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“porque ya, los axones son mas cortos. . . so what?”
Alvaro Glavic PhD, enero de 2012,
Sobre la importancia de estudiar temas atingentes a

toda la biologia, y no sdlo problemas puntuales, con

aproximaciones reduccionistas.




No me queda claro la
concatenacion de eventos que
generd que un liquidador de
seguros nacido en Coyhaique y
una profesora proveniente de
Chillan se conocieran en Punta
Arenas, pero una de las

consecuencias de esos eventos, es

que yo naci en esa ciudad, en agosto de 1987. Alli estudié¢ en la Escuela Republica de Croacia y
en el Liceo Juan Bautista Contardi, ambas instituciones publicas. Luego de 18 afios disfrutando
de la calidad de vida de Magallanes, vine a la Universidad de Chile a estudiar Ing. en
Biotecnologia molecular. Mis intereses académicos se decantaron por el estudio de la
morfogénesis neuronal y mds recientemente por el aporte del trafico subcelular a este proceso.
Siendo el futuro tan incierto como es, intuyo que si en 40 afios mas leo esta tesis me voy a reir

mucho, espero que sus yo futuros también.
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RESUMEN

La asimetria morfolégica, bioquimica y fisiologica de las neuronas/sustenta el flujo de
informacién direccionado y la conectividad del sistema nervioso,/siendo de gran importancia el
surgimiento de esta polaridad neuronal durante el w, en especial la
determinacién y crecimiento del axén. Diversas vias de sefializacién conformadas por
determinantes, mediadores y moduladores de polaridad han sido descritas, las que coinciden en
la regulacién del transporte de elementos wlﬁiéi‘ﬂi y el control de la dinamica del
citoesqueleto. En este contexto, nuestro laboratorio se ha interesado en los roles de la proteina
asociada a microttbulos 1 B (MAP1B) durante el desarrollo neuronal, que son independientes de
su actividad estabilizadora de los microtibulos, identificando nuevos interactores de MAP1B,
entre ellos la proteina quimszw_g (ER_I?_I& Estudios previos de nuestro
Iaboratorio sobre las funciones de esta proteina, demostraron que la sobreexpresion de la quinasa
de D. melanogaster reduce la elongacion del ax6n de neuronas de embriones de rata en cultivo.
Por lo tanto guisimos investigar si este efecto también es generado por la Mda raton, y
entender la seftalizacién involucrada. Nuestros resultados muestran que la PRPK de ratdn
disminuye la longitud axonal en una manera dependiente de su actividad quinasa, pero
independiente del estado de fosforilacién de la serina 15 de p53, el {inico sustrato descrito hasta
la fecha para la quinasa, en mamiferos. Ademas el incremento en la expresién de PRPK
fenocopia la pérdida de funcién de la GTPasa Rab35 en la progresién de la citoquinesis,
formacién de filopodios, regulacién de la actividad de Cde42 y elongacién axonal. Por lo tanto
sugerimos que el mecanismo molecular de esta regulacién involucra la reduccion de los niveles

de expresion de Rab35 por PRPK WT, lo que puede ser inhibido por MAP1B:

viit



ABSTRACT

The morphological, biochemical and physiological asymmetry of neurons sustain the
directional information flux and wiring in the nervous system, being the emergence of this
neuronal polarity of central importance during the embryonic development, specially the axonal
determination and growth. Several signaling pathways have been described, formed by
determinants, mediators and modulators of polarity, these pathways converge in the regulation of
traffic of element inside the cell and in the regulation of cytoskeletal dynamic. In this context,
our group has been interested in the microtubule independent roles of microtubule associated
protein 1 B (MAP1B) during neuronal development, identifying new MAP1B interactors, as the
p53-related protein kinase PRPK. Previous work by our group had shown that D. melanogaster
PRPK overexpression reduces axonal elongation in hippocampal embryonic rat neurons in
culture, so we wanted to study if this effect is shared by mouse PRPK, and to link this function
to some signaling pathway. Our results show that mouse PRPK decreases axonal length in a way
that depends on its kinase activity, but that it is independent from p53 Ser15 phospho-state, the
only substrate described for the kinase in mammals. Additionally, PRPK phenocopies Rab35
loss of function in cytokinesis progression, filopodia formation, regulation of the Cdc42 activity
and in axonal elongation. The molecular mechanism of this regulation involves the reduction of

the Rab35 expression levels due to PRPK overexpression, which could be inhibited by MAPIB.




