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REsurvlEN

Las  c6lulas  epiteliales  y  neuronas  se  caracterizan  por  poseer  la  membrana

plasmatica dividida en dos dominios distintos: apical y basolateral, y somatodendritico y

axonal,   respectivamente.   Esta   caracteristica   les   permite   desarrollar  funciones   de

transporte,   secreci6n  vectorial   y  transmisi6n  de  sefiales  que  son   criticas  para   la

sobrevivencia del  organismo.  En estas c6lulas  polarizadas  la destinaci6n  de  proteinas

de  membrana  plasmatica  hacia los distintos dominios ocurre  posterior a  la sintesis en

reticulo   endoplasmico,   en   la   red   trans   del   Aparato   de   Golgi   a   despu6s   de   la

intemalizaci6n   desde   la   superricie   celular  en   endosomas  de   segregaci6n   y/o   de

reciclaje.  La segregaci6n de proteina§ en transportadores vesiculares o tubulares seria

mediada  por  sefiales  de  destinaci6n  que  se  encontrarian,  al  menos  para  proteinas

basolaterales, dentro de la estructura proteica, en el dominio citoplasmatico.

En el  presente estudio se utiliz6 al  LRP,  una proteina  miembro de [a familia de

receptores  del tipo  del  receptor de  lipoproteinas  de  baja  densidad  o  LDL-R,  como  un

modelo de estudio de determinantes moleculares de la regionalizaci6n de proteinas en

celulas   polarizadas.   LRP   se   localiza   polarizadamente   en   celulas   epiteliales   y   en

neuronas.  Sobre  la  base  de  estos  antecendentes  hemos  estudiado  las  sefiales  de

destinaci6n y de endocitosis presentes en el dominio citos6lico del receptor,  analizando

el   papel   de  algunos  motivos  aminoacidicos,   basados  en  tirosina  y  dileucinas.   Se

determin6 la importancia que tienen cada uno de e§tos motivos,  por si solos o dentro

del   contexto   aminoacidico  en   el   que  se  encuentran,   en   la   destinaci6n  final   a   la

membrana que tiene la proteina en celulas epiteliales (FRT y MDCK) y en neuronas de
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hipocampo.  Los estudios se realizaron  mediante la transfecci6n  de  un  minireceptor ya

generado,  el cual imita la funci6n y tfafico de LRP. Ademas del minireceptor nativo,  se

utiliz6  una  baterla  de  minireceptores  con  distinta§  mutaciones  puntuales  en  la  mayor

parte  de  los  aminoacidos  presentes  en  el  dominio  citoplasmatico  que  conforman  los

posibles   motivos   implicados   en   la   destinaci6n   y/o   segregaci6n   basolateral   de   la

proteina.  Los resultados indican que la tirosina 29,  presente en el primer motivo NPxY,

es  clave  para  la  localizaci6n  de  LRP,  tanto  ba§olateral  como  somatodendritica  en  las

c6lulas  estudiadas.   Sorprendentemente  la  mutaci6n  del   motivo   NPxY  como  APxY

result6  en  un fenotipo de  distribuci6n  diferente  al  de  NPxA,  sugiriendo  que  la  tirosina

podria   ser   parte   de   otra   serial   de   destinaci6n   distinta   a   NPxY.   Otros   motivos

aminoacidicos como la tirosina  63,  dentro del  contexto de un  motivo Yxx+,  y el  motivo

dileucina  distal tambi6n tienen  una  contribuci6n  en  la  informaci6n  de  destinaci6n final

de  LRP.   Por  tanto,   la  informaci6n  contenida  dentro  de  la   proteina   estaria  siendo

decodificada  de  manera  similar  por  la  maquinaria  intracelular  de  los  tipos  celulares

estudiados.

Se   estudi6   ademas   la   participaci6n   de   proteinas   tales   como   el   complejo

adaptador AP-1B y su subunidad pr-1B,  de Sort/.ng Ivex+.n 17 que interactda con  LRP,  y

de  la  Proteina  Quinasa  D,  que  tendria  una  funci6n  en  la  destinaci6n  basolateral  de

proteinas de membrana en celulas MDCK.  Los resultados muestran la participaci6n de

estas   proteinas    intracelulares   y   contribuyen    al    conocimiento   de   la    maquinaria

intracelular que  participa  en  el  reconocimiento  de  las sefiales  de destinaci6n  de  LRP,

tanto en c6lulas epiteliales como en neuronas de hipocampo.
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ABSTRACT

Epithelial cells and neurons have their plasma membrane divided in two different

domains:  apical  and  basolateral,  and  somatodendritic  and  axonal,  respectively.  This

characteristic  allow  them  to  develop  functions  of  transport,   vectorial  secretion   and

signal  transmission  that  are  relevant  for  the  appropiate  organism's  functioning.   In

polarized cells, the sorting of membrane proteins to the different domains of the plasma

membrane  ocurrs,  after the  synthesis  in the  endoplasmic  reticulum,  in  the trans  Golgi

network and/or after the internalization from the cell surface,  in sorting and/or recycling

endosomes.  The  segregation   step  would   be  mediated   by  sorting  signals   normally

present,  at least for basolateral proteins, within the protein structure,  in the cytoplasmic

domain.

In  the  present  study  we  used  LRP  (Low  density  lipoprotein-receptor  Related

Protein), a member of the LDL-R family, as a protein model.  LRP is located in polarized

manner  in  epithelial  cells  and  neurons.  With  these  antecedents we  have  studied  the

sorting   and   endocytosis   signals   present  in  the   cytosolic  domain   of  the   receptor,

analysing the  role of some aminoacidic motifs,  based on tyrosine and  dileucine.  In this

work  we  determinated  the  relevance  of  each  of  these  motifs,   in  the  final  plasma

membrane  distribution  of  LRP  in  epithelial  cells  (FRT  and  MDCK)  and  hipoccampal

neurons.   The   studies   were   performed   by  transfection   of  a   minireceptor,   already

generated,  which  mimics  the  LRP's  function  and  trafric.  [n  adittion  to  the  wild-type

minireceptor, we used a battery of several LRP's point mutants in key aminoacids from

the  putatives  sorting  motifs  present  in  the  cytoplasmic  domain  of  LRP.  Our  results
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indicate that tyrosine 29, that is part of the first NPxY motif, is absolutely required for the

LRP's basolateral,  as well  as its somatodendritic distribution.  Surprisingly the  mutation

of the  NPxY motif as APxY had  a  different distribution  compared to  NPxA,  suggesting

that   the   tyrosine   could   be   part   of   other   sorting   signal.   distinct   to   NPxY.   Other

aminoacidic  motifs  as  tyrosine  63.  within  the  context  of  a  Yxx¢  motif,  and  the  distal

dileucine   motif  also   has   a   contribution   in   LRP's   final   destination.   Therefore,   the

information  contained  within  the  cytoplasmic  domain  of  the  protein  would  be  being

decoded  in  a similar way by the intracellular machinery of both epithelial and  neuronal

cells.

In addition to the study of molecular determinants we studied the participation of

intracelliilar proteins such as the adaptor complex AP-1B and  its subunit LL-1B,  Sorting

Nexin  17 which interacts with  LRP, and the Protein  Kinase D,  recently described with a

function  in  the  sorting  of  basolateral  membrane  proteins  in  MDCK  cells.  The  results

demonstrate   a   participation   of  these   intracellular   proteins   in   LRP   trafficking   and

contribute   to   elucidate   the   nature   of   intracellular   machinery   participating   in   the

recognition of LRP's sorting signals , both in epithelial cells as in hipoccampal neurons.
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lNTRODUCCION

1.   E] Drob[ema de estudio

1.1  C6lulas con membrana plasmatica Dolarizada

La asimetria espacial o polaridad celular es una propiedad fundamental para la

estructura y funci6n de  la mayor parfe de las  celulas eucari6ticas.  Un aspecto basico

de  esta  polaridad  es  que  la  membrana  plasmatica  celular  esta  dividida  en  dominios

discretos  con  diferentes  composiciones  de  lipidos  y  proteinas  y,  consecuentemente,

con funciones distintas. Las proteinas de membrana y secretorias son transportadas en

vesiculas de membrana las que se fusionan con regiones especificas de la membrana

plasmatica,  definiendo  y  manteniendo  las  identidades  y  funciones  tlnicas  de  estos

dominios  de  la  superficie  celular (Mostov,  2000;  Nelson  y Yeaman,  2001).  Durante  el

desarrollo,  Ias vias de tfafico  polarizado  son  modificadas  para  §er acomodadas a  las

necesidades  especificas,  tanto  al tipo  celular individual  como  a  la  organizaci6n  global

de las celulas en tejidos y 6rganos (Mostov y cols., 2003).

AIgunos tipos celulares que presentan el establecimiento de subdominios en su

membrana   p]asmatica  son   levaduras,   fibroblastos,   celulas   epiteliales   y   neuronas.

Estudios   en   estos   tipos   celulares   dan   cuenta   de    los   mecanismos   altamente

conservados   entre   los   distintos   organismos.   que   son   utilizados   para   generar   y

mantener  la  polaridad  celular.  Por  ejemplo,  la  yemaci6n  que  ocurre  en  la  levadura

Saccharonyces cerev/.s/.ae ,  la divisL6n celular asimetrica durante la embriogenesis en

Drosophila  megalonaster y  Caenowhabditis  elegans,  la iormacti6n  cle lamel.ipod.ios  en



fibroblastos,  la generaci6n y mantenci6n de las membranas en el ax6n y dendritas en

neuronas, y de los dominios apical y basolateral en celulas epiteliales polarizadas.

Celula§  epiteliales  y  neuronas tienen  un  origen  embrionario  comun  por lo  que

comparten  varios   de  los  mecanismos  que   les   permiten  generar  y  mantener  una

regionalizaci6n de funciones en la membrana plasmatica. Basado en la segregaci6n de

glicoproteinas  virales,  se  propuso  hace  mas  de  una d6cada  que  neuronas  utilizan  la

misma  maquinaria  de  segregaci6n  de  proteinas  que  las  celulas  epiteliales  (Dotti  y

Simons,  1990).  Muchas  proteinas  que  son  localizadas  dendriticamente  en  neuronas

son  concentradas  en  la superficie  basolateral  de  celulas  MDCK,  y proteinas que son

axonales  son  apicales,  siendo  en  algunos  casos  los  mismos  motivos  que  median  la

segregaci6n  en  ambos  tipo§  celulares,  sin  embargo  existen  excepciones  para  este

modelo    apical/axonal    y    basolateral/dendritico.    Esto    sugiere    entonces    que    los

mecanismos  de  segregaci6n  de  proteinas  en  ambos  tipos  celulares  tienen  algunos

componentes comune§.

En  el  area  de  la  biologia  celular,  el  establecimiento  de  dominios  subcelulares

con  componentes  moleculares  y  propiedades  funcionales  di§tintas  es  un  problema

fundamental.   La   polaridad   celular   ha   sido   particulamente   estudjada   en   celulas

epiteliales,  sin  embargo  quedan  muchas  interrogantes  por  resolver  en  el  area  del

tfafico  polarizado  de  proteinas,  como  detalles  importantes  de  la  maquinaria  que  esta

involucrada en la segregaci6n en el TGN y en endosomas,  incluyendo las funciones de

balsas lipidicas, sefiales de segregaci6n,  proteinas adaptadoras y de citoesqueleto.  En

neuronas   menos  conocido  adn  es  el  establecimiento  de  la   polaridad   neuronal,   la

mantenci6n   de   los   dominios   axonal   y   somatodendritico,   y   c6mo   proteinas   de

membrana son segregadas hacia estos dominios distintos.



1.2 Celulas eDiteliales v neuronas de hioocamDo

La polaridad celular ha sido particularmente estudiada en neuronas y en celulas

epiteliales,  siendo  estas  dltimas  uno  de  los  mejores  sistemas  modelo.   Las  celulas

epiteliales forman monocapas que se alinean en superficies y cavidades,  presentando

su  membrana  plasmatica  dividida  en  superficies  apical  y  basolateral,  separadas  por

uniones  estrechas,  las  cuales  se  enfrentan  al  lumen  del  6rgano  y  a  las  celulas  que

subyacen   y   tejido   conectivo,   respectivamente.   La   superficie   basolateral   contiene

receptores  para  la  adhesi6n  a  otras  celulas  y  el  establecimiento  de  la  membrana,  y

para  la  captaci6n  de  nutrientes  desde  la  circulaci6n,  mientras  que  la  superficie  apical

contiene transportadores para el intercambio de pequefias moleculas con el ambiente

extemo (Gumbiner,  1990) y en general define la funci6n o especializaci6n del epitelio.

Las    neurona    es    una    celula    con    una    alta    complejidad    morfol6gica    y

especializaci6n  de  su  membrana,  la  que  se  encuentra  dividida  en  un  ax6n  y  en  un

dominio  somatodendritico.  Con  su  largo  ax6n  extendido  y  elaborado  arbol  dendritico,

las neuronas establecen el circuito que detecta, almacena y transmite informaci6n que

es   esencial   para   la   funci6n   de   todos   los   organismos   complejos,   notandose   la

importancia  biol6gica  que  sLibyace  en  la  morfologia  celular.  La  polaridad  neuronal  es

establecida tempranamente en el desarrollo a medida que las c6lulas se diferencian y

extienden  sus  procesos,  sin embargo existen  muchas  preguntas que atin quedan  par

dilucidar acerca de la formaci6n y de la  mantenci6n de  la compartimentalizaci6n de  la

membrana en este tipo celular.

Se   han   definido   mecanismos  de  polan.zaci6n   celular  comunes   mediante  el

estudio  de  ambos  tipos  celulares,  los  que  incluyen  baITeras  en  la  membrana  para  la

difusi6n de proteinas (Kobayashi y cols.,1992; Wlnckler y cols„  1999;  Nakada y cols.,



2003),   estabilizaci6n   de   complejos   proteicos   en   la   membrana   por   proteinas   de

andamiaje (Harris y Lim, 2001 ), y una destinaci6n selectiva de proteinas a lo largo de la

via  secretoria y endosomal  (Jacob y Naim,  2001;  Keller y cols.,  2001;  Kreitzer y cols.,

2003).

1.3   Vias   de   trafico   intracelular  v   aeneraci6n   de   fenotiDo   Do[arizado.   Sefiales   de

destinaci6n. Participaci6n de proternas adaDtadoras

La  distribuci6n  polan.zada  de  componentes  apical  y  ba§olateral  es  el  resultado

de tres proce§os (Mostov y cols„ 2000;  Nelson y Yeaman,  2001) que pueden coexi§tir

en  las celulas epiteliales:  (i)  proteinas recien sintetizadas en el  Reticulo  Endoplasmico

son transportadas a traves del Aparato de Golgi hacia la red trans Golgi ITGN), desde

donde  son  segregadas  dentro  de  vesiculas  que  luego  se  fusionan  con  la  superficie

apical  o  basolateral  (Jacob  y  Naim,  2001;  Kreitzer y  cols.,  2003),  mientras  que  otras

proteinas  son  transportadas  desde  el  TGN  hacia  endosomas,  y  desde  alli  hacia  la

superficie celular (Orzech y cols., 2000);  (ii) retenci6n selectiva de algunas protefnas en

la  superficie  celular,   a  menudo  mediante  una  interacci6n  de  su  extremo  carboxilo

terminal  con  proteinas  conteniendo dominios  PDZ (Harris y  Lim,  2001),  y (iii)  aquellos

componentes  que  no  son  retenidos  en  la  superficie  son  endocitados  y  liberados  en

endosomas tempranos,  desde  donde  pueden  reciclar a  la  superficie  celular,  dirigirse

hacia los endosomas tardios o ser transportados a trav6s de la c6lula y liberados en la

superficie opuesta,  lo cual se conoce como transcitosis (Mostov y cols., 2000;  Nelson y

Yeaman,  2001).  La  importancia  relativa  de  las vias  de  segregaci6n  biosint6tica  como

del  reciclaje  selectivo  de  la  endocitosis  y transcitosis  para  el  transporfe  de  proteinas

varia   de   acuerdo   al  tipo   celular  (Mostov  y   cols.,   2003).   Por  ejemplo,   en   celulas



epiteliales MDCK el flujo a traves de la via endocitica es aproximadamente diez veces

mayor  que  a  trav6s  de  la  via  biosintetica,  indicando  que  el  reciclaje  selectivo  de  la

endocitosis  y  transcitosis  es  esencial  para  la  polaridad  de  las  c6lulas  en  un  estado

estacionario (Bomsel y cols.,1989).  Las vias descritas anteriormente se muestran en la

Figura 1.



A                    Aplcal plasma membmo

BasalPaenun"Dee

C

Tigiv|umfro

Figura 1. Principales vias de tfafico intracelular en celulas epiteliales polarizadae.
A.  Se muestra la via biosintetica hacia la superficie apical y basolateral.  Se indican los
componentes  especificos  conocidos  de  la  maquinaria  de  tfafico  para  cada  via,  asl
como   los   pHs  de  los  compartimentos  en   la  via  de  transcitosis.  AEE,   endo8oma
temprano   apical;   ARE,   endosoma   de   reciclaje   apical;   BEE,   endosoma   temprano
basolateral;  CE,  endosoma  comtin;  LE,  endosoma  tardio  (Mostov  y  cols.,  2000).  a.
Vfas  de  reciclaje  en  la  superficie  apical  y  basolateral.  Se  muestran  en  gris  las  vias
degradativas hacia los LE.  C. Via de transcitosis desde la superficie basolateral  hacia
la  apical.   (Figura  1:  Mostov  K.,  Su  T.,   and  ter  Beest  M.  2003.   Polarized  epithelial
membrane traffic: conservation and plasticity. Na!.  Ce// B/.a/. 5:287-293).



Dentro   de   las   seFiales   de   segregaci6n   apical   se   han   identificado   tallos

glicofosfatidilinosito]    (Lisanti    y    cols.,    1988;    Brown   y    cols.,    1989),    asociaci6n    a

microdominios lipidicos ricos en colesterol y glicoesfingolipidos (Weimbs y cols.,1997),

glicanos   en   el   ectodominio   (Scheiffele   y   cols.,   1995;   Yeaman   y   cols„   1997)   y

secuencias aminoacldicas de ectodominio o transmembrana (Alonzo y cols.,1997). Sin

embargo,  recientemente,  en  trabajos  publicados  por nuestro  laboratorio  se  encontr6

que   la   localizaci6n   de   Megalina,   una   proteina   apical,   contiene   la   informaci6n   de

destinaci6n en su dominio  citos6lico,  siendo el  primer caso descrito  para una proteina

con un s6lo dominio transmembrana (Marzolo y cols., 2003).

En  la  destinaci6n  de  proteinas  de  membrana  plasmatica  hacia  la  superficie

basolateral  participan  secuencias  aminoacidicas  cortas  presentes  en  sus  dominios

citoplasmaticos  (Matter  y  Mellman,   1994;  Mostov  y  Cardone,  1995),  muchas  de  las

cuales  estan  basadas  en  un  residuo  de tirosina  clave,  ya  sea  del  tipo  NPxY o  Yxx+

(Matter y cols„  1992;  Thomas,1993)  y  en  motivos  de  dileucinas  (Hunziker y  Fumey,

1994;  Odorizzi  y  Trowbridge,1997).  Tambien  se  ha  encontrado  que  participan  en  la

localizaci6n   basolateral   grupos  de  aminoacidos   cargados   negativamente,   los  que

pueden funcionar en conjunto con un motivo basado en tirosina cercano (Matter y cols.,

1994),  y sitios de fosforilaci6n  (He y cols„  2002). Algunas secuencias y proteinas que

las contienen se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Sefiales representativas de segregaci6n basolateral

y proteinas en las que se encuentran contenidasa.

