritas aumentan su arborizacion v comienzan a formar

espinas derwdriticas, En este punto la neurona ha alcanzado su polarizacidn funclonal.

A) Estadio 1 Estadio ¢ Estadio 4 Estadio ¢ Estadio 5

Espima

Dhepedrina -
Diemdriticn
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Figura 1: A Desarmolky "o wirrn” de newronas hipocampales. Esguemarizacian de [os estadics de desarrolle. Podificado
Gioanna Lalll 2014). Las neuronas atraviesan diferentes estadios de crecimiento con Graclersiicas morleldgicas

tjuimicas dilerendiales. B Dobde mmuanodlecrescendia {proteing pad en noje v iobuling: § 11 en verde} de ona nearnm
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hapocampal en cuhivo primarts en un estadio 3 emprano de desarrollo. 5o puede ohserar of cono de crecimiento
iiderando B3 edongackin de una de las reurias menares.

1.3. Regulacion de la polaridad y citoesqueleto neuronal

Hasta aqui hemos zbordado la importancia de la polaridad neuronal para el
correcto funcionamiento de las neuronas, A continuacidon planteamos el conjunto de
mecanismos moleculares v vias de sefalizacion implicadas en el establecimiento de
polaridad y su comexidn con el citoesgueleto, estructura esencial para la polaridad

celular.

1.3.1. Vias de sefiallzacién Implicadas en la especificacion axonal

Los procesos de la Inlclacldn axonal pueden ser disparades por sefiales
extracefulares tales como factores de crecimiento, o elementos de la matriz
extracelular, disponibles para activar diferentes cascadas de sefalizacidn dirigiendo
una distribucidn asimétrica de los reguladores de la polaridad. Los factores de
crecimiento son descriptos como importantes reguladores del desarrollo, funcidn,
supervivencia y plasticidad neuronal. Durante el desarrollo, estos estdn implicados en
] erecimiento de las fibras neuronales (axones y dendritas) asi como én patrones de
inervacion, expresion de proteinas especificas para el correcto funcionamiento celular,
etc. Dentro de estos factores de crecimiento se encuentran, el Facter de Crecimiento
Neural (NGF), el Factor de Crecimiento Derivado de Glia (GDNF), el Factor de
Crecirmiento Derivado de Cerebra (BDNF) y el Factor de Crecimiento similar a Insulina
(IGF-1).

Estudios en cultivos primarios de neuronas hipocampales revelaron que el
Factor de Crecimiento similar & Insulina Tipo ! (IGF-1) es esencial para el
establecimiento de polaridad neuronal; debldo a que al reducir la funcidn de su
receptor (Receptor del Facror de Crecimiento Tipo [ RIGF-1}) ya sea con el

silenciamiento génico a traveés del uso de siRNA o con un anticuerpo  blogqueante



especifico que Interfiere con el correcto funclonamiento de dicho receptor, se previene
la formacidn de un axdn (Sosa et al, 2006). Por su parte la cascada de sefializacidn que
estimula dicho factor de crecimiento implica, entre otros, la activacidn de su propio
receptor (RIGF-1) y cascada abajo, a la enzima fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K). Esta
enzima vy su principal producto el fosolipide fosfatidilinositol-(3.4,5)-trifosfata (PIP3),
que se recluta en la membrana del axdn creclente, son reportados como promotores
del crecimiento neuritico y la especificacion axonal {Laurino et al., 2005: Menager et
al., 2004; 5hi et al, 2003). Esto se propuso en base a los resultados de varlos grupos
de investigacian en dorle, la inhibicion farmacoldgica de la quinasa lipidica P13k con
LYZ24002 o Wortmaninna previene la formacidn de un axdn, mientras gue la
sabreexpresion de la subunidad catalitica (pl10} constitutivamente actlva permite la
formacian de multiples axones (Barnes and Polleux, 2009; Shi et al., 2003).

Una neurona hipocampal en estadio 2 de desarrollo no presenta una morfologia
polarizada; sin embargn hay evidencias de una polaridad a nivel molecular. Tal es el
caso de los receptores activos (fosforilados) de IGF-1 (RIGF-1p). Una célula
desarrollada en cultivo, sin contacto célula-cflula nl matriz extracelular, que se
estimula en tempos cortos con el ligando ICE-1 presenta un enriquecimiento de los
RIGF-1 fosforilados en la membrana de una de las neuritas en células en estadio 2. Este
es uno de los eventos tempranos de polaridad previo a la formacion del axdn. Ademss
esta distribucidn polarizada también se conserva en el axdn an neuronas en estadio 3

(Sosa et al., 2008).

1.3.2. Citoesqueleto neuronal

Unos de los principales interrogantes en neurchiologla es como las neuronas
alcanzan su morfologia altamente polartzada. En este proceso la formaeldn del axdn se
basa en reordenamientos altamente regulados del citoesquelern (Neukirchen and
Bradke, 2011).

En primera instancia la polimerizacion de los flamentos de acting causa la

extensidn y protrusidn del cono de crecimiente. Esta elongacion acelerada, genera un

12



fendmeno denominadoe flujo retrdgrado, donde la polimerizacidn de la actina crea una
fuerza que empuja a la red de actina v a la mernbrana que se encuentra estrechamente
vinculada con esta, hacia el extremo del futuro axdn en crecimiento. Por otro lado se
han reportado varias proteinas reguladoras de actina que incluyen a Rho. CdcdZ,
profiling, cofilina, entre otras, como participes en la regulacidn del proceso de
polarizacidn neuronal (Bito et al, 2000; Bradke and Dotti, 1998; Garvalov et al, 2007;
Kunda et al.. 2001).

Por su parte los microtabolos (MTs), juegan un rol active en el establecimiento
del axdn. Una de las caracteristicas principales de los MTs es su habilidad para
someterse a ciclos rdpidos de crecimiento (polimerizado) vy  desensamblaje
{depolimerizado). Este proceso es denomina como inestabilidad dindmica (Mitchison
and Kirschner, 1984) y la transicion de la polimerizacidn a la despolimerizacidn se
conoce como catdstrofe mlentras que la translcldn opuesta se conoce como rescate.

Los MTs, encargados del soporte fisico v la forma alargada y fina de los
procesos neuriticos, presentan una polaridad Intrinseca basada en la asimetria de los
heterodimerocs @, A Tubuling. Los MTs exhiben dos extremos diferenciables, el
extremo menos (), de crecimiento lento, donde se exponen las subunidades o-
tubulina, y el extremo mds (+), de crecimiento rdpido, donde las subunidades -
tubulina son expuestas (de Forges et al, 2012; Jlang and Akhmanowva, 2011;
Sakakibara et al, 201 3). Los MTs e elongan con la incorporacidn de heterodimeros de
twbulina en el extreme +, formando un citoesgueleto polarizado.

En las neuronas los MTs tienen una organizacian diferencial entre los distintos
procesos, En los axones los MTs se orientan con el extremo + hacia el exterior,
mientras que en las dendritas pueden tener una mezcla de polaridad (Fig. 2) (Baas et
al., 198%9; Baas et al, 1988; Conde and Caceres, 2008).

Por otro lado los heterodimercs a-f tubulina sufren varias modificaciones
post-traduccionales tales como acetllacidn /desacetilacién, tirosinacidn/detirosinacidn,
poliglutamilacidn, palmitollacldn entre otras. La mavorfa de las modificaclones post-
rraduccionales ocurren en el carboxilo-terminal de las @- f tbulina, Alguna de estas

modificaciones  post-traducciconales  han sido wilizadas como marcadores de |3
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longevidad de los MTs. Por ejemplo, la acetilackdn -modificacidn que ocurre en la lisina
40 en el N-terminal de la @ -tubulina- o la remocidn enzimédtica del residuo tiresina en
s C-terminal {detirosinacidn). Estas modificaciones ocurren gradualmente sobre #l
microtibulo, v por 1o tanto, se observan en MTs mds estables, es decir con un bajo
ciclo de recambio o pocos eventos catastrdficos. Por el contrario cuando se encuentra

a -tubulina tirosinada en los MTs, denota fibras recién sintetizadas, con muchos ciclos
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Flgara 2: Chrganizacion de los Micrahibalos en cthebs peirombes (Bsquema modificadio de Conde and Cameres, 2T
En [as fibras axonales los MTs, asoclades a proteinas Ta, s encuentran cowmados oo ¢ extremn -« hada el cona di

crecimienin. mientras que las dendritas, con MTs unddos a proteinas MAPZ, preserzan una mezcla en 50 orientacion

Trabajos recientes han demosirado que los axones de neuronas hipocampales
‘in vitro" presentan una estabilidad Incrementada de los MTs. Asimismo, cambics en la

dindmica de los MTs modifica la polarizacidn neuronal, y el sole incremento en la
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establlidad de estos, es suficlente para Induclr la formacldn de axones (Witte and
Bradke, 2008, Witte et al., 2008).

Por otro lado neuronas en estadio 2 de desarrollo presentan una estabilizacitn
local de los MTs en una neurita, esto se considera una sefial Bsioldgica que especifica
la polarizacion neuronal en esa dendrita (Witte and Bradke, Z008; Witte et al., 2008).
Este es otro fendmeno de polaridad temprana en celulas morfoldgicamente no

polarizadas (Fig. 3.

Marfologia no polanizada:

Extadio 2

W S— il Kicesine
B Vescula Membraeona — Bemertablided | L L
EHoes da — 0 iR ak i e

Figara 3 Re arreglos del cinesyueleio en la polarizacion nedronal jesquema modifcdo de Witte and Bradke 2008). Se
cksery en b newrora enestadic 2 acumaladon de MTs estables damill anon procese menor, cimactiristia que o5
mentenkla en o axdn de [ neurcoz en oestadie 3, Por o tactg, previo & la pelarzacidn morokipice & dioesquelea
silre cambios. auments la dindmica de & acling en el cono de crecimiento de la newrita gue s2 convierte en Futurs 2m8n,

a5 SO0 Se iNCremeaan s MTs esables

1.3.3. Transporte vesicular mediado por molores microtubulares

En neurcmas del hipocampo, existe una distribucion polarizada de los MTs
estables en una neurita de células en estadio 2 asi como en el axon, por lo gue se
predice que tanto la biopénesis como el mantenimiento de los  distintos
compartimentos axonales v dendriticos dependen de un transporte selectivo de
vesiculas v proteinas especificas a lo largo de los MTs hacia estas diferentes regiones.

Por lo que resulta critico para el desarrollo v la funcion neuronal que exista un
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transporte polarizado. Uno de los Interrogantes en neurcblologia es conocer los
mecanismos moleculares de este transporte polarizado mediado por motores
microtubulares hacla axones y dendritas (Hammond et al,, 2009),

Los motores kinesinas, son enzimas que convierten la energia quimica de la
hidrélisis del ATP en un trabajo mecénico a lo largo del microtdbulo. Dentro de los
motores mds estudiados se encuentran la Kinesina-1 {convencionalmente kinesina o
KIF5), Este motor contiene 2 dominios motores en el extremo N-terminal, estos
dominios contienen las secuencias necesarias para la hidrdlisis del ATP y para la
interaccidn con los MTs. Se mueve progresivamente hacla el extremo + de los MTs en
pasos de 8nm (distancia entre subunidades de §-tubulina advacente) y genera
velocidades que rondan en los 0,6-0.8 ym/s. La progresividad se debe al sistemna de
pasos “mano sobre mano® [del Inglés hand over hand) en donde los 2 dominios
motores alternan entre ciclos cataliticos manteniendo su interaccidn con los MTs
(Verhey et al. 2011).

La holoenzima KIFS es un heterotetrdmero comprendide por 2 cadenas pesadas
(KHC, del inglés kinesin heavy chain) y dos cadenas livianas (KLC, del inglés kinesin
light chain). Las subunidades de las KHC condenen los dominics motores en el N
terminal mientras que las KLC contienen una region héptada repetida para la
oligomerizacion con KHC, ademss de 6 motives tetratricopéptidos repetidos (TPR)
vinculados con la unidn a cargos (Fig. 4) (Adlo et al., 2006). Esta enzima es encargada
del transporte anterégado en los axones, es decir desde el soma celular hacia el
extrema del axdn.

En mamifera las subunidades KHC son codificadas por wes penes (KIFSA
KIFSB, KIFSC). Mientras que KIFSB tiene una expresion ubicua, KIFSA v KIFSC tienen
una expresion especifica en neuronas (Hirokawa et al, 2009). Las subunidades KLC
son codificadas por 4 genes (KLCI-4). Todos los transcriptos de la kinesina-1 se

pueden generar por splicing alternativa,
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transporie directo- comm con les calonas lvianas -traspore indirto-

La proteina KIFSC, es un motor que se asocia preferenclalmente a los MTs
axonales ¥ no asi a los dendriticos en neuronas de hipocampo en cultivo primario
(MNakata and Hirckawa, 2003). Los MTs con modificaciones post-traduccionales en la
Tubulina son enriquecidos en una neurita en particular de neurcnas en estadic 2 y en
el axdn de eélulas polarizadas en estadio 3. Este enriguecimiento se correlaciona con la
acumulacidn selectiva del dominlo motor de la proteina KIFSC constitutivamente
activa. Por lo tanto la kinesina-1 tiene la habilidad de distinguir entre diferentes
neuritas previo a la polarizacion morfoldgica, acumulandose especialmente en un tpo
de neurita en particular de células en estadio 2. Sin embargo es Importante destacar
que esta acumulacion puede ser muy dindmica alternando entre las diferentes neuritas
en cuestiones de minutos. Indicando también, que las sefiales que direccionan el motor
también deben ser dindmicas (Jacobson et al, 2006).

La capacidad del motor microtubular KIFS para interaccionar y en algunos
casos hasta moverse a lo largo de los MTs se debe a la presencia de modilicaciones
post-traduccionales de la tubulinag tales como  acetilacion, detirosinacidn o

glutamilacion (Dunn et al, 2008; Konishi and Setou, 2009, Larcher et al., 1996).
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El movimiento selective del motor kinesina-1 en una newrita menor de células
en estadio 2, puede ser vinculado con el incremento en la acetilacidn en los MTs de
dicha neurita, debido a que otras modificaciones post-traduccionales como la
detrosinacidn y la glutamilacion, no presentan un enriquecimiento significativo en un
proceso menor, 3in embargo cuando se aumenta los niveles de wbulina acetilada sin
incrementar las otras modificaciones de la tubulina, no se altera el rransporte selectivo
del motor kinesina-1. En contraste cuando se altera de manera global la acetilacion,
detirosinacién, y la glutamilaclén como, por ejemplo, con drogas como el Taxol o
inhibidores de 1a GSK3 8 (glucdgenno sintasa quinasa 3) incrementado la estabilidad de
los microtibulos, alteran la selectividad del motor perdiendo la especificidad por una
determinada neurita y generan maltiples axones (Hammond et al, 2010a).

