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RESUMEN

Las neuronas son células altamente polarizadas de las cuales se extienden varias
dendritas cortas y gruesas, y un axon funcionalmente distintivo largo, delgado y muy
ramificado, que se diferencian no solo en su morfologia, sino también en las proteinas de
membrana y organelas. En las neuronas piramidales, el Aparato de Golgi tiene una
distribucion polarizada que juega un importante rol en el desarrollo y mantenimiento de la
polaridad neuronal. Ademads, se complementa con estaciones de Golgi satelitales (GOPs por
sus siglas en inglés Golgi outpost) en las dendritas, los cuales juegan un papel crucial en la
plasticidad neuronal y en el desarrollo del arbol dendritico. Sin embargo, siguen existiendo
muchas preguntas sobre los mecanismos que regulan la distribucion espacial del Aparato de
Golgi. Map6D1 es una proteina cuya expresion estd altamente regulada en neuronas
diferenciadas y contiene dos dominios funcionales importantes: un dominio amino terminal
que puede interactuar con las membranas del Aparato de Golgi a través de la palmitoilacion
de residuos cisteina, y un dominio Mn que tiene la habilidad de interactuar con los
microtibulos. En neuronas en cultivo, Map6D1 se localiza en el Aparato de Golgi somatico y
en los GOPs de los compartimentos dendriticos. Nuestras observaciones sugieren que
Map6D1 puede actuar como un regulador de la organizacion y posicionamiento del Aparato
de Golgi en neuronas piramidales, un fendmeno que puede ser de gran importancia para
generar y mantener la forma del arbol dendritico y la polaridad neuronal.

En este trabajo nos proponemos a analizar la participacion de MAP6d1 en la regulacion
de la organizacion, estructura y dindmica del Aparato de Golgi en neuronas en desarrollo en

cultivo, y su influencia en la formacion y mantenimiento de la polaridad neuronal.
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INTRODUCCION

Las neuronas son células altamente polarizadas que poseen la capacidad de desarrollar
largos y ramificados axones, y multiples dendritas tipicamente mas cortas y muy ramificadas.
Estos dos tipos de procesos neuronales estdn divididos en subcompartimentos especificos.
Esta llamativa asimetria y complejidad de las células neuronales es necesaria para recibir,
procesar y transferir sefiales eléctricas con cada dominio, cumpliendo una funcidn precisa en
estos procesos. Existe considerable interés en dilucidar los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en la formacidon y mantenimiento de la polaridad neuronal (Bentley
y Banker 2016; Schelski y Bradke 2017) ya que esta informacién es de fundamental
importancia no s6lo para entender el desarrollo y el normal funcionamiento del sistema
nervioso, sino también la patogenia de enfermedades neurodegenerativas, tales como
Alzheimer, Parkinson y esclerosis multiple, entre otras (Passemard et al. 2017; Pellegrini et al.
2017; Penazzi et al. 2016). Para formar y mantener los distintos compartimentos neuronales
deben existir numerosos mecanismos que regulen el transporte de proteinas y de membrana a
cada subcompartimento especifico, y que aseguren su correcta composicion molecular (Hanus
y Ehlers 2016; Lasiecka et al. 2008). La via biosintética de secrecion transporta membrana y
nuevas proteinas de membrana desde el Reticulo Endoplasmatico (RE) via el Aparato de
Golgi (AG) y la red de trans-Golgi (TGN por Trans-Golgi-Network) a la membrana
plasmatica. En neuronas, el RE se encuentra disperso a través del citoplasma, incluido dentro
del ax6n y las dendritas. Sin embargo, el AG neuronal no s6lo se encuentra organizado en un
arreglo pericentriolar, sino que también puede encontrarse en estructuras discretas, llamadas
Golgi satélites, mini-Aparato de Golgi (mini-AG) o “Golgi outpost” (GOPs), dispersas en el
arbol dendritico y excluidas del axon (Hanus y Ehlers 2016). Estos elementos de Golgi
dendritico se encuentran separadas del AG somatico, sin embargo comparten los mismos
marcadores moleculares como TGN38, GM130, e inclusive enzimas residentes del AG como
manosidasa II y galactosil transferasa (GalTase) (Horton y Ehlers 2004; Pierce y Jasin 2001;
Valenzuela y Perez 2015). Por otra parte, estas estructuras también procesan proteinas de
membrana y proteinas secretorias (Horton et al. 2005), y son importantes en el desarrollo
dendritico, ya que se los ha observado frecuentemente en dendritas con rapido crecimiento y

en los puntos de ramificacion dendriticos (“branching points”) (Jan y Jan 2010; Ye et al. 2007)

6 de 46



Saucedo, Daniela M. Tesina de Grado

(Ilustracion 1). En neuronas piramidales, los GOPs se encuentran selectivamente enriquecidos
en la dendrita mas larga o compleja en cultivo, principalmente en los puntos de ramificacion
dendriticos (Horton et al. 2005). Recientemente nuestro laboratorio ha publicado evidencias
experimentales que sugieren que los GOPs destinados a las dendritas apicales son generados a
partir del AG somatico a través de una secuencia de eventos que involucra la generacion de
una extension derivada del AG, la elongacion de la misma que ingresa en la dendrita apical,
su fision, y la posterior condensacion y transporte del GOP (Quassollo et al. 2015). También
se ha demostrado que este proceso estd regulado por una via de sefializacion mediada por la
activacion de la GTPasa pequena RhoA y la quinasa ROCK (Quassollo et al. 2015). Junto a
otros laboratorios, también se ha observado que la inhibicion de proteinas que regulan esta via
de senalizacion perjudica la normal salida y distribucion polarizada de proteinas de

membrana, que afectan severamente el crecimiento y el mantenimiento de la morfologia del

arbol dendritico (Bisbal et al. 2008).
|
TS
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Ilustracion 1: Esquema representativo de la disposicion espacial del Aparato de
Golgi en una neurona piramidal de hipocampo madura.
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Asimismo, el AG ha sido implicado en diferentes aspectos de la polaridad neuronal. En
la neurona naciente, la posicion del AG y el centrosoma se correlacionan con el sitio donde se
formara el futuro axdn, es decir el polo basal de la neurona piramidal madura (de Anda et al.
2010). Mas tarde, el AG somatico se posiciona de forma polarizada, orientdindose hacia la

dendrita apical y opuesta al axén (Horton et al. 2005; Meseke et al. 2013). En este estadio, el
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transporte secretorio de las vesiculas que se fisionan del AG es predominantemente dirigido
hacia la dendrita principal, sugiriendo que esta organizacion espacial de la via secretoria es
importante para la morfogénesis neuronal y el desarrollo asimétrico del arbol dendritico
(Forster 2014; Horton et al. 2005). En efecto, la inhibiciéon de la salida de vesiculas del
Aparato de Golgi afecta severamente el crecimiento dendritico y el mantenimiento de la
morfologia del arbol dendritico, sin afectar el crecimiento axonal (Bisbal et al. 2008; Horton
et al. 2005; Ye et al. 2007). Por otra parte, la desorganizacion de la estructura del AG durante
el crecimiento asimétrico de las dendritas, a través de la sobrexpresion de la proteina
GRASP65, que causa la vesiculizacion del AG pero que no afecta su funcion secretoria,
produce neuronas con dendritas simétricas sin afectar su largo total (Horton et al. 2005). Sin
embargo, los mecanismos celulares y moleculares que regulan el posicionamiento del AG y
GOPs dentro de las neuronas son poco conocidos. En este sentido, recientes estudios han
demostrado dos vias de senalizacion que influyen en la morfogénesis del AG y regulan la
polaridad neuronal via la proteina de la matriz del AG GM130. Matsuki et al (2010) y Meseke
et al (2013) han demostrado que la fosforilacion de GM130 por medio de una via de
sefializacion promueve la condensacion del AG y el desarrollo del axon, mientras que una via
diferente provoca un efecto antagdnico, resultando en una morfologia del AG mas extendida
durante el desarrollo del arbol dendritico. Estos resultados demuestran que el AG neuronal no
solo es importante para dirigir la expansion de membrana durante el crecimiento neuronal,
sino que también cumple un rol fundamental en el establecimiento y mantenimiento de la
polaridad neuronal.