Dominios de se aci6n basolatera|b Proteina

NPWQKITEDEHI
QDGYSYPSRQMVSLEDDVA

RELVEPLTPSGEA

KRTLRRLLQERE

KTEAENTITYSLLK

RMQAQPPGYRHVADGEDHA

RKRSHAGYQTI

RARHRRNVDRVSIGSYRT

syTRFSLARQVDGDNSHVEmKLA

RVGIHLCIKHTKKRQIYTDIEMNRLGK

QTKGSYMEVE
DNRSQVETEDLILKPGWHVI

Receptor de LDL,sefial proximal

Receptor de LDL,sefial distal dominante

Receptor de EGF
Receptor de EGF
Receptor Fc lgG
Fosfatasa acida lisosomal

Glicoproteina lisosomal 120

Receptor de plg

Receptor de transferrina
Proteina VSV G

Aquaporina 4

orina 4

aAdaptaci6n   Tabla   1,   He   C.,   Hobert   M.,   Friend   L.,   Carlin   C.   2002   The   EGF-R

juxtamembrane   domain    has    multiple    basolateral    plasma    membrane    localization
determinants,   including   a   dominant  signal  with   a   polyproline  core.   J.   B/.o/.   Chem.

2L2o7s(4r:)s:i%E:%4::t::%.decadadominio§emue§tranennegrita.

Dichas sefiales pueden ser encontradas de manera dnica dentro del dominio en

el que se insertan, o bien coexi§tir  junto con otra seflal dentro del mismo dominio,  con

la   cual   pueden   funcionar  en   conjunto,   como   los   aminoacidos   de   carga   negativa

cercanos a cada  tirosina dentro del receptor de LDL (Matter y cols.,1994); de manera

independiente,  como  el  motivo  dileucina  y  la  serial  basada  en  tirosina  en  el  dominio

citos6lico  de  aquaporina  4  (Madn.d  y  cols.,  2001),   o  bien  solapar  con  la  sefial  de

endocitosis de la proteina, como ocurre en el receptor Fc lgG (Matter y cols.,1994).



Diversos  experimentos  han  demostrado  que  deleciones  del  dominio  citos6lico

de   proteinas   basolaterales   resultan   en   una   destinaci6n   de   la   proteina   hacia   la

superficie  apical,  sugiriendo  que  la  destinaci6n  apical  ocurriria  por defecto  o  a traves

del   reconocimiento  de  una  serial   criptica  (Mostov  y  cols.,   1986).   Mas  adn,   estas

sefiales   de   segregaci6n    basolateral   en   el   dominio   citoplasmatico    pueden    ser

tran§plantadas  a  mol6culas  reporteras  heter6logas  y  dirigirlas  nuevamente  hacia  la

superficie   basolateral   (Casanova  y  cols.,   1991).   Por  ejemplo,   el   receptor  de   LDL

contiene dos sefiales de segregaci6n basolateral,  en el cual la inactivaci6n de una de

estas  sefiales  puede  causar  una  destinaci6n  err6nea  hacia   la  superficie  apical  y

resultar en una hipercolesterolemia (Matter y cols.,1992;  Koivisto y cols., 2001),  Io cual

manifiesta la importancia biol6gica de la correcta localizaci6n celular de tales protefnas.

Se  ha  descrito  que  las  sefiales  basolaterales  son  reconocidas  por  proteinas

adaptadoras asociadas a cubierta de clatrina, donde se incluye AP-1B, la cual contiene

una   subunidad   alternativa   especifica   de   epitelio,   Li-1B   (Folsch   y   cols.,   1999).   La

expresi6n de AP-18 es suficiente para conferir una correcta segregaci6n basolateral en

c6lulas que carecen de este complejo adaptador. Se ha propuesto que AP-18 funciona

a nivel de TGN  o en segregaci6n endosomal (Folsch y cols.,  2001 ;  Gan y cols.,  2002).

Otra  proteina  adaptadora tambien  involucrada  en  la  segregaci6n  basolateral  es AP4

(Simmen y cols., 2002).

Por  otro  lado,  recientemente  se  ha  descrito  una  nueva  familia  de  proteinas

llamadas Sorfr.ng Ivexi.ns (SNXs)  las que estan involucradas en la regulaci6n del tfafico

intracelular  de  proteinas  (Worby  y  Dixon,  2002).  Se  ha  e§tablecido  que  en  celulas

eucari6ticas estas proteinas estan localizadas en endosomas (Gullapalli y cols.,  2004),

su  sobre-expresi6n  o  inhibici6n  puede  modular el  tfafico  de  receptor  en  la  superficie

celular (Kurten y cols.,1996;  Barr y cols.,  2000; Xu y cols„  2001; Wang y cols.,  2002),
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pueden unir un variado ntimero de receptores, y dada la presencia de un dominio phox

que  las  caracteriza.  el  cual  se  une  a fosfatidil  ino§itol fosfato  (Ponting,  1996),  sugiere

un papel en la destinaci6n de estas proteinas hacia dominios especificos de membrana

enriquecidos  en  fosfolipidos.  Dentro  de  la  familia  de  SNXs,  se  ha  encontrado  que

SNX17 se une a la mayoria de  los  miembros de la familia del receptor de LDL  entre

ellos  a  LRP  (Stockinger  y  cols.,  2002).  Dates  no  publicados  del  laboratorio  del  Dr.

Guojun Bu muestran que SNX17 interactda con el motivo NPxY proximal de LRP y que

a  trav6s   de   estudios  funcionales   SNX17   podria   estar  involucrada   en   modular  la

disponibilidad  de  LRP  en  la  superficie  celular,  sugiriendo  que  SNX17 'podria  ser  un

importante componente de la maquinaria de segregaci6n para el tfafico intracelular y/o

reciclaje de LRP.

Diversos estudios recientes han descrito la participaci6n de otras mol6culas que

regulan  el  tfafico  basolateral,  tales  como  GTpasas  pequefias  del  tipo  Rab8  (Ang,

2003),  Rabl 1  ( Lock, 2005), Cdc42 (Kroschewski,1999; Cohen, 2001),  RaIA (Shipit§in,

2004)  y  el  complejo  del  exocisto  (Yeaman,  2001).  Ademas,   recientemente  se  ha

demostrado   la   participaci6n   de   la   Proteina   Quinasa   D   (PKD)   en   el   tran§porte

basolateral de la glicoprotelna del virus de la estomatitis vesicular ovsvG) desde TON

hacia la membrana plasmatica basolateral (Yeaman, 2004) en celulas epiteliales.

1.4 Familia del receDtor de LDL

La  familia  genica  del  receptor  de  lipoproteina  de  baja  densidad  (LDL)  esta

constituida por un grupo de glicoproteinas de membrana con un alto grado de identidad

(70%-100%) en su secuencia entre un amplio rango de especies, las cuales funcionan
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como  receptores  para  diversos  ligandos  extracelulares  (Hus§ain  y  cols.,   1999;   Li  y

cols.,   2001).    Los   miembros   de   esta   familia   son   el   receptor   de   LDL,    Proteina

relacionada al Receptor de LDL (LRP), Megalina,  Receptor de VLDL,  LRll,  Receptor 2

de  ApoE,  y  LR8B  (Schneider y  Nimpf,  1993;  Schneider y  cols.,  1997),  los  cuales  se

muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Familia d®l roceptor do LDL.
Los miembros de la familia del  receptor de LDL son glicoproteinas que se localizan en
la   membrana   plasmatica.   Poseen   dominios   de   uni6n   a   ligando   constituidos   por
repeticiones de  uni6n a  ligando.  Todos ellos poseen al  menos  un  motivo  NPxY en  el
dominio  citoplasmatico.   (Figura  1:   Bu  G.  and  Marzolo  MP.  2000.   Role  of  receptor-
associated protein (RAP) in the biogenesis of lipoprotein receptors.  Trends Card/.ovasc.
Wed.10 (4):148-155).
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Los  receptores  de  esta  familia  son  proteinas  de  membrana  tipo  I,  los  cuales

atraviesan  la  membrana  una  sola  vez y que  exponen  el  extremo  carboxilo  terminal  al

interior   de   la   c6lula.    Estas    proteinas   se   caracterizan    por   poseer   un   dominio

extracelular,  el  cual contiene m6dulos formados por los  repetidos de  uni6n tipo A,  con

cerca de 40 residuos cada uno conteniendo 6 cisteinas apareadas las que dan lugar a

tres puentes distllfuro.  Estos m6dulos constituyen los sitios de afinidad por el ligando y

se encuentran  repetidos  en  serie,  conocidos  como "repeticiones  de  uni6n  a  ligando",

los que a su vez se organizan en grupos formando lo que se conoce como "dominios

de   uni6n   a   ligando"   (Hussain   y   cols„   1999;   Li   y   cols.,   2001).   Contiene   ademas

repetidos  tipo   8,   que  tambien  contienen  6  cisteinas  apareadas  y,   que  junto  con

m6dulos de cerca de 50 residuos que poseen el tetrapeptido consenso Tyr-Trp-Thr-Asp

constituyen   el   dominio   de   homologla   con   el   precursor  del   factor  de   crecimiento

epidermal   (EGF).   Este   dominio  tambien   se   localiza   repetidamente  a   lo   largo   del

dominio  extracelular,   los  cuales  se  conocen  con  el  nombre  de  "repeticiones  EGF"

(Hussain  y  cols.,   1999;   Li  y  cols.,  2001).  La  regi6n  extracelular  posee  ademas  una

extensi6n  corta  rica  en  serinas  y treonina§,  conteniendo  azt]cares  O-gljcosilados.  Las

proteinas de la familia ademas poseen un dominio transmembrana relativamente corto,

formado   por   aproximadamente   20   aminoacidos   y   un   dominio   citoplasmatico   que

contiene una o mss sefiales para la intemalizaci6n del receptor via vesiculas cubiertas

por clatrina.

Los  receptores  de  la  familia  se  endocitan  y  reciclan  en  forma  constitutiva,  es

decir,  independientemente  del  ligando  (Hussain  y  cols.,  1999).  Los  ligandos  que  se

unen  a  los  receptores de la familia participan en  procesos tales como el metabolismo

lipoproteico,  la  regulaci6n  de  la  funci6n  de  proteasas,  desarrollo  embrionario,  y  en  la

patog6nesis  de  algunas  enfermedades  (Bu  y  Marzolo,  2000),  siendo  ApoE  y  RAP
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Iigandos comunes  para todos  los  miembros de la familia.  Sin embargo,  recientemente

se han encontrado nuevas funciones para estos receptores en sefializaci6n intracelular

(Trommsdorff,  1999; Willnow y cols.,  1999).

1.5 Protelna relacionada al receptor de LDL (LRP)

La  proteina  relacionada  al  receptor de  lipoproteina de  baja densidad  (LRP) es

uno de los miembros mas grandes de la familia, el cual se expresa principalmente en la

superficie sinusoidal de hepatocitos y en cerebro, en la superficie somatodendritica.  La

importancia biol6gica de LRP queda de manifiesto con experimentos de gen Ar}ock out

en   ratones   que   revelan   un   absoluto   requerimiento   de   LRP   durante   las   etapas

tempranas del desarrollo embrionario (Herz,1992).

LRP une una variedad de ligandos en su regi6n extracelular,  entre ellos ApoE,

activador  de   plasmin6geno  tisular,   a2-macroglobulina,   lipasa   hepatica,   lactoferrina,

RAP,   la   proteina   precursora   del   amiloide   (APP),   encontfandose   relacionado   con

diversos  papeles  biol6gicos,  coma  el  metabolismo  y  transporte  de  lipoproteinas,   la

homeostasis    de    proteinasas    e    inhibidores    de    proteinasas,    migraci6n    celular,

coagulaci6n sanguinea,  entrada de virus y toxinas a  la celula,  activaci6n  de  enzimas

lisosomales, transducci6n de sefiales y neurotransmisi6n (Herz y Strickland, 2001).

Dentro  del  dominio  extracelular de  LRP,  las repeticiones de  uni6n  a  ligando  se

encuentran en grupos de 2 y  11  repetidos individuale§,  a  los cuales se unen  la  mayor

parte   de   sus   ligando§   (Neels   y   cols.,   1999).   Luego   se   encuentran   los   dominios

hom6logos  al  precursor  de  EGF  constituidos  por  dos  repetidos  EGF,  seis  repetidos

Y\/VTD organizados en una estructura tipo h6lice (Springer,  1998) y otros seis repetidos

EGF  preceden  al  tinico  segmento transmembrana.  EI  dominjo  citos6[ico  contiene  dos
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motivos  NPxY,  un  motivo  Yxxdy  y  dos  motivos  de  dileucinas  los  cuales  sirven  como

sitios  de  anclaje  para  la  maquinaria  de  endocitosis  y    para  proteinas  adaptadoras

citoplasmaticas y de andamiaje involucradas en eventos de sefializaci6n (Trommsdorf

y cols.,1998). Estas regiones se muestran en detalle en la Figura 3.
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IV

Figura 3. Estructura y sitios de uni6n de ligandos de LRP.
Se   muestra   la   conformaci6n   de   la   estructura   de   LRP.   Se   indican   los   ligandos
extracelulares de LRP y los distintos sitios a los que se unen.  Motivos NPxY en la cola
citos6Iica   se   indican   con   asteriscos   (Fig.   1:   Heiz   and   Strickland.   2001.   LRP:   a
multifunctional scavenger and Signaling receptor. J. /nvest.108:779-784).
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LRP es sintetizado como un precursor de cadena t]nica de 600 kDa, el cual es

sometido   a   un   procesamiento   proteolitico   posterior   a   la   traducci6n   dentro   del

compartimento trans Golgi por la endopeptida§a furina.  Este procesamiento da origen a

una  forma  madura  de  LRP,   como   un  heterodimero  asociado  no  covalentemente,

consistiendo de una cadena extracelular de 515 kDa y una cadena transmembrana de

85 kDa.  Esta subunidad menor contiene un tlnico dominio transmembrana y un dominio

citoplasmatico compuesto de  100 aminoacidos,  entre los cuales se encuentran varios

motivos   aminoacidicos,   descritos   anteriormente   como   putativos   determinantes   de

segregaci6n y/o destinaci6n para LRP, Ios cuales sefan objeto de estudio en esta tesis.

Existen ademas un ndmero creciente de proteinas adaptadoras y de andamiaje

que se unen al dominio citos6lico de LRP,  tales como Dab-1,  FE65,  SEMCAP-1,  JIP1,

JIP2,  PSD-95  y  dentro  de  las  funciones  a  las  que  se  encuentran  asociadas  estas

proteinas    son    la    activaci6n    de    la    familia    Src    quinasas,    migraci6n    neuronal,

remodelamiento  de  actina  y  acoplamiento  a  receptores  NMDA  (Herz  y  Strickland,

2001).

El    motivo    NPxY    se    ha    involucrado    en    la    interacci6n    con    proteinas

citoplasmaticas  conteniendo  un  dominio  de  union  a  fosfotirosina,  entre  las  que  se

encuentran Dabl , que se une especificamente al segundo motivo NPxY (Trommsdorf y

cols.,1998),  FE65 que permite la interacci6n de LRP con APP (Bressler y cols.,1996;

Zambrano y cols.,1997) y con miembros de la familia Ena/VASP de proteinas de uni6n

a  actina   (Ermekova  y  cols.,   1997).   Se  conoce   poco  de  las  proteinas  que  estan

involucradas en la regulaci6n de la endocitosis y tfafico intracelular de LRP, ambito que

tambien se estudi6 en esta tesis.

Dada la importancia fisiol6gica del LRP y su expresi6n predominante en celulas

con    fenotipo    polarizado,    se    decidi6    estudiar   a    nivel    molecular    y    celular    los

\
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determinantes de su distribuci6n polarizada: basolateral en epitelios y somatodendritica

en  neuronas.  Dado  que  la  informaci6n  que  especifica  la  segregaci6n  de  proteinas

estaria  codificada  dentro  de  la  estructura  individual  de  cada  proteina  de  membrana

plasmatica  y  que  ademas  estas  sefiales  deben  ser  correctamente  reconocidas  e

interpretadas por la maquinaria celular para que ocurra una apropiada destinaci6n de la

proteina, creemos que el LRP constituye un excelente modelo de estudio para indagar

en estos aspectos.

Estudios  recientes de nuestro laboratorio  muestran que el  complejo  adaptador

AP-1B  p!articipa en  la  localizaci6n  polarizada  del  receptor,  sugiriendo  (dada  la funci6n

propuesta  para el  complejo) que al  menos sefiales  baso]atera[es  basadas en tirosina

podrian ser relevantes en la localizaci6n de LRP.



19

2. HiD6tesis

LRP   contiene,   en   su   dominio   citoplasmatico,   elementos   moleculares   que

participan  en  su  tfafico  intracelular  en  c6lulas  polarizadas  y  que  se  asocian     con

elementos    celulares    que    determinan    la    distribuci6n    polarizada,    basolateral    o

somatodendritica, del receptor en la superficie celular.

'

3. Obieti`/os aenerales

-             Determinar  los  motivos  aminoacidicos  presentes  en  el  dominio  citoplasmatico

de LRP que cumplen un papel en la destinaci6n polarizada de esta proteina en celulas

MDCK,  FRT y neuronas de hipocampo.

-             Estudiar los determinantes celulares que participan en  la destinaci6n polarizada

de LRP en c6lulas epiteliales polan.zadas y neuronas de hipocampo.

I

4. Obietivd§ especificos

-             Caracten.zaci6n  de  la  localizaci6n   celular,   en  el  estado  estacionario,   de  un

minireceptor  de  LRP  que  tiene  como  ectodominio  el  cuarto  dominio  extracelular  del

LRP,  y  los  dominios  de  transmembrana  y  citoplasmatico  completo  con  mutaciones

puntuales en los distintos motivos consenso posiblemente implicados en la destinaci6n

basolateral.
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-            Analisis  del  mecanismo  de  destinaci6n  a  la  superficie  o  fangof/.ng  de  aquellos

minireceptores con mutaciones puntuales que afectan  la  localizaci6n  celular final de  la

proteina.

-             Estudio   de   la   maquinaria   intracelular,   (AP-1B,   PKD,   SNX17)   que   estaria

participando  en  los  distintos  mecanismos  de segregaci6n  y  destinaci6n  de  LRP  en  el

modelo celular propuesto.

I

5. Estrateaia experimental

Se contaba con  una serie de plasmidios que codifican  para el  minireceptor de

LRP  antes  descn.to,  su  forma  nativa  y  con  mutaciones  de  aminoacidos  claves  par

alanina. Ademas de los que ya se tenian se obtuvo uno adicional en el cual se mutaron

los   dos   aminoacidos  asparticos  (posiciones  38  y  39   desde  el   pn.mer  aminoacido

posterior al termino del transmembrana) que se encuentran cercanos al primer motivo

NPxY,  para evaluar si tienen alguna contribuci6n en la informaci6n basolateral presente

en el dominio citoplasmatico del receptor.  Las construcciones utilizadas en este trabajo

se muestran en la Figura 4.
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Figura   4.   Potenciales   motives   aminoacidicos   involucrados   en   segregaci6n
basolateral y mutaciones  puntua[es  de los constructos  para e]  minireceptor de
LRP.
Representaci6n esquematica de potenciales sefiales de segregaci6n basolateral dentro
del dominio citos6lico del LRP. Se muestran en negrita las sustituciones aminoacfdicas
realizadas  en  cada  uno  de  los  motivos  estudiados,  que  dan  origen  a  los  distintos
constructos.
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Todos estos  plasmidios fueron transfectados ya sea estable o transientemente

en  celulas  epiteliales  MDCK,  FRT  y transientemente  en  neuronas  de  hipocampo  en

cultivo    primario.    Las    lineas    estables    generadas   fueron    chequeadas    mediante

inmunoprecipitaci6n  de  c6lulas  marcadas  metab6licamente.  Se  evalu6  la  distribuci6n

del  receptor  en  la  superficie  celular  mediante  tecnicas  que  finalmente  detectan  al

epitope HA presente en el extremo aminoterminal de los receptores.