Paor lo tanto s inferesante notar que ¢ enriquecimiento de 1a enzima kinesina-1
{KIF5C) en una neurita que presenta MTs con mayor cantidad de a -tubulina acetilada
en neurcnas hipocampales en estadio 2, es otro fendmeno de polaridad previo a la
polarizacian morfolagica.

Este motor es considerado esencial para la formacidn de un axdn, y su
importancia se cree gue radica en las proteinas cargo que ¢l ransporta. Las protelnas
KIFS tienen regiones especificas de interaccidn para los cargos, que estan localizadas
en el C-terminal de las KLCs; sin embargo, este motor tiene la habllidad de unirse
directamente a cargos, sugiriendo la existencia de 2 formas de transporte, directa (a
través, solo de las KHCs) o indirecta via las KLCs (Hirokawa and Noda, 2008), Hasta el
momento se encuentran identificadas unas series de cargos transportadas de manera
directa e indirecta [ver tabla 1), Dentro de los cuales se destaca el transporte de la
pequefa GTPasa RablO que interachia con las KLCs del motor KIFS mediante la
proteina  JIP1  (proteina  que interacciona con  JNK).  Este  complejo
kinesinal1/JIP1/Rabl0 es requerido para el transporte anterdgrado de PPVs (ver
seccidn 1.4.1) durante el crecimiente axonal, lo que sugiere que el transporte

direccional de RablD es esencial para la adlcldn polarlzada de nueva membrana

durante el desarrollo axonal (Deng et al, 2014).
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1.4. Expansidn del plasmalema para el crecimiento axonal

Uno de los eventos necesarios para el crecimiento de los procesos neurcnales

£s la expansion de la membrana. Es interesante notar que en cultivos de neuronas
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hipocampales que han crecido alrededor de 7 dias “in vitro® pueden tener ~ 250um de
dendritas y 3000pm de axones. Asumiendo que el didmetro de las fibras es -1 pm esto
constituye -10.000pm® de dres de superficie que es -30 veces mds que e drea de
superficie de un soma de 10pm de didmetro (Futerman and Banker, 1996; Ye et al,
2006). Es evidente, por lo tanto, destacar que a diferencia de otros tipos celulares, las
neyronas requieren de un proceso altamente regulade que permita la agregacidn de

membrana en el lugar y en la forma adecuada.

1.4.1. Exocltosls de PPVs para la expansidon de membrana

El proceso de expansidn de membrana en células neuronales, es producto de la
“exocitosls regulada con fines no secretorios” de vesiculas precursoras de plasmalema
(PPVs) [Coco et al, 1999; Laurno et al, 2005; Leoni et al, 1999; Lockerbie et al.,
1891; Osen-Sand et al., 1996; Plenninger et al., 2003; Schoch et al,, 2001; Pfenninger
et al, 2008 ). Estds vesiculas presentan una caracteristica pleomdrfica, un tamano de
-1 50nm, y su ubicacion se encuentra en la periferia de los conos de crecimiento de las
fibras en desarrollo.

Como se conoce por bibliografia, existen 2 tipos de exocitosis. La constitutiva -
fusidn continua de vesiculas que no se encuentra sometida a regulacidn alguna, con
sitios de insercidn especificos v controlados - las wvesiculas secretorias estdn
continuamente produciéndose y levandose desde la red trans del Golgl (TGN del inglés
Trans Golgl Network)] a la membrana plasmética, permitiendo 1a fusion y el descargo de
su contenido al espacio extracelular. La exocitosis regulada - las vesiculas son
liberadas en respuesta a un estimulo, gue en la mayoria de los casos es el idgn Ca* —
un ejemple, es la exocitosis de neurotransmisares. Dentro de la exocitesis regulada, se
pueden diferenciar dos tipos, la exocitosis con fines secretorios, como la fusién de
vesiculas sindpticas; con la exocitosis con fines no secretorios, como la fusion de
vesiculas para la expansian del plasmalema.

La exocitosis de PPV, que permite la expansion de membrana, es regulada en

el cono de crecimienta por IGF-1 en una manera casi independiente del soma neuronal,
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For otro lado, se demostrd que la activacidn de la via de sefializacion IRS/PI3k/Cdcd 2
por el Hgando [GF-1 a través de su receptor, es necesaria para la exocitosis de PPVs y
la expansidn de membrana (Laurine et al, 2005; Plenninger et al., 2003),

Para que el fendmeno de expansidn de membrana se lleve a cabo, las vesiculas
que son exacitadas sufren una serie de eventos esenciales ampliamente estudiados.
Estos se pueden dividir en 4 diferentes etapas. formacidn de la vesicula {del inglés
Budding), transporte, acercamiento (del inglés tethering), v finalmente la fusidn en la
membwana target o blanco. En la primera etapa hay una serle de proteinas vinculadas,
las mejor estudiadas son aquellas denominadas “de cublerta” tales como clatrina, COPI
y COPIIL Después de la formacion de las vesiculas, estas son transportadas por difusion
o par transporte mediado por motores a lo large del citoesqueleto; en este dltimo estin
implicados tanto  kinesinas, dineinas como miosinas. La tercera etapa es el
acercamiento o tethering {término utilizado para describir la interaccion inicial entre la
vesicula y la membrana target]. En esta, se describen diferentes complejos proteicos
que funclonan como anclaje entre las vesiculas y su membrana blanco; como COG,
TRAPFPL, TRAPPIL exocisto, entre otros, Finalmente la dltima etapa es la fusion de la
vesicula con su membrana target, etapa mediada por la formacion del complejo
proteico SMARE (Soluble NSF Attachment Receptor o Receptor de unidn para el factor
soluble NSF). Este compleje estd formado por tres proteinas neuronales,
sinaptobrevina, sintaxina y SNAPZ25. Estas proteinas se pueden clasificar en dos tipos:
v-SNARE vy t-SNARE. Las v-SNARE se incorporan en la vesicula durante su formacidn en
el compartimente fuente y las -SNARE se encoentran en las membranas del
compartimente diana. La  interaccidn entre v-SNARE y ©5NARE provoca un
acercamlento de las membranas de la vesicula y del compartimento diana. liberando
ademas la epergia necesaria para la fisidn de ambas membranas {Cal et al, 2007;
Maldonado-Baez et al, Z008; McNiven and Thompson, 2006, Weinberg and Drubin,
2012).

Como se describid anteriormente, en el acercamiento de las vesiculas & su
membrana target para ser exocitadas, esta implicado, entre ofros, el complejo exocisto.

Datos anterlores publicados de nuestro laboratorio (Dupraz et al, 2009) indican que la
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activacion del complejo Exa70/ TC10D es necesario para la especificacion axonal y para
la expansion de membrana mediada por la exocitosis de PPVs. TC10 es una pequefia
GTPasa perteneciente a la famitia de las Rho GTPasas. Mientras que Exo70 es una de
las 8 proteinas que conforman al complejo exocisto {sec 3, 5, 6, 8, 10, 15 Exo70, 84),
Complejo requerido para la interaccidn de vesiculas con la membrana plasmatica en
preparacion a la fusion exocitica (Munson and Novick, 2006).

En cultives primarios de neuronas de hipocampo, Exo70 se encuentra
localizada selectivamente en la region distal del axdn, sito donde también se
enriquecen los RIGF-1. Ademas, 1GF-1 dispara la activacian significativa de TC10 que
resulta en una translocacidn de Exo70 en la membrana plasmatica de la neurita en
desarrollo; permitiendo la externalizacion de los RIGF-1 en neuronas no polarizadas;
par lo que TC1O junto con el compleje exocisto pueden controlar la especificacidn
axonal mediante la exocitosis polarizada de los RIGF-I. Este es un ciclo de
retroalimentacidn  positive que puede amplificar rapidamente la expansion  de
membrana en respuesta al factor de crecimiento IGF-1 (Figura 5) {Dupraz et al,, 20009).

Por otro lado, como se menclond anteriormente, parte importante en la
exocitosis de vesiculas e la fusldn de estas a la membrana plasmétlca. Proceso en €l
cual intervienen las proteinas SNARE. A este complejo protelco se lo vincula con
procesos tales come la expansién de membranz en el crecimiento axcnal “in vitro®
(femdmeno en el que han sido implicadas las proteinas SNAP2S, Sintaxina 1 y VampT),
y la fusién de vesiculas para la transmisidn sindptica madura (lgarashi et al, 1997,
Martinez-Arca et al,, 2001; Osen-Sand et al,, 1993 Ozen-Sand et al, [996).

Recientemnente en nuestro grupo de Investigacion se han identficado en
cultivos primarios de neuronas de hipocampo, 5 de estas protelnas -VAMPZ, VAMP4,
VAMP?, Sintaxing y SNAP23- con una expresidn temprana previo a la polarizacidn
morfologica (Grassi, et al 2015). For otro lado las SNARE VAMP4, Sintaxinab y
SNAPZ3 son requeridas para la insercidn polarizada de los RIGF-1 ademds son
esenciales para la regulacidn del crecimiento inicial del axdn y el establecimiento de

polaridad neuronal. Se observd, que la estimulacidn con IGF-1 dispara la asoclacidn de
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VAMP4, Sintaxina 6 y SNAP23 a PPVs que transporia los RIGF-1 (Fig. 5} (Grassi.. et al
2015).
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Figmra 50 Esquens de b regubsciton en la exparmion de membrang en &l srecimiento asoasl (modificade de Flennmger
et Bl 2009}, Las vesicalas que contenen RIGE] son transportadss por o motcr microdubular KIFZ dproceso 1), Ademas

Iay mecansmos de wanspome de PPYE para la expansion de membrana independientes de gse motor {proceso 2). La
actlvacitin de les RUGE-1 wig IGF-1 sctiva la entima FISK que & s ver desencedena uma serfe de sotlvaciones,

ejempisficadas en e esquema, que culmican con B exociiosis de PPVs que conglene RIGE- 1.

Cémo se explicd en la base tedrica descripta anteriormente, existen 3 eventos
bien estudiados de polaridad temprana en neuronas hipocampales “in vitro” previo a la

formacion del axin. Los coales incluyven a la insercion a la membrana de los RIGF-1 (al
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ser insertados a la membrana exponen su sitio de interaccion al ligando al espacio
extracelular por lo que tenen la capacidad de poder ser activados desencadenando
sefiales Intracelulares que promueven la formacion del axon), la acumulacion de MTs
estables y el transporte selectlvo del moter microtubular KIFSC, estos lendmenos
ocurren en su totalidad en una neurfta en particular de neuronas en estadio 2 de
desarrollo. Sin embargo, hasta el momento se desconoce si estos tres eventos de
polaridad molecular temprana acontecen en el mismo proceso menor ¢ si son
fendmenos independientes o interdependientes

Es a partir de esta observacidn que surge |2 necesidad de analizar si existe una
conexion entre esos fendmenos y cual es su implicancia en la formacién temprana de
un axon.

A continuacién, en la seccidn de objetivos, se detallan los interrogantes que
impulsaron el presente trabajo de tesis doctoral
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OBJETIVOS



2.1. Objetivo General

o Estudiar la correlacion entre el enriguecimiente de los RIGF-1
[receptores de IGF-1) actlvos, el incremento de los MTs estables y el transporte
selectivo de KIFSC en una nedrita de eé¢lulas en estadio 2 en el fendmena de polaridad

neuronal.

2.2, Objetivos Especificos

i 2.2.1 Analizar la conexién, en el fendmeno de desarrollo axonal, entre la
distribucién polarizada de los receptores de [GF-1 fosforilades (pIGF-1R) y el
enriquecimiento de los Microtibulos (MTs) estables en una neurita de células en
estadio 2.

) 222 Determinar sl el motor microtubular KIFSC (gque “camina®
preferencialmente sobre microtdbulos estables) transporta algin cargo necesario para
la insercion polarizada del IGF-1R.
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RESULTADOS -PARTE I

Analizar la copexian, en el fendmeno de desarrollo axonal, entre la distribucion
polarizada de los receptores de IGF-1 fosforilados (pIGE-1R) v el enriquecimiento de los

Microtiibulos (MTs) estables en una neurita de células en estadio 2,

3.1 Comrelacién entre ¢l enriquecimients de establecimiente de polaridad neuronal

less RIGF-1 actives (pIGF-1R) y los estabilizacidn microtubular y activacidn de
Microtibulos (MTs) estables en una neurita PI3k-Cdcd2-RIGH-|
Ui S cstadlio <. 3.3 Estudio de la alteracidin por Nocodazol

G Pricisc virreulitos s el en el funcionambento miracetular,



3. Resultados Parte |

3.1, Correlacidn entre el enriquecimiento de los RIGF-1 activas (pIGF-1R) y
los Microtibulos (MTs) estables en una neurita de células en estadio 2

En la introduccidn, se describieron dos de los fendmenos mas tempranos de
polaridad neuronal, la segregacidn preferencial de RIGF-1 a un proceso menor de
neuronas hipocampales en estadio 2 de desarrollo (Sosa et al, 2006) y la estabilidad
incrementada de los MIs a lo largo del eje o “shaft® de una neurita previo a la
formacion del axdn (Witte et al,, 2008).

A partir de estas observaciones, se nos plantean los primeros interrogantes,
iPor qué los RIGF-1 se insertan preferentemente en la membrana de una dnica
neurita? ;Este fendmeno tiene alguna relacion con la acumulacion de MTs estables en

un proceso menor de neuronas en estadio 27

Para lograr este objetivo, utllizamos el cultivo primaric de neuronas de
hipocampo de rata (Banker and Goslin, 1988) como nuestro sistema modelo. Los MTs
de las neurcnas piramidales en cultivo, fueron parciaimente despolimerizados
mediante el tratamiento con la droga desestabillzadora de MTs, Nocodazol (Hoebeke et
al., 1976), v establlizados con la droga Taxal (Schiff et al. 19759 5chiff and Horwitz,
1980). Tras el tratamiento con las drogas s& evalud mediante inmunofluorescencia la
distribucidn de los RIGF-1 activos en los procesos neuriticos de neuronas en estadio 2,
a través de la identificacidn de los residucs Tirosina fosforilados que presentan dichos
receptores utilizando anticuerpos especificos para tal fin. Asi. las newronas cultlvadas
durante 12h ‘in vitro® (células no polarizadas), deprivadas de insulina entre 3 a Sh,
fueron tratadas con 3 pM Nocodazol durante 30 min & 37°C o con 3 nM de Taxol
durante todo el tiempo de la deprivacidn de Insulina. Como control se cultvaron

neuronas sin tratar a las cuales se les suministré el vehiculo de las drogas utdlizadas
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(0, 17% DM.S.0). Posterior a la deprivacidn de Insulina, las neuronas fueron sometidas
a una estimulacidn por 5 min. con 20 nM del factor de crecimiento similar a insulina
tipo 1 (IGE-1) & inmediatamente fijadas y permeabilizadas en simultdnes con el buffer
PHEM (ver Materiales y Métodos).

