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1.  RESUIVIEN

Racl  es  una  pequefia  protefna  monom6rica  con  actividad  GTpasa  que fluctda  entre

una  conformaci6n  activa  (unida  a  GTP)  y  una  inactiva  (unida  a  GDP).  Racl-GTP  se

asocia  directamente  a  proteinas que  regulan  la  polimerizaci6n  y  la  ramificaci6n  de  los

filamentos  de  actina,  modulando  la  actividad  de  estas.  Tiaml  es  una  protelna  que  al

unirse  a  Racl  favorece su  uni6n  a  GTP y la  acci6n  modulatoria  sobre sus efectores.

Distintas sefiales extracelulares confluyen en la activaci6n  localizada de Racl  mediada

por Tiaml  y,  subsecuentemente,  en  la  regulaci6n  de  la dinamica del  citoesqueleto  de

actina.

Cdk5  es  una  proteina citoplasmatica  que  al  unirse  a  uno  de sus  cofactores  proteicos

p35  o  p39, conforma  una  holo-quinasa que cataliza la fosforilaci6n de residuos SerIThr

(SIT)PX(K/H/R),  cuya actividad esta asociada a membranas.  La expresi6n de Cdk5 es

ubicua,  pero su actividad esta pfacticamente restringida a neuronas,  pues la expresi6n

de p35 y p39 es fundamentalmente neuronal.

La   holo-quinasa   Cdk5/p35  co-localiza   con  Tiaml   y  Racl   durante   la   extensi6n   de

neuritas,    elongaci6n    axonal,    modelamiento    dendritico    y    formaci6n    de    espinas

dendriticas,  y se  han  descrito  diversos  mecanismos en  los  cuales  Cdk5/p35  regula  la

actividad  de  elementos  reguladores  de  Racl  y  de  sus  efectores  relacionados  con  la

dinamica  del  citoesqueleto  de  actina;  incluso,  algunas  investigaciones  sugieren  que

Cdk5  actua  como  un  efector  de  Racl.   La  comprensi6n  de  la  regulaci6n  fina  de  la

relaci6n entre Cdk5 y Racl  requiere mayor investigaci6n.

El  objetivo  de este  Seminario  de Titulo fue  determinar si  la  actividad  quinasa  de  Cdk5

afecta los niveles de expresi6n y fosforilaci6n de Tiaml  y la actividad de Racl  durante

la neuritogenesis. En primer lugar, se demostr6 que durante la extensi6n de neuritas en



celulas  NIE-115 tratadas con  dibutiril-CAMP,  mol6cula que induce  la diferenciaci6n,  se

produce un aumento en  la abundancia de Cdk5,  p35 y Tiaml,  y que tanto el aumento

en la abundancia de Tiaml  como la extensi6n de neuritas se ven comprometidas si se

trata    simu[taneamente    a    las    celulas    con    dibutiril-CAMP    y    roscovitina,    inhibidor

farmacol6gico  de  Cdk5.  A  continuaci6n,  se  expres6  transitorjamente Tiaml  (C1199)  y

p35  en   c6Iulas   COS-7,  y  se  determin6  que  la  activaci6n  de   Cdk5  a  traves  de  la

expresi6n  de  p35  produce  un  gran  aumento  en  los  niveles  de fosforilaci6n  de  Tiaml

(C1199)  y  un  aumento  leve en  la  actividad  de  Racl.  Para  analizar si  este  mecanismo

se  replica  duran{e  la  polarizaci6n  /.n  v/.fro  de  neuronas  primarias  hipocampales,  se

diseFiaron  mapas  de  FRET  para  comparar  la  activaci6n  local  de  Racl   en  neuronas

hipocampales primarias de ratones  wf y Cdk5  KO.  El analisis preliminar sugiere que en

las  neuronas  carentes  de  Cdk5  el  nivel  global  de activaci6n  de  Racl  disminuye y hay

una modificaci6n en el patr6n de distribuci6n de las areas donde Racl  esta mss activa.

Tornados en  su  conjunto,  los  resultados  sugieren  que  Cdk5  podria  regular la  actividad

de Racl  a trav6s de la fosforilaci6n, directa o mediada por otra quinasa, de Tjaml .



2.  INTRODUCC16N

2.1  Racl  v  Tiaml

2.1.1  Caracterizaci6n  de  Racl  v  Tiaml

La   proteina   Racl    (acr6nimo   en   ingl6s   de   "sustrato   1    para   toxina   hotulfnica   C3

relaciomada  con  ras)  es  uma  proteina  de  pequefio  peso  molecular  (~19  kDa)  que

pertenece  a  la  familia  de  las  Rho  GTpasas,  profeinas  con  alta  homologia  estructural

con  Ras  tl'olakis,  Weber y cols.,1989)  y que actt]an  como  GTP  hidrolasas,  es  decir,

que  catalizan  la  hidr6lisis  de  GTP  a  concentraciones  pequefias  de  Mg2+  (M6nard,

Tomhave  y  cols.,  1992).  La  expresi6n  de  Racl   es  ubicua  y  los  embriones  de  rat6n

Racl  KO sufre serias anomalias en el establecimiento de las capas germinates durante

la gastrulaci6n y manifiestan deficiencias en  la formaci6n de lameHpodios,  asi como en

la adhesi6n y misraci6n celular, que conducen a la muerte en E9,5 (Sugihara, Nakatsuji

y cols.,1998).

Cuando esta  unida  a GTP,  Racl  adopfa  una  conformaci6n  biol6gicamente activa que

es  reconocida  par sus efectores,  desencadenando  procesos celulares que no  oourren

ouando Racl  esta unida a GDP. La uni6n de Racl  a GTP o GDP es regulada mediante

su   asociaci6n   en   las   proximidades   de   la   membrana   con   proteinas   GAP,   que

promueven la actividad   GTP hidrolasa de Racl  sobre GTP; y con proteinas GEF, que

favorecen  la  disociaci6n  de  GDP  y  la  uni6n  de  GTP  (Bustelo,  Sauzeau  y  Berenjero,

2007).

La    asociaci6n    de    Racl    a    la   membrana    celular   es    promovida    por   sucesivas

modificaciones  post-traduccionales  que  afectan  a  un  tetramero  CAAX  (cisteina  /  dos

residuos  alifaticos /  Met,  Ser,  Ala  o  Gln)  ubieado  en  el  extremo  carboxilo-terminal.  En

primer  lugar,   se   incorpora   un   grupo   gerannoeranHo   al   residue   cisteina;   luego,   se



escinde  el  tripeptido AAX,  dejando  al  residuo  cisteina  como  nuevo  extremo  carboxilo-

terminal;  y,  finalmente,  se  produce  la  metilesterificaci6n  de  la  cistefna.  Racl ,  cuando

esta unida a  GDP,  adopta una conformaci6n que es reconocida por las proteinas GDl,

que  se  unen  a  ella  e  impiden tanto  la  disociaci6n  de  GDP  y  la  interacci6n  del  residuo

cisteina   modificado   con   la   membrana,   secuestrando   a   Racl   en   el   citoplasma   e

impidiendo su activaci6n (Bustelo, Sauzeau y Berenjeno, 2007).

Tiaml,  acr6nimo en  ingl6s de "proteina  1  inductora de invasi6n y metastasis de linfoma

T", es una proteina que se expresa abundantemente en el cerebro durante el desarrollo

(Ehler,  van  Leeuwen  y cols.,1997;  Yoo,  Kim y cols.,  2012).  Tiaml  es  capaz de  unirse

especificamente  a  Racl  y  actuar como  GEF especifica  de esta,  es  decir,  favorece  la

disociaci6n  de  GDP  y  la  union  de  GTP.  La  estructura  de  Tiaml  posee  un  dominio  de

homologia  a  Dbl,  DH,  que  establece  numerosas  interacciones  no  covalentes  con  los

segmentos   P1,   B2   y   P3   y   los   sw/.fchs   1   y   2   de   Racl,   provocando   un   cambio

conformacional en  la estructura de la GTpasa que expone su  bolsillo de uni6n a GTP,

sin  que  la  GEF  imponga  aminoacidos  al  interior  de  este.  Tiaml   posee  ademas  dos

dominios  PH,  que  estabilizan  la  estructura  del  dominio  DH  (\/Vorthylake,  Rossman  y

cols.,  2000)  y  que  establecen  uniones  de  baja  afinidad  con  fosfoinositidos  (Boissier,

Huynh-Do  y  cols.,  2013),  favoreciendo  su  actividad  GEF  en  las  proximidades  de  la

membrana.  La consecuencia  mss evidente de  la activaci6n  de  Racl  es  el  incremento

en  las  dinamicas  de  polimerizaci6n  de filamentos  de  actina  (Ridley,  Paterson  y  cols.,

1992;  Qiu,  Chen y cols.,1995)  (Figura  1).



Incremento en las dinamlcas
de pol]mer!zaci6n de actlna

Figura 1 - La RhoGTpasa Rae 1 y su GEF especifico, Tiaml

La  uni6n de Racl  a  GTP o GDP es regulada por proteinas que promueven su actividad

GTpasa sobre GTP (GAPs) o que favorecen  la disociaci6n de GDP y la uni6n de GTP

(GEFs)  cuando  Racl  esta  unida  a  membranas;  o que  inhiben  la disociaci6n  de  GTP y

la  union  de  Racl   a  membrana  (GDls).  Tiaml  es  una  proteina  con  mtiltiples  dominios

de  asociaci6n  a  proteinas,   jncluyendo  un  dominio  de  homologia  a  Dbl  (DH)  que  le

permite unirse especificamente a Racl  y actuar como GEF,  incrementando  la afinidad

de   Racl   por  GTP.   La   conformaci6n   activa  de  Racl   (unida   a  GTP)   promueve   un

incremento en las dinamicas de polimerizaci6n de actina.



2.1.2  Tiaml   reaula  espacial  v  temDoralmente  la  activaci6n  de  Racl

Racl   tiene   un   rol   critico   durante   la   adquisici6n   de   la   morfologfa   polarizada   en

neuronas,  pues su activaci6n  es  requerida durante  la  migraci6n  neuronal,  la  extension

de  neuritas,  Ia  especificaci6n  axonal,  la elongaci6n  axonal,  la  arborizaci6n  dendritica y

la  morfogenesis  de  espinas  dendriticas  (Threadgill,  Bobb  y  cols.,   1997;  Nakayama,

Harms y cols., 2000;Kunda,  Paglini y cols., 2001;  Matsuo,  Terao y cols., 2003;  Zhang y

Macara,  2006;  Tahirovic,  Hellal y cols.,  2010;   Lai,  Wong y cols.,  2012).  En todos esos

procesos,  la  interacci6n  entre  Tiaml   y  otras  protefnas  favorece  su  translocaci6n  a

membrana  y  su  actividad  GEF  sabre  Racl.  De  este  modo,  Tiaml   regula  espacial  y

temporalmente la activaci6n de F`acl  (Fig. 2).

Se ha demostrado que la interacci6n entre el dominio RBD de Tiaml  y la GTpasa Ras

activa  en  las  proximidades  de  la  membrana,  favorece  la  activaci6n  de  Racl  (Michiels,

Stain y cols.,1997;  van  Leeuwen,  van  der Kammen y cols.,1995;  Lambert,  Lambert y

cols., 2002).

Tiaml, a traves de su dominio PH amino-terminal, se asocia con Par3, que forma parte

del  complejo  de  polaridad junto  a  PAR6  y  apKC.  Esta  interacci6n,  que  es  promovida

por  Cdc42,   tambien   induce  la  activaci6n   de   Racl   (Nishimura,  Yamaguchi  y  cols.,

2005).

La   proteina  asociada  a   microtdbulos   18,   MAPIB,   que  tiene  un  rol  esencial  en   la

formaci6n   del   ax6n   y   en   la   morfogenesis   de   espinas   dendriticas   en   neuronas

hipocampales  primarias  (Gonzalez-Billault,  Avila  y  cols.,  2001;   Montenegro-Venegas,

Tortosa  y  cols.,  2010;  Tortosa,   Montenegro-Venegas  y  cols.,   2011),   establece  una

interacci6n  con  ambos  dominios  PH  de  Tiaml  que  promueve  la  actividad  GEF  sobre

Racl  (Henriquez,  Bodaleo y cols., 2012).



La  activaci6n  de  Racl   tambien  es  promovida  por  los  receptores  TrkA  y  TrkB,  que     '

adquieren actividad tirosina quinasa al unirse a sue respectivos ligandos extracelulares,

Ias  neurotrofinas  NGF y  BDNF.  En  el  primer case,  TrkA  acti\ro  promueve  la  acti\raci6n

de  Ras  y  su  interacci6n  con  Tiaml,  que  induce  la  activaci6n  de  Racl   tl=ard,  Kele  y

cols.,  2010).  Per su  lado,  TrkB  activo  interactila  directamente  con  Tiaml  y  cataliza  la

fosforilaci6n  del  residuo  Tyr829  de  esta,  que favorece  su  actividad  GEF  sobre  Racl

Owiyamoto, Yamauchi y cols., 2006).

2.1.3  Tiaml/Racl   reaulan  la  I)olimerizaci6n  de  actina

La conformaci6n activa de Racl  (unida a GTP), promueve la actividad de efectores que

regulan  directamente  las  dinamicas  de  polarizaci6n/despolarizaci6n  de  los  filamentos

de actima (Fie. 2).

RaclGTP   interact`Ia  con   el  complejo  WAVE  y  lo  activa,   en   un   mecanismo  que

requiere  el  establecimiento  de  un  complejo  ternario  con  lRSp53.  Subsecuentemente,

WAVE   induce   la   activaci6n   de   Arp2/3,   un   compldyo   proteico   que   promue\re   la

nucleaci6n   dendritica   de   filamentos   de   actina   (Miki,    Yamaguchi   y   cols.,    2000;

Suetsugu,    Kurisu   y   cols.,   2006;   Mulline,   Heuser   y   cols.,    1998).   Tiaml    se   une

directamente  a  lRSp53,  favoreciendo  la  asociaci6n  de  6sta  con  RaclGTP  y  WAVE

(Connolly,  Rice y  cols.,  2005).  Asimismo,  la  interacci6n  entre Tiaml  y el  dominio  p21-

AAro del complejo Arp2/3  posibHita tanto  la translocaci6n de Tiaml  a  la  membrana ny la

presencia  alli  de  Racl   activo-  como  la  asociaci6n  entre  Arp2/3  y  componentes  de

ckoesqueleto  ITen  Klooster,  Evers  y  cols.,  2006),  siendo  6steel  mecanismo  principal

mmediante el oual Racl  regula la extensi6n de neuritas ITahirovic,  Hellal y cols., 2010).