La  participaci6n  de  proteinas  celulares  en  el  tfafico  del  LRP  se  realiz6  par

experimentos  de  perdida  o  cambio  de  la  distribuci6n  mediante el  uso  de dominantes

negativos de  PKD y SNX17,  como asi mismo por la falta de AP-1B y experimentos de

coinmunoprecipitaci6n con el receptor.



IUIATERIALES

1.   Material biol6aico

1 .1 . Bacterias

Para    la   transformaci6n   de    las    distintas   construcciones    plasmidiales    del

minireceptor de  LRP  que  ya  se  poseian,  y de  los  minireceptores generados  en  el

laboratorio con  la mutaci6n en los dos aminoacidos asparticos,  se utiliz6 la cepa de

Escherichia coli Dl+5a.

1.2   P[asmidios

Los  plasmidios  para  el  minireceptor  de  LRP  presentan  solo  el  cuarto

dominio  de  uni6n  a  ligando  del  dominio  extracelular,  el  dominio transmembrana   y el

dominio  citoplasmatico  de  LRP.  El  minireceptor nativo  (mLRP4)  y  con  las  mutaciones

N26A, Y29A,  DD38,39AA, LL43,44AA, N60A, Y63A, L66A, S76A, LL86,87AA y la doble

mutante  Y63A,LL86,87AA en  su  dominio  citoplasmatico fueron  proporcionados  por el

Dr.  Bu (Washington University School of Medicine, St. Louis,  MO,  EE.UU.), al igual que

el   plasmidio   correspondiente   a   myc-SNX17.   El   plasmidio   mLRP4   DD38,39AA   se

gener6 en el laboratorio mediante mutagenesis sitio dirigida.

23
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EI  plasmidio con el CDNA para la expresi6n de GFP-EPS15 DN  (EA95/295) fue

proporcionado      por      el      Dr.      Alexander      Benmerah      (lnstitut      Cochin      U567

lNSERM/UMR8104 CNRS,  Paris,  France).  El plasmidio para la expresi6n de GST-PKD

1   DN  fue  proporcionado  por  el  Dr.  Vivek  Malhotra  (Cell  and  Developmental  Biology,

University of Califomia,  San  Diego,  La Jolla,  CA 92093-0347,  EE.UU.).  EI  plasmidio  H-

1B-HA fue  proporcionado  por  Dr.  Enrique  Rodriguez-Boulan  (Cornell  University,  New

York,  NY,  EE.UU.).

1.3  C6Iulas eucari6ticas

Las  c6lulas  MDCK  se  obtuvieron  del  Dr.  Enrique  Rodriguez-Boulan.  C6Iulas  FRT

fueron    obtenidas    del    Dr.    Alfonso    Gonzalez    (Facultad    de    Medicina,    Pont'rficia

Universidad  Cat6lica  de  Chile).   El  cultivo  primario  de  neuronas  de  hipocampo  fue

gentilmente ensefiado por el Dr. Alfredo Caceres (lnstituto Mercedes y Martin Ferreyra,

C6rdoba,  Argentina).  Otros  cultivos  de  neuronas  se  obtuvieron  del  Laboratorio  de  la

Dra. Alejandra Alvarez (Facultad de Ciencias Biol6gicas, Pontificia Universidad Cat6lica

de Chile).

1.4  Anticueroos

Se  utilizaron  los  siguientes  anticuerpos  primarios:  policlonal  anti-LRP  humano

(Marzolo y cols.,  2003),  monoclonal  anti-HA,  el  cual  §e obtuvo  del  hibridoma  12A5  de

rat6n,  (Obermoeller y  cols.,  1998),  otro  monoclonal  obtenido  de  Babco,  un  policlonal

anti-HA (Upstate,  Lake placid,  NY,  EE.UU.) y otro  policlonal anti-HA Y-11  (Santa Cruz

Biotechnology).  Policlonal  anti-Megalina  humana  generado  en  el  laboratorio  contra  el
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dominio   citos6lico   de   Megalina,   monoclonal   anti-uvomorulina/E-cadherina   y   antiry-

adaptina  monoclonal  (Sigma  Chemical,  St  Louis  MO,  EE.UU.),  monoclonal  anti-ZO-1

(Zymed),   monoclonal   anti-myc   (9E10)   (Roche   Diagnostics),   monoclonal   anti-MAP2

(clon AP14,  Caceres et al.,1992). Como anticuerpos secundarios se utilizaron: anti-lgG

de  rat6n  conjugado con  Cy-3  (Chemicon, Temecula,  CA,  EE.UU.),  anti-rata conjugado

con  Alexa  488  y  un  anti-conejo  conjugado  con  Alexa  594  (Molecular  Probes)  y  los

anticuerpos     anti-rat6n-HRP     (oveja),     anti-conejo-HRP     y     anti-rata-HRP     (cabra)

(Chemicon, Temecula, CA,  EE.UU.).

2.  Reactivos

Los   siguientes   reactivos   de   cultivo   celular  se   adquirieron   de   GIBCO   (Life

Technologies,    Inc..    Grand   Island,    NY,    EE.UU.):    DMEM,    DMEM   sin   calcio,    F-12

modificado  por  Coon,  suplemento  N-2  ,  suplemento  8-27  ,   DMEM  sin  metionina  y

cisteina,  L-glutamina,  penicilina,  estreptomicina,  G418,  tripsina-EDTA,  y Lipofectamina

Plus.   La   lipofectamina   2000   fue   obtenida   de   lnvitrogen   (CARLSBAD,   Califomia,

EE.UU.) y el suero fetal bovino fue obtenido de Hyclone (South Logan, UT, EE.UU.).

Los  inhibidores  de  proteasas  (leupeptina,  aprotinina,  pepstatina  A,  antipaina).

acrilamida,  bi§acrilamida,  glicerol,  Tween-20,  persulfato  de  amonio,  temed,  gelatina,

saponina,    paraformaldehido,    metionina,    L-cisteina,    aminoacidos    no    esenciales,

piruvato   de   sodio,   EDTA,   Hepes,   sacarosa   y   BSA  fueron   adquiridos   de   Sigma

Chemical Company (St. Louis,  MO,  EE.UU.).

De Winkler (Santiago, Chile) se obtuvo el Tris , SDS,  P-mercaptoetanol y Nacl.
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De   Merck   se   obtuvo   etanol,   isopropanol,   acido   ac6tico   glacial,   metanol,

cloroformo, citrato de sodio, Cac12 y Mgc12.

Biotina Sulfo-NHS-LC, e§feras de agarosa unidas a estreptoavidina y esferas de

agarosa   unidas  a   proteina  A  fueron   obtenidas   de   Pierce   (Rockford,   IL,   EE.UU.).

Estandar de peso molecular pretefiido para proteinas, Trit6n x-100 y bromuro de etidio

provienen de Bio-Rad  (Hercules,  CA,  EE.UU.).  Membrana de transferencia lmmobilon-

P  fue  obtenida  de  Millipore  (Billerica,  MA,  EE.UU.).  El  sistema  ECL  fue  obtenido  de

Amersham Biosciences UK Limited (Little Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom).

El cloruro de amonio fue de Fisher Scientific (New Jersey,  EE.UU.) y metionina-cisteTna

[S35] fue adquirida en NEN Life Science Products.



METODOS

1. T6cnjcas de bio]oafa molecular

1.1  Cu[tivo v crecimiento de bacterias

Las  bacterias  fueron  cultivadas  en  medio  LB  (bactotriptona  10  g,  extracto  de

levadura  5  g,  Nacl  10  g  en  1  litro  de  agua,  pH  7,4)  suplementado  con  100  Hg/ml  de

ampicilina  y  crecidas  hasta  saturaci6n  en  agitador  con  regulaci6n  de  temperatura  a

37°C con agitaci6n de 170 rpm.

1.2 PreDaraci6n de bacterias competent+i

Se creci6 una colonia de bacterias DH5or en 40 ml de medio LB durante 45 min

de   modo   de   alcanzar   una   densidad   6ptica   de   600   nm.   Las   bacterias   fueron

centrifugadas  a  3.000  rpm  par  9  min,  se  resuspendieron  en  4  ml  de  Cac12  75  mM

suavemente,  pues c6lulas s,e encuentran muy frogile§,  y luego se complet6 con 20 ml

de Cac12 75 mM. Se incub6 en hielo por 30 min y se centrifug6 a 2.500 rpm par 5 min a

4°C.  Se resuspendieron en 4 ml de Cac12 75 mM en hielo y se dej6 a 4°C durante toda

la  noche.   Finalmente,   Ias  bacterias  competentes  generadas  fueron  alicuotadas  en

tubos  eppendorf  de  0,5  ml  y  congeladas  fapidamente  a  -80°C  en  glicerol  al  15%v/v

(207 prl de bacterias y 43 Hl glicerol 87%).
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1.3 Transformaci6n
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Se  mezclaron  50  Hl de bacterias competentes con  1  Hl de  DNA plasmidial y se

dej6  en  hielo durante  30  min.  Luego §e  hizo  una  incubaci6n  a 42°C durante 45 seg  y

po§teriormente se dej6 en hielo por 2 min.  Luego se agregaron 450 ul de medio SOC

(triptona  2°/a,  extracto  de  levadura  0,5%,  Nacl  10  mM,  KCI  2,5  mM,  Mgc1210  mM,

Mgs04  10  mM,   glucosa  20  mM)  precalentado  a  37°C  y  se  dej6  agitando  a  37°C

durante 1  h.  Finalmente se sembr6 la mezcla en placas LB-ampicilina y se dej6 toda la

noche en estufa a 37°C.

1.4 0btenci6n de olasmidios

Los plasmidios utilizados fueron obtenidos mediante tres metodologlas distintas,

segt]n lo requerido para su posterior usa.  Estas metodologias fueron:

Minipreparaci6n:   Consiste   en   la   purificaci6n   de   DNA   plasmidial   a   traves   de   una

columna de intercambio ani6nico,  para la obtenci6n de sobre 50 pug de DNA.  Se  utiliz6

el  kit  E.Z.N.A.® Plasmid  Miniprep  11  de  Omega  Bio-tek,  siguiendo  las  instrucciones  del

fabricante.

Midipreparaci6n:   Consiste   en   la   purificaci6n   de   DNA   plasmidial   a   trav6s   de   una

columna de intercambio ani6nico, para la obtenci6n de sobre 100 peg de DNA. Se utiliz6

el kit QIAGEN®, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Maxipreparaciones:  Consistieron en  la  obtenci6n de  DNA plasmidial  para  la obtenci6n

de  sobre  1  mg  de  DNA,  mediante  el  siguiente  protocolo:  las  bacterias  conteniendo  el
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plasmidio  de  intefes  fueron  crecidas  en  250  ml  de  medio  LB-ampicilina  a  37°C  con

agitaci6n.  Las  bacterias  se  centrifugaron  a  5.000  rpm  a  4°C  durante  15  minutos.  EI

precipitado  celular se  resuspendi6  en  una  solllci6n  I  (glucosa  50  mM,  Tris-Cl  pH  8 25

mM,   EDTA  pH   8,0   10   mM)   y  se   lis6   con   20   ml   de   soluci6n   11   (43   ml   de   agua

desionizada,  2  ml  de  NaoH,  5  ml  de  SDS  10%),  se  mezcl6  suavemente  y  se  dej6

reposar  5  min  a  temperatura  ambiente.   Luego  se  agregaron   15  ml  de  soluci6n  Ill

(acetato  de  potasio  60  ml,  acido  ac6tico  glacial  11,5  ml,  agua  28,5  ml),  se  mezcl6

suavemente y se dej6 en hielo durante 5 min. Se centrifug6 a 5.000 rpm a 4°C durante

10 min.  Luego se agreg6 al  sobrenadante 0,6 voltlmenes  de isopropanol y se volvi6 a

centrifugar de igual manera anterior.  El precipitado de acidos nucleicos se resuspendi6

en 3 ml de TE  pH  8,0 y 3 ml de  Licl  5 M y se centrifug6 a 5.200  rpm  a 4°C durante 5

min.    AI    sobrenadante    se    afiadi6    un    volumen    equivalente    de    isopropanol    y

posteriormente se centrifug6 a 7.700 rpm a 4°C durante  10 min.  El precipitado de DNA

fue resuspendido en 500 ul de TE pH 8,0 y se agreg6  1,5 ul de RNAsa one.  Se incub6

durante  1,5 h  a 37°C.  Posteriormente se agregaron 500  HI  de  PEG  13%  Nacl  1,6 M y

se dej6 en  hielo durante  1  h.  Luego se centrifug6 a  14.000 rpm a 4°C durante  10  min.

El  precipitado fue  resuspendido  en  400  prl  de  TE  pH  8,0  y  se  agreg6  400  lil  de fenol

saturado  con Tris  pH  8,0,  se agit6 en v6rtex y se centrifug6 durante 2 min  a  maxima

velocidad.  Luego se agreg6 nuevamente 200 Hl de TE pH 8,0 y se volvi6 a centrifugar.

Se   juntaron    ambas   fases    superiores    y    se    agreg6    400    prl    de    una    mezcla

fenol/cloroformo/alcohol  isoamilico,  se  agit6 en v6rtex y se centrifug6  1  min  a  maxima

velocidad. Luego se agreg6 al sobrenadante 800 Hl de 6ter saturado con agua, se agit6

vigorosamente y se aspir6 la fase superior.  Se repiti6 3 veces.  Se agregaron  100 HI de

acetato  de  amonio  10  M  y  1.000  Ill  de  etanol  absoluto  (90%)  para  precipitar  el  DNA
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plasmidial.  Se centrifug6 a 14.000 rpm a 4°C durante 10 min, se lav6 el precipitado con

400  ul  de  etanol  al  70%  y  finalmente  se  resuspendi6  en  200  Hl  de  agua  libre  de

nucleasas.

1.5 Mutaa6nesis sitio diriaida

Para la construcci6n del plasmidio mLRP4 DD38,39AA se utiliz6 como molde el

plasmidio de mLRP4 nativo. La amplificaci6n se realiz6 mediante un kit de mutagenesis

sitio  dirigida  Quikchange®  de  Stratagene,  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.

Los partidores di§efiados que llevan la mutaci6n deseada se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.  Partidores utilizados en mutag6nesis sitio dirigida para la generaci6n

de mLRP4 DD38,39AA.

Partidor Secuencia Posici6n

LRP DD/AA #1 5'  GGC GGA GAG COT GOT GOT GTG GGA GGC CTA C  3'

+13.898 al+13.928

LRP DD/AA #2 5.  GTA  GGC CTC CCA CAG CAG CAG GCT CTC CGC C  3'

+13.928 al+13.898

Finalmente,  Ias  muestras  de  DNA  obtenido  se  enviaron  a  secuenciar  para  la

comprobaci6n de las mutaciones realizadas.
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1.6  Electroforesis de DNA en aeles de aaarosa

Una  vez determinada  la  concentraci6n  de  cada  muestra  de  DNA  mediante  la

medici6n de la absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofot6metro, se determin6

su  calidad  mediante  su  observaci6n  en  un  gel  de agarosa al  0,8%  disuelto en TAE  (1   .

Iitro de TAE 50X:  242 g Tris,  57,1  ml acido ac6tico glacial,  37,2 g  Na2EDTA.2H20) con

1  Lil de bromuro de etidio. Se cargaron en cada carril 500 ng de DNA plasmidial, ya sea

obtenidos   desde   una   purificaci6n   de   DNA   mediante   columna,   midipreparaci6n   o

maxipreparaci6n.  Las muestras §e corrieron a 100 V durante 1  h usando como soluci6n

tamp6n TAE ,  Posteriormente el gel fue visualizado en un transiluminador.

2. T6cnicas de bioloafa celular

2.1  Cultivo de lineas celulares

2.1.1  Mantencich de lineas celulares MDCK.  FRT v cultivo Drimario de neuronas

cLehiDocamco

La  linea  celular epitelial  MDCK  se  cultiv6  en  DMEM  con  7,5  %  de  suero fetal

bovino   (SFB),   penicilina/estreptomicina   y   plasmocin   1:10000.   Las   celulas   FRT   se

cultivaron      en      medio      F-12      modificado      por      Coon,      con      5%      de      SFB,

penicilina/estreptomicina  y  plasmocin  1 :10.000.  El  medio  para  mantenci6n  de  celulas

MDCK  y  FRT  transfectadas  se  suplement6  con  G418  0,4  mg/ml.  Para  mantener  y
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sembrar las celulas para los distintos experimentos, estas eran soltada§ y disgregadas

con tripsina  ,  previo 3 Iavados con PBS  .  Para el caso del cultivo  primario de neuronas

hipocampales, estas eran mantenida§ en DMEM con suplemento N-2  ,  suplemento 8-

27  ,  glutamina 2 mM y ovoalbumina 0,1%. Todas la§ celula§ se crecieron en estufa de

cultivo a 37°C con una atm6sfera al 5% de C02

2.1.2 Conaelamiento de c6Iulas

Una    vez    que    celulas    MDCK    y    FRT    alcanzaban    una    confluencia    de

aproximadamente  80%,  se  soltaban  con  tripsina  y  eran  centrifugadas  a  1000  rpm

durante  10  min,  conteniendo  10  ml  de  medio  Hanks  con  5%  de  suero  de  caballo.  EI

precipitado  de  c6lulas  era  resuspendido,  suavemente,  en  un  medio  de  congelaci6n

(SFB 50%,  medio de crecimiento 40% y DMSO 10%) y congelando inmediatamente los

criotubos   a   -80°C   en   un   periodo   de   una   semana   como   minimo   y   luego   eran

traspasados a N2 liquido.

2.2 Transfecci6n celular

2.2.1  Transfecci6n estable de celulas MDCK

Se  sembraron  200.000  c6lulas  en   placa  de  6   pocillos  el   dia   anterior  a   la

tran§fecci6n,  en  medio  DMEM  sin  calcio  y  suero  fetal  bajo  en  calcio  5%.  Las  celulas

fueron transfectadas con una mezcla de 2 ug de DNA,12 iJl de Lipofectamina 2000 en

1  ml de medio  DMEM sin calcio y se incubaron con la mezcla de transfecci6n durante

4ng h en el incubador a 37°C.  Posteriormente, se lav6 una vez con PBS para retirar el
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remanente del  complejo de  DNA y se dej6 con  medio wt por 36 h  aproximadamente.

Luego,  las  c6lulas  crecidas fueron  disgregadas de  manera  homog6nea y §e  pas6  un

cuarto del  re§uspendido celular a  una  placa de  100  mm  con  medio de selecci6n.  E§te

consistia  de  medio wt suplementado  con  0,8  mg/mL del  antibi6tico  G418.  Las  c6lulas

se  crecieron  alrededor  de  12-14  dias  en  el  medio  de  selecci6n,  tiempo  al  cual  fue

posible distinguir colonias formadas a partir de una dnica celula transfectada,  portadora

de  la  resistencia  al  antibi6tico.  Para  cada  DNA  transfectado  se  aislaron  24  colonias

crecidas individualmente en  placa de 24 pocillos por duplicado.  Una placa fue utilizada

para realizar los lisados totales para el WB, a fin de obtener los clones positivos para el

epitope  HA,  y  la  otra  era  mantenida  como  respaldo  de  los  clones.  Aquellos  clones

positivos fueron amplificados en botella§ de 25 cm2 para su posterior congelaci6n.

