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RESUMEN

Estudio de la interaccion entre MAP1B y la enzima TTL en cerebro

Las modificaciones post-traduccionales de la a-tubulina contribuyen a determinar
las propiedades dinamicas de ciertas poblaciones de microtubulos. Esto es particularmente
importante para procesos que requieren cambios rapidos en la estabilidad del citoesqueleto
que permitan la modificacion de las propiedades morfologicas o motiles de las neuronas.
Estas modificaciones deberian regularse localmente durante los procesos de elongacion
axonal, migracion neuronal y guia axonal. La proteina asociada a microtubulos 1 B
(MAP1B) es una proteina que participa y regula los tres procesos antes mencionados. Se ha
descrito que la presencia de una variante fosforilada de MAP1B esta enriquecida en €
extremo distal de axones, esencialmente la zona mas dinamica del axon. Se ha descrito que
conjuntamente con e gradiente de MAP1B fosforilada, se produce un gradiente de
microtibulos alfa-tirosinados. Esta modificacion post-traduccional es efectuada por accion

delaenzimatubulinatirosinaligasa (TTL) .

La hipotesis planteada en nuestro trabajo es: “hipotesis:“La proteina asociada a
microtibulos 1B (MAP1B) interactia con la enzima Tubulina Tirosina Ligasa (TTL)

aumentando de esta forma latirosinacion de los microtibulos neuronales .

Nuestros resultados indican que MAPIB y TTL interaccionan, evidenciado
mediante ensayos de inmunoprecipitacion y pull-down. Adicionalmente se muestra que la
sobre-expresion regulada de la enzima glicogeno sintasa quinasa 3 beta (Gsk3B) en
neuroblastomas murinos (N2a), induce cambios en e patron de fosforilacion de MAP1B y
que esta modificacion no produce cambios en la interaccion entre ambas proteinas. La
interaccion de ambas proteinas es independiente de un entrecruzamiento originado por los

microtibulos y se produce con la cadena pesada de la MAP1B.

En base a estos resultados se espera comprender de mejor forma como la
modificacion post-traduccional de los microtubulos, particularmente la adicion de un
residuo de tirosina en el extremos carboxilo terminal de la a-tubulina, juega un papel

importante en procesos como migracion, guia y/o elongacion axonal de las neuronas.

Xii



SUMMARY

Studies on the interaction between MA1B and TTL in brain

Post-tranglational  modifications of a-tubulin contribute to determine the dynamic
properties of certain microtubule populations. This is particularly important in processes
that require fast changes in the cytoskeleton stability to alow the modifications of the
motility and morphologic properties of neurons. These modifications must be regulated
locally during axona elongation, neuronal migration and axonal guidance process. The
Microtubule Associated Protein 1B (MAPLB) participates and regul ates the three processes
mentioned above. It has been described that the presence of a variant phosphorylated form
of MAP1B isenriched in the distal end of axons, essentially in the most dynamic regions of
the axon. Interestingly, it has been described that together with the gradient of
phosphorilated MAP1B, a gradient of tyrosinated microtubules takes place. This post-
tranglational modification is carried out by the action of the tubulin tyrosin ligase (TTL)

enzyme.

The hypothesis proposed in our work is. “The Microtubule Associated Protein 1B
(MAPI1B) interact with the tubulin tyrosin ligase (TTL) enzyme regulating the tyrosination

of neural microtubules”.

Our results indicate that MAP1B and TTL interact; this was studied by
inmmunoprecipitation and pull-down experiments. Additionally we showed that the
regulated over expression of the glycogen synthase kinase 3 beta (Gsk3p) enzyme in
murine neuroblastoma (N2a), induces changes in the phosphorilation patterns of MAP1B
and that this modification do not produces changes in the interaction between these
proteins. The interaction of both proteins is independent of a crosslinking originated by

the microtubules and it ocurrs with the heavy chain of MP1B.

Based on these results we expect to understand better how the post-translational
modifications of microtubules, particularly the addition of a tyrosine residue in the C-
terminal domain of the o-tubulin, play a important role in processes like neuronal

migration, axonal elongation and axonal guidance.

Xiii



1. RESULTADOS

1.1 Resena General

El desarrollo del cerebro es un proceso complejo que requiere la presencia de células
con una morfologia y funcionamiento altamente especializados. Estas células denominadas
neuronas Se caracterizan por poseer ramificaciones citoplasmaticas que emergen desde el
cuerpo celular denominadas axon y dendritas, las cuales son capaces de formar contactos
sinapticos (Dotti et al., 1988). Las dendritas y € axén son compartimentos que forman
parte de una misma célula, pero que sin embargo poseen caracteristicas morfologicas,
bioquimicas, estructurales y funcionales muy distintas (Arimura y Kaibuchi, 2007). El
citoesqueleto en la neurona juega un rol fundamental en la especificacion de estos
compartimentos y su correcto funcionamiento; por ello € estudio de los componentes del
citoesgueleto nos entrega informacion importante para comprender como funciona una

neurona

Los microtabulos son e componente principal del citoesqueleto y juegan un rol
importante en muchos procesos vitales para las células como la division celular, €
transporte de organelos y la determinacion de la forma celular. EStan compuestos por
heterodimeros de afa y beta tubulina, los que aternados a su vez forman un
protofilamento. Trece protofilamentos ordenados en forma paralela conforman finalmente
el microtubulo que posee una estructura tubular hueca. Esta estructura de 1os microtabulos
le confiere la capacidad de polimerizar y despolimerizar, y en este hecho en particular

radica la capacidad de regular los procesos anteriormente mencionados (Avila, 1990).

Los microtubul os estan presentes en todos 10s tipos celulares eucarioticos, sin embargo,
se encuentran mayor cantidad en neuronas, donde promueven €l crecimiento polarizado de
las dendritas y e axén (Avila, 1990; Mitchison y Kirschner, 1988; Avila et al., 1994). Esto
indica que los microtubulos son esenciales en e funcionamiento normal de las neuronas, o
que queda claramente evidenciado por e hecho de que en agunas enfermedades
neurodegenerativas se produce una disfunciéon severa de los microtiibulos (Avila et al.,
1994).



Se ha propuesto que &l ensamblaje y estabilizacion de los microtibulos son procesos
importantes para €l desarrollo del axén o axonogénesis (Mitchison y Kirschner, 1988). Los
microtibulos estan elongandose y acortandose constantemente, fenémeno que se denomina
inestabilidad dinamica. Gracias a este proceso las neuronas pueden sufrir cambios rapidos
en la estabilidad del citoesqueleto que le permitan la modificacion de las propiedades
morfoldgicas o métiles de las células durante los procesos de elongacion axonal, migracion
neuronal y guia axonal (Morrison, 2007), proceso mediante € cua €l axon es atraido o
repelido hacia alguna zona en particular para formar contactos sinapticos. Un gjemplo de
esto es la migracion neuronal que ocurre luego de la modificacion de la forma celular,
donde se ha observado que existe un cambio en la dinamica de ambos componentes del
citoesgueleto, actina y microtabulos, que es esencia para e movimiento neurond
(Edmondson y Hatten, 1987; Gasser y Hatten, 1990; Rivas y Hatten, 1995)

Tanto en las dendritas como en e axon, los microtibulos se organizan en largos
manojos de forma tubular, organizacion que favorece su estabilizacion (Lee y Brandt,
1992; Avila et al., 1994). Cuando los cultivos de neuronas se tratan con drogas
despolimerizantes de microtubulos se observa que tanto el axon como las dendritas se
retraen debido ala pérdida de la organizacion del citoesqueleto de tubulina (Matus, 1988),
sin embargo al retirar las drogas los microtubulos vuelven a polimerizarse y las neuronas
recuperan su morfologia. Las MAPSs, proteinas asociadas a microtabulos, son capaces de
estabilizar alos microtabulos permitiendo que estos puedan elongar y formar manojos que
permiten mantener o modificar la morfologia de laneurona. Por otra parte, otras MAPSs son
capaces de producir un entrecruzamiento entre microtabulos o bien con otros componentes

del citoesqueleto como microfilamentos o filamentos intermedios.



1.2 Proteinas asociadas a microtibulos (MAPs)

El crecimiento y estabilizacion del axon durante el desarrollo del sistema nervioso y la
reorganizacion de las conexiones axonales en el cerebro adulto dependen de ladinamica del
citoesgqueleto. La organizacion de los microtiubulos en las neuronas depende de gran manera
del ensamblgje y estabilizacion de estos (Mitchison y Kirschner, 1988) dado por el balance
entre proteinas que favorecen o inhiben la estabilidad de los microtabulos (Andersen,
2000). Los principaes factores estabilizadores de éstos son las proteinas asociadas a
microtibulos (MAPs), de las cuales existen cuatro familias principales: proteinas MAP1
(Vallee, 1990), proteinas MAP2 (Murphy et al., 1977), proteinas MAP3/MAP4 (Olmsted,
1991), y proteina tau (Cleveland et al., 1977). La mayoria de estas, a excepcion de
MAP3/MAP4, se encuentran en e cerebro y son capaces de estabilizar a los microtabulos
in vivo (Avilaet al., 1994).

La proteina asociada a microtibulos 1B (MAPIB) es la primera de las MAPs en
expresarse durante desarrollo del cerebro (Bloom et al., 1985). MAPIB es una proteina de
332 kDa con forma de barril aplanado, con un dominio terminal globular (Sato-Y oshitake
et al., 1989) que posee dos cadenas. una cadena pesada (HC, del inglés Heavy Chain) de
300 kDay unaliviana (LC, del inglés Light Chain) de 32 kDa (Hammarback et al., 1991),
las que se encuentran codificadas en un solo gen y que luego de ser expresadas son
procesadas mediante proteolisis dando origen a ambas cadenas (Halpain y Dehmelt, 2006)
(Figura 1). Existe ademas una tercera cadena accesoria que se denomina LC3, lacua puede
ser encontrada en el complejo HC-LC en proporciones muy bagjas, sin embargo usua mente
no se considera como parte de la familia de proteinas MAPL (Halpain y Dehmelt, 2006).
Ambas cadenas poseen secuencias de union a microtabulos (Zauner et al., 1992; Togel et
al., 1998), no obstante se ha propuesto que la cadena pesada de MAP1B es capaz de
suprimir la capacidad de la cadena liviana de unirse a microtabulos. Por otra parte LC
posee secuencias de union a filamentos de actina (Togel et al., 1998). Sin embargo ain no
se sabe st MAPI1B es capaz de unir actina y tubulina a mismo tiempo y de esta forma

producir un entrecruzamiento entre ellos.
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Figura 1. Diagrama del procesamiento proteolitico de MAP1B .