INTRODUCCION

La relacién adaptativa bidireccional entre la morfologia y la funcidn celutar es observada
en una gran variedad de células, incluyendo las neuronas, pues su caracteristica mas distintiva es
ung alta polarizacion morfologica, bioquimica y fisiolégica. Las neuronas maduras presentan un
ax6n largo y delgado, ademas de una o varias dendritas de menor longitud y mayor calibre que
el axén, con numerosas ramificaciones. Esta asimetria permite un flujo de informacion
unidireccional en el sistema nervioso, que candnicamente consiste en la recepcidn e integracion
de multiples inputs sinapticos en ias dendritas, y la propagacion de una sefial eléctrica a través
del axén, acoplada al input inicial, hacia las células u érganos blanco.

La peneracién y mantenciéon de la polaridad newronal in vive ocurren de manera
simultanea durante la migracion neuronal en el desarrollo del sistema nervioso, cuando emergen
desde la neurona post-mitbtica varios procesos equivalentes enire si, desde los cuales se
determinard el axon (Barnes y Polleux, 2009). Cabe sefialar que el establecimiento de la
polaridad neuronal consta de tres fases, inicidndose con la aparicion de la primera neurita desde
el soma, continnando con Ia especificacion del axén, caracterizada por el rapido crecimiento de
una de las neuritas, y finalizando con la adquisicion de una identidad morfologica y molecuiar en
los dominios neuronales que se forman: el compartimento axonal y el somatodendritico (Caceres
y col,, 2012).

El establecimiento de la polaridad neuronal se puede reproducir en cultivos de neuronas
aisladas (Banker y Cowan, 1977; Craig v Banker, 1994), permitiendo caracterizar y estudiar
dicho fendémeno in vitro, € identificar algunos determinantes de polaridad y sus efectores. Luego
que las neuronas se adhieren al sustrato en cultivo, desarrollan un lamelipodio que rodea la
periferia celular, desde donde emergeran las neuritas menores, esta etapa se denomina estadio 1.
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Entre 12 y 18 hrs. in vitro, varias neuritas menores protruyen desde el cuerpo celular, generando
una neurona aun no polarizada, cuyos procesos, equivalentes entre si, muestran una reducida tasa
neta de elongacion; esta fase de la maduracion del cultivo constituye el estadio 2. Desde
aproximadamente el primer dia in vitro (DIV), una de las neuritas menores comienza a elongar a
una tasa mayor que las demas, convirtiéndose en el axén prospectivo, etapa que se conoce como
estadio 3. Este punto marca la ruptura definitiva de la polaridad, y pone de manifiesto la
importancia de la regulacion espacio-temporal de la elongacion neuritica y axonal, en la
mantencion de esta asimetria. Cerca del dia 7 in vitro, se alcanza el estadio 4, con la elongacion
de las neuritas menores restantes, las que dan origen a las dendritas. En esta etapa, varias
dendritas crecen al mismo tiempo, a una tasa de elongacion menor que la exhibida por el axon.
Finalmente en el estadio 5, se produce la maduracién dendritica, con la formacion de estructuras
especializadas en el establecimiento de contactos sinapticos, llamadas espinas dendriticas (Dotti
y col., 1988; Arimura y Kaibuchi, 2007). Una caracterizacion grafica del desarrollo de la

polaridad neuronal en cultivo, se muestra en el esquema 1.

 Espinas dendriticas

Estadio 1 Estadio2 Estadio 3}

Conode _
crecimiento

Esquema 1. Desarrollo de la polaridad de neuronas hipocampales de embriones de rata en
cultivo. Se indica la progresion de la maduracion neuronal acorde a los estadios y
especializaciones morfologicas. Modificado de Tahirovic y Bradke, 2009.



Se ha sugerido recientemente, que los mecanismos moleculares que controlan el

establecimiento de la polaridad neuronal se clasifiquen jerarquizados, en determinantes,
mediadores y moduladores de la polarizacién (Cheng y Poo, 2012). Los determinantes de
polaridad, se caracterizan por ser suficientes y necesarios para determinar el axdn, ademas de
exhibir una acumulacién en la neurita que lo genera previo a la aparicién de cualquier
caracteristica axonal, y responder ante factores polarizantes exiracelulares. Los mediadores
comresponden a componentes de vias de sefializacion reguladas por los determinantes, a modo de
efectores, mientras que los moduladores, pueden modificar estas cascadas de sefializacién en
varios niveles, y no son regulados por factores polarizantes. Por lo tanto, existen elementos que
regulan la especificacién del axdn, mientras que sus efectores promueven o inhiben la
elongacitn axonal (Polleux y Snider, 2010; Cheng y Poo, 2012).