2.2.2 Transfecci6n transiente de celulas MDCK

Se     sembraron     c6Iulas     MDCK     establemente     transfectadas     con     los

minireceptores  wi  y  N26A  para  la  transfecci6n  transiente  de  PKD   1   DN  y  SNX17

respectivamente.   Se  crecieron  400.000  celulas  sobre  cubreobj.etos  en  placa  de  6

pocillos.  La transfecci6n  con SNX17 se realiz6 al dia siguiente de la §iembra,  mientras

que  la  transfecci6n  con  PKD  1   DN  se  realiz6  al  cuarto  dia  ya  que  se  requeria  una

mayor confluencia de las celulas. El dia previo a la transfecci6n se crecieron las celulas

en  DMEM  sin  calcio  suplementado  con  piruvato  1  mM,  glutamina  2  mM  y suero  fetal

bajo  en  calcio  5%.  En  ambas  transfecciones  se  utiliz6  5  pug  de  DNA  con  40  Ill  de

Lipofectamina 2000  para cada  uno.  Se incub6  por 6 h con el  complejo de DNA,  Iuego

se lav6 una vez con  PBS y §e dej6 con medio wt hasta el dla siguiente.  La§ c6lulas se

inducen con butirato de sodio 2 mM por 16 h y se proceden a realizar las IF.
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2.2.3 Trasfecci6n estable de celulas FRT

Se  sembraron  200.000  c6lulas  en   placa  de  6   pocillos  el   dia   anterior  a   la

transfecci6n,  en  medio  F-12  modificado  por Coon y suero fetal  bajo en  ca[cio  5%.  Las

c6lulas se transfectaron utilizando 2  Hg de DNA,  12 prl de Lipofectamina Plus y 8 ul de

reactivo  Plus  sobre  1  ml  de  medio  DMEM  sin  calcio.  Las  c6Iulas  se  incubaron  con  la

mezcla  de  transfecci6n  durante  8  h  en  el  incubador  a  37°C.  Despu6s  de  retirar  el

complejo del DNA, se lav6 con PBS y se dej6 con medio wt.  Posteriormente,  se realiz6

el mismo procedimiento que para la transfecci6n estable de celulas MDCK mencionado

anteriormente.

2.2.4 Transfecci6n de neuronas de hipocampo

Las  c6lulas  del  cultivo  primario  de  neuronas  de  hipocampo  se  cultivaron  en

medio de  mantenci6n  normal,  sobre cubreobjetos en  placa de 35 mm.  La transfecci6n

se realiz6 al quinto dia posterior a la siembra,  con una mezcla de 2 ug  de  DNA y 12  ul

de  Lipofectamina  2000  sobre  1,5  m[  de  medio  de  crecimiento  normal  sin  antibi6ticos

como volumen final.  Se incub6 por 4-5  h a 37°C y luego se retir6 el complejo de  DNA.

Se dej6 con  medio de crecimiento  normal por 16-18  h.  Luego se procedi6 a realizar la

lF.
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2.3 Western BIot

2.3.1  PreDaraci6n del extracto oroteico

Las celulas crecidas en medio de crecimiento normal fueron lavadas sobre hielo

con PBS trio 3 veces y fueron lisadas con una soluci6n tamp6n de lisis (PBS  , Triton x-

100   1%,   PMSF   1   mM,   inhibidores  de  proteasas:   aprotinina   1   JIM,   antipaina   1   HM,

leupeptina  1  HM,  pepstatina  1  prM)  durante  1  h  a 4°C.  Luego  el  lisado  se centrifug6  a

14.000  rpm  a  4°C  durante   10  min  para  la  precipitaci6n  de  los  nilcleos  celulares.

Posteriormente  al  sobrenadante  se  agreg6  una  soluci6n  tamp6n  de  carga  (glicerol,

Tris,  SDS,  P-mercaptoetanol,  azul  de  bromofenol)  y se  hirvi6  por 5  min.  Las  muestras

eran cargadas inmediatamente o bien eran almacenadas a -20°C.

2.3.2 Electroforesis de Droteinas en aeles de Doliacrilamida-SOS

Las muestras obtenidas fueron cargadas en gel de poliacrilamida-SDS.  Para la

detecci6n de LRP end6geno y de los minireceptores de LRP se utilizaron geles al 6%,

para  la  detecci6n  de  SNX17  end6gena  se  usaron  geles al  10%,  mientras  que  para  la

detecci6n  de  pr-1B  y y-adaptina  se  utiliz6  un  gel  en  gradiente  5%-15%.  Las  muestras

eran cargadas junto con un estandar de peso molecular.  Para la electroforesis del gel

se  utiliz6  una  soluci6n  tamp6n  Tris  250  mM,  glicina  2  M,  SDS  10%  y fue  realizada  a

1 00 mv.
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2.3.3 Transferencia a membrana

Las protelnas del  gel  de poliacrilamida fueron transferidas a  una membrana  de

PVDF,  previamente  activada  en  metanol  Merck,  en  un  sistema  de transferencia  Bio-

Rad®.   Las  proteinas  de  bajo   peso  molecular  se  transfirieron  a   1   A  durante  2  h,

mientras que   proteinas  de alto  peso molecular fueron transferidas a 350 rnA durante

toda  la  noche.  La transferencia fue  realizada  a 4°C y se  utiliz6 como soluci6n tamp6n

Tris 250 mM, glicina 2 M y metanol 20%.

2.3.4 lncubaci6n con anticuerDos

Una   vez   terminada    la   transferencia,    se   dejaba   secar   la    membrana    a

temperatura ambiente y luego era activada en  metanol antes de ser incubada con los

anticuerpos.  Estos fueron  incubados  en  PBS  ,  leche  3%  o  5%  y Tween-20  0,05%  o

0,1%.  Los anticuerpos primarios fueron incubados durante toda la noche en balancin a

4°C  y  los  secundarios  a  temperatura  ambiente  por  2  h.   Para  la  detecci6n  de  los

minireceptores  se  utiliz6  anti-HA monoclonal  con  una diluci6n  1:100 y anticuerpo  anti-

rat6n-HRP  1:5.000.  Para  la  detecci6n  de  LRP  y  SNX17  end6geno  se  utiliz6  anti-LRP

policlonal  1 :1000 y  anti-SNX17  policlonal  1 :3.000,  respectivamente  y como secundario

se  utiliz6  anti-conejo-HRP   1:10.000.   Para  la  detecci6n  de  u-1B-HA  y  y-adaptina  se

usaron los anticuerpos anti-HA monoclonal (Babco)  1 :500 y anti-y-adaptina monoclonal

1:150.  Despues  de  cada  incubaci6n  con  los  anticuerpos  la  membrana  era  lavada  con

PBS-Tween-20  0,05%  o  0,1%  por 3 veces durante  5  min  en  agitaci6n.  Finalmente,  la

membrana fue revelada con el sistema ECL (E/ectro Chemo Lum/.n/.scence).
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2.3.5 Sfnfroincr de membranas

Una vez que la membrana  habia sido  incubada con  un anticuerpo determinado

y revelada  en  placa,  esta  podia ser nuevamente  incubada  con  otro  anticuerpo.  Para

ello  se  realizaba  un  sfr7.pp/.ng  de  la  membrana,  en  el  cual  se  lavaba  la  membrana

utilizada  en  el  revelado  con  PBS-Tween-20  0,1%  durante  20  min  por  2  veces  en

balancin,  Iuego  un  lavado  con  PBS  de  10  min  y  posteriormente  una  incubaci6n  con

citrato de sodio 0,1  M  pH  3,0 durante  1  h  en agitaci6n fuerte a temperatura ambiente.

Luego la membrana era lavada nuevamente con PBS por 10 min y finalmente incubada

en soluci6n de bloqueo para nuevamente ser incubada con un anticuerpo.

2.4 InmunoDreciDitaci6n de celulas marcadas metab6licamente

Las c6lulas fueron sembradas a una densidad de 250.000 celulas por pocillo en

una placa de 6 pocillos,  de modo que el dia de la marcaci6n estuviesen entre 60 y 80

%  confluentes.  AI  dia  siguiente  se  inici6  el  ensayo,  primero  se  realiz6  una  depleci6n,

donde  las  celulas  fueron  lavadas  una  vez  con  PBSc  (PBS  ,  Cac121,3  mM,  Mgc121

mM) y una vez con  medio de depleci6n tibio  (DMEM sin  metionina-cisteina).  Luego se

incubaron dos veces por 20 min en el mismo medio a 37°C y posteriormente se realiz6

la  marcaci6n:  se  prepar6  el  medio  de  marca  DMEM  sin  metionina-cisteina  con  200

LLci/ml de [35]S-met-cis . A cada pocillo se agreg6 700 Ill equivalentes a  140 pci/pocillo

y se  incub6  a  37°C en  incubadora  por 4  h.  Despu6s  de  la  marcaci6n,  las  c6lulas se

lavaron  dos veces con  PBSc frio  y luego se  realiz6  Ia  lisis  celular incubando  con  700

Ill/pocillo  de  soluci6n  tamp6n  de  lisis  (PBS,  Trit6n  x-1001%)  fria  con  inhibidores  de

proteasas en balancin por 1  h a 4°C. Luego el lisado fue centrifugado a 4°C por 5 min a
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14.000  rpm.  Al  sobrenadante  se  agreg6  500  Hl  de  soluci6n  HA  mix  (PBS,  Cac12 0,5

mM,  Mgc121   mM,  SDS  10%,  Trit6n  x-1001%,  BSA  0,25%)  y  60  Hl  de  proteina  A-

agarosa,  se  incub6  par 2  h  a  4°C  en  balancin  y  se  centrifug6  5  min  a  14.000  rpm.

Luego  se  agreg6  al  sobrenadante  30  prl  de anticuerpo  monoclonal  HA y  se  incub6 en

balancin  toda   la   noche   a  4°C   para   permitir  la  formaci6n   del   complejo   antigeno-

anticuerpo.  Luego  se  agreg6  a  cada  tubo  60  Hl  de  resina  proteina  A-agarosa  y  se

incub6 en balancin a 4°C por 2 h.  Posteriormente se realizaron los lavados de la resina

con  1  ml de HA mix dos veces y con PBSc 2 veces.  Finalmente se agregaron 30 ul de

soluci6n tamp6n de carga  ,  se agit6 en v6rtex y se hirvi6 5 min.  Luego se centrifug6 3

min a 14.000 rpm y se procedi6 a cargar en gel de poliacrilamida al 6%.

Una  vez  que  finaliz6  la  corrida  del  gel,  6ste  fue  fijado  30  min  con  agitaci6n

suave en soluci6n de fijaci6n (isopropanol 50%,  acido tricloroacetico  10%) y fue puesto

a  secar  en  secador  Bio-Rad®  sobre  papel  Wathman  durante  2  h  a  80°C.  Una  vez

secos,  los geles fueron expuestos en placas sensibles a la radiaci6n a i}0°C hasta el

momento del revelado.

2.5 Biotinilaci6n

Se  sembraron  200.000  c6lulas  sobre  filtros  de  policarbonato  de  24  mm  de

diametro,  a los cuales se les fue midiendo dia a dia la re§istencia transepitelial con un

par   de   electrodos   de    marca    EVOM    Epithelial   Voltohmmeter   0/Vorld    Precision

Instruments,   EE.UU.).   C6lulas   MDCK  fueron   procesadas   cuando   alcanzaron   una

resistencia de 250-300 Ohm/cm2, mientras que c6lulas FRT fueron procesadas cuando

alcanzaron  una  resistencia  de  1500-2000  Ohm/cm2.  Todo  el  ensayo  fue  realizado  a
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4°C,  las  c6lulas fueron  lavadas  con  PBSc 3  veces de 5  min  cada  una  en  balancin  y

luego fueron  incubadas con  Sulfo-NHS-LC-Biotina 0,5  mg/ml  en  la  misma  soluci6n  de

lavado,  por  30  min  2  veces  en  balancin,  utilizando  una  nueva  diluci6n  de  biotina  la

segunda vez.  Luego los filtros fueron lavados con NH4Cl 50 mM en PBSc por 20 min 2

veces,  en  balancin  y  finalmente  con  PBS  durante  10  min.  Luego,  los  filtros  fueron

cortados  y  dispuestos  en  tubos  eppendorf  para  ser  lisados  con  1   ml  de  soluci6n

tamp6n de lisis SA ITris pH 8,0 20 mM,  Nacl  150 mM,  EDTA pH 8,0 5 mM,  BSA 0,2%,

Trit6n  x-1001%,  inhibidores  de  proteasas)  durante  1  h  en  balancin,  con  agitaci6n  en

v6rtex  ocasionalmente.  Luego  el  lisado  fue  traspasado  a  otro  tubo  y  se  centrifug6  a

14.000  rpm  por  10  min.  Al sobrenadante se  agregaron 40  prl  de  SDS  10%  y 60  ul  de

resina  estreptoavidina  y  los  tubos  se  dejaron  en   balancin  toda   la   noche   a  4°C.

Posteriormente  se  realiz6  el  lavado  de  la  resina  que tiene  unida  las  proteinas  de  la

superficie celular que lograron unir biotina.  Este con§isti6 en consecutivos lavados de 1

ml,  centrifugando  cada vez,  con  soluci6n  HA  mix,  soluci6n  Tp  11  ITris  pH  8,0  20  mM,

Nacl  150 mM,  EDTA pH  8,0 5 mM,  BSA 0,2°/o,  SDS 0,1%) soluci6n Tp Ill  ITris pH  8,0

20 mM, Nacl 500 mM,  EDTA pH 8,0 5 mM,  BSA 0,2%) y soluci6n Tp lv (Tris pH 8,0 50

mM).  Finalmente se agregaron 30 Hl de soluci6n tampon de carga,  se hirvi6 por 5 min,

se centrifug6 a 1.000 rpm y se procedi6 a cal.gar en gel de poliacrilamida al 6%.
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2.6 lnmunofluorescencia

2.6.1  Inmunofluorescencia de celulas MDCK v FRT

Se sembraron  100.000 c6lulas  MDCK y FRT sobre cubreobjetos en  placas de

24  pocillos  por  34  dias  y  24  h  antes  del  experimento  se  indujo  la  expresi6n  del

receptor  con  butirato  de  sodio  2  mM.  Para  lavar  las  celulas  se  utiliz6  PBS  Cac[2  0,1

mM,  Mgc12  1  mM.  Las c6Iulas se fijaron con  paraformaldehido 2%  para celulas MDCK

y 4%  para  celulas  FRT,  durante 20  min  a temperatura  ambiente,  Posteriormente  las

celu[as  se   permeabilizaron   con  Triton   x-100   0,2%   durante   10  min   a  temperatura

ambiente   y   se   bloquearon   con   PBS-gelatina   0,2%   durante   1   h.   Se   incub6   con

anticuerpo primario, diluido en soluci6n de bloqueo, en camara hdmeda durante toda la

noche  a  4°C.   Luego  las  c6lulas  fueron   lavadas  3  veces  en   PBS-gelatina  0,2%  e

incubados  con  anticuerpo  secundario  30  min  a  37°C.  Nuevamente  se  realizaron  los

lavados y finalmente los cubreobj.etos con la§ c6Iulas se montaron sobre el portaobjeto

con  una  interfase de gelvatol  (20 g  de polivinilalcohol,  40  ml  de glicerina,  DABCO  0,1

g/ml,  azida  0,1%,  80  ml  PBS  pH  7,4)  y secados  a  65  °C  durante  20  min  en  camara

Seca.

2.6.2 lnmunofluorescencia de neuronas de hiDocamDo

Neuronas de Hipocampo fueron sembradas sobre cubreobj.etos en placas de 35

mm  por 4-7 dias en  medio  N-2.  Todas  las soluciones se utilizaron  a 37°C.  Para  lavar

las  celulas  se  utiliz6  PBS  filtrado,  con  lavados  de  5  min  por 3  veces.  Las  c6lulas  se

fijaron con paraformaldehido 4%-sacarosa 4% durante 20 min a temperatura ambiente



41

y luego se lavaron 4 veces con  PBS.  Para observar el minireceptor en el  interior de la

celula,   6stas   se   permeabilizaron   con   PBS-Trit6n   x-100   0,2%   durante   5   min   a

temperatura ambiente.  Luego,  §e lavaron con PBS 5 min por 3 veces y se bloquearon

con  PBS-BSA  5°/a  durante  1   h  a  temperatura  ambiente.  Se  incub6  con  anticuerpo

primario  diluido  en  PBS-BSA  1%,  en  camara  hdmeda  durante   1   h  a  temperatura

ambiente  o  toda  la  noche  a  4°C.   Luego  los  cubreobjetos  fueron  lavados  en  PBS

durante 5 min por 3 veces e incubados con anticuerpo secundario diluido en PBS-BSA

1%, durante 1  h a temperatura ambiente. Nuevamente se realizaron 3 lavados de 5 min

cada  uno  con  PBS  y finalmente  los  cubreobjetos  con  las  c6lulas  se  montaron  sobre

una gota de gelvatol con las c6liilas hacia abajo. Se dej6 secar a temperatura ambiente

en oscuridad.  Para visualizar el minireceptor en la superficie celular,  las celulas fueron

incubadas con  el  primer anticuerpo  primario seguido  por el  secundario conjugado  con

un   fluor6foro   antes   de   la   permeabilizaci6n.   Luego,   para   observar   las   proteinas

intracelulares,  las  c6lulas  fueron  incubadas  con  Trit6n  x-100  y  posteriormente  fueron

incubadas  con  el  segundo  anticuerpo  primario  seguido  por  el  secundario  conjugado

con otro fluor6foro.

2.9 Microinveccich

C6lulas  MDCK se sembraron en  cubreobjetos en  placa de 24 pocillos y se les

dej6  crecer  durante  4  dias  ha§ta  alcanzar  confluencia.  Las  microinyecciones  fueron

realizadas  en  los  nt]cleos  celulares  utilizando  capilares  de  vidrio  y  un  microinyector

Eppendorf  Transjector  5246  montado  sobre  un  microscopio  invertido  Zeiss  Axiovert

S100.  Las  c6lulas fueron  microinyectadas en  medio  DMEM  Hepes 20  mM,  SFB  10%.

La concentraci6n de DNA microinyectada en los ndcleos celulares consisti6 en 50 ng/ul
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de  los  minireceptores de  LRP.100  ng/prl  de  RAP,  y  30  ng/prl  de  PKD  isoforma  1   DN,

diluidos en soluci6n tamp6n de microinyecci6n  (Hepes  10 mM,  HKcl  140 mM,  pH 7,4).

La  mezcla fue centrifugada a  14.000 rpm durante  15  min  a 4°C.  Luego de realizada  la

microinyecci6n,  se  incubaron  las  celulas  a  37°C  durante  1  h  en  el  mismo  medio  de

microinyecci6n,   para  permitir  la  sintesis  del   DNA.   Luego  se  le  adicion6   al   medio

cicloheximida  100  pug/ml  para  la  detenci6n  de  la  sintesis,  y  se  llevaron  las  celulas  a

20°C durante 2,5 h para permitir la acumulaci6n de las proteinas en TGN.  Finalmente,

las c6lulas fueron incubadas nuevamente a 37°C por 3 h para permitir la salida del total

de proteinas acumuladas.  Luego se procedi6 a realizar la lF:  Ias celulas fueron lavadas

con  PBS  Cac12  0,1  mM,  Mgc12  1  mM  frio  y  fijadas  con  paraformaldehido 4%  por  30

min.  Luego,  las  celulas  sin  permeabilizar,  fueron  incubadas  con  anticuerpo  policlonal

de conejo anti-HA  por 30  min  y luego fueron  lavadas dos veces  par 5  min  con  PBS.

Posteriormente, Ias c6lulas fueron nuevamente fijadas en paraformaldehido 4% por 15

min y permeabilizadas con Tx-100 por 10 min.  Luego fueron incubadas con anticuerpo

policlonal  de pollo anti-HA por 30 min.  La  localizaci6n apical de los minireceptores fue

detectada con los anticuerpos secundarios anti-conejo conjugados con Alexa 488 o con

Alexa 555  (ambos hechos en cabra).  La  localizaci6n  intracelular y/o  ba§olateral de los

minireceptores fue detectada con anticuerpo anti-pollo-Alexa 594 (hecho en cabra).