MAPIB se encuentra codificada en un solo gen, cuyo producto es procesado
proteoliticamente (ejemplificado por las tijeras en el diagrama) generando dos fragmentos
proteoliticos: una cadena pesada HC correspondiente a fragmento aminotermina y una
cadena liviana LC1 correspondiente a fragmento carboxilo termina del producto sin
procesar. Los cuadros de color celeste con la letra M representan sitios de uniéon a
microtibulos, mientras que los de color verde con la letra A, sitios de union a actina.
(Adaptado de Halpain y Dehmelt, 2006).

MAPIB presenta patrones de expresion distintos a las otras MAPs que se expresan
en cerebro, pues es la primera de las MAPs en expresarse y disminuye gradualmente
durante €l desarrollo del cerebro, lo cual se havisto en laraiz del ganglio dorsal en pollos
(Riederer and Barakat-Walter, 1992).

Las MAPs fueron descubiertas y caracterizadas debido a su habilidad de unirse alos
microtabulos (Sato-Y oshitake et al., 1989). Estudios realizados in vitro han mostrado que
la capacidad estabilizadora de microtibulos de MAP1B es menor que las de otras MAPs
encontradas en cerebro (Vandecandelaere et al., 1996). En parte esto podria deberse al
hecho de que MAP1B puede ser fosforilada en forma diferencial en dos modos distintos
(Ulloa et al., 1993a; Ulloa et al., 1993b). La fosforilacion en modo I es catalizada por
proteinas quinasas dirigidas por prolina (PDPK) como Cdk5 y GSK3p (Pigino et al. 1997,
Goold et al. 1999), las que son capaces de fosforilar residuos de serina o treonina que se

encuentran inmediatamente contiguos a una prolina. La fosforilacion por Gsk3f ha sido
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muy bien estudiada, encontrandose que MAPIB fosforilada en modo I se encuentra
especificamente en los axones en crecimiento (Trivedi er al., 2005). Adicionalmente se ha
observado que la fosforilacion en modo I de MAPIB hace mas vulnerables a los
microtabulos frente a drogas despolimerizantes (Goold et al., 1999), lo que indica que esta

modificacion podria regular la dindmica de los microtiibulos en el axén en crecimiento.

La fosforilacion en modo II es catalizada por proteinas quinasas no dirigidas por
prolina (NPDPK) como CKII la cuales no dependen de la presencia de una prolina
inmediatamente contigua a residuo de serina o de treonina que sera fosforilado. La
MAPLB fosoforilada en modo Il se encuentra presente tanto en axéon como en los

compartimentos somatodendriticos (Ulloaet al., 1993b) (Figura 2).

Modo | (Gsk3p - Cdk5) ‘ Modo Il (Caseina quinasa ll) ‘

Figura 2. Distribucion de la fosforilacion de MAP1B en neuronas piramidales de
hipocampo.

Inmunofluorescencias de neuronas piramidal es de hipocampo de raton de 18 dias de estadio
embrionario y 2 dias in-vitro, tratadas con anticuerpos contra MAP1B fosforilada (verde) y
contra a o~ tubulina (rojo). Gsk3p y Cdk5 son capaces de fosforilar a MAP1B en modo |,
mientras que la caseina quinasa puede hacerlo en modo II. Ambas fosforilaciones presentan
distintos patrones de distribucion: se observa que e modo | se encuentra principalmente
hacia €l extremos dista del axén, mientras que el modo II en los compartimentos
somatodendriticos.Las flechas blancas muestran las zonas de distribucion. Aumento 40x
(modificada de Gonzalez-Billault et al., 2004).



Por otro lado, la inhibicion de la actividad estabilizadora de microtabulos de la
cadena liviana por la cadena pesada (Togel et al., 1998) puede ser causal de la menor
capacidad estabilizadora de microtabulos de MAPIB. Sin embargo, se ha visto que la
ausencia de MAP1B genera deficiencias en el desarrollo normal de axones (Figura 3)
(Meixner et al., 2000; Gonzalez-Billault et al. 2001; Gonzalez-Billault et al. 2002) lo que
siguiere que MAPI1B podria tener ademas una actividad como proteina adaptadora, ya que
se ha visto que es capaz de interactuar con otras proteinas (Allen et al., 2005; Jimenez-
Mateos et al., 2005a).

Control Ausenciade VIAP1B

Figura 3. La ausencia de MAP1B genera deficiencias en el desarrollo normal de los
axones.

Inmunofluorescencias de neuronas provenientes de: A) ratones de estirpe silvestre para
MAPIB de 18 dias de estadio embrionario y 2 dias de cultivo in-vitro B) ratones
hipomorfos para MAP1B de 2 dias de cultivo in-vitro. Se utilizaron anticuerpos contra o-
tubulina (verde) y faloidinarodamina para actina (rojo). Se observa que existen
deficiencias en laformacion del axon en neuronas hipomorfas para MAP1B. Aumento 40x,
barra 20um. (Gonzalez-Billault et al. 2001)



1.3 Tubulina y modificaciones post traduccionales

Las modificaciones del citoesqueleto de la neurona son requeridas para llevar a cabo
cambios morfoldgicos que permitan a la neurona llevar a cabo funciones propias de este
tipo celular. Un gemplo claro de esto es la migracion neuronal, donde modificaciones del
citoesqueleto son fundamentales para que ocurra este proceso (Edmondson y Hatten 1987,
Gasser y Hatten 1990; Rivas y Hatten 1995). Las modificaciones post-traduccionales de la
a-tubulina contribuyen a determinar las propiedades dinamicas de ciertas subpoblaciones
de microtubulos, entre las cuales se encuentra la tirosinacion/destirosinacion de la o-
tubulina. Durante la axonogénesis se produce la polimerizacion de nuevos microtibul 0s,
los cuales se caracterizan por poseer un residuo de tirosina en e extremo carboxilo terminal
de la a-tubulina (Tanaka et al., 1995), € cual se encuentra codificado en e ARNm dela
a-tubulina (Villasante et al., 1986). Sin embargo, esta tirosina puede ser removida por una
actividad enzimatica carboxipeptidasa, que ain no ha sido adjudicada a ninguna enzima,
una vez que € heterodimero se incorpora a los microtabulos (Argarana et al., 1980).
Cuando estos microtubulos son despolimerizados, la enzima Tubulina Tirosina Ligasa
(TTL) vuelve aadicionar € residuo de tirosina a la subunidad a-tubulina del heterodimero
(Beltramo et al., 1987), con lo cual cuando esta subunidad es nuevamente reensamblada,
formando microtubulos que estan enriquecidos en a-tubulinatirosinada. De este modo se

establece un ciclo detirosinacion-destirosinacion. (Figura 4).

Estudios in vitro de migracion neuronal han mostrado que tanto el citoesqueleto de
actina, como € citoesqueleto de tubulina son modificados para que la neurona pueda
moverse (Rivas y Hatten, 1995). En este mismo contexto en nuestro laboratorio se demostro
gue ratones mutantes para MAPL1B muestran graves defectos en la estructura de su cerebro
(Gonzalez-Billault et al., 2000; Gonzalez-Billault er al., 2005) y que estos problemas se
deben a defectos en la migracion neuronal, particularmente en la migracion comandada por
Reelina, (Gonzalez-Billault et al., 2005). La Redina es una glicoproteina de matriz
extracelular de 380 kiloDalton que ha sido postulada como una sefial que les indica a las

neuronas cuando dejar de migrar durante su posicionamiento, de esta forma dirige la
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migracion de las neuronas en una de las estructuras laminadas del cerebro, que corresponde a
la corteza cerebral (Ogawa et al., 1995). En esta region del cerebro, la Redlina es secretada

por las células de Cajal-Retzius en lazonamarginal o mas externa (Howell et al., 1999).

/ CAP-Gly

06>

Tyr-tubulin

“\00

Glu-tubulin

Figura 4. Ciclo de tirosinacion / destirosinacion de microtibulos. Una enzima con
actividad Tubulina Carboxipeptidasa (TTCP) es capaz de remover € residuo de tirosina
desde el extremo carboxilo terminal de la a-tubulina generando microtibulos mas estables.
Este residuo de tirosina puede ser nuevamente incorporado a los microtubulos mediante la
accion de la enzima Tubulina Tirosina Ligasa (TTL) permitiendo que € dimero sea
integrado a microtibulo generando microtibulos mas dinamicos. (modificado de
Akhmanovay Steinmetz, 2008).

Aun mas, las neuronas deficientes de MAP1B presentan un desbalance en el contenido
de microtubulos tirosinados y destirosinados en cultivos neuronales, tanto de sistema
nervioso periférico como central (Gonzalez-Billault et al., 2001; Gonzalez-Billault et al.,
2002). Latirosinacion de la subunidad alfa de la tubulina ha sido asociada con la capacidad
de los microtibulos de ser mas dinamicos. De esta misma forma aquellos microtabulos que
poseen un mayor contenido de tubulina destirosinada, se consideran menos dinamicos
(Kreis, 1987), lo que suguiere que € correcto posicionamiento de las neuronas depende de

las propiedades dinamicas de sus microtabulos.



En ratones que carecen de la enzima TTL se ha observado que poseen una
desorganizacion en las redes neuronales en el cerebro, o que culmina con la muerte de los
ratones durante €l periodo perinatal (Erck et al., 2005). Lo anterior indica que esta
modificacion post-traduccional de la tubulina es necesaria para procesos que requieren un
cambio rapido en la dinamica del citoesqueleto neuronal, los antecedentes presentados
suguieren que la tirosinacion de la a-tubulina facilita la modificacion de las propiedades
motiles y/o morfoldgicas de las neuronas durante eventos fundamentales como migracion

neuronal, elongacion y guia axonal.



2. HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes presentados anteriormente, podemos plantear la siguiente

hipdtesis:

“La interaccion de la Proteina Asociada a Microtubulos 1B (MAP1B) y enzima Tubulina
Tirosina Ligasa (TTL) aumenta la tirosinacion de la oa-tubulina en microtabulos

neuronales”.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer si existe interaccion la enzima Tubulina Tirosina Ligasa (TTL) y la proteina
asociada a microtabulos 1B (MAPIB) tanto en cerebro como en lineas celulares

proveni entes de neuronas murinas.