Las vias de sefializacién involucradas en el establecimiento de la polaridad neuronal,
ampliamente revisadas (Arimura y Kaibuchi, 2007; Bames y Polleux, 2009; Cheng y Poo,
2012), coinciden en dos aspectos fundamentales: que sus efectores: controlan la elongacién
axonal a través de la regulacién tanto del transporte vectorial de elementos entre los
compartimentos subcelulares, como del control de la dinamica del citoesqueleto (Lalli, 2012).
Un ejemplo de cémo el trafico direccionado de mediadores puede potenciar la elongacion
axonal, esta dado por ¢l transporte preferencial hacia el terminal axonal, a través de kinesina 2,
del complejo formado por las proteinas PAR3-PAR6-aPKC, que media la activacién de la
GTPasa Racl y a través de ese evento, el control del citoesqueleto y el desarrollo del axén
(Nishimura y ¢ol, 2004; Nishimura y col,, 2005). Ofra proteina promotora de la elongacién
axonal es CRMP2 (acrénimo de Collapsin Response Mediator Protein) (Inagaki y col., 2001),
que act(a a través de su actividad facilitadora del ensamblaje de microtibulos (Fukata y col,
2002). CRMP2 se asocia a la kinesina 1 y es transportada hacia el axdn en crecimiento (Kimura

y col., 2005). De hecho, el dominic motor de kinesina 1 (KIF5), se acumula en el axén en




desarrollo, y puede ser usado como un marcador temprano de especificacion axonal (Jacobson y
col,, 2006).

Los anteriores son algunos ejemplos de cémo la destinacion y el transporte de cargos
especificos hacia el axén en crecimiento, regula positivamente su elongacién por sobre el resto
de las neuritas menores, sin embargo, no es el fmico rol que cumple el trafico de elementos,
durante el crecimiento axonal. Otra funcién del transporte infracelular consiste en proveer un
suministro continuo de membrana plasmatica hacia ¢l axén en crecimiento (Futerman y Banker,
1996; Bloom y Morgan, 2011). Si bien el compartimento vesicular desde donde se destma
membrana hacia el axén no estd completamente identificado, los principales candidatos
propuestos para ello son el compartimento trans-Golgi (TGN, por trans-golgi network) y la red
de endosomas (Sanny col., 2009).

El sistema endosomal consiste en un conjunto de compartimentos endomembranosos
que cumplen roles en el transporte de moléculas biosintetizadas hacia la membrana plasmatica, y
en su internalizacién desde la superficie (Yap y Winckler, 2012). Los diferentes tipos de
endosomas fueron originalmente clasificados segim el tiempo que se requeria para que se
enriquecieran con algin receptor endocitado, pero actualmente, se identifican segim las proteinas
que se insertan en sus membranas, en especial las GTPasas de la familia Rab (Zerial y McBride,
2001; Stenmark, 2009). Tradicionalmente, se reconocen endosomas tempranos, endosomas
tardios, endosomas de reciclaje v lisosomas (Mukherjee y col., 1997). Los endosomas tempranos
exhiben Rab5 en su membrana, mientras que los endosomas tardios, poseen Rab7 (Chavrier y
col, 1990; Hutagalung y Novick, 2011). A medida que transcurre la maduracién de los
endosomas, Rab5 es removida de ]a membrana y Rab7 se incorpora desde el citoplasma, esta
conversién de Rabs es importante para la progresion del transporte de los cargos (Rink y col.,

2005).




Las moléculas que no siguen la ruta hacia el endosoma tardio, son destinadas hacia los
endosomas de reciclaje, los cuales son positivos para Rab11 (Ullrich y col., 1996). Hay que tener
en cuenta que aunque existen Rabs caracteristicas en los diversos tipos de endosomas, esto no
implica que sean las Gnicas, ya que se han descrito microdominios de Rabs, como los de Rab4 y
Rab5 en los endosomas tempranos (Sonnichsen y col., 2000), o los de Rab7 y Rab9 en los
endosomas tardios (Barbero y col., 2002). En el esquema 2, se presenta un resumen de la

composicion de los principales endosomas y el destino de sus cargos.