2.10 Co-inmunol3reciDitaci6n

Celulas MDCK fueron sembradas en una pl.aca de  100 mm hasta confluencia, y

se indujo con butirato de sodio 2 mM el dia anterior al experimento.
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Las celulas fueron retiradas de la placa con un raspador de goma en PBS y se

centrifugaron  a  1.000 rpm  por 8 min.  El  precipitado celular fue resuspendido en 800 prl

de una soluci6n tamp6n de lisis (Tris 20 mM,  NP40 0,5%,  Nacl  100 mM,  EDTA 1  mM,

Na2V04  1   mM,  NaF  1  mM,  inhibidores  de  proteasas,  acido  okadaico  250  ng/ml,  pH

7,4).  Las c6lulas fueron pasadas  por jeringa y lisadas durante 20 min  en  hielo.  Luego,

se centrifug6 el lisado a 9.700 rpm durante 3 min para eliminar los ntlcleos. A 400 prl del

sobrenadante se le agreg6 anticuerpo anti-LRP RRR policlonal  10 pug y a los otros 400

prl  se  agreg6  como  anticuerpo  no  relacionado  10  Hg  de  un  anticuerpo  policlonal  que

reconoce la cola de Megalina. Se incub6 por 2 h a 4°C en balancin.

A continuaci6n se agregaron 40 ul de proteina A-agarosa y se dej6 incubando

durante   1,5  h.  Se  centrifug6  a   14.000  rpm  por  1   min.   Finalmente,   se  lavaron  las

muestras  con   800   prl  de  soluci6n  tamp6n  de  lisis  3  veces  a   casi   sequedad,   se

resuspendi6 el precipitado en 25 Hl de soluci6n tamp6n de carga, se hirvieron 5 min, se

centrifugaron a  1.000 rpm y se procedi6 a cargar en  un gel de poliacrilamida hecho en

gradiente entre el 5% y 15% para analizar las muestras por WB.

3.  MicroscoDia

3.1  MicroscoDfa de eDifluorescencia

Las    mue§tras    constituidas    por   celulas    MDCK   y    FRT    crecidas    en    los

cubreobjetos fueron observadas en un microscopio invertido de epifluorescencia Zeiss

Axiophot,  con  un  objetivo  de  inmersi6n  63X y fotografiadas  con  una  camara Axiocam

(14 bits;  1300xl030  pixeles) exposici6n  entre 500 y 2.000  milisegundos,  evitando  una
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saturaci6n  de  la  sefial.  Las  imagenes  de  fluorescencia  digital  fueron  transferidas  al

computador utilizando el programa Axiovision 5.0.

3.2 MicroscoDia confocal

Las  muestras  constituidas  por  c6Iulas  MDCK  fueron  observadas  y  analizadas

con un microscopio invertido (Carl Zeiss Axiovert 35M) equipado con epifluorescencia y

fotografiadas   usando  un   objetivo  63X   (Carl   Zeiss)   usando   el   programa  Axiovision

(versi6n  3.0.6).  Las  muestras  constituidas  por  neuronas  de  hipocampo  crecidas  en

cubreobjetos  fueron  observadas  y  analizadas  usando  un  microscopio  confocal  (Carl

Zeiss Axiovert 200M  LSM  5)  utilizando  un  objetivo  63X y en  algunos  casos  el  objetivo

100X.    Secciones    del    plano    X-Y    de    0,5    Hm    de    espesor   fueron    colectadas

secuencialmente,   con  una  resoluci6n  de  1024xl024.  Se  utiliz6  el  programa  LSM  5

Pascal.



RESULTADOS

1.   Estudio  de   la  distribuci6n   intracelular  de  los  distintos   minireceDtores  en   c6lulas

Dolarizadas

1.1  Distribuci6n intracelular de los minireceDtores en celulas MDCK

La    distribuci6n    subcelular    en    el    estado    estacionario    de    los    distintos

minireceptores     en     c6lulas     MDCK    fue    analizada    mediante    la§    tecnicas    de

inmunofluorescencia  indirecta  (lF) y biotinilaci6n selectiva.  Se cheque6 que las c6lulas

biotiniladas  estuvieran  correctamente  polarizadas  mediante  la  distribuci6n  basolateral

de un  marcador basolateral end6geno,  E-cadherina  (datos  no mostrados) y se realiz6

Ia cuantificaci6n de la localizaci6n obtenida para cada minireceptor.

El   minireceptor  wt   (mLRP4)   fue   encontrado   exclusivamente   en   el   dominio

basolateral.  Por  lF  se  pudo  observar tinci6n  positiva  de  la  membrana  basolateral  en

celulas  permeabilizadas,  la  cual  se  distingue  por  un  patr6n  tipico  de  tinci6n  de  los

bordes de la c6lula.  Por biotinilaci6n este mjnireceptor se localiz6 exclusivamente en el

dominio  basolateral,  con  un  92%  localizado  en  esta  superficie.  Estos  resultados  se

muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Localizaci6n de[ mihireceptor wl en ce[u[as lv]DCK.
A. IF de c6lulas MDCK transfectadas establemente con el minireceptor wt, donde no se
observa presencia del receptor en la superficie apical en celulas sin permeabilizar (-P),
mientras   que   en   celulas   permeabilizadas   (+P)   se   observa   el   minireceptor  en   la
membrana ba§olateral, dado par un patr6n tipico de tinci6n de bordes de la celula.  En
todas  las  lF,   para  ver  el  minireceptor,  se  utiliz6  como  anticuerpo  pn.mario  anti-HA
policlonal  1:500  y  como  secundario  anti-conejo Alexa  5941:1.000.  8.  Biotinilaci6n  de
estas  mismas  celulas  muestra  que  el  minireceptor  wt,   a  nivel  de  superficie,   esta
localizado   casi   exclusivamente   en   el   dominio   basolateral   (92%).    Las   muestras
biotiniladas fueron incubadas con anticuerpo monoclonal anti-HA 1 :200 toda la noche a
4°C,  y  coma  anticuerpo  secundario  anti-rat6n  HRP  1:5.000  por  2h  a  temperatura
ambiente.  Barras= 10 irm.
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La  localizaci6n  de  este  minireceptor  wt  result6  ser  entonces  similar  a  la  del

receptor LRP end6geno en estas celulas (Marzolo y cols., 2003).

Existen  en  el  dominio  citos6lico  del  LRP  varies  putativos  sitios  de  destinaci6n

basolateral  (ver figura 4),  entre  los  cuales destacan  dos  motivos  basados  en tirosina

del  tipo  NPxY,  un  motivo  Yxxdy,  en  el  que  la  tirosina  es  compartida  con  el  segundo

motivo  NPxY,  dos  motivos  de  LL  y  algunos  aminoacidos  cargados  negativamente

cercanos  a  las tirosinas,  del tipo  DD,  que  se  han visto  involucrados  en  la destinaci6n

basolateral  del  receptor  de  LDL  (Matter  y  cols.,   1994).   Es  por  ello  que  se  decidi6

analizar la  contribuci6n  de  cada  uno  de  estos  motivos  en  la  distribuci6n  del  receptor,

tran§fectando   los   plasmidios   correspondientes   generados   por   mutag6nesis   sitio

dirigida.

El  minireceptor  N26A,  con  mutaci6n  en  el  primer  motivo  NPxY,  present6  una

distribuci6n  mss  bien  intracelular,  donde  por  lF  en  c6lulas  sin  permeabilizar  no  se

observ6  marca  positiva  y mientras que en celulas  permeabilizadas  no  se observaron

bordes celulares sino que una fuerte tinci6n vesicular tipo endosomal.  Estos resultados

fueron  confirmados  mediante  biotinilaci6n,  donde  no  se  observ6  el  minireceptor en  la

superficie   celular   en   el   e§tado   estacionario   (promedio   de   3   experimentos,    no

mostrados)    (Figura    6A).    Sorprendentemente,    al    analizar    la    localizaci6n    del

minireceptor  Y29A,   donde  tambien  se  destruye  el   motivo   NPxY,   mediante   IF  se

observ6 que se distribuye de manera importante en la superficie apical de celulas sin

permeabilizar,  mientras que en celulas permeabilizadas no se observ6 su localizaci6n

en la membrana basolateral. Mediante biotinilaci6n su localizaci6n fue en el polo apical.

Esta mutaci6n dnica entonces revirti6 la polaridad de LRP,  implicando que este motivo

seria clave en la localizaci6n basolateral (Figura 68).
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Figura 6. Loca]izaci6n de [os minireceptores N26A y Y29A en ce]ulas MDCK.
IF y biotinilaci6n  de c6Iulas  MDCK transfectadas establemente con  los  minireceptores
indicados.  A.  Se observa que el minireceptor N26A no esta  presente  en  la superficie
apical de celulas sin permeabilizar (-P),  ni en los bordes de la celula en  una condici6n
con    permeabilizaci6n    (+P),   sino   que   se   localiza   principalmente   en   estructuras
intracelulares.   Estos  dates  fueron  confirmados  mediante  llna  biotinilaci6n  de  estas
mismas  celulas,  donde  no  se  observa  la  presencia  del  receptor  ni  en  ]a  superficie
apical ni basolateral.  Se muestra la expresi6n del clon utilizado ITotal),  la presencia de
las  c6lulas  y  la  correcta  polarizaci6n  de  la  muestra  utilizada  mediante  la  proteina
basolateral    end6gena    E-cadherina.     8.     Localizaci6n    principalmente    apical    del
minireceptor Y29A, donde mediante lF se observa una importante marca en c6Iulas sin
permeabilizar  (-P)  y  una  ausencia  de  tinci6n  de  bordes  celulares  (+P),  lo  cual  fue
confirmado par biotinilaci6n, encontfandose un 88% del total del receptor de superfjcie
en el dominio apical. Barras= 10 prm.
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El minireceptor DD38,39AA present6 una distribuci6n principalmente basolateral

mediante biotinilaci6n, con un 80% del  receptor que se encuentra localizado a nivel de

la membrana plasmatica en la superricie basolateral versus un 20% del receptor en la

superficie apical.  Mediante IF fue posible distinguir una marca pequefia de receptor en

la superficie  apical  en  c6lulas  sin  permeabilizar  (Figura  7A),  mientras  que  en  c6Iulas

permeabilizadas   se    lograron   ver   bordes.    S6lo   se   muestra    la    localizaci6n    del

minireceptor en  c6lulas sin permeabilizar,  pues es esta  condici6n  la que da cuenta de

un  cambio  en  el  fenotipo  en  comparaci6n  con  el  minireceptor wt  (Io  mismo  para  las

siguientes figuras 8 y 9).  Par lo tanto,  esto sugiere que estos dos residuos asparticos

podrian  contribuir a  la  localizaci6n  del  receptor,  posiblemente  dada  por la  tirosina  en

posici6n  29  del  primer  NPxY.   El  minireceptor  LL43,44AA  present6  una  distribuci6n

basolateral igual que el minireceptor wt, tanto por IF, donde no se observa la presencia

del  receptor en  la  superficie  apical,  como  por  biotinilaci6n  (Figura  78).  Por  lo  tanto,

este motivo de dileucinas proximal no tiene relevancia en la destinaci6n final del LRP.



50

-P

DD38,39M

200/a     80%

Ap81

=rfu=,

10/a       99%

Figura 7.  Loca[izaci6n de los minireceptores DD38,39AA y LL43,44AA en c6]u[as
MOCK.
IF y biotinilaci6n  de  c6Iulas  MDCK transfectadas establemente con  los  minireceptores
indicados.  A.  Se  observa  que  el  mLRP4  DD38,39AA se  localiza  principalmente  en  la
membrana basolateral  (80%)  aunque tambi6n se observa  una  presencia  menor en  la
superficie apical (20%) por biotinilaci6n, como en celulas sin permeabilizar mediante IF.
8.  En  cambio,  el  mLRP4  LL43,44AA tiene  una  localizaci6n  basolateral  al  igual  que el
minireceptor wt. Barras= 10 prl.
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Luego  se  analiz6  la  localizaci6n  de  los  minireceptores  con  mutaciones  en  el

segundo motivo NPxY, que se encuentran en la mitad distal del dominio citoplasmatico

del    LRP.    Primero   se   analiz6   la   distribuci6n   del   minireceptor   con    la    mutaci6n

correspondiente a la tirosina, dada la importancia que este aminoacido confiere para la

endocitosis de este minireceptor (Bu y cols.I  2000).  EI minireceptor Y63A presents una

localizaci6n  no  polarizada,  encontrandose  tanto  en  la  superficie  apical  y  ba§olateral

mediante  lF  y  biotinilaci6n  (Figura  8A).  Dado  que  esta  tirosina  esta  contenida  en  un

motivo  consenso  NPxY  que  se  solapa  con  el  motivo  YATL,  se  decidi6  analizar  la

localizaci6n  de  los  minireceptores  con  las  mutaciones  en  N60A y  L66A  de  forma  de

dilucidar  en  cual  de  estos  dos  motivos  podria  estar  participando.  La  distribuci6n  de

mLRP4  N60A  fue  principalmente  basolateral  mediante  lF  y  biotinilaci6n,   no  asi  el

minireceptor  mLRP4  L66A,  que  present6  una  distribuci6n  mss  bien  no  polarizada,

encontrando  una  importante  tinci6n  apical  y  basolateral  por  IF  y  biotinilaci6n  (Figura

88).   Este   resultado   muestra   que   el   segundo   motivo   NPxY   no   participa   en   la

localizaci6n basolateral del  LRP,  sino que seria el mismo motivo de endocitosis,  YATL

el que tendria un papel en esta distribuci6n.
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Figura  8.  Loca]izaci6n  de  ]os  minireceptores  Y63A,  N60A  y  L66A  en  c6lulas
IVIDCK.

IF y biotinilaci6n  de c6Iulas MDCK transfectadas establemente con  los  minireceptores
indicados.  A.  Se  observa  que  el  mLRP4  Y63A  se  encuentra  localizado  tanto  en  la
superficie  apical  como  basolateral,   mediante  lF  y  biotinilaci6n.   8.   Este  residuo  de
tirosina  estaria  inserto  dentro  del  motivo  Yxx¢  (YATL)  y  no  dentro  del  motivo  NPxY
(NPVY),   puesto  que  al  encontrarse  mutado  el  residuo  L66  se  observa  el   mismo
fenotipo  que  para  Y63A,  no  asi  al  mutar el  residuo  N60,  donde  no  se  observa  una
localizaci6n apical, sino mas bien basolateral. Barras= 10 prm.
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Luego  se  decidi6  analizar  la  contribuci6n  en  la   informaci6n  de  destinaci6n

basolateral del principal sitio de fosforilaci6n del receptor (Li y cols., 2000),  siendo este

el  aminoacido  serina  76.   EI  minireceptor  mLRP4  S76A  result6  estar  localizado  de

manera restringida en el dominio basolateral,  Io cual se observ6 claramente mediante

lF y biotinilaci6n  (Figura 9).  Finalmente,  se analiz6 el  motivo dileucinas  ubicado en  la

posici6n  86-87  en  la  cola  citoplasmatica  del  receptor.  El  mLRP4  LL86,87AA    result6

estar distribuido de  manera  no  polarizada  en  la  membrana  celular,  siendo encontrado

de manera importante en la superficie apical y ba§olateral,  Io cual pudo ser confirmado

tanto  por lF como  por biotinilaci6n  (Figura 9).  Esto estaria sugiriendo que este  motivo

aminoacidico tendria  una  contribuci6n  en  la  localizaci6n  del  receptor.  Para  estudiar si

este  fenotipo  en  el  cambio  de  distribuci6n  del  LRP  podria  volverse  mss  drastico,  se

utiliz6  el   minireceptor  Y63A,LL86,87AA,   el  que  posee  una  doble   mutaci6n  en   los

motivos  NPxY  y  dileucina  distales.  EI  mLRP4  Y63A,LL86,87AA  result6  ser  tambi6n

distribuido  de  manera  no  polarizada  (Figura  9),  al  igual  que  los  minireceptores  con

ambas   mutaciones   realizadas   de   manera   independiente.   Esto   indica   que   ambos

motivos,   el   NPxY   y   dileucina   distales,   acttlan   de   manera   independiente   en   la

destinaci6n  del  LRP,  puesto que al  mutar ambos motivos  por separado y de  manera

conjunta se obtuvo indistintamente el mismo cambio en  la distribuci6n del  receptor.  Lo

anterior sugiere que ambos motivos aminoacidicos podrian estar formando parte de un

dnico  motivo  que  los  integra  a  ambos  en  conjunto  o  la  existencia  de  un  mecanismo

mss complejo en el reconocimiento de sefiales de destinaci6n.
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Fjgura 9. Loca]izaci6n de los miniTeceptores S76A, LL86,87AA y Y63A,LL86,87AA
en celulas MDCK.
IF y biotinilaci6n de c6Iulas  MDCK transfectadas establemente con  los  minireceptores
indicados.   Se   observa   que   el   mLRP4  S76A  a   nivel   de  superficie   se   encuentra
localizado exclusivamente en  la superficie basolateral,  al  igual  que  el  minireceptor wt,
par tanto este residuo aminoacidico no tendria relevancia en la destinaci6n del LRP. En
cambio  los  minireceptores  con  el  motivo  dileucinas  mutado  y  la  doble  mutante  para
este  motivo  dileucina§  y  el  residuo Y63 se  encontr6  localizado tanto  en  la  superficie
apical como basolateral, mediante lF y biotinilaci6n. Barras= 10 prm.
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1,2 Distribuci6n intracelu[ar de los mjnireceptores€n c6lulas FRT

Las  c6lulas  FRT  presentan  algunas  diferencias  importantes  en  la  localizaci6n

especifica  de  proteinas  de  membrana  cuando  son  comparadas  con  c6lulas  MDCK

(Zurzolo  y  cols.,  2002).  Sin  embargo,  Ia  localizaci6n  polarizada  de  la  mayor  parte  de

proteinas transmembrana basolaterales es conservada entre celulas FRT, par lo tanto,

es  probable  que  estas  c6lulas  reconozcan  sefiales  basolaterales  citos6licas  al  igual

que  como  lo  hacen  las  c6Iulas  MDCK.   Por  ejemplo,   la  localizaci6n  basolateral  del

receptor de neurotrofina humano p75 esta mediada por una sefial discreta basada en

un  residuo  de tirosina que  es  igualmente  reconocido tanto  por MDCK  como  por  FRT

(Lipardi y cols.,  2002).  Sin  embargo.  Ia  polaridad  de  muchas  proteinas apicales  no  es

conservada    en    FRT,    sugiriendo    que    ellas    tienen    diferentes    mecanismos    de

segregaci6n,     como    ocurre    con     la     proteina    del     prion     que    tiene     un    tallo

glicosilfosfatidilinositol (Samataro y cols., 2002).

Sobre la base de lo mencionado anteriormente, se decidi6 estudiar si las c6lulas

FRT   eran   capaces   de   reconocer,   de   igual   manera   que   las   c6lulas   MDCK,   la

informact6n  contenida en  el  minireceptor wi y con  las  mutaciones  en  el  primer motivo

NPxY, el cual  result6 contener el residuo tirosina critico para la localizaci6n basolateral

en c6Iulas MDCK.

