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Resumen

Resumen

En neuronas s¢ conccen dos clases diferentes de exocitosis regulada: la bien
estudiada exocitosis secretoria (para liberacion de newrotransmisores) v la
exocitosis con fines no secretorios (para expansion de membrana plasméitica). Esta
iltima es esencial para el crecimiento neuritico v es Hevado a cabo por la exocitosis
de estructuras membranosas especificas lNamadas vesiculas precursoras de
plasmalema (PPVs) Hasta ¢ momento, los mecanismos que median el
direccionamientn de las PPVs a axones en desarrollo v la fusion con la membrana
plasmidtica del mismo son escasamente entendidos. Resultados previos de nuestro
laboratorio indican gue TCL0 ¥y ExoT0 (dos componentes del complejo exocisto)
son necesarios para el acercamiento (tethering) de las PPVs v la adicion de nueva
membrana, permitiendo el crecimiento axonal estimulado por el factor tréfice
1GF-1. Sin embargo, las proteinas SNAREs involucradas en el paso de fusion de las
PPVs permanecen, hasta ahora, sin ser identificadas.

El prescate trabajo de tesis intenta dilucidar cuales son las proteinas SNAREs
involucradas en los eventos de erecimiento axonal inicial. Los resultados obtenidos
indican que, en cultivo de neuronas piramidales de hipocampo, VAMP4, Syntaxing
¥y SNAP23 se expresan tempranamente, adoptan una distribucién polarizada en el
axén en desarrollo, interaccionan con el receptor de 1GF-1 ante estimulo con su
ligando v serian necesarias para el establecimiento de polaridad neuronal. En
cambio, otras SNAREs requeridas para la elongacién axonal en estadios
posteriores de diferenciacion neuronal (VAMPT, Syntaxinl y SNAP25) parecerian

no ser esenciales en la regulaciin del crecimiento inicial del axaon.
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Introduccion

Introduccion

La neurona: caracteristicas v polandad

La manera en que percibimos ¢ inferaccionamos con nuestro entorno, las emociones,
pensamientos, comportamientos y todo el repertorio de scciones cognitivas complejas
dependen de wna sofisticads red de receptores sensonales conectados a un sistema
peural altamente flexible: el cerchbro. El continuo Auwo de informecion desde esios
receplores es organizado por ¢l cerebro en percepciones (alguna de las cuales son
almacenadas en la memona para referencias futuras) ¥ luego en respuestas conductuales
apropiadas, Todas cstas tarcas son llevadas & cabo haciendo wso de las neuronas (las
unidades basicas del sistema nervioso) v de las conexiones existentes entre ¢llas.

El cerebro humano conliene un ndmero extraordinario de dichas células {en ¢l orden de
10" newronas) ¥ sunque ellas pueden clasificarse en muchos tipos diferentes, todas
comparten la misma arquitectura bisica. Poscen un coerpo celular (0 soma) desde el
cual emerpen prolongaciones o procesos (dendntas v axones) los cuales le otorgan a la
neurona la repronalizacion de sus funciones, su polandad v 1a capacidad para conectarse
a otras neuronas, a células sensoriales o a células efectoras.

Es asi que las neuronas presentan dominios diferentes: ¢l somato-dendritico (coerpo v
dendritas) v el axonal. Estos dominios son diferentes tanto a nivel morfoldgico,
bioquimice como funcional. Tipicamenie las neuronas tienen varias dendritas que
reciben e integran impulsos provenientes desde neuronas presinapticas, lo cual dispara
la generacion de potenciales de accidn a nivel del soma celular, Los potenciales de
accion som entonces propagados a lo largo del axon, ¢l cual emite la mformacion hacia
las neuronas post-sinapticas (Hammond, 2001 ).

Los axones v las dendritas difieren en composicion de proteinas y organelas. Los axones
son largos v finos, con un grosor uniforme v de ellos gencralmentc cmcrgen
ramificaciones colaterales. Las dendritas, en cambio, son relativamenic cortas; son
gruesas en las cercanias del cucrpo celular ¥ se vuclven mas delgadas 8 medida que sc
alejan del soma, donde sufren ramificaciones en forma de Y. Los axones contiencn
vesiculas sindpticas mediante las cuales liberan neurotransmisores en los terminales
axonalcs cn respucsta a scfiales cléctricas provenientes desde el cuerpo cclular. Las

dendritas poseen por su parte receptores para dichos neurotransmisores, asi como

Lic. Diego Javier Grassi &



Introduceidn

también sistemas de integracion de sefiales. Estas 2 estructuras celulares tan disimiles
son fundamentales para el funcionamiento neurcnal, ya gue esto capacita a las neuronas

para recibir y transmitir sefiales cléctricas, conduciendo el impulso nervieso de un modo

vectorial.
El proceso de diferenciacién que lleva a un newroblasto {una célula simétrica v sin
divisién de dominios) a convertirse en una neurona adulta (altamente polarizada) es uno

de los procesos mas complejos conocidos v ha sido motivo de estudio durante las

ultimas décadas y hasta ¢l presente.

Uno de los hallazgos clave que ha permitide estudiar ¢l proceso de diferenciacidn es ¢l
heche de que las neuronas poscen la capacidad de polarizar formando un axdn y
miultiples dendritas (v eventualmente establecer contactos sindpticos) en condiciones ex
vivie (mencionadas también como i vitro). Vahiéndose de esta propiedad se desarrolld
un método para cultivar neurcnas de hipocampoe a partir de cerebros de embriones de
ratas. Esta aproximacion sc convirtio en ¢l modelo predominante para estudiar el
crecimiento micial v desarrollo axonal (Dott y col, 1988).

Basindose en los cambios morfolégicos de células en cultivo v la identificacion
inmunocitoquimica de proteinas marcadoras de dominios celulares especificos (MAP2 y

Taul, entre otras) s¢ identificaron 5 estadios, a saber (Figuras 1A v | B):

Estadio 1: Poco tiempo después del plagueo, las neuronas inmaduras (aun redondeadas)
comicnzan a adherirse al sustrato v desarrollan un fino velo lamelipodial y unos pocos
filopodios, estructuras ricas en filamentos de actina y proteinas asociadas (a-actinina,

filamina, vinculina, etc).

Estadio 2: La intensa actividad protrusiva de los lamehipodios da lugar al desarrollo de
varios procesos menores o neuritas, prolongaciones que se proyectan desde el soma
celular. Estas son morfoldzicamente iguales v 5¢ encueniran en constanie extension y
coniraccion, de modo que no experimentan clongacion neta durante ¢ste periodo. Si

bicn todas las neuritas poseen capacidad inicial para generar un axdn, solo uno de estos

Lic. Diego Javier Grassi 9



Introduceidn
ProCEsns S¢ CONVEertira posteriormente en un axdan funcional.

Estadio 3: La polanzacion neuronal es un paso temprano en la diferenciacion de una
neurona y generalmente es alcanzado cuando una de las neuritas se clonga rapidamenie
8in retraccidn, rompiendo asi la simetria celular inicial. Se¢ da entre las 18 8 24 horas
posteriores al plagueo. En el extremo distal de este proceso se hace evidenie una
estructura altamente dinamica denominada cono de crecimiento, la cual es responsable
del crecimiento direccionado del axdn en desarrollo v del gmado a través del espacio
extracelular en respuesta a diferentes sefiales v estimulos (factores de crecimiento,
moléculas seflal presentes en el sustrato, interacciones célula-matriz, ele),

Despudés de 1 dia en cultive la mayoria de las células son asimétricas: ellas tienen un
process mayor claramente distinguible v varios procesos menores, La longited
promedio del primero es de 80-100 pm, micntras que la de los segundos es de 10-20
pm, El tiempo de aparicion de esta morfologia varia significativamente seglin el tipo
neurenal, ¢ inclusive dentro de un mismo cultivo.

S¢ considera que una neurta s¢ ha transformado en un axdn cuando la longitud del
mismo supera en, al menos, 20 pm la longitud promedio de los demas procesos
menores. Otro criterio es la expresidn de marcadores moleculares tales coma la proteina
Taul (Mandell y col., 1996) 0 GAP43 (Goslin y col., 1988).

Estadio 4: Unz vez determinado ¢l futuro axon, las neuntas restantes contimian
sufriendo breves episodios de crecimiento y retraccidn, manteniendo de esta forma su
longitud neta. Unos pocos dias despuds ellas comienzan a elonparse v a adguirr las
caracteristicas de las dendritas, su grosor aumenta y aparccen las ramificaciones en
forma de Y. Una de los marcadores especificos que determinan la identidad de una
dendrita es la expresion de la proteing MAP2 (Céceres y col, 1984),

Por su parte el axon continda clongindonse relativamente rapido y aparccen las

rarmificaciones colaterales.

Estadio §: El axdn alcanza una longitud de mds de 400 pm al dia T de cultive y presenta
multiples ramificaciones. Por otro lado las dendritas (con una longitud mayor a 50-75
wm) se engrosan y acorlan, aumentan su arborizacion y comienzan a formar espinas
dendriticas prematuras.

Cuoando el axdn y las dendritas han madurado las neuronas forman contactos sinapticos

Lic. Diego Javier Grassi 10
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a traves do las cspimas dendnticas v los icpminales axonales, cstableciéndose asi una red

neuronal uc por mle 1a transmasion de II11:'.'I|.I|:-i-i'l:- eléctnoos,

A
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Introdueccion

Rol del citoesqueleto v del trdfico de membrana en la polarizacion neuronal

Por lo expuesio anteriormente resulta cvidente que el crecimiente neuritico es un
proceso fundamental en la diferenciacién de las neuronas y el establecimiento de
polandad neurcnal, Este es posible gracias a la aceidn coordinada de 2 mecanismos

{ Tsaneva-Atanasova v col., 2009):

I = La reorganizacion del citoesqueleto: el cnsamblaje v estabilizecion de

microtibulos en ¢l tallo de la neerita asi como la acumulacion de filamentos de actina
en filopodios y lamelipodios y presencia de microtibulos dinamicos dentro de la regidn
central del eono de crecimiento en expansion son procesos esenciales para la formacion
axonal (Mitchison ¥ Kirschner, |988; Bradke vy Dotti, 1997 v 1999; Paglini v col., 1998;
Drent y Giertler, 2003; Ledesma v Daotti, 2003; Bouguet v Mothias, 2007 ).

2 - La agregacién de nueva membrana mediante exocitosis: este fendmeno implica
la participacion de estructuras vesiculares derivadas del TGN (Trans Golgi Metwork)
que son transportadas v fusionadas a s membrana plasmatica del cono de crecimicnto,
lo que permite su expansién ¥, en consecuencia, el crecimiento axonal {Bray, 1970;
Pfenninger v Friedman, 1993, Craig y col, 1995; Pfenninger v col, 2003; Laurino v col,
2005). Estas son denominadas Vesiculas Precursoras de Plasmalema (PPVs) v su
papel en el trifico de membrana sera abordado con detalle en breve.

El rol del citoesqueleto en la adguisicion de polandad en neuronas en desammollo ha sido
mitive de intensive estudio (Da Silva v Dotti, 2002: Georges v col, 2008). En
contraste, ¢l papel del trafico de membrana y la exocitosis durante la morfogénesis
neuronal ha recibido poca atencion. Esto es paraddjico yva que resulta evidente que la
agregacion de membrana es o que en @ltima instancia l¢ permite a la neurona crecer, De
hecho, el incremento en volumen y arca celular tiene lugar en muchos tipos celularcs
durante la diferenciacion, pero en ninguna otra célula este proceso es tan extensivo y
elaborado como en las neuronas. Una de las razones de este desinterés fue la dea
ampliamente aceptada de que la adicion de vesiculas conteniendo nucvos componcntes
estructurales a la membrana plasmatica de neuritss v axones cra un fendmeno
constitutivo (De Camilli, 1992; Tang, 2002), Como se verd mas adelante esta nocion
cambid radicalmente, a 1al punto que se le ha otorgado al trafico de membrana un rol

central en el establecimiento de la polaridad newronal.

Lic. Diego Javier Grassi 2



Introduccign

Exocitosis: definicion v elasificacion

La exocitosis es un proceso mediante el cual companimientos membranosos
intracelulares {vesiculas en triafico) pueden eniregar maierial de membrana o su
contenide a la membrana plasmdtica o al espacio extracelular. Dicho proceso involucra
la fusion de vesiculas intracelulares con ¢l plasmalemna (Jahn v col., 2003; Jahn, 2004).
Clasicamente la exocitosiz ha sido dividida en 2 tipos (Palade, 1975; Gerber v Siidhof
2002}

| - Exocitosis constitutiva: las vesiculas sc fusionan continuamente con ¢l plasmalema
¥ liberan su contenido al espacio cxtracclular. No cstan sujetas a ningin tipo de
regulacibn o contrel en cvanto al evento de fusion se refiere (produccion de
componentes de la matriz extracelular, por ejemplo). Sin embargo, la tasa de exocitosis
como asi también los sitios de insercidn en membrana plasmdtica estdn estrictamente

controlados,

2 — Exocitosis regulada: las vesiculas se mantienen arrestadas en pasos previos a la
fusion y se fusionan con la membrana plasmitica solo en respuesta a estimulos
adecuados {generalmente influjos de Ca™). De esta manera los productos de secrecion
pucden ser acumulados establemente en sitios de almacenamiento.

Como se comentd recientemente csta forma de exocitosis fue hasta hace poco tiempo
considerada necesaria solamente para la descarga de productos de secrecion (exocitosis
con fines secretorios), especificamente neurotransmisores ¥ péptidos en el cerebro.

Sin embargo, un volumen de cvidencia creciente demucstra gue existen otros
mecanismos de exocitosis regulada con fines no secretorios {Lockerbie v col, 1991;
(Osen-Sand v col., 1996; Leoni v col. 1999 Coco y col. 1999; Schoch y col., 2001;
Pfenninger v col, 2003, Laurino v col, 2005). Estos han sido descubierios en los
altimos afios y s¢ clasifican principalmente en 2 grupos (Chicregatti ¥ Meldolesi, 2005;
Cocucei y col, 2006):

| - Exocitosis para exposicion de proteinas: aquella centrada en la transterencia y

cxposicion de protcinas cspecificas en la superficie celular. Ejemplos de ello son la
msercion del receptor AMPA glutamatérgico en membranas post-sindpticas en sinapsis
en desarrollo (Manilow v Malenka, 2002) o de canales de sodio en conos de crecimiento

de ncuronas en desarrollo (Wood v col, 1992).
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Introduceidn

Il - Exocitosis expansiva: necesana para ¢l crecimiento y elongacion de las fibras
nerviosas. Deniro de esta dltima se pueden diferenciar ademas fenomenos de exocitosis

rapida que inducen una considerable expansidn de la superficie celular en cortos
periodos de tiempo (500 umthurﬂ] v que serian predominantes durante el crecimiento
axonal inicial y fenomenos de exocitosis mds lenta, necesarios para la elongacidn
neuritica posterior (Rachetti v col 2010; D'Alessandro v col, 2010).

Es asi que en las neuronas, la exocitosis regulada parece gobemar al menos 2 tipos de
procesos. Por un lado, o8 neurotransmisorss y ciertos péptidos son hiberados por
exocitosis secretoria, Por otro lado, la exocitosis no secretoria tiene lugar en los mismos
tipos celulares pero con propdsitos diferentes: a) controlar la expresion de receptores de
superficie celular v b) expandir ¢l drea de superficie celular donde v cuando sea
nCCesario,

Este dltimo fendmeno es dingido por un grupo de vesiculas diforentes de aquellas
encargada de la liberacidn de neurotransmisores, las denominadas vesiculas precursoras

de plasmalema (Pfenninger v Friedman, 1993; Plenninger, 2009: Meldolessi, 200 1),

Vesiculas precursoras de plasmalema (PPVs): descripeion. Relacion entre

exocitosis regulada, agregacion de membrana y adquisicion de polaridad

Bajo la denominacion PPVs se agrupa a todo tipo de estructuras vesiculares derivadas
principalmente del TGN que permitan la expansion de la membrana plasmaética en
neuronas en desarrollo, Estas se caracterizan por ser vesiculas pleiomaorficas de ~150
nm de didmetro que se agrupan en las cercanias de la membrana plasmdtica del cono de
crecimiento. a 50-200 nm de distancia. Las PPVs han sido observadas en axones y
dendritas en crecimiento, asi como también eén axones en regeneracion (Pfenninger,
20009}, Una caracteristica fundamental de dichas vesiculas es que son capaces de sufrir
exocitosis regulada frende a diferentes estimulos (Lockerbie v col, 1991 Pfenninger y
col, 2003; Laurino v col, 2005).

Al respecto, trabajos de nuestro laboratorie permaticron por primera vez asociar la
exocitosis de PPVs a una sefial especifica: en cultivos de neuronas piramidales de
hipocampo la expansidon de plasmalema por exocitosis de PPVs es regulada localmente
gracias a la accidn de IGF-1 (factor de crecimiento similar & imsulina |, Insulin-like

Growth Factor 1) quien a través desu receptor IGF-1R cs capaz de activar la via de
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sefializacion [RSPI3K/ Akt (Pfenninger v col, 2003; Laurino v col, 2005),

Otro hallazgo tascendental fue el hecho de que 1GF-1 es el factor de crecimiento que
gatilla la especificacion axonal en neuronas de hipocampo en cultivo. El establecimiento
de polaridad es alcanzado mediante la activacion de la via IGF-1R/PIIK/Cded? (Sosa v
col, 20046), Estos descubrimientos fueron los pilares gue sustentaron un concepto
novedoso, el cual sigue vigente en la actualidad: la agregacion de membrana en ¢l cono
de crecimiento os regulada por factores troficos.

Dado que el desamrollo axonal tiene lugar gracias a la agregacion de cantidades
colosales de membrana la célula cuenta con mecanismos que aseguran un sumMInistro
continuo de proteinas y membrana hacia los lugares de insercion en ¢l cono de

crecimiento,

Trifico v exocitosis de PPVs

Una propiedad mirinscca de las vesiculas exociticas es la secuencia de pasos
comprendidos desde su formacion en una organcla intracelular especifica hasta su
fusion con la membrana plasmdtica, como asi también la maguinaria molecular
involucrada en cada uno de ellos (Gerber y Sidhof, 2002), Los eventos implicados en
trafico ¥ exociosis de PPVs se enumeran a continuacion, heciendo enfasis en la

evidencia disponible para este grupo vesicular:

| = Formacion v cargado de vesiculas: la clasificacion (“sorting™) v rechutamiento de

profeinas cargo destinadas a dejar un compartimiento en vesiculas de transporie es
mediado por interacciones con factores citosdlicos que forman una cubierta eén la carn
citoplasmitica de dicha vesicula. Esto deriva en la generacion de una vesicula por
deformacidn directa de la membrana del TGN o por reclutamiento de proteinas
especializadas de fision. Aunque la identidad de las proteinas de cubierta v accesonas
para el transporte desde el complejo de Golg a membrana plasmitica no es adn
conocida, un gran nomero de componentes involucrados en la regulacion de la fision de
estas vesiculas de transporie desde ¢l TGN han sido identificados (Bard vy Malhorta,
2006), Por ejemplo, la proteina LIME] en el complejo de Golgr repula la actividad del
factor depolimerizante de acting {ADF) v de cofilina, 2 proteinas implicadas en la
inestabilidad del citoesqueleto de acting. Se ha sugerido que LIMK | y cofilina son parte

de la magquinaria que regula los eventos de escicidn de vesiculas emergiendo del TGN
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{Rosso y col, 2004). Por otro lado Rab10, un miembro de la familia de las Rab GTPasas
presente en el complejo de Golgi, mteactia con el motor basado en actina MyosinSB
para promover la escisidon de PPVs en ¢l TGN (Liu y col, 2013). Otro caso es ¢l de
CdkS y su activador especifico, la kinasa p35, las cuales en el complejo de Golgi
regularian la formacion de vesiculas (Paglini v col, 2001; Morfini y col., 2004). Cdk5-
p35 también regula el trafico de membranas post-Golgi controlando el transporte de
PPVs mediade por kinesinas (Morfini ¥ col,, 2004; Ramer v col., 1998), De este modo,
la actividad de CdkS-p35 duranic ¢l transporte vesicular a lo largo del tallo axonal
prevendria la liberacidn prematura de estas estructuras antes de alcanzar ¢l cono de

crecimiento

2 — Transporte: una vez cargadas v formadas, las vesiculas derivadas del TGN son
transportadas de mancra anterdgrada por proteinas motoras de la familia de las
kinesings. Estas interachian con microtibulos v proveen la fuerza motriz necesaria para
¢l movimiento desde el soma celular y hacia el extremo axonal.