Esquema 2. Composicién del sistema endosomal en una célula no polarizada. Se indican

las diferentes Rabs que se integran en la membrana de los endosomas, formando

microdominios. Modificado de Stenmarck, 2009.

La incorporacién de membrana en la superficie celular desde los endosomas de reciclaje
es especialmente relevante dada la regulacion a nivel local que son capaces de controlar, y en
consecuencia se ha propuesto que Rabll tiene un papel en la elongacion neuritica y axonal,

aunque no existe total claridad sobre si dicha actividad la lleva a cabo Rab11-GTP (Ascano y

col., 2009) o Rab11-GDP (Shirane y Nakayama, 2006). Las tltimas evidencias parecen indicar



que es Rabl1-GTP quien promueve la elongacion axonal en cultivos de neuronas corticales

embrionarias de ratén, cuya actividad serfa dependiente de la proteina quinasa Cdk5 (Takano y
col,, 2012).

En resumen, el transporte intracelular es importante en la promocion de la elongacion
axonal, ya sea actuando a través del tréfico selectivo de mediadores de polaridad neuronal hacia
la neurita con la mayor tasa de elongacién, o proporcionando un suministro de membrana, que le
permite a la neurona incrementar su superficie axonal.

El ofro proceso en que las vias de sefializacién que se activan durante la elongacion
axonal confluyen, es el control de la dindmica del citoesqueleto. El papel del citoesqueleto en la
morfogénesis celular se propuso casi simultineamente con las primeras observaciones en
neuronas en cultivo (Kirschner y Mitchison, 1986), y acorde con ello, se ha descrito que el uso
de compuestos quimicos que estabilizan los microtibulos, como el taxol, o que depolimerizan
los filamentos de actina, como la citocalasina D inducen la formacién de axones en neuronas en
cultivo (Bradke y Dotti, 1999; Witte y col., 2008).

La dindmica del citoesqueleto sustenta los cambios morfolégicos del cono de
crecimiento, una regién de gran motilidad en la parte distal del ax6n y las neuritas, que posee
una importancia central durante la elongacién axonal (Tahirovic y Bradke, 2009; Dent y col.,
2011). En el cono de crecimiento se distingue un dominio periférico (P), que contiene
principalmente largos manojos de filamentos de actina (F-actina), llamados filopodios, y una red
altamente ramificada de actina polimerizada, constituyendo un lamelipodio. La regién mas
proximal al ax6n en el cono de crecimiento, es ¢l dominio central (C), que recibe manojos de
microttibulos desde el eje del axdn, ademds de organelos y vesiculas (Dent y Gertler, 2003;
Lowery y Van Vactor, 2009). En la interface de los dominios C y P, se encuentra el dominio de
transicion (T), donde se ubica una estructura de actomiosina que forma un anillo conirictil, el

que impide la invasién a dominios periféricos del axén de la mayorfa de los microtiibulos




(Schaefer y col., 2002). El esquema 3 muestra un resumen de la organizacion del citoesqueleto

en el cono de crecimiento.

[] Dominio C
["] Dominio T
[ Dominio P

Esquema 3. Estructura del cono de crecimiento. Se presentan los dominios que
conforman el cono, ademds de las poblaciones de microtibulos y arreglos de F-actina.
Modificado de Lowery y Van Vactor, 2009.

Durante la elongacién del axén, el citoesqueleto de actina exhibe dos cualidades que
sustentan los movimientos exploratorios del cono de crecimiento: el flujo retrogrado de actina y
el “treadmilling” (Lowery y Van Vactor, 2009). El flujo retrégrado consiste en un transporte
continuo de F-actina desde el borde exterior del dominio P hacia la zona central del cono de
crecimiento, generando una fuerza que se opone a la elongacion axonal (Lin y Forscher, 1995).
El treadmil_ling es el fenémeno en que los filamentos de actina polimerizan en un extremo a una
tasa similar a la depolimerizacion en el extremo opuesto, lo que mantiene su longitud constante y
permite su movimiento en una direccion, generando una fuerza en el sentido de la elongacién
axonal (Lowery y Van Vactor, 2009), por lo tanto, el equilibrio entre estas dos fuerzas es una

forma en que se regula si el ax6n elonga o se mantiene estacionario.