La distribuci6n de los minireceptores transfectados en e§ta§ celulas result6 ser,

en  general,  muy  similar  a  la  distribuci6n  que  presentaron  estos  minireceptores  en

c6lulas  MOCK  mediante  IF.  Asi  por ejemplo,  el  minireceptor wt  pre§ent6  una  notoria

localizaci6n basolateral,  la cual fue posible distinguir claramente.  No se observ6 tinci6n

positiva en  celulas sin  permeabilizar,  dando cuenta que la distribuci6n de  LRP estaba

restringida   principalmente   a   la   superficie   basolateral   de   la  celula.   El   minireceptor
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mLRP4  N26A se distribuy6 principalmente de  manera intracelular,  con  una importante

marca  en  estructuras  tipo  endosomas.   En  algunas  celulas  fue  posible  distinguir  la

presencia de la proteina en la membrana basolateral, sin embargo no fue comparable a

la  distribuci6n  que  pre§ent6  el  minireceptor  wt.   Finalmente,  el  minireceptor  mLRP4

Y29A en estas c6lulas tambien se localiz6 en el dominio apical,  al igual que ocurri6 en

celulas MDCK y en  ningtin caso fue posible distinguir la presencia de la proteina en la

membrana  basolateral en  ce]ulas  permeabilizadas.  La  localizaci6n  mediante  lF de  los

distintos minireceptores transfectados en celulas FRT se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. IF de c6Iulas FRT transfectadas estab[emente con [os minireceptores
de LRP wl y con fas mutaciones N26A y Y29A.
Representativas  imagenes  de  microscopia  de  epifluorescencia.  Se  mue§tran  c6lulas
sin permeabilizar (-P) y c6lulas permeabilizadas (+P) incubadas con anticuerpo anti-HA
policlonal  1:500 y anti-conejo Alexa  5941:1.000.  Se  observa  la  notoria  tinci6n  de  los
bordes  con  el  minireceptor wt,  la  clara  tinci6n  apical  con  el  minireceptor  Y29A  y  la
tinci6n intracelular para el minireceptor N26A.  Barras=10 Hm.
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Una  vez  analizada  la  distribuci6n  en  el  estado  estacionario  de  los  djstintos

minireceptores  transfectados  establemente  en  las  lineas  celulares  MDCK  y  FRT.  y
'

dado el  comportamiento similar en ambos tipos celulares que present6 el  minireceptor

con  la  mutaci6n  en  la  asparragina  26,  se  estudi6  su  localizaci6n  en  relaci6n  con  el

marcador antigeno-1  de endosoma temprano (EEA1 ).

Para ello se realiz6 una IF en celulas FRT y MDCK que expresan establemente

e[ minireceptor N26A. A modo de comparaci6n,  Ia lF tambien se realiz6 en celulas que

expresan el minireceptor wt. Tanto en celulas FRT como en c6lulas MDCK se observ6

una  colocalizaci6n  parcial  de  ambos  minireceptores  con  el  marcador  de  endosoma

temprano   EEA1   (Figura   11),   sin   embargo   esta   result6   ser  mas   notoria   para   el

minireceptor  N26A,   en   el   cual  fue   posible   distinguir  cuerpos  vesiculares   de   gran

tamafio,  parcialmente positivos para ambos marcadores, Ios cuales se pueden ver con

mas detalle en las regiones amplificadas para cada c6Iula.
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Figura  11.  Colocaljzaci6n  de  lee minlreeeptores wt y  N26A con  ®1  marcador de
endosoma tempraho EEAl on c6lulas FRT y MOCK.
Imagenes   representativas   de   microscopfa   de   epifluorescencia   muestran   c6lulas
permeabilizadas,   incubadas   con   anticuerpo   anti-HA   policlonal   1:500  junto   con   el
marcador  endosomal  temprano  anti-EEAl  monoclonal  1:50.  Se  observa  una  parcial
colocalizaci6n  de  los  minireceptores  con  anti-EEAl  en  ambos tipos  celulares,  siendo
mss notoria para el minireceptor N26A, donde se observan estructuras vesiculares de
mayor   tamaho.   Se   muestran   con   mayor   aumento   las   estructura8   endosomales,
correspondientes  a  las  regiones  delimitadas  en  blanco.  A.  C6lulas  FRT.  a.  C6Iulas
MDCK.  Barra= 10 qu.
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1.3 Distribuci6n intracelular de los minireceDtores en neuronas de hiDocamoo

La   distribuci6n   del   minireceptor  wt   en   celulas   permeabilizadas   result6   ser

somatodendritica,  con vesiculas restringidas exclusivamente a las dendritas y el soma

de las celulas, a las cuales se les hizo una tinci6n de MAP2 end6geno como control de

este  dominio.   No  se  observ6  la  presencia  de  la  proteina  en  el  ax6n  de  la  c6lula.

Cuando  se  decidi6  observar  cual  era  la  distribuci6n  que  presentaba  esta  proteina  a

nivel de la superficie celular,  se encontr6 que present6 la misma localizaci6n,  es decir,

el  minireceptor lleg6 a  la  superficie de  la  c6Iula  en  una  manera  restringida  al  dominio

somatodendritico.  Vemos  entonces que el  comportamiento de distribuci6n que  posee

este  minireceptor es  similar en  los tipos  ce[u]ares estudiados.  EI  minireceptor mLRP4

N26A en c6lulas permeabilizadas result6 estar localizado en vesiculas de gran tamafio

al  interior del soma y de algunas dendritas en  las c6lulas.  No se observ6 la pre§encia

de marca en el ax6n.  En celulas sin permeabilizar no se ve la presencia de la proteina

en la superficie celular (datos no mostrados).  Los resultados se muestran en la Figura

12.
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IHBH
Figura 12. IF de neuronas do hipocampo transfectadas con los minirec¢ptores de
LRP wt y con la mutac!6n N26A.
Imagenes  de  microscopla  confocal.  Se  muestran  celulas  permeabilizadas  (+P)  y  sin
permeabilizar (-P), en las que se observa una distribuci6n para el minireceptor wt tanto
en el soma como en las dendritas (indicadas por puntas de flecha),  mientras que para
el  minireceptor  N26A  se  puede  ver  en  mayor  aumento  una  localizaci6n  mss  bien
vesicular dentro del soma.  Las c6lulas fueron fijadas e incubadas con anticuerpo anti-
HA  policlonal  1 :800  y anti-conejo Alexa  4881:100.  Anticuerpo  monoclonal  anti-MAP2
fue usado 1 :100 y anti-rat6n Alexa 5681 :100. Bamas= 20 Lun.
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Dado  lo  interesante  que  result6  la  distn.buci6n  del  minireceptor  N26A,  y  para

descartar el  hecho de  una  marca negativa en  la superficie debido  a  una transfecci6n

negativa,  se  realiz6  un experimento  mss fino en el cual  las celulas transfectadas con

este  minireceptor fueron  incubadas  con  anticuerpo  policlonal  anti-HA  por fuera  de  la

c6lula,   es  decir,   antes  de  permeabilizar,  y  con  anticuerpo  monoclonal  anti-HA  por

dentro de la celula una vez que 6stas fueron permeabilizadas.  De esta manera ambas

marcas  pudieron  ser  visualizadas  de  manera  conjunta  para  una  misma  c6lula.  Se

observ6   que   aquellas   que   presentaron   llna   importante   marca   intracelular,    no

presentaban tinci6n  superficial.  Como  control  se  realiz6  Io  anterior en  conjunto con  el

minireceptor wt. Los resultados se muestran en la Figure 13.
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Figura 13. Distribucl6n intrac¢lular y superficial de los minireceptores de LRP wt
y con la mutaci6n N26A en noilronas do hipocampo.
Imagenes  de  microscopla  confocal.  IF que  muestra  en  celulas  sin  permeabilizar (-P)
incubadas  con  anti-HA  policlonal  y  anti-conejo Alexa  594  una  localizaci6n  superficial
para el  minireceptor wt y casi  nula  presencia del  minireceptor con  la  mutaci6n  en  N26
en la superficie. Luego, estas mismas celulas fueron permeabilizadas (+P) e incubadas
con   anti-LIA  monoclonal  y  anti-rat6n  Alexa  488  para  ver  la  marca   intracelular,   EI
resultado    muestra    que    efectivamente    ambas    celulas    estan    expresando    los
minireceptores transfectados. Barras= 10 iim.
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Al  analizar  la  expresi6n  del  minireceptor Y29A  en  neuronas  de  hipocampo  se

observ6  que   la  distribuci6n   jntracelular  en  celulas   permeabilizadas   result6  ser  no

polarizada,  con  una distribuci6n tanto somatodendritica como a lo largo del ax6n.  Esto

da  cuenta  de  la  importancia  de  este  residuo  de  tirosina  para  un  tfafico  polarizado

correcto de las vesiculas que llevan el minireceptor en el interior de la c6lula  neuronal.

Esto§ datos ademas concuerdan  con  lo  obtenido en  c6lulas  epiteliales,  en  las cuales

este  residuo de tirosina fue clave para la  correcta  localizaci6n  basolateral  de  LRP.  En

cambio,   en   neuronas   sin   permeabilizar   sorprendentemente   se   observ6   que   la

distribuci6n de este  minireceptor a nivel de  la membrana plasmatica  result6  estar s6lo

en  el  tercio  distal  del  ax6n  y  concentrada  en  el  cono  de  crecimiento.  Este  hecho

muestra   la   importancia  de  este  residuo  de  tirosina  en   el  fenotipo  de  distribuci6n

somatodendritica de LRP. En la Figura 14 se muestran las IF de c6lulas transfectadas

con el minireceptor Y29A en condiciones sin y con permeabilizaci6n.
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mLRP4 Y29A:

Figura 14. Exprosi6n del minirec®ptor Y29A on neuronas de hipocampo.
Se   observa   la   distribuci6n   intracelular   no   polarizada   del   minireceptor  en   c6lulas
permeabilizadas, con una distribuci6n tanto somatodendritica como a lo largo del ax6n.
En  oelulas  sin  pemeabilizar se  observ6  la  distribuci6n  superficial  del  minireceptor,  la
cual result6 interesantemente estar solo en el teroio distal del ax6n y concentrada en el
cone de orecimiento.  Se muestra en los insertos un aumento del soma y del cono de
crecimiento,  Barras= 100 iun.
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Para el caso de la expresi6n del minireceptor Y63A en neuronas de hipocampo,

6ste  present6  una  localizaci6n  no  polarizada,  tanto  a  nivel  intracelular  como  de  la

superficie   celular,   donde   se   observa   la   presencia   del   minireceptor   en   el   soma,

dendritas y ax6n en celulas permeabilizadas y no permeabilizadas. Por tanto, se puede

decir  que  el   residuo  aminoacldico  Y63  tambi6n   es   relevante   para   la   localizaci6n

correcta y somatodendritica del  LRP.  Sin  embargo,  la importancia de este aminoacido

en  la  informaci6n  de  distribuci6n  en  el  dominio somatodendritico  es  menor a  la  de  la

tirosina 29,  ya que con  la mutaci6n en  la tirosina 63 el  cambio de localizaci6n de LRP

fue  menos  dfastico.  Otro  minireceptor que  se  estudi6  fue  el  que  contenia  el  motivo

dileucina distal  mutado.  Este  minireceptor LL86,87AA tambi6n  result6 estar distribuido

a  lo  largo  de  toda  la  c6lula,  es  decir,  en  una  manera  no  polarizada,  tanto  a  nivel

intracelular  como  de  superficie.  Esto  indica  que  este  motivo  de  dileucinas  tambien

contribuye  en  la  correcta  localizaci6n  polarizada  de  LRP.  Los  resultados  anten.ores

sugieren la existencia de una compleja sefial de destinaci6n somatodendritica presente

en  la  regi6n  distal  del  dominio  citos6lico  del  LRP.  En  la  Figura  15  se  muestran  los

resultados  de  lF  correspondientes  a  los  minireceptores  conteniendo  las  mutaciones

que afectan los motivos distales de la cola citos6lica del LRP.
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anti-HA anti-MAP2 sobreposici6n

LL86,87AA:

Figure  15.  Expresi6n  de  los minlreceptoros Y63A y  LL86,87AA eh  neuronas  de
hipocampo.
Ambos  minireceptores  presentaron  una  localizact6n  no  polarizada,  tanto  de  manera
intracelular   como   a   nivel   de   superficie,   lo   cual   se   pudo   observar   en   celulas
permeabilizadas  (+P)  y  no  permeabilizadas  (-P),  respectivamente.  Se  distinguen  las
dendritas  (indicadas  por cabezas  de  flecha)  y  el  (Ios)  axones  (idicados  por flechas).
Barras= 20 Lrm.
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Con el fin de resumir los resultados obtenidos anteriormente,  a continuaci6n se

muestra  en  la  Tabla  3  Ios  motivos  aminoacidicos,  con  sus  respectivas  mutaciones

puntuales,   y   el   fenotipo   encontrado   correspondiente   a   los   tres   tipos   celulares

estudiados: celulas MDCK,  FRT y neuronas de hipocampo.

Tabla 3:  Resumen de la localizaci6n del minireceptor para las distintas mutaciones

puntuales en los motivos aminoacidicos presentes en la cola citos6lica del LRP.

Motivos de la mitad roximal A26PxY NPxA29 :I         ..     .`` At,A"

N26PTY29.........D38D39...L43L44.... lntracelular Apical/axonal Basolateral Basolateral

Motivos de la mitad distal I            A6oPxY I:````    .      ` YXXA66 SRHA76LAS

N/~,r\PVY63ATL66.......SRHS76LAS Basolateral No rvo Basolateral
•.....L86L87....E92DE„.... polarizado polarizado

A86A87 :-....l^,LA*?

No No
polarizado polarizado
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1.4 Estudio de la DarticiDaci6n del Primer motivo NPxY en la destinaci6n del LRP

Debido  al  fenotipo  de  distribuci6n  distinto  que  presentaron  los  minireceptores

con  las  mutaciones  en  la  asparragina 26 y tirosina 29  presentes en  el  primer motivo

NPxY,   se   quiso   determinar  en   qu6   etapa   del   tfafico   intracelular  del   LRP   estos

aminoacidos estarian siendo reconocidos y cumplirian un  papel.  Para esto se utiliz6 la

tecnica  de  microinyecci6n,  la  cual  permite  sincronizar  la  salida  de  las  proteinas  en

tfafico,  en  este  caso  de  cada  minireceptor de§de  TGN,  previa  acumulaci6n  a  20°C.

Ademas  se  utiliz6  y  microinyect6  el  DNA  de  una  forma  dominante  negativa  de  la

proteina accesoria de la endocitosis Epsl5 (Epsl5-GFP-EA95/295),  la cual se ha visto

que inhibe la endocitosis mediada por clatrina (Benmerah y cols.,1999). Por lo tanto, al

expresar ambas proteinas se determin6, de manera indirecta,  hacia cual dominio de la

membrana  plasmatica llega  primero  un  determinado  minireceptor en  su tfafico  desde

su   salida   de   TGN   hacia   la   superficie   celular,   donde   sera   posible   pesquisar   al

minireceptor pues no pod fa ser endocitado.  Los resultados obtenidos se  muestran en

la Figura 16.
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sin pemeabilhaci6n con permeabilizaci6n

Figura  16.  Microinyocci6n  de  Ice  minlreceptores  wl,  N26A  y  Y29A  en  c6ltilas
MDCK.
Celulas  MDCK fueron  microinyectadas  con  los  distintos  minireceptores junto  con  una
foma dominante negativa (DN) de Epsl5 que tiene GFP.  Despues de  1  h de sintesis,
las  celulas  fueron  incubadas  a  20°C  par  2  h,  en  presencia  de  cicloheximida,  y  se
permiti6  la  salida  de  las  protefnas  desde  TGN  hacia  la  superfucie  celular  por  3  h.  En
c6lulas sin permeabilizar solo se observa marca apical para el mLRP4 Y29A,  mientras
que en celulas permeabilizadas los minireceptores wl y N26A alcanzaron la superficie
basolateral.
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Se  observa  en  las  lF  que  el  minireceptor  wt  se  encuentra  localizado  en  la

membrana basolateral, sugiriendo que este minireceptor fue destinado desde su salida

de TGN directamente hacia el dominio basolateral.  Estos resultados concuerdan con lo

descrito  mediante  un  experimento  de  pulso  y  caza  y  posterior  biotinilaci6n  selectiva,

que da cuenta de la llegada directa del minireceptor wi en forma predominante hacia el

dominio basolateral (Marzolo y cols., 2003).

Fue  interesante  el  resultado  para  el  minireceptor  N26A,  el  cual  en  el  estado

estacionario se observ6 principalmente intracelular,  esta vez se logr6 encontrar en  la

superficie basolateral,  sugiriendo que este minireceptor una vez que sale desde TGN

se destina directamente hacia el dominio basolateral y desde alli se endocita y queda

retenido  en  estructuras  endosomales.  Lo  anterior  permiti6  descartar  la  alternativa  de

que  este  minireceptor  llegue  a  los  endosomas  directamente  desde  TGN  sin  haber

pasado   par   la   superficie   celular,   pero   no   descarta   que   pudiera   pasar   par   el

compartimiento endosomal, en ruta a la membrana plasmatica.

Finalmente,  para el minireceptor Y29A, el cual contiene la informaci6n relevante

de destinaci6n  basolateral,  esta vez tambien fue localizado  predominantemente en  el

domino apical, sugiriendo que la destinaci6n del minireceptor con la tirosina 29 mutada

es  directa  desde  TGN  hacia  la  membrana  apical,   descartandose  que  ocurra  una

transcitosis,  es  decir,  una  llegada  primero  hacia  la  superficie  basolateral  y  desde  alli

una  destinaci6n  hacia  la  membrana  apical,  dado  que  con  Eps  15  DN  no  se  acumul6

marca basolateral.
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2.  Estudio de la maauinaria intracelular en la seareaaci6n v destinaci6n de LRP

2.1  Posible oaoel de SNX17

Sort/.ng Ivex/.n 17 (SNX17) es una proteina que ha sido recientemente descrita y

que  pertenece  a  la familia de las  Sorfi.ng Ivex/.ns.  Estas  proteinas se  caracterizan  por

poseer un  dominio  de  homologia  al  dominio  phox,  el  cual  le  confiere  la  propiedad  de

uni6n a fosfolipidos presentes en las membranas celulares. Se ha descrito que SNX17

juega  un  papel  en  el  tfafico  intracelular  del  receptor  de  LDL  y  recientemente  se  ha

sugerido  que  esta  funci6n  estaria  siendo  realizada  a  traves  de  la  interacci6n  con  el

motivo NPxY presente en la cola citoplasmatica de este receptor (van  Kerkhof y cols.,

2005).  Por otro lado,  se tienen antecedentes donde se mue§tra que SNX17 interactda

con el motivo NPxY proximal presente en el dominio cito§6lico de LRP y que su funci6n

se  ha  vi§to  involucrada  en  la  modulaci6n  de  la  disponibjlidad  de  LRP en  la  superficie

celular,  sugiriendo  que  esta  proteina  podria  ser  un  importante  componente  de  la

maquinaria  de  segregaci6n  para  el  tfafico  intracelular y/o  reciclaje  de  LRP  en  celulas

no   polarizadas   (van   Kerkhof  y  cols.,   2005).   Por  lo  tanto,   se   decidi6   estudiar   la

participaci6n  que  podria  tener  SNX17  en  el  tfafico  intracelular  de  LRP  en  c6lulas

polarizadas   mediante   el   uso   de   los   minireceptores   con   las   distintas   mutaciones

puntuales en su cola citos6lica.

