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RESUMEN

Las neuronas son células altamente polarizadas, con un compartimento axonal
y uno somatodendritico molecular y funcionalmente distintos, los que son esenciales
para el flujo de informacién en el sistema nervioso. Entender cémo se genera esta
polaridad y posterior elongacion del axon es fundamental para el estudio del desarrolio
neuronal. La dinamica del citoesqueleto es un determinante clave para el surgimiento y
mantencién de polaridad, siendo su regulacién el blanco efector de muchas vias
intrinsecas involucradas en este proceso. Es el caso de MAP1B (microtubule-
associated protein 1B), proteina estabilizadora de los microtibulos, cuya ausencia
provoca un retardo en la elongacion del axén. En un ensayo de doble hibrido que
buscaba nuevos interactores de la cadena liviana de MAP1B (Lc1) para asi sugerir
nuevas funciones de la proteina, un interactor resulté ser PRPK (p53-related protein
kinase) una kinasa que fosforila a p53. El objetivo principal de este trabajo es
establecer si PRPK tiene un rol en el desarrollo de polaridad o la elongacién del axén;
los objetivos especificos comprenden estudiar los niveles de expresion y localizacion
de PRPK, ademas de corroborar la interaccién con MAP1B a través de Pull down con
Lct — GST. Los estudios de expresion y localizacion de las proteinas se hicieron
mediante Western blot e inmunofluorescencia, usando cultivos de neuronas
hipocampales de embriones de rata, un modelo estereotipado y ampliamente usado en
estudios de polaridad. El rol funcional de PRPK se verific6 sobreexpresando la
proteina de D. melanogaster en neuronas en cultivo y viendo el fenotipo resultante.
Los resultados indican que ambas proteinas interaccionan y que no existe una

distribucion diferencial de PRPK ni cambios en su expresién durante la axonogénesis.

Finalmente la sobreexpresion de PRPK altera la normal elongacién del axén. Estos




resultados deben ser complementados con experimentos que consideren la utilizacién

de formas dominante negativas o constitutivamente activa de PRPK y p53, para

analizar su funcién en neuronas en cultivo y su rol en la via de RhoA/ROCK.




ABSTRACT

Neurons are highly polarized cells, showing an axcnal and a somatodendritic
domain, which are different in molecular composition and functions. These
compartments are essential to support the information flow through the nervous
system. Unraveling the acquisition of polarity and axon outgrowth is a fundamental
issue to understand neuronal development. Cytoskeleton dynamic is a key factor
promoting the establishment and maintenance of polarity, since it is a target of several
intrinsic pathways involved in this process. This is the case for MAP1B (microtubule-
associated protein 1B), a microtubule stabilizing protein, the absence of which induces
a retardation in axon elongation. In a previous yeast two hybrid assay to get novel
interactors for MAP1B (using the MAP1B light chain (Lc1) as a bait), we found the
PRPK (p53-related protein kinase) as a specific Lc1 interactor. Therefore, the goal
major aim of this work is to determine whether PRPK has a role in the development of
polarity. The specific aims are: to study of PRPK expression levels, its subcellular
localization and also to verify its interaction with MAP1B using Pull down assay with
Lc1 — GST. The expression assays and subcellular localization experiments were done
through Western biot and immunofluorescence using cultured rat embryonic
hippocampal neurons, a stereotyped and widely accepted model in polarity. The
functional role of PRPK was analyzed by overexpressing the D. melanogaster protein
in cultured neurons, and then looking for changes in the axonal elongation phenotype.
The results confirmed the interaction between PRPK and LC1, indicated no changes
either in the expression or subcellular localization of PRPK and finally, showed that the
overexpression of PRPK alter the axonal elongation. These results should be

complemented with experiments analyzing the contribution of both constitutively active

Xi



and dominant negative forms of PRPK and p53, to the development of an axon and

their functional involvement in the RhoA/ROCK pathway.
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INTRODUCCION

Las neuronas estan entre las células mas polarizadas del organismo, contando
con un compartimento axonal y uno somatodendritico; ambos funcional, estructural y
bioquimicamente distintos, lo que sustenta la integracién y el flujo de informacién en el
sistema nervioso. Esta comunicacion, llevada a cabo a través de la sindpsis, en su
forma candnica contempla el arribo de una sefal eléctrica al terminal presinaptico
(axonal), la cual es transformada en una sefal quimica mediante la liberacién de
neurotransmisores. Estos a su vez se unen a canales de iones activados por la unién
del ligando, en el terminal postsinaptico (dendritas), donde se restablece la sefial
eléctrica. Del proceso de transmisién sinaptica resulta evidente la importancia de la
asimetria neuronal. Sin embargo el precursor neuronal no exhibe esta
compartimentalizacion, debiendo ocurrir una ruptura previa de la simetria para generar

una célula completamente funcional (Guerrier y Polleux, 2007).

Algunos estudios han puesto en evidencia que el desarrollo de polaridad in vivo
sucede en sincronia con la migracion neuronal (Barnes y Polleux, 2009), sin embargo
la observacién de que neuronas hipocampales aisladas en cultivo pueden desarroliar
dominios axonal y dendriticos; logrando establecer polaridad (Banker y Cowan, 1979;
Bartlett y Banker, 1984); hicieron de este modelo uno de los mas empleados. Las
neuronas en cultivo obtienen su forma caracteristica a través de una secuencia de
eventos estereotipada; en la cual, luego de la disgregacion del tejido y siembra de las
neuronas en sustratos adherentes, se observa la aparicion de una estructura muy

dinamica del tipo lamelipodio alrededor de la periferia de la célula, en lo que se conoce




como estadio 1. Pocas horas después emergen desde el cuerpo celular varias

extensiones citoplasmaticas, los llamados procesos menores, que son similares entre

si, elongandose y retrayéndose constantemente, sin presentar crecimiento neto; en el
estadio 2. Varias horas mas tarde, uno de los procesos menores comienza a crecer a
una velocidad mayor que el resto, convirtiéndose en el axén, este es el estadio 3 y en
es cuando la neurona adquiere su morfologia polarizada. El resto de los procesos
menores formaran las dendritas, entre dos a fres dias después de la formacién del
axoén (estadio 4) y finalmente se formaran las espinas dendriticas, en el estadio 5, o de

maduracién dendritica (Dotti y col, 1988).

Todas estas modificaciones morfolégicas estan gobernadas por cambios en
cascadas de sefializacién intrinsecas bien caracterizadas durante las Gltimas dos
décadas y que se resumen en el esquema 1. Estas incluyen la via de sefializacién
dependiente de Ras, una GTPasa monomérica que regula la polaridad neuronal a
través de su efector phosphatidylinositol-3 kinasa (PI3K) (Yoshimura y col, 20086),
genera cambios locales de phosphatidylinositol-3,4,5-tryphosphate (PIP;) a nivel de la
membrana plasmatica; esto provoca la translocacién de Akt/PKB (protein kinase B) a
la membrana, donde es fosforilada. La via continua con la fosforilacién inhibitoria de
Akt sobre glycogen synthase kinase 3B (GSK3p); (Jiang y col, 2005), esta inhibicion
favorece la actividad de sus sustratos, enire ellos la proteina collapsin response
mediator protein (CRMP2), (Yoshimura y col, 2005; Inagaki y col, 2001), que se une a -
heterodimeros de tubulina, favoreciendo el ensamblaje de microtibulos y por

extension, la elongacion del axén.