Ademads del control de los filamentos de actina, el cono de crecimiento requiere de la
regulacién de la dindmica de los microtibulos para elongar (Tanaka y col, 1995). Se ha
observado que algunos microtiibulos dindmicos son capaces de penetrar en el dominio P, previo
a la elongacién axonal. Algunos de estos microtiibulos son capturados por proteinas asociadas a
filamentos de actina en los filopodios, y estabilizados, sirviendo de guia para el resto de los
microtiibulos que componen un manojo. Este manojo, bajo estas condiciones, puede polimerizar
e invadir los dominios T y P, favoreciendo la elongacién axonal (Gordon-Weeks, 2004; Conde v
Caceres, 2009; Stiess y Bradke, 2011). En resumen, el crecimiento del axén requiere de un
control concertado de la dindmica del citoesqueleto de actina y los microtibuloes, en especial, en
¢l cono de crecimiento,

El comportamiento dinamico de los filamentos de actina es regulado a través de la
accion de proteinas que median su nucleacién, que se asocian a sus extremos, que unen
mondmeros de actina, que rompen los filamentos, que generan manojos o entrecruzan los
filamentos y que anclan la F-actina a regiones especificas de la membrana plasmética (Dent y
Gertler, 2003). Varias de las proteinas que median esta plétora de efectos estin bajo el control de
GTPasas pequefias de la familia Rho, como Racl, Cdc42 y RhoA (Jaffe y Hall, 2005; Gonzalez-
Billault y col.,, 2012). En términos generales, Racl induce la formacién de lamelipodios, Cdc42
de filopodios y RhoA genera fibras de estrés (en células no neuronales) y colapso del cono de
crecimiento neuronal, siendo las dos primeras promotoras de la elongacién axonal y la Gltima un
regulador negativo durante el desarrollo (Nobes y Hall, 1995, Govek y col., 2005).

En el caso de los microtibulos, el control de su actividad esta en intima relacion con la
regulacién de su inestabilidad dindmica, la que se correlaciona con modificaciones
postraduccionales, como Ia acetilacién o destirosinacion de la tubulina, que caracteriza a los
microtiibulos mas estables ante la depolimerizacién con nocodazol, mientras que los

microtitbudos tirosinados exhiben un comportamiento mas dinidmico, con una vida media mas




corta y una répida depolimerizacion mediada por nocodazol (Brown y col, 1993; Janke y
Bulinski, 2011). En el control de la dinfmica y estabilidad de los microtiibulos también
participan proteinas que se asocian a estos polimeros, conocidas como MAPs (por microtubule-
associated proteins). En el extremo (+) de los microtitbulos (el que se polimeriza mas répido y
que experimenta los ciclos de catéstrofe y rescate), se unen proteinas del grupo +TIP (en inglés:
plus-end tracking proteins), las que decoran preferentemente microtibulos en fase de
polimerizacién (Akhmanova y Steinmetz, 2008). Otro grupo de MAPs, conocidas como
estructurales, se asocian con los microtiibulos y los estabilizan. En este grupo encontramos a
MAP1A, MAP1B, MAP2 y Tau (Dehmelt y Halpain, 2005; Halpain y Dehmelt, 2006).

Finalmente, dada la importancia de la conversacién cruzada que exhibe el citoesqueleto
de actina y los microtibulos durante la elongacién axonal, existe interés por describir las
moléculas que pueden propiciar la interaccién de ambos. Por ejemplo, se ha descrito que la
proteina de unién a actina Drebrin mteracciona con EB3, una proteina de la familia +TIP,
durante 1a invasién de microtibulos dinamicos en el dominio P del cono de crecimiento, y que la
disrupcion de esta interaccién inhibe la neuritogénesis (Geraldo y col., 2008). Mas llamativa aun
es la capacidad de asociacién con microttbulos y F-actina, en una sola molécula, como es el
caso de MAP1B (Riederer, 2007).