La localizacion, estructura y funcion del AG esta intimamente relacionada con la
organizacion del citoesqueleto. Se puede afirmar que el citoesqueleto contribuye a mantener
una organizacion estructural del Aparato de Golgi a través de dos eventos fundamentales:
primero, los MTs y sus proteinas asociadas determinan la localizacion perinuclear del
complejo de Golgi alrededor del centrosoma, la despolimerizacion de los MTs resulta en la
fragmentacion y dispersion del AG (Thyberg y Moskalewski 1999), mientras que el
citoesqueleto de actina con sus proteinas asociadas establecen la continuidad y aspecto tipico
de las cisternas. El motor microtubular dineina citoplasmatica media principalmente el
movimiento de las cargos hacia el AG y el posicionamiento de esta organela (Kardon y Vale

2009; Yadav et al. 2012), y en Drosophila se observo que también es importante para la
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localizacion de los GOPs en el arbol dendritico (Arthur et al. 2015; Lin et al. 2015; Ye et al.
2007). Este motor se mueve a través de los microtiibulos hacia el extremo menos que se
encuentra integrado al centrosoma. El movimiento centripeto estd regulado por una serie de
factores cuya funcion precisa no se ha determinado (Kardon y Vale 2009). La estructura y el
posicionamiento del AG son dinamicos y estdn altamente regulados en las células. Algunas
lineas de evidencia también demuestran que en procesos neurodegenerativos, como la
esclerosis lateral amiotrofica y Alzheimer, el AG se dispersa y fragmenta en un evento
temprano y probablemente irreversible en estas enfermedades (Jaarsma y Hoogenraad 2015).
También se ha observado que el fraccionamiento del AG es un evento “disparador” en
procesos de apoptosis. Todas estas evidencias demuestran la importancia de la regulacion en
el posicionamiento y la morfologia del AG (Gonatas et al. 2006). En procesos de polarizacion,
la posicion del AG es importante debido a que se organiza en el eje de la polaridad celular. En
algunos tipos celulares, esto promueve la secrecion directa de membrana hacia sitios
especializados de la membrana plasmatica, y por lo tanto es necesario para el mantenimiento
de estructuras especializadas para diversos procesos como la cicatrizacion de heridas, la
formacién de sinapsis inmunoldgicas, la determinacion del axén, y la formacion y
mantenimiento del arbol dendritico (Etienne-Manneville y Hall 2001; Horton et al. 2005;
Prigozhina y Waterman-Storer 2004; Rosso et al. 2004). La inhibicion del complejo dineina,
ya sea a través de la cadena pesada o a través de alguno de sus componentes asociados
(cadenas intermedias, livianas, complejo dinactina), provoca que el AG se fragmente en
pequefias estructuras vesiculares, “stacks”, que se encuentran dispersos e inmoéviles en el
citoplasma, lo que sugiere que el continuo transporte de membrana dirigido por este motor
microtubular, es esencial para la localizacion y posicionamiento subcelular del AG (Harada et
al. 1998; Palmer et al. 2009; Yadav y Linstedt 2011). El Aparato de Golgi es sumamente
dindmico, y su integridad depende de numerosas vias. De esta manera, se han propuesto una
serie de criterios necesarios para identificar el complejo receptor de la dineina en el AG: (a)
La inhibicidon o sobrexpresion debe bloquear la movilidad del AG. (b) La localizacion debe
coincidir con la dineina en el AG. (c¢) Deberia contener dos dominios, uno que interaccione
directamente con un componente del complejo dineina y otro que medie su localizacion en el
AG. (d) La interaccion de dineina con el receptor, o la interaccion del receptor con membrana

debe ser altamente reguladas (Yadav y Linstedt 2011).
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La proteina MAP6d1 (MAP6 domain-containing protein 1) es una proteina de 21-kDa
que se expresa especificamente en cerebro (Gory-Fauré et al. 2006). Esta proteina contiene
dos dominios con alta homologia a la proteina de unién a microtibulos MAP6 (Microtubule
Associated Protein 6), una proteina que tiene la propiedad de estabilizar el citoesqueleto
microtubular ante estimulos depolimerizantes como el tratamiento con la droga Nocodazol o
la exposicion al frio (Bosc et al. 2001; Bosc et al. 2003; Delphin et al. 2012) (Ilustracion 2).
Las proteinas MAP6 son importantes en funciones sindpticas; el raton knock-down presenta
anomalias en la plasticidad sindptica a largo y corto término, asociados con problemas
comportamentales severos relacionados con enfermedades tales como la esquizofrenia

(Andrieux et al. 2002; Deloulme et al. 2015).
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Ilustracion 2: La proteina Map6D1 contiene dos dominios con una alta homologia a Map6.

(4) Representacion esquemdtica de Map6 y Map6DI1 de raton. Los modulos de estabilizacion de
microtubulos Mn y Mc (verde y gris oscuro, respectivamente) se ven representados. El dominio comun
N-terminal se observa en amarillo.

(B) Alineacion de Map6D1 y Map6, de la secuencia N-terminal (arriba) y el modulo Mn (abajo). Los
aminoacidos comunes se muestran en rojo (Adaptacion de Gory-Fauré et al., 20006).

El dominio amino terminal de MAP6d1 tiene una alta homologia con la proteina de
union a microtibulos MAP6: contiene tres cisteinas con capacidad de ser palmitoiladas, lo
cual permite su interaccion con membrana. MAP6d1 posee un segundo dominio en el

carboxilo terminal con alta homologia con el modulo Mn3, presente en las proteinas MAP6,
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que tiene la capacidad de interaccionar y estabilizar microtubulos (Bosc et al. 2001; Gory-
Fauré¢ et al. 2006). En neuronas de hipocampo en cultivo, la proteina MAP6d1 se localiza en
el AG somatico y en los GOPs en el compartimiento dendritico (Gory-Fauré et al. 2006).
Estudios de sobrexpresion en lineas celulares demostraron que la localizacion en el Aparato
de Golgi es regulada por el dominio amino terminal a través de la palmitolacion de las tres
cisteinas (Gory-Fauré et al. 2014).

La proteina MAP6d1 interacciona con la proteina Tctex a través del dominio Mn
(Brocard et al. 2017). Tctex es una cadena liviana de la dineina que interacciona con el cargo
del motor microtubular (Tai et al. 1998). Se ha descripto, ademas, que Tctex es importante
para la formacion axonal, ya que modula la via de sefalizacion de las Rho GTPasas pequenas
de manera independiente de la unidon al complejo dineina (Chuang et al. 2005; Conde et al.
2010). Tctex se localiza también en el Aparato de Golgi (Tai et al. 1998) y la disminucion de
los niveles de expresion de Tctex en células no polarizadas, fragmenta el Aparato de Golgi, lo
que sugiere que esta proteina es importante para el posicionamiento del AG (Palmer et al.

2009).

Asi, todas estas caracteristicas y resultados proponen la siguiente hipotesis de
trabajo:

La proteina MAP6d1 podria actuar como un importante regulador de la organizacion y
posicionamiento del Aparato de Golgi en neuronas piramidales diferenciadas, un fenomeno
que seria de importancia para generar y mantener el arbol dendritico y, por lo tanto, la

polaridad neuronal.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la participaciéon de MAP6d1 en la regulacion de la organizacion, estructura y
dindmica del Aparato de Golgi en neuronas en desarrollo en cultivo, y su influencia en la

formacion y mantenimiento de la polaridad neuronal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el rol de la proteina MAP6d1 en la morfologia y posicionamiento del
Aparato de Golgi somatico en neuronas de hipocampo.

2. Caracterizar el rol de la proteina MAP6d1 en la formacion de los mini-Aparato
de Golgi en dendritas de neuronas piramidales de hipocampo.

3. Evaluar la importancia de la proteina MAP6d1 en el mantenimiento de la

polaridad neuronal, principalmente en la formacion y morfologia del arbol dendritico.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos neuronales: El cultivo primario de neuronas de hipocampo es la herramienta
experimental de eleccion para estudios de crecimiento neuritico y desarrollo de polaridad
morfoldgica (Bentley and Banker 2016). Asi, en este sistema se ha estudiado con gran detalle
la dinamica del crecimiento neuritico y los cambios ultraestructurales y bioquimicos que
preceden y acompafian el desarrollo diferencial de axones y dendritas.

Los cultivos de neuronas piramidales de hipocampo fueron realizados a partir de
embriones de 18 dias de gestacion (E18). Las ratas madres fueron sacrificadas, los embriones
removidos de la cavidad abdominal y colocadas en una capsula de Petri estéril. Luego, fueron
decapitados y las cabezas colocadas en capsulas estériles que contenian buffer HANK (CINa
0,8 mg %, CIK 40mg %, Na2HPO4.2H,0 6,21mg %, KH,PO, 6 mg %). Posteriormente se
procedié a disecar el hipocampo, procedimiento que se realizd bajo observacion
microscopica, mediante el empleo de instrumental quirirgico para micro-diseccion.

El tejido nervioso asi obtenido fue colectado en tubos estériles e incubados durante 15
minutos en una solucion de tripsina 0,25%/HANK’s a 37°C en un bafio termostatizado.
Luego, se extrajo la solucion de tripsina y el tejido fue lavado 3 veces con HANK's.
Finalmente, el tejido tripsinado fue disociado mecéanicamente mediante el uso de una pipeta
Pasteur de punta fina, y la suspension celular, asi obtenida, fue sembrada sobre vidrios de 12
milimetros de didmetro, previamente tratados con poli-L-lisina (Img/ml en buffer borato pH
7,4) (Sigma Ch. co). Las células fueron sembradas en una densidad aproximada de 5000 a
15000 células por cm* y mantenidas en medio de cultivo (Dulbecco’s modified Eagles
médium DMEM) suplementado con 10% de suero de caballo (Gibco),

Penicilina/Estreptomicina 100pg/ml, Glutamina 2mM y Piruvato 11 mg % por 2 horas.