3.2 Objetivos especificos

1.- Andlizar si laenzimatubulinatirosinaligasa (TTL) interactua con la proteina asociada a
microtibulos 1B (MAP1B)

2.- Montar un sistema de fosforilacion de MAPI1B regulable basado en la expresion
condicionada de la proteina quinasa GSK3f, mediante & sistema del transactivador de
tetraciclina (Tet off) .

3.- Evaluar s la fosforilacion en modo I de MAPI1B altera la interaccion entre MAPIB y
TTL.

4.- Estudiar s la interaccion entre MAPIB y TTL se produce en los microtibulos

polimerizados o despolimerizados.
5.- Andlizar los dominiosde interaccion de MAP1B con TTL.

6.- Evaduar s € tratamiento con Redlina induce una variacion en el contenido de

microtubulos tirosinados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Lineas celulares
Se utilizaron las siguientes lineas celulares:

- Neuroblastoma murino N2a (ATCC CCL 131, American Type Culture Collection,
Rockville, MD, EEUU).

- Fibroblasto de rifion de mono verde africano COS-7 (ATCC CRL 1651, American Type
Culture Collection, Rockville, MD, EEUU).

- Células epiteliales de rinon humano HEK 293T (ATCC CRL-11268, American Type
Culture Collection, Rockville, MD, EEUU).

4.1.2 Cultivo celular

Para el cultivo de lineas celulares se utilizo Medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (GIBCO), suplementado con suero fetal bovino (HyClone), penicilina,
estreptomicina y fungizona (GIBCO), adicionalmente OptiMEM (GIBCO). Para €l cultivo
primario de neuronas se utilizo medio Neurobasal suplementado con B27 (GIBCO),
solucion salina balanceada Hank (HBSS) (GIBCO), suero de Cabalo (HyClone).
tripsine/EDTA 10X (GIBCO), Poli-D-lisina (Sigma Chemicals, St Lois, Missuri, EEUU).
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4.1.3 Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos:

- N19, contra MAP1B (SC-8970,Santa Cruz Biotechnology, California, EEUU)

- SMI31, contra MAPLB fosforilada en modo | (SMI-31R, Sternberger Monoclonals,
Maryland, EEUU).

- Anti afatubulina clon DM1A contra afa tubulina total (T9026, Sigma Chemical, St
Louis, Missouri, EEUU).

- Tub- 1A2, contra dfa-tubulina tirosinada (T9028, Sigma Chemical, St Louis, Missouri,
EEUU)

- Glu, contra afatubulina destirosinada (donado gentilmente por e Dr. H Barra,
Universidad Nacional de Cérdoban, Argentina).

- Anti B-tubulina (SC-9104, Santa Cruz Biotechnology, California EEUU).

- ID3, anti TTL (Donado gentilmente por € Dr. D. Job, Institut National de la Santé et de
la Recherche Médicale , Francia).

- 9E10, contra epitopo c-myc (SC-40, Santa Cruz Biotechnology, California EEUU).

- A14, contra epitopo c-myc (SC-789, Santa Cruz Biotechnology, California EEUU).

- Anti beta-galactosidasa (23781, Promega, Missouri, EEUU).

- Anti Reelina(MAB5364, Chemicon international, California, EEUU.).

- Anti GSK3p (G4414, Sigma Chemical, Missouri, EEUU).

- Anti MAP1A (SC-8969, Santa Cruz Biotechnology, California EEUU).

- DCX, anti doblecortina (donado por laDra. Susan McConnell, Stanford University).

- Anti-1gG de congo y raton acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) (711-035-152, 715-
035-150 Jackson Inmunoresearch Labs, Pensilvania, EEUU).

- Anti-lgG de cabra acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) (SC-2020, Santa Cruz
Biotechnology, California EEUU).

- Anti-lgG de conegjo y raton acoplado a Alexa Fluor 546 y 488 ( Molecular Probes,
Cdifornia, EEUU).
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4.1.4 Inmunodeteccion, inmunoprecipitacion y pull-down

Se utilizaron los siguientes reactivos. Acrilamida/Bis-acrilamida (Sigma Chemicals
Co), N,N,N,N -Tetrametil-Etilenediamina (TEMED) (Sigma Chemicals Co), persulfato de
amonio (APS) (Merck, Darmstadt, Alemania), reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules,
Cdifornia), Ditiotreitol (DTT) (Sigma Chemicas Co, St Louis, Missouri, EEUU),
marcador de peso molecular de proteinas pretenido de amplio rango 25-250 kDa,
membrana de nitrocelulosa (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts), reactivo de
quimioliminiscencia ECL (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts), liquido revelador y
liquido fijador (Fotokina, Santiago, Chile), metanol técnico (TCL, Santiago, Chile), placas
fotograficas HR-U30 (Fujifilm), proteina G recombinante acoplada a sefarosa, proteina A
recombinante acoplada a sefarosa (Sigma Chemicals Co), glutation Sefarosa 4B
(Amersham Biosciences, Little Chafont, Buckinghamshire), tween 20 (Calbiochem,
Darmstadt, Germany).

4.1.5 Inmunocitoquimica

Se utilizo los siguientes reactivos. paraformaldehido (PFA) (Sigma Chemicals Co),
albimina de suero bovino (BSA) (Calbiochem), triton-X 100 (Sigma Chemicals Co),
faoidinaTRIC (Molecular Probes), ToPro3 (T3605, Invitrogen, Carlsbad, California,
EEUU) y FluorSave (Calbiochem).

4.1.6 Animales

Se utilizaron ratones (Mus musculus) la cepa de NMRI Donados por e Dr. Jesas
Avila, Universidad Autonoma de Madrid, Espafia. Los animales fueron tratados segun el
protocolo de manipulacion de animales, disefiado por la Comision de Etica de

Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
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4.1.7 Bacterias

- Se utilizo la cepa BL21 de Escherichia coli.

4.1.8 Plasmidios

Los siguientes plasmidios fueron utilizados:

- pSV SPORT derivado del labotaotio de Peter Brophy (Centre for Neuroscience Research,
Edinburgh University)

- pBI-G (631004, Clontech, Mountain View, California, EEUU)

- pcDNA 3.1 (V790-20, Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU)

15



4.2 Métodos

4.2.1 Cultivo celular

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 5%
de suero fetal bovino, 100 ug/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicinay 100 mg/mL
de fungizona, en placas de 100 mm a 37°C en un incubador con 5% de CO, y humedad
controlada a 95%.

4.2.2 Cultivo primario de neuronas

Los cultivos primarios de neuronas se realizaron a partir de cortezas de embriones
de ratones de 15 dias post-fecundacion (E15) y de neuronas hipocampales de 18 dias post-
fecundacion (E18). Para obtener las cortezas y |os hipocampos, |as ratonas prenadas fueron
sacrificadas utilizando un exceso de anestesia (éter) y se procedié a obtener los embriones.
Los embriones fueron depositados en Solucion Salina Balanceada de Hanks (HBSS) y se
les extrgjo la corteza 'y € hipocampo, los cuales fueron depositados por separado en HBSS
— EDTA tripsina 1X durante 10 minutos a 37°C. Luego, se realizaron 3 lavados con HBSS
y €l tgjido fue disgregado suavemente con una pipeta Pasteur, se centrifugo a 500xg durante
20 segundos en una centrifuga clinica. Se rescaté € sobrenadante el cual fue mantenido en
hielo para realizar un recuento de células utilizando un hemocitometro. Posteriormente las
neuronas fueron cultivadas en placas de 24 pocillos en una razon de 12.500 neuronas por
centimetro cuadrado sobre un cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro 0 en placas de
100 mm en una razén de 170.000 células por centimetro cuadrado recubiertos del sustrato
adhesivo poli-D-lisina en medio neurobasal-10% suero de caballo (HS) suplementado con
glutamina2 mM, piruvato 1 mM, 100 ug/mL de penicilinay 100 ug/mL de estreptomicina,
durante 3 horas. Luego de este intervalo de tiempo, el medio fue reemplazado por medio

neurobasal suplementado con B27, glutamina 2 mM, piruvato 1 mM, 100 pg/mL de
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penicilina 'y 100 ug/mL de estreptomicina. Posteriormente las placas se mantuvieron en
incubador a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO».

4.2.3 Extraccion de proteina a partir de lineas celulares y cultivos primarios

Las células fueron lisadas utilizando una solucion tampon para la extraccion de
proteinas (Tris 20 mM pH 7,4 / NaCl 100 mM/EDTA 1 mM/Triton X-100 1% e
inhibidores de proteasas PMSF 0,2 mM, Aprotinina 1 mM, Leupeptina 1 mM y Pepstatina
0,2 mM) y/o en solucion tampon de inmunoprecipitacion (Tris 10 mM pH 7,4 / NaCl 150
mM / EDTA 1 mM / EGTA 1 mM / Tritéon X-100 1% / ortovanadato de sodio 0,2 mM /
acido okadaico 1uMNP-40 0,5% / DTT 1 mM e inhibidores de proteasas PMSF 0,2 mM,
Aprotininal mM, Leupeptina 1 mM y Pepstatina 0,2 mM). Posteriormente el extracto fue
centrifugado a 20.000xg por 15 minutos, obteniendo e sobrenadante e cua fue
considerado como €l extracto total de proteinas citoplasmaticas. Se cuantifico el lisado total

de proteinas mediante el protocolo descrito por Bradford (Bradford, 1976).

4.2.4 Inmunodeteccion

Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida a 6% 6 12% dependiendo
del peso molecular de las proteinas a caracterizar. Una vez separadas las proteinas por
electroforesis, fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa con tamano de poro de
0,45 um, y posteriormente bloqueadas con PBST o TBST saturado con leche a 5% e
incubadas con los anticuerpos primarios en PBST o TBST- leche 1% a diluciones
particulares, dependiendo de cada anticuerpo y segin lo que recomendado por cada
proveedor. Posteriormente las membranas fueron lavadas 6 veces con PBST o TBST
durante 5 minutos y se incubaron con los anticuerpos secundarios adecuados, también
preparados en PBST 6 TBST- leche 1%. A continuacion, las membranas fueron
nuevamente lavadas nuevamente 6 veces con PBST ¢ TBST durante 5 minutos.
Finalmente, las membranas fueron incubadas con ECL y se revelaron las peliculas

autoradiograficas. Para los analisis densitométricos se normalizaron las sefales obtenidas
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contra una proteina constitutiva como a-tubulina o B-tubulina como controles de carga. Se

utilizo TBST paralainmunodeteccion de proteinas fosforiladas.