La inmunomarcacion con los anticoerpos contra la tubulina  acetilada
-marcador de microtibulos estable- la tubulina tirosinada -marcador de microtibulos
dindmicos— y comtra el RIGF-1 active fosforilado (plGF-1R} . reveld que las células que
fuercn estimuladas por el factor de crecimiento [GF-1 presentaron una distribucian
enriguecida en una neurita de los plGF- 1R, sin embargo aquellas nearonas gque ademds
de la estimulacidn fueron incubadas con Nocodazol, pierden la disposicion polarizada
de los plGF-1R en neuronas en estadio 2. En las neuronas cultivadas en presencia de
Taxol v estimuladas con el factor de crecimiento [GF-1 presentaron un incremento, en
la misma proporcion, de los niveles de los pIGF-1R en todos los procesos menores
mostrando una distribucidn  atiplca, no polarizada, para dicho receptor. Estas
observaciones nos permitieron aseverar que la alteracidn en la estabilidad del

citoesqueleto de micromibulos perturba la Insercidn polarizada tipica de los RIGF-1
{Fig. 6 A).

A partlr de las micrografias se calculd el Indice de Polaridad (IP) para los
pIGF-1R (Dupraz et al, 2009), esta medicidn nos permitid evaluar la distribucion de
estos receptores activos en las neuronas en estadio 2. pudiendo identificar si se
encuentran o no enrlquecidos en un proceso menor determinado. Ademds se analizé de
Ipual manera la distribucidn de la tubulina acetliada v de los pIGF- 1R en cads proceso
menor de células en estadio 2, mediante el andlisls de la intensidad de fluorescencia
relativa obtenida a partir del programa Image) en pixel/cm. Los IP, como es de esperar
por lo mencionado anterlormente, arrojaron valores présdmos a 1 (1.4240,25) en los
casos, control sin estimular, Taxol ¥ Necodazol, indicando una insercidn inespecifica de
los receptores de IGF-1 en las neuritas en desarrollo, mientras que las células control
estimuladas presentaron un valor de 411,05, representando un enrlquecimienta en un
procese menor determinado en los plGF- LR, Por ofro lado, es Interesante destacar, que

la neurlta con niveles Incrementados de los receptores activables en membrana, es
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coincidente con aguella gue exhibe el enriguecimienta de MTs estables. Esto indica una

significativa correlacidn entre ambas eventos (Fig, 6 B v C respectivamente)

Bl conjunto de resultados presentados hasta el momento, nos permitieron
relacionar dos de los eventos tempranos de polaridad descriptos al comienzo de este
capitulo, identficando que cuando se modifica la estabilidad de los MTs de las neuritas
en neuranas en estadio 2, los RIGE-1 cambian su distribucion subcelular en membrana,
estas observaciones sugieren gue existe un vinculo entre estos fendmenos de
polaridad, se requiere una acumulacion previa de MTs estables en el shaft de una
neurita para que se produzca el enriquecimientn de las RIGE-1 activos en membrana
desencadenando finalmente, una cascada de sefiallzacion (RIGF-1/PI3k/Cdc42) que

gstimmula la formacidn de wn axdn
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Fig. 6i: Fl incremento en los mborabibubes estabdes em una nearia sefializ o inserciin polarizada de los RIGE- 1,
A) Micrografia de triple liorescencta. Dande 38 ahser, & Ins RIGE- 1 fesloeilsdis fvende. cohimna iequaenda), iubaling
acetilads frojo, segueda oo de egubends a dereclz), ¢ by taloeknas dresmada (aoul, rcera cobomns de tepeeda a
derechal, Las nowronas cultvadas s vites por 12ks, fucren tredadas con Nocodazel o Tasol segin so indica. BY Indico
e Polarided del BIGF-1 acivos, (n=00  pelU0d por esi) ©F DistribuociGo en wng misme cflulas de 12 tobaling
acelifwds ¥ los plGE- 1B se ohierva que la acumulackin de MTs estables courme en @ mismo prooeso ques (esemta
miyor cartldad de receptones [GF-1 en superficis

3.2. Procesos vinculados en el establecimiento de polaridad neuronal:
estabilizacidn microtubular v activacion de PI2k-Cdcd 2-RIGF-1.

A partir de los resultados expuoestos anteriorments, cabe preguntarse si la
formacian de uno o varios axones inducida por [a estabilizacion de los MTs con Taxol
es independiente de la activacidn de los RIGF-1.

Para resolver este interrogante, neuronas hipocampales fueron cultivadas por
36h en medios condicionados (baja insulina) y definidos (alta insuling), en presencia o
ausencia de 3nM Taxol o 45 nM Nocodazol (ver Materiales v Métodos). Los resultados

se muesiran en la figura 7.

A partir de ensayos de inmunofluorescencia, meuronas marcadas con
anticuerpos anti tubuling B 111 {marcador neuronal) y Tau 1 {marcador de procesos
axofnakes) fueron cuantificadas, identificando los diferentes estadios de desarrollo "in
vitro® (estadio 1, 2 o 3) mediante los marcadores utilizados v el analisis morfologico de
las neuronas. Observamos que el cultivo de alta insulina ~75% de las células cultivadas
por 36h alcanzan un estadio 3 Taw | positivas, mientras que las neuronas sometidas al
tratamignto del Nocodazol solo un ~20% tienen la habilidad de desarrollar un axdn, no
obstante el incremento en la estabilidad de los MTs con Taxol, no sélo estimula un alie
porcentaje de células en estadio 3 (-45%) sino que también se encontrd una cantidad
significativa de neurcnas con muiltiples axones (~30%), morfologia observada también
por (Witte et al, 2008) (Fig. TA y C). Analizando las neuronas cultivadas en el medio
condicionado de baja insulina, se puede notar que sdlo aquellas células que estan en

precencia del factor de crecimiento 1GF-1 son capaces de adquirir una morfologia
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polarizada (-80%). sin embargo este fendmena no se observd con las células cultivadas

en presencia de Taxol {~ 20% de células en estadio 3). Es interesante acentuar que,

incluso incrementando la estabilidad de los MTs con Taxol (droga que promueve la
formacidn de mdltiples axones), s la via de Cded2/PISE/RIGE-1 esta inactiva, la

neurona no es capaz de desarrollar un fenotipo polarizado (Fig 78 v C)
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Fig. 7- La estahilizscitn local de los MTs en una neurita sumadn a la activackin de la cascada de la PI3K-Cded2
via ol RIGF1 som esenciales para 1a especificacion axonal  A-B) Micrografis cde doble Dossencin Donde se
b, B Tain B {verded, tibulics 810 {ruju). Las neuwrones cellivadas in vitro por 38hs e alia o baja insulina, fuercn
iratad com Morodam] o Tanod segan se indica. ) Porcentaje de cofulas on diferentes estadics do desamolle. L sals
acumulackin de MTs estaliles en una neurita en estadio 2 no e sullcierte pars la formecidn de un oo Bs esencial
aciivacitn de la caseads PIIk Cdod 2 BIGF 1.

3.3 Estudio de la alteracion por Nocodazol en el funcionamiento
intracelular.

Los  resultados detallados en la seccidn anterior demostraron que la
desestabilizacion del clipesqueleto de bulina con drogas como el Nocodaml en
neuronas hipocampales in vitro impide el establecimiento de polaridad neuronal,
ademads altera la localizacion subcelular de los plGF-1r en neuronas en estadio 2 de
desarrollo. A partir de estas observaciones nos planteamos sl jLa distribucion
aberrante de los plGF-1r se debe a que la despolimerizacién del citoesqueleto de
tubulina altera el transporte de los RIGF-17 Para responder este interrogante se realizd
un cultiva primario de neuronas del hipocampo cultivadas por 12h vy mediante
Inmuncfluorescencla anallzamos la localizacidn subcelular de los RIGF-1 activos e
Inactivos. Reallzamos la tincidn de las células urlizando anticuerpos especificos contra
la subunidad # de los receptores de IGF-1 enriguecidos en conos de erecimiento (B )
(Quirpga et al. 1995), anticuerpos conitra tubulina acetilada {a-Tub) y tirosinada (t-
Tub); estas micrografias, revelaron que dicho receptor se encuentra presente en todos
los procesos menores de |as neuronas hipocampales en estadio 2 de desarrollo tanto
&n la situacion control (0.1 7% DMS0) como en aguelias células tratadas con Mocodazol
o Tawxol Es decir, los RIGF-1 llegan normalmente a todas las newrltas
Independientemente de la alteracidn en la estabilidad de los MTs pudiendo sugerir que
las vesiculas positivas para los RIGF-1 son transportadas normalmente a todas las
neuritas de células en estadio 2 (Fig. 8).
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Fig. 8: Los RIGF. | se transportan a todas las newritas de neuronas hipocampales en estadio 3, A) Micrografia de
g MRnrescencia; en verde wemos a los RIGE-1 | B goh.en ropo 8 |8 tuading aceitada v en azul a ta abualing tiresinada
S pevala e presenci de RIGF-1 @njodss b nevsiias tenta en controdes comao en nearonas ratadas con Mocodazal o
Taanl La depalimerizacidn parchd de los MTs por el Mpooodazanl v 18 mayvor eseatillidad endechds por of Taeol mo

\mEpidcn la correcia dismiuckin de s BXGF-1 on oS prooisos smenoees <o ofthulas e osialio 2

Por otra parie, las neuronas en cultive tratadas Mocodazol son incapaces de
desarrallar una morfologia polarizada, un hipdtesis para estos resultados fue que el
tratamiento con la droga Nocodazol resultd muy agresivo impidiendo el desarrolio
normal de una ceélula, para descartar esto se buscd evaluar el funcionamiento
intracelular, en células cultivadas con dicha droga, mediante una via de sefializacidn
implicada en la formacidm axonal Lla via de sefalizacidn seleccionada  fue

RIGE f lI/pbmad2, ya que los RIGF AU (receptor del factor de crecimiento

rransformante II) se encuentran implicados en la especificacion axonal tanto “in vitro”

camao “in vivo™ {Yi et al, 2010) Sin embargo, los resultados expuestos en el trabajo

fasom Yi 20010 se encuentran siendo revaluades en nuestro laboratorio.
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Neuronas hipocampales cultivadas entre 12 a 16 h, con o sin el agregado de
3pM de Nocodazol, fueron estimuladas con el ligando TCF 11 por 10min a 37°C v
posteriormente [fjadas. Dichas células fueron inmunomarcadas con anticuerpos conlra
la mubulina acetilada -marcador de MTs estables- y con anticuerpos contra la proteina
activa (fosforilada) SmadZ, efector secundario de la cascada de sefalizacion del
RTCE 11, con el objetiva de observar si dicha via de sefializacitn se encuentra activa

en ambas condiciones experimentales

A partir de las micrografias se observd que la proteina fosforilada Smad?2
presenta la misma localisacion subcelular y que, los niveles de expresidn no presentan
una diferencia significativa entre las neuronas cultivadas con el vehiculo de la droga
(DMS0 0,17%) o con Nocodazol, aun cuando los niveles de MTs estables {tubulina
acetilada) disminuyen significativamente en las neuronas cultivadas en presencia de la
droga. I'or otro lado es importante destacar que las células no presentaron ninguna
caracteristica morfoldgica aberrante. Finalmente, estos ensayos nos permitieron
abservar que la via del RTGF g 1/pSmad? se encuentra activa en células control o en
aguellas tratadas con Nocodazol, indicando un correcto funcionamiento de las células
cultivadas con dicha droga. pudiendo descartar de esta manera gue el efecto
mortoldgico observado (Interrupcldn en la formacién de un axédn) en las neuronas
hipocampales “in vitro™ tratadas con dosis bajas del Nocodazol, no se debe a un mal

funcionamiento celular a nivel global (Fig. 9 A y B).
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DISCUSION -PARTE I

Analizar la conexion, en el fendmeno de desarrollo axonal, entre la distribuckdn
polarizada de los receptores de IGF-1 fosforllados (pIGE- 1R) y el enriquecimiento de los

Microtdbulos (MTs) estables en una newrita de células en estadio 2.

4.1 La reorganizacion del citoesqueleta de 4.1.1 Mecanismos de la polarizacidn
tubulina y la exocitosis de los RIGF-1 san neuronal

procescs vinculados v esenciales para el 4.1.2 La estabilicacion de bos MTs
establecimiento de polaridad neuronal, direcciona la exocitosis de los RIGE-1.
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4. Discusion Parte |

El establecimiento de polaridad neuronal depende de la exocitosis polarizada de
los RIGF-1 en una neurita menor de neuronas hipocampales en estadio 2 (Sosa et al,
2006). Resultados de esta primera seccidn demostraron que esta distribucidn de los
RIGF-1 en membrana, es sefializada por el enriquecimiento de microtibulos estables en

dicha neurita.

4.1 La reorganizacidn del citoesqueleto de tubulina y la exocitosis de los
RIGF-1 son procesos vinculados y esenciales para el establecimiento de polaridad

neuranal.

4.1.1 Mecanismas de la polarizacién neuronal

Estudios realizados en cultivos primarios de neuronas de  hipocampo PIFS - 0wt nyn

3,85kt
permitieron el estudio del proceso por el cual. una neurcna no polarizada con varias
neuritas morfologicamente equivalentes, adquiere su morfologla tpica altamente | o pequenacn

pamEnE e 3 la

polarizada, pudiendo identificar varios procesos a nivel molecular que afectan la | ik e

regulacidn del crecimiento Inicial del axdn y el establecimiento de la polaridad
neuronal Tal es el caso de la activacidn, en el cono de crecimiento del futuro axdn, de
la enzima PI3k causando una acumulacion local del producto PIP3 (Laurino et al,
£005; Menager et al. 2004), & su vez esta activacion desencadena una cascada de
sefializacién que Incluyen, entre otras, a la proteina la Cdc42 y al complejo
Par3-ParG-aPKC {proteinas que Juegan un rol critico en la formacion del axdn) (ver
esquemal pag 64) (Schwambom and Puschel, 2004).
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(hro evente molecular es la acumulacidn de receptores del factor de
crecimiento IGF-1 activables en el plasmalema de uno de los de procesos menores
{Sosa et al, 2006). La activacidn del RIGF-1 con su ligando. desencadenan una via de
sefializacion estmulamdo, cascada abajo, a Ia encima Pl3k mediante sus subunidades
pBa  (subunidad reguladora) ¥ pl10 (subunidad catalitica). Como mencionamos
anteriormente, esta via de sefializacidn resulta esencial para el establecimiento de
polaridad neurcnal. Ademds, el enrlquecimiento de los RIGF-1 v PI3k en un proceso
neuritico determinado de células en estadio 2, muestran los primeros indicios de
polaridad en células que son morfoldgicamente no polarizadas (neurcnas en estadio 2
de desarrollo).