Posteriormente, el medio fue remplazado por el medio de mantenimiento Neurobasal
suplementado con B27 Penicilina/Estreptomicina 100pg/ml y Glutamina 2mM (Gibco). Todos
los cultivos fueron mantenidos en un incubador hiimedo a 37°C y con 5% de CO,, durante 9-
15 dias. Estos tiempos celulares fueron escogidos porque es a los 9 dias in vitro donde la
proteina Map6D1 comienza a expresarse en experimentos neuronales (Gory-Fauré et al.
2006), mientras que a los 15 d.i.v tanto el Aparato de Golgi como la neurona piramidal de

hipocampo se encuentran en un estado maduro (Horton et al. 2005).
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Transfeccion de cultivos primarios: Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo
fueron transfectados utilizando Lipofectamina LTX (low toxicity) (Invitrogen). Antes de la
transfeccion, el medio de cultivo condicionado fue removido y recuperado. Las células fueron
mantenidas en 1,5ml de medio OptiMEM (Gibco) por capsulas de 35mm. Se prepard una
mezcla con una concentracion previamente definida de DNA mas 250ul de la solucion de
OptiMEM/lipofectamina (4ul de lipofectamina y 250ul de OptiMEM por cada tratamiento).
La solucion fue incubada 20 minutos a temperatura ambiente antes de ser agregada a los
cultivos celulares. Una vez adicionada la solucion, los cultivos son colocados nuevamente en
el incubador por un minimo de 2 horas y, luego de ese tiempo, el medio de transfeccion es

removido y reemplazado por el medio condicionado hasta el momento de la fijacion.

Inmunofluorescencia: se utilizaron técnicas de inmnofluorescencia de simple y doble
marca para la deteccién cualitativa y semicuantitativa de las proteinas transfectadas, asi
también para la visualizacion de la morfologia neuronal y el posicionamiento del Aparato de
Golgi. Las células cultivadas sobre vidrios fueron fijadas con una solucion de 4% (p/v)
paraformaldehido - 4% (p/v) sacarosa en buffer fosfato salino (PBS, pH 7.2; 0.1M) durante 20

minutos a 37°C.

Las células fijadas fueron lavadas con PBS a temperatura ambiente, y permeabilizadas
con una solucion de 0.2% Triton-X100 en PBS durante 5 minutos. Luego fueron lavadas 3
veces con PBS. Los sitios inespecificos fueron bloqueados por 1 hora a temperatura ambiente
con albimina bovina al 5% en PBS. A continuacion, se incubd con los anticuerpos primarios
(diluidos en albimina bovina al 1% en PBS) a temperatura ambiente por 1 a 3 horas. Por
ultimo, las células fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con PBS e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes. Después de ser
lavados 3 veces por 5 minutos con PBS, los vidrios fueron montados sobre portaobjetos

utilizando como medio de montaje Fluorsave (Calbiochem).

Microscopia y Procesamiento digital de imagenes: para examinar la morfologia del
Aparato de Golgi, tanto somatico como dendritico (GOPs), y la morfologia del arbol

dendritico en neuronas que sobrexpresan distintas construcciones, se utilizd microscopia de

14 de 46



Saucedo, Daniela M. Tesina de Grado

epifluorescencia y microscopia de fluorescencia confocal combinada con procesamiento
digital de imagenes (Microscopio invertido Axiovert 200M Zeiss equipado con
epifluorescencia, microscopio invertido Olympus IX81, equipado con un mddulo de disco
giratorio -DSU-) e iluminacion de epifluorescencia (lampara de Xenon 150W). Las imagenes
fueron analizadas digitalmente a través del programa de procesamiento de imagen digital de

dominio publico Imagel.

Plasmidos: Nuestro laboratorio cuenta con una bateria de ¢cDNAs, que nos permitid
modificar los niveles de expresion y/o actividad de las proteinas de nuestro interés, asi como
también visualizar la arquitectura del Aparato de Golgi.

Utilizamos para la marcacion del Aparato de Golgi un ¢cDNA que codifica para la
proteina Galactosil-transferasa 2 (GALT?2), enzima residente de la porcion TGN del Aparato
de Golgi fusionada a la proteina roja fluorescente (mCherry). Ademads, se usaron para este
trabajo cDNA recombinantes que codifican para:

* MAP6d1-WT-Myec, constructo que expresa la proteina MAP6d1 salvaje fusionado al
“tag” Myc.

* MAP6d1-3G-Myc, constructo que expresa la proteina MAP6d1 fusionada con el “tag”
Myc, con mutaciones puntuales en las 3 cisteinas que tienen la capacidad de ser palmitoladas,
por 3 glicinas y, por lo tanto, es incapaz de interaccionar con las membranas del AG.

* MAP6d1-AMn3-Myc, constructo que expresa la proteina MAP6d1 fusionada con el
“tag” Myc, la cual tiene delecionado el dominio Mn3, por lo tanto es incapaz de interaccionar
con microtubulos.

* shANRI1 shLuciferasa-GFP (shLuc), una pequefias horquilla de ARN de interferencia
contra una secuencia de la proteina luciferasa, utilizado como control en los experimentos y
que expresa de manera independiente la proteina verde fluorescente GFP.

* shMAP6d1-GFP, plasmido que expresa un ARNi dirigido contra la proteina MAP6d1
y que expresa de forma independiente la proteina GFP para facilitar su observacion.

* pYFP, plasmido que expresa la proteina amarilla fluorescente soluble y que nos
permite visualizar el contorno celular utilizado para el estudio de la morfologia del arbol

dendritico.
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Anticuerpos: Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos:

1)- Anticuerpos primarios:

* Anticuerpo monoclonal anti-c-myc, un péptido sintético correspondiente a los residuos
408-439 de la proteina humana p62 c-myc (clon E10, Sigma, Missouri 63103, USA). Dilucién
1: 2000.

2)- Anticuerpos secundarios:

* Anti-IgG de raton conjugada con fluoresceina (Alexa Fluor® 586). Dilucion 1:1000.

Andlisis de la morfologia y posicionamiento del AG: utilizando el programa de
procesamiento digital de imagenes de dominio publico Imagel, se crearon figuras binarias de
las fotografias tomadas de los cultivos neuronales. Usando las imagenes como referencia, se
realizaron los calculos necesarios con el software ImagelJ, cuantificando los siguientes
parametros que miden los cambios morfologicos del Aparato de Golgi sometido a las distintas
condiciones experimentales:

- Indice de compactaciéon denominado “C”, donde C = 4 7 * [(sumatoria del area del
Aparato de Golgi) / (sumatoria del perimetro del Aparato de Golgi)?]. Este coeficiente puede
tomar un valor maximo de 1, momento en el que se presentara la maxima compactacion (o
circularidad), y a valores cada vez menores tendremos un Aparato de Golgi mas laxo, es decir
menos compacto (Bard et al. 2003).

- Area total del Aparato de Golgi en el soma neuronal.

- Numero de fragmentos de AG dispersos en el soma neuronal.

En estas neuronas también estudiaremos la polarizacion del AG somatico hacia la
dendrita mas larga, analizando la distribucion radial del AG en el cuerpo celular. Para ello se
ha generado un analisis de cuadrante, el cual consiste en dividir la neurona en estudio en 4
cuadrantes, siendo el cuadrante 1 o “Apical” (C1) el que contenga la dendrita de mayor
tamafio y mas desarrollada de la neurona. El resto de los cuadrantes se toman en sentido a las
agujas del reloj, siendo el cuadrante 3 (C3) el opuesto al del “Apical” y los cuadrantes 2 y 4
(C2 y C4) los laterales. Una vez definidos los cuadrantes, se calculo el porcentaje total de
Aparato de Golgi en la porcion “Apical” mediante el uso del programa Imagel, el cual midi6
la intensidad de la sefial del fluor6foro unido al AG.

También se cuantifico el porcentaje de células que contienen el AG extendido hacia la
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dendrita principal (“deployment”), y la cantidad que lo tengan o no fragmentado. La presencia
de fragmentacion del “deployment” se corresponde con la presencia de GOPs en la neurona.
Ademas, se determin6 el largo de dichas extensiones tomado desde el centro del soma

neuronal hasta el punto mas extremo del “deployment”.

Analisis de la complejidad del drbol dendritico: En las imagenes binarias de las
neuronas en cultivo obtenidas mediante el software Image], se generaron circulos
concéntricos ubicados a la misma distancia entre si, manteniendo el centro de los mismos en
el soma neuronal, utilizando el plugin “Sholl Analysis”, segin el analisis de la complejidad
dendritica disefiado por Sholl en 1953. De esta manera se ha cuantificado el nimero de veces
que los procesos dendriticos interseccionan con dichos circulos y asi obtener una idea del
crecimiento dendritico a medida nos alejamos del soma. Estos experimentos nos permitiran
determinar el efecto de la proteina MAP6d1 a través de su funcion en el AG, en el
mantenimiento de la polaridad neuronal, y en el efecto en la asimetria y complejidad del arbol

dendritico en neuronas piramidales de hipocampo.

Analisis estadistico: El andlisis se realizd mediante el programa GraphPad Prism
version 6.01 (GraphPad Software, Inc. Estados Unidos). Para las comparaciones de dos
valores medios, se eligio la prueba T de Student. Se utilizo el analisis de la varianza de una via
(ANOVA), y el test de Tukey como test a posteriori (post hoc) para la comparacion de medias.
Niveles de p<0.05 se consideraron significativos. Los test estadisticos y los niveles de

significancia utilizados se aclaran en los resultados de cada experimento.
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RESULTADOS

1) Map6D1 regula la morfologia del Aparato de Golgi somatico

En neuronas diferenciadas de hipocampo en cultivo, el Aparato de Golgi se encuentra
distribuido de manera polarizada con el AG somatico, que se extiende hacia la dendrita apical,
y en pequefias estructuras discretas distribuidas a lo largo de las dendritas, llamadas Golgi
outpost 0 miniAG.