4.2.5 Inmunocitoquimica

Los ensayos de inmunocitoquimica fueron realizados segtin protocolos descritos por
Gonzalez-Billault et al, 2001. Para esto, las neuronas cultivadas sobre cubreobjetos fueron
fijadas con una solucion de sacarosa 4% / paraformaldehido 4%, luego permeabilizadas con
PBS 1X / Tritéon X-100 0,2% durante 5 minutos. Posteriormente se incubaron con PBS-
BSA 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Posterior a esto, se procedié a incubar los
cubreobjetos con los anticuerpos primarios en solucion PBS-BSA 1% durante 1 hora a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Luego de lavar 3 veces con PBS, los
cubreobjetos fueron incubados con los anticuerpos secundarios en solucion PBS-BSA 1%
conjugados a FITC y TRITC. Inmediatamente después de la incubacion con los anticuerpos
secundarios de realizaron 3 lavados con PBS y se montaron en portaobjetos utilizando el
reactivo FluorSave. Adicionalmente, € citoesqueleto de actina fue detectado utilizando
FaoidinaTRIC y €& nucleo con ToPro. Finalmente, las células fueron visualizadas en un

microscopio confocal invertido LSM 510 (Zeiss).

4.2.6 Coinmunoprecipitacion

Las células fueron lisadas de acuerdo a lo descrito anteriormente, y los extractos
cuantificados por & método de Bradford (Bradford, 1976), obteniéndose de esta forma la
concentracion total de proteinas citoplasmaticas. Se incubaron 500 pg de esta preparacion
con 1-5 pg de anticuerpos especificos en un volumen final de 1 mL de solucion tampon de
inmunoprecipitacion (Tris 10 mM / NaCl 150 mM / EDTA 1 mM / EGTA 1 mM / Triton
X-100 1% / ortovanadato de sodio 0,2 mM / NP-40 0,5% pH 7,4/ DTT 1 mM). Esta
mezcla se dgj6 interactuar durante 1 horaa 4°C. Luego, se agregaron 20 uL de una solucion
Proteina A-agarosa o G-agarosa a 50% en PBS dependiendo s € anticuerpo primarios era

policlonal 0 monoclonal, se mezcl6 y se dejoé agitando durante 60 minutos a 4°C. Después
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de centrifugar la mezcla durante 15 minutos a 1.000xg a 4 °C. Se recupero el sedimento y
se lavo tres veces con solucion tampon de inmunoprecipitacion y se resuspendio en la
cantidad necesaria de solucion tampén de carga 4X (Tris HCl 20 mM pH 6,8 , SDS 8 %,
Azul Bromofenol 0,4 %, Glicerol 40 % y [B-mercaptoetanol 400 mM). Las proteinas
finalmente se separaron por electroforesis en condiciones desnaturantes y caracterizadas

mediante i nmunodetecci 6n.

4.2.77 Pull-down

Las proteinas recombinantes GST (glutation S-transferasa) y GST-TTL fueron
clonadas en e plasmidio de expresion pGEX-4T (Amersham Biosciences) y expresadas en
Escherichia coli BL21. Las bacterias transformadas fueron cultivadas en medio SOC
(Triptona 20 g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM,
MgSO, 10 mM vy glucosa 20 mM) y luego cultivadas en medio SOB (SOC sin glucosa). La
induccion de la expresion de la proteina recombinante se llevo a cabo por la adicion de
IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosida) 1 mM durante 2 horas a 37°C. Las células
fueron lisadas y centrifugadas a 20.000 g durante 15 minutos, se incubaron 500 pg de
proteinas del sobrenadante con 50 ul de esferas de glutation-sefarosa durante 2 horas. Esta
mezcla luego fue incubada con 500 pg de extracto de cerebro de ratéon o extractos de
proteinas de células N2a preparados en solucion tampon que contiene Tris/HCl 20 mM
(pH 6.8), NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,1% e inhibidores de proteasas.
Posteriormente, |as esferas fueron lavadas cuatro veces y |uego resuspendida es solucion
tampon de carga para electroforesis 4X. Finamente la mezcla fue hervida y separada por
electroforesis (Jimenez-Mateos et al. 2005b).

4.2.8 Tratamiento con nocodazol

Las neuronas hipocampales de ratones controles y ratones deficientes para MAP1B
en estadio embrionario de 18 dias post-fecundacion (E18), se cultivaron en cubreobjetos

recubiertos con poli-D-lisina. Después de 48 horas de cultivo, cuando la mayoria de las
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neuronas se encuentra en etapa |1l de desarrollo (Dotti et al., 1988), las neuronas fueron
tratadas con nocodazol a una concentracion final de 10 uM. Luego de 30 minutos de
tratamiento el medio fue reemplazado por uno sin nocodazol y |as neuronas fueron fijadas a
distintos tiempos de recuperacion. Posteriormente se realizd inmunocitoquimica contra o.-
tubulina tirosinada y se utilizé faloidina asociada a rodamina para detectar actina. La
faloidina es una toxina que se une especificamente a actina polimerizada. La intensidad de
la fluorescencia fue cuantificada en axones de 20 a 30 neuronas para cada tiempo de

recuperacion.

Las células Cos7 fueron tratadas con 10 uM de nocodazol durante 1 hora, luego de
ser transfectadas con plasmidos que codifican para la cadena pesada, la cadena liviana, la
forma completa de MAP1B y la enzima TTL. Posteriormente fueron lisadas con solucion
tampon de lisis para obtener un extracto de proteinas citoplasmaticas. A continuacion estos
extractos fueron analizados mediante electroforesis e inmunodeteccion con el fin de

estudiar los niveles de a-tubulinatirosinada

4.2.9 Produccion y recoleccion de Reelina recombinante

Lineas celulares HEK-293T transfectadas establemente con un ADNc que codifica
para Reelina fueron crecidas en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino a
10%, 100 pg/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina y geneticina (G418) 250
uL/mL para seleccionar las células establemente transfectadas. Las lineas celulares fueron
cultivadas en placas de cultivo de 100 mm a 37°C, en un incubador con 5% de CO; y
humedad controlada a 95% hasta acanzar una densidad de 80 a 90%. Para inducir la
produccion de la proteina recombinante se reemplazéo € medio por medio fresco sin
geneticinay suero fetal bovino. Este procedimiento sereaizé cada 24 horas durante 3 dias.
El medio recolectado tras la induccion fue filtrado através de membranas porosas de 0,22
um para eliminar restos celulares y luego concentrado utilizando filtros amicon ultra
(Millipore) con corte de peso molecular de 100 kDa, por medio de centrifugacion a 500xg.

Posteriormente & medio enriquecido fue amacenado a-20°C hasta su utilizacion.
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4.2.10 Estimulacion de cultivos primarios con Reelina recombinante

Los cultivos primarios de neuronas corticales de cerebro embrionario de raton de 15
dias de desarrollo fueron tratados con € medio enriquecido en Reelina, después de 2 dias
de cultivo in vitro. El tratamiento se realizé durante distintos tiempos en un rango de 1 a 5
horas. Posteriormente las neuronas fueron fijadas para realizar inmunocitoquimica o se

lisaron para extraer las proteinas y analizarlas mediante técnicas bioquimicas.

4.2.11 Analisis estadistico

Seredliz6 estudio de variables cuantitativas, promedio, desviacion estandar e
intervalo de confianza mediante analisis de ANOVA
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S. RESULTADOS

5.1 La sobreexpresion de la enzima Tubulina Tirosina Ligasa (TTL) induce un

aumento en el contenido de microtubulos tirosinados

La enzima Tubulina Tirosina Ligasa (TTL) cataliza la tirosinacion del extremo
carboxilo terminal de la o-tubulina. Nuestro interés fue estudiar € efecto de la
sobreexpresion de esta enzima en la linea celular neuroblastoma murino N2a. Se escogio
esta linea celular debido a sus altos niveles de expresion de la proteina MAP1B. Para este
estudio, transfectamos estas células con ADNc que codifica para la forma completa de la
enzima TTL, y se analizo los niveles de a-tubulina tirosinada mediante inmunodeteccion.
Se demostro que a transfectar la enzima, estos niveles se encuentran aumentados un 68%
respecto a los niveles sin transfectar (Figura 5). También se analizé los niveles de a-
tubulina destirosinada en la cua se encuentra un residuo de acido glutamico (Glu) en el
extremo carboxilo terminal, se encuentran disminuidos un 60% respecto a contenido
original de microtabulos destirosinados (Figura 5). La variacion de los niveles de a-
tubulina tirosinada y a-tubulina destirosinada no se deben a un aumento de a-tubulina
total, pues estos permanecen constantes. Estos resultados suguieren que no se encuentran

alterados respecto al control sin transfectar debido a algun artefacto de la transfeccion.

Este experimento demuestra que el modelo celular N2a de sobreexpresion de TTL,
es un muy buen modelo para estudiar la participacion de MAP1B en la regulacion de la

tirosinacion efectuada por la enzima TTL.
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Figura 5. Sobreexpresion de la enzima TTL en células N2a.

A) Inmunodeteccion representativa (n=3) correspondiente a los niveles de la enziima TTL
(TTL), a-tubulina tirosinada (Tyr-Tub), a-tubulina destirosinada (Glu-Tub) y a-tubulina
(a-Tub) total en células N2a sin transfectar (ST), € panel derecho corresponde a células
transfectadas con el ADNc que codificaparalaenzimaTTL (TTL). B) Normalizacion de la
cuantificacion densitométrica de las inmunodetecciones.

5.2 MAP1B participa en el control de la tirosinacion de los microtibulos

Debido a que se ha descrito que la ausencia de MAP1B genera deficiencias en €l
desarrollo normal de axones (Gonzalez-Billault ez al., 2001; Gonzalez-Billault et al., 2002),
decidimos investigar Si esta ausencia tenia algin efecto sobre el contenido de microtibulos
tirosinados en neuronas provenientes de ratones hipomorfos para MAP1B, es decir que
poseen una perdida en lafuncion y una muy baja expresion para esta proteina. Para estudiar
esto, se realizaron cultivos de neuronas hipocampales de ratones silvestres (control) y de
ratones hipomorfos (MAP1B KO) de la cepa NMRI, las cuales fueron tratadas con
nocodazol, una droga despolimerizante de microtabulos. Posterior al tratamiento, ¢l medio
con nocodazol fue reemplazado por medio fresco y las neuronas se sometieron a tiempos
de recuperacion (de 0 a 60 minutos), Se observé que la aparicion de fluorescencia debida a
los microtabulos tirosinados en las neuronas control (Figura 6), mientras que en las
neuronas MAP1B KO esta fue muy baja (Figura 6), lo que indica que los mecanismos de

re-tirosinacion se encuentran alterados en neuronas que carecen de MAP1B.
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Figura 6. Tratamiento con nocodazol de neuronas de ratones de estirpe silvestre y
ratones hipomorfos para MAP1B.