En  primer  lugar,  se  determin6  la  presencia  de  SNX17  end6gena  en  los  tipos

celulares en estudio. En la Figura 17 se mue§tra el resultado del WB donde se observ6

que  esta  protelna  efectivamente  se  expresa  en  celulas  FRT  y  en  c6lulas  de  cultivo

primario de neuronas de hipocampo,  aunque en  baja concentraci6n,  mientras que en

c6lulas MDCK la expresi6n de SNX17 end6gena fue mayor.
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Para un mayor estudio del papel funcional que podria tener SNX17 en el tfafico

intracelular de  LRP se juntaron  los siguientes antecedentes:  resultados obtenidos por

el  Laboratorio del  Dr.  Bu en  EE.UU.  determinaron que SNX17 interactda con  el primer

motivo  NPxY,  especificamente  con  los  aminoacidos  isoleucina,  asparragina,  tirosina,

puesto que al ser estos cambiados por una alanina se pierde la interacci6n existentes

entre  ambas  proteinas,  como  se  ob§erva  mediante  el  ensayo  de  pu//  c/oim  que  se

muestra en la Figura 18.
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Figura 18. El motive NPxY proxima[ de LRP es requerido para la interacci6n con
SNX17.
Prote[nas  de fu§i6n  con  GST de  las  colas  citoplasmaticas  de  LRP wt  (GST T100)  o
sustituciones  por  alanina  de  uno  o  dos  residuos  en  la  cola  citoplasmatica  de  LRP
fueron incubadas con los lisados celulares de c6lulas HEK 293 transfectadas con myc-
SNX17.  Luego  se  realiz6  un WB  utilizando  anticuerpo  anti-myc para  la detecci6n de
las  proteinas  unidas.  Coma  control  negativo  se  uti]iz6  GST  solo.  Se  muestran  los
tamafios   moleculares   re]ativos   (Figura   2D:   Peter  van   Kerkhof,   Jiyeon   Lee,   Lynn
Mccormick,   Elena  Tetrault,  Wenyan   Lu,   Marissa  Schoenfish,  Viola  Oorschot,   Ger
Strous,  Judith  Klumpeman  and  Guojun  Bu.  2005.  Sorting  nexin  17  facilitates  LRP
recycling in the early endosome. EMBO J., en prensa).
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Ademas,  anteriormente  se  observ6  que  el  minireceptor con  la  mutaci6n  en  la

asparragina 26 mostraba una preferente distribuci6n intracelular en forma de vesiculas

y  que  era  poco  probable  de  encontrarlo  en  la  superficie  de  la  c6lula.  Por lo tanto,  se

decidi6   analizar   si   tanto   el   minireceptor   N26A   como   SNX17   eran   capaces   de

colocalizar en el mismo compartimiento vesicular.

La   Figura   19   muestra   el   resultado   de   una   lF  en   la   cual   se   realiz6   una

transfecci6n  transiente  de  myc-SNX17  en  la  linea  MDCK  establemente  transfectada

con  el  minireceptor  N26A.  Se  observa  que  existe  una  casi  total  colocalizaci6n  de

ambas  proteinas,  indicando  que efectivamente estas se encuentran  localizadas en el

mismo tipo de compartimiento intracelular.
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anti-HA anti-myc sobreposici6n

Figura 19. Colocalizaci6n del minlreceptor N26A y myc€NX17.
IF  de  una  transfecci6n  transiente  de  myc€NX17  sobre  un  clan  estab[e  de  c6lulas
MDCK expresando el minireceptor N26A. Se observa una casi completa colocalizaci6n
de   ambas   proteinas.    Se   utiliz6   anticuerpo   anti-HA   policlonal    1:500   y   anti-myc
monoclonal  1 :50,  Barra=  10 LLm.
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2.2 Posible DaDel de Lt-18

Estudios   recientes   publicados   por  el   laboratorio   muestran   que  el   complejo

adaptador  AP-1B  participa  en  la  localizaci6n  polarizada  de  LRP,  sugiriendo  que,  al

menos  sefiales   basadas  en  tirosina   podrian   ser  relevantes  en   la   localizaci6n   del

receptor  (Marzolo  y  cols.,  2003).   Por  lo  tanto,  se  decidi6  investigar  si  existia  una

interacci6n entre el receptor y la subunidad H-1B,  que forma parte del complejo AP-18.

En  la Figura 20 se muestra el resultado de un experimento de co-inmunoprecipitaci6n,

en el cual se inmunoprecipit6 el receptor con anti-LRP en c6lulas  MDCK establemente

transfectadas  con  el  minireceptor  wt  y  luego  se  revel6  contra   HA  para  ver  si   la

subunidad H-18 habia inmunoprecipitado junto con el receptor.
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radaptina

pr.-1B-HA-

Figura   20.   Coinmunoprecipitaci6n   de   pr-1B-HA   y   T-adaptina   junto   con   el
minireceptorwt.
Lisado de c6Iulas MDCK wt transientemente transfectadas con H-1B-HA fue incubado
con anticuerpo anti-LRP  policlonal.  Luego se realiz6 un WB  utilizando anticuerpo anti-
l+A  monoclonal  (Babco)   1:500  y  antiJy-adaptina  monoclonal   1:150  para  verificar  la
interacci6n   entre   el   minireceptor   y   el   complejo   adaptador  AP-1B.   Se   utiliz6   un
anticilerpo no relacionado dirigido contra la cola de Megalina como control negativo de
la interacci6n.
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Se observa  que efectivamente ambas  proteinas se encontraban  interactuando

entre si. Ademas fue posible distinguir la presencia de y-adaptina que cae junto con u-

18 y el receptor lo cual indica que la interacci6n se esta efectuando en conjunto con el

complejo AP-1B complete y no con la subunidad ii-1B que pudiera estar en forma libre

dentro de la celula.
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7.- Paoel de PKD

Otra  proteina  de  la  maquinaria  intracelular que  ha  sido  descrita  es  la  Proteina

Quinasa   D   (PKD)   la   cual   participa   en   el  tfafico   desde  TGN   hacia   la   membrana

plasmatica.  Recientemente se ha descrito que PKD tiene una funci6n en la destinaci6n

directa  de  proteinas  de  membrana  desde  TGN  hacia  la  membrana  basolateral  en

celulas  MDCK (Yeaman y cols.,  2004).  Por lo tanto se estudi6 Ia  participaci6n de  PKD

isoforma  1  en  la destinaci6n del minireceptor de LRP en c6Iulas MDCK y en neuronas

de   hipocampo.   Para   ello,   en   ambos   tipos   celulares   se   realiz6   una   transfecci6n

tran§iente  de   una   mutante  A/.nase  c/ead  dominante  negativa   (DN)  de   la   Proteina

Quinasa D 1  (PKD) que especificamente bloquea la yemaci6n de vesiculas secretorias

desde el TGN y no afecta otras vias de transporte.

En  celulas  MDCK  se  realiz6  la  transfecci6n  transiente  de  PKD  1   DN  sobre

aquellas c6lulas que expresan e§tablemente el minireceptor wt, las que fueron fijadas a

distintos tiempos posterior a la transfecci6n:  24,  36 y 48 h.  La expresi6n de PKD  1  DN

afect6   la   distribuci6n    normal   de   las   vesiculas    intracelulares   que   contienen    al

minireceptor, encontfandolas con una mayor concentraci6n en la regi6n perinuclear, en

comparaci6n   con   la   di§tribuci6n   mss  homog6nea  de   las  vesiculas  en   las   celulas

negativas para  PKD y que s6lo expresan  el  minireceptor.  Los resultados de  la  lF 36 h

posterior a la transfecci6n se muestran en la Figura 21,  donde este efecto fue mayor

en comparaci6n con 24 y 48 h posterior a la transfecci6n (resultados no mostrados).
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Figura  21.  Transfocci6n  transiente  do  PKD  1  DN  en  celulas  MDCK  expresando
establement® ®1 minireceptor `nd
lF  realizada  36  h  posterior a  la  transfecci6n  de  PKD  isoforma  1  dominante  negativo
sabre c6lulas MDCK expresando el minireceptor wt.  Se utilizaron los anticuerpos anti-
HA monoclonal  1 :30 y anti-raton Alexa 488 1 :500, anti-GST policlonal  1 : 1.000 (para ver
PKD  1  DN) y anti¢onejo Alexa 5941:1.000.  Se observa  una distribuci6n de vesiculas
llA positivas concentradas en la zona de TGN en las c6lulas positivas para PKD 1  DN,
en comparaci6n con  la distribuci6n que presento el minireceptor en c6Iulas que no se
transfectaron con PKD 1  DN.  Barras= 10 LLm.
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Por otro  lado se evalu6 el  efecto de  PKD  1  DN  sobre el  LRP en  neuronas  de

hipocampo.  Estos  experimentos fueron  realizados  par el  Dr. Alfredo  Caoeres,  lnstituto

Mercedes y Martin Ferreyra, en el marco de un trabajo en cooperaci6n.  Los resultados

de  lF  muestran  sorprendentemente que  la expresi6n de la forma  dominante  negativa

de  PKD  caus6  una  despolarizaci6n  de  la  distribuci6n  del  minireceptor wt  en  c6Iulas

permeabilizadas,  el  cual  se  encontraba  restringido  en  el  dominio  somatodendritico,

mientras  que  esta  vez fue  encontrado  tanto  en  el  soma,  dendritas  y  en  el  ax6n.  El

resultado obtenido se muestra en la Figura 22.
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Figure 22. Transfecci6n d®l minireceptor wl Junta con PKD 1  dominante negativo
en neuronas de hlpocampo.
Se observa en c6Iulas permeabilizadas que el  minireceptor wt,  al ser expresado junto
con   la   forma   dominante   negativa   de   PKD   1   pierde   la   polaridad   que   habia   sido
observada  (ver figura  13)  dejando  de  estar  exclusivamente  localizada  en  el  dominio
somatodendrltico,  y siendo encontrada esta vez tanto en el  soma y dendritas (puntas
de flecha)  como en el  dominio axonal  (notar que esta  neurona  presenta dos axones,
indicados por flechas).  Merge: superposici6n. Barra= 50 irm.
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Esto sugiere que  PKD  podrfa  ser un  importante componente de  la maquinaria

de  segregaci6n  de  LRP  en  neuronas  de  hipocampo.  Esto  resulta  de  gran  relevancia

dado que es la primera evidencia del papel que puede tener PKD en este tipo celular y

por  otro   lado   contribuye   a   la   dilucidaci6n   de   los   componentes   de   la   maquinaria

intracelular que estarfa participando en neurona§, de la cual se conoce poco.



DISCUSI0N

En  este  trabajo  de  memoria  de  titulo  se  han  estudiado  los  determinantes

celulares   y   moleculares   de   destinaci6n   de   LRP   a   la   superficie   basolateral   y

somatodendritica  en  tres  tipos  celulares  con  fenotipo  polarizado:   celulas  epiteliales

MDCK  y  FRT,  y  neuronas  de  hipocampo.  Estas  c6Iulas  tienen  la  particularidad  de

poseer    su    membrana    plasmatica    regionalizada    en    dominios    apical/axonal    y

basolateral/somatodendritico,   Ios   cuales   poseen   una   composici6n   de   proteinas   y

lipidos distinta  (Cereijido y cols.,1978;  Baas y cols.,1988;  Rodriguez-Boulan y Nelson,

1989; Simons y Wandinger-Ness,1990;  Rodn'guez-Boulan y Powell,1992).

La   hip6tesis   general   de   estudio   de   esta   tesis   es   que   en   el   dominio

citoplasmatico   de   LRP   existen   sefiales   que   determinan   su   tfafico   intracelular   y

finalmente    su    distribuci6n    basolateral    o    somatodendritica.    Para    proteinas    de

transmembrana  es  conocido  que  un  motivo  citos6lico  de  vuelta  a  tipo  I  acttla  como

serial   de   destinaci6n   basolateral,   que   consisten   en   motivos   basados   en   tirosina

(Hunziker y col,1991),  Ieucina  (V\/ehrle-Haller y  ]mhof,  2001)  o  dileucinas  (Hunziker y

Fumey,1994),  Ios que a menudo se encuentran cercanos a un grupo de aminoacidos

acidicos.  Para proteinas apicales se ham  postulado como sefiales de destinaci6n la  N-

g[icosilaci6n  (Scheiffele y  cols,,1995),  O-glicosilaci6n  ryeaman  y  cols.,1997),  el  tallo

Gpl  (Rodriguez-Boulan y Pendergast,  1988) y dominios de transmembrana que median

la     incorporaci6n     de    las     proteinas     a     balsas    enriquecidas     en     colesterol    y

glicoesfingolipidos  (van  Meer y  Simons,  1988).  Sin  embargo,  en  recientes  resultados

publicados   por   nuestro   laboratorio   (Marzolo   y   cols.,   2003)   se   encontr6   que   la

86
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distribuci6n apical de Megalina no depende de su  regi6n transmembrana,  la cual tiene

propiedades  de  asociaci6n  a  balsas  enriquecidas  en  colesterol  y  glicoesfingolipidos,

sino  que  la  informaci6n  de  distribuci6n  apical  se  encuentra  contenida  en  su  dominio

citos6lico, siendo este el primer caso descrito para una proteina apical.

En este trabajo se utiliz6 el receptor de la familia de receptores de lipoproteinas,

LRP como modelo de estudio,  puesto que en su  dominio citoplasmatico posee varios

motivos  consenso  de  sefiales  basolaterales.  Debido  su  gran  tamafio  (600  kDa),  se

disefi6 una estrategia de estudio en la que se utiliz6  un minireceptor derivado del  LRP

para   facilitar   su   manipulaci6n   a   nivel   de   CDNA   y   de   transfecci6n   celular.    Este

minireceptor constituy6 una buena herramienta de e§tudio dado que su localizaci6n en

c6lulas MDCK e§tablemente transfectadas y su tfafico biosintctico result6 ser similar al

de la proteina end6gena.

LRP  se  encuentra  en  la  superficie  sinusoidal  del  hepatocito,  donde  media  la

captaci6n  de  remanentes  de  quilomicrones  (Kenneth  y  cols.,  2001),  tpA  (Biessen  y

cols.,1997),  cx2-macroglobulina  (Sottrup-Jensen,1989) y ApoE  (Beisiegel y cols.,1989)

entre  otros.   Encontramos  qile  su   localizaci6n  es  basolateral  en  c6lulas  epiteliales

MDCK y FRT.  Datos publicados por nuestro grupo mostraron que,  en la bio§intesis del

LRP,  6ste se destina en forma directa desde TGN hacia el polo basolateral y una vez

en la superficie es endocitado fapidamente para posteriormente volver a la membrana

plasmatica  (Marzolo  y cols.,  2003).  Ademas,  la  informaci6n de  destinaci6n  basolateral

se  encuentra  contenida  en  el  dominio  citoplasmatico  de  LRP  (Marzolo  y  cols„  2003).

En  neuronas,  LRP  se  expresa  en  el  dominio  somatodendritico  (Brown  y  cols.,  1997).

Un objetivo de esta tesis fue determinar especificamente cual de los posibles motivos

aminoacidicos   con   putativa   informaci6n  de  destinaci6n   basolateral,   es  el   activo  o

dominante   en   la   localizaci6n   polarizada   del   LRP   en   c6lulas   epiteliales  y   de  tipo
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neuronal.  Otro aspecto de estudio en  esta tesis,  se dirigi6  a determinar la  maquinaria

intracelular de  reconocimiento  de  la(s)  serial(es)  basolateravsomatodendritica,  y la  de

regulaci6n del tfafico en ambos tipos celulares.

Los  resultados  obtenidos  mediante  las  distjntas  tecnicas  utilizadas  y  en  los

distintos tipos  celulares muestran  que el  residuo de tirosina en  posici6n 29  dentro  del

dominio  citos6Iico  de  100  aminoacidos  y  presente  en  el  primer  motivo  NPxY,  result6

ser critico para la localizaci6n basolateral de LRP,  lo que es de gran relevancia ya que

se  logr6  identificar que  la  informaci6n  basolateral  dominante  esta  determinada  por un

s6lo  residuo aminoacidico.  La  mutante en  la asparragina de este motivo  NPxY result6

tener una distribuci6n intracelular, es decir, distinta a la distribuci6n apical que present6

la mutante en la tirosina. Este resultado, fue validado ademas por el hecho que ambas

mutaciones  tuvieron  el  mismo  efecto  dfastico  en  dos  tipos  de  celulas  polarizadas,

neuronas  y  epiteliales,  Io  que  sugiere  la  existencia  de  una  maquinaria  similar  en  el

reconocimiento de sefiales en ambos tipos celulares como se ha descrito en el modelo

de  destinaci6n  apical/axonal  (Dotti  y  Simons,1990).  La  discrepancia  del  efecto  de  la

mutaci6n  del  NPxY,  en  N/A  (intracelular)  o  en  Y/A  (apical/axonal),  permite  sugerir  un

modelo  de  serial  de  destinaci6n  basolateral/somatodendritica  en  el  que  la  tirosina  se

encontraria   dentro   de   otro   contexto,   distinto   al   NPxY,   posiblemente   actuando   en

conjunto  con  un  par de aminoacidos  asparticos que se  encuentran  distalmente  en  la

secuencia,  en  las  posiciones  38  y  39  del  dominio  citos6lico  de  LRP.  El  efecto  de  los

aminoacidos cargados negativamente en las sefiales basolaterales basadas en tirosina

ha sido previamente descrito para la sefiales de otro receptor de la familia,  el receptor

de   LDL  (LDL-R)   (Matter  y  cols.,   1994).   En   la  serial  del   LDL-R,   tanto   la  sefial   de

destinaci6n   basolateral   d6bil   (proximal),   y   que   se   manifiesta   s6lo   en   el   receptor
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truncado,   como   la   serial   basolateral   dominante  (distal),   dependen   de   residuos  de

tirosina  que  incluyen  a  grupo§  EDE/DD  cercanos  (Matter y  cols.,  1994).  En  la  Figura

24 se muestran las secuencias aminoacidicas de los dominios citoplasmaticos de LDL-

R y LRP, donde se puede observar que la presencia de los motivos basados en tirosina

y de los grupos negativos cercanos son similares entre ambas proteinas,

Figura 23. Secuencia aminoacidica de los dominios citoplasmaticos del receptor
de LDL y LRP.
Se  indican  en  negrita  los  motivos  de  segregaci6n  basolateral  para  LDL-R  (Matter  y
cols.,   1994)  y  los  motivos  basolaterales  putativos  para  LRP  basados  en  tirosina  y
dileucina.  Los motivos de endocitosis para ambos receptores se muestran en negrita y
cursiva (Hunziker y Fumey,1994;  Li y cols.,  2000).

En el caso del  LRP,  Ia  mutaci6n en la Y29, fue muy dfastica en concentrar a  la

proteina  en  el  extremo  distal  del  ax6n,  en  contraste  con  lo  reportado  con  la  triple

mutante  del  LDL-R  que  es  apical  en  celulas  MDCK,  pero  no  polarizada  en  neuronas
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(Jareb  y  Banker,   1998)   lo  cual  hace  a  nuestro  resultado  aun  mss  interesante.   El

minireceptor  wi  en   neuronas   permeabilizadas   s6lo   fue   encontrado   en   el   dominio

somatodendritico,   es  decir,   las  vesiculas  que  transportan  al   LRP  son  destinadas

exclusivamente  a  este  dominio,  y  son  excluidas  de  transitar  por  el  ax6n,  asi  como

tambien ocurre para el  receptor de transferrina  (Cameron y cols.,1991),  Dado que las

dendritas contienen  microtdbulos con  ambas orientaciones de  polaridad,  mientras que

los  microtdbulos  axonales  tienen  una  orientaci6n  uniforme  de  la  polaridad  con  sus

extremos  (+)  hacia  el  terminal  del  ax6n  (Baas  y  cols.,  1998),  existe  un  modelo  que

propone que las vesiculas que contienen proteinas, ya sea, dendriticas o axonales, se

asocian   exclusivamente   a   protefnas   motoras   dirigidas   hacia   el   extremo   (-)   o   (+)

respectivamente.  Esto  podria  explicar la  restringida  localizaci6n  de  LRP en el dominio

somatodendritico.  Es asi como se ha descrito  la presencia de complejos adaptadores

que enlazan las sefiales de segregaci6n,  contenidas en la proteina carga,  a proteinas

motoras  especificas   asociadas   a   los   microttlbulos  correspondientes,   como   se   ha

descrito para el receptor de manosa-6-fosfato y la proteina motora KIF13A (Nakagawa

y cols., 2000).