PI3K también fosforila a la GTPasa Ras-related protein 1B, conocida como
Rap1B (Lova y col, 2003), que a su vez activa a Cdc42 (cell division cycle 42), una
GTPasa de la familia de las Rho GTPasas (Schwamborn y Pischel, 2004) y ésta al
complejo de polaridad, formado por las proteinas partitioning defect 3, partitioning
defect 6 y atypical protein kinase C, abreviado PAR3 — PAR6 — aPKC (Shi y col, 2003).
Existe evidencia de que el complejo de polaridad activa a la proteina Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1 (Rac1) dependiente de Cdc42 a través de la accién de las
GEFs de Rac1: SIF and Tiam 1-like exchange factor (STEF) o T-cell lymphoma
invasion and metastasis 1 (TIAM1); (Nishimura y col, 2005 ), generando de esta forma
un ciclo de retroalimentacién positiva que estimula la elongacion del axon por sobre las
demas neuritas, ya que Racl es capaz de activar a PI3 kinasa (Tolias y col,
1995).Ademés de Cdc42 y Rac1 existe otra GTPasa de la misma familia, que esta
involucrada en el desarrollo y elongacion del axén. Se trata de Ras homolog gene
family, member A (RhoA), que en contraposicién a Rac1 y Cdc42, posee un efecto
inhibitorio sobre el desarmollo del axén (Luo, 2000) al afectar la dinamica del
citoesqueleto de actina a través de la via de Rho kinasa (ROCK), LIM domain kinase 1

(LIMK1) y cofilina (Maekawa y col, 1999).

En el proceso de generacién de la polaridad neuronal queda de manifiesto la
importancia del citoesqueleto, ya que varios efectores de las cascadas de sefializacién
involucradas tienen como blanco proteinas que afectan la dinamica del citoesqueleto,
como CRMP2, Tau, microtubule-associated protein 1B (MAP1B), la cadena liviana de
la miosina (MLC) y cofilina (Arimura y Kaibuchi, 2007). Algo similar ocurre en el
proceso de elongacioén del axén, donde la presencia de microtibulos estables o

dinamicos conforman uno de los determinantes de la especificacion del axén (Conde y




Céaceres, 2009). Ademas, durante la elongacion del axon, existe un dominio estructural
en su extremo, denominado cono de crecimiento. En este lugar los manojos de
microtubulos dinamicos constantemente deben superar la resistencia que interpone el

arco de actina ubicado en el lamelipodio del cono, para lograr extenderse (Lowery y

Van Vactor, 2009).

Esquema 1. Resumen grafico de las vias de sefalizacion mencionadas en la
descripcion de los mecanismos moleculares de generaciéon de polaridad neuronal y
elongacion del axon.




En el contexto anterior, cabe destacar a MAP1B, una proteina de unién a
microtdbulos que participa en la estabilizacion de éstos (Halpain y Dehmelt, 2006).
MAP1B presenta altos niveles de expresién durante el desarrollo neuronal temprano,
los que disminuyen gradualmente una vez alcanzada la adultez (Tucker y Matus,
1987) y exhiben un enriquecimiento en axones en desarrollo (Denny, 1991). El raton
hipomorfo para MAP1B presenta un retraso en la elongacion del axén y una
disminucion de la formacion de microtibulos en la parte distal del axén, asi como una
formacién aberrante del cono de crecimiento (Gonzalez-Billault y col, 2001). Estudios
recientes indican que la pérdida de expresion de MAP1B es acompafnada por una
disminucioén en la actividad de Rac1 y Cdc42, asi como sus efectores rio abajo, LIMK y
Cofilina, lo que define a MAP1B como un punto de integracion entre las dinamicas del

citoesqueleto de actina y los microttbulos (Montenegro — Venegas y col, 2010).

MAP1B es sintetizada como una poliproteina que luego es procesada
proteoliticamente cerca del exiremo C terminal, generando una cadena pesada (Hc)
de aproximadamente 300 kDa y una cadena liviana (Lc1) de 32 kDa (Hammarback y
col, 1991). Existen controversias respecto de la ubicacién de la zona estabilizadora de
los microtabulos, y de la zona de unién a filamentos de actina, ya que tanto la cadena
pesada como liviana presentan ambas regiones (Zauner y col, 1992; Togel y col,

1998).

Con el objetivo de encontrar nuevas posibles funciones o proteinas que
interaccionen con MAP1B nuestro laboratorio realizé ensayos de doble hibrido,
utilizando la Lc1 como cebo (datos no publicados) buscando interactores presentes en

una genoteca de raton embrionaria. Uno de interactores encontrado corresponde a la




proteina kinasa relacionada con p53, PRPK de Mus musculus (ndmero de acceso a

Genbank AK167662.1).

PRPK, también conocida como TP53RK, es una kinasa que fue clonada e
identificada desde una libreria proveniente de linfocitos T citotoxicos en presencia de
IL-2 (Abe y col, 2001). Su sustrato es el factor de transcripcion p53, que participa en
varios procesos, entre los cuales se puede mencionar el control del ciclo celular,
apoptosis, diferenciacién, estabilidad genémica y reparacion del DNA (Levine, 1997).
Este factor de transcripcion ha sido extensamente estudiado, entre otras razones
porque se encuentra mutado en cerca de la mitad de los tumores (Harris y Hollstein,
1993). La fosforilacion de p53 mediada por PRPK ocurre en el residuo Ser 15, sin
embargo para que la kinasa tenga actividad, debe ser previamente fosforilada por Akt
en el residuo Ser 250 (Facchin y col, 2007). La caracterizacion de la expresion de
PRPK fue realizada por Abe y colaboradores, y muestra que presenta altos niveles de
expresién en testiculos, y una expresion débil en tejido de corazon, rifidén y bazo. En
células Hela, la PRPK enddgena es citosélica, sin embargo su sobreexpresion induce
la formacién de agregados en el nlcleo, esto dado que tiene una sefial de localizacion

nuclear bipartita (Abe y col, 2006).

Es interesante que el sustrato PRPK sea p53, ya que evidencias recientes
vinculan a esta ultima proteina con la elongacion del axén. Se ha observado que la
inhibicion de la actividad de p53, tanto a nivel transcripcional como en su rol
apoptético, produce un colapso del cono de crecimiento del axén (Qin y col, 2009).
Ademas, el efecto inhibitorio de la elongacién del axén producido por Semaphorin 3A
seria producto de la protedlisis de p53 por calpainas (Qin y col, 2010a). Esta nueva

actividad no transcripcional de p53 se debe a que la forma fosforilada en el residuo Ser



15 de p53 (P-p53) interacciona e inhibe a ROCK, ademas de inhibir la sintesis de
RhoA, manteniendo la dinamica del citoesqueleto de actina (Qin y col, 2010b). Sin
embargo, no existe evidencia que PRPK esté involucrada en el proceso de elongacion

del axon.