Diferentes tipos de PPVs han side descriptas en base al tipo de motor molecular que las
transporta v a sus profeinas cargo. Por ejemplo, las PPVs conteniendo a la variante de la
subunidad f§ del receptor de HGF-1 conocida como fige (Quiroga y col, 1995; Mascotti v
col, 1997) son transportadas hacia el cono de crecimiento axonal por el motor KIF2
{Morfimi et al., 1997; Pfenninger of al., 2003). Otraz profeinas de membrana como
GAP43, APF v Sinapsinal son exportadas desde ¢l TGN hacia ¢l cono de crecimiento
en PPVs que se mueven por saccion de KIFS (Ferreira y col, 1992; Ferreira y col, 1993;
Kamal v col, 2000; Morfini ¥ col, 1997), mientras que las PPVs que transportan L1-
CAM o Fodrina han sido vinculadas a los motores KIF4 (Peretti v col, 2000) ¥ KIF3
{Takeda v col, 2000), respectivamente. De esta manera, componentes esenciales para el
crecimicnto de las neuritas son trasladados hacia ¢l cono de crecimiento donde las PPVs
posteniormente seran insertadas en la superficie celular.

Luego de este transporte a larga distancia mediado por microtabulos algunas vesiculas
sufren movimicntos locales sobre ¢l citoesqueleto de acting del cono de crecimiento,
impulsado por proteinas motoras de la familia de las miosinas (Hammer v Wu, 2002;
Akhmanova vy Hammer, 2010; Hammer v Wagner, 20130

5e sabe que proteinas de la familia de las GTPasas Rab estarian involucradas en la
modulacion del transporte de PPVs. Por ejemplo, el transporte anterdgrado ripido de

PPVs conteniendo Sinaptofisina y la posterior fusidn a membrana plasmatica es

Lic. Diego Javier Grassi 16



Introduccitn

dependiente de Rab33a (Nakazawa v col, 201 2).

3 - Acercamiento (“tethering™) v anclaje (“docking™): una vee que las vesiculas

derivadas del TGN alcanzan sus sitios blanco se ponen en contacto con factores de
acercamiento (iethering) que resirigen sus movimientos y las concentran en un lugar
especifico. El acercamiento inicial de las vesiculas con su membrana blanco involucra
interacciones laxas sobre distancias cercanas a los 25-30 nm. El anclaje se reficre a
intcracciones mas estrechas, en ¢l orden de 5-10 nm. El encargado de dingir y mediar ¢l
acercamiento ¥ dircecionamiento de las vesiculas hacia sus sitios de insercion es un
complejo multiproteico conocido como complejo exocisto. Este esti compuesto por los
producies de los penes sec 3, 5, 6, 8, 10, 15, los cuales junio con las proteinas ExoT0 v
Exof4 forman el complejo multimérico mencionado (Hsu y col, 1996; Hazuka v col,
1999 Vega v Hsu, 2001; Whyte v Munre, 2002; Murty v col, 2003). Se ha visto que ¢l
reclutamicnto & membrana v ensamblaje del complejo exocisto ¢s regulado por la accion
de TCI0, una Rho GTPasa, la cual activa a su efector Exo70 para llevar a cabo esa
funcion (Dupraz v col, 200%; Fujita v col, 2013). Esto permite, la posterior fusion de
diferentes PPVs conteniendo la moléculs de adhesibn L1-CAM, la GTPasa Rabll vy,
probablemente, IGF-1R.

Se ha demostrado también que las proteinas Rab son factores clave en ¢l acercamiento
de membranas. Por cjemplo, Rab10 estaria implicada cn  la clasificacion, anclaje y
fusion wvesicular al interactuar con Lgll (Lethal giant larvae 1), un componente del
complejo de polandad apical Lgl (Wang v col, 2011).

Otras proteinas implicadas en el anclaje v probablemente ¢l cebado v la fusidn de
vesiculas son las Synaptotagmins, las coales son scnsores de Ca™ gque median

fenomenos de exooitosis regulade (Kabayama v col, 1999 Fukudn y Mikoshiba, 2000).

4 — Cebado (“priming™) o prefusitn: cuande las vesiculas son inicialmente ancladas
ellas no son competentes para sufrir fusion en respuesia a estimules especificos. El
cehado (priming) o paso de prefusion involucra la accidn de las proteinas SM
iSecl/Muncl¥-like) las cuales promoverian la formacion de complejos de fusion
(SNARES) parcialmente cnsamblados (Steiner v col, 2002; Brocke y col, 2010; Jahn ¥
Fasshauer, 2012 ).

5 — Fusion: cn cste paso s¢ genera continuidad entre las bicapas lipidicas de la vesicula
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y la membrana plasmitica. Las proteinas SNAREs son las encargadas de mediar v
controlar este evento. Otras proteinas como NSF y sus cofactores SNAPs son requeridos
pare que las proteinas SNARE se disocien v queden libres para participar nucvamente
en eventos de fusion. Debido al papel central de las proteinas SNARES en este estudio,

o continuacion se las describird en detalle,

SNAREs: maguinaria para la fusion de membranas

Definicién, caracteristicas v clasificacién: las proteinas SNARE (acronimo de Sofuble
NSF Attachment Recepror o Receptor de unidn para el factor soluble NSF; SNARE
también significa lazo, trampa o cepe) son protcinas localizadas en la superficie
citoplasmatica de membranas opuestas ¥ median el acoplamiento selectivo y la fusidn
de vesiculas (Figura 2A). Este es posible merced a ln interaccion entre prupos
complementarios de proteinas SNAREs (Stllner v col, 1993a; Rothman y Warren,
1994),

Las SNAREs forman una superfamilia de proteinas pequefias presenies en plantas,
levaduras v mamiferos (Bock v col, 2001) Su estructura e simple v una de sus
caracteristicas distintivas es la presencia del motive SNARE, una secuencia de 60-70
aminodcidos que estan dispuestos en repeticiones en heptada (Figura 2B). En sus
extremos carboxilo terminal la mayoria de las SNAREs presentan generalmente un
dominio transmembrana simple que estd coneciado al motive SNARE por un conector
corin. Muchas SNARES ticnen dominios plegados independientes que estan localizados
en posiciom aming terminal v que varian entre los subgrupos de SNAREs. (Fasshauer,
2003; Hong, 2005; Jahn v Scheller, 2006).

Las principales familias de proteinas SNAREs son:

I - Las VAMPs (Vesicle Associated Membrane Proteins) son clasificadas como R-
SNAREs. Hasta la fecha se han identificado 7 VAMPs diferentes en mamiferos,
VAMPI-5. 7 v &,

I1 - Las Syntaxing se dividen en 2 familias proteicas dependiendo del motivo SNARE
que presenten. El primer grupo son las Qa-Synlaxing, compuesto por Syntaxinl -5, 7,
1 1-18. El segundo grupo, las Q¢ Syntlaxins, esté compucsto por Syntaxing, § y [0,

111 - Las SNAREs de la familia SNAP2S (Synaptosomal Associated Protein of 25Kd)

presentan la misma estructura: 2 motivos SNAREs, Qb v Qc, unidos por un conector
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que esta palmitoilado para poder anclarse a membrana (va Que estas proteinas carccen
de dominio transmembrana). Los miembros de esta familia incluyen a SNAP25, su
homalogo SNAP23, ENAPID v SNAP4T.

Originalmente se asumia que habia una separacidn esiricta entre SNAREs presentes en
el compartimiento donante y el compartimiento aceptor lo cual llevd a clasificarlas en v-
SMNAREs {(presentes en la membrana de la vesicula) ¥ -SNAREs, (localizadas en la
membrana del compartimiento blaneo o Target) ( Séllner v col, 1993a; Rothman. 1994).
Sin embargo, esta clasificacidn es algo ambigua debido a gue las -SNAREs pueden

estar localizadas en una vesicula v viceversa (Cao v Barlowe, 2000).
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Figura 2A. Modelo hpobfico del compbeps de fusion SKARE en sinapses v localizncicn de las diferenies
proteinas en membrana, Syntaxinl {rojo) v SNAP2S (verde) estdn ubieadas én la membruna plasmitica
mientras que YAMP2 (aFull estd nnclada o lo superficie vesiculas (medificado de Sutton v col, 1998,
Figura 2B. Danminies estructurales de las subfamitias SNAREs. Las Qa-SMAREs tenen haces de 3 alfa
hélices antiparalelas MN-terminales: Las OQbe-BNAREs, ln subfamilia SNAP23, s carscicrizan por
contenar un mativo Cfb-5MNARE v un motres Qo-SMWARE unidos por un conector gue frecucniomsene eatd
palmiteilade. Los domimios cuyos bordes estén resaltades con guiones indica que s¢ han perdido en
algunas subfamilias {modificade de Jahn ¥ Scheller, 2K}

Figura 2C, Driagrama gue indica ko posicidn de las capas en el micleo del complejo SNARE sindptico.
Los cpes de las diferentes hétices estin resallados en el mismo cobor que Ta estrsciurs cristaling v o gje del
complejo estd deliveado en negro. La capa “07 es1d coloreda en rojo ¥ las demds cstin coloreadas ¢n
pegro, En ¢l circulo mefenor se representn In interaccion emire cadenas katerales de bos diferenics motivos
SNAREs en la capa U7 [ modhficado de Fahn v Scheller, 2006)

Basados en el hecho de que la mayoria de las v-SNAREs conticnen un residuo de
arginina (R) en el centro del motive SNARE v que la mayoria de las -SNARE
contienen un residuo de glutamina (), se reclasificd a estas proteinas en R- y Q-

SMNARESs (Sutton y col, 1998; Fasshauer y col, 1998). Posteriores analisis revelaron que
las }-SNAREs podian ademds subdividirse en Qa-, Qb- and OQc- SNAREs.
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Un complejo SNARE usualmente consiste de | R-SNARE v 3 Q-SNAREs, QaQbOc;
este requisito es conocido como regla TR - 30). (Fasshauer y col, 1998: Katz ¥
Brennwald, 2000).

La formacion del complejo de fusidn es mediada por los motives SNAREs. Cuando las
proteinas estan en forma monomérica sus motives SNAREs estan desestructurados: sin
embarge cuando se combinan en conjuntos adecuados sus motivos se asocian
espontineamente para former complejos de micleo helicoidal de extraordinaria
estabilidad. Los complejos estin integrados por 4 alfa helices enirelazadas de modo
paralelo. El centro de este haz helicoidal contiene 16 capas apiladas de cadenas laterales
que interactuan entre si {Figura 20, Estas capas son altamente hidrofébicas, exceplo
por la capa central (capa cero) quc esta formada por el aporte de 3 residuos de glutamina
(Q) v 1 arginina (R). De acuerdo a esto, los motivos SNAREs que contribuyen a la
formacion del haz se clasifican en Qa-, Qb-, Qc- v R-SNAREs. Los complejos SNAREs
funcionales que dirigen reacciones de fusidn requieren la presencia de cada uno de los

motivos SNARES mencionados,

Ensamhblaje v disociacion _de los complejos SNAREs: durante la fusion, las

membranas opuestas que estdin en contacto progresan a través de una serie de estados
intcrmedianios. El modelo mejor sustentado indica que el ensamblaje de las SNAREs
ejerce una fuerza mecanica en las membranas, lo cual directamente causa la fusion. Esto
implica que los 1allos conectores entre los dominios transmembrana v ¢l haz helicoidal
de motivos SNAREs sean rigidos. Por lo tanto, al tensar eslos coneclores s¢ lransmite
energia sobre las membranas, causando su curvatura, Como resultado las membranas
opugstas no solo son presionadas una contra otra sino que ademas son deformadas, lo
cual facilita la formacion de un poro de fusidn (Figura 3) (Jahn v Grubmuller, 2002;
Chemomordik v Kozlov, 2003).

Despucs de la fusidn los complejos SNAREs cambian de una configuracion trans (en
membranas opuestas) a una configuracion cis, en la cual todas las SNAREs residen
juntas en la membrana resultante de la fusidn (Figura 3). En este estado tales complejos
son biclogicamente inactivos hasta que sean disociados. El desensamblaje es dirigido
por MSF, una proteinag con actividad ATPasa. Por si mismo NSF no interactia con los
complejos SMAREs, Este requiere de cofactores conocidos como SNAPs (Soluble NSF
Attachment Proteins), las cuales se unen a la superficie del complejo SNARE. NSF v

SNAP (el cual incluye 3 isoformas, a-, P- v y-SNAP) estin aliamente conservadas v
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parecen funcionar en todos los complejos SNAREs (Sollner v col, 1993h; Rothman,
1994),
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Figurn 3}, Ensamblape v cambios conformacionales del complepe SNARE en bes evemos de fusidn v su
pesterior diseciscién mediame ko aceitn de MNSF v SNAP (modificado de Jahn v Scheller. 20046}

Una vez disociadas las SNAREs, las proteinas de la familia SM {Secl/Munc| B-like) se
encargarian de la formacion de complejos aceptores entre las Q-SNARES presentes en

una misma membrang, de modo que se gencrarian complejos Qabe  disponibles

parciaimente ensamblados para mtervener cn nuevos ciclos de fusion al interaccionar
con la B-BMARE adecuada {Jahn v Scheller, 2004

g: Alpunas SNAREs parecen
funcionar solamente en un paso de fusidn ¢ interactian con solo un conjunto cspecifico
de SNAREs mientras que otras son menos especializadas.

Para que las SNAREs funcionen en pasos de fusion intracelulares especificos deben
existir mecanismos de clasificacion que sseguren que cada membrana intracelular esté
equipada con el conjunto apropiade de SNAREs, De hecho, muchas SNAREs residen
predominantemente, o incluso selectivamente, en compartimientos celulares especificos,
Ejemplos de ello incluven a Syntaxinl, 2 v 4, SNAP23 v SNAP25 en la membrana
plasmdtica, asi como tambien a Synaptobrevin/ VAMP2  en vesiculas sindpticas o
Syntaxini ¥ VAMP4 en el complejo de Golgi (Hong, 2005).

Otras SNAREs en cambio ticnen una distribucion mas amplia, tales como aguellas

nvolucradas en el trdfico endosdmico; un ejemple es VAMPS { Antonin v col, 2000),
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Cada célula expresa un gran mimero de proteinas SNAREs que estan localizadas en
compartimientos de membrana especificos, lo cual sugiere que la fidelidad del trifico
vesicular podria ser en parte determinada por aparemiento de SNAREs especificas. De
hecho, la hipitesis SNARE plantea que ¢l reconocimiento especifico de hélices es lo
que otorga fidelidad al proceso de fusidn, pero esto no siempre parece ser cierto. Es por
ello que la contribucion de las SNARES a la especificidad del wrdfico de membrana vy ¢l
modo en que se logra esta especificidad ha sido un drea de intenso debate.

Estudios en sistemnas i vitro han mostrado gue las SNAREs se ensamblan en complejos
de manera no especifica o promiscua {Fasshauer y col, 1999; Yang v col, 1999), Esto
tiene logica ya que la mayoria de los complejos SNAREs tenen un alto grade de
conservacion estructural, pero dista de ser representative de los evenlos que ocurren in
vivie Por ejemplo, VAMP2 funcions en la exociiosis de nearotransmisores pero no en la
fusion de endosomas tempranos (Link v col, 1993), ain cuando WY AMP2 ¢s reciclada a
través de este compartimiento. Sin embargo, en experimentos in vioro VAMP2 es capaz
de formar complejos con SNAREs endosdmicas v puede mediar la fusién de liposomas
(Fasshauer v col, 1999; Brandhorst v col, 2006).

Por el contrario, ensayos de fusion de liposomas en levaduras (lzawa v col, 2012) v de
extractos de células PC12 (Scales y col, 2000; Betham v col, 2007) demuestran que las
SNAREs presenian un alio grado de especificidad en la formacidn de complejos, pero
sugieren gue son necesarios mecanismos de control adicionales para lograr la
selectividad en el proceso de fusidn. Esta vendria determinada a través de interacciones
con proteinas de la familia SM (Secl/M™uncl B-like), proteinas Rabs y sus efectores
(Scales v col, 2000; Bethani v col, 2007) ¢ incluso fosfolipidos de inositol presentes en
la membrana (Furukawa y Mima, 2014). Las protelnas SM actuarian como chaperonas
gue estabilizan ¢l ensamblaje de complejos aceptores Qabc en la membrana aceplora,
Esta combinacion de SNAREs proveeria mas especificidad a la reaccion de fusion final
que cada Q-SNARE por si sola.

Las proteinas de anclaje dependientes de Rab5 v otros factores de acercamicnto (cl
complejo HOPS, por ejemple) mediarian el reclutamiento de SNAREs especificas en el
sitio de fusién mientras otras SNARE: no relacionadas serian excluidas por segregacion
|atcral ( Bethani v col, 2007; Jahn v Scheller, 2006).

SNAREs implicadas en el crecimients neuritico: Si bien la maquinaria de fusicn

{(VAMP2/Syntaxin1/SNAP25) gue media la liberacidn de newrotransmisores ha sido
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analizada en detalle, poco se conoce sobre las SNAREs implicadas en el wrifico de
membrana que media ¢l establecimiento de polandad neurongl v crecimiento axonal
inicial,

Lina de las mas estudiadas ha sido la B-SMARE VAMPT, también conocida como TI-
VAMP (VAMP Toxina-Insensible) va que no es afectada por las neurotoxinas tetanicas
{TeWNT) v botulinicas (BoNT), mhibidores de la liberacion de neurotransmisores gue
clivan componentes de la maguinaria de fusién de vesiculas sindpticas. VAMPT es
necesaria para el crecimiento neuritico en sistemas neuronales (Martinez-Arca v col,
2000; Martinez-Arca v col, 2001; Alberis y col, 2003 v csta implicada en ¢l trafico dc
la molécula de adhesion celular L1-CAM (Alberts y col, 2003). Se sabe ademis que en
neuronas ¢n desamollo VAMPT presenta una localizacion subeelular diferente a la de
VAMP2 (Coco y col, 1999).

Sin embargo, ratones knockout para VAMPT presentan desarrollo cerebral normal, con
localizacion similar de las proteinas axonales en ¢l sistema nervioso (Sato y col, 200 1;
Danglot ¥ col, 2012), 1o cual sugiere que csta SNARE esté siendo reemplazada por otra
de funciones similares (redundancia funcional).

Otra R-SMARE que ha sido implicada en el trfico de membrana durante la
neuritopéness e VAMPA Esta presenta similaridades estructurales con VAMPT v es
también insensible 2 la accidn de neurcloxinas. Se ha visto que VAMP4 integra la
maguindria de fusion necesaria para la exocitosis de un sistema vesicular denominado
Enlargosoma, ¢l cual permite Ia expansion rapida y regulada de membrana plasmitica
durante ¢l crecimiento neuritico de lineas celulares newronales (Cocucet v col, 2008
Recientemente ha surgide evidencia que sugiere la panticipacion de VAMP4 cn ol
trafico de PPVs durante la neunitogénesis en cultivos neuronales (Liu ¥ col, 2013; Xu v
eol, 2004).

En el caso de VAMP2 la cvidencia dispomible es controversial. Por un lado se ha
descripto que ¢n neuronas ¢n desarrollo el clivaje de VAMP2 con neurotdxinas no tiene
efecto sobre ¢l crecimiento neunitico (Grosse v col, 1999; Osen-5and vy col, 1996).
Sumado a esto, amimales knockout para esta R-SNARE muestran un severo deteriono en
la liberacion de neurotransmisores, pere ¢l crecimiento cercbral es aparentemente
normal (Deitcher v col, 1998; Schoch e al, 2001). Por otro lado se ha sugerido que
VAMP2 podrin dirgir el crecimiento neuritico en cultives neuronales (Guplon ¥

Gertler, 2010) pero esto ha sido refutado recientemente (Zylbersztejn ¥ col, 2012).
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Por su parte, las Q-SNAREs han sido apenas analizadas, En el caso de las Syntaxing se
tiene conocimiento que la inactivacion de Syntaxinl por accién de toxina botulinica C
conduce a una reduccion en el crecimiento neuritico en cultives neuronales (Grosse v
col, 1999 Osen-Sand v col. 1996). Otros cstudios han mosirado su participacion en
refraccion v extension newritica en neuronas en desarrollo (Sakisaka v col, 2004), Se
han desurrollado, sin embargo, 2 lineas de animales knockoul para la isoforma
Syntaxinl A o SyntaxinlB v en ambos casos ¢l desarrollo cercbral es normal, aungue
dichos orpanismos presentan problemas relacionados con fa plasticidad sindptica o
mueren a [as 2 semanas de nacimiento, respectivamente {Fujiwara y col, 2006; Mishima
v gol, 2014).

Por otro lado se ha descripto que Syntaxiné estaria implicada en el crecimiento neuritico
en lineas celulares newronales (Cocucos v col, 2008, Kabayama v col, 200%),
syntaxin 13 también ha sido asocadn al crecimiento neuritico ¢n lincas de tipo neuronal
pero participaria de la via de secrecidn constitutiva {Hirling y col, 2000).