La proteina PAK1, que se expresa abundantemente en cerebro, es una serina/treonina

quinasa cuya estructura contiene un dominio polibasico tl3BD) en el extremo N-terminal



adyacente   a   un   dominio   de   auto-jnhibici6n   (lD)   y   un   dominio   quinasa   (KD)   en   el

extremo  C-terminal.  PAKl  suele  estar en  una  configuraci6n  cerrada  y desfosforilada,

favorecida  por  la  interacci6n  entre  lD  y  KD,  con  actividad  quinasa  debil.  La  uni6n  de

Racl-GTP al dominio PBD de PAK1  (Knaus, Wang y cols.,1998) provoca la disrupci6n

de  la  interacci6n  lD-KD,  induciendo  la  conformaci6n  abierta  de  PAK1,  que  expone  al

residuo Thr423 a la auto-fosforilaci6n mediada por KD, que incrementa notoriamente la

actividad quinasa de PAK1  (Manser,  Leung y cols.,1994;  Zenke,  King y cols.,1999),  y

a   fosforilaci6n    en    otros    si{ios    bloqueados    por   la    auto-inhibici6n.    PAK1,    en    su

conformaci6n   abierta   y  fosforilada,   es   capaz  de  fosforilar  directamente   al   residuo

treonina  508  de  la  proteina  quinasa  LIM-K  (en  el  /oap  de  activaci6n  de  la  quinasa),

activandola,   en  un   proceso  dependiente  de  la  actividad  de  Tiaml/Racl   (Edwards,

Sanders  y  cols.,1999).  Tras  ser fosforilada  por  PAK1,  LIM-K es  capaz  de fosforilar a

ADF/cofilina,    inhibiendo    su    actividad    de    corte   y   despolimerizaci6n    de    F-actina

(Sarmiere y Bamburg 2004). Esta via de sejializaci6n es crucial para el reordenamiento

del citoesqueleto y el aumento neto en la polimerizaci6n de actina durante la formaci6n

de   lamelipodios  y  ondulaciones  en   la   membrana   (Vidal,   Geny  y  cols.,   2002).   La

activaci6n de PAKl  mediada  por Racl  es requerida durante la formaci6n de dendritas

en neuronas corticales (Hayashi 2002) y durante la especificaci6n axonal en  neuronas

hipocampales,  que  requiere  la  activaci6n  polarizada  de  PAK1,  es  decir,    Ia  presencia

de  PAKl   fosforilada  exclusivamente  en  el  ax6n  inmaduro  a  pesar  de  su  expresi6n

uniforme en todas las neuri{as (Jacobs, Causeret y cols., 2007).



Figilra 2 -La activaci6n deTiaml/Racl  regula las dinamicas de polimerizaci6n de actina

A)  La estructura de Tiaml  posee dominios de union a otras proteinas como la GTpasa

Ras,   los  receptores  de  neurotrofinas  TrkA  y  TrkB;  el  componente  del  complejo  de

polaridad  Par3,  la  proteTna  asociada  a  microtdbulos  MAPIB,  a  el  estabilizador  de  los

complejos moduladores del citoesqueleto lRSp53.

a)  Las  interacci6n  proteina-proteina  entre  Tiaml   regula  espacial  y  temporalmente  la

activaci6n   de Racl  y de sus efectores neuronales, Ios complejos WAVE y Arp2/3, cuya

acci6n  conjunta  promueve  la  nucleaci6n  dendrltjca  de  los  filamentos  de  actina;  y  la

quinasa  PAK1,  que  activa  a  LIMK  y  6sta,  a  su  vez,  fosforila  a  Cofilina,  inhibiendo  el

corte y despolimerizaci6n de actina.



10

2.2  Cdk5  v  D35

2.2.1  Caracterizaci6n  de  la  auinasa  Cdk5  v  sus  activadores.  D35  v  o39

La quinasa dependiente de ciclina 5,  Cdk5,  es una apo-quinasa de 33  kDa que puecle

unirse  sus  cofactores  proteicos  p35  o   p39,  formando   heterodimeros   con  actividad

quinasa  que  catalizan  la  transferencia  de  un  grupo  fosforilo  desde  una  molecula  de

ATP  hacia  residuos  Serina  o  Treonina,  en  uma  reacci6n  dirigida  por  rna  Prolina  en  la

posici6n  +1  respecto  al  residuo  aceptor,  y favorecida  por  la  presencia  de  un  residuo

con  carga  positi\ra  en  la  posici6n  +3  (Lew,  Huang  y  cols.,1994;  Tsai,  Delalle  y  cols.,

1994;  Humbert,  Dhavan y cols., 2000).  Per esta caracteristica,  se incluye a Cdk5 en la

categoria funcional de las proteinas quinasas dependientes de prolina (PDPKs), junto a

gsk3b, JNK,  ERK y p38, entre otras tl_u,  Liou y cols.,  2002).

La   familia   de   las   quinasas   dependientes   de   ciclinas,   Cdks,   esta   constituida   per

pequefias   apo-enzimas   (~3040   kDa)   con   actividad   serina/treonina   quinasa  y   alta

homolog[a  estructural  con  la  protefna  Cdc2  de  Saccharorr])/cos  pombe,  ort6logo  de

Cdkl  en  mamiferos  que  regula  la  trarrsici6n  G2/M  del  ciclo  celular  tl_ew,  Beaudette  y

cols.,1992; Meyerson, Enders y cols.,1992). Tedas las Cdks son reguladores clave del

ciclo celular, con excepci6n de Cdk5, cuya actividad biol6gica es especialmente alta en

neuronas hipocampales piramidales, en neuronas corticales, en celulas cerebelares de

Purkinje,    en    medula    espinal    y    en    ganglios    perifericos,    c6lulas    termimalmente

diferenciadas  e  incapaces  de di\ridirse.  La  actividad  otras quinasas,  tales  como  Cdkl

(Cdc2),  Cdk2  y  Cdk4  disminuye  drasticamente  al  inicio  de  la  diferenciaci6n  neuronal

(Kranenburg, Schamhorst y cols.,1995).

La expresi6n del mRNA de Cdk5 es ubioua (lno,  Ishizuka y cols.,1994),  pero los genes

que codifjcan  para p35 y p39 tienen  patrones de expresi6n  confinados a c6lulas  post-
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mit6ticas  (Ohshima,  Kozak  y  cols.,1996;  Zheng,  Leung  y  cols.,1998).  Los  miembros

de la familia de las Cdks s6lo son  biol6gicamente activas si establecen  un dimero con

una ciclina y si esta fosforilado su  foap de activaci6n  (Meyerson,  Enders y cols.,1992).

El  mecanismo  de activaci6n  de  Cdk5  es  atipico,  pues  no  es necesaria  la fosforilaci6n

en  su    foap  de  activaci6n  ITarricone,  Dha\/an  y  cols.,  2001)  y  s6lo  es  requenda  la

asociaci6n con p35   o p39 Ouumbert, Dhavan y cols„ 2000), cuyas estructuras son muy

diferentes la de una ciclina  ITang, Yeung y cols.,1995).

Los   ratones   Cdk5   KO   y   los   ratones   doble   KO   p39-p35   desarrollan   un   fenotipo

esencialmente identico en el oual la estructura de la corteza cerebral es aberrante y la

formaci6n  de  hipocampo  y  cerebelo  es  anormal,  deri\rando  en  una  gra\re  patologia

neurol6gica que provoca muerte perinatal (Ohshinia, Ward y cols.,1996;  Ko,  Humbert y

cols.,  2001).  Los  ratones  p35  KO  e\ridencian  anormalidades  en  la  morfelogia  de  la

corteza  y de  la  pared  cerebral  (Chae,  Kwon  y cols.,1997;  Young  y Tsai  1998).  Como

los ratones p39  KO  alcanzan  la adultez sin que se observen  anormalidades evidentes

tl<o,   Humbert  y  cols.,  2001),   se  ha  asumido  sistematicamente  que  la  actividad  de

Cdk5/p35  enmascararfa  la  ausencia  de  p39  en  la  c6lula.  Tornados  en  su  conjunto,

estos  antecedentes  demuestran  que  la  actividad  de  la   holo-quinasa   Cdk5/p35   es

iniportante para la correcta migraci6n neuronal.

2.2.2  Reaulaci6n  de  la  actividad  de  Cdk5

La  interacci6n  entre  p35  y  la     h6lice  al   de  Cdk5  (PSSALRE)  produce  un  cambio

conformacional en Cdk5 que expone el bolsillo de uni6n a ATP y permite su activaci6n.

La  asociaci6n  entre  el  loop  de  activaci6n  de  Cdk5  y  el  lcop  a3-a4  de  p35  confiere

especificidad  a  la  union  entre quinasa-cofactor,  y favorece la  acci6n  enzimatica sobre

sustratos  que  contengan  residuos  con  carga  positiva  en  la  posici6n  +3  ITarricone,
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Dhavan    y   cols.,    2001).    Adn    no    se   ha    obtenido    la    estructura    cristalizada    del

heterodimero Cdk5/p39, pero se ha determinado que la uni6n quinasa-cofactor es mas

labil que en  Cdk5/p39 (Yamada,  Saito y cols.,  2007),  con  una especificidad de sustrato

id6ntica (Humbert,  Dhavan y cols., 2000)

El  segmento  de  10  kDa  constituido  por los 90 aminoacidos  ubicados en  el  extremo  N-

terminal de p35 y p39,  denominado  plo,  no participa en  la  estabilizaci6n  de la  uni6n  a

Cdk5  ni  en  la  estructura  del  sitio  activo  de  la  holo-quinasa  (Poon,  Lew y  cols.,  1997),

pero   si   participa   en   la   regulaci6n   de   la   degradaci6n  y   la   localizaci6n   de   ambos

activadores  de  Cdk5  y,  consecuentemente,  del  heterodimero.  El  residuo  Gly2  es  un

motivo  cuya  miristoilaci6n  promueve  la  asociaci6n  de  plo  con  componentes  de  la

membrana  plasmatica  (Asada,  Yamamoto  y  cols.,  2008)  y  se  ha  demostrado  que  la

asociaci6n a membrana favorece la degradaci6n de p35 y p39 mediada por el sistema

ubiquitina/proteosoma  (Patrick,  Zhou  y  cols.,   1998;   Minegishi,  Asada  y  cols.,  2010).

Ademas, se ha reportado que la uni6n de p35 y p39 a los fosfolipidos es asistida por un

c/usfer de lisina, tambi6n en el segmento pl 0 (Asada, Yamamoto y cols., 2008).

Una vez que Cdk5 se une a  p35 o p39, su actividad quinasa cataliza la fosforilaci6n del

residuo  Ser8  de p35 y p39,  que favorece la asociaci6n del dimero  a  membrana,  y del

residuo Thr84 de p39,  que jnhibe la acumulaci6n  nuclear de  Cdk5/p39  (Asada,  Saito y

cols.,  2012).

En  contextos  de  neurotoxicidad,  tales  como  la  isquemia  cerebral  o  el  estres  inducido

con  Ca2+,  se  produce  el  clivaje  proteolltico  de  p35  y  p39  por  calpafna  (Hisanaga  and

Saito 2003), que se traduce en la escisi6n de plo y la aparici6n de fragmentos de 25 y

29  kDa,   p25  y  p29,  ambos  capaces  de  unirse  a  Cdk5  y  formar  un  complejo  con

actividad   quinasa   (Lew,   Huang   y   cols„   1994;   Patzke   y  Tsai   2002).   El   clivaj.e   es



13

suprimido  por  la  fosforilaci6n  mediada  por  Cdk5  en  el  residuo  Ser8  de  p35  y  p39

(Patrick,   Zhou   y   cols„    1998).   La   fosforilaci6n   in   wifro   de   tau   o   histona   Hl    es

cineticamente   id6ntica   ouando   es   catalizada   por   las   holo-quinasas   Cdk5/p35   y

Cdk5/p25   (Peterson,   Ando   y   cols.,   2010)   y   presumiblemente   pasa   lo   mismo   al

comparar Cdk5/p39  con  Cdk5/p29.  Sin  embargo,  debido  a  la  ausencia  del fragmento

plo,  la vida  media  de p25  y  p29  supera  con  creces  la  de p35  y p39 y  la  distribuci6n

sub-celular de  las  holo-quinasas  Cdk5/p25  y  Cdl(5/p29  es  ca6tica,  deri\rando  en  una

hiper-activaci6n de Cdk5 que conduce a hiper-fosforilaci6n de tau y de neurofilamento,

disrupciones de citoesqueleto, y neurodegeneraci6n severa (Patrick, Zukerberg y cols.,

1999; Ahlifenian,  Barrezueta y cols., 2000).

2.3  /.Podrfa  Cdk5/D35  actLiar como  Lin  reaulador  rio  arriba  de  Racl?

En  paginas anteriores se explic6 que  la  sefializaci6n Tiamlmacl  medula  la  dinamica

del  citoesqueleto  de  actina  a  trav6s  de  los  Ofectores  de  Racl,  la  quinasa  PAKl  y  el

complejo WAVE,  desempefiando  un  rol  esencial  en  la  migraci6n  neuronal  en  c6lulas

granulares   cerebelares  y  durante   la   diferenciaci6n   morfol6gica  y  funcional   de   las

neuronas corticales e hipocampales.

Se  ha  demostrado  que  la  actividad  de  Cdk5/p35  tambi6n  es  requerida  durante  la

extension  de  neuritas  y  la  elongaci6n  axonal  /n  wiro  en  neuronas  corticales  de  rat6n

oNjkolie,  Dudek y cols.,1996;  Ohshima,  Ward  y cols.,1996)  y durante  la formaci6n  de

dendritas en celulas de Purkinje (Kumazawa,  Mita y cols.,  2013).  Se ha sngericlo que la

actividad de Cdk5 podria regular la formaci6n de vesioulas de membrana en el apairato

de Golei,  un proceso clave para el trafico de membrana requerido durante la extensi6n

de procesos neuronales que ro es regulado por Racl  (PagHni,  Peris y cols., 2001).  Sin

embargo,  tambien  se  ha  planteado  que  el  efecto  n     ativo  que  la  inhibici6n  de  o
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supresi6n  de  Cdk5  produce  en  la  extensi6n  de  neuritas  en  neuronas  hipocampales

podria deberse a  la acci6n de Cdk5 sobre las Rho GTpasas y sus GEFS (Jessberger,

Gage y cols., 2009).