Para   el   caso   del   minireceptor  con   la   mutaci6n   en   la  tirosina   29,   por   los

resultados de  lF en  neuronas sin  permeabilizar,  es  claro que s6Io ocurrieron  eventos

de fusi6n de vesiculas en el extremo distal del ax6n.  Sin embargo,  dada su distribuci6n

intracelular  no  polarizada,  no  esta  claro  si  el  minireceptor  podria  haber  llegado  a  la

superficie  somatodendritica,  insertarse  en  la  membrana  plasmatica  y  desde  alli  ser

endocitada para luego dirigirse al ax6n y fusionarse (fusi6n selectiva),  a bien si ocurri6

una  segregaci6n  directa  de  las  vesiculas  desde  TGN   hacia  el  ax6n   (destinaci6n

selectiva).
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Dado que,  para la funci6n del LRP en neuronas, y posiblemente en epitelios, su

localizaci6n es relevante y que el efecto de esta mutaci6n  podria hacer a  un  receptor

no funcional, se podria suponer que seria poco probable o inviable encontrar mutantes

naturales del  LRP en el  residuo de tiro§ina 29,  a diferencia de las mutantes en el  LDL-

R  a§ociadas  a  la  hipercolesterolemia  familiar  (Koivisto  y  cols.,   2001).   De  hecho  el

animal knock out para LRP es letal, y si las mutaciones en el primer motivo NPxY, en la

asparragina  o  la  tirosina,  hacen  al  receptor  predominantemente  intracelular  o  apical

respectivamente,  esto  seria  pfacticamente  equivalente  a  la  ausencia  funcional  del

receptor, aunque s6lo en c6lulas con fenotipo polarizado.

Dado  que  se  encontr6  que  los  residuos  de  asparragina  y  tirosina  del  primer

motivo   NPxY  fueron  relevantes  para  la  localizaci6n   basolateral  de   LRP,   surgi6  la

interrogante  de  dilucidar  la  etapa  del  tfafico  intracelular del  receptor  en  la  cual  estos

aminoacidos participan.  Para cumplir este objetivo,  los experimentos de microinyecci6n

con§tituyeron   una   valiosa   herramienta   metodol6gica,    puesto   que   los   resultados

obtenidos  a  trav6s  de  estos  ensayos  muestran  la  localizaci6n  del  receptor  en  un

determinado  tiempo  y  de  manera  sincronizada  en  las  c6lulas  microinyectadas,  desde

su  salida  de  TGN  previa  acumulaci6n  en  Golgi.  Ademas,  la  utilizaci6n  de  una  forma

dominante  negativa  (DN)  de  Eps  15,  que  inhibe  la  endocitosis  mediada  por  clatrina

(Benmerah   y   cols.,   1999)   contribuy6   a   la   retenci6n   de   los   minireceptores   en   la

membrana  plasmatica  una  vez  que  fueron  capaces  de  alcanzar  la  superficie.   La

distribuci6n   apical   obtenida   mediante   los   experimentos   de   microinyecci6n   de   la

mutante  en   la  tirosina  29  sugiere  fuertemente  que  este  aminoacido   podria  estar

participando  dentro  de  una  serial  que  determina  la  salida  directa  de  LRP  desde TGN

hacia  la  superficie  basolateral.  Por  otro  lado,  la  distribuci6n  intracelular y  basolateral

que   se   logr6   observar   con   la   mutante   en   la   asparragina   26   sugiere   que   este
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aminoacido   podria   participar   en   la   segregaci6n   basolateral   de   LRP   a   nivel   de

compartimentos de reciclaje,  dado que,  como posee el residuo tirosina 29 intacto seria

capaz de llegar a  la  membrana  basolateral,  sin embargo una vez que es endocitado,

podrra  quedar retenido en  compartimentos vesiculares y no  ser capaz de volver a  la

superficie  celular.  Alternativamente,  esta  localizaci6n  intracelular  podria  ser explicada

por  una   mayor  velocidad   de  endocitosis,   en   relaci6n   con   el   receptor  normal,   sin

embargo esto  se descarta  por datos  publicados que muestran que  el  receptor con  la

mutaci6n A26PxY presenta cambios en su cinetica de internalizaci6n (Li y cols,, 2000), y

por  otro   lado   se   ha   descrito   recientemente  que   en   celulas   no   polarizadas   este

minireceptor  presenta  una  disminuci6n  en  la  via  del  reciclaje  (van  Kerkhof  y  cols.,

2005).   Estos   resultados   son   relevantes   dado   que   se   estaria   mostrando   que   la

alteraci6n  del  motivo  NPxY  por sustituci6n del  primer a  dltimo  aminoacido  por alanina

no tiene el mismo efecto en el trafico del  receptor.  Esto sera incorporado dentro de un

modelo que sera discutido mss adelante.

Dentro  de  la  maquinaria  intracelular  que  participa  en  el  trafico  del  LRP,  una

proteina  que  se  estudi6  en  este  trabajo  fue  la  Proteina  Quinasa  D  1   (PKD1),  cuya

actividad  result6  ser  critica  para  una  correcta  destinaci6n  de  LRP  hacia  la  superficie

basolateral.  Asi,  al  utilizar una forma  dominante  negativa  de  PKD  1  (PKDI  DN),  LRP

fue destinado al dominio apical en celulas MDCK y hacia el extremo distal del ax6n en

neuronas. Estos hallazgos resultan muy interesantes puesto que, (i) se valida el hecho

que el residuo de tirosina 29 sea importante para una salida directa desde TGN, ya que

se ha vista que PKD es importante para  la salida directa desde TGN de proteinas de

membrana  hacia  la  superficie  basolateral  en  celulas  MDCK ryeaman  y  cols.,  2003),  y

(ii) se encontr6 que el efecto de PKD  1  DN en  neuronas tambi6n  afecta la distribuci6n

somatodendritica de LRP.  encontfandose el receptor concentrado en el extremo distal
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del  ax6n  a  nivel  de  superficie,  lo  cual  resulta  ma§  interesante  at]n  puesto  que  es  la

misma  distribuci6n  superficial  obtenida  (ax6n  distal)  que  con  la  mutante  en  la tirosina

29.  Por lo tanto,  PKD participa en  la  maquinaria de segregaci6n de  LRP en  neuronas,

§iendo por primera vez descrito un papel para PKD en la destinaci6n de proteinas en

este tipo celular.

Otra  proteina de  la  maquinaria  intracelular que se estudi6 fue H-1B,  subunidad

que forma parte del complejo adaptador AP-18, el cual se ha sugerido que participa en

la segregaci6n basolateral de proteinas de membrana conteniendo sefiales basadas en

tirosina,   por  ejemplo  como  ocurre  para  el  receptor  de  LDL  (F6lsch  y  cols.,  2001).

Resultados  publicados  por nuestro  laboratorio  (Marzolo y cols,  2003)  muestran que  la

localizaci6n   de   LRP   en   c6lulas   epiteliales   LLC-Pkl   depende   de   pr-1B,   donde   se

describe  que  en  celulas  LLC-Pkl   wt,   las  cuales  carecen  de  pr-1B,   LRP  tiene  una

localizaci6n  no  polarizada,  mientras  que  la  localizaci6n  obtenida  en  celulas  LLC-Pkl

transfectadas  con  pr-1B,   LRP  fue  restringida  al  dominio  basolateral.  En  el  presente

trabajo,  mediante  experimentos  de  co-inmunoprecipitaci6n  fue  posible  determinar  la

existencia de una interacci6n entre el complejo AP-18 y LRP.  Por tanto,  probab[emente

los  motivos  basados  en  tirosina  contenidos  en  el  dominio  citos6lico  de  LRP  podrian

estar siendo  reconocidos  por H-1B.  Se  desconoce  especificamente  a  cual  motivo  de

LRP   se   podria   estar  uniendo,   sin   embargo,   los   resultados   de   la   localizaci6n   no

polarizada del minireceptor con  la mutaci6n en el  residuo de tirosina 63,  perteneciente

al segundo motivo NPxY, junto con la similitud de la localizaci6n de LRP expresado en

una condici6n en que pr-1B esta ausente,  coma ocurre en  c6lulas LLC-Pkl  wt,  sugiere

posiblemente  que   la  subunidad   prlB  del   complejo   adaptador  AP-1B   podria   estar

reconociendo esta tirosina del segundo motivo NPxY de LRP.  Es interesante destacar
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que   este   residuo   de  tirosina   63   result6   ser  importante  tanto   para   la   localizaci6n

basolateral   en   c6lulas   MDCK,   como   para   una   localizaci6n   somatodendritica   en

neuronas,  en  las  cuales  el  minireceptor  con  dicha  mutaci6n  tambien  present6  una

distribuci6n  no polarizada.  Esto  resulta  relevante al  considerar que en  neuronas  no se

expresa  u-1 B,  Io cual  permite sugerir la existencia en  estas  c6lulas  de  una  subunidad

tipo LL-18 atln no descrita.  Por lo tanto,  Ios resultados obtenidos en este trabajo de tesis

muestran  que  las  sefiales  de  segregaci6n  de  LRP  son  igualmente  decodificados  en

neuronas  y  celulas  epiteliales,   aunque   las   neuronas   no   necesariamente  tienen   el

mismo conjunto de protefnas adaptadoras.

Recientemente  se  ha  descrito  la  existencia  de  SNX17  (Florian  y  cols.,  2000),

una  proteina  intracelular que foma  parte  de  la  familia  de  las  Sorfi.ng Ivext.ns  (Haft y

cols.,  1998),  y  que  ha  sido  descrita  para  regular  el  tfafico  endocitico  de  P-selectina

(VVIIIiams   y   cols.,   2004).   Trabajos   recientes   muestran   que   SNX17   interactda   con

miembros de  la familia del  receptor de LDL,  entre ellos el  LRP,  y que  para el  receptor

de   LDL   aumenta   la   tasa   de   endocitosis,   sugiri6ndola   como   una   nueva   proteina

adaptadora  para  ciertos  miembros  de  esta familia  de  receptores  (Stockinger y  cols.,

2002).  For otro  lado,  trabajos realizados  por el  laboratorio del  Dr.  Bu,  el cual  colabora

con nuestro grupo, describieron el sitio exacto de LRP que interactda con SNX17.  Esta

regi6n    result6   ser   el    primer   motivo    NPxY   del    dominio    citos6lico    del    receptor

(involucrando  ademas el  residuo  isoleucina  en  la  posici6n  24),  el  cual  corresponde  al

motivo  que  contiene  los  residuos  de  tirosina  29  y  asparragina  26,  importantes  en  la

informaci6n basolateral del LRP.  Estos antecedentes se utilizaron en este trabajo para

estudiar   la   participaci6n   de   esta   proteina   en   el   tfafico   de   LRP.   La   localizaci6n

intracelular de SNX17 en celulas MDCK present6  un patr6n similar al del  minireceptor



95

N26A,   lo  cual  llev6  a  estudiar  la  localizaci6n  de  ambas  proteinas.  Mediante  lF  se

observ6   una   completa   colocalizaci6n  del   minireceptor  N26A  y  la   proteina   SNX17

transfectada  en  c6lulas  MDCK,  indicando  que  a  pesar  de  que  no  son  capaces  de

interactuar   entre   si,   se   encuentran   localizadas   en   los   mismos   compartimentos

intracelulares,  lo  que  sugiere  de  manera  indirecta  un  posible  papel  de  SNX17  en  el

trafico   de   LRP,   y  se   podria   sugerir  que   podria   ser  importante  que  ocurra   esta

interacci6n para una correcta salida de LRP desde las vesiculas intracelulares hacia la

membrana  plasmatica  en  la  etapa  de  reciclaje.  Esto  podria  sugen.r  que  el  residuo

asparragina  26  seria  importante  para  el  reciclaje  de  LRP,  lo  cual  resulta  de  gran

relevancia dado que apoyaria un modelo en que el reciclaje seria mediado por serial,  a

diferencia  del  modelo  actualmente  aceptado  que  postula  que  el  reciclaje  ocurre  par

defecto.

Resulta   interesante   mencionar   que   en   trabajos   realizados   en   celulas   no

polarizadas se ha visto que los minireceptores N26A y Y29A tienen un comportamiento

similar,  y que ambos reciclan a la superficie celular,  pero mas lentamente (van Kerkhof

y cols.,  2005),  lo cual  sugiere que las  proteinas de la familia  Sort/.ng Ivex/.ns,  al  menos

SNX17,  cumplirian  una  funci6n  ma§  importante  en  el  tfafico  de  proteinas  en  celulas

polarizadas  que  en  celulas  no  polarizadas.  Esta  idea  es  absolutamente  nueva  en  el

estudio   del   tfafico   intracelular   de   proteinas.   Ademas,   en   este   trabajo   se   pudo

determinar por primera vez la expresi6n de SNX17 en neuronas de hipocampo,  Io cual

resulta   de   gran   importancia   considerando   el   limitado   conocimiento   acerca   de   la

maquinaria  de  tfafico  de  proteinas  que  participa  en  este  tipo  celular.   Dado  que  la

mutante  de  la  asparragina  26  en  neuronas  tuvo  un  comportamiento  similar  al  que

present6 en celulas epiteliales,  sugiere que posiblemente podria tener lln papel similar
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en   el   tfafico   de   LRP,   aunque   adn   queda   por  demostrar  si   existe   co-Iocalizaci6n

intracelular entre ambas proteinas en estas c6lulas.

Sobre  la  base de lo observado medjante lF,  la  localizaci6n  mayoritaria del  LRP

en  el  estado  estacionario  es  en  endosomas  de  reciclaje  y  una  parte  en  endosoma§

perinucleares.    Dado   que    LRP   es    un    receptor   altamente    endocitico,    para    la

interpretaci6n   de   los   resultados   obtenidos   en   este   trabajo,   se   plante6   que   su

distribuci6n en el estado estacionario va a depender en mayor medida de los eventos

de  segregaci6n  que  ocurran  a  nivel  de  reciclaje  en  comparaci6n  a  los  eventos  de

segregaci6n  que  ocurran  en  la  red  trams  Golgi.  Los  resultados  de  localizaci6n  de  los

experimentos   de   microinyecci6n  junto   con   los   posibles   papeles   de   las   proteinas

citos6licas estudiadas, se  plantea un posible modelo final  para el tfafico de LRP,  en el

cual  se  distingue varios  motivos  de  segregaci6n  presentes  en  su  dominio  citos6lico  y

una maquinaria de segregaci6n asociada a TGN y endosomas (Figura 24).
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Este  modelo  plantea  la  participaci6n  de  dos  motivos  principales.  Dentro  de  la

mitad  proximal  de  la  cola  citoplasmatica  del  LRP,  el  residuo  tirosina  29  conforma  la

sefial  de  destinaci6n  directa  del  receptor  desde  TGN  hacia  el  dominio  basolateral  o

somatodendritico.  En la ruta endocitica,  el receptor transitaria por compartimentos que

contienen  la  protefna  SNX17,   para  lo  cual  Ia  infomaci6n  contenida  en  el   residuo

asparragina  26  resultaria  clave  para  la  interacci6n  entre  ambas  proteinas,   donde

SNX17    permitiria    la    salida    del    receptor    desde    las    estructuras    endosomales

(endosomas    de    segregaci6n)    hacia    la    superficie    basolateral,    en    un    proceso

denominado  fast recyc//.ng.  Par lo tanto,  el  receptor con  el  residuo tirosina 29  mutado,

seria destinado hacia la superficie apical o axonal y no transitaria  por compartimentos

positivos   para   SNX17.   Otros   eventos   de   segregaci6n   basolateral   pueden   ocurrir

considerando   la    mitad   distal   de   la   cola   citoplasmatica   del    LRP,    mediante   la

participaci6n  de  LL-1B,  donde el  complejo  adaptador AP-1B  podria  estar reconociendo

la sefial  basada en tirosina del motivo Yxx¢,  que solapa con el segundo motivo  NPxY.

Tambien  podria  estar  reconociendo,  en  alguna  medida,  al  motivo  dileucina  distal,  ya

sea,  porque ambos formarian parte de un t]nico gran motivo, como se ha visto para el

receptor  de  transferrina  (Marks  y  cols.,   1997),  o  porque  la  ausencia  de  uno  u  otro

motivo   provoca   cambios   conformacionales   en   la   estructura   terciaria   de   la   cola

citoplasmatica que impedjrian el reconocimiento correcto de las proteinas adaptadoras.

Esto  podria  estar  incluido  dentro  de  un  evento  de  reciclaje  mss  lento,  posten.or  al

reciclaje  temprano  dependiente  de  SNX17  a  nivel  de  los  endosomas  tempranos  de

segregaci6n.
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Finalmente,  el  conjunto  de  resultados  obtenidos  en  esta tesis  sugieren  que  la

distribuci6n    asim6trica    de    LRP    es    el    resultado    de    un    complejo    proceso    de

decodificaci6n  celular de  varias  sefiales  de  segregaci6n  que  coexisten  en  el  dominio

citoplasmatico del receptor y probablemente de pasos secuenciales de reconocimiento

de serial dentro de las vias secretorias y endociticas.



CONCLUSIONES

- Las sefiales de destinaci6n  para  LRP en  c6lulas epiteliales como en  neuronales son

conservadas.

-  En  el  dominio  citoplasmatico  de  LRP  coexisten  varias  sefiales  que  participan  en

distintas     rutas     intracelulares,     que     finalmente     dan     cuenta     de     un     fenotipo

basolateral/somatodendritico.

-       La      tirosina       29       del       primer      motivo       NPxY      constituye       una       serial

basolateral/somatodendritica aut6noma de LRP, y es importante en la salida directa del

receptor desde TGN  hacia  la  superficie  basolateral,  tanto  en  c6lulas  epiteliales  como

en neuronas de hipocampo.

-  La  tirosina  63   contribuye  a   la   localizaci6n   basolateral/somatodendritica  de   LRP,

formando  parte  de  un  motivo  del  tipo  Yxx¢,  y  probablemente formaria  parte  de  una

sefial de reconocimiento de u-18 a nivel de una via de reciclaje mas lento.

-   Los   acidos   asparticos   proximales   tienen   una   contribuci6n   en   la   informaci6n

basolateral,  probablemente  formando  parte  de  una  serial junto  con  el  primer  motivo

basado en tirosina.
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- El  motivo dileucina  proximal  y el  principal sitio de fosforilaci6n en  la cola  citos6Iica de

LRP no contribuyen en su distribuci6n basolateral/somatodendritica.

- El  motivo dileucina distal  participa en  la  localizaci6n basolateral/somatodendritica del

receptor.

-  SNX17  colocaliza  completamente  con  el   minireceptor  con   la  mutaci6n   N26A  en

estructuras  endosomales,   parcialmente  positivas  para  el  antigeno-1   de  endosoma

temprano, EEA1.

- Celulas MDCK,  FRT y neuronas de hipocampo expresan end6genamente la proteina

SNX17 descrita recientemente.

-SNX17  podria  estar  participando  en  la  regulaci6n  del  tfafico  intracelular de  LRP  en

c6lulas polarizadas, posiblemente a nivel del reciclaje del receptor.

-El  minireceptor de  LRP  interactda  con  pr-1B  y  su  localizaci6n  basolateral  en  c6lulas

epiteliales depende de esta subunidad proteica.

-  La  localizaci6n  somatodendritica  de  LRP  en  neuronas  de  hipocampo  depende  de

PKD,   lo que sugiere que las vesiculas que transportan LRP desde TGN  requieren de

la actividad de esta quinasa en su formaci6n.
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