Con el objetivo de estudiar la participacion de la proteina Map6D1 sobre la morfologia
y distribucién del Aparato de Golgi neuronal, el primer conjunto de experimentos se centrd en
estudiar el efecto de la inhibicion de la expresion de la proteina Map6D1 enddgena en
neuronas diferenciadas en cultivo. Para estos experimentos, se utilizo un plasmido generado y
validado en nuestro laboratorio que expresa horquillas pequenas de ARN de interferencia
(shRNAi, del inglés short harpin RNA interference) dirigidos especificamente contra
Map6D1. Este plasmido también expresa, independientemente, la proteina verde fluorescente
GFP. De esta manera, se transfectaron neuronas de 8 y 14 dias in vitro (d.i.v) con el plasmido
shMap6D1, y con un segundo plasmido control que expresa un shARNi contra la proteina
luciferasa (shLuc). Para observar el efecto del silenciamiento génico sobre Map6D1, las
neuronas fueron fijadas 24hs posterior a la transfeccion.

Mediante el uso de microscopia confocal y el procesamiento digital de imagenes,
exploramos en detalle distintos parametros de la morfologia del Aparato de Golgi, como el
area total, el indice de compactacion “C” (un parametro que nos permite evaluar el grado de
distension del AG -ver materiales y métodos-), y los fragmentos que forman el AG somatico .
Los resultados observados indican que no hay diferencias significativas en los distintos
parametros morfoldgicos del AG en los cultivos de 9 d.i.v transfectadas con shMap6D1 y con
shRNAI control (Figura 1 A-E). Sin embargo, las neuronas transfectadas a los 14 d.i.v con el
plasmido shMap6D1 (Figura 1G) presentaron el 4rea del AG mas grande con cisternas
alargadas, proyectando hacia la dendrita mas desarrollada. Estas neuronas presentan
diferencias significativas, tanto en el area del AG (Figura 1H), en el indice de compactacioén
(Figura 11), como en el numero de fragmentos que conforman el AG (Figura 1J), comparados

con las células transfectadas con los shARNi control (Figura 1F).
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Figura 1: Estudio de los cambios morfologicos y estructurales del Aparato de Golgi somdtico bajo
tratamientos de inhibicion de la expresion endogena de Map6D1 en neuronas hipocampales.

(A y B) Neuronas de 9 dias in vitro co-transfectadas con los plasmidos shMap6D1-GFP (abajo, B) y shLuc-
GFP (arriba, 4), y con el plasmido GalT2-mCherry, un marcador de cisternas de cis-Golgi. La barra de escala
representa 10um.

(C-E) Cuantificacion de parametros morfologicos del Aparato de Golgi somdtico tales como area del AG (A),
indice de compactacion “C” (B) y numero de fragmentos de AG (C ) en neuronas hipocampales de 9 dias in
vitro transfectadas con los plasmidos shLuc y shMap6D1.

(F y G) Neuronas de 15 dias in vitro co-transfectadas con los plasmidos shMap6D1-GFP (abajo, G) y shLuc-
GFP (arriba, F), y con el plasmido GalT2-mCherry, un marcador de cisternas de cis-Golgi. Barra de escala
10um.

(H-J) Cuantificacion de parametros morfologicos del Aparato de Golgi somatico tales como area del AG (D),
indice de compactacion “C” (E) y numero de fragmentos de AG (F) en neuronas hipocampales de 15 dias in
vitro transfectadas con los plasmidos shLuc y shMap6D1.

Datos presentados como los valores medios £ SEM (* p<0.05, **p< 0.01; test de Student)
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Los resultados observados en los experimentos de inhibicion de la expresion de
Map6D1, fueron complementados con experimentos de sobre-expresion. Para ello, co-
transfectamos neuronas de 8 (Figura 2B) y 14 d.i.v (Figura 2G) con un plasmido que expresa
la proteina Map6D1 salvaje fusionada al epitope Myc, con el plasmido GalT2-mCherry. Los
resultados obtenidos en los tratamientos de sobre-expresion presentaron diferencias
significativas solo en el area del Aparato de Golgi en los cultivos neuronales de 15 d.i.v
(Figura 2H), donde se observa que el area es casi el doble que en los casos control. En
cambio, los resultados del indice de compactacion (Figura 2I) y el numero de fragmentos de
Golgi (Figura 2J) no presentaron diferencias significativas. En los cultivos de 9 d.i.v, ninguno
de los parametros morfologicos difiri6 significativamente con los grupos controles (Figura 2
A-E).

El conjunto de estos resultados sugiere fuertemente que Map6D1 es una proteina
importante en el mantenimiento del tamafio y de la morfologia del AG somatico, y que este

efecto depende del estado de desarrollo de las neuronas piramidales de hipocampo.
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Figura 2: Estudio de los cambios morfologicos y estructurales del Aparato de Golgi somdtico bajo tratamientos
con Map6D1 en neuronas hipocampales.

(A y B) Neuronas de 9 dias in vitro transfectadas con los plasmidos YFP (arriba) y Map6DI1-WT (abajo), que
ademas expresan de manera independiente el plasmido de marcacion del AG, GalT2-mCherry. La barra de
escala representa 10um.

(C-E) Cuantificacion de parametros morfologicos del Aparato de Golgi somatico, tales como drea de Golgi (4),
indice de compactacion “C” (B) y numero de fragmentos de Golgi (C) en neuronas hipocampales de 9 dias in
vitro transfectadas con los plasmidos Map6D1-WT y el plasmido control YFP.

(F y G) Neuronas de 15 dias in vitro transfectadas con los plasmidos YFP (arriba) y Map6D1-WT (abajo), que
ademas expresan de manera independiente el plasmido de marcacion del AG, GalT2-mCherry. La barra de
escala representa 10um.

(H-J) Cuantificacion de parametros morfologicos del Aparato de Golgi somatico tales como darea del AG (D),
indice de compactacion “C” (E) y numero de fragmentos de AG (F) en neuronas hipocampales de 15 dias in
vitro transfectadas con los plasmidos Map6D1-WT y el plasmido control YFP.

Datos presentados como los valores medios + SEM (* p<0.05; test de Student).
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2) Map6D1 regula la polarizacion del AG en neuronas de hipocampo en cultivo.

En una neurona piramidal madura de hipocampo polarizada in vivo, el Aparato de Golgi
se posiciona en el lado apical de la neurona, cerca de la dendrita apical (Horton et al. 2005), y
opuesto al lado basal, lugar donde nace el axon (de Anda et al. 2010; de Anda et al. 2005;
Zmuda y Rivas 1998). Una dispersion del AG provoca la falta de asimetria dendritica y una
ausencia de los lados apical-basal de la neurona piramidal (Horton et al. 2005). En cultivo, la
zona apical de la neurona se corresponde con la porcion donde se encuentra la dendrita mas
larga y compleja de la célula (Horton et al. 2005).

Teniendo en cuenta que una correcta diferenciacion de los lados apical y basal de las
neuronas piramidales son fundamentales para su correcto funcionamiento, el siguiente
conjunto de experimentos se centrd en analizar la participacion de la proteina Map6D1 en la
distribucion espacial polarizada del AG en neuronas piramidales de hipocampo de 9y 15 d.i.v.
Para ello, se efectué un analisis de cuadrante, teniendo en cuenta que el cuadrante 1 es aquel
que corresponde a la porcion donde estaria incluida la dendrita apical, es decir, la dendrita
mas larga y compleja en cultivo (Horton et al. 2005); mientras que el cuadrante 3 (C3) es el
correspondiente al lado basal de la neurona, y los cuadrantes 2 y 4 (C2 y C4) los laterales
(Figura 3 Ay B) (ver materiales y métodos).

Como primer paso, se transfectaron neuronas piramidales de 8 y 14 dias in vitro con los
plasmidos shMap6D1 y shLuc. Seguidamente, los cultivos fueron fijados 24hs posterior a la
transfeccion y observados con microscopia confocal para observar el efecto del silenciamiento
génico sobre Map6D1.

Mediante técnicas de procesamiento digital, se analiz6 la distribucion polarizada del
Aparato de Golgi en el cuadrante de la dendrita apical. Al comparar el porcentaje de AG en el
cuadrante de la dendrita de mayor tamafo entre tratamientos, los resultados no mostraron
diferencias significativas en los cultivos de 9 dias in vitro (Figura 3C), mientras que las
diferencias entre shMap6D1 y shLuc si fueron significativas en neuronas de 15 d.i.v (Figura
3D), dando un mayor porcentaje de AG en el cuadrante C1 de cultivos transfectados con
shMap6D1 en contraste con los cultivos con shLuc.

Para complementar estos resultados, se transfectaron neuronas piramidales de
hipocampo de 8 y 14 d.i.v. con el plasmido Map6D1 salvaje y el control YFP con el plasmido
GalT2-mCherry.
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El analisis de la distribucion del AG dentro del cuadrante correspondiente a la dendrita
principal mostré que no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en los
cultivos de 9 (Figura 3E) y 15 (Figura 3F) dias in vitro. Sin embargo, se puede observar una

clara tendencia a la disminucion del porcentaje de AG en el cuadrante apical cuando se sobre-

expresa Map6D1.
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Figura 3: Estudio de la distribucion polarizada del Aparato de Golgi en cultivos de neuronas piramidales de
hipocampo.