En cuanto a las Qbe-SNARES los datos disponibles también presentan inconsistencias.
En el caso de SMNAP2S experimentos de silenciamiento genético {Osen-Sand v col,
1993) ¥ de clivaje con neurotoxinas (Osen-Sand vy col, 1996; Grosse v col, 1999) en
cultivos newronales  indican que es necesaria para el crecimiento neuritico,
Sorprendentemente, la ablacion génica de SNAP2Z5 en ratones knockout no tiene
incidencia en ¢l desarrollo cercbral. De hecho, estos animales mueren al nacimiento por
falla respiratoria. Esta discrepancia podria deberse a la expresion de SNAP23, un
homologo cercano que es capaz de reemplazar funcionalmente a SNAP2S en los ratones
knockout (Washbourne y col, 2002). Se ha visto también gue SNAP23 estaria
imvolucrada en fendmenos de exocitosis regulada expansiva en ciertos clones de la linea
peurenal PCL2 {(Cocucel v col, 2008).

A pesar del papel que se le ha otorgado a la exocitosis regulada en la especificacion
axonal v crecimiento peuritico, los componentes de la maquinaria de fusion utilizada
para tal fin han apenas comenzado a ser caracterizados.

Una pregunta fundamental que surge en vista de las evidencias presentadas es si todas
las PPVs utilizarian ¢l mismo conjunto de SNAREs para mediar su fusién a membrana
o, por ¢l contranio, si habria combinaciones especificas para cada subpoblacién de PPV
en particular que permitan segregar la fusion de difierentes grupos vesiculares especial

yo temporalmente (cn sitios especificos del cono de crecimiento o en diferentes
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estadios de diferenciacidn neuronal, es decir, duranie ¢l crecimiento axonal inicial, la
elomgacion axonal o el comienzo de la sinaptogénesis).

Por otro lado, la linea de evidencia aportada por nuestro laboratorio ha permitide
caracterizar una subpoblacion de PPVs especifica en cuanlo a su composicion,
caracterizada por la presencia de [GF-1R fige, su transporte por KIF2, direccionamiento
a la membrana del cono de ercoimiento axonal mediado por TC 1) v Exo70/Complejo
exocisto y al estimule gue desencadena su exocitosis regulada (IGF-1), pero ain no se
tiene indicio de cuales son las SNARES involucradas en la fusion de dichas PPVs.

A la luz de estos interrogantes es que surge la necesidad de estudiar las proteinas
SNAREs involucradas en la fusién y exocitosis de PPVs necesarias para ¢l crecimiento
axonal inicial y el establecimiento de la polaridad neuronal.

Esta fue la premisa que motivo el desarrollo del presente trabajo de tesis, y los objetivos

de la misma seran presentados a continuacion.
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B Determinar la identidad de las proteinas SMNAREs involucradas en la exocitosis de
las PPVs necesanas para la regulacion del crecimiento axonal inicial y el

establccimicnto de la polaridad neuronal.
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Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que el receptor de 1GF-1 es
esencial para ¢l establecimiento de la polaridad neuronal. Dicho receptor y su ligando
regulan la difcrenciacion axonal a través de la activacion de la via PI3k-Akt-Cded2.
Ademas, ellos modulan la elongacion inicial del axon estimulando la adicidn de nueva
membrana en el cono de crecimiente de neuronas en desarrolle. En ¢l presente trabajo
se analizaron las posibles implicancias de las R-SNAREs VAMP2, 4 v T y de las Q-
BMAREs Syntaxinl v 6 vy SMNAPZ3 v 25 en los. fendmenos de fusidn de PPVs v
expansion del plasmalema que son desencadenados por la activacion del roceptor de
IGF-1.

Los resultados de este trabajo se dividen en dos partes:

Primera parte:

»  Determinacién de la expresion temporal v localizacion subcelular de las
proteinas VAMP4, VAMPT, Syntaxinl, Syntaxing, SNAP23 v SNAP2S en

neuronas piramidales de hipocampo en culiivo.

s Efecto de la pérdida de la funcion de las proteinas VAMPY, VAMPT, Syntaxiné

¥y BSNAP23 en el desarrolio de newronas en cultivo.

Segunda parte:

» Efecto de la activacion del receptor de [GF-1 on la ssociacion de VAMPY,
VAMPT, Syntaxin® y SNAP23 con estructuras vesiculares en el cono de

CreciimEtLo,

*  Descnipeion de subpoblaciones de PPVs VAMP4 o VAMP7-positivas en el cono

de crecimiento axonal de neuronas piramidales de hipocampo en cultivo.

Lic. Diego Javier Grassi 29



Resultados

Primera parte

Determinacion de la expresion y localizacion subcelular de las proteinas
SNARESs analizadas en neuron hipoca tiv

Dado que la polanzacion neuronal e un fendomeno restringido  espacial v
temnporalmente, aquellas proteinas cuya expresidn se comelacionen en tiempo y espacio
con dicho fendmeno probablemente posean un rel pamicipative en el desarrollo de los
MIsmaos,

Basados cn csta premisa, ¢l primer conjunto de experimentos de este trabajo de tesis fue
realizado para determmmar la expresion temporal vy distribucion subcelular de las
SNAREs VAMP2Z VAMP4, VAMP?, Syntaxinl v 6, SNAP23I v SNAPZS, Como se
deseribid anteriormente VAMP2 no estd involucrada en crecimicento neuritico sine en ¢l
guiado axonal (£ylbersztein v col, 2012), pero fue utilizada como control ya gue su
distribucion subcelular en estadios tempranos de desarrollo neuronal ha sido bien
estudiada. Esta R-SNARE se encuentra enriquecida en el axdn, sobre todo en el tercio
distal, pero s¢ encuentra practicamenie ausente ¢n la zona rica en actina (frenie de
avance) en ¢ cono de crecimicnto. Ademas, csta profeing muesira una inlensa marca en
el soma celular (Coco v col, 1999; Alberts v col, 2006).

Se utilizaron cultives primarios de neuronas de hipocampo de embriones EIB de rata
(Dotti v col., 1988; ver “Materiales ¥ Métodos™), los cuales se estudiaron a diferentes
tiempos mediante metodos bioguimicos ¢ mmunocitoquimicos. En el primer caso las
células Pueron cosechadas a 18, 24, 36, 48 v T2hs, lisadas con buffer EIPA 1X v
analizadas por Western blot (ver “Materiales y Métodos™), En el segundo caso las
células fuerom fijadas en estadio 2 (12 a 15 horas), 3 (I8 a 24 horas) y 4 (36, 48 y 72
horas) de diferenciacidn neuronal v sometidas a téenicas de inmunotingion con
anticuerpos especificos dirigidos contra las SNAREs de interds. Posteriormente las
muestras fueron analizadas mediante microscopia confocal.

Los resultados obtenidos por bisquimica (Figura 4. panel infemor) muestran que
VAMPZ, 4 v 7 se expresan en estadios tempranos en las neuronass en desarrollo, lo
mismo que las Q-SNAREs Symaxindé v SNAF23, Una particularidad de esta dltima
proteina fue que ademas de la banda esperada para SNAP23 se observi una segunda

banda, menos intensa v de menor peso molecular. Esta parece no ser resultado de marca
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incspecifica va que su expresion varia en sincromia con la banda mavoritaria v se

ohserva on neuronas en cultivo, pero no siempre on preparaciones directas obtenidas de

cercbro, Este doblete en SNAP23 ha sido previamente descripto v podria representar

productos de chivaje, splicing altemative, modificaciones post-traduccionales (Reales y

col, 200%) o solormas de SNAP2Y (Mollinedo v Laee, 1997
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Distinte es el case de Syntaxinl y SNAP2S, las cuales alcanzan niveles de expresion
detectables a las 24 horas de cultive. Dichos resultados fueron ratificados gracias a los
datos aportados por las muestras procesadas por inmunecitoquimica (Figura 4, paneles
superiores). El hecho de que Syntaxinl v SNAP2S presentaran niveles de expresion
muy bajos durante y posteriormente a la formacidn de un axdn morfologicamente
distinguible indicaba quc cstas SNAREs podrian no estar involucradas en el crecimienio
axonal inicial, razén por la cual se las exchuyé como posibles candidatos en el presente
estudio y no fueron analizadas en fos cxperimentos de pérdida de funcidn.

Es interesante notar que, al igual que en ¢l caso de SNAP23, se evidencid un doble
bandeo en los experimentos de bioquimica (Figura 4, panel inferior). Ya el anticuerpo
utilizado es capaz de detectar a 2 isoformas de Syntaxinl, llamadas SyntaxinlA v
Syntaxinl B (Mishima v col, 2014), es probable que la marca obscrvada scan dichas
isotormas

En la Figura 5 sc puede observar con mayor detalle la localizacion subcelutar de las
SNAREs expresadas en ctapas tempranas de la diferenciacion neuronal. En todos los
casos s¢ observa que en estadio 2 las proteinas presentan un patron de distribucidn
similar, localizadas en el soma celular y en todos los procesos menores ¥ sus conos de
crecimiente, Ocasionalmente VAMPT puede encontrarse levemente enriguecida on ¢l
extremo distal de las neuritas, En el caso de VAMPS se observa una marca prominenie
en posicion perinuclear; lo mismo cuenta para VAMP2, VAMPT v Syntaxinl pero con
mener intensidad. En cambio, esto no ocurre para SNAPZ3.

El patrén de distribucion en estadio 3 varia significativamente dependiendo de cada
SNARE en particular. En ¢l caso de las R-SNAREs VAMP2 esta enriguecida en cl
tercio distal del axon en desarrollo, YAMP4 presenta enriguecimicento a lo largo de todo
el eje axomal (se mantiene la marca conspicea perinuclear) vy VAMPT presenta
localizacion preferencial en ¢l cono de crecimiento, particularmente en la filopodia del
mismo (frente de avance o “leading edge ") aungue sc mantiene una alla concentracion
de proteina adyacente al nicleo celular, Por su parte, Syntaxiné presenta una marca
robusta ¢n lodo el axdn (v en localizacion peninuclear) mientras que SNAP23 muestra
un enriguecimiento progresivo en sentido axonal proximal-distal.

Estos resultados en combinacidn con aquellos surgidos por métodos bioquimicos
permiticron restringir nuestro estudio a un conjunte de 4 SNAREs sobre las candidatas
escogidas inicialmente: YAMPY, VAMPT, Syntaxinl y SNAP23,

Lic, Dicgo Javier Grassi 32



Resultados

Estadio 2 > Estadio 3

VAMP2

VAMP4

VAMP7

o
=
4
m
st
=
e

LN

SNAP23

L | & 1 ' e - .
|. IC. LMSRG JANIET Larassl




Resultados

Efecto de la pérdida de funcion de SNAREs en el desarrollo de neuronas de

hipocampo en cultivo

Una vez seleccionadas las SNAREs se procedié a evaluar el efecto de la pérdida de
funcion de cada una de ellas sobre el desarrollo de polaridad de neuronas de hipocampo
en cultivo. Uno de las formas de lograr la pérdida de funcion de una proteina es
silenciando su expresion en el tipo celular a estudiar. El silenciamiento de la expresion
genica de WAMP4, VAMPY, Syntaxinl y SNAP23 se llevd a cabo utilizando shRNAs
{del inglés, small hairping RNA) msenados en plismidos dicistronicos (ver “Materiales
v Métodos™). Estos contienen 2 marcos de lectura abiertos, uno para insertar la
secuencia especifica gue sera procesada como shRNA y ofro que contiene una secuencia
que codifica la proteina fluorescente verde (GFP). Este marcador de seleccion permite
wdentificar las células que incorporaron el shENA [por su color verde) respecto a las que
nir lo hicieron,

Como primer paso s¢ seleccionaron y disefaron secuencias de oligonucledtidos
especificas, las cuales fueron mmseriadas dentro de los vectores descriptos recientemente.
Se produjeron 2 shRNA por proteina SNARE a analizar v 1 ssRNA control (Secuencia
Scrambled) la cual no es complementaria {y por ende no silencia) & ningin gen de rata,
Los ssRNAs sirven para cvaluar los efectos del tratamiento de transfeccidn utilizado.
Luego se procedio a analizar su capacidad para silenciar 1a expresion de las diferentes
SNARES de interés, evaluando s1 los shRNAs producen disminucion de los miveles de
proteina enddgena. Dado que el método elegido en este estudio para expresar secuencias
de DNA es la transfeccion (ver “Materiales v Métodos™) la validacion de los shRNAs
disefiados por mdélodos bioquimicos debic cfectuarse utilizando lineas celulares
derivadas de rata, especificamenie la linea C6. Eswo obedece al bajo nivel de
transfeccion que poscen los cultivos pnimanos newronales, lo cual impide detectar
diferencias en expresion proteics como resultade del silenciamiento génico mediante
métodos bioquimicos. Por su mayor cficiencia de transfeccion, las lincas celulares
permiten salvar este obstaculo.

se fransfectaron diferentes lotes de eélulas de la linea murina C6 con los shRNAs
disedados, se permitié que éstos fueren expresados por un periodo de 24-30 horas v
posteriormente las células se colectaron y procesaron para ser analizadas mediante
métodos bioquimicos. Luego se evalo la disminucidn especifica de los miveles

enddgenos de las SNAREs analizadas. Mientras gque ¢l s3sRNA no alterd la expresion de
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las SNAREs analizadas, los efectos de los distintos shRNAs fueron variables (Figura 6).
Hubo casos donde ¢f silencimiento de la expresion génica fue escaso (shSyntaxinG,
shSNAP23) 0 moderado (shVAMP4", shVAMP7, shSyntaxin®’', shSNAF23") y otros
donde tuvo alte eficiencie (shYAMPT'). Finalmente sc selecciond | shRNA walidado
para cada SNARE en parhicular, a saber: shVAMP4', shVAMPT', shSyntaxing’,

shEMNAP23 v el ssENA como secuencia control.
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In profeing o-Twbuling,

El siguiente paso fue transfectar los shRNAs validados en cultivos pnmanos de
neuronas de hipocampo y estediar la morfologia de aquellas neuronas que incorporaron
dichos shRNAs,

En el método tradicional de transfeccidn las células son expuestas al plasmido o
secuencia nucleotidica luego de que s¢ ha logradoe una firme adhesion al sustrato, lo cual
ocurre gencralmente a las 6 horas de plagueo. Esto planteaba una dificultad en el caso
de los experimentos de pérdida de funciin ya que una disminucion apreciable de la
expresidn génica se alcanzaria recién a las 30-36 horas de cultivo, fuera de la ventana
temporal en la que el crecimiento axenal inicial tiene lugar (18 a 24 horas de cultivo),
Es por csto que s¢ recurmio a una modificacion de la téenica de transfeccion basada en
expresion de transgenes en célules no adherentes. Esta técnica modificada, denominada
transfeccion en suspension {ver “Materiales ¥ Métodos™) consisie cn exponer a las
neuronas al shRNA antes de que ¢stas scan sembradas en el sustrato, cuando aun estan
en suspension, De esta manera la incorporacion v expresion de los shRNAS a las células
ocurre simultaneamente con el plaqueo de fas mismas. Es decir, ¢l tiempo de cultive

transcurrido serd igual al ticmpo que llevan fos shRNA cxpresandosc. Una ventaja
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adicional de esta téemica fue que la eficiencia de transfeceidn se  incrementd
aproximadamente unas 10 veces respecto a la transfeceion tradicional sobre neuronas va
adheridas al susirato. Las nevronas transfectadas de esta manera se cultivaron durante
24-30 horas, luege fueron fjadas v se las marcd con anticuerpos dirigidos conira cada
SNARE en particular {dependiendo del shRNA atilizado) para evidenciar baja en la
expresion proteica enddgena. Ademds se incluyd un anticuerpo que deteeta la proteing
Taul, marcador especifice de axones (Mandell ¥ col., 1996). En el caso del ensayo
evaluando la funcion de VAMPT no fue posible utilizar Taul (ambos anticuerpos han
sido desarrollados en ¢l mismo huesped) por lo que se recurrié a un marcador especifico
de newronas, Pl tubulina v la presencia de axones se determind morfologicamente,
Aquellos procesos que tuvieran como minime 80 wmn de longitud v al menos fueran 20
wm mas lergos gque el promedio de las neuritas restantes fueron considerados como
verdaderos axenes,

En ¢l caso de VAMP4, los resultados obtenidos dejaron en evidencia que las neuronas
que expresaron shV AMP4' poseian niveles apenas detectables de csa SNARE v no
fueron capaces de elaborar un axdn, generando solo neurilas menores coras (Figura ba,
flecha en ¢l pancl central) Ademds, no se observd marcacion positiva para Taul ¢n
minguna de las neuntas desamrolladas. Contranamenie, aquellas ncuronas que expresaron
2| ssRNA mostraron niveles normales de YAMP4, simalares a los de las neuronas no
transfectadas (Figura Ga, punta de flecha en ¢l panel central), En esta condicidn las
neuronas controles mostraron una morfologia diferenciada con la presencia de un axon
Taul-positivo (Figura 6a, panel supenior), Sepuidamente s¢ procediéd o analizar s
falta de capacidad de polanzacion, o diferenciacion axonal en aquellas neuronas que
cxpresarod el shEMNA de VAMPS se debia especificamente a la ausencia de VAMPY v
no cra resultado de cfectos imcspecificos (O Targer™) derivados del silenciamiento
génico. Para ello se llevaron a cabo experimentos de recuperacion de fenotipo on los
cuales se realizd una cotransfeccion con shVAMP4™ v una construccion |lamada
VAMP4-HA que codifica para la proteina YV AMP4 nativa (“full length™) fusionada a un
epitope HA (Hemaglutinina). En las newronas cotransfectadas la expresion de la
proteina VAMP4-HA fue suficiente para revertir |a falta de polanizacion inducida por la
expresion del shRMNA dirigido contra VAMP4. De hecho, estas neuronas cotransfectadas
fueron capaces de polarizar, generando un proceso axonal enriquecido con la proteina

Taul (Figura 6a, panel inferior).
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Posteriorments s realizd un andlisis coantitativo de los datos obtenidos observindose
que —21% de las neuronas transfectadas con el shRNA dingide contra VAMP4
mMOosirarcn axones positivos para Taul, mientras que casi el 70% de estas neuronas
transfectadas se mantuvieron entre los estadios | v 2 de diferenciacion. Por el contranio,
mas del ~63 U de las neuronas control, no transfeciadas con el shRNA contra VAMP4,
desarrollaron una morfologia polanizada (alcanzando un estadio 3 de diferenciacion) y

mostraron axones positivos para Taul. En el experimento de recuperacion de fenotipo el
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~00% de las células cotransfectadas fueron capaces de polarizar, mientras que el 40%
restanic s¢ mantuvieron simétricas, sin formacidn de axon (Figura 6b).

Se realizaron también experimentos similares a los descriptos recientemente silenciando
la expresion de Symtaxinh. Los resultados de estos ensayos mostraron que la
transfeccion con shRNA dirigido contra Syntaxiné reduce significativamente los niveles
de expresion de ecsta SNARE en neuronas de hipocampo en cultivo {Figura Ta).
Asimismo, las neuronas transfectadas con ¢l shSyntaxinG' presentaron niveles de
expresion de Syntaxing bajos v no mostraron una morfologia polarizada. Estas newronas
no fueron capaces de desarrollar un axon ¥ solo produjeron neurilas pequeiias y corias,
caracteristicas de un estadio 2 de diferenciacién (Figura Ta, primera fila). Consistente
con la falta de polaridad morfologica de las neuronas transfectadas, estas células no
pudicron concentrar la proteina Taul en alguna de sus newritas, evidenciando ésto la
falia de un proceso axonal biogquimicamente discernible (Figura 7a, flecha en fila del
medio). Contrantamente, los axones de neuronas que se encontraban en el mismo cultivo
v que no expresaron  shSyntaxin” fueron claramente Taul positivos (Figura Ta, punta
de flecha en fila del medio).

Con el objeto de determinar si la falta en 1a capacidad de polanzacion o diferenciacion
axonal se debia especificamenie a la baja en la expresion de Syntaxiné inducida por el
shRMNA se realizaron experimentos de rescate de fenotipo similares a los efectuados para
VAMP4. Para ello s¢ cotrensfeetaron neuronas con el shRNA dingido contra SyntaxinG
v una construcciin denomineda Stx6-HA gue codifica la proteina Symiaxind nativa
fusionada & un epitope HA. La expresidon de Sm6-HA logrd restablecer un fenotipo
polarizade, Prueba de ello es la presencia de un axdn identificable por la presencia de la
proteina Taul en la mayoria de esas newronas (Figura Ta, altima fila).