MAPIB es la primera MAP que se expresa durante el desarrollo del sistema nervioso
(Tucker y Matus, 1988; Cheng y col., 1999). Se sintetiza como una poliproteina, que suffe un
procesamiento proteolitico, dando origen a la cadena pesada o HC (por heavy chain) y a la
cadena liviana o LC1 (por light chain 1) (Hammarback y col., 1991). La HC se asocia con LCI,
con la cadena liviana derivada de MAP1A (LC2), y con la cadena liviana LC3, que es expresada
independientemente de MAP1A y MAPIB (Halpain y Dehmelt, 2006). Tanto la HC como LC1
tienen dominios de unién a microtibulos y actina (Noble y col., 1989; Zauner y col., 1992;

Togel y col., 1998; Cueille y col., 2007). MAPIB estabiliza microtitbulos, pero a diferencta de
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MAP2 o taw, no induce la formacién de manojos ni elimina su inestabilidad dmémica
(Takernura y col., 1992; Vandecandelaere y col,, 1996). Con respecto a la asociacion con actina,
se desconoce si es dependiente o no, del estado de fosforilacion de MAP1B (Pedrottt y Islam,
1996; Cueille y col., 2007). '

El knock down de MAPI1B afecta la elongacién neuritica y axonal en lineas celulares y
neuronas en cultivo (Brugg y col,, 1993; DiTella y col, 1996), mientras que su degradacién
selectiva en un costado del cono de crecimiento, mediante microCALI (chromophore-assisted
laser inactivation), induce la retraccion del lamelipodio en dicha zona y el giro del axén en la
direccion opuesta (Mack y col.; 2000). Todos esos antecedentes indican que MAP1B favorece Ia
elongacién axonal, y en efecto, tanto el ratén knock out, como el hipomorfo para MAP1B
presentan un retardo en la elongacién axonal, entre otras alteraciones en el sistema nervioso
(Meixner y col., 2000; Gonzalez-Billault y col, 2001). El mecanismo propuesto para el rol
promotor de la elongacién axonal de MAP1B, consiste en que la proteina mantendria una
poblacién de microtfibulos estables en el eje del axén (Bouquet y col., 2004) y otra poblacion de
microtibulos que conservan su inestabilidad dinamica, en el cono de crecimiento (Goold y col,,
1999). También se ha descrito que MAP1B promueve la elongacién axonal, mediando la
activacion de Racl a través de la interaccion con su GEF Tiaml (Montenegro-Venegas y col,
2010; Henriquez y col., 2012), en una actividad que no depende del rol estabilizador de
microtiibulos de MAP1B. Tiaml no es el tmico interactor de MAPIB que posee funciones no
relacionadas con la estabilizacién de microtibulos, ya que también se han descrito otras
interacciones de MAPIB con GEFs, como PDZRhoGEF {Longhurst y col.,, 2006) y EPAC1
(Borland y col, 2006), o interacciones con proteinas adaptadoras involucradas en Ia
transduccion de sefiales, como ul-sintrofina (Fuhrmamn-Stroissnigg y col., 2012). El creciente
ntmmero de interactores de MAP1B sugiere que existen nuevas funciones para esta proteina, que

no se relacionan con su actividad clasica como MAP,
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En este contexto, nuestro laboratorio lievd a cabo un ensayo de doble hibrido, usando
LC1 como cebo, para encontrar nuevos interactores de MAP1B-LCl, que pudieran sugerir
nuevas funciones. De entre los posibles interactores que arrojé el experimento, elegimos estudiar
una proteina quinasa llamada p53-related protein kinase, o TP53 Regulating Kinase (abreviada
PRPK o TP53RK).

PRPK fue originalmente identificada en linfocitos T citotéxicos activados por IL-2,
como una quinasa que fosforila la serina 15 de p53 (Abe y col., 2001}, residuo que tambi¢én es
fosforilado por otras quinasas, como ATM (Banin y col., 1998; Canman y col., 1998), ATR
(Tibbetts y col., 1999), Chk1l y Chk2 (Shieh y col,, 2000), DNA-PK (Lees-Miller y col., 1992},
DYRKIA (Park y col., 2010), LKBI/NUAK1 (Zeng y Berger, 2006; Hou y col., 2011), AMPK
(Jones y col., 2005), ERK1/2 (Persons y col.,, 2000), p38 (Kim y col., 2002) y CDKS5 (Lee y col,,
2007).

En mamiferos, el inico sustrato de PRPK descrito hasta la fecha es p53, sin embargo, la
proteina homologa ‘de PRPK en levaduras, Hlamada Bud32 (Facchin y col,, 2003), es capaz de
fosforilar caseina, osteopontina y de autofosforilarse, en ensayos in vitro. (Stocchetto y col,,
1997), ademas de fosforilar a la glutarredoxina Grx4p in vive (Peggion y col, 2008). Cabe
sefialar que la actividad de PRPK/Bud32 esta filogenéticamente conservada, ya que la PRPK de
humano rescata parcialmente el fenotipo de reduccion en la tasa de crecimiento, de S. cerevisiae
nula para Bud32 (Abud32) y a su vez, Bud32 es capaz de fosforilar a p53 de humano, aun
cuando las levaduras carecen de un homélogo de p53 (Facchin y col., 2003).