(4) Esquema representativo del andlisis de cuadrante realizado sobre neuronas piramidales. El numero de los
cuadrantes es dado desde el cuadrante “Apical”, tomado como 1, siguiendo el sentido de las agujas del reloj

(B) llustracion del analisis de cuadrante en una neurona piramidal de hipocampo de 9 dias in vitro obtenida en
los tratamientos de control con YFP.

(C) Cuantificacion del porcentaje de Aparato de Golgi en el cuadrante C1 de neuronas hipocampales de 9 dias
in vitro transfectadas con los plasmidos shLuc y shMap6D1.

(D) Cuantificacion del porcentaje de Aparato de Golgi en el cuadrante CIl de neuronas hipocampales de 15
dias in vitro transfectadas con los plasmidos shLuc y shMap6D1.

(E) Cuantificacion del porcentaje de Aparato de Golgi en el cuadrante CI de neuronas hipocampales de 9 dias
in vitro transfectadas con el plasmidos Map6DI1-WT y el plasmido control YFP.

(F) Cuantificacion del porcentaje de Aparato de Golgi en el cuadrante Cl de neuronas hipocampales de 15
dias in vitro transfectadas con el plasmidos Map6D1-WT y el plasmido control YFP.

Datos presentados como los valores medios £ SEM (* p<0.05; test de Student).
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Estos resultados sugieren que Map6D1 es una proteina que cumple un rol importante en
la determinacion de la distribucidn polarizada del Aparato de Golgi neuronal, segtn el estado

de desarrollo de las neuronas piramidales de hipocampo.

3) Map6D1 regula la extension del AG somatico en neuronas piramidales en

cultivo.

El Aparato de Golgi es una organela altamente dinamica que posee unas estructuras
tubulares salientes, dirigidas hacia la dendrita apical de la neurona en crecimiento (referidas o
conocidas como “deployment”) (Figura 4) (Matsuki et al. 2010). Esta estructura del AG
parece ser importante en el transporte de vesiculas y proteinas hacia la dendrita apical dentro

de la neurona.

shMap6D1

Figura 4: El Aparato de Golgi posee extensiones tubulares hacia la dendrita mas compleja de la neurona.
Ejemplo de una neurona piramidal de 9 dias in vitro transfectada con shMap6D1 y GalT2. La flecha muestra
la extension del AG (“deployment”) hacia la dendrita principal, mientras que las puntas de flecha indican la
[fragmentacion del mismo y la presencia de GOPs. La barra de escala representa Sum.

El siguiente conjunto de experimentos se centro en identificar los cambios posicionales
y morfologicos de estas extensiones tubulares o “deployments” del AG, inhibiendo la
expresion enddgena de Map6D1 en cultivos neuronales diferenciados. Para ello, se
transfectaron neuronas piramidales de 8 y 14 dias in vitro con los plasmidos shMap6DI y
shLuc. Para observar el efecto del silenciamiento génico sobre Map6D1, las neuronas fueron
fijadas 24hs posterior a la transfeccion.

Con microscopia confocal y el procesamiento digital de imagenes, se realiz6 un estudio
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cualitativo de la presencia/ausencia de las extensiones (Figura 5, A y B), y un andlisis
cuantitativo de longitud de deployment en las neuronas (Figura 5, C y D) tomado desde el

centro del soma hasta el punto mas extremo de la extension del AG.
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Figura 5: Analisis de los cambios en las extensiones del Aparato de Golgi somatico bajo tratamientos de
inhibicion de la expresion de la proteina Map6D1 endogena en neuronas hipocampales.

(A y B) Porcentaje de neuronas transfectadas con shLuc y shMap6DI1 que presentaron extensiones del AG
continuos, extensiones fragmentadas o una ausencia de “deployments”, en cultivos neuronales de 9 (4) y 15
(B) dias in vitro.

(C y D) Cuantificacion de las extensiones de AG al medir su distancia desde el centro del soma neuronal hasta
el punto mas extremo del “deployment”, en cultivos neuronales de 9 (C) y 15 (D) dias in vitro transfectados con
shLuc y shMap6D1.

Datos presentados como los valores medios + SEM (*** p<0.001, test de Student).

Los resultados obtenidos en los cultivos de 9 dias in vitro mostraron que, aunque no
existen grandes diferencias en el porcentaje de cé€lulas con extensiones presentes entre el
tratamiento control shLuc (47% = 0,1%) y el tratamiento con shMap6D1 (58% = 0,2%), si se
observo una gran variabilidad en el porcentaje de deployments fragmentados entre los
tratamientos (20% + 0,1% y 53% =+ 0,2% respectivamente) (Figura 5A). En cambio, los

cultivos neuronales de 15 d.i.v presentaron grandes diferencias en la presencia de extensiones
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entre los tratamientos control (shLuc: 62% + 0,2% de células con extensiones presentes) y los
tratamientos problema (shMap6D1: 89% + 0,1% de las neuronas con deployments), siendo
que estos ultimos ademds presentan un mayor porcentaje de deployments sin fragmentar
(shMap6D1: 71% =+ 0,1% de las extensiones presentes no fragmentadas) en relacion con los
cultivos transfectados con shLuc (25% de los deployments presentes se encontraron sin

fragmentar) (Figura 5B).

Asimismo, los datos indican que no hay diferencias significativas en la longitud de las
extensiones presentes en los cultivos de 9 d.i.v transfectadas con shMap6D1 y con el shRNAi
control (Figura 5C); sin embargo, las neuronas transfectadas a los 14 d.i.v con el plasmido
shMap6D1 presentaron extensiones mas largas comparadas con las células transfectadas con
los shARN:i control (Figura 5D).

Una vez mas, los resultados obtenidos de inhibicion fueron complementados con
estudios de sobre-expresion de Map6D1. Los cultivos neuronales de 8 y 14 dias in vitro
fueron transfectados con el plasmido Map6D1 salvaje y con el plasmido control YFP. 24hs
luego de la transfeccion, los cultivos fueron fijados y analizados bajo microscopio confocal.

Los resultados observados muestran una disminucion en la presencia de extensiones en
cultivos de 9 d.i.v tratados con el plasmido wild-type de Map6D1 (25% + 0,1% de las
neuronas con deployments presentes) en relacion al tratamiento control con YFP (64% + 0,1%
de neuronas con extensiones presentes) (Figura 6A). Ademas, la mayoria de los pocos
deployments obtenidos en los cultivos transfectados con Map6DI1-WT se encontraban
fragmentados (Figura 6A). Estos resultados fueron contrarios a los obtenidos con los cultivos
transfectados a los 14 d.i.v, donde hubo un aumento en la presencia de deployments en las
neuronas tratadas con Map6D1-WT (61% + 0,1% de las neuronas presentaban extensiones) en
relaciéon a los cultivos tratados con el plasmido control (46% =+ 0,1% de las neuronas
presentaban deployments) (Figura 6B). Asimismo, se obtuvieron un mayor porcentaje de
deployments sin fragmentar en los tratamientos con Map6D1-WT (38% =+ 0,1%) que en los
tratamientos con el control YFP (8% + 0,1%) (Figura 6B).

Por ultimo, los resultados obtenidos en los andlisis de sobre-expresion en la longitud de
las extensiones no mostraron diferencias significativas entre tratamientos tanto a los 9 como a
los 15 dias in vitro (Figura 6, C y D).

En conjunto, estos experimentos sugieren un importante rol de Map6D1 en la
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formacion, mantenimiento y fragmentacion de los “deployments” del AG. Ademas, los

efectos de Map6D1 dependen del estado de desarrollo de las neuronas piramidales de

hipocampo.
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Figura 6: Analisis de los cambios en las extensiones del Aparato de Golgi somdtico bajo tratamientos
de sobre-expresion de Map6D1 en neuronas hipocampales.
74 /4 /4 /4
(A y B) Porcentaje de neuronas que presentaron extensiones del AG continuas, extensiones
[fragmentadas o una ausencia de “deployments”, en cultivos neuronales de 9 (A) y 15 (B) dias in vitro
transfectados con el plasmido control YFP y el plasmido Map6D1-WT.
(C y D) Cuantificacion de las extensiones de AG al medir su distancia desde el centro del soma
neuronal hasta el punto mas extremo del “deployment”, en cultivos neuronales de 9 (C ) y 15 (D) dias
in vitro transfectados el plasmido control YFP y el plasmido Map6D1-WT.
Datos presentados como los valores medios £ SEM (*p<0.05, test de Student).

4) Map6D1 afecta la presencia de GOPs en neuronas en cultivo
En neuronas desarrolladas, el AG neuronal no s6lo se encuentra organizado en un
arreglo pericentriolar, sino que también puede encontrarse en estructuras discretas, llamadas

Golgi satélites, mini-Aparato de Golgi (mini-AG) o “Golgi outpost” (GOPs), dispersas en el
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arbol dendritico y excluidas del ax6on (Hanus y Ehlers 2016). Estos GOPs son estructuras
discretas que se encuentran separadas del AG somatico y son importantes en el desarrollo
dendritico (Jan y Jan 2010). En neuronas piramidales, los GOPs se encuentran selectivamente
enriquecidos en la dendrita mas larga o compleja en cultivo (Horton et al. 2005).

Con el objetivo de estudiar la participacion de la proteina Map6D1 en la formacion de
los mini-AG, el siguiente conjunto de experimentos se centrd en estudiar el rol de la proteina,
bajo tratamientos de inhibicion de la expresion endogena de la misma. Para ello, se
transfectaron neuronas hipocampales de 15 dias in vitro con shARNi para Map6D1, y con el
shARNi shLuc como grupo control.