Por ofra parte, estudios en la terndtica también revelaron la importancia en el
rearreglo del citoesqueleto en la polaridad neuronal, dando a conocer que los conos de
crecimiento altamente dindmicos, constituidos por MTs v filamentos de actina, deben
atravesar diferentes etapas que implican fuertes rearreglos esenciales en el
citeesqueleto para permitir la elongacion de un procesoc mencr. Estas son; la protrusién
(derivada de la polimerizacion de filamentos de actina), el ensanchamiento (resultado
de la polimerizacidn de MTs y del transporte, dependiente de MTs, de organelas
membranosas y vesiculas) v finalmente la consolidacion (despolimerizacion de los
filamentos de actina)

Otra caracteristica sustancial para el desarrollo normal de una neurona, es la
organizacion del citoesqueleto, Por su parte, los MTs presentan una disposicién
particular en los diferentes compartimentos neuronales, en el axdn el extremo + se
posiclona en la regidn distal mientras que en las dendritas presentan una conformacion
mixta. Sin embargo, en una neurona en estadio 2, la orlentaclén de los MTs en las
neuritas menores es uniforme, con el extremeo + en |2 zona distal el proceso, Estudios
previos demostraron que la dindmica de los MTs en los axones es diferente de las
dendritas. Los axones se caracterizan por tener MTs de una larga vida medla {tiz>2h)
resistentes a la despolimerizacion con Nocodazol, es decir méds estables, Estos MTs
suelen presentar determinadas maodificaciones post-traduccionales en la o -tubulina,
como la detirosinacién (ubuling Glu) y la acetilacion, Estas modificaciones son el
resultado, no la causa. de la estabilizacidn de los MTs (Namba et al, 2015). Sin
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embargo es Importante destacar, que la region mas distal de los axones es ricas en
tubulina tirosinada que hace que tengan MTs con una vida media corta (ty.<5min)
susceptibles a una rdpida despolimerizacion con Nocodazol.

Existen evidencias sobre el rol de la estabilizacion de los MTs en el
establecimiento de la polaridad neuronal. Estos estudios previos analizaron la
distribucién de los MTs dinamicos v estables en las nearitas menores de neuronas
marfoldgicaments no polarizadas (estadic 2], encontrando que una neurlta exhibe una
relacion significativamente alta de MTs estables sobre dindmicos comparada con las
neurites remanentes (Witte et al. 2008). Estos resultados sugieren que en células
morfoldgicamente no polarlzadas, la estabilizacion de MTs en un proceso menor,
precede la formacion del axan. Ademas también ohservaron gue la estabilizacion de los
MTs con drogas como el Taxol es suficiente para inducir Ja formacidon axones.
Finalmente, los antecedentes en su conjunto sugleren que una neurcna "in vitro™ en
estadio 2 para poder desarrollar una fibra axonal, requiere la acumulacidn de MTs
estables (mayor proporcidn de tubulina acetilada) en el proceso menor especificado

COmo axon, esta caracterfstica en la dindmica de los MTs es preservada en el axon

4.1.2 La estabilizacidn de los MTs direcciona la exacitosis de los RIGE-1

En los experimentos planteados en esta tesis pudimos relacionar el
enriguecimiento de MTs estables en un proceso menor, con la acumulacidn en
membrana de los RIGF-1 en una neurita de células en estadio 2 de desarrollo, dos de
los eventos descriptos de polaridad temprana en neurcnas hipocampales. En las células
en estadio 2 de desarrello tratadas con drogas capaces de modificar la dindmica de los
MTs (Taxol ¥ Nocodazel) pudimos abservar que el incremento en la estabilidad de los
MTs o la despolimerizacidn de los mismos cambiaba la distribucidn normal en
membrana de los receptores de 1GF-1; a su vez la neurita que presentaba mayores
niveles de tubulina acetilada resulto ser el mismo proceso que acumula receptores
IGF-1 activables en membrana. Estas observaciones sumadas a los conocimientos

previos descriptos en la introduccidn, permitieron sugerir que el incremento en la
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estabilidad de los MTs en una neurlta en particular, precede a la formacldn axonal y
direcciona Ia exocitosis regulada de los RIGE-1 a dicho proceso

El andlists del establecimiento de la polaridad neuronal en diferentes medios de
cultives {alta ¥ baja concentracidn de insuling), con neuronas tratadas con las drogas
Nocodazol o Taxol, nos permitid determinar la influencia de la reorganizacion del
citoesqueleto y la implicancia de la via de sefializacion PI3k/Cdcd2/RIGF-1 en el
desarrollo axonal v la polaridad neurcnal; encontrando que células sometidas a la
despolimerizacicn con Nocodazol v en presencia de altos niveles de insulina no pueden
desarrollar un axdn mientras que el incremento en la estabilidad de los MTs inducida
por el Taxol es capaz de generar multiples fibras con caracteristicas axonales. Asi
mismo, neuronas desarrolladas in vitro con niveles de insulina que no logran activar
los RIGF-1 v tratadas con Taxol, permanacen arrestadas en una estadio 2 de desarrollo
ain después de 48h de cultivo. Estos resultados son un fuerte indicio de que el
incremento en la estabilidad de los MTs induce la formacién axonal pero no seriz
suficlente para penerar un axdn sl la via de la PI3k/Cdc42/RIGF-1 se encuentra
Inactiva. Por la tanto, la correcta activacidn de los RIGF.1 es esencial para e
establecimiento de polaridad neuronal

Par otro lado evaluamos los niveles de £ ge en las neuritas de células tratadas o
no, con Nocodazol Antecedentes previos demostraron que la  translocacion
dependiente de KIFZ de esta subunidad hacia los conos de crecimiento es una etapa
importante para la posterior exocitosis de PPV regulada por IGF-1 permitiendo
finalmente la expansion del plasmalema {Plenninger et al, 2003). Por lo tante, a partir
de los resultados expuestos hasta el momento, la morfologia no polarizada de neuronas
tratadas con Nocodazol puede ser explicada por las sigulentes hipdtesis. Los RIGF-1 no
son correctamente insertados a membrana lo que Implde su activacidn y por ende
tampoco se activa la cascada de sefalizacion de PI3K imposibilitanda la formacion de
un axon. Otras de las posibles causas, podria ser un problema en el transporte de dicho
receptor, provocando una disminucién del mismo en las neuritas en desarrollo,
Finalmente los resultados que arrojaron los ensayos, claramente muestran que los
RIGF-1 [marcados con el anticuerpo anti- #ge que reconoce a estos receptores

ndependientemente de su estado de activacion] se encuentran distribuidos en todos
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los procesos menores de las neurcnas en estadio 2 independientemente de la
condicidn experimental (control o Nocodazol). Estos resultados abren la posibilidad de
que los RIGF-1 tengan un impedimento en la insercidn a membrana y no en su
transporie.

3in lugar a dudas la regulacidn en la dindmica del citoesqueleto es esencial para
el establecimiento de la polaridad neuronal. Antecedentes previos demostraron gue
camblos en la dinamica de los microtibules dirigen la polarizacién neuronal y la
estabilizacion de los microtibulos precede la formacian axonal (Witte et al., 2008}, Sin
embargo la actividad del factor de crecimiento 1GF-1 adquiere un rol primordial en la
formacion de un axon (Sosa et al, 2006) vy a partir de los resultados de la primera
parte de este trabajo podemos declr que ambos eventas deben coexistin. En una
neurona hipocampal en estadio 2, la estabilizacion de los MTs en una neurita
direcciona hacia ese proceso menor, la exocitosis regulada de las vesiculas precursoras
de plasmalema que contienen los RIGF-1, a su vez la activacidn de los mismos y su
cascada de sefalizaciin, desencadenan la formacién de un axén.
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RESULTADOS -PARTE II

Determinar si el motor microtubular KIFSC (que *camina’ preferencialmente sobre

microtiibulos estables) transporta algin cargo necesario para la insercion polarizada

del IGE-1R.

5.1 El motor KIFSC es necesanio para el
establecimienta de un axdn.

9.2 KIF5C media la exocliosls polarizada de
los RIGF-1

5.3 La SNARE Sintaxina 6 {(5x15) es
transportada por el motor microtubular
KIFSC,

5.4 Transpose selective de Sintaxina & en
neuronas hipocampales en estadio 2
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5. Resultados Parte 11

5.1 El motor KIFSC es necesario para el establecimiento de un axén.

El motor KIFSC, en neuronas maduras, se encuentra localizado principalmente
en axones mediando el transporte axonal rapido. Ademas tiene una preferencia para
“caminar’ selectivamente por una neurita en estadic 2, generando un transporte
polarizado, dicho proceso se caracteriza por presentar una acumulacidn en MTs
estables. Es por esto que se asume que esta proteina motora tiene una preferencla para
‘caminar” scbre MTs estabilizados, Asi mismo, el dominle motor constitutvamente
active de KIFSC se acumula en la punta o “tip” de una neurita de neuronas no
polarizadas, este proceso menor es el que se convertird en el futuro axdn (Jacobson et
al, 2006). A partir de estos antecedentes se implicd al motor KIFSC en la
especificacian inicial del axdn v la polaridad neuronal. En esta seccion de resultados se
plantea evaluar el rol que se le asigna al motor mencionado anteriormente. Para ello,
en primera instancia, se realizaron experimentos de pérdida de funcidn para esta
proteina motora mediante el silenciamiento de la expresidn génica, empleando los

shRNAs {del inglés, small hairping RNA).

El silenciamiento de Ja expresion génica de KIF5C se lleve a cabo utilizando
shRNAs insertados en pldsmidos dicistranicos (ver “Materiales v Métodos®). Estos
contienen 2 marcos de lectura abiertos, uno para Insertar la secuencia especifica que
serd procesada como shRNA y otro que contiene una secuencia que codifica la proteina
NMuorescente verde [GFP) como mareador de transleccidn,

Como primer paso se seleccionaren y disefiaron secuencias de oligonuclestidos
especificas, las cuales fueron Insertadas dentro de los vectores descriptos

recientemente; S5e produjeron £ shENA v 1 ssRNA control (Secuencia Scrambled) la
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cual no es complementarla (y por ende no silencla) a ningdn gen de rata. Los ssRNAs
sirven para evaluar los efectos del tratamiento de transfeccidn utilizado.

Posteriormente se analizd la eficiencia de los shRNA disefiados evaluando los
niveles de expresion de la proteina en las células tras la transfeccion con los plismidos
shENA o ssRNA. Dado que el método elegido en este estudio para expresar secuencias
de DNA es la transfeccidn (ver “Materiales v métodos”) la validacidn de los shRENAs
realizados por métodos de bilogla molecular, debid efectuarse utilizando lineas
celulares derlvadas de rata. especificamente la linea celular de glioma de cerebro de
rata C6. Esto obedece al bajo nivel de transfeccion que poseen los cultivos primarios
neuronales, lo cual impide detectar diferencias en la expresion proteica como resultado
del silenciamiento génico. Por su mayor eficiencia de transfeccidn, las lineas celulares
permiten salvar este obstaculo,

e transfectd células de la linea C6 con los shRNAs diseniados, las células se
cultivaron por un periodo de 24-30 horas permitiendo la correcta expresion de los
constructos, finalmente se procesd las oflulas con el buffer RIFA y se lisaron por
sanicacidn para ser analizadas en iltima instancia por Western Blot, se evalud los
niveles del motor KIFSC mediante el uso de anticeerpos especificos. Realizamos un
andlisis cualitativo de los Blot observindose que la transfeccion con la secuencia
s5RNA no alterd la expresion del motor analizado, mientras que los efectos de los dos
shRNAs fueron variables, el oligonucledtido [ es més eficiente en el proceso de
sitenciamiento que el oligonuciedtido 2. A partir de estas observaciones se selecciond
el shENA ndmero 1, ¥ se utilizd en los experimentos posteriores (Fig. 10 A),

El slguiente paso fue transfectar los shRNAs validados en cultives primarios de
neuronas de hipocampa v estudiar la morfologia de aguelias meuronas que
incorporaron dichos shRNAs. La metodologia utilizada para la incorporacion del DNA
fue la transfeccidn en suspension con el objetive de incorporar el plasmido a tiempo
cero de cultivo, previo al plagueo celular, ademéds de aumentar la tasa de transfeccidn
(ver Materiales v Métodos).

Las neuronas fransfectadas fueron cultivadas a las 40h de cultivo, fijadas e
inmunotefidas con anticuerpos dirigidos contra la proteina KIFSC para evidenciar la

disminucion en la expresion proteica, A partir de estas micrografias se puedo analizar
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que aquellas neuronas transfectadas con el shRNA presentaron una notable
disminucidn en la expresion de la proteina KIFSC, esta disminucion se hace evidente al
compararlas con las células transfectadas con el control ssRNA. que exhiben una
mayor expresion de KIFSC en toda la célula, observandose la distribucién axonal tipica
para diche motor (Fig. 10 B). De estos ensayos surghd una evidencia morfoldgica
sustancial La neurona transfectada con el shRMNA KIFSC no presentéd un axdn
discernible como es @l caso de las células transfectadas con el ssRNA, considerando
que estas nearonas fueron cultivadas por -40h se espera normalmente un alto
porcentaje de neurcnas polarizadas en estadio 3-4. Por lo tanto, estos resultados nos
aportan evidencias que involucran al motor microtubular KIFSC con el establecimiento
axonal en neurcnas piramidales de hipocampo.

Segubdamente se procedid a analizar si la falta de polarizacidn, o diferenciacion
axonal, en aquellas neurconas gue expresaron ¢l shRNA se debia especificamente a la
ausencia de KIF5C y no era resultadn de efectos inespecificas (O Target) derivados
del silenciamiento génico, Para ello se llevaron a cabo experimentos de recuperacicn
de fenotipo en los cuales se realizé una co-transfeccion con el shKIFSC y una
construccion llamada KIFSC-RFP que codifica para la proteina KIFSC de ratdn (full
lenght) fusionada & la proteina flucorescente roja. En las neuronas co-transfectadas la
expresidn de la proteina KIFSC-RFP fue suficiente para revertir la falta de polarizacién
inducida por la expresién del shRNA De hecho, estas neuronas co-transfectadas fueron

capaces de polarizar, penerando un proceso axonal discernible (Fig. 10 B),
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Estos experimentos fueron cuantificades. analizando después de 40 h de cultiva
en que estadios de desarrollo se encontraban las células transfectadas, va sea con la

secuencia scrambled o el shRNA. El resultado de esta cuantificacion mostro gue menos
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de un 30% de las neuronas transfectadas con el shRIFSC son capaces de generar un
axdn y que un B0% de las células quedan arresiadas en un estadio no polarizado
(estadio 2). En contraste, se encontrd que. el 70% de las neuronas transfectadas con el
ssRNA presentaban un axdn discemnible Quedando arrestadas en un estadio 2 solo
alrededor del 20% (Fig. 10 C). Estos datos en conjunta nos permiten postular que el
maotor microtubular KIFSC estaria involucrado con el establecimiento de polaridad

neuronal.
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Fig. 10 £ Fl sileciamiento del motor KIFSE lmpide o establecimiento de polaridad newronal. Cusniificacsdn de
payis e perdada ¥ recoperscidn de Tomcidn 5 muoestoan les poroeniages (2500 de neuronas iraesbectaclas oon
sshib (conimol) v Bs mransfeoadas con shEFSC en estedics pspecificos de diferenciaciin despuds de 40 horas on
culiwo I vira Un porceniape significaliog de W8 célidas ransfecladas con sEIFSC qusdann sriesiadss &n estadia 2
{e diferenciacidn. En contraste, b mayoris 8 s pearonds ramlectadss con sslNA exlibienon un axdn fesadio 3 de
difemeneindtnl. N=3 experimentod ndependienbes.