En  nuestro  laboratorio,  se  disefi6  una  matriz  de  asignaci6n  de  puntaje  por posiciones

especificas  (PSSM,  acr6nimo  de  `pas/.fi.on spec/.rt.a soon.ng main.x)  a  partir del  analisis

del enriquecimiento o depleci6n  de aminoacidos alrededor de residuos fosforilados por

Cdk5  en  proteinas  que  han  sido  descritas  como  blancos  /.n  vi.vo  e  /.n  v/.fro  (86rquez,

0lmos   y   cols.,   2013).   Incorporando   esta   matriz   y   la   secuencia   de   Tiaml    a   la

herramienta  Scansite 2.0  (Obenauer,  Cantley y  cols.,  2003),  se  analiz6  Ia  probabilidad

que tienen  los residuos Serina y Treonina de ser fosforilados directamente por Cdk5 y

se pudo cons{atas que en  la  secuencia de Tiaml  hay cuatro  residuos  Serina  con  alta

probabilidad  de  ser  fosforilados  directamente  por  Cdk5,   a  saber:   Ser219,   Ser358,

Serf 020 y Serl466 (Figura 3).
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3.  HIP6TESIS

La  actividad  quinasa  de  Cdk5  regula  la  actividad  de  Tiaml   y,   subsecuentemente,

promueve llna acci6n activadora sobre la Rho GTpasa Racl .

4.  OBJETIVOS

4.1  0bietivo  General

Determinar   si   la   actividad   quinasa   de   Cdk5   afecta   los   niveles   de   expresi6n   y

fosforilaci6n  de  la  proteina  Tiaml   y  la  actividad  de  la   GTpasa   monom6rica  Racl

durante la neuritogenesis.

4.2  0bietivos  Esl)ecificos

1)  Determinar  si  la  actividad  quinasa  del  complejo  Cdk5/p35  regula  los  ni\reles  de

protelna Tiaml  durante la diferenciaci6n  neuronal.

2) Analizar si la actividad del complejo Cdk5/p35 esta involucrada en la regulaci6n de la

fosforilaci6n de Tiaml  y los niveles de actividad de Racl .

3)  Evaluar  la  activaci6n  local  de  Racl  y  su  dependencia  respecto  a  la  activiclacl    cle

Cdk5.
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5.  DisEiao  ExpERilviENTAL

5.1  Diferenciaci6n  de  c6Iulas  NIE-115

Las c6lulas  NIE-115,  un  clon  adrenergico del neuroblastoma cerebral de rat6n  C-1300

(Amano,  Richelson y cols.,1972) son celulas esfericas y activamente mit6ticas (Prasad

y     Sheppard     1972),     pero     al     ser    tratadas     con     dibutiril-CAMP     experimentan

irreversiblemente  diferenciaci6n  bioqufmica  (aumento  en  la  activided  de  las  enzimas

tirosina  hidrox"asa y acetilcolinesterasa), fisiol6gica tla membrana  se vuelve capaz de

generar  potenciales  de  acci6n)  y  morfol6gica  (extensi6n  de  neuritas  y  complejizaci6n

del    citoplasma),    constituyendo    un    modelo    de    estudio    may    similar    al    oultivo

neuronal(Furmanski, Silverman y cols.,1971;  Prasad  1991).

Se establecieron  ouatro  grupos experimentales de celulas  NI E-115  en  placas de  100

mm,   y  se  replicaron  sobre  oubreobjetos  de  vidrio  de   12  mm.   En  el  primer  grupo

(CONTROL),    las  c6lulas fueron  mantenidas  en  medio  de  crecimiento  durante 5  DIV.

En el segundo gupo, las celulas fueron mantenidas en medio de diferenciaci6n durante

dos  Oif-2DIV).  En  el  tercer grupo  (Difi;DIV+ROSCO)  se  mantuvieron  las  c6lulas  en

medio  de  diferenciaci6n  durante  cinco  dias,  renovando  el  medio  al  teroer dia;  y  en  el

ouarto  grupo  (Dif-5DIV+ROSCO),  se  hizo  exactamente  lo  mismo,  pero  agregando  al

tercer  dfa   roscovitima   15   iiM,   que   inhibe   completamente   la   actividad   quinasa   de

Cdk5/p35,   pues   impide   su   union   a   ATP   (Meijer,   Borgne   y   cols.,    1997).   Como

roscovitina esta disuelta en DMSO, se agreg6 un volumen equi\/alente de ese solvente

a los tres primeros grupos.

Transcurridos los plazos de inoubaci6n, las celulas en oubreobjetos fueron fijadas y las

celulas en placas, lisadas.
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Celulas NIE-115

CONTRO L         Dlf-2Div         D if€DIV          Difr§Div
(DMSO) (DMSO)           (DMSO)             F{OSC O

I                            I        be            ][        be

Lffo

Western blot.
/p35
/  Cdk5
/  Thml
/  a-tubulina

IF   F-Actinav`

An6lisis  Morfo16glco:
/  Contoo d®  c6lulas qti.

®xtiendon n®uritas
/   M®dici6n    del   tamafio

d® las nouritas

Figura 4 - Disefio Experimental I y 11

Celulas NI E-115 fueron tratada§ con djbutiril-CAMP para  inducir su diferenciaci6n,  para

luego  evaluar  la  abundancia  de  las  proteinas  p35,  Cdk5  y  Tiaml,  y  la  extension  de

neuritas.
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5.2  Analisis  de  la  fosforilaci6n  de Tiaml  en  c6Iulas  COS-7

Para los experimentos bioquimicos escogimos como modelo las c6lulas COS-7, celulas

renales de Ceroap/.theous aeth/.aps transformadas con SV-40, debido a su breve tiempo

generacional  (36  h)  y  su  alta  eficiencia  de  transfecci6n  con  lipofectamina  (superior  al

80%),  que  permiten  maximizar la  masa  de proteina total  obtenida  desde el lisado.  En

COS-7   la   expresi6n   de   Cdk5   es   abundante  pero   la   de   p35   es   nula,   por  lo   que

decidimos   expresar   ex6genamente   p35   para   incrementar   la   actividad   de   Cdk5.

Asimismo,  decidimos  sobre-expresar  C1199,  un  fragmento  de  Tiaml   carente  de  los

primeros 392  aminoacidos  del  extremo  N-terminal,  que tiene  mayor actividad  biol6gica

y estabilidad que la  proteina completa  (Mertens,  Roovers y cols.,  2003).  Para analizar

el  efecto  de  la  actividad  de  Cdk5  en  la  fosforilaci6n  de  Tiaml,  se  establecieron  tres

grupos  experimentales:   el   primer  grupo,   CONTROL,  fue  mantenido  con   medio  de

crecimiento;  en  el  segundo  grupo,  p35[ON],  se  co-transfect6  HA-C1199,  CMV-tTA  y

pBl-p35;  al  igual que en  el tercero,  p35[OFF],  pero  en 6ste  las  c6lulas fueron tratadas

con  tetraciclina  1   ug/mL  para  inhibir  alostericamente  la  uni6n  de  tTA  al  promotor  de

p35. Transcurridas 36 h post-transfecci6n se lisaron las placas para purificar la proteina

total. Se realiz6 WB a partir de los de los lisados para determinar la abundancia de HA-

Tiaml  (C1199).  Simultaneamente,  se  inmunoprecipit6  HA-Tiaml  (C1199)  y se  realiz6

WB  a  partir  de  los  inmunoprecipitados  ob{enidos  para  determinar  la  abundancia  de

Serina fosforilada y compararla entre las tres condiciones (Figura 5).
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5.3  Analisis  de  la activaci6n  de  Racl  en  c6lulas  COS-7 transfectadas

Para  analizar  el  efecto  de  la  actividad  de  Cdk5  en  la  actividad  de  Racl,  tambi6n  se

utilizaron  celulas  COS-7.  Se  prepararon  3  grupos  experimentales:  en  el  primer  grupo

se transfect6 HA-C1199 y en  los dos restantes se co-transfect6  HA€1199 y p35.  Los

dos  primeros  grupos  fueron  tratados  DMSO  0,1%,  mientras  que  el  tercer  grupo  fue

tratado  roscovitina 20  iiM  (disuelta  en  DMSO).  A las 36  h  post-transfecci6n,  se  lisaron

las celulas y se rea[izaron extracciones de proteina total.  Simu]taneamente, se purifjc6

la  protefna de fusi6n  GST-CRIB,  una GST de 26 kDa  unida  a  la secuencia del dominio

CRIB de PAK1, con alta afinidad por la conformaci6n activa de Racl ,  unida a GTP.  Los

extractos de cos-7 se incubaron con la proteina GST€RIB inmovilizada en perlas de

sefarosa-glutati6n,  para luego precipitar la proteina de fusi6n y arrastrarjunto a ella a la

proteine  RaclGTP.  Finalmente,  se  determin6  mediante  ivesfem  bfof  la  cantidad  de

RRacl  unide a CRIB y la cantidad de Racl  presente en el lisado.  (Fieura 6).
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Figura 6 - Disef`o experimental 111

Celulas  COS-7  transfectadas  con  p35  y  HA-C1199  fueron  tratadas  con  roscovitina  o

DMSO y posteriormente lisadas.  La proteina total extraida de los  lisados se incub6 con

GST-CRIB,  proteina  de  fusi6n  purificada  desde  bacterias  transformadas,  y  se  realiz6

pu//down de GST. A continuaci6n se compar6  la cantidad de Racl  unida a CRIB con  la

cantidad de Racl  presente en el lisado.
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5.4 Analisis  de  FRET en  neuronas  aue exDresan  la  sonda  Raichu-Rae

Una   herramienta   may  vigente  en   la   actualidad   para   determinar  el   efecto  que   la

inhibici6n,  la  estimulaci6n,  o  la  manipulaci6n  gen6tica  de  sus  reguladores  rio  arriba

ejercen  en  la  distribucich  espacial  y  temporal  de  la  actividad  subcelular  de  proteinas

es el analisis de FRET.

Para analizar si Cdk5 tiene un rol en la regufaci6n de la actividad local de Racl  durante

La   adquisici6n   de   la   morfologia   polarizade   en   neuronas,   se   establecieron   oultivos

primarios   de   neuronas   hipocampales   de   rat6n   wf   y   Cdk5   KO   y   luego   fueron

transfectados con  la sonda RaichurRac,  una mol6cula quimerica que contiene a Racl,

el  deminio  CRIB  de  PAKl  y el  par YFP / CFP.  Cuando  Racl  esta  unido  a  GDP y se

excita la muestra a 433 nm, CFP emife fluorescencia a 475 nm. Cuando Racl  se une a

GTP,   adquiere  su  conformaci6n  activa,  y  6sta  favorece  la  uni6n  intramolecular  de

Racl€TP con CRIB, que produce la aproximaci6n entre CFP y YFP y la transferencia

de energia ttoo  FRET desde CFP a YFP.  En consecuencia, YFP emite fluorescencia a

527 nm.  De este modo,  el analisis de las intensidades de emisi6n de CFP a 475  nm y

de YFP a 527 nm y la relaci6n YFP/CFP resultante, cuando se excita la muestra a 433

nm,  dan  cuenta  de  la  acti\raci6n  focal  de  Racl  en  las  celulas  que  expresan  la  sonda

(ltoh,  Kurokawa y cols., 2002) (Fisura 7 a).

El proceso de polarizaci6n in  wifro en  neuronas hipocampales transcurre a trav6s de 5

estadios   estereotipados   en   relaci6n   a   la   longitud,   variedad  y   compldyided   de   los

procesos  que  se  extienden  radialmente  desde  el  soma  (Dotti,  Sullivan  y  cols.,  1988;

Arimura y Kaibuchi 2007;  Cheng y Poo 2012).  En nuestro laboratorio,  la polarizaci6n en

neuronas hipocampales de rafa y rat6n sisue uma marcada temporalidad:  antes de las

18  h  in  vfro,  la poblaci6n  neuronel se encuentra mayoritariamente en  estadio  1 ;  entre
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Ias  18 y 36 h  /.n  v/.fro,  la mayoria de las neuronas esta en  estadio 2;  y entre  las 36  h  /.n

v/.fro y los 5 DIV todas estan en estadio 3   (Figura 7 A).

Se  ha  observado  empiricamente  que  las  neuronas  hipocampales  provenientes  del

rat6n C57BL/6J knockout para Cdk5 en cul{ivo son mss sensibles que las provenientes

de animales wi al estres producido por la disgregaci6n mecanica y la transfecci6n con

lipofectamina   (datos   del   laboratorio,    sin    publicar).   Ademas,    se   ha   determinado

empiricamente  que  a  las  18  h  post-transfecci6n  los  niveles de expresi6n  de  la  sonda

Raichu-Rac en neuronas hipocampales son adecuados para el analisis de FRET.

Tomando  en  cuenta  los  antecedentes  anteriores,  se  decidi6  transfectar las  neuronas

hipocampales primarias cuando 6stas alcanzaron 2  DIV y fij.arlas  18 h despues. Asf,  las

neuronas   tendrian    tiempo    suficiente    para    reponerse    del    estr6s    antes   de    ser

transfectadas  y  la  gran  mayoria  de  las  neuronas  se  encontraria  en   estadfo  3  al

momento   de   la  fijaci6n.   Una  vez     fijadas  las  c6lulas,   se   prepararon   muestras  de

inmunocitoqu[mica utilizando un anticuerpo contra BllI-tubulina,  una proteina expresada

especfficamente por neuronas y ausente en las celulas gliales (Figura 7 C).
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6.-IVIATERIALES  Y  METODOS

6.1  Materiales

6.1.1  Animales  de  exDerimentaci6n

Se  utilizaron  ratones  C57BL/6J  toro\renientes  del  bioterio  del  NICDR,  NIH.  Bethesda,

EE.  UU.),  heterocigofos  para  Cdk5.  Durante  la  mantenci6n,  cruce  y  sacrificio  de  los

animales  se siguieron  los  protocolos  de  manipulaci6n  establecidos  por la  Comisi6n  de

Etica  del  Departamento  de  Biologla  de  la  Facultad  de  Ciencias  de  la  Universidad  de

Chile,  sisuiendo  las  recomendaciones  de  los  protocolos  aprobados  por  el  NIH  @E.

UU.).

6.1.2  Material  biol6aico

Durante  el  desarrollo  de este  seminario  se  utilizaron  celulas  NI E-115  (Amerfean  7-)rpe

Culture Collection.. Or`L2263) y COS-I (American Type Culture Collection.. CRL-1651).