A) Panel superior: neuronas provenientes de hipocampos de ratones de estirpe silvestre
(control) de 18 dias de estadio embrionario y 2 dias de cultivo in vitro tratadas con
nocodazol alas cuales se dio distintos tiempos de recuperacion luego del tratamiento. Panel
inferior: neuronas provenientes de ratones hipomorfos para MAP1B (MA1B KO).
Aumento 40x, barra 20 um. B) Se muestra la cuantificacion de la fluorescencia del axén de
20 a 30 neuronas, graficada como la razon entre la intensidad y los pixeles para
microttabulos tirosinados. p<0,005.
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De este experimento se concluye que esta proteina asociada a microtubul 0s juega un
rol importante en e control de esta modificacion post-traduccional. Se cuantifico la
fluorescencia correspondiente a microtubulos tirosinados, la cual se muestra en un
histograma (Figura 6 B). Se observa claramente que en neuronas carentes de MAP1B la

emision de fluorescencia es significativamente menor que aguella de las neuronas control.

Debido a que la ausencia de MAP1B genera un desbalance en e contenido de
microtibulos tirosinados/destirosinados y a que TTL es la enzima que rediza la
modificacion post-traduccional de la a-tubulina, decidimos estudiar si |a proteina asociada
a microtibulos 1B y la enzima Tubulina Tirosina Ligasa interactian y de esta forma

MAP1B gerce un control sobre este ciclo.

5.3 Interaccion de MAP1B y la enzima TTL.

Para responder a la interrogante de como MAPIB podria regular e ciclo de
tirosinacion/destirosinacion, se realizdé una coinmunoprecipitacion reciproca y directa a
partir de extractos de cerebro completo de embriones de ratones y células N2a transfectadas
con e ADNc que codifica para la enzima TTL, utilizando anticuerpos contra MAP1B y
TTL para coinmunoprecipitar y revelando de forma reciproca a la inmunoprecipitacion. Al
realizar el experimento con anticuerpos contra MAP1B encontramos que en complgo
inmunoprecipitado se encuentra enriquecido en laenzima TTL (Figura 7A). Como control
positivo de la coinmunoprecipitacion se analizé la presencia de MAP1B. Al redizar la
inmunoprecipitacion contra TTL se observa que esta se encuentra enriquecida en la
fraccion correspondiente a inmunoprecipitado. Lo mismo sucede a redizar la
inmunodeteccion con anticuerpos contra MAPIB (Figura 7 A) e inmunoprecipitar
utilizando anticuepos contra TTL. En ambos casos detectamos la presencia de MAP1B y

TTL en el compleg o coinmunopreci pitado.

Para corroborar € resultado obtenido en e experimento anterior, se reaizé un
ensayo de pull-down. Este ensayo consiste en utilizar una proteina de fusion, la cua consta

laenzima TTL, fusonada a la enzima glutation sulfhidrilo transferasa (GST), previamente
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producida y purificada en bacterias bacterias. Esta proteina de fusion se incuba con
extractos frescos de cerebro embrionario de raton. Posteriormente la proteina de fusion,
unidaa MAP1B se separadel extracto crudo de cerebro de raton de estadio embrionario 18
(E18), utilizando esferas de sefarosa unidas a glutation. Una vez aisladas, se procedio a
separar las proteinas mediante electroforesis y posteriormente Se detectaron mediante
inmunodeteccion. Los resultados del ensayo de pull-down mostraron que efectivamente la
enzima TTL es capaz de interactuar con la proteina asociada a microtubulos 1B. Puede
observarse también que se encuentra B-tubulina en la fraccion “arrastrada” por la proteina
defusion TTL-GST, no asi por la proteina GST sola (Figura 7 B), lo cua sirve de control
positivo del experimento, debido a que TTL posee dos sitios de union a tubulina, uno de
anclaje en la B-tubulina y otro donde se ocurre la reaccion de adicion de la tirosina al

extremo carboxilo termina de la a-tubulina (Ersfeld et al., 1993).

A B
P s P s
GST GST-TTL
WB TTL — F 43 kDa *
B-TUBULIN | S S5kDa
IPP TTL IPP MAP1B
MAP1B ~ SSE KU
P € P S

——
WB MAP 15 N S L 332 kDa

IPP TTL IPP MAP1B

Figura 7. Interaccion entre la proteina MAP1B y la enzima TTL.

A) Coinmunoprecipitacion utilizando anticuerpos contra MAP1B (IPP MAP1B) y TTL
(IPP TTL) , obteniéndose una fraccion enriquecida (P) y un sobrenadante (S) en ambas
coinmunoprecipitaciones. Luego se inmunodetect6 a MAP1B y a TTL en las fracciones P y
S. Los experimentos fueron realizados a partir de extractos de cerebro total de ratones E18
un total de 3 veces. B) Pull-down utilizando como cebo la proteina de fusion GST-TTL. Al
realizar una inmunodeteccion del pull-down encontramos que tanto MAPLB y B tubulina
son arrastradas por la proteina de fusion, no asi cuando el experimento se realizé con GST
en vez de laproteina de fusion (control negativo) n=3.
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Al redlizar coinmunoprecipitaciones en células N2a se observa que en células
transfectadas con el ADNc que codifica para la enzima TTL, hay un aumento de la
interaccion entre ambas proteinas (Figura 8 A). Este resultado concuerda con lo esperado,

dado que los niveles endbgenos de la enzima TTL en células N2a son bajos (Figura 5 A)

>
o

ST T PP MAP1E WB TTL

PPTTL ‘ . WB MAP1B S
332 kDa IPP DCX 43 KD

IPP MAP1A WB TTL

Figura 8. En células N2a que sobreexpresan TTL aumenta la interaccion con MAP1B.

A) Coinmunoprecipitacion de extractos de células N2a transfectadas con e ADNc que
codifica para TTL (T), se utilizé el anticuerpo contra TTL para coinmunoprecipitar y se
realizd la inmunodeteccion utilizando anticuerpos contra MAP1B. Sin transfectar. B)
Coinmunoprecipitaciones con otras MAPs (IPP MAPLB, IPP DCX, IPP MAP1A) .Fraccion
enriquecida (P), Sobrenadante (S).

También se estudio s TTL interactiia con otras proteinas asociadas a microtibulos
(MAPs). Para ello se realizaron diversas coinmunoprecipitaciones utilizando anticuerpos
contralas MAPSs para inmunoprecipitar y posteriormente se inmunodetecté la presencia de
TTL en la fraccion enriquesida y en el sobrenadante de estas coinmunoprecipitaciones
utlizando € anticuerpo contra la enzima TTL. En la figura 8 B se muestra que TTL no
interactia con doblecortina (DCX) (IPP DCX) encontrandose enriquecida en la fraccion

correpondiente a sobrenadante de la coinmunoprecipitacion. Por otro lado, MAP1A, un
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homologo de MAP1B que se expresa en estadios adultos en €l cerebro de raton si interactua
con TTL (Figura8 B).

Con € fin de andizar la zona de identidad entre MAPIA y MAP1B se realizé una
alineacion entre la secuencia aminoacidica de ambas MAPs mediante un BLASTp. Se
encontr6 un 58% de identidad hacia € extremos amino terminal (Figura 9), lo que
corresponde a las cadenas pesadas de ambas proteinas, indicando que esta region de la

proteina MAP1B seria que la estaria interactuando con laenzimaTTL.

Score = 644 bits (1662), Expect = 0.0
Identities = 317/541 (58%), Positives = 422/541 (78%), Gaps = 8/541 (1%)

Query 36 KFYLLVVVGETVTEEHLRRAIGNIELGIRSWDTNLIECNLDQELKLFVSRHSARFSPEVP 95
K+ LL+V+G+ TE LR ++E GI SW+ +L +L+Q+L+LF++RH A FS EV
Sbjct 54 KYSLLIVIGDIGTESQLRAVRAHLEQGILSWNIDLSSFDLNQQLRLFITRHLAHFSSEVK 113

Query 96 GOKILHHRSDVLETVVLINPSDEAVSTEVRLMITDAARHKLLVLTGQCFENTGELILQSG 155
GO+ L H+S+ LET++L+NP+ +++S+EV +++ + HKLL+L+GQ E G+LILQSG
Sbjct 114 GQRTLCHQSETLETIILVNPTADSISSEVHHLLSSPSAHKLLILSGQTLEPEGDLILQSG 173

Query 156 SFSFQONFIEIFTDQEIGELLSTTHPANKASLTLFCPEEGDWKNSNLDRHNLQDFINIKLN 215
++S+QONF  ++ EI +LLS P +A LT+ C EGDW S+L A ©4F AeAPARr L]
Sbjct 174 TYSYQNFAQVLHKPEIAQLLSNRDPGIQAFLTVSCLGEGDW--SHLGLSSSQETLHLRLN 231

Query 216 SASILPEMEGLSEFTEYLSESVEVPSPFDILEPPTSGGFLKLSKPCCYIFPGGRGDSALEF 275
+LP M+G++EF+EY+SE+V+VPSPFD+LEPPTSGGFLKLSKPCCYIFPGGRGDSALF
Sbjct 232 PEPVLPTMDGVAEFSEYVSETVDVPSPFDLLEPPTSGGFLKLSKPCCYIFPGGRGDSALF 291

Query 276 AVNGENMLINGGSERKSCFWKLIRHLDRVDSILLTHIGDDNLPGINSMLQRKIAELEEER 335
AVNGFN+L++GGS+RKSCFWKL+RHLDR+DS+LLTHIGDNLPGIN+LQRK+AELEEE+
Sbjct 292 AVNGFNILVDGGSDRKSCFWKLVRHLDRIDSVLLTHIGADNLPGINGLLQRKVAELEEEQ 351

Query 336 SQGSTSNSDWMKNLISPDLGVVFLNVPENLKDPEPNIKMKRSIEEACFTLQYLNKLSMKP 395
SQGS+S SDW+KNLISP+LGVVE NVP+ L+ P+ + K KRSIEEAC TLQ+LN+L ++
Sbjct 352 SQGSSSYSDWVKNLISPELGVVFEFNVPDKLRLPDASRKAKRSIEEACLTLQHLNRLGIQA 411

Query 396 EPLFRSVGNTIEPVILFQKMGVGKLEMYVLNPVKSSKEMQYFMQOWTGTNKDKAELILPN 455
EPL+R V NTIEP+ LF KMGVG+L+MYVLNPVK SKEMQ+ MQO+W G +K K ++L N
Sbjct 412 EPLYRVVSNTIEPLTLFHKMGVGRLDMYVLNPVKDSKEMQFLMQKWAGNSKAKTGIVLAN 471

Query 456 GQEVDIPISYLTSVSSLIVWHPANPAEKIIRVLFPGNSTQYNILEGLEKLKHLDFLKQPL 515
G+E +I + YLTS+++L+VW PANP EKI+RVLFPGN+ Q ILEGLEKL+HLDFL+ P+
Sbjct 472 GKEAEISVPYLTSITALVVWLPANPTEKIVRVLFPGNAPQNKILEGLEKLRHLDFLRYPV 531

Query 516 ATQKDLTGQVPTPPVKQVKLKQRADSRESLKPATKPVASKSVRKE-—-----— SKEETPEVT 569

ATQKDL +K K+K R ADS+ESLK A K SK ++E +KE E+
Sbjct 532 ATQKDLAAGAVPANLKPSKIKHRADSKESLKAAPKTAMSKLAKREEVLEEGAKEARSELA 591

Figura 9. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de MAP1B y MAP1A .