5.2 KIF5C media la exocitosis polarizada de los RIGF-1

Uno de los interrogantes que generaron estos resultados es: | La disminucidn en
la proteina KIFSC por el silenciamiento con shRNA, afecta en alguna medida a 1a via de
sefializacion del RIGF-1/PI3k/Cdc42. cascada esencial para el establecimiento de
polaridad neuronal? Con el objetivo de responder este interrogante, analizamos la
distribucion subcelular de los plGF-1R {receptores de IGF-1 fosforilados o activos) en

neuronas del hipocampa “in vitro” en estadio 2 posterior al silenciamiento génico para

18




el motor KIFSC. Especificamente, las neuronas fueron transfectadas a tiempo cero de
cultivo (transfeccidn en suspensidn) con las secuencias shRNA o ssRNA, a las 12h de
cultivo se realizd una estimulacidn con el ligando IGF-1 posterior a la deprivacidn de
factores troficos a la que se somete a las células por un tiempo aproximado de 5h
Después de 5 min de estimulacion, las células se fijaron y se realizd una doble
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra los RIGF-1 activos v wbulina
tirosinada

Antecedentes previos de nuestro laboratorio demostraron que existe un
enriguecimiento  significative de los pIGF-1R en la membrana de una neurita
determinada en células morfoldgicamente no polarizadas (Sosa et al, Z006), Sin
embargo, la disminucidn en fa expresion de KIFSC en etapas tempranas del desarrollo
neuronal altera la localizacidn polarizada en membrana de los RIGF-1 fosforllados, la
cual &5 normal en las neuronas transfectadas con ssRNA (Fig 11). Las micrografias
fueron cuantificadas analizando la intensidad relativa de fluoreseencia en pixel/ecm en
las distintas neurltas y a partr de estos datos se calculd el indice de polaridad (TP, ver
Materiales v Métodos), se puede observar una diferencia significativa en el IF entre los
controles (ssRENA) v 1as células silencladas para KIFSC,

Estes resultados sugieren una correlacidn entre la actividad del motor axonal
KIFSC com el fendmeno de exocitosis repulada v polarizada de las vesiculas gue
transportan a los RIGF-1 en neuronas en estadic 2. Los experilmentos gue se describen
A continuacion fueron disenados para estudiar sl existe una relackon causal entre estos

fendmenos tempranos de polaridad
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3.3 La SHARE Sintaxina 6 (5x06) es transportada por el molor microtubular
EIFSC.

Los resultados descriptos en la seccidn anterior supirieron que el arresto en
estadio 2 observado en neuronas hipocampales en cultivos que no expresan KIFSC,
puede deberse a la falia de transporte de algunais) protefnafs) necesarias para la
insercion polarizada de los receptores de IGF-1. Por lo tanto mediante ensayos de
Inmunoprecipltacidn se anallzd la presencia de una serie de protelnas tales como;
proteinas del complejo exocisto (secH, secH, Exo70), proteinas SNARE (VAMPA,
SNAPZ3, SxtB) v el RIGF-1 en wvesiculas transportadas por KIFSC. Todas estas
proteinas, como se detalld en la introduceion, estdn relacionadas con la formacidn de
LT &NGn,

Se obtuviercn microsomas a partlr de membranas de cerebros de 18 dias de
pestacidn (ver Materiales y Métodos). Y se realizd una inmunoprecipitacidn de
vesiculas utilizando el anticuerpo ant-KIFSC o ningion anticuerpo primario en los
controles. Posterlormente se separaron las proteinas por SDS-PAGE v se revelaron las
membranas con los diferentes antcuerpos seleccionados, Los resultados se muestran

en la Flg 12. y demuestran que las SNAREs Sxt6 y VAMPY se encuentran en la fraccion



Inmuncprecipitada. Es importante notar que en la columna control podemos descartar
posibles precipitaciones inespecificas.

Estos resultados sugieren que la proteina KIFSC podria ser el motor
mictotubular encargado del transporte de vesiculas conteniendo a las proteinas Sxtf
y/o VAmpd hacla el {futuro) axdn. Ambas protelnas han sido vinculadas con el
complejo SNARE encargado del anclaje de vesiculas que transportan a los RIGF-1
{Grassl, et al 2015}, es decir, son proteinas gue median la exocitosis regulada de estos
receptores esenciales en la pelaridad newronal,
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Fig 18 Sintaxina 6 y ¥Yampd ocomo prodeinas carges del motor KIFSC Inmemogrecipiiados de micrasomas
ohierading de cerebeos de 1B diss de gestacikin En primer mstancia se realizm un controd postiiea de precipiackin
revelando contra ¢l motar milizado para B precipieecion {fida supeciarl, Las filas restantes muesiran < conjnio e
proleiras selecciossda en luespeeda de poailes cacgos. Observandese clarameme que lznio s procelngs Sl g
vampd [o-preciplian con £ modog on estudio.

En consecuencia, a partir de los posibles cargos que arrojaron estos ensayos,
buscamos nuevas evidencias que nos permitieran reforzar los mismos. La estrategia

experimental utilizada en este caso, fue una separacidn de poblaciones vesiculares
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(Peretti et al, 2000) para identificar una posible correlacion entre las vesiculas que
transportan a la SNAREs Sxt6 o la VAMPY vy el motor microtubular KIFSC. El ensayo
ulilizado en este caso consistio en la centrifugacidn isopicnica de gradientes continuos
de sucrosa de dos rangos de concentracion diferente, 0,3-1.6M v 1-2M recolectando
finalmente 12 fracciones por gradiente (ver Materiales y Métodos). Las vesiculas por lo
tanto fueron separadas de acverdo a su densidad de flotacldn. Posterformente se
realizd un Western Blot, se identificaron las distintas poblaciones vesiculares con el
uso de anticuerpos especificos contra KIFSC, VAMP, Sxt6 y SNAPZ3, los resultados se
muestran en la Fig. 13a y b.

Pudimaos analizar gue la poblacidn vesicular enriquecida en las proteinas Sxt€
como VAMP4, se encuentran en lag fracciones intermedias del gradiente 0,3-1.6M,
esto es coincidente con la localizacion en el gradiente de la enzima KIFSC, sin embargo
es importante destacar que la correlacién es mas importante para las proteinas Sxt@ y
KIF5C, ya que VAMP4 se encuentra enriquecida en lracciones més densas; SNAP23 fue
utilizado coma un control de una proteina que no co-precipitd con el motor KIFSC y
como puede observarse la poblacion vesicular que corresponde a SNAPZ23 se
encuentra enrigquecida en fracciones mas densas a diferencia del motor KIFSC (Fig
13a). La correlacion de las poblaciones vesiculares de Sxt6 v VAMP4 se repitié en el
gradiente  1-2M aunque esta separacion hace menos evidente este resultado,
especialmente para VAMP4. En el gradiene de la Fig. 13b, las fracciones purificadas
corresponden a poblaciones de vesiculas mas densas, v el resultado indicaria que hay
mds de una poblacidn de vesiculas que contienen VAMP4 y algunas de ellas no
colocalizan con KIFSC en los gradientes, por su lado la poblacidn vesicular positiva
para SNAPZ3 slguid el mismo comportamiento descripto para el otro gradiente.
Tomados en conjunto, los datos obtenidos de este experimento y de ensayos
anteriores, permitieron vincular al motor KIFSC en la misma poblacian vesicular que
sxt6 y parcialmente VAMP4, por su parte las inmunoprecipitaciones revelaron una
pasible interaccidn con estas SNARE. Por lo tanto proponemos a las SNARE Sxt6 y
VAMP4 como posibles cargos del motor anterdrado KIFSC.
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Con el objetive de penerar nuevas evidencias sobre el transporte de las SNAREs
Sxt6 y/o VAMP4 mediado por KIFSC, se planted el siguiente disefio experimental.
Cultives primarios de neuronas hipocampales fueron transfectados a las 16h de cultivo
(en este tlempo las neuronas hipocampales “in vitro” se encuentran entre los estadios 2
y 3 de desarrollo) con el shKIFSC o el plismido control conteniendo ssRNA.
Posteriormente, las células fueron fijadas a las 24h de ansfeccidn (40h de cultivo
primario). Finalmente se realizd una doble inmunofluorescencia con anticuerpos
dirigidos contra la proteina sinfaxina 6 (Sxt6) o VAMP4 v la tubulina acetilada (a-Tub).
Nuestro propdsita fue el estudio de la localizacion subcelular de estas SNAREs tras el
silenciamiento  pénico del motor KIFSC, proteina que por ensayos mostrados
anteriormente podria estar implicada en el transporte de estas proteinas.

Por antecedentes previos se conoce que la localizacion subcelular de la SNARE
Sxt6 en neuronas hipocampales “in vitro”, es preferenclalmente axonal (en ocaslones se
observa también una localizacidn perinuclear) (Grassi et al, 2015). En el caso de las
neuronas transfectadas con el plasmido ssRNA, Sxt6 se encontrd enriquecida a lo largo
de todo el proceso axonal, distribucién tipica para esta SNARE, Mientras que en las
células rransfectadas con el shKIFSC, se visualizd una marcada disminucion en los
niveles de SxtB, principalmente en el tercio distal del axdn, por lo tanto la menor
dispenibilidad del motor microtubular KIFSC tras el silenciamiento génica con shRNA
disminuyd el transporte de vesiculas positivas para SxtG, alterando la distribucion
axonal de esta proteina (Fig. 14). Esta alteraciaon atipica nos permitié encontrar un link
directo entre estas dos proteinas. estableciendo al motor anterdgrado KIFSC, como uno
de los posibles motores vinculados en el transporte (especialmente hacia el axdn) de
las vesiculas carpadas con la SNARE 5xi6.

La situacidn para la proteina VAMP4 fue diferente en comparacidn con Sxt6. En
este caso no se nbservd ninguna diferencia significativa én la localizacion subcalular de
VAMP4 en las neuronas transfectadas con los vectores ssRNA o shEIFSC, esta SNARE
sé localiza en la regln perinuclear y el axdén de neuronas del hipocampe “in vitro”,

Analizando el conjunta de evidencias presentadas en esta seccion de resultados
pudimos visualizar que VAMP4 co-inmunoprecipitd con KIFSC (datos mostrados en la

Figura 12), sin embarge esta SNARE estd presente en una poblacidn vesicular
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neterggénea (datos mostrados en la Fig 153a v bl lo que implica que su transporte
pueda ser mediado por mas de un motor. Esta es. para nosotros, una posible
explicacion de lo gue observamos en los resultados expuestos en la figura 14. Es decir
qiie, ]|r-|:.ra';-1 ewistir un efecta cOmpensatorio de otros motores microtubulares en el

transporte de la SNARE VAMP4 cuando se encuentra silenciada la proteina KIFSC,
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9.4 Transporte selectivo de Sintaxina 6 en neuronas

hipocampales en estadio 2

La SNARE Sx16 participa en la exocitosis polarizada de las vesiculas que
contienen & los RIGF-1, fendmenc esencial para el establecimiento de polaridad
neuronal (Grassi. et al 2015); resultados de esta tesis doctoral demostraron que esta
SNARE es transportada por el motor microtubular KIFSC, motor fundamental para la
formzcldn de un axdén en neuronas del hipocampo ‘in vitro” Con el objetivo de
completar estos resultados se plantearon ensayos "in vive™ de neuronas piramidales de
hipocampe co-transfectadas con los constructos Sxt6 GFP y KIFSC*™ TdT (motor
truncado constitutivamente activo, ver Materiales y Métodos). En este caso puntual, las
neuronas fueron transfectadas mediante electroporacidn (ver Materiales y Métodos) y
a las 12h de cultvo (estadio 2 de desarrollo) se comenzd con la toma de Imdgenes en
un microscopio Spinning disk LIFA Leica DMIGOOOB (Petersen et al, 2014). Las
secuencias de Imdgenes fueron sacadas, en la mayoria de los cascs. con un Intervalo de
100 ms. El cbjetivo fue analizar el transporte de las vesiculas marcadas con GFP
correspondientes a la proteina Sxt6G. Para ello, en primera Instancia se selecciond
neuronas hipocampales en estadio 2 de desarrollo que presentaron un enriquecimiento
del motor truncado KIFSC®® en una neurita menor. Antecedentes previos demostraron
que el proceso menor que acumula el motor truncado en la punta de una neurita en
neuronas en estadio 2, es el proceso que dard origen al futuro axdn (Jacobson et al,
2006; Petersen et al, 2014), es por ello que el constructo KIFSC*0 es de gran utilidad
ya gue nos permite detectar al futurc axdn previo a una polarizacldn morfoldgica
Luego se realizé “time lapse” video-microscopla de la Sxt6 GPF (Fig 15) o de la proteina
TR GFP (Fig. 16). Este dltimo es an constructo que sobreexpresa al receptor de
Transferrina, una proteina dendritica que se transporta preferencialments  hacia
procesos menores gue no concentran al motor truncado KIFSC™? (Petersen et al,
2014), El transporte selectivo de vesiculas dendriticas en eélulas morfoldgicamente no
polarizadas es evidente varios dias antes del ensamblaje del segmento inicial del axon