Ante la falta de evidencia que vincule a PRPK con la determinacién de
polaridad neuronal o con el favorecimiento de la elongacion del axon por parte de P-
p53, se ha decido investigar el efecto de PRPK sobre la elongacion del axén. La
hipétesis consiste en que “PRPK favorece la elongacion del axén, por lo tanto, la

sobreexpresion de PRPK generaria un aumento en la longitud axonal®.

El objetivo general es averiguar si PRPK tiene un rol en el establecimiento o
mantencioén de la polaridad neuronal, en el modelo de neuronas hipocampales de
embriones de rata en cultivo. Para ello se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

1- Corroborar la interaccion de Lct y PRPK por otra técnica adicional al
ensayo de doble hibrido.

2- Determinar los niveles de expresién y localizacién subcelular de PRPK
durante el desarrollo de neuronas en cultivo.

3- Sobreexpresar PRPK en neuronas en cultivo y describir el efecto en el

fenotipo, centrado en la elongacién del axén.




MATERIALES Y METODOS

Pull down de Lc1 — GST y PRPK

La proteina de fusion a GST y GST control se obtuvieron transformando
mediante shock térmico clones de E. coli BL21 DE3 competentes, con el vector pGEX-
6p-1 de Promega (Smith y Johnson, 1988), que codifica para GST y en que se puede
clonar una proteina y fusionarla a ésta. Una de las colonias transformadas se dejé
creciendo toda la noche a 37°C en medio LB ampicilina y luego se inocularon 250
del cultivo en 25 mi de LB, los que se dejaron incubando hasta que alcanzaron una
densidad éptica entre 0,8 y 0,9. Posteriormente se indujo la expresion de las proieinas
adicionando IPTG (1 mM concentracion final) y se incubé 3 hrs a 37°C. Las células se
colectaron centrifugando a 6000 rpm por 10 min, se solubilizaron en buffer de lisis con
inhibidores de proteasas (8ml) y se dieron 4 pulsos de 15 seg en un sonicador. El
sonicado se centrifugé a 10.000 rpm por 30 min y el sobrenadante se incubd en
agitacion y a temperatura ambiente durante 4 hrs con 300 pl de resina de Sepharosa —
glutatién (GE Healthcare Bioscience) en buffer de lisis. Se centrifugé a 1000 g y se
descarto el sobrenadante, lavando con 4 ml de buffer de lisis en agitacion, 6 veces, asi
se obtuvo la proteina de fusion o GST control adherido a la resina a través del

glutatién. Todo esto se realizé en hielo a menos que se indique lo contrario.

El ensayo de Pull down se realizé incubando entre 50 y 100 ug de resina unida
a la proteina de fusion, con 2 mg de extracto de cerebro embrionario de rata; durante
toda la noche a 4°C y en agitacién. Luego se centrifugd la resina a 2000 rpm por 4 min

y se eliminé el sobrenadante, lavando con 400 ui de buffer de lisis en agitacion durante




10 min a 4°C; los lavados se repitieron 5 veces. Las proteinas se eluyeron en buffer de
solubilizacion, afiadiendo buffer de carga de proteinas (a una concentracion final 2X) y

denaturando a 95°C por 5 min, agitando brevemente y denaturando 2 min mas.

Cultivo de neuronas de hipocampo de embriones de rata

Se utilizaron ratas Sprague Dawley (Ratttus norvegicus) prefiadas de 18 dias
de gestacion. Se extrajo el hipocampo de los embriones (Kaech y Banker, 2007) y se
incubd con tripsina a una concentracion final de 0,25% a 37 °C por 20 min. Se hicieron
2 lavados con HBSS (Invitrogen) y luego se disgregd el tejido con una serie de 3
pipetas pasteur de didmetro reducido. Las células fueron tefiidas con azul de tripan
(Sigma), contadas en una camara de Neubauer, (Sigma)y sembradas en placas con
polilisina y medio Neurobasal con suero de caballo (10%). Luego de dos horas se

cambié el medio por Neurobasal sin suero suplementando con B27 y N2 (Invitrogen).

En caso de que las neuronas fueran ocupadas para hacer extracto de
proteinas, se sembraron 2,5 - 10° de células en una placa Petri de 60 mm de didmetro.
Para realizar estudios de localizacion subcelular o morfologia por inmunofluorescencia,
se sembraron 2 - 10* por cover y para llevar a cabo estudios de transfeccion se

sembraron 1 - 10° células por cover.
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Westemn blot de PRPK

Para analizar los cambios en la cantidad de PRPK se realizaron extractos de
proteinas segtn la condicién de desarrolio de polaridad a estudiar, usando bufer RIPA
con inhibidores de proteasa (Roche) y caliculina (Cell Signaling) como inhibidor de
fosfatasas. El extracto se cuantificé usando el método de Bradford (Bradford, 1976), se
desnaturd calentandolo a 95°C por 5 min y se cargd en un gel de poliacrilamida al
12%. El gel se corrié a 80 V por media hora y luego a 110 V hasta que el frente de
migracién cayera del gel. La transferencia se realizb a 250 mA por 60 min y 4°C
usando membranas de nitrocelulosa. El bloqueo se realizé6 con BSA 5% en TBS; el
anticuerpo primario contra PRPK (conejo, Abcam) se incubé a una dilucion de 1:300
toda la noche a 4°C en agitacion, el secundario (Sigma) se incubé por una hora a
temperatura ambiente en agitacion, diluido 1:5000. El revelado de la membrana se

hizo usando el kit de ECL (Pierce Thermo Scientific) y films radiograficos (Fujifilm).

Inmunofluorescencia (IF) y analisis cuantitativo de la fluorescencia

Las células sembradas en cubreobjetos fueron fijadas con una soluciéon de
paraformaldehido y sacarosa al 4%, permeabilizadas con tritén 0,1% en PBS,
bloqueadas con BSA 5% en PBS por una hora y tratadas con los anticuerpos
primarios. Para PRPK (Abcam) se us6 diluido 1:50, el de P-p53 y de p53 (ambos Cell
Signaling) se usaron 1:100; la faloidina se ocup6 1:50. El anticuerpo primario se dejo
incubando tres horas a temperatura ambiente en camara himeda, o toda la noche a
4°C en camara hiumeda. Se lavo cuatro veces con PBS y se aplicd el anticuerpo

secundario (AlexaFluor 488, 546 y 643; Molecular Probes) incubando una hora en
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camara himeda. Finalmente, se lavd tres veces con PBS y una con agua, para luego

montar los covers sobre portaobjetos usando Fluor Save (Calbiochem).

Las imagenes fueron adquiridas usando un microscopio confocal Carl Zeiss
LSM 510 Meta. La magnificacién de cada imagen se indica en cada figura. La
cuantificacién de la fluorescencia, y la medicién de la longitud axonal desde las
imégenes se hizo usando el software del microscopio, LSM Image Browser. Para la
cuantificacion de la fluorescencia en el exiremo del axén, se tomaron los Gitimos 100
um de los axones. En las mediciones corregidas por el area, se midio la fluorescencia
en un segmento del eje del axén y en el cono de crecimiento del axén, para luego

calcular la razén entre la fluorescencia promedio y €l area seleccionada en cada caso.