Al igual que para ¢f estudio de VAMP4 se realizd un andlisis cuantitativo de los
estadios de diferenciacion en el que se encontraban las neuronas trapsfectadas con
sh&yntaxing” comparadas con aguellas que habian incorporado ¢l ssRNA o que habian
sido cotransfectadas con shRNA v Steh-HA, El resultado de esta cuantificacion mostrd
que menos del 35% de las neuronas transfectadas con el shRNA exhibieron axones
positivos para Taul, mientras gue mas del 65% de las neuronas transfectadas se
enconiraron enitre estadio | v 2 de diferenciacion. Por el contrario ~70% de las neuronas
que incorporaron ¢l ssRNA genmeraron un axcon ¥ sc¢ encontraron en estadio 3 de

desarrolle. Una situacidn similar ocurrié al evaluar las células de los diferentes estadios
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en el experimento de rescate fenotipico: ~65% de las ceélulas transfectadas evidenciaron

un axon morfologica ¥ bioguimicamente discemible (Figura Th)

shSyntaxing  ssRRMA

shRHMA &
Sith-Ha,

Figura Ta. Enzayvos de pérdida de funcitn v rescote fenotipico en neurenas de hipocampo op cultive
Meuronas pirnnedales de hipocampo de migs E1E fueron transfectadns o tiempo ceto de culiivo con una
secuchcia St semlido (sSRMAY como contml [ponel supenior), conoun shRNA secuencia-egpecific
dirguo contra Syntaxmb (panel ¢entral) o con el =hERA en conjunio con la constroceitn Sxh-HA. Las
cilulas se fijaron a 24-30 koras de coltivo ¥ fierom marcadas con amEcycrpos contra Swmiaxing irojod v el
marcador axonal Taul {azal), Noles: gue las neuronns expresando shSyntmxing” (GFF, verde ) ol convirari
wl centrall mo desarrolloron axones (flecha. en

frainz|

e ks edlulas ms tmnsfiectadas {punta de flecha, ps
del meedio). Enoel cass de las peommas control (s=RBR AL o de los pevronas cormansfectodas con ol shRN As

¥ e SMARE viersym completn §full engthi busbo desarmollo de pxones pormales Taul-positivios

& = Figara Th. Cuantileacitn de ensnvos
3 seyriiaaind | { —= de prdida ¥ mecuperacion de fumcidn
Se muestran ks porcentajes |HSEM)

de neummas imnsfecladas  oop
sgld MM, shhtxd o shEMA 4 Stafi-HA
i ealadsne de dilerans

cepecifieos (24-20 lwras e culivo)
Un pran porcentaje de las células
transfeciadas com shSpxh -\.|.Il."“..';.'|l'l.ll

arrestpdns en estadio 2, micniras que

Forrenioe e SeLronms

lan Ly oria ilg las T LTS
iranzlechsdzs  con s=sBMNA o ocon
shHMA v Nx6-HA nlecarearon el

estnciy 3 de slilerencrnciom, ne 3

expeTrmentos independienies

La signihcancs estadistica entre las
condickoncs shSmoh’, shSms '+ Smh-HA v asBMA para los estmtios 2 v 3 fue evilundn por medio de tesl
. *p =<0, **p=0.001

furasio I Eracio 2 Tiraio §

Al evaluar la perdide de funcion de SNAP23 mediante silencizmicnto de la expresion
genica se observd que aquellas neuronas en cultivo gue expresaron la construccidn
shSNAP2Y presentaron bajos niveles de proteing SNAP23 enddgena en comparacidn

con las células no transfectadas (Figura 8a, fila central). Esta condicion immdid que las
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células que expresaron el shRENA pudicran desarrollar procesos de tipo axonal: eflas
solo presentaron neuritas cortas de longitud equivalente v carentes del marcador axonal
Faul (higura Ba, flechas en Nila central). Por su parte, las células no transfectadas (figura
#a, punta de flecha en fila central) o aguellas que ¢xpresaron la secuencia control (figura
&4, fila superitor) mostraron niveles similares v normales de SNAP2Y endogena v esto sc
‘eflejo en la presencia de axones morfoldgica v bioguimicamenie distinguibles.

Para corroborar que la baja expresion de SNAP23 estaba asociada al impedimemo de
laz meuronas en cultive para adquirir un fenotipo polarizado s¢ recurrid a ensayos de
rescate fenolipico ulilizando un plasmide derominado SNAP23-HA que expresa la
proteina SNAPZ3 nativa unida a un epitope HA que funciona como moléoula reportera
& evideneio que aguellas células que prescntanon expresion conjunia del shENA v ¢l
clINA de la proteing SNAPZ3 nativa fueron capaces de polarizar de modo normal,
generando  axones  laul-posiivos, Esto fue indicatve de que el drdstico efecto
observado en las neuronas era consecuencia especifica de la deplecidn de SNAP23 vy no

al "apagado” inespecifico de otras proteinas

ﬁ ﬁ

Flgura 8a, Ersayos de piérdida de funcidn v rescate fenotipieo en neuronas de hipoczmpi en cultivo

ssRMA

shRMA »
SMAPII-HA  shSMAP2I

Mrumonas prramidales de mpocampo de oratas ELE fueron iransfectsdas o bempo cero e cullive con uma
sevencia gin scntido (sSRMNAY como control (penct superior). con un ShRNA secuencipsegedificn
it :-,n.!ll ot SMAPIS (panel cenlral) o con el saENA o comonlo con la consirucesim SMNAP2E-HA
Las edulas se fjaron 8 24=-30 hores de cultivo v DTeeon marcadas con anticeempos contrn SNAP2E (o w
¢l marcador axonal Taol (aeal),  MNolese quee s neuronas expresando shSNAPZY (GFP. verde) al
comirarier de las eclulis ne tmenstectadns (punta de flecha, panel centrall) no desamrelinron axones (flecho
en panel del mvedia). En el caso de bas nenronns control (55BNA ) o de lns neuronas cotmnsfectadas con ¢l
s MAL v la SMNARE verswn completa | ful enpih} hahis desarrollo de sxenes mormales I_-I|.l|-|'-.'-~'I|'\-ll.-.
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El analisis de los datos procedentes del comeo de células transfectadas con shRNA
mostrd que mas del T0% de las neuronas que expresaron shSNAP23"quedaron
arrcsiadas en estadio | v 2 de diferenciacion (Figura 8b). En cambio. en las neuronas
gue expresaron cl ssENA los datos resultantes mostraron que ~65% de células fueron
capaces de polarizar normalmente. Estos altos valores de células en estadio 3 de

diferencigcion pudicron observarse también en la cuantificacion de los expenmentos de

recuperacion de fenotipo (Figura 8h).

- i pe Figura Kb, Cuanuficacidn de ensayos
(Cakskarzy i | l |

de pérdida ¥ recupersedn de funcam
Se mmisstran los poscentajes |1 SEM) de
mweuronas fransfectadas con  ssRbA,
shRMA o cotramsfectadas con shRNA v
SMAP2LHA a estadios especificos de
diferenciacmon, despues de 24-30 horas

&
= jlnw:r:'-nmm I' J
o |maba kil

e newnnas

e Cultrve. Lin porceniage mg_:lul'u,:u!l-.--::-
de  las  células  fransfectsdas  con
shSMAPIY  guedarci  armestadas  en
eatatho 1. En condmaste, l mayora de
las neuronas tansfectadas con ssBENA
o ocan  shRMA i SMAP2IHA
exhaeron iim axon (esladio 3)
Extoca 1 Erfodis? Efodip3 £. 3 experimentos imdepenbientes,

Lo significancia estadistica enre las
concicrnes shANAPLE, shENAPZE 4 SHAPZE-HA v mREA para los estodies 2 v 3 fue evalundn por
medie de fgst T, *p <0LGH, **p=thi¥}]

Contrariamenie 4 los estudics de pérdida de funcion descriptos, ¢l andlisis de VAMPTY
presento |a dificultad de no poder contar con un marcador axonal, razon por la cual sc
adoptd un enterio morfoldgico para discernir entre eélulas polanzadas v no polanzadas,
Asi, las células que expresaron shYAMPT' y presentaron disminucion de la proteina
enddgens (Figura Ya, flecha en panel infenor) exhibieron en muchos casos procesos
similarcs a un axon (de B0 wm o mas), sigmificativamente mas large que los procesos
restantes (8l menos 20 pm de longitud respecto al largo promedio de las demas
neurifas), Lo mismo sucedio con aguellas células del mismo cultive que no introdujeron
¢l pliasmido (Figura 9a. punta de flecha en panel inferior). En la situacion control la
transfeccion con el ssRNA no afectd los miveles de VAMPY enddégena m la normal
polarizecion de las neuronas que expresaron el plismido. En estas eélulas fue evidente
la presencia de un axom morfologicamente distinguible (Figura 9a. panel superior).

Los datos obtemdos de la cuantificacidn mostraron que mas del 65% de las ncuronas
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control {transfectadas con ssRNA) desarrollaron una morfologia polarizada. En el caso
de las células transfectadas con el shRNA VAMP7-dingido el porcentaje de neuronas
polanzadas disminuyo sensiblemente va que ~55% de las células desamrollan un axdn
morfologicamente distinguible v el restante 45% queda arrestado en estadios 1 o 2

( Figura b}, Sin embargo, esta disminucidn no resultd ser estadisticomente significativa,

Figurn #n, Ensavos de pérdicn de funciin en nevronns de hipocampe en cultivo, Mewiomas pirasidales de
hpocanipe de rates E18 feeron tronsfectadas g tempo cero de culfive con wna secuencla ssRNA cono
comtral (panel superior) o con un shENA secuencia-capecifico dmgido contra VAMPT (panel inferser)
Las celhulns se fijnron o 24-30 horns de coltive y fueten marcadss con un anticwerpe comra YVAMPT
[rajed. Se utiliza ademis un anticuerpo difgido contra of marcador newronal I osbuling (aeal). Nddese
que |as neuronzs expresonde shWAMPY (GEP, verde; flecha, en paned mferor] v las célolas po
transfectndas (punts de Aechs, paned infeiror) dessseollamos procesos siimlares & axonss. En el caso de kas
neursngs comrol (SaRMNAY ek desamulle de axones morfoldgicanwase discensbbes (panel superiorh

Fipura 9h, Cunnhficacion de CTEAYOE

kj O ahiWAM T de péndidn de fomceon. Se mecsiran
SR I lns porcentajes (+5EM) de peuronas
. transfccindns O s A o
8 - ] sk AMPT n 24-34 hores en culiivio
E il %o phesrrvd un beEve  aumento  de
- nekiroihs én efache 2 oen las celalas
E = ] mansfeciadas  con shWAMPT pero
E 4 — sie (§T4] fisce cstadisthcanenne
i significativo.  Por  otfe lado, |a
E - mavaria de las neuronas wanafecimdas
I : con |a secuencia  condrod  ssREBA
" - desarmolloron un axon  discemible

E | | . marfoldgicamente (estadio 3)

n: 3 experimentos independicmes
La sipnificancin estadistica entre Bas

Forochs: ] Fufoadia 7 Frfacho 1

condicienes shY AMPT" v ssENA para bes exstadios 2 v 3 fue evaluada pos nwedio de wst T,

Considerados en conjunto, los resultados expuestos sugicren que la funcidn de las
SNAREs VAMPA, Syntaxinb v SNAP23 o5 esencial para ¢l crecimiente inicial axonal
en neuronas piramidales de hipocampo. En tanto, VAMPT parcceria estar vinculada a la

elongacidn axonal mas gque al crecimiento inicial durante ¢l desarrollo axonal
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Segunda parte

Efecto de la activacion del receptor de IGF-1 en la asociacidon de VAMP4,

VAMPT, Syntaxind y SNAP23 con estructuras vesiculares en el cono de

crecimiento

Se ha propuesto que uno de los mecanismos por el cual el factor trdfico IGF-1 v su
receplor controlarian la agregacion v expansion de membrana en el cono de crecimiento
(. en consecuencia, el crecimiento axonal inicial) seria por exocitosis polarizada del
receptor de IGF-1 en una neurita en particular. Dado que IGF-1 desencadena el
ensamblaje del complejo exocisto, este factor trdfice podria repular la insercion de su
propin receptor. Este mecanismo de retroalimentacion  positiva podria amplificar
rdpidamente la expansion de membrana plasmitica en respuests a IGF-1 v, por lo tanto,
la tasa de crecimiento de una neurita indiferenciada (Dupraz v col. 2009).

Es intercsante notar que algunas de las SNARES analizadas hasta el momento ademds
de su rol en el crecimiento neuritico han sido vinculadas en la exocitosis regulada en
sislemas no neuronales que guardan analogia con la exocitosis mediada por 1GF-1,

Por gjemplo, es bien conocide el rol de SMAP23 en la traslocacidn a membrana de la
proteina transportadora de glucosa GLUTS en respuesta al estimulo inicial con insulina
(Kawanishi v col, 2000; Jewell v col, 2010). En adipocitos se ha demostrado que la
tranzlocacion de vesiculas conteniendo la proteina transportadors de glucoss GLUT 4
desde depositos intracclulares hacia la membrana plasmatica cs regulada via insulina y
su recepror. 51 bien este ¢s un modelo de estudio no neurenal, muchos de los eventos de
seiiahizacion desencadenados por estimulacion con insuling v activacion de su receplor,
asi como las moléculas v complejos involucrados en la insercion @8 membrana de
GLUTY presentan similaridades con 2 estimulacion mediada por 1GF-1 v la activacidn
de su receptor en neuronas en desarrollo (Chiang v col., 2002 Duprax vy col, 200%;
Jewell v col, 2010),

En el caso de SyntaxinG s¢ ha descripto que en adipocitos es expresada en el TGN v en
las vesiculas que contienen al transportador GLUT4. Bajo condiciones de estimulacidn
con insulina dicha SNARE facilita el transporte de las vesiculas GLUT4-positivas a la
membrana plasmatica v es ademds necesaria para la internalizacién de GLUTS luego

que ¢l estimulo con insulina ha cesado (Perera v col, 2003; Jung v col, 20012). Por eslas
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razomes se diseid un conjunto de experimentos para analizar ¢l efecto de la estimulacion
dirigida por IGF-1 sobre la funcidn de VAMPY, VAMP?, Syntaxing v SNAP23 v

ademas cvidenciar si dicho cfecto estd relacionado con ¢l trafico del receptor de IGF-1 a

membrana plasmatica en la neurona en desarrollo.

Para investigar si las SNAREs VAMP4, VAMPT, Syntaxing v SNAP23 pueden mediar
la exocitosis del receptor de IGF-1 en respuesta a estimulacién con su ligando se
procedid a aislar particulas de conos de crecimiento  neuronales, demominadas GCPs
{del inglés Growth Cone Particles, ver "Materiales v Métndos™) a pantir de cerchros de
embriones de rate de |8 dias de gestacion v posterniormente s¢ las estimule con 20 nM
de IGF-1 por 5 minutos, Luego de ello los GCPs fueron lisados con un buffer especifico
para gue las PPVs contenidas en su interior fueran liberadas. Dicho buffer estd
formulado para promover una lisis suave, a modo de permitie la liberacion de las PPVs
contenidas en los GCPs, las cuales se mantienen intactas. Posteriormente los GCPs se
resellan v de esta manera se obtiene una solucion donde estan presentes tanto las PPVs
como |las membranas de los GCPs, lamadas membrana de cono de crecimiento o GCM
(Ellis v col, 1985). Acto segundo las estructuras membranosas obtemdas (PPVs + GCM)
fueron incubadas con un anticuerpo anti-fgc que reconoce la sububnidad [
inmunoquimicamente distinta del receplor de 1GF-1, Ia cual ez expresada en alios
miveles en estadios néuronales tempranos (Quiroga ¥y col, 1995). Dado que en la
membrana de las PPVs ¢l receptor de 1GF-1 estd orientado con las cadenas fige hacia el
exterior (disposicion “mside-out™ en la vesicula) el anti-Pfgec fue capaz de unirse
especificamente a dicho receptor. Log complejos PPV+GUManti-fge fucron entonces
especificamente inmunoprecipitados con microesicras de sefarosa umdas a proteina A
(ver “Matenales y Mdéodos™). Se separd la fraccidon soluble de la muestra
(sobrenadante, SN} de la fraccion conteniendo las microesferas unidas al complejo
PPY+GCM/anti-fge  (inmunoprecipitado, IP) y las muestras oblenidas de estos
experimentos de inmunoprecipitacion fueron posteniormente analizadas por Westem
blot utilizando anticucrpos especificos contra la subunidad fge (control) ¥ las SNAREs
en estudio (Figura 10). Es importante destacar que en ¢ste conjunte de expenimentos se
contd con una situacidn control donde la mezela PPVs + GCM no fue incubada con ¢l
anti-Pge, para evaluar la posible union mespecifica de las microcsferas de sefarosa-

profeing A con la muestra.
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Adicionalmente se hicicron experimentos de estimulacion de GCPs inmunoprecipitando
las estructuras membranosas obtenidas con diferentes anti-SMNARE: en lugar de utilizar
el anti-Pge. Se muestran los resultados oblenidos de la imnunoprecipitacion con

Syntaxind (Figura L1},
IP:BGC

1P-Cuntruf Huemmuladn Estimulada

T L
|B:VAMP&- -__._.q E “

B:StxG- — -— -

IB:SNAP23- M— .! -.
IB:VAMP7-  S— —— .i

Figura 10. Ensayo de mmunoprecipiacian (1P) en fracciones membronosas de copes de crecimicnic
ancmal. Los GCPs fberon amsladas de cerebros de s E LR, estimulndos con 20 M de IGF-1, somatidos
& D susve ¥ entonces se desarrollaron ensayos de inmunoprecipifacion wilizando un anticucrpo
egpeciflicn contra |3 subunsdad B oded receptor de 1GF=1 denominade anti-ff50, Las muestras fiseron
procesadas pasa ser onalizadas mediane Western blot con el ani-BGC v distintos onti-SNAREs, En los [P
realeados con ante-fOC o estimudacidn con IGF-1 dispard una ivteraceidn significntiva entre las
VAMPA, Syntaxing v SMAPZY con el receptor de TGF-1, micniras que VAMPT mostrd una asociacion
muy baga con dicho receplor {eompirese b sepunda columnn respect o [a tercers columng del panel §.

Los resultados de estos expenmentos mosiraron que, en conos de crecimiento la
estimulacion con el factor trdfico 1GF-1 promueve una mieraccion significativa entre la
R-SNARE VAMP4 con ¢l receptor de 1GF-1; 1a misma situacion cuenta para las Q-
SNAREs Symiaxin 6 v SNAP23. Esta interaccidn esta restringida espacialmente al cono
de crecimiento v tiene lugar probablemente como resultade de los procesos de
exocitosis que dirigen la insercidn a membrana plasmitica del receptor de IGF-1.

Por otro [ado, el grado de asociacidn de la R-SNARE VAMP? con el receptor de 1GF-1
disparada por estimulacion con su ligando es, en caso de existir, cscaso,

En los experimentos donde se inmunoprecipitaron PPVs + GCM conteniendo Syntaxing
es notoria la asociacion/interaccion de esta SNARE con VAMP4 v SNAP23 frente al
estimulo con MGF-1, sifuacidn que no se evidencia en las muestras que ne sido tratadas

con ¢l entado factor trofico.
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IP:Syntaxing
IP.Control Mo estimulade  Estimulado
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Figuera 11, Ensayo de monmoprecipitacsan (P) en fmeciones membranesas de comss de crecimiento
axonal, Las particulns de conos de crecimiendo foeron aislodas de cerebros de roias E18, estimuladas con
20 M de IGF-1, sometidas o lizis sunve v entonces se desarrollaron ensoyos de inmunoprecipitacion
whibizaraio un anticwerpo egpecifico dirigido comra Syntaxing. Las muestrag fueron procedadas para ser
anafizadns mediame Western bl con los anbicuerpos contm Swvntaxing, YVAMP4 v SHNAP2I. Los [P
realizedos wtilizondo anti-Symaxint mosttaron que ésta coinmanoprecipita con VAMP4 v SHAP2S tras
Iz estimulacidin con IGF-| (conpérese |a segunda columng respecte a la tencer columna del pamnel ).

Un evento de ocurrencia temprana durante la  diferenciacion neuronal cs el
enriquecimiento del receptor de IGF-1 en su forma activable cn una neurita menor en
estadio 2 (Sosa v col. 2006). Para ser activado, el receptor de IGF-1 necesita ser
insertado en la membrana plasmética neuronal de modo que su sitio de unidn a ligando
quede expuesto al espacio exiracelular.