{1AS), antes de la aparicldn de la malla de actina en el lAS vy antes de que las dendritas
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adguieren la orientacion mixta en la polaridad de los microtibulos. Es por estas
caracteristicas que se emplea a dicha proteina como un contrel que no es transportado
especificamente al future axdn. El andlisis del transporte vesicular se realizd mediante
la utilizacidn de "Kymographs™ (ver Materiales y Métodos). Estos graficos se presentan
en Flg. 15 ¥ 16 B representando el movimiento vesicular anterdgrado y retrogrado de
cada proceso menor [$e¢ enumert cada neurita para su identificacién). En la figura 15
se observh, que el proceso con una acumulacidn significativa del motor truncado
(proceso que se convertird en el future axdn) es el que presenta un mayor mimero de
vesiculas positivas para SxtB que son direccionadas tanto de manera anterégrada como
retrograda. Es el objetivo de esta tesls el andlisis del transporte que depende
particularmente de KIF5C, es por ello que se analizaron exclusivamente los
movimientos anterdgrados. Para ello, coma se menciond anteriorments, se utilizaron
los graficos de “Kymograph®, en este tipo de grafica las lineas con pendiente positiva
son las que representan el movimients de una vesicula desde el soma hacia el cono de
crecimiento. Por lo tanto se cuantificd cada una de estas |lineas en todos los procesos
(ver grafico Fig 17). Este procedimiento se repitid para el receptor de transferrina (Fig
16). En este caso las vesiculas conteniendo receptores de transferrina. presentaron un
direccionamiento  preferentemente hacia neuritas que no acumularon el motor

constitutivamente activo,
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Fip 15 Transpoets polarizado de Sevh hacia |a neurits que ss comvertird en el axin. &) Nearona hipocampal en
ezl 2 oorarslectads con 5006 GFF y KIFSCTAT, s pusde apreciar las vesioulas Sof positivas y [a scemidacion

dedl moior conssiiuisamenie activo an ol dp de una euria, B Crfkcoes E}'rnn[lﬂlhdmthn espediica ks tamanes de
i0s procesas ¥ o dompo do & pelioula, Las Ennas representan o movimicnio vesicilar, donde el proceso 2 prescnca
mayrr transporte de vesiculas Sanll, procesa que concide can el ensiquecimienio del motoc truncada, sefialado b neariea

que generard o luturo axda
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Fig. 16: Trarsporie selective de vesiculas dendriticas positivas para TRR. &) Meurong hipecampal en esadio 2
cotransfectada con TIR GFF ¥ KIFSC™TAT. S puede apreclar las vesiculas TPR positivas v B acumulackin del motar
donstibativamente active én el Hp de una nearifa Las micrografias yn sefalan un rensparte polarizdo de dichaes

wesiculas, en un process opuestno (prooeso 5 al eariquesido en o maoitor urcado (proceso 23 B Graficeos Kymagraph
donde se especifica kos famafios de los provesos ¥ el tiempe de la pelioala Las Eneas represendan o movienienbo

vesicular, donde gl proceso 5 presanca mevor mranspore de vesiculas THR

A partir de los ensayos "in vivo” analizamos el transporte de vesiculas cargadas
con la SNARE Sxif. En la figura 17. se muestra la cuantificacidn de estos ensayos,
donde se aprecia claramente que ambas proteinas tienen un transporte polarizado en
células en estadio 2, sin embargo las vesiculas con 5xt6 son direccionadas hacia los
procesos que presentan una acumulacion del motor constitutivamente active KIF5C5,

neurita que se convertird en el futuro axdn
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Fig 17: Las vesiculas poshives para las prodednas Sxi6 oy TIR son transporiadas anterdgradamenio 2 un procesn
definide. Cuarmificacion del ranspome anlecdgradn en cads proosso neunidoe. 5e ohserva und seleciividsd del plocess
erriquecido en &l motor truncada KIFSC por s wvesioulas S«ifi, mientras que las wesicubs TIR se difecciona
preferentsmente 8 un proceso contrarkas, S8 reallad n ARCOYVA splicandn e Post Hoo Tukey HED, donde se ohserst que
el fuimers de vesiculas Sx0 ransporads e el provesn | KIFSC™Y can el resto de las pearilas e significatbvaments
mayar pe 02, En el caso de las vesiculas gquoe iramsporian fos recepions de cransferring, se aplon la misma esaadistica,
en esbe caso la diferencia no es significsiva pall B este dilimo resultade s2 debe 8 que si bien sxiste un Cansporte
polariead,, esle o e enouetra i o mbsmo proceso generands uia gran dispecsiin de datos que traen aparejados un
error significaiv

Los resultados obtenidos en esta seccidn permiteron demostrar de diferentes
maneras una fuerte correfacion entre la SNARE 5xt6 y el motor microtubular KIFSC. Se
demostrd, mediante inmunoprecipitacidn, la presencia de una interaccion entre la
SNARE y el motor, ademas ambas proteinas comparten ia misma poblacidn vesicular.
Ademads las vesiculas cargadas con la proteina Sxt6 se transportan al futuro axdn por el
mater KIFAC consttutivamente activo, Ademds, mientras que el silenciamiento génico
de KIFSC con el uso de shRNA. disminuyd los nivelss de 5x6 en el axdn. En
consecuencia este motor microtubular tan Importante en la formacidn iniclal de un
axdn, es el encargado de transporiar una de las proteinas del complejo SNARE que
permiten la exocitosis polarizada de los RIGF-1. esenciales para el establecimiento de

polaridad neuronal (ver Grassi et al, 2015).

59




DISCUSION -PARTE II

Determinar sl el motor microtubular KIFSC (que “camina” preferencialmente sobre
microtibulos estables) transporta algdn cargo necesario para la insercién polarizada
del IGF-1R.

6.1 KIFSC v el establecimiento de polaridad 6.2 Transporte selectivo mediado por

neuromal. KIFaC



6. Discusion Parte 11

Los resultados presentados nos permiten postular que el motor KIF3C es
necesario para el establecimiento del axdn, su implicancia en este fendmeno podria
radicar en las proteinas carpo que KIFSC transporta, ya que alguna de estas proteinas
podrian ser las SNAREs Sxt6 v VAMP4, proteinas gue participan de la exocitosis de las
vestculas PPVs que transportan los RIGE-1, Antecedentes de nuestro laboratorio v de
otros grupos de investigacitn, han demostrado que dicho receptor v su liganda, el
factor de crecimiento similar a insulina tipe 1, resultan  esenciales para el

establecimiento de polaridad neuronal (Sosa., et al 2006).

6.1 KIFSC vy el establecimiento de polaridad neuronal

El transporte intracelular de proteinas cimsdlicas, estructuras membranosas, y
organelas es un regulador critico de la polaridad de la célula. Este proceso es mediado
por diferentes proteinas motoras que incluyen a la dineina y la kinesina. En peneral,
tanta la dineina coma la kinesina, son motores dependientes de MTs, En el caso de la
familia de kinesinas, una de las mas estiddiadas es la kinesina convencional o kinesina-
1 (KIF5). Este motor anterdgrado participa en el transporte de mitocordrias hacia el
axdn, o de vesiculas conteniendo receptores neurotrdoficos TrkB, entre otros cargos

{Namba et al, 2015).

Este motor ampliamente estudiado, estd vinculado con #] establecimiento axonal,
Resultados de este trabajo de tesis demostraron que el silenciamiento de KIFSC impide
la polaridad en neuronas hipocampales en cultivo, La disminuclén en la expresidn
génica de este mator bloquea la elongacion de una neurita para generar el futuro axdn,
quedando células arrestadas en un estadio 2, morfoldgicamente no polarizadas. Estas
observaciones fueron acordes a la amplia evidencia que demuestra un rol clare de este

motor en el establecimiento de polaridad neuronal.
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La KIF3, en neuronas maduras se encuentra localizada preferentemente en el axdn
(Hirokawa et al, 2008), Esta selectividad depende de las diferentes estabilidades de los
MTs en el segmento inicial del axdn (region proximal). al modificar esto con drogas
especificas como el paclitaxel (inhibidor de la dindmica de los MTs) se altera la
localizacion subcelular de este motor (Hammond et al. 2010; Nakata and Hirokawa,
2003) ademds de afectar directamente el establecimiento de la polaridad neusronal. En
neuronas en estadio 2 de desarrollo KIFS se encuentra enriquecida particularmente en
una neurita menor (Huang and Banker, 2012). ;Como las proteinas KIF determinan su
selectividad? Es un interrogante ampliamente estudiado, se cree que las modificaciones
pastraduccionales de la tubulina determinan la preferencia del dominio motor de las
kinesinas. El dominio motor de KIFS, por ejemplo. aumenta o disminuye su afinidad
con los MTs dependiendo sl la modificacién postraduccional de la tubulina es la
acetilacion o la tirosinacicn, respectivaments (Namba et al, 2015). Como mencionamos
anteriormente la utilizacldn de paclitaxel cambia la distribucidn subcelular del motor
KIF5, esto puede deberse a que esta droga induce la acetilacidn, detirosinacion y la
poliglutaminacion de la whulina, Por lo que, este conjunta de evidencias indican que la
preferencia  axonal-dendritica del motor KIFS es controlada por multiples
madificaciones postraduccionales de la tubulina y la correcta localizacidn subcelular
tanto &n neurcnas hipocampales en estadio 2 como en estadio 3 de dicho motor, es

esencial para el establecimiento Iniclal y el mantenimiento del axdn.

6.2, Transporte selectivo mediado por KIFSC

La familia de las proteinas kinesinas (KIFs) participa en el establecimiento y en
el mantenimiento de la polaridad neuronal a través del transporte selectivo de varlas

proteinas y vesiculas ya sea al axdn o a las dendritas.

Mis resultados permitieron identificar nuevos cargos para el motor microtubular
KIFSC mediante ensayos de inmunoprecipitacion y fraccionamiento subcelular de
microsomas, pudimos identificar dos SNAREs como posibles cargos de la KIFSC. 1a
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Sintaxina 6 y la VAMP4. Estas proteinas comparten ciertas similitudes, se expresan en
etapas tempranas de diferenciacion en cultivos neuronales, y presentan una
localizacion perinuclear [(probablemente en el TGN) ademas de un paulatino
enriquecimiento axonal durante la polarizacidn neuronal {Bock et al, 1996, Steegmaier
et al, 1999). Antecedentes, indican la participacién de varias proteinas SNARE en el
crecimiento neuritico, tales como VAMPT (Martinez-Arca et al. 2001}, VAMP4
{Cocucct et al,, 2008; Liu et al, 2013), Sintaxina | (Sakisaka et al., 2004), Sintaxina 6
(Kabayama et al, 2008), SNAP23, SNAP25 (Washbourne et al, 2002) entre otras. Sin
embargo resultados de nuestro grupo de investigacion revelaron un conjunto de 5
proteinas SNARE (VAMPZ, VAMP4, VAMPY, Sintaxina 6 y SNAPZ3) que se expresan de
manera lemprana en neuronas hipocampales previo a la polarizacion morfoldgica
Mediante el uso de shRNA se encontrd que las proteinas VAMP4, SNAP23 v Sintaxina
6 estén involucradas especificamente en la regulacidn temprana del crecimiento inicial
del axdn. necesarla para €l establecimiento de polaridad neuronal. El sllenciamiento de
esta SMAREs Impide la exocltosls polarizada de los RIGF-1. evento clave para el
establecimiento iniclal del axdn, asi mismo la estmulacidn de particulas de conos de
crecimiento axonal con 1GF-1 dispara la ascciacidn de VAMP4, Sintaxina 6 y SNAP23 a
vesiculas que transportan los receptores de IGF-1. Por lo que se concluyd que dichas
SNAREs participan en la exociiosis regulada de PPVs y en la insercion polarizada de
[GF-1R, eventos esenciales para el establecimiento de polaridad neuronal (Grassi et al.,
2015},

Las kinesinas jusgan un rol importante en la maduracion y en el mantenimiento
de la polaridad neuronal, mediante €l transporte de proteinas cargos. Antecedentes
previos han reportado el transporte, mediado por KIFs, de moléculas importantes en el
establecimiento inicial del axon. Un ejemplo de esto es la proteina Pard transportada
hacla los axones por KIF3A (Nakata and Hirokawsa, 2007). Par3, es parte del complejo
Par3/Par6/aPKC, el cual se acumula en las puntas de los axcnes, esta locallzaclén
resulta esencial para la especificacion axonal. En la localizacion de Par3, resulta
fundamental la actividad de la encima PI3K que produce PIP3. Este fosfolipido se
considera cascada arriba en la via de sefializacidn, del complejo Par3/ParG/aPKC
(Insolera et al., 2011; Shi et al., 2003).
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En el caso particular de la kinesina estudiada en esta tesis, KIFS, media el
transporte de la proteina mediadora de respuesta a colapsinas 2 (CRMP-2), hacia la
regidn distal del axdn naciente a través de la union con las cadenas livianas (KLC), Esto
|uega un rol esenclal en la especificacidn axonal (Namba et al, 2015). Debido a que, la
proteina CRMP-2 modula la dindmica de la tubuling v se encuentra cascada abajo a
LSK-3 #, proteina que a su vez se encuentra en la via de sefializacién de PI3K y de la
quinasa Akt en neuronas hipocampales. Por lo tanto, dentro de las proteinas cargo gue
el motor KIFSC transporta, solo se conocla a CEMP-2 como Implicada en fa
especificacion Iniclal del axdn. Los resultades presentados en esta tesis doctoral
ENCOntraron nuevos cargos (Sxt6 y VAMP4) esenciales para ¢l establecimiento de
polaridad neuronal Permitiendo la exocitosis de los RIGF-1, que una vez insertados al
plasmalema del cono de crecimiento, estos receptores pueden ser estimulados por
[GF-1 desencadenando la activacion de una via de sefiallzacldn que Invelucran a la
encima PI3K, Cdcd2, al compleje Par3/ParB/aPKC y a GSK-3 8 (Esquerna 1).

Coma se resumne aqui, nuestros estudios y antecedentes previos sugleren que la
KIFSC media el transporte de la SNARE Sintaxina 6., y probablemente VAMP4,
proteinas que junto a SNAPZ3 Interaccionan con PPVs gque transportan RIGF-1
permitiendo su exocitosis regulada en un proceso menor de neuronas en estadio 2, su
correcta Insercidn en membrana permiten la activacion de la via de sefalizacion
PI3K/Cdc42 y cascada abajo la formacion del complejo Par3/Par6/aPKC, GSK-3 8 v
CEMP-2. Repulando el crecimiento inicial de axones y el establecimiento de la

polaridad neuronal.
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7. Conclusiones

Uno de los interrogantes més estudiados en el campo de la neurobiologia es
cdma las neuronas establecen su polaridad. La herramienta mas utilizada en esta drea
es el cultivo primario de neuronas de hipocampo, que permite el andlisis de los
mecanismos en la polarizacion neuronal v 1a identificacion de las modéculas implicadas
#n la formacion axonal,

Este trabajo de tesis doctoral, permitié un analisis general de diferentes eventos
de polaridad a nivel molecular en neurcnas hipocampales en estadio 2 de desarrollo.
Encontrando que los motores microtubulares KIFS son encargados del transporte
polarizado de vesiculas cargadas con la SNARE 5xt6 v posiblemente de vesiculas con
VAMP4. Estas vesiculas son dirigidas a |a neurita que presenta mayores niveles de MTs
estables, va que, por antecedentes previos se conoce que el dominio motor de la
kinesina-1 se une preferencialmente a MTs con un bajo nivel de recambio, mas
estables (Reed et al, 2008). Por otro lado. la neurlta enriguecida con MTs estables,
donde predominan las modificaciones post-traduccionales de la tubulina acetilacidn,
poliglutaminacidn y detirosinacidn, es el mismo proceso menor donde se Insertan en
mayor proporeidn los RIGE-1. Cabe destacar que en esta exocitosis polarizada de los
RIGF-1 Interviene como complejo de anclaje, las SNARE Sintaxina 6, SNAPZ3 v VAMP4.