Clonamiento de PRPK de D. melanogaster

El vector pQE trisystem (con el gen de PRPK de mosca), fue digerido con las
enzimas de restriccion BamHI y Xhol en Buffer 4 (New England BiolLabs). Se digirieron
8 ug usando 1 l de enzima directamente desde el stock, para un volumen final de 50
ul, que incluyen BSA 1X (0,5 pl). El producto de digestién se cargd en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y corrié a 85 V durante 45 min, luego se
corté la banda liberada del plasmidio y purificd con el kit Wizard SV gel and PCR clean
up system (Promega). El vector pTag2 se digiri6 con las mismas enzimas, y con un
protocolo similar. La ligacién del gen de PRPK en el vector se realizé usando 2 pl del
vector pTag2 digerido y purificado, 1 il de ligasa del virus T4 (New England Biolabs) y
2 ul del fragmento liberado y purificado. Se realiz6 la reaccion toda la noche a 18°C.

Luego se transformo el producto de ligacién en E. coli mediante shock térmico.
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Se picaron 12 clones, los cuales fueron chequeados por PCR para verificar si
tenian o no el inserto correspondiente al gen de PRPK. Los partidores usados fueron F
5 ATGTCCCTAGAAATCCTGAAACAAGG y R 5 TTAACCAATCATGGTTCTTTTGCG;
se ocup6 una Tm de 61°C y 30 ciclos de 94°C, 61°C y 72°C cada uno de un minuto y
medio. Las colonias que dieron positivo para el amplificado se volvieron a verificar por
digestion, como se describié antes en este apartado. La prueba final del clonamiento
fue revisar si las células transfectadas con este nuevo vector expresaban o no la

proteina.

Transfeccién de pTag2 — PRPK

El vector se fransfecté en lineas celulares y neuronas hipocampales de
embriones de rata usando lipofectamina 2000 (Invitrogen). En lineas celulares se
mezclaron 2 g de DNA y 4 pl de lipofectamina en medio Optimem (Invitrogen), 5 min
por separado y luego 15 min en un solo tubo. Posteriormente se lavaron las células
con PBS y se cambi6 el medio de cultive por Optimem. Se agregaron los complejos de
DNA con lipofectamina e incub6 por 6 hrs a 37°C. Luego de eso se cambio de medio,
agregando DMEM 10% FBS (Invitrogen). En el caso de neuronas en cultivo primario,
luego de que se adhirieran a la placa se cambi6 el medio por Neurobasal sin suero y
se agregaron los complejos previamente formados, se incubo por 2 hrs a 37°C y luego

se hizo el cambio de medio por Neurobasal con suplementos.
Andlisis estadistico

Se compararon promedios usando el t-test no pareado, afiadiendo la correccion

de Welch cuando las varianzas fueran significativamente diferentes.




RESULTADOS
Pull down de Le1 - GST y PRPK

Para corroborar la interaccién de la kinasa PRPK con la proteina Lc1 por una
técnica diferente al doble hibrido, se realizé un Pull down utilizando la proteina de
fusién Lc1 — GST (con la GST en el extremo N terminal de la Lc1). En esta técnica, la
proteina de fusién se incuba junto a un extracto de proteinas, en contacto con una
resina de Sepharosa — glutation. La GST se une al glutatién y queda adherido el otro
componente de la proteina de fusién, ademas de las proteinas que interaccionen con
ella. Finalmente se eluyen y se comprueba la identidad del interactor mediante un

Western blot.

En la Figura 1A se observa un gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomassie, en el que se han cargado extractos de proteinas provenientes de las
purificaciones de la proteina de fusion y de GST control. En el primer carril se puede
ver que la induccién de la expresién de GST produce la aparicion de una sola banda
en el peso esperado, mientras que la induccion de la proteina de fusién genera una
banda mas pesada, ya que Lc¢1 tiene una masa molecular de 34 kDa (Kuznetsov y col,
1986), lo que la hace migrar mas lento que GST sola. Esto indica que la induccion de

las proteinas de fusion y control fue efectiva.

En la Figura 1B se observa una membrana de nitrocelulosa tefiida con Rojo
Ponceau, donde el primer carril corresponde a la carga del exiracto de proteinas de
cerebro embrionario de rata que se uso en el Pull down (input). En el segundo carril se

cargo la elucion del Pull down con GST control y en el tercer carril, la elucién con Le1 -

13
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GST. En los carriles 2 y 3 se ven las bandas producio de la sobreexpresion de las
proteinas de fusién y GST control, similar a lo que se aprecia en la Figura 1A,
indicando que estas proteinas no se perdieron durante la incubacién y posteriores
lavados. En el input aparecen varias bandas mas delgadas, distribuidas en todo el

espectro de peso molecular.

En la Figura 1C se presenta el Western blot contra PRPK sobre la misma
membrana mostrada en 1B. En el primer carril, correspondiente al input, se ven dos
bandas, de las cuales la de 28 kDa corresponde a PRPK pues coincide con el peso
molecular. En el segundo carril, no se encuentran bandas y en el Gltimo carril aparece
so6lo la banda de PRPK. Lo anterior indica que en el exiracto de cerebro embrionario
esta presente PRPK y su interaccién con la proteina de fusién la mantuvo en la elucion
del Pull down con Le1 — GST (carril 3). Como no es posible encontrar a PRPK en la
elucién del Pull down incubado sélo con GST, se confirma que la interaccién es

especifica para Lc1.
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Figura 1. Pull down de Lc1 — GST y PRPK
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En el panel A se observa un gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie donde
se cargaron las proteinas de fusion y GST control purificadas. En el panel B se muestra una
membrana tefiida con Rojo Ponceau, que corresponde a la carga de las eluciones del Pull
down (input corresponde a extracto de cerebro embrionario de rata). En el panel C se presenta
el Western blot contra PRPK de la misma membrana. El significado de cada carril se indica
sobre cada uno de éstos. Imagen representativa del Pull down hecho en triplicado.
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Expresién de PRPK en cerebro embrionario de rata.

Una vez comprobada la interaccion entre LC1 y PRPK en extractos de
proteinas derivados de cerebro de rata, decidimos estudiar como varia la expresion de
PRPK durante el desarrollo de polaridad de neuronas hipocampales, durante los
estadios neuronales en que se determina y comienza a elongar el axén. Esto se
realizd mediante Western blot usando exiractos de proteina de neuronas
hipocampales de embriones de rata en cultivo a las 18 hrs, 2 DIV y 3 DIV. La Figura
2A muestra un Western blot de PRPK en los estadios mencionados, ademas de la
tubulina como control de carga. La Figura 2B corresponde a la cuantificacion de las
bandas de PRPK corregidas por las correspondientes bandas de tubulina. Si bien se
observa una disminucién gradual de la masa de PRPK al avanzar los estadios, esta

diferencia no result6 estadisticamente significativa.

Figura 2. Expresién de PRPK en los estadios iniciales de polarizacion neuronal.
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La Figura 2A corresponde a un Western blot contra PRPK usando extractos de
neuronas de hipocampo de rata, cultivadas por los periodos indicados sobre cada carril; la
banda inferior corresponde a PRPK. Se muestra ademas tubulina como control de carga. En 2B
se presenta la cuantificacion de las bandas corregidas por fubulina (en U.A.; unidades
arbitrarias). Imagenes representativas de experimento realizado en triplicado, las barras
representan error estandar.
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Localizacion subcelular de PRPK, p53 y P-p53.