Alineamiento de las proteinas MAP1B (Query) y MAP1A (Shjct) mediante BLASTp. El
simbolo + indica Sitios donde no hay coincidencia entre los aminoacidos en el
alineamiento, pero que sin embargo, poseen estructuras similares. La figura muestra parte
de la secuencia total correspondiente a los primeros 600 aminoacidos de ambas proteinas.
Arriba se muestra un diagrama representativo del alineamiento.
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5.4 La Enzima TTL interactia con la cadena pesada (HC) de la proteina MAP1B

Los resultados obtenidos anteriormente sugieren que la MAPLB podria interactuar
con laenzima TTL mediante la cadena pesada (HC, del inglés Heavy Chain) delaMAP1B.
Para estudiar Si esto es efectivo se realizo una aproximacion experimental que Nos entrego
la respuesta a esta pregunta en forma indirecta. Se escogieron las células Cos7 debido a
que permiten realizar € experimento en un contexto libre de la MAP1B, dado que no la
poseen enddgenamente. Por esta razon se transfectd € sistema binario de transactivador de
tetraciclina (Figura 10) (lucas et al., 2001) para expresar laforma completa (FL, del inglés
Full Length ) de la MAPIB, la cadena pesada (HC,) y la cadena liviana (LC, del inglés
Light Chain) en estas células. La expresion en conjunto de la cadena pesada y TTL en las
células Cos7 produjo un aumento de un 30% en el contenido de microtibulos tirosinados,

no asi al transfectar TTL sola o TTL en conjunto con FL o LC (Figura1l).

FPromotor J—
1 tetraciclina
-® en
(ACTIVO) ANACTIVO)

] w Gen de

3 . FPPFFFFFEPD
@ c1l (!¢ P interés o
mteres

L.

Figura 10. Esquema representativo del sistema de expresion condicionada.

El plasmidio que posee € gen que codifica para € transactivador de tetraciclina (tTA) y
que esta comandado por € promotor minimo de citomegalovirus (CMV). Una vez
expresado este transactivador activo es capaz de unirse a las regiones regulatorias del otro
plasmidio que posee € gen de interés y de esta forma inducir la expresion del gen. En
presencia de tetraciclina se impide la union del transactivador a las regiones regulatorias
gue comandan la expresion del gen de interés.
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Figura 11. La interaccion de la cadena pesada de MAPIB con TTL induce un
aumento de microtubulos tirosinados en células Cos7.

Histograma del analisis densitométrico de inmunodetecciones contra a-tubulina (n=3) y
normalizada utilizando los niveles de a-tubulinatotal a estudiar células Cos7 transfectadas
con € transactivador de tetraciclina (tTA), TTL y las cadenas pasada (HC), liviana (LC) o
laformacompleta (FL) de MAP1B. ST = Células sin trasnfectar. p<0,05.

Estos resultados confirman que la activacion de TTL necesita al menos de la
interaccion con la cadena pesada de MAP1B. FL es capaz de producir un leve aumento en
los niveles de tubulina tirosinada, sin embargo este aumento no alcanza a ser significativo,

posiblemente LC podria inhibir la union de TTL a HC al expresar la proteina completa

5.5 La interaccion entre MAP1B y TTL no se debe a un efecto entrecruzador de los

microtubulos.

Debido a hecho de que MAP1B es una proteina que se encuentra unida a
microtabulos, el siguiente experimento se realizd6 con el fin de descartar que los
microtibulos estuviesen generando un efecto entrecruzador en la interaccion de MAPIB y
TTL. Para corroborar s la interaccion es directa entre ambas proteinas, las células N2a

fueron transfectadas con e ADNc que codifica para TTL y tratadas con nocodazol.
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Posteriormente se compararon coinmunopreci pitados de extractos de células transfectadas
con tratamiento con nocodazol (T + Noc), transfectadas con TTL (T) sin tratamiento, y sin
transfectar (ST), y utilizando un anticuerpo contra MAP1B (Figura 11 A). Los resultados
indican que no hay diferencias en la cantidad de TTL recuperado luego de la
inmunoprecipitacion en ausencia o presencia de 10 uM de nocodazol (Figura 12). Este
resultado complementa los anteriores, sugiriendo fuertemente que la interaccion que se

produce entre MAP1B y TTL esdirecta, y no mediada por |os microtabulos.

4,5

A B .
3,5
:
ST T T+Noc %z,s
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43 kDa o1 =
o
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ST T T+Noc

Figura 12. Tratamiento con nocodazol de células N2a transfectada con TTL.

A) Extractos de células N2a sin transfectar (ST), transfectadas con TTL (T) y transfectadas
con TTL y tratadas con nocodazol (TTL + Noc), fueron inmunoprecipitados con
anticuerpos contra MAP1B e inmunodetectados con anticuerpos contra TTL. B)
cuantificacion densitométrica de la inmunodeteccion mostrada en el panel A, no se
observan cambios significativos en la cantidad de TTL recuperado por la
Inmunoprecipitacion con y sin tratamiento con nocodazol .
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5.6 La sobre expresion condicional de Gsk3p en células N2a es regulada por

tetraciclina.

Para estudiar si la fosforilacion de MAPIB en modo I regula la interaccion entre
MAPIB y TTL, se estandarizo6 un sistema de expresion condicionada de Gsk3p basado en
el sistema binario Tet Off (Figura 10) (Lucas et al., 2001). Este sistema consta de dos
plasmidios, uno de los cuales contiene un ADNc que codifica para Gsk3p que ademas
posee un epitopo myc y € ADNc que codifica para -galactosidasa en orientaciones
divergentes. El otro plasmidio codifica para €l transactivador de tetraciclina. Al transfectar
ambos plasmidios en una célula, se produce la expresion del gen que codifica para €
transactivador de tetraciclina, cuyo producto es capaz de unirse a las regiones regulatorias

de Gsk3p y B-galactosidasa, gatillando la expresion de ambas enzimas.

Para verificar s este sistema efectivamente produce un aumento en la expresion de
Gsk3p se transfectaron células N2a con ambos plasmidios y posteriormente |los extractos
extractos celulares fueron analizados con e fin de estudiar la sobreexpresion de
Gsk3p. Utilizando anticuerpos  especificos contra myc se encontr6 mediante
inmunodeteccion que solo en aquellas células transfectadas con ambos plasmidios existia
una sefial especifica correspondiente al epitopo myc que posee la enzima Gsk3p codificada
en e plasmidio. Esto se analizé utilizando dos anticuerpos distintos que reconocen al
epitopo myc: Al4 y 9e10 (Figura 13). En concordancia con lo obtenido anteriormente,
cuando se andliza la expresion de B-galactosidasa se observa la aparicion de una banda
especifica correspondiente a B-galactosidasa (Figura 13). Atn mas, al analizar la expresion
de Gsk3B mediante anticuerpos que reconocen especificamente a Gsk3f, en las células
transfectadas con ambos plasmidios, se observa la aparicion de una banda con una
movilidad electroforética mas lenta, la cual corresponde a la enzima Gsk3[3 con € epitopo
myc, lo cua esta indicando que efectivamente se esta produciendo una sobreexpresion de
esta quinasa, sin observar cambios en la expresion de Gsk3p endogeno. Como control del

sistema Tet Off, observamos que a agregar tetraciclina (tet), se suprime la expresion de
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ambas enzimas (Gsk3pB/p-gaactosidasa) y no se observa la aparicion de bandas especificas
en la inmunodeteccion para myc o para 3-galactosidasa (Figura 13, Gsk3p/tTa + tet). Los
niveles de expresion de B-tubulina total no se ven alterados por la transfeccion o el

tratamiento con tetraciclina

Gsk3p
Gsk3p /tTA
ST Gski3f /iTA +tet

47 kDa — o B o« Gsk3p
47 kDa e A4
47 kDa — 9E10
150 kDa . p-Gal

55kDa . -- W  p-tubulina

Figura 13. Evidencia bioquimica de la sobreexpresion de Gsk3p en células N2a.

Extractos de células sin transfectar (ST), transfectadas con Gsk3B3-myc
(Gsk3p), transfectadas con Gsk3p y tTA (Gsk3B/tTA), y transfectadas con Gsk3p y tTA y
tratadas con tetraciclina (Gsk3p/tTA + tet), fueron analizados mediante inmunodeteccion.
Gsk3B es expresada solo cuando se transfectan juntos Gsk3B y tTA. Esto se corroboro
utilizando anticuerpos contra Gsk3p, 3-galactosidasa (3-Gal) y anticuerpos conta el epitopo
myc que posee le enzima Gsk3p sobreexpresada. Como control de carga de la
inmunodeteccion de analizaron |os niveles de 3-tubulina.

Con € fin de corroborar mediante otra técnica la especificidad de la expresion de
Gsk3B en e sistema binario basado en € transactivador de tetraciclina, se realizaron

ensayos de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos contramyc y contra [3-gal actosidasa.
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Figura 14. Inmunocitoquimica de expresion del sistema condicional de sobreexpresion
de Gsk3p.