Finalmente, nosotros proponemos que la regulacion inicial del crecimiento de
axones necesaria para el establecimiento de la polaridad neurcnal depende de la
acumulacidn de micronibulos estables y receptores activables (insertados a membrana)
de IGF-1. Estos dos procesos estdn, a su vez, interconectades por la actividad del
motor microtubular KIFSC | el cual se acumula también en el futuro axdn (ya que tene
preferencia para interaccionar con microtdbulos estables) y, ademds. transporta
selectivamente a este proceso a la proteina SNARE Sintaxina 6. la cual es esencial para
l# insercién polarizada de los RIGF-1 (Esgquema 2).
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8.1 Cultivos primarios de neuronas de hipocampo de rata:

Para los cultivos de neuronas piramidales de hipocampo, se utilizan embriones
de rata de 18 dias de vida intrautering, Las ratas prefiadas fueron anestesiadas con CO;
y s& les practico una cesdrea. Los embriones fueron inmediatamente decapltados en
campana de flujo laminar, Se extrajeron los cerebros y se los colocd en cdpsulas de
Peirl conteniendo solucidn estéril de Hank (HEPES 10 mM., NaCl 4 g. KCl 200 mg,
Glucosa 500 mg, KHzP(Os 30 mg, NA:HPOs 23.7 mg. H20csp 500 ml, pH=7.4) a 4°C,
Los hipocampos se extrajeron mediante microcirugia bajo lupa estereoscopica Carl
Zeiss y se incubaron en solucion de tripsina al 0,25% pfv a 37°C durante 18 minutos
para digerir la matriz de adhesidn intercelular. Luego fueron lavados 3 veces durante 5
minutes cada vez con solucldn de Hank a 4°C y colocados en tubo pldstico estérll de
15 ml contepiendo entre 3 a 1 ml medio de cultive DMEM/HS10% (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium-Gibco®) a 37°C, dependiendo del nimere de hipocampos
extraidos, En los casos en los que las células fueron destinadas a experimentos de
transfeccidn en suspension el medio de caltive antes mencionado, fue reemplazado por
medio de transfeccion OPTIMEM® (Gibco). Los hipocampos fueron  disociados
utilizando pipetas Pasteur de vidrio de didmetros decrecientes hasta lograr una
suspensidn homogénea. Las células disociadas fueron sembradas sobre discos de
vidrio-cubrechjetos previamente cubiertos con poli-L-lisina (1mg/ml en buffer borato
pH: 8; el exceso de poli-L-lisina es eliminado con 4-5 lavados de agua miliQ} con una
densidad aproximada de unas 5000 células/cm?® v mantenidas en medio de cultivo
DMEM/HS10%. Las células fueron cultivadas durante 1-2 horas en estufa a 37°C. OOy
al 5% y humedad constante, lo que les permite asociarse a los cubreobjetos con poli-L-
lisina. Una vez adheridas las neuronas, el medio DMEM/HS10% fue sustituido por un
medio definido comprendido por la mezcla N2-Neurobasal (suplementas B27 2%v/v y
N2 1%v/y, piruvato 0.1mM, ghatamina 0.2mM v albumina O, 1%p/v. disueltos en medio
definide Neurcbasal - Glbco® -} Para permidr la supervivencia y el crecimiento
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neuronal, este medio de cultivo contiens niveles altos de insulinag, suficiente para

estimular los receptores de insulina como asi también los receptores de [GF-1,

En algunos experimentos (donde se especifica) las células se Incuban con un
medio condicionado, el cual consiste en una mezcla N2-Neurobasal con bajo contenido
de Insulina (5 f M); ésta se encuentra en cantidad suficlente para permitir la sobrevida
celular pero no para promover la activacidn de receptores de IGF-1. Esta condicidn es

la que se define como baja insulina.

8.1.1 Tratamiento con drogas

Las neuronas del hipocampo en cultive, en algunoes casos, fueron tratadas con
drogas que alteran la estabilidad del citoesqueleto de tubulina Dependiendo del
ensayo se utilizaron las slgulentes concentraciones de las drogas, 3pM o 45nM de
Nocodazol —droga desestabllizadera de microtibulos—- vy 45nM de Taxol <droga
estabilizadora de microndbulos-, estas fueron preparadas con el medio definido de
cultive N2-Neurcbasal entre unas 6 a 24h antes del agregado a las células, las
neuronas control fuercn tratadas con DMS0 que es el vehiculo de las drogas
utilizadas. Para una correcta distribucidn de las drogas en las placas, las mezclas

fuercn pasadas por el virtex e inmediatamente puestas en las placas con las neuronas.

B.2 Inmunofluorescencia

Las meuronas crecidas en cultivo primario, son sometidas a 3 lavados sucesivos
de 5 minutos cada uno con 1a solucidn salina de buffer fosfato (PBS, que contiene: NaCl
4,25 gr; NAZHPO,, 6.4 gr: NAH:PO, 1.01 gr; Hz0 csp 500 mL). Posterlormente se fjan,

en esta tesis se utilizaron dos métodos de fijacion explicados a continuacion:
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8.2.1 Fijacidn con PFA: se utiliza una solucién de paraformaldheido-sucrosa al

4% [p/v) durante 200 min a temperatura ambiente, lavadas 3 veces por §
minutos cada ver con PBS 1X subsecuentemente las células fueron
permeabilizadas con Triton X-100 al 0.2% v/v en PBS 1X durante G minutos y

lavadas nuevamente,

8.2.2 Fijackin con Buffer PHEM: para los experimentos donde necesitdbamos

analizar la tubulina tiresinada, acetilada o la tubulina total sin observar aguellas
moléculas de tubulina no polimerizadas para realizar un andlisls de dnicamente
los  microtibulos. Las  neuronas  fueron  simultdneamente  fijadas  y
permeabilizadas por 15min con el buffer PHEM (60 mM Plpes, 25 mM Hepes,
5 mM ECTA v 1 mM MgCl:} a 37°C. Este, ademds, contiene 0.25% de
plutaraldehide, 3,7% paraformaldheido, 3.7% sucrosa y 0,1% Triten X-100
(adaptacidn de Witte, et al, 2008; Smith.. et al 1994). Posteriormente las
células fueron lavadas 3 veces consecutivas con PBS 1X, y se inactivaron los
grupos aldehidos con 50mM de NH.CI en PBS a temperatura ambiente por

I 5min y nuevamente lavadas 3 veces con PBS 1X

Los discos de vidrio con las células adheridas fueron trasladados a camara
himeda donde se los cubrid con una solucidn bloqueante (Suero de eaballo al 5% y
Tritdn X-100 al 0.05% en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente con el fin de
cubrir epitopes Inespeciflcos presentes en la muestra. Posteriormente las células
fueron incubadas con elflos antcuerposs primariofs durante 1 8 3 horas a
temperatura ambiente o 12 horas a 4°C y lavadas con PBS (3 veces por 5 minutos).

Los. cultives fueron tefiidos usando anticuerpos secundarios fluorescentes
durante | hora a temperatura ambiente v lavados con PBS (3 veces por 5 minutos).
Para el montaje de los cubrecbjetos se utilizd FluorSave (Calblochem).
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8.3 Anticuerpos primarios
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Para el reglstro de las imdgenes confocales se utllizd un microscoplo confocal
espectral FluoView® FV1000 con objetivo 60x (AN 1.42) y 100x (AN 1.4). Para el
registro de las videos microscopia se utilizd un microscopio spinning disk LIFA Lelca
DMIGOOOE con objetives 100w Las camaras utilizadas en este tiltimo caso son, la
camara EMCCD muy sensible (Photometrics Quantem 512) y una camara CCD
resolutiva (Photometrics HOZ).

Las forografias fueron procesadas utilizando el programa Adobe Photoshop C5.
Para las cuantificaciones de las mismas se utilizaron los software Image] v Metamorph

segin se indlque.

8.5 Transfeccidn

8.5.1 Transfeccion convencional: Este protocolo cuenta para células en

cultivo adheridas al sustrato (lineas o cultive primario). Se utilizaron placas de plastico
de 35 mm con alta densidad de células (-60-75%),

Se prepard la solucidn de transfeccidn mezclando 250 pl de medio de
transfeccion OPTIMEM® a 37 *C con 5 pl del agente Lipofectamnina® 2000
(Invitrogen), incubades durante 10 minutos a temperatura ambiente, y agregando
posteriormente 50 gl de OPTIMEM® a 37 °C con una cantidad de DNA determinada
sepiin el experimento (entre 1.5 a 4 g g). Se incubd la selucidn resultante durante 30
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregd 700 pl de OPTIMEM® a
37 °C vy posterlormente se procedid a reemplazar con este medio de transfeccidn el
medio deflnido en el que se encontraban creciendo las células. El proceso de
rransfeccidon wve wna duracidn de entre 60 a 890 minutos. Posteriormente se
reemplazd el medio transfectante por medie de cultive a 37 °C y se permitic la
expresidn de las diferentes construcciones por un lapso de 12-40 horas dependiendo
del experimento.
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8.5.2 Transfeccidn en suspensidn; Este protocolo fue utilizado para células
aln no adheridas al sustrato, posterior a la obtencicn de neuronas disociadas.

Se prepard la sclucldn de transfeccidn mezclanda 50 gl de medio de
transfeccion OPFTIMEM® a 37 °C con 1.2 pl de Lipofectamina® 2000 (incubados
durante 10 minutos) v agregando posteriormente 30 pl de OPTIMEM® a 37 °C con
una cantldad de DNA determinada segin el experimento {entre 04 a 1.2 pgh Se

incubd la solucion resultante durante 20-30 minutos a temperatura ambiente.

Por otro lado, se determing en camara de Neubauver la cantidad de células
presenites en la suspensidn cefular. Se agregd el equivalente a 50000-70000 células
(-15-20 pl) al complejo OPTIMEM®/Lipofectamina®/DNA vy posteriormente s
depositd esta mezcla sobre los vidrlos tratados con poli-Llising, formando una gota
sobre los mismos. 58 permitid que la reacclon de transfeccidn tuviera lugar durante G0
g8 90 minutos, luego que las células se adhirieron al sustrato se retind la gota de
complejo transfectante y se reemplazd con medio definido N2-neurobasal. Una vez
finaltzada la transfeccidn (tlempo cero de cultivo primaric) se permitié la expresitn de

las diferentes construcciones por un lapso de 12-40 horas.

8.5.3 Nucleofeccidn: Para esta técnica se utilizd un electroporador Lonza 4D v

el kit Lonza P3 células primarias 40-Nucleofector X Kit L (CatNo. V4XP-3024). En
primera instancia se prepard 3ml de medio de cultiva N2-Neurcbasal en tubos conicos
de 15ml por condicidn y se precalentaron a 37°C. En estos tubos se agregd 500,000
eélulas de hipocampo disociadas y se centrifugd a 7000rpm por Smin para precipitar
las mismas. Por otro lade, se realizd la mezcla de los DNAs de interéds [es importante no
exceder los 5ug de DNA por condicion). La cantidad de DNA utllizado depende de
cada plasmido. Bajo campana de flujo laminar se retird el sobrenadanie de las células
precipitadas, estas se re-suspendieron en 100 p | de la solucidn de nucleofeccion P3.

Esta suspension de neuronas se transfirié al eppendorf con la mezcla de DNA y se
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mezchd suavemente 2 a 3 veces con la ayuda de microplpetas evitando la formacldn de
burbujas, inmediatamente después se colocaron en las cubetas de electroporacion.
Finalmente para su transformactdn se levaron las cubetas con las neuronas al
electroporador Lonza y utilizando el programa de cflulas neurcnales en cultivo,
especificamente neurona, rata, hipocampo/cortical/Alta viabilidad™ se realizd la
electroporacidn de las células. Fstas fueron removidas de las cubetas con el medio de
cultive precalentade, y fueron transferidas a las placas e incubado en estufa a 37°C,
5% CO: y humedad constante.

8.6 Biologia Molecular: Preparacidn de construcciones

B.6.1 Construccidn de los vectores para expresicn de shENAs

Para penerar los diferentes shENAs se utilizd un vector comercial denominado
pSuperNeo+GFP ((Nigoengine). Este fue digerido con las enzimas de restriccion Bglil y
Hindlll (Promega). El plasmido en esta configuracion abierta fue utilizado para insertar
diferentes secuencias de oligonucledtidos. Estos fueron previamente disefiados en base
a algoritmos vy programas especificos y sintetizados comercialmente (GBT (Migos). Es
importante destacar que cada oligonucledtido consta de una secuencia complementaria
(no mostrada) disefada de tal manera que al hibridar ambas se formen extremos gue
empalman con los sitlos de restriccldn Bglll v Hindill del vector abierto. Dicha
hibridacian entre pares de secuencias complementarias se logra mediante gradientes
de temperatura que pueden programarse en una PCR {por ejemplo). Las secuencias

utilizadas se detallan a continuacidn:

KIFSc: 5'-gatcoococagoagaagaalggaagaaticaagagartciiccatictictgetgiietia-3

KIFSc': 5'-gatcococotgattaacatiaaacaaticangagattgtttaatgttaatcage tittta-3°

scrambled: 5'-gatccccagacaatgaapepaagaspiicaagagacitcitcgettcattgtetititra-3'
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Subrayado en cada cligonucledtido se indican las secuencias a las que se dirige
¢l ARN antisentido. Para la ligacidn entre vector y oligonucledtido hibridado se utilizd
T4 ADN ligasa. Una vez que la ligacion fue exitosa se procedis al chequeo de los clones

mediante enzimas de restriccicn y, posteriormente. por secuenciacicn de los mismos.