Habi¢ndose determinado la existencia de una interaccion entre VAMPA, SyntaxinG v
SMNAP23 con el receptor de 1GF-1 en respuesta al estimula con su ligando, el siguiente
paso fue estudiar las consecuencias de la pérdida de funcion de VAMPA, Syntaxinb v
SMNAPZ3 en la acumulacion selectiva v dirigida del receplor de 1GF-1 activado {es decir.
fosforilado) en neurenas inmaduras. Para tal fin se utilizd un anticucrpo monoclonal que
reconoce especificamente la forma Tosforilada del 1GF-1R (Sosa v col. 2006; Dupraz y
col, 2009), Para este experimento las neuronas fueron transfectadas en suspension con
los shENA SNARE-dingidos o con el ssRNA, cultivadas durante 12 horas, deprivadas
de factores de crecimicento durante 3-4 horas y estimuladas por 3 minutos con 1GF-1 20
nM, Seguidamente, las células fucron fijadas y procesadas por inmumofluorescencia
para ser analizadas en el microscopio. Los cnsayos se realizaron por duplicado a los
fines de contar con neuronas tratadas bajo las mismas condiciones expenmentales para
ser inmunomarcadas con ¢l anticuerpo anti-fosfol GF-1R o bien con el anticuerpo anti-

Beze, ¢f cual reconoce tanto la forma fosfonlada como la no fosforilada del receptor de
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IGF-1 {Quiroga v col, 1995), En ambas situaciones se utilizd un anticuerpo dirigido
contra B tubulina para poder discemir verdaderas neuronas en estadio 2 respecto a

ctlulas gliales, las cuales en muchos casos presentan morfologias similares a las
neuronas inmaduras,

Cuando se anahizd el efecto de la deplecidn de VAMPA sobre la distnbucidon del
receptor de 1GF-1 fosforilade se observd que en aquellas neuronas transfectadas con el
ssRNA la distribucion del receptor de 1GF-1 activado se concentrd en una neurita
especificamente {(Figura 12, flecha en panel superior). En contraste, las neuronas
transfoctadas con el shRNA dingido contra VAMP4A exhibicron marca del receptor de
IGF-1 activado mucho menos intensa v no confinada a mingiin proceso menor ¢n
particular (Figura 12, punta de flecha en penel central). Cuando se analizo la
distribucién del receptor de IGF-1 total {fosforilado ¥ no fosforilado) mediante anti-Pge
se ohservo gue éste exhibe un patrom punteado (presumiblemente intracelular) en todas
las neuritas, encontrindose distribuido de modo homogénes en tda la eélula. Esto puso
en evidencia que la falta de receptor activable en membrana plasmatica se deberia a un
defecto cn la externalizacion del mismo v no & la alteracion de su trifico desde TGN al
cono de erecimicnto (Figura 12, panel inferior).

El silenciamicnto de Syntaxind por cxpresion de su shRNA especifico permitic
evidenciar una situacion similar a la observada pars VAMP4: no hubo distnbucion
polarizada del receptor de IGF-1 fosforilado (Figura 13, punta de flecha en fila central)
i pesar de que el receptor de IGF-1 s¢ localizaba en toda la extension de la neurona
{(Figura 13, fila inferior). Distinta fue la situacién de las neuronas transfectadas con cl
ssRMA, que lograron concentrar el receptor fosfonlado a un proceso en particular
(Figura 13, flecha en fila superior),

La expresion normal de SNAP23 en neuronas en desarmollo tambicn fue determinante en
la distnbucién polanizada del receptor de TGF-1 activable. Asi quedd demostrado por la
marcacion conspicua con el anti-fosfo IGF-IR en solo un proceso menor en aquellas
neuronas ransfectadas con el ssRNA (Figura 14, flecha en panel superior), o la marca
tenue v difusa obtenida con el mismo anticuerpo al marcar células transfectadas con el
plismido shSNAP23" (Figura 14, punta de flecha en panel central), Como en los 2 casos
anteriores la marca con anti-fige en células transfectadas con el shRNA permitio

ohservar la dispenmibilidad del IGF-1R én woda la neurona (Figura 14, panel inferior),
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saf A,

shiviahPs

shiia kP4

Flgurs 11 Microprafla de wiple |'I-|n|._-x.-._--||_.-- nstrande la dismmbocion del receplor de 10GE-1

fesforitado (rojo. poncl superior ¥ comtral} o b subunidad Pae del IGF-1R (rojo, pasel inferior), de

ibnelinn tirosinada (azulb v ¢l e _|.|..! de mansfeceidm GFP (verdel. Los peuronas fucron transfeciadas
o saEMA (pane] superer) o con el -'-|"-‘*~ v dingido & VAMP (panel central ¢ inferior). Kidicse la

diferencia de polarizacion del recepior de 1GF-1 activo {imserto en membranab a una de las newnitas de una

colula transfectads con ssEMNA {pancl supeTior, flcchn
panch central, punda de flecha)

speclo de mma cdlula rranstectads con shlbMdA

S5RMA

shSyntaxing

shyntaxing

Figurn 13, Micr BT fia de mple fluorescencia mosrando In distnbucion del receptor de TGF-
testorilndo (oo, panel superior v cemraf] o In subumsdad i del IGF-1R (oo, F.'ll-:l imferior. de
twbuling tiresinndn (azulb, v el marcador de ransteecion GFF (verde ). Las neuronas fucron mansfectadas
veon ¢l shEMA dimgido g Syataxing {panet copteal ¢ inferior), Ndtese o

receptor de [GF-1 activi (inserte oh membrana) & une de las neoritas de una
dacon ssBNA (pancl supcrior, flecha) F O una colula ransiociada con shlMA
{ panel cemtral, punta de Nechad
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ceRMA

shSHAP23

shSHAFL3

Fipopre 14. Micrografia de mple floorescencn mostrindo In distnbscion del receptor de 1GF-|

leslonlado (rmo. paned superes ¥ cenrklh o la sobumedad [bpe del WG0F=1R {rojo.. panel mienor), de

lueron transteclbdas

con SsBNA (panct supener] o con el shalMAFZY (pancd central e milenor). Motese |z diferencia e

ublisg trosernds (adulf, v el marcador B¢ ransleccon GiFF (vende . Las neunoma

polosizacidn del recepior de [GF-1 sctivo a uinn de bns neuritas de usa obluln transfectada con saRMA
{panel supenion, flecha) respecte de unn cébula ransfectady con shRMA (panel central, pusta de flechal

La cuantificacidn de los datos obtenidos en estos ensayos se basd en el cileulo del
indice de Polaridad o “indice de polanzacion de recepior do IGF-1 acthivo™, el cual
permite determinar 51 una neurona en extadio 2 presenta o no distribucion polanzads del
receptor de IGF-1 activable {Dupraz v col, 20040, Este s¢ define come la intensidad de
fucrescencia {medida en umidades arbiranas) de Ta neunta mas bnllante dividicds por la
intensidad de Muorescencia promedio (medida ambién en unidades arbitrarias) de las
neuritas restanies presentes en la misma edlula, Como s mieesira ocn 14 |"i|__".1|!':1 15, g
indice fue significativamente mas alto en las neuronas transfectadas con el ssRNA
respecto a aguellas ransfeciadas con shWVAMPA, Symiaxing” v SNAP2S .

Considerados en conjunto, estos resultados sugieren que las SNAREs YVAMP4,
Synlaxind v SNAP23 son necesarias para la exiemalizacion polanzada del recepior de
IGF-1 en estadio 2 de diferenciacion neuronal v por o tanto, para ¢l crecimiento axonal

nicial en neuronas piramidales de hipocampo en cultive.
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Fipwra 15, Coantificocion de los experimentos

s IR de pelarizaciin del recepior de FGF-1 activable

A = A Indice de polomdad (£5EM) de  neuronas
= i contrel o neuronas  contenvenda el shBEMNA

L L P SHARE-dngulo despuis die 12-16hs en cultn

| Motwse e el aedice  de polarudad  es

§ EI,H_I'IrﬁCHIII'.EII'IL'I:'I['E ks alo én s eurnnas

S rransfeciadas con saBMNA en comparacién con

aquelbas  tansfectadss  eon  shVAMPA'

® - ahByntaxish o shSMAP2Y'. Es ocurre conw

E o — consconencin de que cstas dltimas odlulas qon

= incapoecs de extemnlizar el receptor de 1GF-1
agtivable, m 3 experimentos independienies.

o Lo sipnificencia  esindisiica  emire las

condiciones shENA v ssRMA  parn  cadn

' . ’ SMARE en paricular fue evalumla por: medio
o Sntaniel T de fest T, *p =<ibid], **p=0.00]

Descripcion de subpoblaciones de PPVs VAMP4 o VAMP7-positivas en el

cono de crecimiento axonal de neuronas piramidales de hipocampo en

cultivo

Como se describid en la seccion anterior se denomina PPVs a todoe tipe de estructuras
vesicolares gue permitan la expansion de la membrana plasmitica en neuronas ¢n
desarrolle ¥ que son capaces de sufnir excecitosis regulada, 5S¢ hace evidente que ésia es
una definicion de tipo funcional ya que hasta el momento no se han descripto
marcadores bioguimicos gue sirvan para distinguir a las PPVs de otros tipos vesiculares
¢ incluso, que permitan diferenciar entre diferentes poblaciones de PPVs, Al respecio,
se ha descripto que en ciertos clones de la linea PC12 exastirian al menos 2 poblaciones
vesiculares invelucradas en crecimiento neuritico definidas por la presencia de VAMPA
o VAMPT en su superficie. Se ha sugerido ademds gue esta situacion podria ser
extensiva a neuronas creciendo en condiciones ex wivo (D'Alessandro v col, 20110
Meldolesi, 2012). Esta hipdiesis fue cobrando fuerza a lo largo de este trabajo de wsis
va que los resultados oblenidos sugieren que VAMPA estaria implicada en el wmifico de
PPVs conteniendo &l receptor de IGF-1, no ocurriendo asi para VAMPT, Por otro lado,
s¢ sabe gque durante el desamrollo neuronal VAMPT estd involucrada en ¢l trafico de
PPVs gue contienen la molécula de adhesion celular L1 (Alberts v col, 2003), Otra
ohservacion que llamo la atencidn fue la segregacion espacial progresiva gue presentan
VAMPA v VAMPT en conos de crecimiento de neuronas en cultive, La marca de ambas

SNARESs parcce solaparsc a 18-24 horas de cultive, cuande ¢l crecimiento axonal inicial
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fienc lugar (Figara |6, pancl supenor), pero a 36-48 horas de cultivo (duranic la fase de
clongacion axonal) se evidencie una completa falta de colocalizacion entre ellas (Figura
16, panel inferior). Ante esia sitluacidn surgid la necesidad de analizar en mayor detalle
la distnibucion de VAMPE v VAMPY en conos de crecimiento de neuronas en clapas de
crecimiento axonal inicial, Para ello se realizaron cultivos de neuronas de hipocampo de
crmbriones de rata de |8 dias de gestacidon. los cuales fueron fjados iranscurridas [8-24
hords v procesados por métedos inmunccitequinices para ser analizados medianie

microscopia confocal

18-24 horas

36 horas

Flpars 16 Patronce de distnbecitn de YARMPS » YV AMPT en neoronns preommidales E1E a 1824 horas

wnel superior) v 8 36 horas de cublive (ppnel inferiork Miolese lo escasa colocilzacion de VAMPY y
| I 3
VAMPT ep ¢l cono de crecimiento durante In fase de clongocion axonnl {36 horas)

Las células fueron inmunomarcadas simultancamente con anbicuerpos anbi-YAMP4 v
gati-YAMPT, 5S¢ obiuvieron micrografias de alta magnificacion (o aumento de 1R de
conos de crecimiento axonales, las cuales fucron posteriommente mejoradas mediante
algoritmos de deconvolucion v se estudid la distnbucion de ambas VAMPs utihzando el
Indice de correlacion de Manders como parameiro de colocahzacion, Los valores
obtemdos (expresados en porcentaje) indican que aproximadamente un 10F% del total de
vesiculas analizadas presentan colocalizacidm, Este valor es comcidenie con la baja
colocalizacion observada entre VAMP4 y VAMP?T. Esio sugiere que clias estarian
presentes en poblaciones vesiculares diferentes. Es interesante destacar que VAMP4
marca exclusivamente vesiculas (Figura 17, segundo pancl): en cambio, VAMPT estd
asociads tanto a vesiculas como g Wbulo-vesiculas (Figura |7, panel superior; puntas de
Mecha ¥ flechas, respectivamente). Asi, estas 2 subpoblaciones vesiculares parccen

divergir morfoldgicamente v en cuanto a su composicion de R-SNAREs
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Cotcjados cn conjunto, los datos obtenidos de este experimento v de ensayos anteriores
sugieren la existencia de 2 subpoblaciones wvesiculares presentes en el cono de
crecimiento  axonal en estadios tempranos de diferenciacion. La primera  estd
conformada por estructuras vesiculares v es definida por la presencia de la SNARE
VAMP4, siendo éstas PPVs las encargadas de mediar la expansién de membrana y ¢l
crecimiento axonal inicial. La sepunda subpoblacion se caracteriza por estar compuesta
por tibulos v vesiculas v estd definida bioquimicamente por la presencia de la SNARE
VAMPT.
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Patron de expresion temporal v localizacidén subcelular de diferentes

SNAREs en neuronas de hipocampo en cultivo

Inicialmente se analizd la expresion de las proteinas SNAREs seleccionadas por estar
implicadaz en el erecimiento neuritico en neuronas piramidales de hipocampo E18 on
cultivo,

Los resultados obtenidos de la primera linea experimental mostraron que, €n nCuronas
creciendo cn cultive, las SNAREs seleccionadas inicialmente como candidatas
presentaron diferencias no sole en su distnbucion subeelular sino ademas en el patrdn
de expresion temporal a estadios tempranos de diferenciacion, lo cual serd detallado a
continuacion.

La distribucion subcelular de VAMPZ v su expresion temprana han sido va motive de
gstudio de otros grupos de investigacion en cultivos newronales (Coco v col, 1999,
Alberts v col, 2006; Gupton v Gertler, 20100, En concordancia con estos datos, VAMP2
se expresd a estadios tempranos de diferenciacion neuronal vy mostrd una distribucion
celular similar a la descripta en la bibliografia dispomible. Tal como s¢ menciond en la
seccion Resultados debido a que esta SNARE esta implicada en guiado axonal ¥ no en
el erecimiento axonal imicial (Zylbersziein v col, 2012} solo fue utilizada como control,
razdn por la cual se la excluyd de los posteriores conjuntos de experimentos.

Respecto 8 VAMPA se encontrd que csia SNARE es expresada a estadios tempranos de
diferenciacitn ¥ se localiza principalmente en posicidn pennuclerar (probablemente en
el TGN}, ecurriendo durante ¢l crecimiento axonal inicial un ennquecimiento a lo largo
de todo el ¢je del axdn en desarrollo. La locahzacidn preferencial de VAMP4 en TGN
va era conocida, al ipual que su expresion en cerebro v lineas celulares neuronales
[ Steepmaier v col, 1999), Sin embargo, |a conspicua concentracion de VAMPY en ¢l
axdn en crecimiento (¥ su expresion temprana) fue un hallazgo novedoso va que solo
recienfemente ha surgido evidencia de la presencia de VAMP4 en conos de crecimiento
en eultivos neuronales (Lin v col, 20013; Xu y col, 2014). También s¢ ha descripto que
YAMP4 ¢s5 cxpresada cn ¢l drca CAl del hipocampo en rata, donde las ncuronas
piramidales cxpresan este marcador cn TGN vy con las terminales presindticas axonales

{ Raingo y col, 2012).
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La distribucidn subcelular de VAMPT en newronas de hipocampo a estadios lempranos
de diferenciacion concuerda con lo especificado en trabajos anteniores {(Coco ¥ col,
1999; Muzerelle y col, 2003; Alberts v col, 2006), donde YAMPT se¢ localiza en el
frente de avance del cono de crecimiento y a su vez es expresada en el soma celular, Sin
embargo, poca informacion hasta ¢l momento se conocia sobre como esta proteina se
expresa tempranamente en neuronas en cultivo,

En el caso de Symtaxing se encontrd una sifuacion similar a la observada para VAMP4
en cuanlo o expresion lemprana en cullivos neuronales y a una localizacion subeelular
promuinente en TGN con ennquecimuento  paulatino en el e¢je axonal durante la
polanzacion de la neurona. S¢ conocia que Swvntaxin® es expresada a altos miveles en
cerebro v su presencia en TGN en células no neuronales va habia sido reportada (Bock
y col, 1996), En cuanto al enriguecimienio dual en TGN v axon en cstadios tempranos
de diferenciacion se tenia conocimiento de una situacion similar solo en células PC12
inducidas a diferenciacion por accion del factor tréfico NGF (Kabayama y col, 2008).
De esta manera, los datos oblenidos para Syntaxing en este trabajo permiten ampliar la
ocurrencia de estos cventos a cultivos primarios.

Es interesante notar que la inferaccion entre Syntaxing v VAMP4 mediando diversos
pasos cn el trifico intracelular de membranas ha sido ampliamente descripta
( Steegmaier v col, 1999; Kreykenhohm y col, 2002; Laufman ¥ col, 2011). Esto podria,
en prncipio, explicar la similitud en cuanto a distnbucidn temporal v espacial de
VAMP4 v Synlaxing en estadios lempranos ¥ en el axdn en crecimienio.

En cuanto a SNAP23 (también conocida como Syndet) si bien recientemente se
describio que estd presente en diferentes regiones del cercbro en estadios postnatales
temmpranos (Prescotl vy Chamberlain, 2011), practicamente s¢ desconocia lanto su
localizacion subcelular como su patrdn de expresion temporal a estadios tempranos cn
neuronas cn cultive. Los datos obtemidos por inmunofluorescencia mostraron  que
SNAPZY se presenta distribuida homogeneamente en toda la célula cuando la neurona
alh es simétrica. Una ver que ¢l crecimiento inicial axonal tiene lugar la distnbucidn de
SNAP23 cambia, enconirindose enriquecida en el axdn en crecimiento. Este dato
encontrd su correlato en aquellos obtemdos por métodos boquimicos, los cuales
mostraron que SNAP2Z3 es expresada a estadios tempranos de cultivo, Otro punto que
merece atencidn ¢s el hecho de que. en neuronas hipocampales adultas, SNAP23

presenta una distribucion subcelular restringida al compartimiento somato-dendritico
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mientras que su homdloge SNAP2LS =e concentra en el compartimiento axonal (Chen v
col, 199%; Suh v col, 20100, Este cambio drastico de localizacion subeelular dependicnte
del estadio de diferenciacion newronal ha sido también reportado para otras SNARESs,
por gjemplo VAMPT (Coco y col, 1999).

Cuando se esmadid SNAP2S fue llamativo su patron de expresion temporal, va que se
aleanzaron niveles detectables de esta proteina recién entre las 24 v 36 horas de cultivo,
despuds de que los eventos de polanzacion neuronal ¥ crecimiento axonal imicial han
tenido lugar. Evidencia de trabajos anteriores permitieron respaldar estas observaciones.
Se ha descripto que SNAP2S juega un rol esencial en la clongacién axonal durante el
desarrollo ¥ es expresada en comos de crccimicnto durante cstadios tardios de
elongacion axonal en neuronas en cultiva y células PCI2 (Osen-Sand v col, 1993),
Ademas se ha visto que 1anio los transcripios de mRNA como la proteina SNAP2S estan
en bajos niveles al dia 15-16 de gestacion v ellos recién son incrementados durante la
maduracion postnatal cercbral y en la etapa adulta (Oyler y col, 1991; Frassoni v col,
20035; Suh ¥ col, 2010). Lo mismo ocurre en la retina embrionaria ¥ en el tubo neural,
donde los niveles de mRNA vy proteinag SNAP25 son bajos durante el desarrollo
tlemprang y su incremento tene lugar al comicnze de la sinaptogénesis, Este patrdn de
expresion tardia €8 también exhibido por otras proteinas involucradas cn fa funcion
sinaptica, tal como Smapsina 1 v estd en contraste con el de componentes axonales
como GAP43, cuya expresion temprana ha sido relacionada con rol en el erecimiento
axonal {Catiscas v col, 1991).

Lina situacion similar ocurrié con Syntaxinl, Ia cual presentd niveles bajos de expresion
proteica durante las primeras 24 horas de cultive ncuronal. Dado gque existen 2
isoformas de Syntaxinl, denominadas Syniaxinl A v Syntaxinl B cabia la posibilidad de
que el métode de deteccion utilizado no estuviera englobando a ambas isoformas, En
esle sentido es importante remarcar gue el anticuerpo ulilizado detecta ambas isoformas
de Symiaxinl, SynfaxinlA v SyntaxinlB. Al igual que SNAP2S, Symtaxinl parece
incrementar su nivel endégeno fuera del lapse temporal en el que ¢l crecimiento axonal
inicial tiene logar. Esta siluacion podria tener respuesia al considerar la sigoiente
evidencia: si bien se ha reportado que Synfaxinl y SNAP25 son necesarias para ¢l
crecimiento ywo clongacidn neuritica {(Osen-Sand v col, 1993; lparashi ¥ col, 1996;
Osen-Sand ¥ col, 1996; Kimura v col, 2003} estudios recientes han demostrado que

ambas SNAREs son esenciales para la supervivencia celular. Esto es asi ya que
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participan de una via de reciclaje de membrana que mantiene proceses celulares vitales
v que g5 distinta de aquella encargada de liberacion de neurotransmisores (Peng v col,
2013). S¢ encontro que ¢l clivaje de SNAP2S con toxina botulinica € v E v el clivaje de
Syntaxin] con toxina botulinica C inducen muerte neuronal, v que el agregado cxdgeno
de otras SNAREs homologas como SNAP2I v Syntaxin, 3 6 4 rescata a las neuronas
de sulnr degeneracion celular. E] clivaje debe elimunar casi todo el reservono enddgeno
de las citadas SNARES para que ocurra mucrte celular, ya que una pequedia cantidad de
ellas presente en la neurona puede prevenir la degeneracibn cefular. Esto se ha
comprobado ¢n neuronas cultivadas a partir de ratones knockout para SNAP2S, las
cudles crecen normalmente pero degencran vy mueren lucgo de 1 semana en cultivo
{ Washboume v col, 2002; Delgado-Martinez y col, 2007). Recientemente se disefio un
raton doble knockout para SyntaxinlA y |B el cual presenta letalidad embrionana y
cuyas neuronas tienen el mismo comportamiento en cultive gque aguellas del knockout
para SNAP2S (Mishima y col, 2014). En apoyo a los datos exhibidos arriba, se ha
demostrado también en neurohas maduras en oultvo que la toxima botulinica C
promueve primeramente degeneracidn neuritica ¥ posteriormente apoptosis (Berliocchi
v col, 2005). A la luz de esta evidencia se hace entendible que l1a aleracion de la
expresion normal de  Syntaxinl y/o SNAP25 cstara afectando procesos celulares
necesarios para la viabilidad celular ¥ que, en dltima instancia, hicnen poca (o ninguna)
relacidn con la agregacion de membrana en el cono de crecimiento.