Ademis, se utilizaron bacterias Escherfeh/a oo// de las cepas DH5a y BL21  (DE3).

6.1.3  Reactivos

a) Anticuerpos primarios

Se  utilizaron  anticuerpos  lgG   monoclonales  producidos  en  rat6n  contra:   Racl   clon

23A8  (Millipore®,  05-389),  HA  clon  F-7 (Santa  Cruz®,  sc-7392),  Ci-tubulina  clon  DMIA

(Sigma-Aldrich®,    T6199),     BIIl-tubulina    clon    5G8    (Promega®,    G7121)    y    serina

fosforilada  clon  PSR-45  (Sigma-Aldrich®,  P3430);  y  policlonales  producidos  en  conejo

contra: Tiaml  C-16 (Santa  Cruz®,  sc-872),  Cdk5 C-8  (Santa Cruz®,  sc-173),  p35 C-19

(Santa Cruz®, sc-820) e histona Hl  fosforilada (Millipore®,  06-597).
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b) Anticuerpos secundarios

Para  el  desarrollo  de  los  inmunoblots,  se  u{ilizaron  an{icuerpos  policlonales  lgG  (H+L)

producidos en  burro  acoplados a  HRP  contra  rat6n  (Jackson  lnmunoResearch®,  715-

035-150)  y    contra  conejo  (Jack§on  lnmunoResearch®,  711-035-152).  En  el  caso  de

las  inmunocitoquimicas,  se  utilizaron  dos anticuerpos fluorescentes  lgG  producidos  en

burro:  Alexa  FluoT® 488  contra  rat6n  (lnvitrogen®, A21202)  y Alexa  Fluor® 647  contra

rat6n (lnvitrogen®, A31571 ).

c) Vectores plasmidiales

Se  utiliz6  el  plasmido  PCDNA-HA-C1199  (facilitado  amablemente  por J.  Collard),  para

expresar  la   proteina   HA-Tiaml   (C1199)   en   COS-7  y   NIE-115.   Para   expresar   la

proteina  p35  en  tales  lineas  celulares  se  utiliz6  el  vector  PCMV-p35,  amablemente

faciltado  por  A.  Kulkarni,  o  el  vector  bi-cistr6nico  PBI-p35  (Utreras,  Maccioni  y  cols.,

2009)  junto  al  trams-activador  de  tetraciclina  PCMV-tTA  (Tet-OFF,  Clontech  ®).  Para

expresar       la   sonda   fluorescente   Raichu-Rac   en   neuronas   se   utiliz6   el   vector

pRaichul011x  (ltoh,  Kurokawa  y cols.,  2002),  amablemente facilitado  por A.  Caceres.

Para  expresar  la  proteina  de fusion  entre  GST-CRIB  en  bacterias  se  utiliz6  el  vector

PGEX-CRIB.   Los   DNA  plasmidiales  se   purificaron   usando  el   kit  GeneJET   Plasmid

Miniprep (Thermo Scientific®), siguiendo el instructivo de[ fabricante.

d) Reactivos comeroiales (excluidos los kits)

Durante los procedimientos de Biologia  Molecular se utiliz6 agarosa (Lonza®), bromuro

de  etidio  (Sigma-Aldrich®),  tampon de carga  de DNA 6X,  estandares de DNA de  100

pb  y  lkb  (Thermo  Scientific®),  proteinasa  K  (Merck®)  y  Trizol  (lnvitrogen®).   En  los

cultivos  bacterianos se  utiliz6 triptona,  extracto de levadura  (Becton,  Dickinson  &  Co.),

ampicilina  y  kanamicina  (US  Biological).  Adicionalmente,  se  utilizaron  las  siguientes
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enzimas   recombinan{es:   Taq   DNA   polimerasa   (Fermentas),   Transcriptasa   reversa

Superscript   Ill   (lnvitrogen®),   T4   DNA   ligasa   y   endonucleasas   Sall   y   Xhol   (New

England).  En  los experimentos  bioquimicos  se  utiliz6  poliacrilamida,  Temed  (Merck®);

estandar  de   proteinas,   membranas   de   nitrocelulosa   de   0,45   urn  y   reactivos   de

quimioluminiscencia     ECL     (Thermo     Scientific®);    fi[mes     radiograficos     (Fujifilm®);

revelador  y  fijador  grafico  (AGFA®);  proteina  A/G-agarosa  (Santa  Cruz®);  sefarosa-

glutati6n  (GE  Healthcare);  e  histona  purificada  de  timo  de  ternera  tipo  Ill-S  (Sjgma-

Aldrich®).  Para  los  procedimientos  de  microscopia,  se  utiliz6  PEA  (Sigma-Aldrich®),

sacarosa  (Merck®)  y faloidina Acti-stain  555 (Cytoskeleton®).  En la  preparaci6n  de los

medios   para   Cultivo   Celular   se   utiliz6   Neurobasal,   Optimem,   DMEM,   MEM,   827,

GlutaMAX,    Piruvato   de   Sodio,   tripsina-EDTA,   lipofectamina   `Lipofectamine   2000',

antibi6tico  antimic6tico  100X  (penicilina,  estreptomicina  y  anfotericjna  8,   100  ug/mL)

HBSS    10X   y   Hepes    100X   (lnvitrogen®);    FBS,    HS   (Becton,    Dickinson   &   Co®);

tetraciclina    (US    Biological®);     roscovitina    (Cayman®);    dibutiril-CAMP,    poli-L-lisina

(Sigma-Aldrich®); y DMSO (Merck®).

Se   utilizaron   acidos,   bases,   sales  y   alcoholes   de   calidad   analitica   adquiridos   en

Merck®  o  Sigma-Aldrich® y detergentes  de Applichem®  para  preparar las siguientes

soluciones:

-    Tampon   de   Carga   de   Proteinas   5X:   Tris-Hcl   60   mM;   glicerol   25%(v/v);   SDS

2°/o(p/v);  B-mercaptoetanol  14,4 mM y azul de bromofenol pH 6,8 0,1 %(p/v).

-    Tamp6n  de  Electroforesis  (SDS-PAGE):  Tris-Hcl  25  mM;  glicina  200  mM  y  SDS

0,1% (pM.

-    Tamp6n  de  Digestion  de  Colas:  Tris  pH  8.3  50  mM;  Nacl  100  mM;  EDTA  5  mM;

SDS 0,8%(v/v) y proteinasa K 200 ug/mL.
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-    Tamp6n  de  Fishing:   10%  glicerol;  Triton  xl00   1%;  Tris-Hcl  pH  7,5  50mM;   Nacl

200mM;   Mgc12   10  mM;   NaF  25  mM  y  una  pastilla  de  Plc  por  cada   10  mL  de

volumen final.

-    Tamp6n de Gel de Apilamiento (SDS-PAGE): Tris HCI pH 6,8125 mM; SDS 0,001%

(p/v); APS 0,0005% (v/v) y TEMED 0,001% (v/v).

-    Tamp6n de Gel de Resoluci6n  (SDS-PAGE): Tris HCI pH 8,8 375 mM;  SDS 0,001%

(p/v); APS 0,0005% (v/v) y TEMED 0,0007% (v/v).

-    Tamp6n de IP 2X:  Nacl 300 mM; Tris Hcl pH 7,5 20 mM;  EDTA 2 mM;  EGTA 2 mM;

NP401 %(v/v); Triton X100 2%(v/v) y DTT 10 mM.

-    Tamp6n de Lavado: Tris-Hcl pH 7,5 25mM;  NacI 40mM;  Mgc12 30 mM.

-    Tampon de  Lisis:  Tris  Hcl  pH  8,0  50  mM;  Triton X-1001%;  Nacl  150  mM;  EDTA  1

mM;  NaF 25 mM y una pastilla Plc por cada 10 mL.

-    Tamp6n  de Transferencia  (SDS-PAGE):  Tris-Hcl  25  mM;  glicina  200  mM;  SDS  0  -

0,1 % (p/v) y metanol 20% (v/v).

-    Tamp6n PBS  IX:  NacI  1,37 M;  Kcl 27 mM;  Na2HP04100 mM y KH2P0418 mM.

-    Tamp6n  Quinasa:  Nacl  50  mM;  Mgc1210  mM;  Tris  HCI  pH  7,5  20  mM;  Na3V04

100  uM;  NaF  1  mM;  caliculina 0,2%(v/v) y DTT  1  mM.

-    Tamp6n  RIPA  IX:  Tris  50  mM  pH7,5;  Nacl  150  mM;  NP401°/a(v/v);  EDTA  lmM

pH7,5;  EGTA lmM;  SDS 0,1%(p/v) y deoxicolato de sodio 0,5%(v/v).

-    Tamp6n TBS-T:  Mezcla de TBS (Tris-Hcl pH 7.5 50 mM;  150  mM  Nacl)  con Tween

20 0,05%.

6.2  Cultivos  Celulares

6.2.1   Lfneas  celulares
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a) Cultivo de c5Iulas NI E-115 y COS-7

Las  celulas  NIE-115 y COS-7 se preservan  en  nitr6geno  liquido.  Para descongelar un

vial,  se tom6  un  criotubo y se temper6 en  bafio  con temperatura de 37.C,  para  luego

verter  la   suspensi6n   celular  sobre   una   placa  de   100mm   con   8   mL  de  medio  de

crecimiento (DMEM / antibi6tico antimic6tico  lx / FBS 5%(v/v)) e incubarla  a 37°C,  con

5% de C02 y humedad controlada de 95%. Transcurridas 4 a 6 h, se renueva el medio

de   crecimiento.   Las  c6lulas  adherentes  fueron   propagadas  cuando  su   confluencia

super6  el  80%,  procediendo  como  sigue:  las  celulas  fueron  lavadas  con  PBS  IX  y

luego  se agreg6 a  la  placa 500  lil de  PBS  IX / 0,05% Tripsina-EDTA y se incubaron

durante 5  min  a  37.C. A  continuaci6n,  se transfiri6  la  suspension de  celulas  a  un  tubo

c6nico de  15  mL esteril,  se  agregaron   3  mL de  PBS  IX temperado y se centrifug6  a

2.000 rpm durante 3-5 min a temperatura ambiente (en centrifuga clinica).  Se descart6

el  sobrenadante y el  pellet se  resuspendi6  comple{amente  mediante  pipeteo  en  1  mL

de  DMEM  /  antibi6tico  antimic6tico   lx  /  FBS  5%(v/v).     Se  inocularon   alicuotas  en

placas   con   el   mismo   medio   para   sub-cultivar.   Para   congelar   nuevos   viales,   se

"tripsinizan"  las  c6lulas  y justo  despues  de  la  centrifugaci6n  se  resuspende  el  pellet

mediante  pipeteo  en  1  mL  de  medio  de  congelaci6n  (FBS /  10%  DMSO).  Finalmente,

se mantienen a -80.C durante un dia y luego se almacenan en nitr6genc> liquido.

b)  Diferenciaci6n de c5Iulas NI E-115

Se  sembraron   1   x   106  c6lulas  sobre   placas  de   100   mm   con   8   mL  de  medio   de

crecimiento (DMEM / antibi6tico antimic6tico  lx / FBS 5%(v/v))  o  1  x  104 c6lulas sobre

500  LIL  de  medio  en  los  pocillos  de  las  placa  24-well.  Cuando  estas  alcanzaron  una

confluencia  aproximada  del  40%,  se  retir6  el  media  y  se  reemplaz6  por  medio  de
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diferenciaci6n  (DMEM  /  FBS  0,5%  /  dibutiril-CAMP  1   mM);  las  celulas  se  incubaron  a

37°C durante 5 dfas,  refrescando el medio de diferenciaci6n al tercer dia.

c) Transtecci6n de NI E-115 y COS-7 con DNA plasmidial

Las celulas se crecen en placas de 100mm hasta alcanzar un 80% de confluencia, y se

uullfro    ripofectamina    de    acuerdo    a[    protocolo    suministrado    por    el    fabricante

(lnvitrogen®).  Brevemente,  por cada placa se agreg6 2no ng de DNA a un tubo de  1,5

mL esteril con 500  uL de Optimem y 2  ul de lipofectamina por cada  ug de DNA en otro

tubo  con  500  LiL de  Optimem.  Tras  5  min  de  inoubaci6n  a  temperatura  ambiente,  se

mezcl6   ambas   soluciones   y   el   complejo   DNA  /   Hpofectamina   se   dej6   inoubar   a

temperatura ambiente durante 20 min. Inmediatamente, se lavaron las c6Iulas con PBS

IX   y   se   cambi6   el   medio   de   oultivo   por   DMEM.   Se   verti6   el   complejo   DNA   /

lipofectamina  sobre  la  pleca   y  se  incub6  durante 4  a  6  h  a  37°C  con  5%  de  C02  y

humedad  controlada  de  95%.  A  continuacich,  se  reemplaz6  el  medio  por  DMEM  /

antibi6tico   antimic6tico   lx  /   FBS   5%(viv)  y  se   dej6   incubande   entre   18  y  48   h,

dependiendo exclusi\ramente de las caracteristicas de cada sistema de expresi6n.

6.2.2  Cultivos  Drimarios  de  neuronas  hiDocamDales

En   nuestro   laberatorio,   el   oultivo   primario  de  nouronas  hipocampales  de   rat6n   se

eestablece  de  acuerdo  a  un  procedimiento  basado  en  un  trabajo  del  equipo  de  Gary

BBanker  publicado  en   1988   (Dotti,   SuHivan  y  cols„   1988)   y  algunes   medificaciones

presentes en trabajos  posteriores  (Kaech y Banker 2006;  Fath,  Ke y cols.,  2009),  que

se describe brevemente a continuaci6n,



32

a) Sacrificio de animales y disecci6n

Las  hembras  fueron  anestesiadas  y  sacrificadas  mediante  dislocaci6n  cervical,  para

luego extraer los embriones y mantenerlos  en  una soluci6n  HBSS  IX / Hepes  lx.  Se

descartaron   los   anexos   embrionarios   y   los   embriones   fueron   decapitados   para

proseguir  con  la  disecci6n  bajo  lupa.  A  continuaci6n,  se  extrajo  el  cerebro  de  cada

embri6n,  se  descart6  el  rombencefalo  (A/.ndbra/.n)  y  las  meninges,  y  luego  se  hizo  un

corte sagital  para  separar [os hemisferios.  Finalmente,  se extrajo e]  hipocampo  desde

el prosencefalo (forebra;.r}) de cada hemisferio.

b) Disgregaci6n de los hipocampos y conteo de c6Iulas

En  primer  lugar,  se  efectu6  disgregaci6n  quimica  con  tripsina  en  una  placa  de  24

pocillos,   depositando   los   hipocampos   provenientes   de   un   animal   en   un   pocillo

independiente  con  450   uL  de  soluci6n   HBSS   IX  /  Hepes   lx  a  4°C  y  agregando

tripsina-EDTA  a  una  concentraci6n  final  de  0,25%  (v/v).  Se  dej6  incubar  la  mezcla

durante 25 min a 37°C y luego se transfirieron los hipocampos desde cada pocillo a un

tubo c6nico de  15 mL. A continuaci6n, se realizaron tres lavados con HBSS  IX / Hepes

lx,  dejando  sedimentar  el  tejido  cada  vez.  Posteriormente,  ese  realiz6  disgregaci6n

mecanica   en   MEM   /  HS   10%,   mediante   pipeteo  suave   a   trav6s   de  capilares  de

diferente calibre (30 pasadas a traves de pipetas Pasteur de 2 mm,  1  mm y 0,5 mm, en

estricto orden).