Luego de determinar que la cantidad de PRPK no experimenta variaciones
significativas durante la adquisicion de polaridad neuronal, decidimos determinar si
existia un posible cambio en la localizacién de la proteina durante el proceso, o alguna
distribucién particular ademas de su ubicacién citoplasmatica o nuclear, cuando es
sobreexpresada (Abe y col, 2006). También analizamos la distribucion subcelular de
p53 y de P-p53, ya que es el sustrato de PRPK y recientemente se ha vinculado con el
proceso de elongaciéon de neuritas (Qin y col, 2009). Esto se realizd mediante
inmunofluorescencia (IF) en neuronas de hipocampo de embriones de rata en cultivo a

los 2 y 3 DIV, para estudiar la transicién del estadio 2 al 3 y el estadio 3 consolidado.

En la Figura 3 se presentan imagenes de [F; en donde A y B corresponden al
marcaje de P-p53 en 2 y 3 DIV respectivamente; mientras que C y D muestran el
marcaje para PRPK también en 2 y 3 DIV. Se observa que la marca de P-p53 esta
presente en el soma neuronal y en el axon en las neuronas en ambos estadios. En el
axoén, la marca se debilita en el segmento inicial, fortaleciéndose hacia el eje y la parte
distal, sugiriendo la existencia de un gradiente préximo — distal. La marca de p53 es
mayormente somatica, sin embargo también presenta una marca mas débil en el axén,
la que se aprecia con mas intensidad en la Figura 3B, y que parece permanecer sin
cambios perceptibles a lo largo del axén. Con respecto a PRPK se puede encontrar
tanto en el nlicleo como en el axén, distribuida de manera uniforme en ambos
estadios. En la Figura E se presenta una ampliacién del cono de crecimiento de una

neurona marcada contra P-p53 y gl tubulina.



Figura 3. Localizacion subcelular de PRPK, p53 Y P-p53.
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En Ay B se presentan neuronas de 2 DIV y 3 DIV, respectivamente, marcadas contra
P-p53, p53 y actina polimerizada (F-actina); mientras que en Cy D se presentan neurcnas de
2y 3 DIV respectivamente marcadas contra PRPK, BlIi tubulina como marcador de volumen y
F-actina. En E se muestra el cono de crecimiento de una neurona de 3 DIV marcada contra P-
p53 y Bl tubulina. Imégenes tomadas con aumento de 40x y representativas de 3 IF realizadas
a neuronas desde 3 cuitivos diferentes.

A partir de las imagenes obtenidas en el experimento de localizacion
subcelular, se realizd un analisis semi-cuantitativo de la intensidad de fluorescencia
asociada a cada proteina a lo largo del axén. Para ello graficamos la fluorescencia en
los dltimos 100 um de cada axoén corregido por p53 en el caso de P-p53 y por un
marcador de volumen (Blil tubulina) en el caso de PRPK a los 3 DIV, ya que en ese
estadio las neuronas cuentan con un axoén ya establecido. Como control evaluamos la
fluorescencia de las proteinas en las neuritas menores. En la Figura 4 se presentan los
graficos correspondientes a la fluorescencia de P-p53 y PRPK en el axon (4A y 4B
respectivamente) y en las neuritas menores (4C y 4D respectivamente). La
fluorescencia de P-p53 presenta un aumento constante hacia la parte distal del axon,
cerca del final de éste, alcanza un méaximo de fluorescencia y luego decae. El caso de
PRPK es diferente, porque el aumento en la fluorescencia es mucho mas moderado y
no parece alcanzar un maximo ni decaer. En el caso de las neuritas menores, para

ambas proteinas, la fluorescencia se mantiene constante a lo largo de la neurita.

Un problema de este anélisis semi-cuantitativo es la gran dispersion de las
mediciones. Para eliminar ese problema se cuantificd la fluorescencia de P-p53 y
PRPK en el cono de crecimiento del axén de neuronas en cultivo a 3 DIV, y en el gje
del axon, corrigiendo por el area seleccionada para la medicién. Ademéas se comparé

con la fluorescencia de p53. En la Figura 5 se muestra un grafico que representa esas

comparaciones; y como se aprecia, la fluorescencia absoluta de P-p53 no cambia
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significativamente entre el eje del axén y el cono de crecimiento. Sin embargo, hay una
disminucion de la fluorescencia de PRPK y p53 en el cono de crecimiento con
respecto al eje del axon. Que el denominador del cuociente se haga mas pequefio,
podria explicar, en parte, el aparente enriquecimiento de P-p53 hacia las zonas mas

distales del axon

Figura 4. Cuantificacion de la fluorescencia de P-p53 y PRPK
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En A se muestra el grafico de la cuantificacion de la fluorescencia de P-p53 corregida
por p53, en los dltimos 100 ym del axén, donde el cero representa la parte proximal. En B se
presenta lo mismo pero para PRPK corregida por el marcador de volumen. En C y D se
presentan los graficos de la cuantificacion de la fluorescencia para P-p53 y PRPK
respectivamente, en las neuritas menores, aqui el cero también representa la zona mas
cercana al soma. Cada punto representa el promedio de 20 neuronas de tres cultivos
diferentes. Las barras representan el error estandar; U.A. representa unidades arbitrarias.
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Figura 5. Comparacion de la fluorescencia entre el eje del axon y el cono de

crecimiento.
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Las primeras tres columnas representan la cuantificacién de la fluorescencia en el eje
del axon corregido por el area, en unidades absolutas (U.A.), las ultimas tres columnas
representan la misma medicion, pero realizada en el cono de crecimiento del axon. Cada
medicién representa un promedio de 20 neuronas de tres cultivos independientes, las barras
representan el error estandar. *** p < 0,001 y ### p < 0,001 con respecto a la fluorescencia de
la misma proteina en el eje del axon.

Clonamiento de PRPK WT

Una vez establecido que existe un enriquecimiento significativo de P-p53 con respecto
a la forma no fosforilada de la proteina (lo que se deriva de la Figura 5) y que este
aumento no se relaciona con cambios en los niveles ni distribucion de PRPK en las
neuronas en cultivo, decidimos analizar el efecto funcional de la sobreexpresion de
PRPK en neuronas. Para ello clonamos el cDNA de PRPK de Drosophila
melanogaster amablemente cedida por el Dr. Alvaro Glavic, en un vector de expresion

para mamiferos (pTag2) bajo el control del promotor CMV y con un tag FLAG en el N-
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terminal. El gen de PRPK de D. melanogaster originalmente estaba clonado en el
vector de expresion de mosca pUAST (Brand y Perrimon, 1993), luego se cloné en el
vector de expresién en mamiferos pQE Trisystem y desde ese plasmidio se cloné en el
vector pTag2. La Figura 6A muestra que la digestion del vector pQE con BamHI y Xhol
libera un inserto de aproximadamente 700 pb, que es el tamafio esperado para el gen
de PRPK. En la Figura 6B se muestra que la digestion del vector pTag2 con el gen ya
ligado usando las mismas enzimas de restriccion, también libera el inserto del peso
esperado en al menos 6 clones, indicando que la ligacién fue efectiva. La Figura 6C
presenta un Western blot contra PRPK desde extractos de proteinas de células N1E-
115 transfectadas con el vector; el primer carril corresponde al control de transfeccion
y los otros dos corresponden a extractos de células transfectadas. Esto indica que se
logré sobreexpresar PRPK en esta linea celular. Finalmente, también se chequed la
expresion de PRPK mediante IF, usando un anticuerpo contra el tag FLAG que posee
la proteina. En las Figuras 6D y 6E se muestra una imagen de células COS7 control y
transfectadas, respectivamente. Aparte del background en el control, no se aprecia
marca del anticuerpo contra FLAG, mientras que las células transfectadas si presentan
la marca anti FLAG. En 6F y 6G se muesiran imagenes equivalentes, pero de
transfecciones de células N1E — 115. De lo anterior se deduce que la proteina si se

expresa en lineas celulares.