Mediante microscopia confocal y procesamiento de imagenes, se analizo el porcentaje
de células que presentaban GOPs, teniendo en cuenta solo aquellos fragmentos mayores o
iguales a 1um de didmetro.

Los resultados obtenidos muestran una diferencia en el porcentaje de neuronas que
presentan Golgi outpost entre los tratamiento. El 60% de las neuronas transfectadas con shLuc
positivas presentan GOPs, mientras que en las neuronas transfectadas con shMap6D1, solo un
29% de las células presenta GOPs (Figura 7A).

Una vez estudiado el efecto de la inhibiciéon endégena de Map6D1 sobre la presencia de
los Golgi outpost, el siguiente paso fue analizar los cambios al tratar cultivos con el plasmido
de sobre-expresion de Map6D1. Para ello, se transfectaron cultivos de neuronas de 14 dias in
vitro con el plasmido de Map6D1, que aumenta su expresion endogena, y con el pldsmido
control YFP.

Los resultados obtenidos mostraron una alta similitud con los resultados de inhibicion.
En los cultivos de 15 d.i.v se encontraron diferencias entre tratamientos. El 62% de las
neuronas transfectadas con el pldsmido control YFP presentaron GOPs, mientras que el 39%
de las neuronas tratadas con Map6D1-WT contienen Golgi outpost en las compartimento
dendritico (Figura 7B).

Los datos obtenidos sugieren que Map6Dl estd implicado en la
generacion/mantenimiento de GOPs en en el arbol dendritico, afectando su presencia en

neuronas piramidales de hipocampo en cultivo.
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Figura 7: Evaluacion de la presencia/ausencia de GOPs en dendritas de neuronas piramidales
de hipocampo en cultivos de 15 dias in vitro.

(A) Porcentaje de células que presentan GOPs en cultivos transfectados con los plasmidos shLuc
v shMap6D1.

(B) Porcentaje de células que presentan GOPs en cultivos transfectados con el plasmido
Map6D1-WTy el control YFP.

5) Map6D1 regula la morfologia del compartimiento dendritico.

Para mantener la correcta estructura neuronal se necesita, entre otros factores, un
correcto trafico de vesiculas, proteinas y neurotransmisores desde el Aparato de Golgi. Una
inhibicion en la salida de vesiculas desde el AG afecta severamente el crecimiento dendritico
y el mantenimiento de la morfologia del arbol dendritico, sin afectar el crecimiento axonal
(Bisbal et al. 2008; Horton et al. 2005; Ye et al. 2007).

Con el objetivo de estudiar la participacion de Map6D1 en la formacion del arbol
dendritico, el siguiente grupo de experimentos consistid en co-transfectar neuronas
piramidales de hipocampo de 14 dias in vitro con el shARNi de Map6D1 (shMap6D1) (Figura
8B) o con el shARNi control (shLuc) (Figura 8A), y la proteina YFP para soluble para
visualizar la morfologia neuronal. Esta edad de cultivo fue seleccionada al no encontrarse
diferencias en los parametros morfologicos del Aparato de Golgi en cultivos de 9 d.i.v. Una
vez analizados los resultados, éstos se complementaron con trabajos de sobre-expresion de la
proteina. En éste caso, neuronas hipocampales de 14 d.i.v fueron transfectadas con el

plasmido wild-type de Map6D1 (Figura 8D) y con el plasmido control YFP (Figura 8C).

Las células fueron fijadas 24hs posterior a la transfeccion y observadas por medio de

microscopia confocal. Para poder estudiar la morfologia y complejidad del arbol dendritico se
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realizd el andlisis de Sholl, que consiste en cuantificar el nimero de veces que las dendritas
atraviesan una serie de circulos concéntricos separados por la misma distancia y cuyo centro

se encuentra en el centro del soma (Figura 8E).

Los resultados obtenidos muestran un aumento de la complejidad dendritica tanto
durante la inhibicion de la expresion endogena de Map6D1 (Figura 8 A y B) como durante la
sobre-expresion endogena de Map6D1 (Figura 8 C y D) dado por el aumento de
intersecciones durante los primeros 100 um de distancia desde el soma, en comparacion con

sus grupos control (shLuc y YDP respectivamente) (Figura 8 F y G).
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Figura 8: Anadlisis de la complejidad del arbol dendritico mediante el andlisis Sholl en neuronas de 15 dias in
vitro.

(A-D) Representacion de neuronas hipocampales de 15 dias in vitro, co-transfectadas con shLuc (A),
shMap6D1 (B), YFP (C) o Map6D1-WT (D), y YFP para visualizar la morfologia celular. La barra de escala
representa 10um.

(E) Esquema representativo del Analisis Sholl donde se muestran los circulos concéntricos que se toman de
referencia para cuantificar el numero de puntos de interseccion.

(F) Cuantificacion del numero de intersecciones, contado desde el centro del soma, en neuronas transfectadas
con shLuc y shMap6D]1.

(G) Cuantificacion del numero de intersecciones, contado desde el centro del soma, en neuronas transfectadas
con YFPy Map6D1-WT.

Los resultados sugieren que Map6D1 afecta la arborizaciéon dendritica, afectando el

numero de ramificaciones presentes en neuronas piramidales de hipocampo en cultivo.
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6) Map6D1 influye en el Aparato de Golgi a través de sus dominios amino y
carboxilo terminal.

El dominio amino terminal de Map6D1 contiene tres cisteinas con la capacidad de ser
palmitoiladas, lo cual permite su interaccidn con membranas. A su vez, Map6D1 presenta en
el extremo carboxilo terminal un médulo Mn (ver introduccion), que tiene la capacidad de
interaccionar y estabilizar microtubulos (Bosc et al. 2001; Gory-Fauré et al. 2006). Estos
dominios podrian estar implicados en la regulacion e interaccion de Map6D1 con el Aparato
de Golgi.

Por lo tanto, el préximo grupo de experimentos se centré en encontrar cambios en los
parametros morfoldgicos del AG, presencia de extensiones y forma de los mismos, en
neuronas piramidales de hipocampo transfectadas con mutantes que inhiben la actividad de
estos dominios de Map6D1. Para estos experimentos utilizamos neuronas de 14 dias in vitro,
debido a que es el estadio donde observamos mayor influencia de Map6D1 sobre la
morfologia del AG. Asi, transfectamos neuronas con los pldsmidos Map6D1-3G y Map6D1-
AMn (ver materiales y métodos) (Figura 9 Ay B). Los datos obtenidos se los comparo6 con los
cultivos transfectados con YFP y Map6D1 (Figura 2G). Una vez pasadas 24hs luego de la
transfeccion, los cultivos fueron fijados y observados con microscopio confocal.

Mediante el procesamiento digital de imagenes exploramos los distintos parametros de
la morfologia del Aparato de Golgi como el area total, el indice de compactacion “C”, y los
fragmentos que forman el AG somadtico (Figura 9 C-E). Los cultivos que sobre-expresan
Map6D1-3G presentan el AG fragmentado y distribuido dentro el cuerpo celular (Figura 9A).
Esto puede observarse en las diferencias significativas obtenidas niimero de fragmentos y en
el indice C del AG (Figura 9 D y E). Por otro lado, nuestros resultados muestran que la
expresion de Map6D1-AMn promueve AG mas extensos (Figura 9B) que se ven reflejados en
un incremento del doble del AG en comparacién con las neuronas control (Figura 9G).

Los datos obtenidos sugieren que la correcta morfologia del AG se ve directamente
influenciada por los dominios amino y carboxilo terminal de Map6D1, en neuronas
piramidales de hipocampo en cultivo.

El siguiente paso consistio en detectar el efecto de la expresion de las variantes
mutantes de Map6D1 en la polaridad del AG. El andlisis de cuadrante (ver materiales y

métodos) (Figura 3 Ay B) reveld que las neuronas que expresan Map6D1-3G presentaron una
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disminucion en el porcentaje de AG presente en el cuadrante C1 “Apical” comparado con los
cultivos control (YFP) (Figura 9H). Por otro lado, en las neuronas que expresan Map6D1-
AMn no se observaron diferencias con las neuronas control (Figura 9H).

Finalmente, realizamos el andlisis de la morfologia de las extensiones (o
“deployments”) del AG hacia la dendrita mas grande en neuronas transfectadas con las
mutantes Map6D1-3G y Map6D1-AMn .

Estos experimentos demostraron que el porcentaje de neuronas con deployments fue
similar entre tratamientos transfectados con YFP y Map6D1-3G (46% = 0,1% y 47% + 0,1%
respectivamente). Ademas, las cultivos que expresan Map6D1-AMn poseen un mayor numero
de neuronas con extensiones (73% =+ 0,09%) en relacion al resto de los tratamientos, con la
particularidad que la mayor parte de estas extensiones estan fragmentadas (63% =+ 0,09% del
total) (Figura 9F).

En cuanto a la longitud de las prolongaciones de AG, los cultivos tratados con Map6D1-
3G presentaron las extensiones de menor longitud, lo que fue significativamente diferente con
las neuronas transfectadas con el plasmido control YFP y con las neuronas transfectadas con
Map6D1-AMn (Figura 9G).