El  conteo  de  celulas  en  suspensi6n  se  determin6  mediante tinci6n  con  azul  de  tripan

0,2% en  una camara de  Neubauer.  Se utilizaron cubreobj.etos redondos de  12 mm de

diametro  en  placas  de  24  pocillos  y  se  sembraron  30.000  celulas  hipocampales  par

pocillo.   Los  cubreobjetos  fueron  tratados  previamente  con  300  uL  de  poli-L-lisina   1

mg/mL  durante  8  h  (antes  del  cultivo,  a  cada  pocillo  se  le  dio  tres  lavados  de  30  min
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con  500  uL  de  agua  destilada  autoclavada).  Las  celulas  se  incubaron  durante  2  h  en

MEM  /  HS   10%   periodo  suficiente  para  la  adhesi6n  de  las  neuronas,  y  luego  se

reemplaz6 dicho  medio por Medio de  Mantenci6n  (Neurobasal  ,  827  1X,  Glutamax  lx,

piruvato de sodio  lmM, antibi6tico antimic6tico  lx),

c) Transfecci6n de neuronas hipocampales con Raichu-Rac

Se   modifica   levemente  el   metedo  de  transfecci6n   con   lipofectamina  descrito   para

lfneas celulares.  Brevemente,  para cada pocillo de placa 24-well,  se agreg6 0,5  Lig  de

DNA a un volumen de 50 uL de Optimem y 0,75 ul de lipefectamina en otro tubo con 50

uL  de  Optimem.  Tras  5  min  de  inoubacich  a  temperatura  ambiente,  se  mezclaron

ambas soluciones y el complejo DNA / npofectamina se inoub6 a temperatura ambiente

durante 20 min.  Inmediatamente, se extrajo el Medio de Mantenci6n para conservarlo a

37.C, se lavaron las c6lulas con PBS IX,   y se agreg6 400 iJL de Neurobasal. Se verti6

el  complejo  DNA  /  lipofectamina  (100  uL  sobre  el  pocillo)  y  se  inoub6  durante  2  h  a

37°C con 5% de C02 y humedad controlada de 95%.  Posteriormente, se reemplaz6 el

Neurobasal por Medio de Mantenci6n y se dej6 incubando durante 18 h.

6.3  Biolociia  Molecular

6.3.1   Purificaci6n  de  oroteina  de  fusion  GEX-GST-CRIB  desde  bacterias

a) Transformaci6n de bacterias E. coli BL21 (DE3) mediante shock t5rmico

En  un  tubo  de  microcentrifuga  1,5  mL  se  mezcl6100-500  ng  de  DNA  plasmidial  con

una  alicuota  de  50  uL  de  bacterias  E.  co//. quimio-competentes  de  la  cepa  DH5a  o

BL21(DE3),  se  incub6  Ia  mezcla  en  hielo  durante  30  min,  luego  a 42.C durante  90  s y

nuevamente en  hielo durante 2 min. A continuaci6n, se agreg6 600 ijL de medio LB, se

introdujo  el  tubo  en  un  matraz  Erlenmeyer  y  se  dej6  incubando  en  agitaci6n  a  37°C

durante   60  min.  Finalmente,  se sembr6100  uL de cultivo  bacteriano  sobre una  placa
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de agar 2%  en  LB-amp  (LB / ampicilina  100  ug/mL),  se dej6  la  placa  reposando  en  la

zona est6ril durante 10 min y luego se incub6,  inver{ida,  a 37°C foda /a noche.

Se inocul6  una  colonia  resistente a  ampicilina  en  5  mL de  LB-amp y se  incub6  a  37.C

en  agitaci6n  vigorosa  (200-300  rpm)  hasta  alcanzar  una  OD6oo  0,8-0,9  (12-15  h).  Se

diluy6  1   mL  de  cultivo  saturado  en  100  mL  de  LB-amp  y  se  incub6  a  37.C  hasta

alcanzar una OD6oo 0,4-0,6 (aproximadamente 2 h). Se tom6 una alicuota de 1  mL, y se

incub6 en simultaneo al proceso de inducci6n.

b)  Inducci6n de la transcripci6n de GST-CRIB con  IPTG.

Al  cultivo  bacteriano  diluido  se  agreg6  lpTG  a  una  concentraci6n  final  de  2mM  y  se

incub6 a 37.C en agitaci6n vigorosa (200-300 rpm) hasta alcanzar una OD6oo 0,8-0,9 (3

h,  aprox.).  Se  tom6  una  alfcuota  de  1   mL  y junto  a  la  alicuota  colectada  antes  de

inducir se prepararon muestras para SDS-PAGE.

c) Lisis celular y purificaci6n de proteina de fusi6n GEX-GST-CRIB

Los cultivos saturados tratados con lpTG fueron centrifugados a 6.000 rpm durante  10

min.  El pe//ef,  que contenia las bacterias,  se solubi[iz6  en  10  mL de tamp6n  de [isis, se

someti6  la  soluci6n  a  4  pulsos  de  sonicaci6n  de  15  s  con  una  potencia  de  30%.  La

soluci6n  sonicada  se  centrifug6  a  10.000  rpm  (15.000  g,  aprox.)  durante  30  min;  se

conserv6 el sobrenadante,  que contiene las proteinas solubles, y se descart6 el pe//ef,

formado   por  los   restos  celulares   insolubles.   Se  tomaron   alicuotas  de   100   uL  del

sonicado antes y despues de centrifugar para preparar muestras para SDS-PAGE.

d) Verificaci6n de la inducci6n y purificaci6n de GEX-GST-CRIB

Las  alicuotas  de  cultivo  bacteriano  tomadas  antes  y  despu6s  de  la  inducci6n,  y  las

alfouotas  de  lisado  colectadas  antes y despu6s de centrifugar se cargaron junto  a  un
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estalidar  de  peso  molecular  en  un  gel  de  poliacrilamida  12%,  el  oual  fue  sometido  a

una   SDS-PAGE   a   110   V  durante  2,5   h.   Para  verificar  la   presencia  y  estimar  la

at)undancia   de   la   protefna   de  fusi6n   en   cada   etapa,   se  tiFi6   el   gel   con   azul   de

Coomassie.

6.3.2  GenotiDificaci6n  de  ratones  mediante  PCR.

AI momento de decapitar a  los embriones de rat6n   se tom6 una biopsia de la cola de

cada  embri6n    y  se  deposit6  en  un  tubo  de  microcentrifuga  de  1,5  mL.  A  cada  tubo

independiente se agreg6 500 Lil de tamp6n de disesti6n de colas y se incub6 durante 3

h  a  55.C  en  agitaci6n  a  1.000  rpm.  A  continuacich,  se  centrifug6  durante  10  min  a

13.000  rpm  a  temperatura  ambiente  y  se  transfiri6  el  sobremadante  a  tubes  nuevos,

descartandose el  pellet.  Luego,  se agreg6  800  uL de iso-propanol,  se  inoub6 2  min  a

temperatura  ambiente  y  se  mezcl6  por  inversion  hasta  constatar  la  formaci6n  de  un

oviHo.  UtHizando una punta de micropipeta de 200 uL, se transfiri6 cada ovillo a un tubo

nue\/o,  se  dej6  evaporar  el  iso-propanol  al  aire  y  se  agreg6  50  i]L  de  agua  libre  de

DNasa, obteniendose el DNA gen6mico en soluci6n aouosa de cada embri6n.

Para  determinar el  genotipo de cada embri6n,  se  utiliz6  un  protocolo  de  PCR validado

por   el   laboratorio   de   Ashok   Kulkarni   (NICDR,   NIH,   Bethesda,   EE.   UU.),   quienes

generaron el aninial Cdk5 KO, procediendo como se describe a continuaci6n.

En  un  tubo  de  microcentrifuga  de  200  LIL  est6ril,  se  agreg6  31,5  uL  de  agua  libre  de

DNasa;  5 uL de tamp6n Taq  10X con Kcl; 4 uL de Mgc12 25mM;  2  uL de partidor Cdk5

ssentido  10 LiM; 2 uL de partidor Cdk5 anti-sentido  10 LIM;  2 uL de partidor Pgkl  10 uM;

1  LiL de dNTPs 2,5  mM;  2  uL de  DNA gen6mico fetal;  y 2  lil  de Taq  DNA  polimerasa

lu/LiL.  La secuencia de los olieonucle6tidos de DNA utilizados es All GTG GOT CTG

AAG  CGT GTC (Partidor Cclk5 sentido),  CIT GTC ACT ATG  GAG GAC ATC (Partidor
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Cdk5 anti-sentido) y TCC ATC TGC ACG AGA CTA GT (Partidor pgkl).  Se program6

el termociclador para efectuar  una fase de denaturaci6n  inicial  a  94.C  durante 3  min;

treinta ciclos de denefuraci6n a 94°C (30|, apareamiento a 60.C (1  min) y elongaci6n a

72®C (1  min); y una fase de elongaci6n final a 72°C durante  10 min.

Se  mezcl6  una   aliouota de  10  LIL de cada  producto  de  PCR  con  2  uL de tamp6n  de

carga de  DNA 6X y se carg6 gel de agarosa  1%  en TAE  IX  con  bromuro de etidio  1

ug/mL  El  gel  fue  sometido  a  una  electroforesis  a  100  V  durante  30  min  y  colocado

sobre  un trans-iluminador ultra\/ioleta.  En  los  animales  wf,  aparece  una  banda  de  300

pb;  por su  parte,  en  los aniniales  heterocigo{os aparece esta y otra banda de 450  pb;

mientras que en los animales KO (Cdk5 J-) s6Io aparece la banda de 450 pb.

6.4  Bioauimica

6.4.1   Lisis  Celular v  Extracci6n  de  Proteinas

a) Lisis celular con tamp6n RIPA IX y extracci6n de proteinas pare Western Blot.

A cada placa de cultivo se le extrajo el medio con una pipeta Pasteur conectada a una

bomba  de vacio y se  lav6 el  medio residual  (y las  celulas  no  adheridas)  con  PBS  IX a

37.C.   Para  lisar  las  c6lulas  adheridas,  se  adicion6  a   las  placas  tampon   RIPA   IX

distribuyendolo  sobre  la  placa  y  se  rasp6  con  scraper.  Para  impedir  la  degradaci6n

enzimatica  de  las  protefnas,  se  agreg6  fluoruro  de  fenilmetilsulfonilo  (PMSF)  1mM  y

una pastilla Plc por cada 10 mL. Para evitar la desfosforilaci6n de proteinas, se agreg6

Na3V041mM  (inhibidor  de  fosfatasas  de fosfo-tirosina),  NaF  10Mm  (inhibidor general

de  las  fosfatasas  de  proteinas)  y  caliculina  0,2%  (v/v)  (inhibidor  de  serina-treonina

fosfatasas PP2A y PP1).  Una vez obtenido todo el raspado,  se transfiri6 la suspensi6n

a  un  tubo  de  microcentrifuga  de  1,5  mL,  se  dio  un  pulso  de  agitaci6n  en  vortex,  se

incub6 en hielo durante 10 min y se centrifug6 a  14.000 rpm durante  15 min a 4.C.
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b) Lisis  con tampon de Fishing y extracci6n de proteinas para Pulldown

Se retir6 el medio de cultivo de las placas, se lav6 con  PBS  IX y se agreg6 450 uL de

ttamp6n  de  Fishing  previamente  filtrado,  A  continuecich,   se  removieron   las  c6lu[as

mediante  raspado  con  scraper y se  transfiri6  Ia  suspenei6n  a  un  tube  de  1,5  mL;  se

inoub6 durante 5 min en hielo y se centrifug6 los a 12.000 rpm durante 10 min.

Los sobrenandantes obtenidos en a) y b),  que contienen  las proteinas presentes en el

lisado,  fueron  congelados  fapidamente  en  nitr6geno  litiuido  y  almacenados  a  -80.C

hasta  su   utilizaci6n,   extrayendo   una  alfouota  de  5   Ill  antes  de  congelar  para  la

cuantificaci6n de proterna tofal.

6.4.2  Cuantificaci6n  de  DroteJnas  (m6todo  de  Bradford\

Se prepar6 una ourva de calibraci6n dilnyendo cantidades crecientes de BSA (1-16 ng)

en   800   LiL  de   agua  destilada,   agregando   luego   200   ijL  de   reactivo   de   Bradford.

Siniultaneamente,   se  prepararon   las   muestras  de  lectura  tomando   1   uL  de  cada

extracto  proteicot  y  agregando  200  uL  de  Bradford  y  799  uL  de  agua  destilada.    Se

verti6  una aliouota de 200  uL de cada punto de la ourva y de cada muestra de lectura

en   una   placa   de   96   pocillos,   para   luego   medir  la   absorbancia   a   595   nm   en   un

espectrofot6metro  Magellan®.  Se  grafic6  absorbancia  versus  concentraci6n  con  los

datos  lefdos  la  cur\ra  de  calibraci6n  (restando  a  cada  punto  la  lectura  del  punto  0

LIg/mL)  y  se  determin6  Ia  pendiente  de  la  ourva.  AI  valor  de  absorbancia  leido  para

cada  muestra  se  rest6  la  lectura  del  punto  0  Llg/mL  y  se  determin6  el  valor  de  la

concentraci6n di\ridiendo el valor obtenido por la pendiente de la ourva.