Figura 6. Clonamiento y verificacion de la expresion de PRPK
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En A se muestra un gel de agarosa cargado con la digestion del vector pQE, la flecha
indica el fragmento de aproximadamente 700 pb que se libera. En B se observa otro gel de
agarosa cargado con digestiones del vector pTag2 con el gen de PRPK ya ligado; la flecha
indica la liberacion del fragmento esperado en 6 clones. En C se presenta un Western blot
contra PRPK; en la parte inferior de cada carril se indica a qué corresponde (control o células
transfectadas). Se muestra ademas el control de carga. En D y E se observan IF de células
COS7 control y transfectadas con el vector respectivamente; mientras que en F y G se
muestran células N1E-115 control y transfectadas respectivamente. Imagenes tomadas con
un aumento de 40x, FLAG en verde, F-actina en rojo.
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Sobreexpresiéon de PRPK en neuronas en cuitivo

Luego de verificar en un sistema celular, que la construccion para PRPK
producia un aumento en la expresion de la proteina, decidimos analizar el efecto
funcional de PRPK sobre la determinacién y elongacion del axon. Para ello
transfectamos neuronas hipocampales de embriones de rata en cuitivo con el vector
descrito en la seccién anterior y observamos el fenotipo de las neuronas. En la Figura
7 se observan 3 imagenes representativas de neuronas a 3 DIV. La imagen A
corresponde a una neurona control, la B a una neurona tratada con lipofectamina y la
imagen C a una que ademas de la lipofectamina, incorporé el vector y expresa la
proteina. Inesperadamente, observamos que aquellas neuronas que mostraban una
marca positiva para FLAG tenian un axén més corto, al compararias con los controles
sin transfectar e incubados con lipofectamina, como se puede en la imagen 7C. Estas
diferencias morfoldgicas fueron cuantificadas y se graficaron los cambios de longitud
axonal para cada condicién, encontrandose que la sobreexpresion de PRPK en

neuronas de rata indujo una disminucién de la longitud axonal media.
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Figura 7. Sobreexpresion de PRPK en neuronas en cultivo.
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En A se muestra una imagen de una neurona control, en B una tratada sélo con
lipofectamina y en C una transfectada con el vector. Se presentan los tres canales de
fluorescencia por separado (F-actina, FLAG y BIIl tubulina, esta ultima para diferenciar
neuronas de otros tipos celulares) asi como la imagen compuesta. La cuantificacion se realizé
contando 50 neuronas de tres experimentos independientes. Imagenes con aumento de 40x, IF
representativas de tres cultivos diferentes; *** p < 0,001.




DISCUSION

En el presente trabajo corroboramos que en neuronas hipocampales de rata
existe una interaccién entre Lc1 y PRPK (descrita por primera vez en un experimento
de doble hibrido realizado previo al desarrollo de este seminario de titulo). En primer
lugar, se llevé a cabo un ensayo de Pull down entre Lc1 — GST y PRPK, lo que verificé
la interaccion de estas dos proteinas. El hecho de que se pudiera encontrar PRPK en
el incubado con Lc1 — GST y no en el con GST solo confirma que la interaccién con la
proteina de fusibn es a través de Lc1. Un abordaje complementario que esta
actualmente en fase de implementacion es la verificacién de la interaccién usando co-
immunoprecipitacion. Para el desarrollo de este seminario de titulo decidimos empezar
por el Pull down ya que es una técnica que involucra aspectos moleculares y
bioquimicos. Los experimentos se realizaron utilizando exiractos de proteinas de
cerebro embrionario de rata, ya que se ha descrito en la literatura que no existen
niveles de expresion detectable de PRPK en el cerebro de adulto (Abe y col, 2001).
Adicionalmente, la genoteca de ratén usada en el experimento de doble hibrido

correspondia a una libreria de cDNAs embrionarios.

El siguiente paso consisti6é en estudiar los cambios en los niveles de expresion
de PRPK durante el desarrollo de neuronas en cultivo. Se observé que los niveles de
expresiéon presentan una disminucién a medida que se avanza en el desarrollo, sin
embargo esta diferencia no resulté estadisticamente significativa en el intervalo de

tiempo estudiado. Una posible explicacién a esta aparente ausencia de variacion

podria ser que el intervalo de tiempo estudiado sea muy corto. Una alternativa seria
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analizar los niveles de expresion de PRPK mediante Western blot, en estadios mas
avanzados del desarrollo neuronal, por ejemplo 5 DIV o més. El periodo de tiempo
elegido se debe a que originalmente se plane6 estudiar la expresion de PRPK

mientras se determina el axén, y en estadios mas tardios esto ya ha sucedido.

El resultado que obtuvimos no fue el esperado, ya que de acuerdo a la
hipétesis, si PRPK favorece la elongacion del axdn, pensamos que deberia estar
presente en las neuronas los primeros dias de cultivo y reducir sus niveles de
expresién una vez que el axén ya estuviera formado, en un patrén de expresion similar
al de MAP1B (Tucker y Matus, 1987). Sin embargo, experimentos con neuronas en

estadios de desarrollo mas avanzados permitirian establecer si esa idea es correcta.

Como no observamos un cambio significativo en los niveles de expresion de
PRPK, pensamos que los cambios en actividad de esta kinasa podrian explicarse por
modificaciones de su localizacion subcelular. Para estudiar esta posibilidad se llevaron
a cabo experimernitos de IF en neuronas en cultivo durante el periodo de determinacién
y elongacién del axén, analizando ademas la distribucion de p53 y su forma fosforilada
en la Ser 15. Si bien la presencia de P-p53 en el cono de crecimiento del axén de
neuronas en cultivo habia sido descrita (Qin y col, 2009), el analisis realizado muestra
que ademas, la forma fosforilada de la proteina en ese residuo se enriquece con
respecto a la proteina no fosforilada, hacia la parte distal del axon. El analisis de la
fluorescencia corregida por el drea de medicién indica que en las regiones mas
alejadas del soma neuronal, la fluorescencia de p53 y PRPK se hace menos intensa,
lo mismo pasa con BlII tubulina (dato no mostrado), sin embargo la fluorescencia de P-
p53 se mantiene inalterada. Esto se interpreta como un aumento en el valor del

cuociente P-p53/p53 debido a una disminucién del término en el denominador, es
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decir, un enriquecimiento de la proteina fosforilada con respecto a p53 total, en forma

de gradiente proximo-distal.