La informacion derivada del primer conjunto de expenmentos permilid conocer |a
distribucitn espacial y temporal del grupo de SNAREs inicialmente scleccionadas por
tener implicancia en procesos de crecimiento newritico v desarmollo axonal, Algunas de
ellas, como YVAMPS, VAMP7, Svieacand v SNAPZS presentaron niveles de expresion v
localizaciém subcelular que estarian en concordancia con su participacion en la
adguisicion de un fenotipo polanzado. (tres profeinas como SNAP2S v Syntaxind
mostraron un patrin de expresion lemporal gue permitio excluirdas del grupo SNAREs
candidatas. Estas probablemente sean prescindibles para log eventos de adgusicion de
polarided neuronal ¥ tienen injerencia en procesos necesanos para asegurar la viabilidad

celular,

Lic. I¥ego Jfavier Grassi S8



Discusidn

Las proteinas VAMP4, Svntaxind v SNAP23 participan en &l crecimiento

axonal inicial en neuronas piramidales de hipocampo en cultivo

El andlisis de expresion temporal v distribucion espacial sugeria que las proteinas
VAMPA, VAMPT, SNAP23 v Syntaxint podian estar involucradas en el crecimiento
imicial del axdm ¥ la adquisicion de un fenotipo polarizado.

Los estudios de pérdida de funcion de estas proteinas por silenciamicnto de expresion
gemca demostraron que cuando se alterd el mivel endégeno de algunas SNAREs en
neuronas cn estadios lempranos de diferenciacion estas oélulas fueron incapaces de
desarrollar un axon, manteniendo un fenotipo simétrico v quedando por ende arrestadas
entre estadios 1 v 2.

Para demostrar que la falta de polanizacion en cstas neuronas s¢ debia a la pérdida de
expresion de estas proteinas ¥ no a efectos secundarios del proceso de transfeccion o
silenciamicnto inespecifico se recurmid a 2 ensayos; por un lado, el control com el
ssRNA v por otro, la recuperacion de fenotipo. Asi, las neuronas que fueron sometidas a
experimentos control y de rescate fenotipico desarrollaron axoenes de manera normal,
alcanzando el estadio 3 de diferenciacion. Este fue el caso de VAMPY, SNAP2S y
Svotaxind. En fas 3 SNAREs mencionadas s¢ observd que las neuronas que
cocxpresaron el shRNA SNARE-dingido y una versidn de la proteina a silenciar fueron
capaces de desarrollar un axén, el cual mostrd ser positivo para ¢l marcador axonal
Tau-1. Este resultado claramente indica gue la pérdida de polanzacion gque
experimentaron las neuronas bajo tratamiento con los shEMNA se debe especificaments a
la falta de expresion de YV AMPA, Syntaxint o SNAP23.

51 bien s¢ desconocia hasta ¢l momemo que estas proteinas tuvieran un efecto en
neuronas creciendo en cultivo, evidencia proveniente de sistemas neuwronales ¥ no
neuronales podria ayudar a interpretar los resultados observados.

YAMP4 ha sido cstudiada en modelos no nevronales v tradicionalmente se 1o ha
deseripto como una SNARE necesaria en el trafico entre organelas intracelulares. Sin
embargo, reciente v extensa evidencia aboga a favor del papel de VAMP4 en exocitosis
regulada. 5S¢ ha encontrado que esta R-SNARE es nccesana pama la liberacion de
grinulos lticos en células NK (“MNatural Killer™) del sistema inmune (Krzewski y col,
2011}, la agregacion de membrana en ciertos clones de la linea neuronal PC12 {Cocucet

y col, 2008) y la exocitosis de una poblacidn de vesiculas sindpticas en cultivos de
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neuronas hipocampales maduras (Ramgo y col, 2012} Ademas, se ha demostrado que,
en conjunio con Symtaxinb, dirige ¢l ciclo de exocitosis v reciclado en una poblacidn de
vesiculas sinapticas pequefias en cercbro de rata (Kreykenbohm y col, 2002), Quizas ¢l
dato mds relevante es que VAMP4 v el receptor de 1GF-1 se encuentran presentcs cn
prupos de PPVs a las que se encuentra asociada Rabl0, una GTPasz implicada en
desarrolle axonal (Liv v col, 2013).

Syntaxint por su parte, ¢std implicada en maltiples vias endosémicas v endociticas.
Existe extensa evidencia que implica a Syntaxind en eventos de trifico anterdgrado v
retrogrado, endocitosis v reciclado. Se ha demostrade también que Symtaxind es
necesaria parg ¢l crecimiento newritico inducido por NGF de células PCI2. Sc ha
sugerido que 1a inhibicidn del crecimiento neuritico se deberia a la reduceidn en el envio
dirigidoa de componenies de microdominios de membrana como  glicosil
fosfatidilinesitol (GPI) v ganglidsido GMI desde el complejo de Golgi 8 membrana
plasmatica (Kabavama y col, 2008). Dichos microdominios de membrana, también
conocidos como balsas lipidicas (*lipid rafis ) han sido extensivamente estudiados dado
su rol en las vias de sefializecion mediada por receptores para factores de crecimiento
(Pike, 2005). En linea con este Gltimo, se ha demostrado en adipocitos que la activacion
de la via IGF-1/IG1-R induce la diferenciacion de estas células v que este evento es
dependiente de microdominios (Huo v col, 2003; Hong ¥ col, 2004). Es posible
cntonces que SyntaxinG est¢ involucrada en el crecimiento micial axonal mediando el
envio de PPVs al cono de crecimiento conteniendo componentcs esenciales para e
ensamblaje/funcionamiento de los mencionados microdominios, ¢ incluso al mismo
receptor de IGF-1.

Adicionalmente, Syntaxint podria mediar otros eventos implicados en la polanzacion
neuronal. Por egjemplo, s¢ conoce que Synlaxind es esencial para la migracidn de células
endoteliales ya que s responsable de la correcta expresion de FAK (kinasa de adhesion
focal) y funciona en el reciclado de integrinas (Zhang v col, 2008; Tiwan y col, 2011).
Es también necesaria para mediar [a traslocacion del receptor de EGF desde membrana
plasmatica al nicleo celular en células Hela, v asi desencadenar eventos de
sefializacion celular (Du ¥ col, 2004). Por tanto, Syntaxiné podria ser requenida cn
distintas vias de trafico en la neurona, ya sea mediando la adhesion celular o eventos de
sefializacion celular de largo alcance v la perfurbacion de estos procesos evitaria que la

neurona adguiera un fenotipo pelarizado.
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En el caso de SNAP2Y ha sido smplicada en procesos de exocitosis en diferentes
modetos no neuronales (Martin-Martin y col, 2000; Feldmann vy col, 2009; Chat y col,
2010; Skalski v col, 2010). Es bien conocido su papel en la exocitosis regulada de
vesiculas que contienen al transportador de glocosa GLUT4 en respuesta a estimulo con
insulina en adipocitos (Rea y col, 1998; Kawanishi y col, 2000; Jewell y col, 2010). Este
sistema no neuronal de exocitosis regulada tiene la particularidad de exhibir gran
similitud con la exocitosis de PPVs en respuesta a 1GF-1 en conos de crecimiento e
imsercion del receptor de 1GF-1 en el plasmalema. De hecho, ambos sistemas comparten
vias de schalizacion desencadenadas por estimulacién v activacion de su recepior,
moléculas y complejos mvolucrados en la insereion a membrana (Chiang y col., 2002;
Dupraz v col, 2009; Jewell v col, 2010%. Es probable entonces que SNAP23 pucda estar
implicada en la agregacion de membrana al cono de crecimiento ¥ ¢n la insercion del
receptor de 1GF-1 a membrana plasmética. Se ha sugerido gque SNAP23 juega un rol
critico en estadios lempranos de desammollo embrionario. En refacion a esto se ha
reportade que ratones knockout para esta SNARE tienen mortalidad temprana durante la
gestacion (entre 3 a 4 dias de wida intrautenina), lo cual pone de mamficsio la
importancia de esta SNARE en etapas del desarrollo de un organismo (Suh y col, 2001).
En el experimento de pérdida de funcion de VAMPT el crecimiento axonal inicial no es
afectado. De hecho, las neuronas en estadios tempranos de diferenciacidn pudieron
desarrollar proceso de tipo axonal, dc mancra similar a lo que ocurrid con aquellas
ctlulas que fueron sometidas a experimentos control, Varias evidencias permiten
generar una explicacion posible a los efectos de perdida de funcion descriptos en la
hiblicgrafia ¥ lo ohservadoe en este trabajo. Alguno de los ensavos que reportaron los
efectos de VAMPT sobre el crecimiente neuritice han sido realizados en base a o
sobreexpresidn de versiones dominanies negativas wWo consiilutivamente activas de esta
R-SNARE en cultivos neuronales (Martinez-Arca v col, 2000; Martinez-Arca v col,
2001}, En el caso de las versiones dominantes negativas, s¢ ha descripto y comprobado
que tienen claros efectos apoptoticos sobre las neuronas. De hecho, en los estudios
citados estas comstrucciones solo pudicron ser expresadas en cultive agregando
previamente inhibidores de apoptosis. A pesar de cllo, las neuronas transfectadas
presentan axones que cumplen con el criterio morfologico amba mencionadoe, Por otro
lado, las verswones constitutivamente activas de VAMPT carecen del extremo amino

terminal, denominade dominio Longin, Este segmento se ha descripto que se encuentra
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en conformacion plegada sobre VAMPT e inhibe su asociacion con otras SNAREs
(Vivona v col, 20010}, Ademdis, posee una sedal de localizacion & endosomas y
lisosomas, (Martinez-Arca v col, 2003}, Cuando se climina el dominie Longin de
VAMPT se obtiene una version truncada de esta SNARE que s practicamenic idéntica
a VAMP2/Synaptobrevin v que generalmente se acumula cn la membrana plasmdtica
del cono de crecimiento, Se ha demostrado que la sobreexpresion de VAMP2 por medio
de plasmidos en cultive tiene efectos positives sobre la elongacion axonal (Shirasu v
col, 2000). Otros trabajos se valen de expenmentos de pérdida de funcidn mediate
siENA para demostrar ¢l rol de YAMPT en crecimiento neuritico pere no utilizan
experimentos de recupericion de fenotipo para demostrar un efecto especifico del
siRMNA (Alberts v col, 2002), Un detalle no menor es que s¢ han disciadoe 2 lineas de
ratones knockout para VAMPT y ambas presentan desarrollo cerebral normal, con
localizacion cormecta de las proteinas “cargo™ de VAMPT. En cultive las neuronas
exhiben axones sensiblemente mas cortos, las newrcnas estan  indudablemente
polarizadas (Sato ¥ col, 2011 Danglot v col. 2012). Es probable que en los animales
knockout la falta de esta VAMPT sea suplida por YAMPY4, proteina con la cual
presentan una gran homaologia.

Sin duda alguna VAMPT tienc implicancia en el desarrollo neuronal al controlar el
trafico de moléculas de adhesion celular y apgregacion de membrana al cono de
crecimienio como lo demuestra un extenso cuerpo de evidencia (Alberts v col, 2003;
Alberts vy col, 2006). Sin embargo, su rol parece ser prominente en clongacion newrftica

mas que en crecimiento inicial axonal,

Las SNAREs VAMP4, Syntaxint v SNAP23 participan en la apregacion de

membrana en los conos de crecimiento neuronales disparada por la

activacion del receptor de 1GF-1

Los datos obtenidos gracias a los ensayos de pérdida de funcién denotaban que 3 de las
4 SNAREs tenian efectos significativos sobre el crecimiento inicial axonal. Dado que 2l
receptor de IGF-1 estd directamente implicado en la adquisicion de polaridad neuronal
surgid el interrogante si las SWAREs analizadas podian estar relacionadas en algin nivel
con el mencionado receptor.

Los resultados provenientes de los experimentos de immunoprecipitacion de PPVs en
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GCPs estimulados con IGF-1 dan cuenta de que las SNAREs VAMPA, Syntaxing v
SMAP23Y son capaces de asociarse/interaccionar emtre 5i w'o con las vesiculss que
contienen ¢l receptor de 1GF-1 como consecuenoia de la accidn del citado factor trofico.
Sumado a esto, los ensayos de insercidn polarizada del receptor de IGF-1 activable
aportaron evidencia del requerimiento de las SNAREs estudiadas en la extemalizacion
polarizada del receptor de 1GF-1 en estadio 2 v, en consecuencia de su importancia en ¢l
crecimiente axonal incial en neuronas en cultivoe.

La mterpretacidn mids directa a los resultados oblenidos es que VAMP4, Syntaxing v
SMNAP23 formen pane de un complejo SNARE que permita la fusion de PPVs con ¢l
plasmalema del cono de crecimiento v la consecuente mseroion del receptor de IGF-1R
en la membrana plasmatica. Un punto a favor de este supuesto es que estas 3 SNAREs
estan implicadas en la exocitosis expansiva en ciertos clones de la linea celular PC12
gue carecen de las SNAREs necesarias para neurosecrecion, s decir, VAMPZ,
Syntaxinl y SNAP235 (Cocucci y col, 2008). Esta situacion podria ser semejante a la que
alraviesa |a neurona en desarrollo durante las primeras 24 horas de cultivo, donde
SNAP2S v Syntaxinl estén en concentraciones extremadamente bajas como para dirigir
evenios masivos y sostenidos de fusion y VAMP2 esta presente pero parcce no ser
requerida para el crecimiento neuritica micial.

Es de destacar, como fue exphicado en la seccion Introduceidn de este trabajo, que la
formacidon de complejos SNAREs ecstables depende del cnsamblaje de haces
helicoidales compuestos por 1 hélice R y 3 hélices : Qa, Qb y Qc. Dado que Syntaxint
posee una hélice Qo (a diferencia de |a mayoria de las Syntaxing, gque tienen una hélice
Ca) al igual que SNAPZ3, es poco probable que tenga lugar la formacion do un
complejo SNARE estable (Cocucci v col, 2008). No obstante, la formacidn de
complejos SNAREs con estas caracteristicas han sido descriptos, Uno de cllos cs
denominado configuracion de SNAREs unitarias (Unitary-SNARE Configuration) pues
no hay preensamblaje de complejos Qabe en la membrana aceptora. El tpo de
exocitosis resultante de esta interaccion entre SNARES es relativamente lento, capaz de
mediar eventos de fusion en el orden de 1-100 segundos pero tiene la ventaja de poder
promover una intensiva movilizacion de vesiculas desde el interior celular a8 membrana
plasmatica (Kasm v col, 2012). Ademas de ocurmir ¢n células no ncuronales este tipoe de
exocilosis es posible esté presente en neuwronas (Pickett v Edwardson, 2006). El

complejo VAMPASyntaxmb/’SNAP23 es probable que opere bajo esta configuracion de
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haja estabilidad. Curiosamente, la exocitozis de vesiculas que contienen al transporiador
GLUT4 en respucsta al estimulo con inzulina ez dirigida principalmente por SNAREs
{sicndo SNAP23 una de cllas) gque interaccionan en la mencionada conformacion. Como
se menciond con anteriondad, este sistema no neuronal de exocitosis regulada comparte
similitudes con la exocitosis de PPVs en respuesta a 1GF-1 en neuronas, de ahi la
relevancia de ¢sta Oltima observacion. 5e ha propuesto que SNAP23, la cual dirige la
exocitosis de vesiculas en varios tipos de células no neuronales {neutrdfilos, mastocitos,
células [ pancredticas, adipocitos) probablemente promucva eventos de exocitosis
sostenida en ¢l tiempo actuando en complejos como el antes descripto (Kasai y col,
201 2). El hecho de que la exocitosis de PPWYs regulada por IGF-1 permita la agregacion
de grandes secciones de plasmalema v que un porcentaje considerable de los eventos de
fusion ocurran en ¢l lapso de segundos (Dupraz v col. 200%9) provee soporte adicional al
modelo sugendo.

Evidencia adicional que apoya la formacion de complejos entre las mencionadas
SNAREs provienc de sistemas no neuronales que presentan un fenotipo polarizado
que son capaces de suffir cicles de crecimiento y diferenciacion. Este es el caso de las
células epiteliales de las glindulas mamarias durante el periodo de lactancia. En ellas, la
exocitosis regulada de cienas moléculas componentes de la leche como la cascina
dependeria de 1a asociacion de VAMPA, Syntaxind y SNAP23 (Chat v col, 2010).

Oitra posible explicacion a los resultados observados es que las SNAREs estudiadas
estén involucradas en ¢l rafico vo exocitosis de las PPVS que contienen al receptor de
IGF-1 perc no participen necesariamente en ¢l mismo complejo de fusion, Esta
consideracion ¢s valida ya que en los experimentos de inmunoprecipitacion se trabajo
con estructuras membranosas provenientes de conos de crecimientos axonales y no fue
posible determinar si lag proteinas inmunoprecipitadas (fge o Syntaxinb) estaban
asociadas a PPVs, 4 membrana plasmitica o vesiculas de reciclaje. Por esta razon se
analizaran todos los posibles escenarios en los cuales las citadas interacciones podrian
tener lugar.

En el caso de VAMP4  la posibilidad de que esta R-SNARE esté presente en las PPVs
gue transporian al receplor de IGF-1 y promueva asi su externalizacion es plausible ya
que VAMP4 es necesaria para la agrepacion de membrana ¥ el concomitante
erecimiento newritico en clones de células PCI2 (Cocucci v col, 2008) v dirige la

exocitosis de una subpoblacion de vesiculas sindpticas en ncuronas hipocampales
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adultas (Ramgo y col, 2012). Es importante notar que VAMP4 posee un motive
dileucina rodeado por 2 regiones acidicas que le permite ser reciclada activamente desde
la superficie celular hacia el TGN, donde clla sc encuentra concentrada (Hinners v col,
2003 Feng v col, 2003 Tran v col, 2007). Esto seria crucial en terminos de mantener
un constante suministro de PPVe VAMP4-positivas desde TGN a membrana plasmatica
durante situaciones de agregacion de grandes dreas de plasmalema sostenida en cl
tiempo. VAMP4 también ha sido relacionada con exocitosis regulada v traslocacidén de
receptores de membrana en sistemas no neuronales. En células del misculo cardiaco,
por cjemplo, se ha descripto que la estimulacion con insulina promueve la traslocacion a
membrana del transportador de dcidos grasos de cadena larga CD36, fendmeno quc es
dependiente de VAMP4. El trafico v exocitosis regulada de las vesiculas que conticnen
a CD36 es similar a la del transportador GLUT4 {Schwenk v col, 2010; Steinbusch y
col, 201 1),

Allernativamente, Y AMP4 podria ser necesaria para asegurar que las PPVs se agreguen
x membrana en momentos y localizaciones especificas y no ocurra fusion prematura. Se
ha descripto que VAMP4 es esencial para la maduracion de granulos neurosecretonios
én ciertas tipos celulares, haciendo que éstos se vuelvan competentes para sufrir
exocitosis regulada. Los granulos inmaduros presentan Synapiotagmin 4, un inhibidor
de Ia exocitosis regulada que es removido por VAMPS durante el trdfico a8 membrana
plasmatica (Eaton v col, 2000). Es interesante notar que en cultives de neuronas de
hipocampo Synaptotagmin 4 s¢ localiza principalmente en ¢l complejo de Golgi v en las
neuritas durante estadios tempranos (Ihata v col, 2000), similar & la disinbucion
observada para YAMP4, De modo que una situacion donde VAMP4 controle la
competencia de las PPVs para responder o no a diferentes estimulos podria tener lugar
en los conos de crecimiento de newronas en desarrollo,

En el caso de Syntaxiné la asociacion con el receptor de IGF-1 y su externalizacidn
podrian ser resultado de interacciones en mds de un paso del trifico de membranas a
nivel del cono de crecimicnte, Por ciemplo, se ha determinado recientemente que el
motor microtubuluar KIFSC transporta a8 Syntaxiné hacia ¢l cono de crecimiento {datos
de nuestro laboratorio no publicados), Se conoce que KIFSC presenta una localizacion
subcelular axonal especifica, se acumula en fa neurita que serd el futuro axon v ha sido
vinculada a la axogénesis (Jacobson v col, 2006).