Los datos presentados indican que Map6D1 influye en la morfologia y polarizacion del
AG mediante sus dominios de unién a membranas y de uniéon a microtibulos, en cultivos

neuronales de 15 dias in vitro.
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Figura 9: Estudio de los cambios en la morfologia y polarizacion del Aparato de Golgi somdtico bajo
tratamientos con mutantes de los dominios amino y carboxilo terminal de Map6D1 en neuronas hipocampales
de 15 dias in vitro.

(A y B) Neuronas transfectadas con los plasmidos Map6DI1-3G (arriba, A) y Map6DI1-AMn (abajo, B), que
ademas expresan de manera independiente el plasmido de marcacion del AG, GalT2-mCherry. La barra de
escala representa 10um.

(C-E) Cuantificacion del area del AG somatico (C), el indice de compactacion “C” (D) y el numero de
fragmentos de AG (E) presentes en el soma de neuronas transfectadas con el plasmido control YFP, el plasmido
wild-type de Map6D1, y los mutantes de los dominios de Map6D1, Map6D1-3G y Map6D1-AMn.

(F vy G) Cuantificacion del porcentaje de neuronas transfectadas con YFP, Map6DI1-WT, Map6DI-3G y
Map6D1-AMn que presentaron extensiones del AG continuas, extensiones fragmentadas o una ausencia de
“deployments”(F),; y la longitud de las mismas desde el soma neuronal hasta el punto mas extremo del
“deployment” (G).

(H) Cuantificacion del porcentaje de AG presente en el cuadrante C1 “Apical” de neuronas piramidales
transfectadas con los plasmidos YFP, Map6D1wt, Map6D1-3G y Map6D1-AMn.

Datos presentados como los valores medios = SEM (* p<0.05, **p< 0.01, ¥***p<0.001, ****p<0.0001, test de
Student).
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DISCUSION

Las neuronas son células que presentan una extrema polarizacion formando los
dominios axonal y somatodendritico, los cuales poseen funciones sumamente diferentes dado
por su morfologia caracteristica, la composicion del citoesqueleto, la distribucion de organelas
membranosas y proteinas asociadas a membranas de cada uno (Bradke y Dotti 2000; Craig y
Banker 1994; Neukirchen y Bradke 2011). El correcto trafico de vesiculas por parte del AG
provee tanto la masa lipidica como las proteinas de membrana especificas requeridas para la
elongacion de las neuritas en los conos de crecimiento (Bentley y Banker 2016; Quiroga et al.
2016), mientras que los microtiibulos forman la “columna vertebral” de los procesos axonales
y dendriticos, y el sustrato por el cual organelas y vesiculas se mueven en direccion
anterograda o retrograda dentro de la célula (Conde y Caceres 2009; Dent y Baas 2014;
Hoogenraad y Bradke 2009; Schelski y Bradke 2017). Cualquier interrupcion en el transporte
vesicular o en la nucleacion de microtibulos durante el desarrollo neuronal conlleva a un
riesgo en el crecimiento de las neuritas, una retraccion de las mismas, y/o la muerte celular
(Bentley y Banker 2016; Chevalier-Larsen y Holzbaur 2006).

En cultivos neuronales, el Aparato de Golgi sufre una serie de transformaciones a
medida que la neurona se diferencia. Estos cambios comienzan a las pocas horas in vitro,
donde el AG se organiza espacialmente en una zona donde una de las neuritas menores crece
y se diferencia en el ax6n (de Anda et al. 2010; de Anda et al. 2005; Zmuda y Rivas 1998). En
estos estadios, el AG se presenta como una pequefia estructura perinuclear con una morfologia
compacta. A los 4 d.i.v comienza a aparecer una diferenciacion de los procesos menores,
momento en el cual el AG se reposiciona en la zona opuesta al nacimiento del axoén, lugar
donde nace la dendrita apical o la dendrita de mayor tamafio (Horton et al. 2005). Durante los
dias subsiguientes, el AG sufre un aumento de tamafio (unas 10 veces mas) hasta los 12 d.i.v,
momento en el que se lo considera como un AG maduro (Horton y Ehlers 2003). En este
momento, el Aparato de Golgi presenta una extension de sus cisternas hacia la dendrita apical,
conocida como “deployment” (Matsuki et al. 2010; Meseke et al. 2013). A su vez, el AG
neuronal maduro presenta una serie de estructuras en sus dendritas llamadas Golgi outpost o
GOPs (Horton y Ehlers 2003; Ye et al. 2007), las cuales pueden ser formadas a partir de las

fragmentaciones de las extensiones del AG (Quassollo et al. 2015) y se organizan
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principalmente en los puntos de ramificacion dendriticos (Horton et al. 2005).

El presente trabajo aporta nuevas evidencias del comportamiento del Aparato de Golgi
en neuronas en diferentes estadios de desarrollo. Nuestros resultados en neuronas piramidales
en cultivos de 9 y 15 dias in vitro muestran como el AG continua un proceso de maduracion,
que se evidencia en un aumento y una profundizacion en su distribucion polarizada hacia la
dendrita principal, acompanado de un aumento del tamafio, en la presencia de deployments
hacia la dendrita apical, de la fragmentacion de estas extensiones, y de un aumento en la
presencia de GOPs, a medida que aumenta la edad del cultivo. Todos estos cambios se
correlacionan con la marcada polarizacion y morfologia tipica del arbol dendritico, los cuales
estarian explicados en parte por las modificaciones sufridas por el AG durante el desarrollo de
las neuronas en cultivo (Horton et al. 2005).

Las proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) son proteinas que interaccionan y
estabilizan los microtibulos, jugando en las neuronas un rol importante en el establecimiento
y mantenimiento de la polaridad axonal y dendritica (Tortosa et al. 2017). Un miembro de la
familia de las MAPs es la proteina Map6 (también conocida como STOP -Stable Tubule Only
Peptides-), la cual, ademds de tener la capacidad de otorgar resistencia a drogas
despolimerizantes de microtiibulos, es la nica con el potencial de concederles resistencia al
frio (Bosc et al. 2003; Delphin et al. 2012; Gory-Fauré et al. 2014). Existen 2 isoformas de
Map6 que se expresan en tejido cerebral, Map6-E (E-STOP) y Map6-N (N-STOP), las cuales
son codificadas por el mismo gen y diferenciadas por splicing alternativo (Bosc et al. 2003).
Otra proteina relacionada a las proteinas Map6 y que se expresa exclusivamente en tejido
cerebral en estadios postnatales es la proteina Map6D1 (MAP6 domain-containing protein 1,
o SL21) (Gory-Faur¢ et al. 2006, 2014). Map6D1 presenta un dominio N-terminal con el 83%
de homologia con la regién N-terminal de las proteinas Map6 neuronales, incluyendo el sitio
de unién a calmodulina; y un segundo dominio con el 71% de homologia al médulo Mn de
estabilizacién de microtubulos de Map6-E y -N (Bosc et al. 2001, 2003). Asimismo, Map6D1
co-localiza con el AG somatico y dendritico a través de su dominio N-terminal, compuesto
por 3 cisteinas con la capacidad de palmitoilarse y asi unirse a membranas del Aparato de
Golgi (Gory-Fauré¢ et al. 2006).

Nuestro trabajo aporta nuevas y detalladas evidencias de la funcion de la proteina

Map6D1 sobre la morfologia y dinamica del AG, y su efecto sobre el arbol dendritico y la
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polaridad neuronal. En nuestros resultados no hemos observado grandes cambios en el AG
tanto al inhibir como al sobre-expresar la expresion enddogena de Map6D1 en cultivos de 9
d.i.v. Efectivamente, Map6D1 se expresa en cultivos neuronales a partir de los 9 d.i.v (Gory-
Faur¢ et al. 2006). En estos momentos, el AG estd comenzando su crecimiento, generando
extensiones con direccion hacia la dendrita apical, y empiezan a aparecer Golgi outpost en los
puntos de ramificacién dendriticos (Horton et al. 2005). El hecho de no observar efectos sobre
la organizacion del AG en estos estadios del desarrollo neuronal puede deberse probablemente
a que la expresion temporal de Map6D1 todavia no es suficiente para generar un control sobre
la estructura del AG, o porque existen otros efectores aguas abajo y/o aguas arriba que regulan
la organizacion y polarizacion de esta organela durante estos estadios. Por ejemplo, GM130 es
una proteina que cambia su actividad dependiendo su estado de fosforilacion. Vias de
sefializacion antagonicas determinan que la fosforilacion de GM130 durante los primeros dias
en cultivo promueve la compactacion del Aparato de Golgi y, por lo tanto, regula la formacion
del compartimiento axonal; o el estado no fosforilado de GM130 en neuronas desarrolladas
promueve AG mas extendidos, permitiendo un correcto desarrollo dendritico (Matsuki et al.
2010; Meseke et al. 2013). En cambio, una proteina que regula la estructura del Aparato de
Golgi de forma dependiente del desarrollo es la ubiquitin ligasa Cul7™™"*, la cual juega un rol
importante en la morfologia del AG y co-localiza con esta organela en estadios tempranos,
expresandose en cultivos neuronales entre los 1-9 d.i.v y disminuyendo su expresion a medida
que la neurona madura (Litterman et al. 2011). Experimentos de knowdown para Cul7™"®
presentaran un AG disperso, una reduccion del numero de dendritas primarias, del numero de
ramificaciones de segundo y tercer orden, un encogimiento del largo dendritico y una
disminucién de la presencia de GOPs, todo en cultivos de 5 a 10 d.i.v, lo que sugiere que esta
proteina es un regulador de la estructura del AG neuronal durante los estadios tempranos del
desarrollo (Litterman et al. 2011).