La imagen 3E muestra que la marca de P-p53 se superpone con la zona del
cono de crecimiento conformada por filamentos de actina; sin embargo para observar
mejor su localizacién en esta estructura, seria Uil realizar la IF permeabilizando con
glutaraldehido y Triton-X 100, ademéas de paraformaidehido (Witte y col, 2008), para
poder analizar el cono de crecimiento sin los elementos solubles del citoesqueleto.
Aun asi, era esperable que P-p53 estuviera presente en las zonas formadas por los
filamentos de actina del cono de crecimiento, ya que la via de sefializacion en que
participa como inhibidor de ROCK, afecta la dindmica de este componente del

citoesqueleto.

No fue posible detectar una distribucién particular de PRPK con este método.
Algunas posibles explicaciones para ello, incluyen por ejemplo, que el anticuerpo
usado no haya sido el mas apto para el estudio; ya que era comercial y en Western
blot si se usa muy concentrado, arroja algunas bandas inespecificas. Otra explicacion
es que esa sea efectivamente la distribucién de PRPK; y como sucede con p53, la
forma fosforilada tenga una ubicacién particular y relacionada con su actividad. Cabe
recordar que la forma activa de PRPK requiere la fosforilacion del residuo Ser 250 por
parte de Akt. En la literatura, los autores han ocupado anticuerpos hechos en sus
propios laboratorios, o se ha expresado una PRPK fusionada con GST, GFP o algtin
tag, como una cola de Histidina (Abe y col, 2001; Facchin y col, 2007) ya que la oferta
de anticuerpos comerciales es escasa, tal vez porque es una proteina que se ha

descrito hace relativamente poco tiempo.
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Para verificar si la forma activa de PRPK posee una distribucién particular, es

necesario utilizar un anticuerpo contra la forma fosforilada, como se hizo con P-p53.

Todos los andlisis anteriores son descriptivos, y apuntaban a que la
abundancia relativa de P-p53 hacia el segmento distal del axén y el cono de
crecimiento, podria relacionarse con los mecanismos de elongacion axonal. Por lo
tanto, para tener un ensayo funcional se sobreexpresé la PRPK de D. melanogaster.
Si bien la proteina de mosca podria no tener actividad en el modelo neuronal murino,
existe evidencia de que al menos el homélogo de PRPK en levadura es capaz de
fosforilar a p53 de humano, incluso cuando las levaduras no tienen un homologo de
p53 (Facchin y col, 2003). Dado que PRPK es una kinasa filogenéticamente
conservada (se muestra un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de PRPK
de humano, ratén, rata y mosca, realizado con la herramienta ClustalW, en la figura
anexa 3), se esperaba que la PRPK de mosca tenga actividad en neuronas y lineas
celulares de mamiferos, algo que se pudo comprobar sobreexpresando la kinasa en
células N1E-115 y observando que existe un aumento en la fosforilacion de p53 con
respecto al control no transfectado (figura anexa 2). El aumento de los niveles de P-
p53 fue acompariado con un aumento de la masa de p53, esto se explica porque la
fosforilacién en la Ser 15 impide la ubiquitinacién de la proteina, lo que estabiliza a

este factor de transcripcion (Moll y Petrenko, 2003).

La expresion de PRPK en las células COS7 presenta una marca de FLAG
ubicada en un patrén en forma de parches en la periferia de la célula. Resultaria
interesante realizar un analisis de colocalizacién con elementos de citoesquelto, como
la actina polimerizada, que permita explicar el fenotipo. En contraposicion, las células

N1E — 115 no reprodujeron este patrén.
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Finalmente, se sobreexpres6 PRPK en neuronas en cultivo. El resultado
esperado era que si esta kinasa afecta el desarrollo de polaridad, hubiese habido un
aumento en el largo axonal o incluso la aparicién de axones supernumerarios, sin
embargo, el resultado fue el opuesto. Existe una disminucion en el largo axonal de las
neuronas transfectadas con respecto a las controles y a las tratadas sélo con
lipofectamina. No se observaron cambios en la localizacion de PRPK al ser
sobreexpresada. Algunas posibles explicaciones que podrian estar tras este resuitado
son: la PRPK sobreexpresada carece de actividad, lo que se descart6 al transfectar
células N1E-115 con el vector pTag2-PRPK y verificando por Western blot un aumento
en los niveles de fosforilacién de p53 (figura anexa 2). Con ese experimento también
se descarté la posibilidad de que la sobreexpresién de PRPK no aumente los niveles
de la kinasa activa, debido a que la actividad de Akt no ha cambiado y pudiera ser que
la PRPK sobreexpresada no presente la fosforilacién activatoria. Para confirmar que el
fenotipo observado al sobreexpresar PRPK es dependiente de actividad, actualmente
estamos trabajando en el clonamiento de la PRPK de ratén, la que posteriormente
sera mutada para generar la forma mimética de la fosforilacion activatoria, y que se

comporte como una forma constitutivamente activa de la kinasa.

Una explicacién altemativa al fenotipo observado es que las neuronas que
sobreexpresan PRPK maduran mas lento y por lo tanto, en el cultivo de neuronas en
estadio 3, éstas estarian en un estadio de crecimiento previo al del resto del cultivo.
Con respecto a lo anterior, es bastante claro que el proceso mas largo que muestran
las neuronas FLAG (+) es un axon, por su longitud, delgadez y porque no presenta un
ensanchamiento conico en el lugar que lo une al soma neuronal, como sucede con los

procesos menores Yy las dendritas. Sin embargo para asegurar este punto se podria
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ocupar un marcador axonal en las IF, como los anticuerpos tau-1 o SMI-31. Por lo
tanto, estas neuronas tienen un axén definido, aunque més corto, lo que las ubica en
el estadio 3 de desarrollo. En conclusién, el fenotipo corresponde a axones mas cortos

y no a neuronas que atn no han desarrollado un axon.

Para investigar como la sobreexpresion de la PRPK, y el incremento en su
actividad generan axones més cortos en este modelo, hay que identificar qué via de
sefializacién esta involucrada, ya que la regulacién propuesta de PRPK sobre pS3y a
su vez de ésta sobre ROCK, no sustenta la evidencia. En este contexto, se ha descrito
que Le1 interactia con p53 e inhibe su actividad franscripcional, asi como la apoptosis
inducida por doxorubicina (Lee y col, 2008). Si esta interaccion es capaz de inhibir la
actividad transcripcional de p53, podria ser extensiva a su actividad no transcripcional;
entonces la sobreexpresion de PRPK ademas de fosforilar a p53, podria ser capaz de
fomentar la interaccion de esta Ultima con Lc1, generando una regulacién negativa

sobre p53.