6.4.3  lnmunooreciDitaci6n  de  HA-Tiaml   /C1199\  o  Cdk5

Cada  reacci6n  de  inmunoprecipitaci6n  se  prepar6  mezclando  500  ug  de  extracto  de

proteina total con  1  Lig de anticuerpo lgG contra el clon F-7 de HA o 2  Lig de antiouerpo
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lgG  contra el epitopo  C-8 de Cdk5. A continuaci6n,  se complet6  un volumen  de 500  uL

con tamp6n de lp  IX,  inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas.  La  mezcla

se  incub6  en  agitaci6n  a  4.C  toda  la  noche.  Al  dia  siguiente,  se  adicion6  40  uL  de

protefna A/G-agarosa a cada tubo, se incub6 en agitaci6n a 4.C durante 4 h y luego se

centrifug6 a 3.000 rpm (aproximadamente  1.000 g) durante 5 min a 4.C.  descartandose

el sobrenadante.  El pellet se lav6 5 veces suspendiendolo en 500 uL de tamp6n de lp

lx,   centrifugando   a   3.000   rpm   durante   2   min   y   descartando   el   sobrenadante,

manteni6ndolo en hielo o a 4.C.

6.4.4  Ensavo  de  fosforilaci6n  /.r]  v/.fro  de  histona  HI   Dor  Cdk5

Para preparar cada reacci6n de fosforilaci6n se tomb un pellet de inmunoprecipitado de

Cdk5  (aproximadamente  40  uL)  y  se  resuspendi6  en  110  LIL  de  tampon  quinasa.  A

continuaci6n,  se  agreg6 ATP  0,5  mM  (10  LIL  de  un  stock  10  mM)  e  histona  purificada

de  timo  de  ternera  9,5  uM  (40  LIL  de  un  stock  1  mg/mL).  La  reacci6n  se  dividi6  en  4

alicuotas  de  50  uL y  luego  estas se  incubaron  a  37.C.  Se  detuvo  la  reacci6n  de una

allcuota a la vez tras completarse 0, 20, 40 y 60 min; para esto, se agregaron  12 uL de

tamp6n de carga de protefnas 5X y se prepararon las muestras para SDS-PAGE.

6.4.5  Pulldown  de  GST-CRIB

a) Inmovilizaci6n de GST-CRIB con sefarosa-glutati6n

En  un  tuba  c6nico  de  15  mL,  se  mezclan  10  mL de  proteina  soluble  GST-CRIB  con  1

mL  de  sefarosa-glutati6n  previamente  lavada  (2  lavados  consistentes  en  5  min  de

agitaci6n  orbital  con  5  mL  de  tamp6n  de  lisis  seguida  de  3  min  de  centrifugaci6n  a

1.000 g y eliminaci6n del sobrenadante).  La mezcla se incub6 en agitaci6n orbital a 4°C

toda  la  noche.  AI  dia  siguiente,  se centrifug6 a  1.000  g  durante 3  min  y se descart6 el

sobrenadante,  conservandose la resina precipitada;  se efectuaron 6 lavados (5 min de
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agitaci6n  orbital  con  5  mL  de  tamp6n  de  lisis  seguida  de  3  min  de  centrifugaci6n  a

1.000 g y descarte del  sobrenadante). Tras el  tlltimo  lavado,  a  la  resina  obtenida se le

agreg6  un  volumen  equivalente  de tamp6n de  lisis.  Se tom6  una  alicuota  de 40  LIL de

resina  1 :1  tamp6n de lisis para preparar muestras para SDS-PAGE.

f) Formaci6n de complejo entre GST-CRIB y la proteina end6gena

Se  tomaron   80   uL  de  resina  sefarosa-glutati6n  /  GST-CRIB  solubilizada   1   :   1   en

tamp6n de lisis y se centrifug6 durante 5 min a  1.000 g; se descart6 el sobrenadante y

se reemplaz6  por 500  uL de tamp6n de Fishing;  luego,  se repiti6  la centrifugaci6n y se

descart6  el  sobrenadante,   para  luego  agregar  40   uL  de  tamp6n  de  Fishing  y  asf

equilibrar  la  resina.  A  continuaci6n,   se  mezcl6  la  resina  equilibrada  con  800  ug  de

extrac{o de proteinas para pu//dowrJ en un tubo c6nico de 15 mL y se afor6 hasta 1  mL

con tamp6n de Fishing.  Se dej6 incubando a 4.C durante 70 min  en  agitaci6n  orbital;  y

a continuaci6n se centrifug6 durante 2 min a 3.000 rpm. Para lavar la resina y descartar

las proteinas que no se adhirieron a ella, se removi6 el sobrenadante y se agreg6 1  mL

de tamp6n de Lavado.  Luego,  se homogeniz6  mediante pipeteo suave (utilizando  una

punta de micropipeta de 1  mL con el extremo angosto truncado) y se centrifug6 durante

2  min  a  3.000  rpm.  Se  repiti6 el lavado  3 veces y finalmente se  prepararon  muestras

para SDS-PAGE.

6.4.6  Western  Blot

a) Preparaci6n de muestras

A  partir  de  los  extractos  proteicos,  se  tom6  un  volumen  que  contuviera  400  ug  de

protefna total, se agregaron 40 uL de tamp6n de carga de proteinas 5X y se complet6

un  volumen  de  200  LIL  con  tamp6n  RIPA  IX,  obteniendose  una  concentraci6n  de  2

ug/uL.   Los   pe//ef   lavados   obtenidos   de   los   protocolos   de   inmunoprecipitaci6n   y
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pu//down se solubilizaron en 20 uL de tamp6n RIPA IX y 20 uL de tamp6n de carga de

proteinas  5X.  A  las  alicuotas  de  1  mL  de  cultivo  bacteriano  en  LB se  les  dio  un  pulso

de centrifugaci6n  a 8.000 rpm,  se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el  pellet

con  100 LiL de tampon de carga de proteinas 2,5X. Tanto a las allcuotas de sonicado y

proteina  soluble  bacteriano  solubilizadas  en  tampon  de  lisis,   como  a  las  de  resina

sefarosa-glutati6n  / GST-CRIB y de  ensayos  de fosforilaci6n  /.n  v/.fro se  les  agreg6  %

volumen de tamp6n  de carga de proteinas 5X.  En todos los casos,  la mezcla se agit6

vigorosamente   en   v6rtex,   se   incub6   a   95.C   durante   5   min   (para   denaturar   las

proteinas)  y  se  dio  un  pulso  breve  de  centrifugaci6n  a  8.000  rpm.  Las  muestras  se

conservaron congeladas a -20.C hasta su utilizaci6n.

b) SDS-PAGE

Se prepararon geles de concentraci6n con poliacrilamida al 4,5% y geles de resoluci6n

con  un  porcentaje de poliacrilamida variable en funci6n del tamafio  de las proteinas en

estudio (15%  para resolver entre 10 -40 kDa;  12%  para 30 -60 kDa;  10% para 50 -

100   kDa;   7,5%   para   80   -  200   kDa).   Los   geles   se   sumergieron   en   Tampon   de

Electroforesis,   se   carg6   10-50   uL   de   muestra   en   cada   pocillo   y   se   efectu6   la

electroforesis manteniendo un voltaje de 80-110 V.

c)  lnmunoblotting

Se  transfirieron   las   proteinas   desde   los   geles   de   agarosa   hacia   membranas   de

nitrocelulosa   aplicando   una   corriente   constante   de   250   rnA  durante   50   min   para

visualizar  Racl,  p35  y  Cdk5,  y  300  rnA  durante  75  min  para  visualizar  Tiaml  y  HA-

Tiaml  (C1199).   A continuaci6n,  se bloquearon las membranas sumergiendolas en una

soluci6n  de leche descremada 5%  en TBS-T durante  1  hora  a temperatura  ambiente,

en   agitaci6n.    Posteriormente,    se   cubri6   cada   membrana   con   una   soluci6n   de
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antiouerpo  primario  en  leche  descremada  1%  en  TBS-T y se  inoub6  toda  la  noche  a

4°C,  en  agitaci6n.  AI d[a  siguiente,  se sumergi6  Ia  membrana  en  TBS-T y se  lav6  en

agitaci6n  horizontal  tla  cantidad  de  lavados  y  la  duraci6n  de  estos  depende  de  la

calidad del marcaje del antiouerpo).  Luego, se cubri6 cada membrana con una soluci6n

de anticuerpo secundario en  leche descremada  1% en TBS-T y se inoub6  durante 90

min  a temperatura  ambiente en  agitaci6n.  Transcurrido ese plazo,  se lavaron 4 veces

las   membranas  durante   10   min   en  TBS-T  y  luego   se   revelaron   en   sala   oscura

utilizando    reactivos    quiniio-luminiscentes    ECL    y    filmes    radiogfaficos.    Una    vez

digitalizados  los filmes  con  un  escaner,  la  ouantificaci6n  densitom6trica  se  realie6  con

la distribuci6n FIJl del software lmageJ.

6.5  lnmunofluorescencia  en  microscoDio  con focal

Para preparar las muestras de inmunocitoqufmica, se extrajo el medio a las placas y se

lav6 tres veces cada pocillo con  PBS  IX a temperatura ambiente, 5 min cada vez.  Las

celulas fLieron flfadas incubatidolas durante 30 min a 37°C con 500  uL de una soluci6n

PBS  IX / PFA 4%(viv) / sacarosa 4%(p/\/),  para luego dar tres  lavados sucesivos  con

PBS  IX.  A  continuaci6n,  se  permeabiliz6  cada  preparaci6n  fijada  con    una  soluci6n

Triton 0,2%(viv) en PBS  IX durante 5 min a temperatura ambiente y se efectuaron tres

lavados sucesivos con  PBS  IX.  Despuds, se bloque6 con  una soluci6n  PBS  IX / BSA

5%(p/v)   durante  60   min   a  temperatura   ambiente  y  a   continuaci6n   se   incub6   con

antiouerpo primario disuel{o en  PBS  IX / BSA  1%(p/\r)  a 4°C  (en camara humeda) toda

le  noche,  para  luego  efectuar  tres  lavados  sucesivos  con  PBS  IX.  Finalmente,  se

incub6  con  anticuerpo  secundario  fluorescente  disuelto  en   PBS   IX  /  BSA  1%(p/v)

durante 60 min a temperatura ambiente (en camara h`1meda y oscura) y se Ofectuaron

tres  lavados  sucesivos  con  PBS  IX.  Para  montar  las  muestras  de  microscopia,  se
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lavaron los cubreobjetos con agua destilada, se secaron por escurrimiento sobre papel

y se adhirieron con fluorsave a portaobjetos de vidrio de 1  x 3 pulgadas.

Se  utiliz6  el  microscopio  Zeiss  LSM  510,  provisto  de  los  laseres  Arg6n/2  [458,  477,

488,  514 nm],  HeNel  [543 nm] y HeNe2 [633 nm].

Los  registros  de  emisi6n  se  realizaron  con  el  soffl^/are  LSM  510  META,  utilizando  las

siguientes configuraciones:

Para visualizar  faloidina,  con fluorescencia roja, se excit6 a 543 nm y se utiliz6 un filtro

pasa-bajos 560,  mientras que  para visualizar el  anticuerpo fluorescente verde  unido al

anticuerpo contra ct-tubulina se excit6 a 488 nm y se us6 un filtro pasa-banda 505-530.

Para  registrar la fluorescencia  de  de YFP53o ,,in y  CFP475 nm,  Se  excit6  Con  una  longitud

de  onda  de  458  nm,  usando  un  filtro  pasa-banda  de  530-600  nm  para  detectar  la

fluorescencia   de   YFP   y   un   filtro   pasa-banda   de   475-525   nm   para   detectar   la

fluorescencia  de  CFP.   Los  registros  se  almacenaron  en  trypersfacks  (archivos  de

extension   LSM   que   contienen   ambos   registros   como   imagenes   de   1024   x   1024

pixeles).  Para  generar  los  mapas  de  FRET  a  partir  de  los  hypersfacks,  se  utiliz6  el

software  FIJl-lmageJ.  Para  comenzar,  se  aplic6  al  trypersfack un filtro  Mediana  (radio

1,2  pfxeles),  se sustrajo el background y se alinearon las imagenes de ambos canales

respecto   al    plano   XY   con   el   p/ugg/.n   'Registration'+`StackReg'i>`Translation'.   A

continuaci6n,  se  separaron  los  canales YFP  y  CFP  en  dos  imagenes  independientes

con  el  comando  `Stack'+`Stack to  lmages' y se  utiliz6  el  comando  `Process'>'lmage

Calculator'  para  dividir  la  imagen  YFP  por  la  imagen  CFP,  determinando  la  relaci6n

YFP  :  CFP  en  una  imagen  de 32  bits.  Adicionalmente,  se  duplic6  la  imagen  del  canal

yFP y se utiliz6 el comando  `Adjust'+`Threshold'  para ajustar el  umbral de una de las

imagenes hasta mostrar la  neurona y sus procesos; se descart6 el ruido de fondo con
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el  comando  `Analyze  particles',  obteniendo  una  imagen  de  8  bits  con  valores  de  0  6

255  para  cada  pixel,  la  cual fue dividida  por 255  para  obtener la  mascara  binaria del

registro de YFP.  Finalmente,  la  relaci6n YFP / CFP se mul{iplic6 por la mascara binaria

para  normalizar los valores  respecto a  los pfxeles donde la emisi6n  de YFP supera  el

umbral establecido y se obtuvo una imagen de 32 bits con los valores de FRET pixel a

pixel.
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7.  RESULTADOS

7.1  La  inhibici6n  de  Cdk5/i]35  Deriudica  la  extensi6n  de  neuritas

Para verificar si el tratamiento con dibutiril-CAMP indujo exitosamente la diferenciaci6n,

se marcaron  las celulas fUadas  con  un  anticuerpo  contra  er-tubulina y con  faloidina,  un

marcador  de  actina-polimerizada,  y  se  visualizaron   las   celulas  con   el   microscopio

con focal   LSM  510  (Zeiss).   Utilizando  el  sofflAAare  LSM   Image  Browser  (Zeiss)  y  se

determin6   el   porcentaje   de   c6lulas   que   presentan   neuritas   aprolongaciones   con

extensi6n superior a[ diametro ce[ular, 40 urn-y la longitud promedio de las neuritas.  EI

porcentaje  de  la  peblaci6n  de  celulas  que  ha  extendido  al  menos  una  neurita  en  las

condiciones  CONTROL,   Dif-2DIV  y  Dif-5DIV  correspondi6  al   13,3%,  46,7%  y  80%,

respectivamente, y la longitud promedio de las neuritas extendidas correspondi6 a 62,2

±  6,1  urn,  51,4  ±  2,3  ijm  y  207  ±  10,3  ijm,  respectivamente  (Figura  8).  Estos  valoress

permiten  establecer que el tratamiento con dibutiriLCAMP durante 5  dias /n  wifro indujo

con exito  la diferenciaci6n,  pues son  consistentes con valores  reportados previamente

para   NIE-115   (Furmanski,   Silverman   y   cols.,1971;   Prasad   1991).   AI   hacer   una

comparaci6n entre c6lulas diferenciadas durante 5 DIV que fueron tratadas con DMSO

(Dif-5DIV)  o  con  roscovitina  15  uM  (Dif-5DIV+ROSCO)  el  porcentale  de  celulas  que

extendi6  al  menos  uma  neuritas  desciende  de  un  80%  a  un  36,7%,  respectivamente,

mientras que la longitud media de las neuritas extendidas desciende desde 207 ±  10,3

pri   hasta   121    ±   40,9   Lim.   Una   comparacich   oualitativa   entre   la   estructura   del

citoesqueleto  de  las  celulas  de  ambas  condiciones  experimentales  muestra  que  las

celulas tratadas  con  roscovitina  poseen  un  patr6n  de  marcaje  de  actina  polimerizada

mucho mss difuso que las c6lulas tratadas con DMSO (Fisura 9).
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Figura 9 -La  inhibici6n  de Cdk5/p35 afecta  la extension  de  neurifas  en  c6lulas tratada§

con dibutiril-CAMP.