Por otro lado, en adipocitos v células musculares ha sido descripto que Syntaxint reguia
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el ciclo de exocitosis, endocitosiz‘reciclado y re-exocitosis del transportador GLUTY en
respucsta al estimulo con insulina (Perera y col, 2003; Jung v col, 2012, Foley v Klip,
2014). En relacion a esto ultimo existe evidencia de que el receptor de IGF-1 bajo
estimulacion com o hgando sufre un ciclo de extemalizacion, endocitosis vy o re-
exocitosis en diferentes tipos eelulares. Particularmente la endocitosis y el reciclado del
receplor revisten gran importancia ya que son necesarios para la activacion sostenida v a
largn plazo de la via PIRIK/AKT (Romanelli v col. 2007). Este wrifico es aliamente
dindmico ya que 30 minutos luego de la estimulacidn un 86% del receptor inicialmente
presente en membrana plasmatica ha sido intermalizado, v al cabo de 2 horas e 90% del
receptor internalizado ha sido reinsertado en el plasmalema. Dado que se conoce que los
GCPs cuentan con maquinana de sintesis, transcripcion vy trafico de membranas
{Nozumi ¥ col, 2010; Estrada-Bemal ¥ col, 20102) v ya que cllos reticnen la capacidad
de sufrir exocitosis regulada, probablemente poscan la capacidad de realizar endocitosis,
Desde esta perspectiva ¢s posible arpumentar que parte de la interaceidn medida por
métodos biequimicos en GCPs estimulados sean resultado de la suma de fendmenos de
exocitosis v endocitosis rapuda. En relacidn con esto ultimo, s ha demostrado que la
endocitosis del receptor de 1GF-1 (luego de su activacion v fosfonlacion) es mediada
por SNAP2S (también conocida como G532), un miembro de la famibia SNAP25
implicade en conirolar el desensamblaje de complejos SMAREs v en procesos
endociticos (Rotem-Yechudar y col, 2001). 5S¢ conoce que una de las SNAREs que se
agocian con preferencia a SNAP29 s Syntaxin® (Wong y col, 1999), por lo cual es
posible que ésta pueda estar implicada en procesos de endocitosis del 1GF-1R como se
sugiric mas arriba,

Mais alla del rol preciso (directo o indirecto) que juegan estas SNAREs en la exocitosis
del meceptor de IGF-1 lo que resulta realmente novedoso s la identificacion de
protcinas SNAREs regulando ¢l trafico y la insercion de PPVs que contienen ¢l receptor

de IGF-1 a la membrana plasmitica del cono de crecimiento.

VAMP4 vy VAMP7 definen 2 subpoblaciones de PPVs diferentes

La evidencia aportada por csie trabajo de tesis permitid determinar que ¢l receptor de
IGF-1 ¢s transportade a la membrana del cono de crecimiento en PPVs VAMPA-

positivas. Por oira parte, VAMP7 mostrd no estar asociada a dicho receptor. Surgio
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entonces la interrogante sobre st VAMP4 v VAMPT estarian presemies en diferentes
poblaciones vesiculares en el cono de crecimiento a estadios tempranos de polarizacion.
Los resultados aportados por el andlisis de conos de crecimicento a alta magnificacion v
eolocalizacién permiticron conocer gue VAMP4 y VAMPT estarian espacialmente
separadas (Figurs 18). Este resultado estd en concordancia con evidencia disponible de
estudios anteriores, El primer indicio proviene del estedio de la estructura de ambas R-
SNAREs. Tanto VAMP4 como VAMP7 porlan sefiales de  localizacion a
compartimicntos colulares especificos. VAMP4 posee un maotivo dileucina gue le
permite ser reciclada activamente a TGN a traves de la proteina adaptadora API
(Hinners v col, 2003), mientras que VAMP? posce en su dominio Longin una sefial de
localizacion a endosomas, hacia donde es transportada mediante la proteing adaptadora
APZ (Martinez-Arca y col, 2003).

Por otro lado se conoce que ciertas lineas neurenales como PC12 pueden expresar 2
formas de crecimiento, una mediada por VAMPT v otra mediada por VAMP4, Se habia
sugendo que ambas formas de crecimiento también estaran presentes en neuronas
donde ¢l crecimiento mediado por VAMP4 podria predominar en las etapas imciales del
desarrollo mientras que el crecimiento dependiente de VAMPT toma predominancia en
etapas tardias. La existencia de I formas diferentes de crecimiento neuritico podria ser
mis eficiente para hacer frenle a las necesidades celulares en distintas elapas del
desarrollo neuronal (D Alessandro v col, 20100

Recientemente s¢ ha descripto que VAMP4 v VAMPT definen poblaciones vesiculares
diferentes en las sinapsis de neuronas de hipocampo en cultivo, donde participan en
fendmenos de liberacidn asincromica de neurotransmiscres. En ambos casos, estas
vesiculas forman complejos SNAREs con Syntaxin] y SNAP25, al igual que lo hace
VAMPZ (Hua v col. 201 1: Raingo y col. 2012; Ramirez v Kavalali, 2012).

Por (ltimo, s¢ ha descripto que VAMPT puede sufrir cxocitosis ante estimulos con IGF-
| en ncuronas en desammollo (Burgo v col, 2002). En concordancia con cste reporte,
resultados de nuestro laboratorio han demostrado el efecto de estimulacion con IGF-]
sobre la expresion de L1-CAM en conos de crecimiento v la agregacion de membrana

para la clongacion axonal (Dupraz ¥ col, 2004,
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Estadio 3-4 ety

Fipura 18, Trifice de membranas en conos de crecimienbe en cultivo de neuronas en estadios de
desarrollo temprone v postersores. El modeks do antba alusira o estrustur de oonos de crecamienio en
edacho 23 de crecomeento nesrbce os vesiculns arules  son log PPV WAM F'-1--|:||;Fi:|1.-'nﬁ. ng_rqg.nndn
memthrang al plasmalema {flecho pruesad, Las vesiculas rogas son los FPYe Y AMEPT-posnivas sefmiendo
cnpcitosis (flecha gruesa). Las vesiculas VAMPI-positivas (amarilias) comencn feceplores. para
Semaforms 34 v son necesarias parn ol puiate axonal. Las wvesiculos vendes perenscen a procesos de
emdoneibnss comsdilutiva. Su Necha e mis pedguefia gue la de las vesaculas exociices v gue s nooesana
ung prevalencia de o exocitosis para que lag neuritas crezenn, El modelo de abajo ilustra un core de
crecimiento somalar perteneciente o un axdn en edladie 34, Lae vesiculns VAMPT- pasitivas aporian al
crecimieno en esta etapa, aasgue cllas tantaén son activansentc recicladas, La flechs de exocibosis es pos
tnnto meis prucss quee fo de endecitosis, En contraste, las vesiculas Y AMP2Z-positivas imvolucradas en el
pukado axonal no comribuyen @ b expansstn de merdrann va que elas presentan niveles shmilares de
enogitosis v endocriosis. Los vesiculas W AMP4-positivas probablemente sigan agregando mcimbrsnn a

plasmalema parn gue In elongacian axonal tenga lugar (basado en D Alessandro v col, 2000)
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La evidencia mostrada, en conjunte con los resultados aportados por esie trabajo
resultan sumamente interesantes ya que dan cuenta de, al menos, 2 poblaciones
vesiculares con funciones complementarias que cstarian presentes a lo largo de inda la
vida de la neurona, pero cuya funcion varia (crecimientofelongacion axonal o liberacion
de neurotransmizgores) segin el estado de desarrallo celular.

A la vista de estos hallazgos se veelve evidente el rol de VAMP4 en la formacidn v
mantenimicnto de redes neuronales. De hecho, trabajos recientes resaltan que VAMPA
ex eritica para las funciones cerchrales v es requerida para cambios adaptativos en ¢l
eerebro, mediando la expresion de formas plasticidad sindptica a corlo v largo plazoe que
s¢ cree son fa base del aprendizaje v la memoria. Tal es su importancia que la alteracidn
de la expresion de VAMPA estd implicada en varias patologias. Una de ellas es el
sindrome de Colfin-Lowry (CLS), vna forma de retardo mental caracienzada por
deficiencia en el aprendizaje v consolidacion de la memona. Se ha demostrado que cl
gen que codifica la proteina Rsk2 (Ribosomal s6 kinase 2) estd implicado en el
desammollo de esta enfermedad v actia como regulador negativo del crecimiento axonal,
De hecho, en animales modelos knockoul para Rsk2 la supervivencia de ncuronas
deficientes en Rsk2 no estd reducida, sino que estas cflulas desarrollan axones
significativamentec mds largos. Ademds del crecimiemo axonal desrepulado se observd
en ¢l cercbro de estos animales un incremento significativo en la cxpresion de VAMP4
e IGF-1 a lo large de todo ¢l hipocampo, lo cusl es [lamative va que ambas protcinas
parecerian ademas funcionar en la misma via boldgica (Fischer y col, 2009; Mehmoaod
ycol, 2001).

Por otro lado, se ha descripto que ocurren alleraciones en la expresion de VAMPA en
estadios tempranos de patelogias neurodegencrativas como la enfermedad de Parkinson
{Abeva v col, 2014}, en modelos animales con predisposicion al  alcoholismoe
(Waolstenholme v col, 20011) v en individuos con tendencias suicidas {Wasserman v col,
2005), lo cual pone de relicve la importancia de esta SNARE en el normal
funcionamento del cerchro y del sistema nervioso central e incluso en el desarrollo de

patrones de comportamiento.
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La aceptacidn de la exocitosis regulada como mecanismo general que promuoeve la
adguisicion de polaridad en Ia neurona ha permitido on avance significative en el
estudio de las vesiculas precursoras de plasmalema. Sin embargo, al momento
existen cuestiones fundamentales que no han sido del todo resueltas, Por ejemplo,
poco s¢ conoce acerca de la composicion bioguimica de estas vesiculas, como ellas
son especificamente dirigidas e insertadas en el cono de crecimiento o que factores
estdn implicados en la regulacion de su exocitosis. Encontrar respuesta a estas
interrogantes ha sido el motor que ha impulsado los estudios que han surgido de
nuestro grupo de investigacion.,

En este caso particular, las evidencias aportadas por este trabajo de tesis han
servido para identificar las proteinas SNAREs especificas implicadas en la
regulacidn del crecimiento inicial de axones v el establecimiento de polaridad. Por
olra parte, las mismas estdn involucradas en la insercidn del receptor de 1GF-1 en
la membrana plasmitica del cono de crecimiento en neuronas en cultivo,
Especificamente se demostrd que VAMP4, Syntaxiné v SNAP23 son expresadas
tempranamente en cultive primario de newronas de hipocampo v gue ellas se
encuentran enriguecidas en el axdén en desarrolle v son regueridas para el
establecimiento de polaridad neuronal.

Ademis, se presentd evidencia de goe las mencionadas SNAREs son capaces de
responder al estimule de 1GF-1 ¢ interaccionar con las PPVe conteniendo el
receptor de este factor de crecimiento. Es decir, participarian en la exocitosis de las
PPYs 1GF-1R positivas,

Finalmente, se describieron 2 poblaciones vesiculares diferentes que se encuenfran
presentes en conos de crecimiento de newronas en desarrolle, definidas por la
presencia de YAMP4 o VAMPT,

Otro grupe de SNAREs parecerian ser necesarias para la elongacidn axonal en
estadios posteriores de diferenciacion (VAMPT, Syntaxinl and SNAPLS) v por
ende no serian esenciales en la regulacion del crecimiento newritico inicial v el

establecimiento de polaridad.
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Cultivos pnmarios de neuronas de hipocampo de rata

Para los cultivos de neuronas piramidales de hipocampo, se utilizaron embriones de rata
de 18 dins de vida mntrautenna. Las ratas prefiadas fueron anestesiadas con COy v se les
practicd una cesdrea. Los embriones fueron trasladados a una campana de flujo laminar
donde fueron decapitados. Se extrajeron los cerchros y se los colocd en cipsulas de
Petn conteniendo solucion esténl de Hanks (HEPES 10 mM; NaCl 4 g; KCI 200 mg;
glucosa 500 mg: KH:PO; 30 mg; NAHPO: 23,7 mg; HaO csp 500 mi, pH: 7.4) a 4°C.
Los hipocampos se extrgjeron mediante microcirugia bajo lupa estereoscopica Carl
Zeiss y se incubaron en solucion de npsina al 0,25% a 37°C durante 15 minutos para
digenir la mainz dec adhesion intercelular. Lucgo fucron lavados 3 veces durante 5
minutos cada vez con solucion de Hanks a2 4 °C v colocados ¢n tubo plastico estéril de
|5 ml conteniendo 3 ml medio de cultive DMEM/HS10% {Dulbeceo’s Modified Eagle
Medium — Gibeo®- suplementado con suero de caballo al 10%) a 37°C. En los casos en
los que las células fueron destinadas a experimentos de transfeccion en suspensidn el
medio DMEM/HS10% fue reemplazado por medio de transfeccion OPTIMEM (Gibcoo).
Log hipocampos fueron disociados wtilizando pipetas Pasteur de vidrio de difimetros
decrecientes hasta lograr una suspensidn homogénea. Las células disociadas fueron
sembradas sobre discos de vidrio-cubreohjetos previamente cubicrtos con poli-L-lisina
{ Img/ml en buffer borato pH: ¥; el exceso de poli-L-lisina es eliminado con 4-5 lavados
de agua mili}) con una densidad aproximada de unas 3K célulasiem’ v mantenidas en
medio de cultivae DMEM/HS10%, Los cultivos fueron mantenidos durante 1-2 horas en
incubador a 37°C, C0; al 3% v humedad constante, lo que les permite asociarse a los
cubreobjetos con  poli-L-lisina. Una wvez adheridas las neuronas, el medie
DMEM/HS10% fue sustituido por la mezcla N2-Meurobasal (suplementos B27 2%wiv ¥
N2 1%vwiy, piravato 0.1mM, glutamina 0,2mM y albumina 0,1%p/'v. disueltos en medio
definido N2 — Gibco® —), Para permitir la supervivencia v ¢l crecimiento neuronal, este
medie de cultivo contiene niveles alios de insulina. suficiente para estimular los
receptores de insulina comao asi también los receptores de 1GF-1.

En algunos experimentos (donde se especifica) las eélulas fueron incubadas con mezela

M2-Meurobasal con bajo contenido de insuling; ésta se encucntra en cantidad suficiente
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para permitir ¢l crecimuento celular pero no para promover la activaciin de receplores
de IGF-1.

TESCENCIA

Las newronas creciendo en cultive ir vitro fueron lavadas 3 veees duarante 5 minutos
cada vez con buffer fosfato sslino (PBS; NaCl 4,25 gr; Na;HPO,, 6,4 gr; NaH:PO,
101 gr; HxO csp 500 ml) a 37 °C. Lucgo los cultives fueron fijados con solucion de
paraformaldehido/sacarosa al 4% (p'v) en PBS a 37 °C. El fijador actio durante 20-30
minutos a lemperatura ambiente, entonces las células foeron lavadas 3 veces por 5
minutes cada vez con PBS. permeabilizadas con Triton X-100 al 0.2% en PBS durante &
minutos ¥ lavadas nuevamente con PBS (3 veces por 5 minutos). Los discos de vidrio
con las células adheridas fueron trasladados a camara himeds donde se los cubnd con
una solucion blogueante {Suero de caballo al 5% v Trtom X-100 al 0,05% cn PBS)
durante | hora a lemperatura ambiente con ¢l fin de cubrir epitopes inespecificos
presentes en la muestra. Posteriormente las células fueron mcubadas con elflos
anticuerpo's primario/s durante | a 3 horas a temperatura ambiente o 12 horas a 4 °C v
lavadas con PBS (3 veces por 3 minutos).

Los cultivos fueron tefidos usando anticuerpos secundarios fluorescentes durante 1 hora
a temperatura ambiente v lavados con PBS (3 veces por 5 minutos). Para el montaje de
los cubreobjetos se utilizd FluorSave {Calbiochem).

Anticuerpos primarios

-Anticuerpo policlonal anti- YVAMP2 producido en conejo (Cat, ab70222, ABCAM).
Drilucion 1: 1000 IF ¥ 1:2000 WB.

-Anticuerpo policlonal anti- VAMPA producide en congjo (Cat. 136 002, Synaptic
Systems). Dilucion 1:100 IF, 1:250 WB v 1:150 IP.

-Anticuerpo monoclonal anti- VAMPV/SYBL] [clon 158.2] producido en ratén  (Car
ab36195, ABCAM). Dilucidn 1:100 IF, 1:250 WB v 1:150 IP.

-Anticuerpo monoclonal anti- Syataxinl [elén 78.2] producido en ratdén (Cat. 110011,
Svnaptic Systems), Dilucidn 1:150 1F v 1:400 WB.
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-Anticuerpo policlonal anti- Symtaxing producide en conejo (Car 110062, Synaptic
Svstems). Dilecion 1: 150 IF, 1:600 WB vy 1:250 1P,

-Anticeerpo policlonal ant- SNAPIY producido en raton (Cat. 111 202, Synaptic
Svstems). Dilucidn 1:75 TF v 1:200 WB.

-Anticuerpo monoclonal anti- SNAP25 [clon SPI2] producido en ratdn {(Cat. VAM-
SVO12E, Stress Gen). Dilucidn 1:75 IF 1:200 WB.

-Anticuerpo policlonal anti- fge producide en conejo (Quiroga v col., 1995). Dilucidn
1:75 IF, 1:200 WB vy 1150 1P.

-Anticuerpo policlonal anti- Bll'l tubulina I producide cn congjo (Cat. T2200, Sigma).
1:2000 IF v 1:4000 WH.

-Anticucrpo monoclonal anti- Taul [clon PC1C6] producido en raton (Cat, MAB3420,
Millipore). Dilucidn 1:404 [F,

-Anticuerpo monoclonal anti- tubulina tirosinada {clon TUB-1A2] producido en ratdn
{Cat. T-9028, Sigma). Dilucion 1:2000 IF,

-Anticuerpo monoclonal anti- alfa tubulina [clon DM Al] producido en ratém {Cat.
MAL-25052, Thermo Scientific). Dilucion 1:2000 WR.

-Anticuerpo monoclonal anti- fosfolGF-1 Receptor (Y980} producido en conejo (Cat
CI14A11, Cell Signalling). Dilucidén 1:25 IF.

-Anticucrpo monoclonal anti-HA [clon 3F 10] producide en rata (Cat, 11802600, Roche)
dilucidn 1:400 IF.

- laci

Anticucrpo Alexe Fluor 488 anti- IgG de concjo producide en cabra (Cat. A21441,
Maolecular Probes). Dilucion 1:1000 1F,

Anticucrpo Alexa Fluor 488 anti- IgG de raton producide on cabra (Cat. A11001,
Maolecular Probes). Dilucion 1:1000 IF.
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Anticuerpo Alexa Fluor 546 anti- [pG de congjo producido en cabra (Cat. A11035,
Molccular Probes), Dilucidn 11000 IF.

Anticuerpo Alexa Fluor 568 anti- 1pG de raton producido en cabra (Car A11031,
Molecular Probes), Dilucidn 1:1000 IF,

Anticuerpo Alexa Fluor 633 anti- IgG de concjo producido en cabra (Cat. A21086,
Molecular Probes), Dilucidn 121000 IF.

Anticucrpo Alexa Fluor 633 anti- IgG de rata producido en cabra (Cat. A21094,
Molecular Probes), Dilucion 121000 1F.

Anticucrpo Alexa Fluor 633 anti- lglG de mton producide en cabra (Cat. A21052,
Maolecular Probesi. Dilucion 121000 IF.

Anticucrpo Odvssey [Rdve CW B00 anti- IgG de congjo producido en cabra (Cat. 926-
32210, LILCORY Dilucidn 115000 WH.

Anticuerpo Odyssey [Rdye CW 800 anti- lgG de raton producido en cabra (Cat. 926-
32210, LILCORY. Dhlweidn 1: 15000 WH.

Para el registro de las imagenes confocales se utilizd un microscopio confocal espectral
FluoView® FVI000 con objetivos 60X (AN 1.41) v 100X (AN 1.4). Las fotografias
fueron procesadas uwhlizando el programa Adobe Photoshop C5, El célculo del Indice de
Polaridad fue efcctuado con ¢l sowfware Image 1. El analisis de deconvolucion v la
cuantificacion de las imigenes resultantes fue realizada utilizando el software Olyvmpus

cellSens versidn 1.9,

Transfeccion

Transfeccidon convencional: Esie protocolo es utilizado en oéluias en cultivo adheridas
al sustrato (lineas o cultivo primario). Se utilizaron placas de plastico de 3,5 mm con
alta densidad de células (~60-75%).