No se puede descartar que el efecto observado en este frabajo sea
independiente de p53. PRPK es una kinasa descrita hace relativamente poco tiempo y
pueden existir sustratos o interactores aln desconocidos, que den cuenta de este
fenotipo; en ese sentido no se puede descartar una fosforilacion de PRPK sobre Lc1 o
sobre otra molécula aln no descrita. Sélo se puede afirmar que PRPK tiene un rol en
la elongacion del axon. La Gnica evidencia que vincula a PRPK con la elongacion de
las neuritas, consiste en un screening usando RNA de interferencia dirigido contra
todas las kinasas descritas en el humano. Este estudio sefiala a PRPK como una
proteina i.nhibitoria del proceso de elongacién (Loh y col, 2008), y segin eso, €l

resultado del trabajo confirma lo descrito en la literatura.




32

Las proyecciones de este trabajo comprenden el disefio de mutantes de PRPK
y p53 de ratén que emulen la forma constitutivamente activa y la dominante negativa
de esta kinasa, para ser clonadas y transfectadas como ya se describio, para luego
observar el fenotipo de las neuronas durante la elongacién del axén. Ademas se
puede estudiar su efecto en la via de sefializacion de RhoA/ROCK y la dindmica de los
filamentos de actina a través de LIMK y cofilina. Por Ultimo, seria interesante averiguar
como afecta a la elongacién del axén la sobreexpresién de PRPK en un fondo
genético que carezca de MAP1B, ya que tanto la sobreexpresion de la primera como
la ausencia de la segunda producen axones mas cortos en neuronas hipocampales en

cultivo.




CONCLUSIONES

1.- La interaccién entre Lc1 y PRPK fue verificada en extractos derivados de

cerebro embrionario de rata.

2.- Los niveles de expresion de PRPK durante el desarrollo de neuronas en
cultivo no presentan diferencias significativas entre 18 hrs in vitroy 3 DIV. Por lo tanto,
cambios en la masa de PRPK no son importantes para la determinacion del axén. Esto
no permite descartar que cambios en los niveles de fosforilacion participen del

proceso.

3.- Con respecto a la localizacion subcelular de PRPK y su sustrato, fue posible
identificar un patron de gradiente proximo-distal de P-p53 con respecto a p53 total, en
el axén, lo que no se cumple para PRPK con respecto al marcador de volumen. Esto
indica que no se necesitan cambios en la localizacion de PRPK para la aparicion y

elongacion del axén, en este modelo.

4.- La sobreexpresion de PRPK en neuronas hipocampales de embriones de
rata en cultivo indujo una disminucion en el largo axonal. Lo anterior vincula a esta
kinasa con el proceso de elongacion axonal mas que con el desarrollo de polaridad
neuronal, y permite descartar a PRPK como la kinasa que fosforila y estabiliza a pS3
en su rol inhibitorio de ROCK. Ademas, no se descarta que el rol de PRPK en

elongacion del axén sea por un mecanismo diferente al de p53.
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ANEXO

Anexo1. A continuacién se presentan algunas imagenes adicionales que
complementan la figura 7. Se muestran 2 imagenes de neuronas control (A y B), 2 de
neuronas tratadas con lipofectamina (C y D) y 2 de neuronas transfectadas, que tienen
una marca positiva para FLAG (E y F). Todas las imagenes corresponden a la unién
de los tres canales de fluorescencia (FLAG en verde, actina polimerizada visualizada
con faloidina, en rojo y BllI tubulina en blanco) y fueron obtenidas desde IF realizadas
a neuronas hipocampales de embriones de rata en cuitivo a los 3 DIV, provenientes de
3 cultivos diferentes transfectados con el vector pTag2-PRPK. Tal como en la figura 7
ubicada en resultados, se observa que las neuronas FLAG (+) poseen un axén, sin
embargo éste es mas corto que el de las neuronas controles y de las controles en

presencia de lipofectamina.
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Figura anexa 1.

En A y B se presentan neuronas controles, en C y D, neuronas tratadas con
lipofectamina; en E y F neuronas transfectadas y positivas para FLAG. Magnificacion

de 40X. Las marcas de los anticuerpos corresponden a las mismas de la figura 7.
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Anexo 2. Se muestra un Western blot realizado desde extractos de células
N1E-115 transfectadas con el vector construido y descrito enla Figura 6C. El carril
denotado como C corresponde al control de transfeccién y los carriles 1A y 9A a
transfecciones usando vectores pTag2-PRPK purificados desde dos clones diferentes.

Ademas se presenta tubulina, como control de carga.

C 1A 9A

Tubuling —— B
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Anexo 3. Se presenta un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de
PRPK de ratén, rata, humano y mosca; realizado usando la herramienta informatica
online ClustalW. Las posiciones marcadas con un asterisco (*) corresponden a
aminoacidos conservados en todas las secuencias. Los aminoacidos marcados con
dos puntos (:) muestran mutaciones por aminoacidos similares. Un solo punto (.) indica
que la mutacién incorpora un aminoacido de naturaleza diferente al predominante en
el resto de las secuencias. Ademas se resalta con leiras negras el sitio catalitico y en
verde un residuo de acido aspartico (D), cuya mutacion genera la forma dominante
negativa de PRPK. En celeste se resalta otro residuo aspartato, ubicado en el loop de

activacién de la kinasa. Su mutacién también genera una forma dominante negativa de

PRPK. En rojo se resalta el residuo que es fosforilado por Akt.

Mus_musculus
Rattus_norvegicus

MAGVSS-——~=—m——— EARAEATAAARERSRLFLSGLELVQQOGAEARVERG
MAGASS————===—- ‘EAEAEALAAARERSRLFLSGLELVQQGAEARVERG

Homo_sapiens MAAARATTPADGEEPAPEAEATLAAARERSSRELSGLELVKQGAEARVFRG 50
Drosophila _melanogaster = ———==-—————s—esooo—ooooo——mooeoo MS~LEILKQGAEGRLYLG 17
sk **:::****.*:: *
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Homo_sapiens VEEVDYASNCLYMEEIEGSVTVRDYIQSTMETE---KTPQGLSNLAKTIG 147
Drosophila melanogaster ILHS DLNTHKLYMEYFDAAKTAKQFIQETVSTQTEDEAKKCLLEFCTRIG 117
1. * e dkkk se o ok ececkk o *- : * t:. -*
Mus_mus culus QVLAGMHDQDLIHGDLTTSNMLLRRPLAQLHIVLIIDFGLSFVSGLPEDKG 188
Rattus_norvegicus QVLARLHDEDLIHGDLITSNMLLTRPLEQLHIVLIDFGLSFVSGLPEDKG 188
Homo_s apiens QVLARMHDEDLIHGDLITSNMLLKPPLEQLNIVLIDFGLSFISALPEDKG 197
Drosophila melanogaster E IIGM—ISNHIIHGDLTTSNILINPKGGDYDVILIDFGLSHYNQATEDKG 167
s, sk, s, skkdekkdkkdok sk, : g dedkdedodedd | G Hekdeok
Mus_musculus VDLYVLEKAFLSTHPHTETAFEAFLKSYGASS-KKSSPVLKKLDEVRLRG 237
Rattus_norvegicus VDLYVLEKAFLSTHPHTETVFEAFLKSYGASS-KKSDPVLKKLDEVRLRG 237
Homo_s apiens VDLYVLEKAFLSTHPNTETVFEAFLKSYSTSS-KKARPVLKKLDEVRLRG 246
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