Izquierda:  inmunofluorescencia  de  anticuerpo  contra  a-tubulina  (verde)  y fluorescencia

de   faloidina    (rojo),    que   tiene   alta    afinidad    par   actina    polimerizada,    en    c6lulas

mantenidas  en  medio  de  diferenciaci6n  durante  5  DIV  y    tratadas  con  DMSO  0,1%

(arriba)  o con  roscovitina  15  LiM  (abajo) durante  las dltimas 48  h.

Derecha:  el  tratamiento  con   roscovitina  provoca   una  disminuci6n  en   la  cantidad  de

celulas que extienden  neuritas y en la longitud de las neuritas extendidas.
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7.2     La    abundancia     de    Tiaml.     D35    v    Cdl(5     aumenta    durante     la

diferenciaci6n

Se  analiz6  mediante  VVB  la  abundancia  de  las  proteinas  Cdk5  qur=33  kDa)  y  p35

(Mr=35  kDa)  en  las  condiciones  CONTROL  y  Dif-5DIV  (v6ase  5.1)  y  se  normalizaron

los valores  con  respecto  a  la  abundancia  de  er-tubulina.  De  este  modo,  se  determin6

que  en  las  celulas  diferenciadas  durante  5  DIV  la  cantidad  de  Cdk5  se  triplica  y  la

abundancia  de  p35  aumenta  levemente  respecto  a  las  c6[ulas  sin  diferenciar  (Figura

10).

A  continuaci6n,  se  midi6  Ia  abundancia  de  Tiaml   mediante  \/\/8  en  ]as  condiciones

CONTROL,   Dif-5DIV  y   DifL5DIV+ROSCO.   Tiaml   aumenta   un   40%   en   las   celulas

diferenciadas  respecto  a  la  condici6n  control,  pero  este  aumento  no tiene  lugar si  se

trata a las ce[ulas con roscovitina a los 3  DIV (Figura  11  A).  Para evaluer si la actividad

Cdk5/p35  es  suficiente  para  producir  un  aumento  en  la  abundancia  de  Tiaml,  se

realie6   un  experimento  adicione[:   se  transfect6  PCMV-p35  en  celulas   NIE-115  sin

diferenciar,  comprobandose  que  ni  la  sobre-expresi6n  de  p35  ni  la  inhibici6n  de  la

actividad quinasa de Cdk5 son suficientes para producir un aumento en la abundancia

de Tiaml  (Figura  118).
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OO€4oy    osq§a     osq§€O£®o

CONTROL  OItL5DIV     DllL5DIV+
FIOSCO

CONTROL CMvi}35    CMV-p35+
ROSCO

Figura 11 -Durante la diferencjaci6n aumenta la abundancia de Tiaml

A)  Arriba:  western A/of de Tiaml  a  partir de  lisado  de  celulas  NI E-115  control  (DMSO

0,1%)  y  celulas  diferenciadas  tratadas  con  DMSO  0,1%  o  roscovitina   15  uM.  Abajo:

densitometrfa  promedio ±  SEM  (n =  3).  **P<0,01 ;I"P<0,OO1  (ANOVA de 1  via  mss test

de  Bonferroni).

8) Arriba:  western A/of de Tiaml  a  partir de lisado de celulas  NI E-115 control  (DMSO

0,1%) y c6lulas transfectadas con CMV-p35, tratadas con  DMSO 0,1% o  roscovitina  15

uM. Abajo: densitometria  promedio ± SEM (n = 3).
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7.3  La  sabre-exDresi6n  de  I)35  Dromueve  la  fosforilaci6n  de Tiaml

La  proteina  p35,  que  no  se  expresa  end6genamente  en  COS-7,  no  aparece  en  la

condici6n CONTROL y es practicamente inexistente en las celulas p35 [OFF];  mientras

que  en  las  celulas  p35  su  observa  abundantemenfe  (Figura  12  a).  Por  su  parfe,  Ia

proteine  HA-Tiaml   (C1199)  se  expres6  exitosamente  en  las  condiciones  p35  [ON]  y

p35[OFF].  AI  utilizar  un  antiouerpo  contra  Tiaml,  se  detecta  marcaje  en  Mr=180  y

Mr=150  tanto  en   las  c6lulas  sin  transfectar  como  en   las  transfectadas,  y  un  gran

aumento  en  Mr=150  en  estas  tiltimas  (Fisura  12 A);  si  se  utiliza  un  anticuerpo  contra

HA, s6lo hay marcaje en las celulas transfectadas, exclusivamente en Mr=150.

AI  inmunoprecipitar  HA-Tiaml   (C1199)  usando  un  antiouerpo  contra  HA  y  comparar

mediante     inesfem    b/Of    los     niveles    de     serina    fosforilada     presente    en     los

inmunoprecipitados  obtenidos  de  las  condiciones  p35  [ON]  y  p35  [OFF],  relati\/izados

respecto a HA-Tiaml  (C1199),  se observa que la fosforilaci6n de HA-Tiaml  (C1199) es

7  veces  mayor en  la  primera  condici6n,  es  decir,  ouando  se  expresa  la  proteina  p35

(Fisun  12 8,  lp).
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Figura 12 -La sobrecxpresi6n de p35 promueve la fosforilaci6n de Tiaml

A)  lzquierda:  western A/of de Tiaml  y a-tubulina en  lisados de c6lulas COS-7 control  o

transfectadas con  HA-Tiaml  (C1199).  Derecha:  densitometria Tiaml/a-tub,  promedjo ±

SEM con  n = 3.  *** P < 0,001  (t test no pareado).

a)  lzquierda,  panel superior:  western b/of de p35,  HA y a-tubulina en  lisados de celulas

COS-7  control;  co-transfectadas  con  HA-Tiaml   (C1199)  y  p35;  y  co-transfectadas  y

tratadas con tetraciclina.  Izq.,  panel  inferior:  wesfem b/of de serina fosforilada  (p-Ser)  y

HA   en    inmunoprecipitados   de   HA   a    partir   de   los   lisados   anteriores.    Derecha:

densitometrfa p-Ser/HA,  promedio ± SEM con  n = 3.  *** P < 0,001  (I test no pareado).
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7.4  La sobre-exDresi6n  de  D35  I)romueve  la  actividad  de  Racl

En   las  c6Iulas  tratadas  con   DMSO  que  expresan  simultaneamente   p35  y  Tiaml

(C1199),  la  relaci6n  entre  la  cantidad  de  Racl  unida  a  CRIB  (activa)  y  la  cantidad  de

Racl  presente en el lisado (total) duplica al valor determinado para las celulas trafadas

con  DMSO que s6lo expresan Tiaml  (C1199).  En las c6Iulas tratadas con roscovitina y

co-transfectadas  con  p35 y C1999[Tiaml] el valor es similar al  de  las c6lulas que s6lo

expresan Tiaml  (C1199)  tl=isura  13 A).

Para verificar que la sobreexpresi6n de p35 aument6  la actividad quinasa de Cdk5, se

efectu6  un  experimento  adicional:   c6lulas  COS-7  fueron  separadas  en  tres  grupos

experimentales:  el primer grupo,  CONTROL, fue mantenido con  medio de crecimiento

y  DMSO  0,1%;  en  el  segundo  grupo,  p35  +  ROSCO,  se  transfect6  CMV-p35  y  las

celulas fueron tratadas con  roscovitina 20  uM;  y en  el tercer grupe,  p35,  se transfect6

con   CMV-p35   y   las   celulas  fueron   tratadas   con   DMSO   0,1%.   A   Ias   36   h   post-

transfecci6n  se  lisaron  las  placas.  Se  inmunoprecipit6  Cdk5  a  partir  de  cada  lisade  y

luego   se   efectu6   un   ensayo   in   vifro   de   fosforilaci6n   de   histona   Hl    OuH1).   Los

resultados  confirmaron  que  la  velocidad  media  de  aparici6n  de  pHHl  en  las  celulas

que   sobre-expresan   p35   es   mayor   que   en   la   condici6n   CONTROL,   y   que   la

fosforilaci6n  es  inhibida  por  roscovitina  (Figura  13  8).  Como  se  obtuvo  un  nive]  de

sobre-expresi6n  de  p35  similar en  las  celulas  COS-7  co-transfectadas  con  pBl-p35  y

tTA (Figura  12  8) y transfectadas con  PCMV-p35 (Fieura  13 A),  es valido extender las

conclusiones de este ensayo para ambas estrategias de sabre-expresi6n.
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wsxNrfe   Ofs    gr#

CONTROL             p35                p35+RO8cO

Fjgura 13 -La sobre¢xpresi6n de p35 prornLleve la actividad de Racl

A)   Ensavo  de  actividad  de  Racl:  WB  de  Racl   en  lisado  de  COS-7  control  o  co-

transfectadas con  p35 y HA-C1199,  tratadas con  roscovitina o  DMSO, y de  Racl  unido

a  GST€RIB.  Densitometria  de  RaclpD/iisado  (promedio  ±  SEM  con  n  =  4).  xp  <  0,01  (t

test no  pareado).  a)  Ensavo de fosforilaci6n  in vitro de histona  Hl  catalizada  Dor Cdk5:

WB de  pHHl  y de  lgG-HC  a  diferentes tiempos de  reacci6n  a  partir de  HHl  inoubada

con  Cdk5 inmunoprecipitada a  partir de   lisados de COS-7 control o transfectadas con

pe5,  tratadas  con  roscovitina  o  DMSO;  \^/8  de  Cdk5  inmunoprecipitado;  y  ourva  de

pHH1/lgG-Hc en funci6n del tiempo (densitometria).
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7.5  Efecto de  la  Dresencia  de  Cdk5  en  [a  activaci6n  local  de  Racl.

Las  c6lulas  positivas  para  PllI-tubulina  presentes  en  los  oultivos  primarios  de  celulas

hipocampales   wh  y   Cdk5   KO   correspondieron   mayoritariamente   a   neuronas   con

morfelogia  piramidal,  mientras  que  fa  poblaci6n glial  no  mostr6  marcaje.  Se  registr6  Ia

emisi6n de YFP en  un rango cercano a 530 nm y de CFP alrededor de 475 nm (vease

6.5) en las neuronas que expresan la sonda RaichurRac.  Las imagenes correspondian

a  campos  de  200  x  200  iim.  Como  el  tamafio  de  las  neuronas  en  estadio  3  supera

dicha  area,  fue  necesario  tomar  mss  de  una  captura  para  abarcar  los  segmentos

somato-dendritico y axonal, y luego solaparlas.

Para   \risualizar   los   niveles   de   activacich   local   de   Racl    en   cada   neurona,   se

representaron  los \ralores de FRET en  una escala de colores.  Para efectuar el analisis

ouantitativo, se recopilaron los valores de FRET de toda la neuroma y se representaron

en   un   histograma  de  frecuencia.   En   un  analisis  preliminar  de  ouatro   mapas,   dos

provenientes de neuronas de rat6n wi y las dos restantes de un rat6n Cdk5 KO (ambos

de la misma camada), los datos sugieren que en el rat6n  wi el FRET promedio es mds

alto  que  en  el  rat6n  Cdk5  KO;  y  que  en  el  primero  hay  mayor  FRET  en  La  porci6n

somato-dendrltica  que  en  el  segmento  axonal,  mientras  que  en  el  segundo  el  FRET

tiene esencialmente e[ mismo valor en toda la celula (Figura  14).
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8.  DISCUS16N

8.1     La    abundancia     de    Cdl(5,     D35    v    Tiaml     aumenta     durante    la

diferenciaci6n

Durante  la  diferenciaci6n  i.n  vi.fro  inducida  con  dibutiril-CAMP  en  c6lulas  NIE-115  se

produjo  un  incremento  en   la  abundancia  de  las  protefnas  Cdk5,   p35  y  Tiaml,   un

resultado  esperable  de  acuerdo  a  los  antecedentes  que  seFialan  que  la  actividad  de

Cdk5/p35  es  necesaria  para  la  extension  de  neuritas  y  elongaci6n  axonal   (Nikolic,

Dudek  y  cols.,   1996;   Ohshima,  Ward  y  cols.,   1996)  y  consistente  con  el  rol  critico

descrito para Tiaml  en la extensi6n de neuritas dependiente de Racl , tanto en celulas

NIE-115  como  en  neuronas  (van  Leeuwen,  Kain  y  cols.,1997;  Ehler,  van  Leeuwen  y

cols.,1997;  Fard,  Kele, y cols.,  2010).

En   celulas  diferenciadas  durante   5   DIV  y  tratadas   con   roscovitina   para   inhibir   la

actividad  quinasa de Cdk5/p35,  disminuy6  la cantidad de c6lulas que extendi6 neuritas

y se redujo la longitud de las neuritas extendidas.  Este resultado es coherente, pues se

ha  demostrado  que  la  inhibici6n  de  la  actividad  de  Cdk5/p35  en  celulas  post-mit6ticas

induce ]a reentrada a] cic]o celular (Modi,  Komaravelli y cols., 2012).