Células N2a transfectadas con un plasmidio que codifica para Gsk3p/p galactosidasa
(Gsk3p/B-Gal) y/o con un plasmidio que codifica para € transactivador de tetraciclina
(tTA). Solo las células transfectadas con ambos componentes del sistema de expresion
condicional son positivas a B-galactosidasa 0 a myc. Al agregar tetraciclina (tet) a las
células, se suprime la expresion de Gsk3pB/B-galactosidasa. Aumento 20x. Las células
fueron tefidas utilizando ToPro un marcador de nucleo en color azul, el canal rojo
corresponde a fluorescencia debida a 3-gal actosidasa.

Se observd que solo en células que poseen ambos plasmidios, se detecta
fluorescencia debido amyc o a 3-galactosidasa (Figura 14), no asi en células sin transfectar

(ST), en células transfectadas s6lo con el plasmidio que codifica para GSk3p y pB-
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gaactosidasa , 0 en células que sélo poseen el plasmidio que codifica para Gsk3p y -
galactosidasa, 0 bien en aquellas células transfectadas con ambos plasmidios, pero a las
cuales se les traté con tetraciclina con el fin de apagar el sistema de expresion condicional.
La tetraciclina es capaz de unirse a a transacticador, impidiendo de esta forma que pueda

unirse alas regiones regulatorias de Gsk3p y -galactosidasay asi activar su expresion.

Particularmente en este ultimo experimento se observé una Sefial debido a la
fluorescencia correspondiente al anticuerpo secundario que reconoce a anticuerpo primario
contra la B-galactosidasa en células transfectadas con ambos plasmidios y tratadas con
tetraciclina. Posiblemente este hecho puede deberse a que antes de agregar la tetraciclina se
expreso B-galactosidasa la cual posee senalizacion nuclear. Al ser transportada a este
compartimento celular no fue degradada por proteasas y debido a eso la senal ain

permanecia después de haber tratado alas células con tetraciclina.

5.7 Gsk3p sobreexpresada por el sistema de expresion condicional en células N2a es

capaz de fosforilar a MAP1B en modo I.

Una vez comprobado que el sistema de expresion condicional de Gsk33 funcionaba
correctamente y que se logré una sobreexpresion de la enzima Gsk3p , €l paso siguiente fue
andlizar s la quinasa era capaz de fosforilar a MAP1B en modo I. Para corroborar 10
anteriormente expuesto se utilizé el mismo modelo celular, es decir la linea celular N2a.
realizando transfecciones en células N2a con el sistema binario de expresion condicional
Tet off de Gsk3p, y se evaluaron los niveles de MAPIB fosforilada con un anticuerpo que
reconoce particularmente el epitopo fosforilado de esta proteina asociada a microtibulos.
Se encontré a la MAPILB fosforilada en modo | en altas proporciones cuando se transfecto
el sistema binario, a utilizar € anticuerpo SMI31 para su deteccion. Cuando se
transfectaron células N2a con el sistema de expresion condicional, pero adicionalmente se
les administré tetracicling, se observo que la modificacion de MAP1B fue abolida, pueslos
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niveles de fosforilacion eran similares a los de las células sin transfectar o de aquellas en
gue sélo se habia transfectado TTL. También se demostréo que los niveles totaes de
MAPIB reconocidos por € anticuerpo NC19, no se ven alterados bajo estas condiciones.
Esto indica que la expresion de MAP1B no ve alterada por la sobreexpresion de Gsk3f3, ni
por la adicion de tetraclina (Figura 15). Estos experimentos se realizaron en presencia de

acido okadaico, un poderoso inhibidor de fosfatasas, para evitar que fosfatasas especificas

pudiesen desfosforilar aMAP1B en modo I.

gsk3p/ gsk3p/
ST TTL TTL TTL/Tet

332kDa - - oy MAP1B-P

332 kDa - - . ‘ MAP1B

Figura 15. La sobreexpresion de Gsk3p induce la fosforilacion de MAP1B en modo 1.

Extractos de células N2a transfectadas con el sistema de expresion condicionada de Gsk3f3
(gsk3B) y/o TTL fueron analizadas mediante inmunodeteccion (n=3) para evaluar los
niveles de fosforilacion de MAP1B en modo | en ausencia o presencia de tetraciclina. Los
niveles totales de MAP1B no presentan diferencias significativas con los controles (ST,

Células sin transfectar y TTL, transfectadas s6lo con el ADNc que codifica para la enzima
TTL).
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5.8 La interaccion entre MAP1B y TTL no es regulada por la fosforilacion de MAP1B

en modo 1.

El siguiente paso fue investigar si 1a presencia esta modificacion post-traduccional
de MAPIB regulalainteraccion entre MAP1B y TTL. Nos intereso analizar este aspecto en
profundidad debido a que MAP1B fosforilada en modo | se encuentra especificamente en
los axones en crecimiento (Trivedi et al., 2005), zona que también se encuentra enriquecida

en microtabulos tirosinados.

Input S P WB

ST - TTL 43kpa

TTL ! TTL 43kDa
TTL/G/T - ; . TTL 43kDa
TTL/G/T tet W ' TTL 43kpa

Figura 16. La interaccion entre MAP1B y TTL no es regulada por la fosforilacion en
modo I de MAP1B.

Células N2a fueron transfectadas sistema binario de expresion condicional de Gsk3f, (G/T)
y/o TTL en ausencia o presenciade tetraciclina. Al agregar tetraciclina (tet) no se evidencia
una variacion significativa en los niveles de TTL recuperados en la porcion enriquecida de
la coinmunoprecipitacion (P) o en el sobrenadante (S) indicando que la fosforilacion no
tiene un efecto regulatorio sobre lainteraccion.
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Utilizando €l sistema expresion condicional de Gsk3B en células N2a, se a
realizaron extraxtos de proteinas y posteriormente COinmunoprecipitaciones utilizando un
anticuerpo contra MAPIB total (NC19). Como se demostré anteriormente, la poblacion de
MAPIB se encuentra fosforilada en modo | en su gran mayoria. Posteriormente se analizo
mediante inmunodeteccion los niveles de TTL recuperados tras la inmunoprecipitacion,
utilizando un anticuerpo especifico contra TTL ID3. Se observo que la cantidad de enzima
recuperada, no presenta variaciones significativas respecto a la coinmunoprecipitacion en
células transfectadas solo con TTL o en aquellas en que € sistema de expresion condicional
se encontraba apagado por la adicion de tetraciclina (Figura 16), lo cual indica que la

fosforilacion de MAP1B no es un factor que regule la interaccion entre ambas proteinas.

5.9 Reelina, una proteina de matriz extracelular es capaz de inducir un aumento en el

contenido de microtubulos tirosinados en neuronas.

La tirosinacion de a-tubulina es necesaria para procesos que requieren un
cambio rapido en la dinamica del citoesqueleto neuronal, de forma de facilitar la
modificacion de propiedades métiles y/o morfoldgicas de las neuronas durante eventos
como migracion neuronal, elongacion y guia axonal. La Reelina es una senal extracelular
gue comanda la migracion neuronal en la corteza (Herz y Chen, 2006). Este estimulo podria
producir por lo tanto un aumento en el contenido de microtubulos tirosinados con el fin de

producir cambios en ladinamica del citoesqueleto que permitan la migracion de la neurona.

Para estudiar s la Reelina induce un aumento en e contenido de microtabulos
tirosinados se prepararon cultivos primarios de neuronas corticales en estadio embrionario
E15, los cuales después de dos dias fueron estimulados durante diferentes tiempos con
medio enriquecido con la proteina recombinante. Al término del periodo de tratamiento se
analizo € contenido de microtubulos tirosinados. El analisis de esta modificacion se llevo a
cabo utilizando dos aproximaciones experimentales: mediante ensayos de inmunodeteccion
inmunodeteccion y analisis de inmunocitoquimica en que se utilizaron anticuerpos contra

tubulinatirosinada y tubulina destirosinada.
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Mediante inmunodeteccion se analizo €l contenido de microtubulos tirosinados
utilizando anticuerpos contra tubulina tirosinada (Figura 17). A tiempos mayores de
tratamiento con Reelina existe un aumento en la sefial correspondiente a la tirosinacion de
los microtiibulos. En contraparte, los niveles de a-tubulina totales no varian tras la
estimulacion con Reelina. El panel derecho de la figura 17 muestra € analisis
densitométrico de los ensayos de inmunodeteccion. Se observa que luego de una hora de
tratamiento se produce un 23% de aumento en el contenido de microttbulos tirosinados, el

cual alcanza un 40% alas 4 horas de tratamiento.

14

12 4

Tyr-tub .

55 Kda '
-,
0.4

02

Unidadosarbitrarias

Control 1hrs 4 hrs

Tratamiento con
nocodazol

Figura 17. Reelina induce un aumento en el contenido de microtubulos tirosinados en
neuronas.

(A) Inmunodetecciones de los niveles de tubulina tirosinada (Tyr-tub) de extractos de
neuronas de hipocampo de ratones de estirpe silvestre de 18 dias de estadio embrionario
tratadas con medio enriquecido en Reeina. (B) Analisis densitométrico de la
inmunodeteccion mostrada en A. Se determino que a 1 hora de tratamiento €l aumento de
los microtabulos tirosinados es de un 23% y que a las 4 horas es de un 40% respecto a las
neuronas control sin tratamiento (n=3). Los niveles de a-tubulina tirosinada fueron
normalizados respecto alos niveles totales de a-tubulina (p < 0.05).
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Por inmunocitoquimica se observo que a mayor tiempo de tratamiento hay un
aumento de la fluorescencia debido a la presencia de microtubulos tirosinados hacia el
extremo distal del axon. Debido a que las neuritas, también denominadas procesos
menores, se encuentran en un ciclo de constante retraccion y elongacion, y por lo tanto
poseen un citoesqueleto de tubulina altamente dinamico, se puede observar que existe un
ato contenido de microtubulos tirosinados en estos procesos. A 5 horas de tratamiento €
axon presenta una gran cantidad de microtibulos tirosinados si se compara con una neurona
control no tratada con Redlina (Figura 18). Se puede observar también que ¢l contenido de

microtibulos destirosinados se encuentra disminuido a tiempos mayores de tratamiento.

Control

Figura 18. Neuronas tratadas con Reelina poseen microtibulos tirosinados mas
dinamicos.