8.6.2 Obtencion y subclonado de construcciones utilizadas para

experimentos de recuperacion de fenotipo

En principlo las construcclones codificando a la proteina KIFSC, fueron
adguiridas de diferentes grupos de investigacidn. El Dr. Gary Banker dong
generosamente las construcciones KIFSc full length RFP, KIFSC™ TdT (construcciones
descriptas en Jacobson, et al 2006), la Dra, Sima Lev tuvo el mismo gesto y dond la
construccién HA-SyntaxinG (descripta en Laufman y col, 2010}

8.7 Purificacion de GCPs

Las particulas de conos de crecimiento aislados o GCPs (del inglés Growth Cone
Particles) fueron obtenidos a partir del homogenato de cerebros de embriones de rata
de 18 de vida intrauterina, en una solucidn de sucrosa 0,32 M, MCl: 3mM v Hepes
ImM conteniendo inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Aprotinina 2 g/ml,
Leupeptina 2 g/ml. Pepstatina 1 g/ml. PM5F 100 g/ml y Ortovanadato 2 g/ml). El
homogenato se centrifugd a baja velocidad (15 minutos a 3500 rpm. en rotor SA-600)
y el sobrenadante L3S (del inglés Low Speed Supernatant) fue sometido a una ultra
centrifugacion isopicnica en un gradiente discontinuo de sucrosa con densidades de
032 M (aportada por el L35) 083 M, IM, y 266 M a una velocidad de 50.000 rpm.
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durante 40 minutos con el rotor vertical VTI50 (Beckman). Se tomd la fraccién ublcada
en la interface L35-0,83 M {fraccidn que contlene un enrlquecimiento en particulas de
conos de crecimiento aislados o GCPs, designada fraccidn “A%). Los restantes elementos
del LSS fueron separados en dos fracciones ubicadas en las interfaces 0.83-1 M "B") y
1 M-2.66 M ["C).

Si se centrifuga la fraccidn A" a 16.000 rpm por lh, (en roter TYPEGO,
Heckman) a 4°C, utilizando ademas, un colchon de sucrosa 2,66 M. 5e obtiene una
Interface altamente enriquecida en conos de crecimiento aislados, gue pueden ser o no,

diluidos en buffer isotdnico v ser utilizados en las determinaciones pertinentes.

8.8 Purificacion de Microsomas

Esta 1écnica consiste en la obtencidn de estructuras membranosas mediante 1a
disgregacion mecinica de cerebros embrionarios de rata de 18 dias de gestaclon. En
primer lugar, se extrajeron quirirgicamente los cerebros a los cuales se les agregd 10
valimenes de una solucidn dencminada como solucidn “A” | la cual estd comprendida
por sucrosa 0,32 M. HEFES 10 mM pH= 7.4, MgCl: 3 mM mas los Inhibldores de

proteasas y fosfatasas (para las concentraclones véase “Purificacion de GCP).

Dichos cerebros fueron disgregados mecnicaments mediante el uso de un
homogenelzador -la homogeneizacion es suave y se repite hasta ver una suspensicn
homogénea— posterior a este proceso el homogeneizado fue sometido a una
centrifugacidn a 3000 x g 10 min a 4T (Rotor F34-6-38). El precipitado P1,
correspondiente a la fraccidn nuclear y mitocondrial, fue descartado. El sobrenadante
51 fue recolectado v centrifugado a 9000 x g durante 15 min a 4°C (Rotor TLA 100.3).
De dicha centrifugacion se descartd el precipitado P2 comprendido principalmente por
sinaptosomas ¥ lisosomas, La fraccion soluble 52 se centrifugd a 100,000 x g por 60
min {rotor TLA 100.3), Finalmente el sobrenadante 53 ebtenido, se descarta, quedando
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el precipitado P3 correspondiente a la fraccidn microsomal. Los Microsomas obtenidos

fuercn re suspendidos en la solucidn A

Estas estructuras vesiculares pueden ser separadas de acuerde 2 su densidad de
flotacion al ser sometidas a un gradiente continuo de sucrosa (Perettl, et al 2000).
Dichos gradientes fueron formados con sucrosa de 0.3 M a 1.6M o con sucrosa de | M
a 2 M. Para reallzar los pradientes continuos, se utllizd una bomba peristiltica a una
velocidad de 6,05 ml/min. Luego, se sometid a una centrifugacién de 48.000 rpm por
2 h {Rotor Sorvall STS 804). Las fracclones fueron colectadas en 12 alicuotas y
centrifugadas a 90.000 rpm por 30 min (Rotor TLA 100.3). Flnalmente el pellet
obtenido fue resuspendido en Sample Buffer 5 X.

8.9 Inmunoprecipitacién de estructuras membranosas

derivadas de conos de crecimiento axonales y Microsomas.

En esta térnica, se utilizan microesferas de sefarosa unidas a proteina A,
también conocidas como beads (Protein A-Sepharose 4B Fast Flow - SIGMA). Estas
reconocen e Interacclonan especificamente con la reglén Fo de las inmunoglobulinas

presentes en los anticuerpos primarios.

Se tomd una alicuota de 20 g | por cada condicldn a efectuar. Las microesferas
fueron lavadas en agitacion por 3 min, centrifugadas a 4000 rpm, durante 5 min y
resuspendidas con solucion de sucrosa 0,32 M o con la solucidn "A” [ver Microsomas)
dependienda de la muestra de partida. Todos los procedimientos mencionados
anteriormente fueron realizados a 4'C y repetidos de 4 a 5 veces, Una vez concluidos
los lavados las beads fueron agregadas a las wveslculas obtenidas de GCPs o
Microsomas (previamente incubadas con anticuerpo primario) durante 3 horas a 4°C
en agitaclén constante. Para favorecer la interaccidn del complejo beads-anticuerpa,

este se incuba por 12had C

79



Se agregd ademds un control en el cual las estructuras membranosas no fueron
Incubadas con anticuerpo primario, de modo de evidenciar unidn inespecifica de las
microesferas a las vesiculas. Luego de la Incubacidn del complejo vesicula/ Anticuerpo
primario /Microesferas la muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 4000 rpm vy
4 'C, se recolectd el sobrenadante (SN) - en algunes cases se procedié a concentrarlo

por el métado de metanol/cloroflormo gue se describe a continuacion -

Al volumen de sobrenadante iniclal se le agregd 1 volumen de metanol y 0.25
volimenes de cloroformo. Esta mezcla se agitd vigorosamente y fue centrifugada a
14000 g por 2 minutos a 4 C. Paso seguido se eliming el sobrenadante (fase superior)
cuidando de no perder la interface donde se encontraban las proteinas. Posterlormente
se agregd un volumen de metanol a la muestra, la cual fue nuevamente agitada v
centrifugada a 14000 g por 2 minutcs a 4 °C. El sobrenadante fue descartada, el pellet
de proteinas se secd en estufa a 37 °C y finalmente fue resuspendido en 50 pl de
sample buffer 53X (ver Western Blog).

Paralelamente, el precipitado que estd constituido por el complejo beads-
anticuerpo-vesicula dencminado [P; fue lavado como se explicd anteriormente a fines
de eliminar cualquler traza de material inespecifico. Paso seguido dicho pellet fue
resuspendido en sample buffer 5X.

[P y sobrenadante fueron entonces calentados a 90-95 C por 5 minutos e
Inmediatamente almacenados a -20 C para su posterfor andlisis mediante Western
Blot. Este dltimo paso ademds de promover la desnaturalizacion de las proteinas en
genaral es necesario para romper la unign entre el complejo microesferas-anticuerpo-

vesicula.

8.10 Electroforesis y Western Blot




Para realizar electroforesis en geles de poliacrilamida [PAGE) en presencia de
505 se utilizd el sistema descripto por Laemli {1870). La composicion del pel
separador fus de 10% al 15% de pollacrilamida segin el peso malecular de la proteins
a resclver. Para un gel al 10% la composicion Tue poliacrilamida 10% (pfyv), bis-
acrilamida (N N-metilen-bis-acrilamida) 027% (p/v), TEMED (N.NNNtetra-
metilendiamina) 0,025% {(v/v). persulfate de amonio 0,09% {psy), Tris-HC1 0,375 M
pH: 88, y 5D5 O.1% (p'v).

La composicion del gel concentrador fue: poli-acrilamida 3% (p/v), bis-
acrilamicda  (N.N-metilen-bis-acrilamida) 0.08% (p/v), TEMED (NNNNtetra-
metilendiamina) 0,1% (v/vl, persulfato de amonio 0.15% (p/v), Tris-HCl 0,125 M
pH:E.8, v 505 0.1% (p/v). A las muesiras analizadas se les adiciond inhibidores de
prateasas v de fosfatasas (aprotinina 2 pgdml, leupepting 2 pg/ml, pepstatina 1 pg/ml,
PMSF 100 pg/ml v ortovanadato 2 pg/mll. Cuando las muestras procedian del
raspado, con buffer RIPA, de células crecidas en cultivo estas se centrifugaron durante
15 minutos a 3500 rpm, en centrifuga refrigerada. Se tomd la fraccion ubicada en el
sobrenadante v se le agregd buffer de muestra “Sample Buffer” (glicerol 3% (w/v), 2-
mercaptoetanal 1,6% (v/v), 503 1% (pfv), Tris-HCl 00625 M pH: 6.8). Luego las
muestras se¢ calentaron a 100 durante 3 minutos. El buffer de la corrida
electroforética consistit en Tris 0,0025 M - Glicina 0.2 M pH: 8,3, conteniendo SDS
0.1% (p/v). La electroforesis se desarrolld a temperatura ambiente, a 8Viem hasta que
las proteinas se concentraron en el gel separador y luego el voltaje se incrementd a
12¥hcm hasta que el frente de la corrida llegd al final del gel. Para la transferencia de
las proteinas a membranas de PYDF (p-polyvinylidene difluoride) se utilizd el método
himedo, mantenléndose constante una intensidad de corriente de 270 mA, durante
1:30 horas en buffer Tris-Glicina (Tris 0.0025 M, Glicina 0.2 M pH: 8,3, con 0.1% (p/v)
de 505} conteniendo 20% de metanol, Las membranas se colorearon con Ponceau 5
0.2%p/v) en Acide acético al 1% (v/v) vy luego lavadas con dcido acético al 1% (v/v)
para corroborar si la corrida v la transferencia se realizaron correctamente. Luego de

lavar el Ponceau con agua. las membranas fueron bloqueadas durante una hora en
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TTBES (Tris 50 mM, NaCl 200 mM, 0,05% {v/v] de Tween 20) conteniendo 5% de leche
descremada, albimina sérica bovina (BSA) o albimina sérica humana (HSA), segun la
calidad y procedencia del anticuerpo a utllizar. Los blots se incubaron con los
antlcuerpos primarios diluidos en PBS conteniendo Tween 20 al 0.05% durante 3 h a
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4C en cdmara fria. Luego de ser
lavados en agitacion durante 10 minutos con PES conteniendo Tween al 0,05%, fueron
Incubados durante | hora a temperatura amblente con los anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa. Tras los 3 lavados del anticuerpo secundario con PBS
contenlendo Tween 20 al 0,05% los blots fueron revelados usando un equipo de
deteccion para quimioluminiscencia (ECL, Amersham Life Science Inc., Arlington
Heights, TL).

8.11 Cuantificaciones

. 8.11.1 Indice de polaridad: Para la realizacion de este coclente, se

necesita calcular la intensidad de fluorescencia relativa, esta se define como pixeles por
em en el drea seleccionada. Para lo cual se utiliza el programa Imagel. A continuacldn
se realiza una breve descripeion de los procedimientos seguidos para este fin

En primer lugar, las imdgenes compuestas fueron separadas en los diferentes
canales, para ello se utilizaron los siguientes comandos, Color-RGE  Split.
Posteriormente, sftuados en el canal de interés, se selecclond cada procesos
individualmente con la berramienta Freehand Seictions. Una vez finalizada la seleccidn
se procedic a medir la intensidad de fluorescencla relativa promedio (media), mediante
los comandos Analyze-Measure. En el caso de imdpenes de inmunofluorescencia es
posible encontrar “sefial de ruide o background®, para evitar la cuantificacion de
Muorescencia inespecifica, se resta el ruido a cada imagen, para ello se utilizan los
comandos Process-Math-Substract. El ndmero relativo que se utlliza va a depender de
cada imagen.
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. 8.11.2 Andlisis del Transporte Vesicular: En este caso se analizd el

transporte vesicular de casa proceso neuritico mediante Kymographs (Petersen., et al
2014). Para tal caso se ust el software MetaMorph. En primer lugar el contraste de las
Imdgenes fue Invertdo de manera que las organelas fluorescentes en la imagen
original corresponden a las lineas oscuras en el Kymograph. Posterlormente, se
seleceiona la regidn a estudiar con la herramienta Mult-Line y finalizada la seleccion
se gjecutd el comando Kvmograph Dando como resultado un grifico de Uneas, las
cuales representan las vesiculas en movimiento en la regidn seleceionada. Sobre el
Kymograph, se trazaron lineas rectas para aproximar cada excursion de la vesicula y
las coordenadas de las lineas fuercn transferidas a una hoja de calculo de Excel para
determinar el nimero total de eventos de transporte (normalizado para tener en cuenta

varlaciones en la longitud de las neuritas y la duracion de la grabacion)
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Abreviaturas

ATF: adenosin trifosfato

BDNF: factor de crecimiento derivado de cerebro

f go: subunidad # del RIGF-1 localizada en conos de crecimiento axonales
Cdcd42: proteina de control de la division celular 42
DMSO: dimetilsulfixido

EGF: factor de crecimiento epltelial

GAP43: proteina asociada al crecimiento de 43 kd
GCPs: particulas de conos de crecimiento alsladas
GDNF: lactor de crecimiento derivado de glia

GFP: proteina NMuorescente verde

GSK3 B : plucdgeno sintasa kinasa 3

GTPasa: enzima hidrolizante de guanosina trifosfato
IGF-1: Factor de Crecimiento similar a Insulina tipo |
RIGF-1: Receptor del factor de crecimienta similar a insulina tipo [
IAS: segmento inicial del axdn

[P inmunoprecipitado

IRS: sustrato del receptor de insulina 1

KIF5C: kinesina 5C

KHC: cadenas pesadas de la kinesina

KLC: cadenas livianas de la kinesina

MAP2: proteina asociada a micronibulos 2

mENA: ENA mensajero

MTs: microtibulos

NGF: factor de crecimiento nervioso

Par: proteinas de particion defectiva

PBS: buffer fosfato salino

plGF- 1 R: receptor de [GF-1 fosforilado

PI3K: enzima fosfatldll inositcl 3 kinasa

PIP3: fosfatidilinositol-(3-,4,5)-trifosfato
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JivE

pl 10 subunidad catalitica de la enzima PI3K

p85; subunidad reguladora de la enima PISK

PPVs: vesiculas precursoras de plasmalema

RFP: proteina fluorescente rojo

shRNA: BNA de horquilla pequena

aN: sobrenadante

SNAPZ3 y 25: proteinas asociadas a sinaptosomas de 23 y 25 kd respectivamente
SNARE: receptores del factor SNAP

ssRNA: secuencia shENA sin sentido

SEM: error esténdar de la media

Sxt6: Sintaxina 6

Tel: GTPasa pequena

TER: receptor de Transferrina

TGHN: red del trans Golgl

t-SNARE: SNARE de la membrana blanco

v-SNARE: SNARE presente en la membrana de la vesicula
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