La   abundancia  de  Tiaml   en  el   lisado  tambi6n   es  menor  en   celulas  tratadas  con

roscovitina  en  comparaci6n  a  c6lulas  diferenciadas  y  tratadas  con  DMSO.   Esto  no

puede interpretarse como  una disminuci6n en  la  sintesis de novo o  un  aumento  en  la

degradaci6n  de  Tiaml   asociada  a  la  inhibici6n  de  Cdk5;   es  mas  probable  que  la

disminuci6n de Tiaml  en el  lisado se deba a la disminuci6n en la proporcj6n de c6lulas

diferenciadas desde  un  80%  a  un  37%.  Ademas,  nada  permite suponer que el  rol  de

Tiaml  es mas tardio que el de Cdk5 en la diferenciaci6n.
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8.2   Cdk6/p36   promuov®   la   fooforllacl6n   do   Tlaml   v   la   actlvacl6n   dg

Baal
El analisis de  los  niveles de fosforilaci6n  de serina  en Tiaml  (C1199)  demostr6 que el

aumento en  la  actividad  quinasa de  Cdk5/p35  promueve fa fosforilaci6n de Tiaml.  De

aouerdo al analisis bioinformatico que sefiala la presencia de ouatro residuos serina en

la  secuencia  de Tiaml  que  podrian  ser fosforilados  por Cdk5,  y a  que  Tiaml  (C1199)

carece  de  los  392   aminoacidos  del  extremo   amino-terminal   de  Tiaml,   donde  se

encuentran  los residuos Ser219 y Ser358,  es may probable que fa fosforilaci6n  oourra

al menos en uno de los residuos Serl010 y   Serl466. Ambos nan sido descritos como

fosforilados  en  tejido  cerebral,  y  sue  puntajes  caloulados  con  la  matriz  PSSM  son

0,6079 y 0,8598, que se pueden considerar altos (86rquez, Olmos y cols., 2013).

Ademas, se demostr6 mediante pu/idow/r7 que un aumento en la activiclad de Cdk5/p35

promueve  un  aumento  en    la  cantidad  de  Racl  unido  a  CRIB  en  c6lulas  que  sobre-

expresan  HA-Tiaml  (C1199),  el oual no tiene lugar si se  inhibe la actividad quinasa de

Cdk5 utilizando roscovitina.

El  estudio  preliniinar de  los  mapas  de  FRET  en  neuronas  transfectadas  con  Raichu-

Rae sugiere que la ausencia  de  Cdk5  resuha  en  uma  disminuci6n  en  la relaci6n  Racl

activo / Racl  inactivo. Como la abundancia total de Racl  no varfa en el rat6n Cdk5 KO

respecto  al  rat6n  silvestre  (datos  del  laboratorio,  sin  publicar),  la  actividad  global  de

Racl  podrla estar reducida en las neuronas del rat6n carente de Cdk5.

P,3  EI  Oar.dlqma  tradlclonal  do  Cdk6/D36  como  ofoctor  do  Racljrty

ser revisado

Tradiciomalmente se   ha descrito a Cdk5 como un efector rio abajo cle Racl  (Ariniura y

KKaibuchi,  2007),  a partir de un trabajo de dos trabajos que demostraron que Cdk5/p25
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cataliza  la  fosforilaci6n  del  residuo  Thr212  de  PAKR299  (forma  mutante  inactiva  de

PAK1),   que   la   interacci6n   entre   Cdk5   con   el   dominio   quinasa   de   PAKl   inhibe   la

actividad  quinasa  de  6sta  sobre  histona  H4  y  que  tanto  la  asociaci6n  de  Cdk5  con

PAKl   como  la  fosforilaci6n  de  la  segunda,  requieren  la  presencia  de  RacL61,  una

forma   constitutivamente   activa   de   Racl,   usando   como   modelo   c6lulas   COS-7.

Parad6j.icamente,  una  mutante  dominante  negativa  de  Cdk5,  Cdk5N144,    tambi6n  es

capaz de asociarse a  PAKl  e inhibirla,  evidenciando que los eventos de asociaci6n  y

fosforilaci6n  son  independientes (Nikolic,  Chou y cols.,1998;  Rashid,  Banerj.ee y cols.,

2001).    Sin    embargo,     investigaciones    contemporaneas    la    uni6n    de    protelnas

activadoras al dominio  PBD favorecen  la conformaci6n abierta de PAK1,  exponiendo el

dominio  KD  a  la  interacci6n  con  otras  proteinas,  incluida  Cdk5,  y a  la  autofosforilaci6n

(Knaus, Wang y cols.,1998;  Zenke,  King  y cols.,1999);  por lo tanto,  otros activadores

de  PAK1  -como  Cdc42  o  esfingosina- tambien  podrfan  favorecer su  interacci6n  con

Cdk5.  Atln  se  requiere  investigar  en  profundidad  el  efecto  biol6gico  de  la  interacci6n

entre  Cdk5  y  PAK1,  pues.se  ha  propuesto  que  estas  y  Racl   estan  implicadas  en

funciones cognitivas,  como  la respuesta al miedo contextual en ratones (Sananbenesi,

Fischer y cols., 2007).

Cdk5/p35  cataliza   la  fosforilaci6n  del  residuo  Ser478  en   la  region  yuxtamembrana

intracelular  de  TrkB,  fundamental  para  que  se  produzca  la  interacci6n  entre  TrkB  y

Tiaml  tras el estimulo con  BDNF y,  consecuentemente,  Ia fosforilaci6n  de Tiaml  que

favorece   su   actividad   GEF   sobre   Racl,   promoviendo   la   activaci6n   de   6sta.   Este

mecanismo promueve  la formaci6n  de dendritas  (Cheung,  Chin y cols.,  2007)  e induce

la  remodelaci6n  de  espinas  dendriticas  (Lai,  Wong  y  cols.,  2012).   Tambi6n  se  ha

reportado que Cdk5 fosforila  a  la  proteina WAVEl  en  los  residuos  Ser 310,  Ser397 y
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Ser441,  y  que  esta  fosforilaci6n  inhibe  la  polimerizaci6n  de  actina  mediada  por  el

complejo   Arp2/3   (efector  de   la   sefializaci6n   Racl   +   WAVE1),   promoviendo   una

disminuci6n en la deneidad de espinas dendriticas (Kim, Sung y cols., 2006).

Tambien  se sugiri6  que Cdk5  podrfa fosforilar a  MAPIB  e  inhibir su  actividad,  pues  la

supresi6n  de  Cdk5  provoca  une  manor  fosforilaci6n  de  MAPIB  en  macroneuronas

cerebelares  tl'idino,  Paglini  y  cols.,1997;  Paglini,  Pigino  y  cols.,1998).  Sin  embargo,

se ha demostrado que la fosforilaci6n en modo  I  de MAPI 8 es mecliada por JNK y no

por Cdk5/p35 durante el desarrollo conical y que  Cdk5/p25  puede fosforilar a  MAPI a

s6lo en cerebros patogchicos (Kawauchi,  Chihama y cols, 2005).

8.4   Mode]o:    Cdk6    Dromtiovo    la    actlvacl6n    d®    Racl    a   trav6e    do    la_

fosforilaci6n  de  su  GEE  esDecifico.  Tiaml

Los resultados mostrados en este Seminario de Trfulo sugieren que  la fosforilaci6n  de

Tiaml  mediada por Cdk5/p35  (o una quinasa efectora) podria  incrementar la actividad

GEF de Tiaml  y, consecuentemente, promover la activaci6n de Racl  (Figura 15).

Ya se ha reportado que la fosforilaci6n de Tiaml  en residues serina, treonina y tirosina

es  un  mecanismo  que  puede  promover tanto  su  activaci6n  como  su  degradaci6n  en

respuesta   a   diversos   estfmulos   extracelulares   (Boissier,   Huynh-Do   y   cols.,   2013).

Tambi6n existen antecedentes de mecanismos que promueven  la actividad de Racl  a

traves de la fosforilaci6n  directa  de sue  GEF  mediada  por Cdk5,  como  la fosforilaci6n

Kalirina-7  en  el  residuo  Thrl590,  que  tiene  lugar durante  la  remodelaci6n  de  espinas

dendrfticas en neuronas corticales 0(in, Wang y cols., 2008).
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8.5  Provecciones

Para   ahondar  en   la  comprensi6n   de  los  mecanismos  subyacentes  a  los  eventos

biol6gicos descritos,  a futuro deberian coneiderarse los siguientes estudios:

1)  Analizar si  la  p6rdida  o  ganancia  de funci6n  de  Cdk5  afecta  la  avidez  a  estabilidad

de  la  asociaci6n  entre  Tiaml   y  Racl;  para  ello,  podrian  replicarse  las  condiciones

experimentales   y  efectuar   un   ensayo   de  pu//doim,   utilizando   como   "camada"   la

proteina  de fusi6n  GST-RacG15A,  forma  mutante  de  Racl  con  afinidad  elevada  por

sue GEFs habituates (Garcia-Mata, Wennerberg y cols., 2006), y determinar la relaci6n

entre la cantidad de Tiaml  unida a RacG15A y la que esta presente en el lisado.

2)  Determinar  si  Cdk5/p35  cataliza  directamente  la  fosforilaci6n  de  Tiaml.  El  disefio

experimental  mds  eficiente  es  disponer  de  Tiaml  y  Cdk5  purificadas  y  efectuar  un

ensayo   enzimatico   en   el   que   se   mida   la   producci6n   de   Tiaml   fosforilada   o   la

incorporaci6n  de  ATP,  si  se  dispone  de  ATP  marcado  con  P32.  Si  la  fosforilaci6n  de

Tiaml  es catalizada per Cdk5, sera necesario establecer la posici6n exacta del residuo

fosforilado.  En  nuestro  laboratorio fueron  disefiados  cinco fragmentos  de Tiaml ,  T1-5,

que   en   conjunto   abarcan   la   proteina   completa.   Dos   de   ellos,   los  fragmentos   T4

(residuos  1000  a  1263)  y T5  (residuos  1263 a  1591),  contienen  a  Serl020 y Serl466,

respecti\ramente  (Hemquez,   Bodaleo  y  cols.,  2012).   Si  se  analizan  los  niveles  de

fosforilaci6n  de  cada fragmento  en  condiciones  de  p6rdida  y ganancia  de funcich  de

Ccdk5,  usando  un  antiouerpo que  reconozca serima fosforilada  en  un  motivo  consenso

para Cdk's, podria determinarse la ubicacich del residuo aceptor de la fosforilaci6n.

3)  Una vez determinada  la  posici6n de  la fosforilaci6n,  correspondefa  establecer si  el

reemplazo del residuo aceptor de la fosforilaci6n por un aminoacido que no pueda ser
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fosforilado afecta el metaboljsmo de Tiaml,  su ubicaci6n subcelular,  su interacci6n con

otras proteinas, su actividad GEF sobre Racl, etc.

4)    Finalmente,   sera   necesario   caracterizar   espacial   y   temporalmente   los   roles

biol6gicos   de   este   mecanismo   /.n   v/.vo   durante   la   diferenciaci6n   neuronal   y   su

vinculaci6n con sefializaciones extracelulares.

Un  aspecto  que  podria  mejorar ostensiblemente  el  analisis  es  la  incorporaci6n  de  un

mejor   modelo   de   p6rdida   de   funci6n   de   Cdk5   en   neuronas.   Roscovitina,   a   una

concentraci6n de  10-20 prM  inhibe levemente la actividad de las quinasas de respuesta

extracelular,   Erkl-2  (lc5o  =  34  uM)   (Meijer,   Borgne  y  cols.,   1997)',   que  en  algunos

contextos  regulan  la  degradaci6n  de  Tiaml  (\/Voodcock,  Rooney y  cols.,  2009).  Para

evitar  este  efecto  co-lateral,  seria  adecuado  introducir  en  la  neurona  un  vector  que

contenga DNA codificante para un interferente de RNA o una forma mutante dominante

negativa  de  Cdk5.  Este  abordaje  fue  considerado  en  este  Seminario,  pero  la  baja

eficiencia  de transfecci6n  resta  efectividad  a  este tipo  de  mol6culas.  La  posibilidad  de

tra n sdu cir         vecto res         vi rales          mej o raria          basta nte         este          pars metro.

Otro   aspecto   a   considerar   es   que   la   informaci6n   relativa   a   los   mecanismos   de

regulaci6n     post-traduccional    de    la    actividad    de    Cdk5    se    va    complejizando

permanentemente  y,  junto   con   ella,   [a   interpretaci6n   biol6gica   de  sus   actividades

neuronasles.  Por ejemplo,  la fosforilaci6n  del  residuo  Tirosina  15  de  Cdk5,  que  no  es

necesaria  ni  suficiente  para  la  actividad quinasa de  Cdk5/p35,  si es  requerida  para  la

participaci6n de la holoquinasa en la regulaci6n de la extensi6n de neuritas (Zukerberg,

Patrick  y  cols.,  2000);  la  extension  y  retracci6n  de  espinas  dendrfticas  (Lai,  Wong  y

cols.,   2012;   Fu,   Chen  y  cols.,   2007);  y  la   correcta  formaci6n  y  orientaci6n  de   las

dendritas    (Cheung,    Chin    y   cols.,    2007;    Sasaki,    Cheng    y   cols.,    2002).    Otros
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antecedentes recientes sugieren que la secuencia del c/usfer de lisina en el segmentos

plo,  variable entre  p35 y p39,  podria  restringir espacialmente la  accesibilidad de  Cdk5

a  sus  sustratos  dependiendo  del  activador  al  que  esta  unido  (Asada,  Saito  y  cols„

2012).  Por lo tanto,  sera muy importante que futuras investigaciones esclarezcan si  la

fosforilaci6n  de  Cdk5  a  su  union  a  p39  (en  lugar  de  p35)  afecta  su  capacidad  para

promover la fosforilaci6n de Tiaml .
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9.  CONCLUSIONES

i)      La  abundancia  de  Cdk5,  p35 y Tiaml  aumenta durante  la  diferenciaci6n  neuronal

en neuroblastoma NI E-115.

ii)      La   inhibici6n   de   la   actividad   de   Cdk5   afecta   la   extensi6n   de   neuritas   en

neuroblastomas N 1 E-115 diferenciados

iii)     El  incremento  de  la  actividad  quinasa  de  Cdk5/p35  promueve  la  fosforilaci6n  de

Tiaml  en celulas COS-7.

iv)    El   incremento  de  la  actividad  quinasa  de  Cdk5/p35   induce  un  aumento  en  la

actividad de Racl  en celulas COS-7 y, analogamente, se observa una disminuci6n

en  la actividad  local de Racl  en  neuronas de ratones Cdk5  KO en comparaci6n a

animalesw/./dfype.
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