Inmunocitoquimica de neuronas de hipocampo de ratones de estirpe silvestre de 18 dias de
estadio embrionario tratadas con medio enriquecido en Redina. El contenido de
microtabulos tirosinados aumenta (rojo) a medida que aumenta el tiempo de tratamiento
(1,2 y 5 horas), adicionalmente, el contenido de microtabulos destirosinados disminuye
(verde). Las flechas indican las zonas con mayores niveles de microtibulos tirosinados.
Aumento 40x, barra20 pm.
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Estos resultados en su conjunto sugieren que los estimulos fisiologicos que
producen cambios morfologicos necesarios para la migracion de las neuronas durante e
desarrollo del sistema nervioso, ocurren con modificaciones en € citoesqueleto. En este
contexto, los resultados mostrados indican que la MAP1B participa como modulador de

estos procesos mediante laregulacion positiva del contenido de microtibulos tirosinados.
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6. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue estudiar si |a proteina asociada a microtabulos 1B
(MAPI1B) interactaa con laenzima TubulinaTirosinaLigasa (TTL). Estainterrogante surge
de la observacion de que las neuronas carentes de MAP1B presentan un desbalance en el
contenido de microtabulos tirosinados, |0 que nos llevé a proponer que MAP1B podria
jugar un papel en laregulacion del ciclo tirosinacion / destirosinacion. Para dar respuesta a
la hipotesis se plantearon diversas aproximaciones experimentales con €l fin de dilucidar si

MAPIB interactiia con TTL y de estaformaregulalatirosinacion de la a-tubulina.

Los resultados obtenidos durante e desarrollo de este trabajo efectivamente
corroboraron nuestra hipétesis, mostrando que MAP1B y TTL interactan. ESsta union
facilita la tirosinacion de la a-tubulina que ocurre principamente en los heterodimeros
despolimerizados, en los cuales TTL se une ala -tubulina permitiendo la tirosinacion de la
o-tubulina (Wheland y Weber, 1987; Idriss, 2000). Probablemente este mecanismo no
ocurra directamente en los microtubulos ensamblados, puesto que € sitio de unién de TTL
a la B-tubulina se encuentra enmascarado. Algunos investigadores han propuesto que
MAPIB podria evitar la destirosinacion de la a-tubulina en los microtibulos ensamblados
(Goold et al., 1999). Sin embargo, los resultados mostrados en el presente trabajo suguieren
que mas que impedir la destirosinacion, MAP1B estaria facilitando la tirosinacion de la o-
tubulina en heterodimeros desensamblados, dado que, como se comenté anteriormente, €
sitio de union de TTL a la B-tubulina puede encontrarse enmascarado. Debido a que
MAPI1B se une principamente a la f-tubulina (Avila et al., 1994), y de acuerdo a nuestro
resultado el cual indica que MAPI1B interactiia con TTL (Figura 7), se podria pensar que
esta interaccion facilitaria la incorporacion de la tirosina en la o-tubulina de los
microtibulos ensamblados. Sin embargo, a tratar con nocodazol, una droga
despolimerizante de microtibulos, y posteriormente permitir la recuperacion de los
microtabulos (Figura 6), en condiciones en que los microtabulos analizados se encuentran

recién polimerizados, sugiere que el mecanismo no es el anteriormente descrito. ESto se
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fundamenta en la observacion de gque las neuronas que carecen de MAPL1B poseen menos
o-tubulina tirosinadas en microtubulos recién polimerizados luego del tratamiento con la
droga. Por lo tanto, ya que las neuronas que carecen de MAPLB presentan un menor
contenido de microtubulos tirosinados, esta diferencia Se podria atribuir a la pérdida del
control del ciclo tirosinacion / destirosinacion debido a la ausencia de MAPIB. Sin
embargo, no se puede descartar otras posibilidades de como la interaccion entre MAPIB y
TTL podria contribuir al aumento de tirosinacion de la a-tubulina. Aan mas, debido a que
la enzima que controla la destirosinacion de la a-tubulina no se encuentra caracterizada
(Arce et al., 1978; Kumar y Flavin, 1981; Barra et al., 1988), no es posible descartar que
MAPIB esté gerciendo una doble regulacion del ciclo. Por un lado que la interaccion de
TTL y MAPI1B en su forma no fosforilada en modo | module la tirosinacion de la o-
tubulina, puesto que como mostramos lainteraccion entre ambas proteinas es independiente
de esta fosforilacion de MAPI1B, y por otro lado que la forma fosforilada de MAP1B
pudiese regular la actividad de la carboxipeptidasa por interaccion directa con ella. Se ha
demostrado que MAP1B no sélo actia coOmo una proteina asociada a microtubulos, sino
gue también como una proteina adaptadora que puede asociarse con muchas otras proteinas
(Allen et al., 2005).

Otro estudio interesante realizado en un ratén mutante que carece de MAP1B indica
gue no existen cambios en los niveles de a-tubulina tirosinada o destirosinada en neuronas
del ganglio dorsal (Bouquet et al., 2004). Sin embargo, estos resultados no son del todo
sorprendentes, pues el fenotipo de estos ratones es menos severo que el de los ratones
hipomorfos utilizados en € presente trabajo, indicando que variaciones sutiles en €l fondo
genético del raton pueden causar estas diferencias. Se ha visto que & fondo genético puede
producir una compensacion funcional mediante otras proteinas como EB1 frente a la
ausenciade MAPI1B (Jimenez-Mateos et al., 2005b).

También en este trabajo hemos mostrado en forma preliminar que MAP1A es capaz
de interactuar con TTL (Figura 8 B), a igua que MAP1B con TTL. MAP1A es una
proteina homoéloga a MAPLB que se expresa en estadio adulto y que presenta un ato
porcentgje de identidad a MAP1B en su secuencia aminoacidica (58%) (Figura 9). El
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mayor porcentgje de identidad se encuentra hacia € extremo amino termina que
corresponde a la cadena pesada y es precisamente en esta region en la que se produce la
interaccion con TTL (Figura 11). No es posible descartar que la asociacion de MAPIA a
TTL tengaefectos similaresalosde lainteraccion descrita en este trabajo en estadio adulto
en zonas de mayor plasticidad neuronal donde se requeriria una dindmica mayor de los
microtibulos. Sin embargo es necesario realizar un estudio mas a fondo para entender si
esta nueva interaccion posee alguna relevancia fisiologica en el control de las propiedades

dindmicas de los microtibulos.

Los ratones que carecen de la enzima TTL presentan una desorganizacion de la
placa cortical y del loop corticotalamico (Erk et al., 2005). Estos dos fendmenos también
han sido descritos en ratones hipomorfos para MAPLB (Del Rio et al., 2004; Gonzalez-
Billault e al., 2005), sugiriendo que lainteraccion entre MAP1B y TTL que se describe en
este trabajo tiene un rol fundamental en procesos como migracion neuronal, guia axonal y
elongacion axonal. Hemos visto que la Reelina, una proteina extracelular que comanda €l
proceso de migracion neuronal en la corteza, es capaz de inducir un aumento en el
contenido de microtabulos tirosinados en neuronas (Figuras 17 y 18), indicando que para
llevar a cabo procesos en gque se requiere un citoesqueleto mas dinamico es requiere esta
modificacion post-traduccional de la a-tubulina. Sin embargo, se debe realizar un estudio
mas profundo de como la Reelina produce este aumento. Posiblemente se encuentre
involucrado MAPIB fosforilado en modo |, puesto que se ha visto que Reelina induce la
fosforilacion de MAPI1B en este modo (Gonzalez-Billault et al., 2005). Atn mas, se ha
visto que la tirosinacion de los microtibulos es necesaria para la interaccion de distintas
proteinas que controlan la dindmica del citoesqueleto con los microtibulos, por ejemplo
CLIP170 (Peris et al,2006), o bien Tiaml (Kunda et «l., 2001), una proteina
intercambiadora de nucledtidos de guaniding, la cual es una activadora especifica de Racl,
una Rho GTPasa que modula tanto la dinamica del citoesqueleto de tubulina como e de
actina. De este hecho surge un punto interesante: puesto que tltimamente se ha propuesto
gue MAPIB es una proteina que podria producir una comunicacion cruzada entre ambos
citoesqueletos (Halpain y Dehmelt, 2006). De acuerdo a lo discutido anteriormente, la

tirosinacion de la a-tubulina podria ser una forma de establecer esta comunicacion entre
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ambos citoesgqueletos modulando por gemplo la actividad de Racl, y de forma indirecta
MAPLB podria controlar € contenido de microtubulos tirosinados y de esta forma regular

ladinamica del citoesqueleto de actina.
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7. CONCLUSIONES

1. La proteina asociada a microtibulos 1B (MAP1B) y la enzima Tubulina Tirosina
Ligasa (TTL) son capaces de interactuar. Esta interaccion resulta en un aumento de

microtubulos tirosinados.

2. TTL puede interactuar con MAP1A, un homoélogo de MA1B que se expresa en
estadio adulto.

3. Lainteraccion de MAP1B y TTL se produce con la cadena pesada de MAP1B.

4. La interaccion de MAPIB y TTL es independiente de un efecto entrecruzador

causado por los microtabulos polimerizados.

5. MAPIB es fosforilada en modo | a sobre-expresar Gsk33 mediante un sistema de

expresion condicional basado en el transactivador de tetraciclina.

6. Lafosforilacion de MAP1B en modo I no regula la interaccion de MAP1B y TTL.

7. El tratamiento con Redlina generé un aumento de microtabulos tirosinados, sin

embargo el mecanismo por € cual se produjo este efecto afin no se ha dilucidado.
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8. PROYECCIONES

Luego de los resultados obtenidos en este trabgjo surgen tres proyecciones que
podrian generar conocimientos mas profundos de cémo se regula la dinamica del
citoesgueleto en determinados procesos que requeririan cambios rapidos en la estabilidad
de este.

1. Estudiar s MAPLB regula negativamente a la carboxipeptidasa encargada de
remover latirosina del extremo carboxilo termina de la a-tubulinag, particularmente
enfocando en el estudio en €l efecto de lafosforilacion de MAP1B en modo I, para

analizar esta posible regulacion.

2. Redlizar aproximaciones experimentales que ayuden a entender s MAP1A participa
también en la regulacion del contenido de microttibulos tirosinados en neuronas, en

estadios adultos y en regiones de alta plasticidad neuronal .

3. Dilucidar los mecanismos mediante los cuales Reelina produce un aumento en la

tirosinacion de la a-tubulina.
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