Se prepard la solucion de transfeccion mezclando 250 pl de medio de transfeccion
Optimem a 37 “C con 6-7 pl de Lipofectamina 2000 {incubados durante 5 minutos) v
agregando posteriormente 50 ul de Optimem a 37 “C con una cantidad de DNA
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determinada segmin el experimento {entre 1.5 a 4 ug). Se incubd la solucidn resultante
durante 20-30 minutos a temperatura ambiente, luego se agregd 700 pul de Optimem a 37
*C v acto seguido sc procedio a recmplazar con este medio de transfeccion el medio
definido en ¢l que se encontraban creciendo las células, El proceso de transfeccion tuvo
una duracidn de entre 60 a 90 minutos. Posteriormente se reemplazo el medio
transfectante por medio de cultivo a 37 °C v se penmitid la expresion de las diferentes

constrecciones por un lapso de 24-36 horas.

Transfeccidn en suspensién: Este protocolo fue utlizado para eflulas adn no adheridas
al sustrato y se¢ realizd en paralelo al cultive primario de neuronas pirarnidales,
miciandose gencralmente al momente de tripsinizar los hipocampos de ratas E18, Se
prepard la solucion de transfeecion mezclando 50 pl de medio de transteceion Optimem
a 37 °C con 1,2 pl de Lipofectamina 2000 (incubados durante 5 minutos) v agregando
posteriormente 30 pl de Optimem a 37 °C con una cantidad de DNA determinada segin
el experimento (entre entre 0.4 a 1,2 ug). 5¢ incubd la solucidn resultante durante 20-30)
minutos 3 temperatura ambiente, Paralelamente se disgregaron los hipocampos
sometidos & accion de la tnpsina en medio de fransfeccion Optimem (se agregd | ml de
éste por cada 20 hipocampos obtenidos) y se determind en camara de Neubauver la
cantidad de células presentes cn la suspension celular, Se agregd el equivalente a
50.000-70.000 células (~15-20 pl) al complejo Optimem/Lipofectamina/DNA v acto
seguido se depositd esta mezcla directamente sobre los vidrios tratados con poli-L-
ligina, formando una gota sobre los mismos. Se permitié que la reaccion de transfeccion
tuviera lugar durante 60 a ®0 minutos, luego que las células se adhiricron al sustrato se
retird la gota de complejo transfectante ¥y se reemplazd con medio definido N2-
neurnbasal. Una vez finalizada la transfeccion (tiempo cero de cultive primario) se

permitid la expresion de las diferentes construcciones por un lapso de 24-36 horas,

Biologia Molecular: preparacion de construcciones

Construccion de los vectores para expresion de shRNAs: para generar los diferentes
shRNAs se utilizd un vector comercial denominado pSuperNeo+GFP (Oligoengine).
Este fue digendo con las enzimas de restriceion Baifl v Hindlll {Promega). El plismido
en esta configuracion abicrta fuc wtilizade para insemar diferentes secuencias de

aligonucledtidos. Estos fueron previamente discfiados en base a algoritmos v programas

Lic, Diego Javier Girassi 77



Materiales v Métodos

especificos. v sintetizados comercialmente (GBT Oligos). Es importanie desiacar que
cada oligonogledtido consta de una secuencia complementaria (no mostrada) disefiada
de tal mancra que al hibridar ambas se formen extremos que empalman con los sitios de
restniceion Sglfl v Hindill del vector abierto. Dicha hibridacion entre pares de
secuencias complementarias e logra mediante pradientes de temperatura que pueden
programarse ¢n ung PCR (por ¢jemplo). Las sccuencias utilizadas se detallan a
continuacion:

VAMPA: 5 gt MppacEagilatigaittcangagaatcastaacilegiccace iiita 3

VAMPY': 5 garcecczaatatiaccaagetaatitteaagagaaatiaceiigetaataticinta 37

Svataxint: 5 garccocgogactigaaligageataattcaagagattatgcicaattcagicgeittitag J
Syntaxinh : 5 gatccocgaacaalctcogeageataticaagagatatgetgegaagattgiic g 3°
SMNAPII: 5 garcorrpasggoalgpaccaastnatteaagagattaitigglecatgectte fttia 37

SNAP2Y': 5 gafcocrgeantcangactatcactattcaagagatagtigatagictigattoc irtita 37

VAMPT: 5 garcoccgaapealcaciccpagpaatitcangagaancicggapipatgetic s 3

VAMPT : 57 gatcoccpeacapeatiplpratcitttcaagagasagatacacaalectgloc iina 5

ssRNA: § patcocogiglatgatiagglaacggttcaagagaccgiiacciaatcatacacrena 3

Subrayvado en cada oligonucledtido se indican las secuencias a las que se dinge el ARN
antizentido. Para la ligaciom entre vector v oligonucledtide hibridado se utilizd T4 ADN
ligase. Una vez que la ligacidon fuc cxitosa s¢ procedid al chequeo de los clones

mediante enzimas de restriccion v, posteriommente, por secuenciacion de los mismos.

Obtencidn v subclonado de construcciones wfilizadas para experimentos de
recuperacion de femotipo: cn principic las construcciones codificando versiones
nativas de las diferentes SNAREs utilizadas fucron adguiridas de diferentes grupos de
mvestigacion. El Dr. Mare Coppeline dond generosamente la construccion VAMPA-
GFP (citada en Skalski v col, 2000%; la Dra. Sima Lev tuvo el mismo gesto y dond la
constracciom HA-Syntaxiné (descripta en Laufman v col, 2010). La Dra. Giulia Baldini
por su parte aportd el constructo SNAP23-GFP (citado en Chieregatti v col, 2004),

La construccion HA-SwvntaxinG fue utilizada dircctamente para los cxperimentos de
rescate fenotipico, no asi los plasmidos codificando VAMP4, VAMPT v SNAP23. Ellos
debieron previamente zor subclonados en un vector que expresa ¢l epitope HA
{hemaglutinina ), denominado pCMY-HA (Clontcch).
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En el caso de VAMP4 el subclonado en el vector pCMV-HA fue realizado por digestion
del constructo VAMPA-GFP con las enzimas EcoRM y BamMHI, lo cual resultd en la
liberacion del fragmento de interés. Posteriormente éste fue ligado con el vector pCMY-
HA abicrto en Scoflfy Bglif

El subclonado de SMAP23 requirit de 2 pasos por falta de sitios compatibles entre el
vector pCMV-HA v el inserfo conteniendo el eDMNA de SMNAP23. En el pnmer paso se
aisld el fragmento conteniendo la secuencia codificante para SNAP23 por digestidn con
las enzimas Hindl[l v Xbal v se la insertd en un vector pBECSII+ (Stratagene) abierto en
Hinglll v Xbal Una vez hgado v chequeado, este constructo fue cortado con las
enzimas Sall y Mool v sc obtuvo un fragmento conteniendo la sccuencia de SNAP23,
Este posteriormente fue clonado dentro de un vector pCMV-HA abierto en Sall v Notl,

Todas las construcciones HA-marcadas fucron analizadas y secuenciadas.

Preparacion de GCPs

Las particulas de conos de crecimiento aislados o GCPs (del inglés Growth Cone
Particles: Lohse y col, 1996) fueron obtenides a partir del homogeneizado de cerebros
de embriones de rata de 18 dias de vida intrauterina en una solucion de sucrosa 0,32 M,
M,Cly 3ImM y Hepes ImM conteniende inhibidores de proteasas y de fosfatasas
{Aprotinina 2 pg'ml; Leupepting 2 pp/ml: Pepstatina 1 pg'ml; PMSF 100 pg'ml v
Ortovanadato 2 pg'ml). El homogenato se centrifugd a baja velocidad (15 minutos a
500 rpm en rotor SA-600) y ¢l sobrenadante LSS (del inglés Low Speed Supernatant)
fue sometido & una ultra centrifugacion isopicnica en un pradiente discontinuo de
sucrosas con densidades de 0,32 M (aportada por ¢l LS5) 0,83 M, 1M, v 2,66 M a una
velocidad de 50000 mpm. durante 40 minutos con retor ¥ TiS0A (Beckman). Se tomd la
fraccion ubicada en la interfase LSS8-0.83 M (fraccion que contiene los conos de
crecimicnto aislados o GCPs, designada fraccion “A™). Los restantes elementos del LSS
fucron obicnidos de las fracciones ubicadas en las interfaces 0,83-1M ("B”) v | M-2,66
M (CT).

La fraccion “A" se cargd en un tubo conteniendo un colchon de sacarosa 2.66M v fue
centrifugada 16000 rpm por | hora (en rotor TYPEG), Beckman) a 4°C. Postenormente
se recupero la interfase Banda “A"/Sacarosa 2,66 M y sc obtuvo una solucion altamente

enriquecida en particulas de conos de crecimiento (GCPs) aislados. S¢ midio su
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concentracidn por méiodos colorimerricos v espectrofometria v laego fueron utilizados

en log ensavos de estimulacion con IGF-1 ¢ inmunoprecipitacion.

Ensavos de estimulacion de GCPs con [GF-1

S¢ tomd una aliceota de GCPs por reaccion a realizar, de manera que su concentracion
fucra de ~300 mg de proteina total. Esta fue Hevada 2 un volumen final de 200 pl con
solecidn de sacarosa 0,32 M. Seguidamente se adiciond factor de crecimiento IGF-1 en
una concentracidn final de 20 nM durante 15 min v a 4°C en amtacion constante.
Posteriormente se agregd 100 gl de una selucidn de estimulacion (3 pl saponina 2%; 30
wl buffer intracelular 10X [Hepes 20 mM. ClNa 5 mM, CIK 50 mM, Cl;Mg 3 mM]; 3 pl
ATP y 64 ul Hy0) y se dejo reaccionar durante 5 minutos a 37°C. La finalidad de csta
estimulacion fue favorecer la exocitosis de PPVs, Para tales experimentos fue realizado
un control que no fue estimulado con 1GF-1.

Los GCPs estimulados ¥ no estiimulados fuercn incubados con 2000 gl buffer de hisis (lee
Cold Lysis Buffer: EDTA 0.5 mM; Trns-HCl pH:7,5 6mM; Triton X100 1% v/v; Nacl
150 mM; PMSF ImM; Aprotimina ¥ H20). Dicho buffer esta formulado para promover
ung hisis suave, 8 mixlo de permitir la liberacion de las PPVs comtenidas en los GCPs,
las cuales s¢ mantienen mtactas. Posteriormente los GCPs se resellan v de esta manera
s¢ obtiene una solucion donde estin presentes tanto las PPVs como las membranas de
los GCPs, llamadas membrana de cono de crecimiento o GCM (Ellis v col, 1985). Este
complejo de estructuras membranosas fue incubado con el anticoerpo primano de

eleccion durante toda la noche a 4 *C en agitacion constante.

Inmunoprecipitacion de estructuras membranosas denvadas de conos de

crecimiento axonales

Se utilizaron para este paso microesferas de sefarosa unidas a proteina A, tambidn
conocidas como beads (Profein A-Scpharose 4B Fast Flow - SIGMA), Estas reconocen
¢ interaccionan especificamente con la region Fe de las inmunoglobulinas presentes en
los anticuerpos prmanos.

Se tomo una alicuota de 20 ul por cada condicidn a efectuar. Las microesferas fueron
lavadas, centrifugadas y resuspendidas con solucidn de sacarosa 032 M o PBS 1X de 4
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a 5 veces (3 minutos de agitacion a 4 °C, posterior centrifugacion a 4000 RPM y 4 °C
durante 3 minutos, remocion del sobrenadante y resuspension). Una vez concluidos los
lavados las microcsferas fueron agregadas a la mezcla de estrucieras membranosas
(previamente incubadas con anticueerpo primario) durante 3 horas a 4°C en agitacién
constante,

Se agregd ademds un control en el cual la solucion conteniendo a las PPVs y GCM no
fueron incubadas con anticuerpo primario, de modo de evidenciar umion mespecifica de
las microesferas con lus estructuras membrunosas

Luego de la incubacion del complejo PPVs+GCM / Anticuerpo pnimario /Microesferas
la muestra fue centrifupada durante 10 minutos a 4.000 RPM v 4 °C, se recolectd ¢l
sobrenadante (SN) v se procedid a concentrarlo por el méiodo de metanol/cloroformo.
Al volumen de sobrenadante inicial se le agregd | volumen de metanol y 0.23
volimenes de cloroformo. Esta mezcla se agitd vigorosamente v fue centrifugada a
|4.0000 RPM por 2 minutos a 4 °C. Paso scguido se elimind el sobrenadante (fase
superior) cuidando de no perder la interfase donde se encontraban las proteinas
Posteriormente s agregd un velumen de metanol a la muestra, o cual fue nucvamente
agitada y centrifugada a 14000 g por 2 minutos a 4 °C_ El sobrenadante fue descariado,
el pellet de proteinas se seco en cstufa a 37 °C v finalmente fue resuspendido on 50 pl
de sample buffer 5X.

Paralelamente, el precipitade de microesferas con las PPVe/GCM unidaz (IP) fue
lavado como se explictd anteriormente a fines de eliminar cualguier traza de material
ingspecifico. Paso seguido dicho precipitado fue resuspendido en Sample Buffer 33X
Sobrenadante v precipitado fueron entonces calentados a 90-95 °C por 5 minutos e
inmediatamente almacenados a =20 "C para su posterior andlizis mediante Western blol
Este altimo paso ademas de promover la desnaturalizacion de las proteinas en general cs

necésano para romper la unidn entre las microesferas y las PPVs/GCM.

Electroforesis y W

Para realizar electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en presencia de SDS se
utilizo ¢l sistema descripto por Laemb (1970), La composicion del gel separador fue de
1 0% al 15% de peliacrilamida segan ¢l peso molecular de la proteina a resolver. Para un

gel al 10% la composicion fue; poliacrilamida 10% (p/v), bis-acrilamida (N, N-metilen-

Lic, Diego Javier Grassi £l



Materiales v Métodos

bis=acrilamida) 0.27% (p'v), TEMED {NNNN.ieira-metilendiamina) 0,025% (v/v),
persulfato de amonio 0,09% (p/v), Tris-HCH0375 M pH: 88, v S5DS 0,1% (p/v).

La composicion del gel concentrador fue: poli-acrilamida 3% (p'v), bis-acrilamida
(N, M-metilen-his-acrilamida) 0,08% (pivl, TEMED (N NN N tetra-metilendiamina)
0,1% (v'v), persulfato de amonio 0,15% (piv), Tns-HCI 0,125 M pH:6.8, y 5DS 0,1%
(v A las muestras analizadas se les adiciond mhibidores de profeasas v de fosfatasas
{aprotimina 2 pe/ml, leupepting 2 pg/ml, pepstatina | pgml, PM5F 100 pgml v
orfovanadate 2 pg/ml), Cuando las muestras procedicron del raspado (con buffer RIPA
IX}) de células crecidas en cultivo ¢stas se sonicaron durante 15 scgundos a fines de
romper las membranas celulares v lograr una muestre homogénea. Seguidamente se le
agrepd Sample Buffer (glicerol 3% (viv), 2-mercaptoetanol 1.6% (v/v) 5DS 1% (piv):
Tris-HCI 0,0625 M pH: 6.8). Luego las muestras s¢ calentaron a 90-95 °C durante 5
minwtos, El buffer de comda electroforética estaba compuesto por Tris 0,0025 M -
Glicina 0.2 M pH: 8,3, conteniendo SDS 0,1% (p/v). La electroforesis se desamolld a
TOV a temperatura ambiente hasta que las proteinas se concentraron cn ¢l gel separador
v luego el voliaje se incrementd a 20V hasta que el frente de la cormda llego al final del
pel. Para la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa { Amersham
Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, GE Healtcare) se utilizd el método hiumedo,
manteniéndose constante una intensidad de corriente de 300mA durante 75 minutos en
buffer Tris-Glicina (Tns 0,0023 M; Glicinag 0,2 M pH: 8.3; DS 0,1% p/v) conteniendo
2(P% de metanol, Una vez finalizada la transferencia las membranas se colorearon con
Ponceau 0,2%(p'v) en acido acético al 1% (v/v) ¥ fucron lucgo lavadas con dcido
acético al 1% (v/v) para corroborar si la corrida v la transferencia se realizaron
correctamente. Las membranas fueron luego blogueadas durante una hom en TTBS
0,05% (Tris 50 mM; NaCl 200 mM; 0,05% (v/v) de Tween 20) conteniendo 5% de
leche descremada. Los membranas transfondas se incubaron con los anticucrpos
primanos diloidos en solucion TTBS 0,05%-leche descremada  durante toda la noche a
4°C. Luego de ser lavadas en agitacion 3 veces durante 10 minutos con TTBS al 0.05%.
fueron incubadas duranie 1 hora a temperatura ambicnic con los  anticucrpos
secundanios Odyssey [Rdve CW B00, Tras los 3 lavados del anticucrpo secundario
durante 10 minutos en agitacion con TTBS al 0,05% las membranas fueron analizadas
utilizando un equipo de deteceion Odissey (Odyssey Infrared Imaging Svstem, LI-COR

Biosciences).
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Abreviaturas

Abreviaturas

-, fi- v 7-SNAP: Soluble NSF Attachment Proteins, proteinas solubles de union a N5F,
ADF: Actin Depolymenzing Factor, factor depolimerizante de actina.

AP1: Adaptor protein 1, proteina adaptadora 1.

AP3: Adaptor protein 3, proteina adapladora 3.

APP: Amieloid Precursor Protein, proteina precursora amieloide.

Pee : B Growth Cone, subtipo de subunidad i del 1GF-1R localizada en conos de
crecimiento axonales

BoNT: Botulinum Meurotoxin, neurotoxina botulinica.

Cded2: Cell division control protein 42, proteina de control de la division celular,
Cdk5: Cychn-dependent kinase 5, kinasa dependiente de ciclina 5.

CLS: Coffin-Lowry Syndrome, sindrome de Coffin-Lowry.

EGF: Epithelial Growth Eactor, factor de crecimiento cpitelial

FAK: Focal Adhesion Kinase, kinasa de adhesion focal.

GAP43: Growth Associated Protein of 43 Kd, proteina asociada al crecimienio de 43
K

GCM: Growth Cone Membrane, membrana de cono de erecimiento,

GCPs: Growth Cone Particles, Particulas de conos de crecimiento aisladas.

GFP: Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente.

GLUT 4: Glucose Transporter 4, transportador de Glucosa tipo 4.

GPIL: Glyeosyl Phosphatidvlinositel, glicosil fosfatidilinositol.

GTPasa: Guanosine-5 - Triphosphate hidrolage. cnzima hidrolizante de guanosina
trifosfato.

HA: Hemaglutinin, epitope immunogénico Hemaglutining.

IGF-1: Insulin-like Growth Factor Type |, Factor de Crecimiento Similar a Insulina
tipo 1.

IGF-IR: [nsulin-like Growth Factor Type 1 Receptor, Receptor del Factor de
Crecimiente Similar a Insulina tipe 1,

IP: Inmunoprecipitado.

IRS: Insulin Receptor Substrate 1, sustrato del receptor de insulina 1.

KIF2, 3, 4, 5 y 5C: Kincsin Family 2, 3, 4, 5 and 5C, proteinas de la familia de las

Kincsinas 2, 3, 4, 5 v 5C, respectivamente.
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Abreviaturas

L1-CAM: L1 Cell Adhesion Molecule, molécula de adhesion celular L1,

Lgll: Lethal gant larvae |, protéina suprésora de tumores Larva gigante letal 1.
LIMKI: LIM domain kinase |, kinasa de dominio LIM 1.

MAF2: Microtubule-Associated Protein 2, Proteing asociada a microtibulos 2.
mRMNA: Messenger RMA, RMA mensajero,

MGF: Nerve Growth Factor, factor de crecimiento nervioso.

NK: Natural Killer, células del sistema inmune.

MSF: MNEM Sensitive Factor, factor sensible a MEM (MN-Etllmaleimida).

PBS: Phosphate Bulfer Saline, buffer fosfato salino.

PI3K: Phosphatidy] Inositol 3 Kinase, Enzima Fofatidi]l Inositol 3 Kinasa.
PPVs: Plasmmalemal Precursor Vesicles, vesiculas precursoras del plasmalema,
Rsk2: Ribosomal g6 kinase 2, proiein kinasa sé ribosomica.

shRNA: Small hairping RNA. RNA de horguilla pequeiia,

SM: Secl/Munc8-like proteins, proteinas de la familia Secl/Muncl 8.

SM: Sobrenadante.

SNAFP23, 15 v 219: Synaptosomal Associsted Protein of 23, 25 and 29Kd, proteinas
asociadas @ sinaptosomas de 23, 25 v 19 Kd. respectivamente.

SNARE: SMNAP Receptors, receptores del factor SNAP.

ssRNA: Scrambled shRNA. secuencia shRNA sin sentido.

SEM: Standard Emor of the Mean, crror estandar de la media.

TeNT: Tetanic Neurotoxin, neurotoxina tetanica,

TGN: Trans Golg Metwork, red del Trans Golg.

TI-VAMP: Toxin-Insensitive VAMFP, VAMFP insensibic a neurotoxinas,
I-SWARE: Target SNARE. SNARE de la membrana blanco,

v-SNARE: Vesicular SNARE, SNARE presente en la membrana de la vesicula.
VAMPL, 4 ¥y T: Vosicle Associated Membrane Protcin 2, 4 end 7, profcinas de

membrana asociadas a vesicula 2, 4 v 7, respectivamente.,
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