En los ensayos con cultivos de 15 d.i.v, la organizacion espacial del AG se ve afectada
de diferente forma dependiendo si se inhibe o sobre-expresa Map6DI1. Durante los
experimentos de up-regulation, el mayor cambio observado es un aumento en el area del AG
y en la presencia de extensiones del Aparato de Golgi en las dendritas, mientras que en el
resto de los pardmetros observados no se encontraron diferencias significativas con los

controles (Figura 1 A y B). En cambio, en los experimentos con down-regulation, el AG
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exhibe un érea total mayor, con un aumento en su laxitud (menor compactacion de las
cisternas) y una menor fragmentacion que en las neuronas control (Figura 1 F y G). A su vez,
estas neuronas presentan un mayor niumero de células con “deployments” (la gran mayoria sin
fragmentar), un aumento notorio en el largo de los mismos y, por consiguiente, una mayor
polarizacion del AG hacia la dendrita principal. Al mismo tiempo, esta tendencia a la
extension del AG y a la disminucion de su vesicularizacidon tiene relacion con un menor
porcentaje de neuronas con GOPs. El conjunto de estos resultados sugieren que la inhibicion
de la la expresion de Map6D1 inhibe la capacidad de fision del AG provocando que este se
extienda, disminuyendo asi la formacion de GOPs. Resultados recientes de nuestro laboratorio
demostraron que el proceso de fision de las extensiones del AG para la formaciéon de GOPs
esta regulado por la via de sefalizacion RhoA-Rock que involucra los efectores aguas abajo
LIMK/PKD/Dinamina (Quassollo et al. 2015). Una posibilidad es que Map6D1 participa de
alguna forma en la sefializacion mediada por RhoA en la morfologia del AG y, por lo tanto, la
ausencia de Map6D1 promueve la inhibicion de la fision de cisternas del AG. Futuros
experimentos del laboratorio estaran destinados a explorar si Map6D1 estd involucrado en
esta via.

Modificaciones en la estructura y polaridad del AG afectan enormemente al correcto
trafico de vesiculas necesarias para el crecimiento del arbol dendritico y el correcto
mantenimiento polarizado de las neuronas (Ye et al. 2007). Por ejemplo, una desorganizacion
espacial del AG por el agregado de belfedina A (BFA) provoca una inhibicion en el trafico de
vesiculas desde el Aparato de Golgi hacia las dendritas inhibiendo la formacion del arbol
dendritico y la polarizacion neuronal (Horton et al. 2005). En cambio, si se sobre-expresa la
proteina  GRASP65, una proteina estructural de las cisternas del AG, se induce la
vesicularizacion y dispersion del AG sin afectar su funcionalidad, lo que provoca la formacion
de un arbol dendritico simétrico y la pérdida de la polarizacion neuronal (Horton et al. 2005).
Map6D1 cumple un importante rol en el mantenimiento de la morfologia y polarizacion
neuronal, ya que nuestros experimentos demuestran una marcada alteracion en la estructura
del arbol dendritico al inhibir la expresion de Map6D1, que provoca una extension del mismo
y un aumento en la complejidad del arbol dendritico (antes de los primeros 100um desde el
centro del soma) (Figuras 8). Sin embargo, a pesar que en estas condiciones se observan AG

menos compactos, con una mayor polarizacion hacia la dendrita apical, con un aumento del
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area y con extensiones mas largas de sus cisternas hacia el compartimento dendritico; estos
resultados sugieren que la inhibicion de Map6D1 no altera la la salida de vesiculas o cargos
desde el AG, sino que, por el contrario, probablemente promueva o aumente la salida de
vesiculas de transporte. Esto sugiere, a su vez, que la regulacion de la maquinaria de fision de
vesiculas, el transporte de las mismas, y la fision de las cisternas del AG para la formacion de
GOPs, se encuentra regulado diferencialmente. Futuros experimentos del laboratorio estaran
dirigidos a estudiar el trafico polarizado y la regulacion de la salida de vesiculas de transporte
hacia el compartimento dendritico. Posiblemente, el mantenimiento de los parametros
estructurales del Aparato de Golgi mencionados en los puntos anteriores sean la principal
causa por la que Map6D1 esta involucrada en la correcta formacion del arbol dendritico y, por
consiguiente, en la polaridad neuronal.

A pesar de ser una proteina de la familia de las MAP con capacidad de union y
estabilizaciéon a microtubulos, Map6D1 interacciona con el AG a través de tres residuos
cisteinas capaces de palmitoilarse y de esa forma mediar la unién de Map6D1 con membranas
de esta organela (Gory-Fauré et al. 2006). Nuestro trabajo demuestra que esta interaccion es
importante para la normal morfologia somatica del Aparato de GolgiG. De esta forma, una
mutacion en el dominio amino-terminal de Map6D1 provoca un marcado aumento de la
fragmentacion del AG que se acompaifia con una disminucion del area total del AG y un
incremento en la compactacion del mismo (Figura 9 A, C-H). Estos resultados son similares a
los Aparato de Golgi observados al agregar drogas estabilizantes a microtibulos tales como el
paclitaxel (taxol) en neuronas (Thyberg y Moskalewski 1999), que provoca una
fragmentacion del AG, distribucion que se correlaciona con la observada en la Figura 9A de
los AG en neuronas que expresan Map6D1-3G. Ademas, la distribucion subcelular de la
proteina Map6D1-3G ectdpica no co-localiza con el AG y muestra una marcada distribucion
en los MTs (Figura 9A). Estos resultados sugieren que la falta de asociacion entre Map6D1 y
las membranas provocaria que la proteina ejerza una mayor estabilizacion de microtubulos,
provocando la fragmentacion del AG.

Por otro lado, cuando se transfectan neuronas con el mutante que tiene delecionado el
médulo Mn3 de Map6D1, responsable de la union y estabilizacion de microtubulos,
observamos un AG de mayor area que no presenta fragmentacion (Figura 9B, C-H). An mas,

los cultivos neuronales transfectados con Map6D1-AMn exhiben un Aparato de Golgi con
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extensiones de gran longitud (Figura 9G). Estos datos indicarian que al mutar el sitio de union
a MTs de Map6D1 se estaria privando la capacidad de esta proteina de anclar al AG en la
region perinuclear de la neurona, generando que la organela se extienda por el soma y la
dendrita apical (Figura 9). Otra hipotesis es que al estar delecionado el sitio Mn3, Map6D1
pierde el sitio de unidon con Tctex1, que podria ser potencial intermediario entre el AG y los
MTs a través de Map6dl. Recientemente se ha demostrado por inmunoprecipitacion que el
dominio C-terminal de Map6D]1, a través del dominio Mn3, interacciona con Tctex1 (Brocard
et al. 2017). Tctex] es una cadena liviana de la dineina citoplasmadtica (King et al. 1996),
utilizada para el transporte de diferentes cargos (Tai et al. 1999), que co-localiza con el
Aparato de Golgi manteniendo su estructura (Tai et al. 1998). Si Map6D1 pierde su capacidad
de union a Tctex, y éste es uno de los responsables de mantener la correcta morfologia del
AG, es probable que Map6D1 este influyendo en el mantenimiento de la estructura del
Aparato de Golgi por medio de Tctex y no por una union directa con los microtubulos.

Para finalizar, la Ilustracion 3 esquematiza de manera sencilla las diferentes hipotesis
por la cual Map6D1 podria regular la morfologia y posicionamiento del AG, mediando la

interaccion entre el Aparato de Golgi y los microtiibulos.
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1lustracion 3: La morfologia y polaridad del Aparato de Golgi se ve influenciada por Map6D1

(4) Esquema representativo de la union de Map6D1 con el Aparato de Golgiy el motor celular Tctex, dando
una correcta morfologia polarizada del AG.

(B) Esquema representativo del efecto de la inhibicion de la produccion endogena de Map6D1, dando como
resultado un AG extendido, polarizado y mas extenso .

(C) Esquema representativo del efecto de la inhibicion del dominio de union a microtubulos de Map6D],
dando como resultado un AG laxo y extenso.

(D) Esquema representativo del efecto de la inhibicion del dominio de union a membranas de Map6D1, dando
como resultado un AG fragmentado y compactado.
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CONCLUSION

Nuestros resultados sugieren un novedoso e importante rol de Map6dl en cultivos de
neuronas diferenciadas. Se ha demostrado que MAP6d]1 regula la morfologia y
posicionamiento del Aparato de Golgi somatico, ademés de la formaciéon y organizacion de
estructuras polarizadas del AG como las extensiones o “deployments” hacia la dendrita apical,
y los mini-Golgi o GOPs. Los resultados revelan que la actividad normal de MAP6dI1 es
importante para la regularizacion del correcto crecimiento y mantenimiento de los
compartimientos dendriticos y, por lo tanto, la polaridad neuronal, actuando probablemente
como una proteina adaptadora entre la membrana del Aparato de Golgi y los microtiibulos del
citoesqueleto.

Este trabajo deja una base concreta para futuros estudios sobre la polaridad neuronal y

la importancia del Aparato de Golgi en la diferenciacion neuronal.
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