Las alteraciones en el crecimiento de S. cerevisiae Abud32 (Stocchetto y col., 1997), son
reproducidas por larvas y adultos de D. melanogaster expresando un interferente contra PRPK
de Drosophila melanogaster (QPRPK), los cuales muestran un tamafio reducido del cuerpo y de

1os 6rganos, relacionando a PRPK con 1a transduccion de la via PIBK/mTOR (Ibar y col., 2013).
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La fosforilacién de PRPK sobre p53 requiere una fosforilacion previa sobre PRPK,
llevada a cabo por Akt/PKB en el residuo serina 250 de la secuencia de humano (Facchin y col,,
2007), en una forma similar a Ia fosforilacién de Bud32 por Sch9p, el homologo de Akt en
levadura, lo que aumenta la preferencia de sustrato de Bud32 hacia Grx4p, (Peggion y col,
2008).

La actividad quinasa de PRPK/Bud32 es importante para su funcién, pero se presume
que también puede actuar a través de oiros mecanismos, ya que mutantes con una actividad
catalitica reducidz o nuia (Facchin y col., 2002) son capaces de rescatar parcialmente el fenotipo
de Abud32 en levaduras (Lopreiato y col., 2004). Por lo tanto esta quinasa podria ejercer otras
funciones, posiblemente a través de sus interactores.

El anslisis del interactoma de PRPK, muestra que forma parte de un complejo altamente
conservado evolutivamente, llamado KEQPS/EKC (Kinase, Endopeptidase and Other Proteins
of small Size/Endopeptidase-like and Kinase associated to transcribed Chromatin), con
funciones descritas en la mantencion de la estructura de los telomeros (Downey y col., 2006}, la
regulacion de la transcripeién (Kisseleva-Romanova y col., 2006) y en la modificacion t°A de
los tRNA (Srinivasan y col., 2011). PRPK también interacciona con proteinas IMD (Inosine
Monophosphate Dehydrogenase) (Lopreiato y col., 2004) y con Rab35 (Abe y col., 2006).

En el contexto de la elongacién axonal, entre los interactores de PRPK descritos, Rab35
cobra especial relevancia, ya que controla una ruta rapida de reciclaje de endosomas (Kouranti 'y
col.,, 2006), la correcta terminacién de la citoquinesis (Dambournet y col., 2011; Chesnean y
col., 2012) y ademas regula el citoesqueleto de actina, a través de su efector fascin, una proteina
que induce manojos de filamentos de actina (Zhang y col, 2009). Rab35 también activa
indirectamente a la GTPasa Cdc42 (Chevallier y col., 2009), a través de un mecanismo aun no
descrito (Chua y col., 2010), y es capaz de inducir la elongacién neuritica en células PCI2

diferenciadas con NGF (Chevallier y col., 2009; Kanno y col,, 2010). De esta manera, Rab33




combina el control del trafico de endosomas de reciclaje con una regulacién sobre el
citoesqueleto de actina y la neuritogénesis.

Nuestra eleccién de estudiar el rol de PRPK en la elongacién axonal se basé en el rol no
transcripcional propuesto para p53, en la mantencién del cono de crecimiento: por un lado p53
acetilado en el residuo lisina 320 tendria un rol promotor de la elongacidn axonal, a través de su
funcién activadora de la transcripcién {Di Giovanni y col., 2006, Tedeschi y Di Giovanni, 2009),
pero también se ha descrito un rol independiente de la transcripcion, ya que p53 fosforilado en la
serina 15 se acumula en la parte distal del axdn, lo que evitaria el colapso del cono de
crecimiento axonal Esta seria una actividad independiente de la transcripcién, ya que su
inhibicién quimica por pifitrina-a o pifitrina-pt induciria el colapso del cono de crecimiento en
una escala temporal de minutos (Qin y col., 2009). Como MAP1B también interacciona con p53
e inhibe su actividad transcripcional (Lee y col, 2008), propusimos que un complejo
MAP1B/PRPK/p53 promovia la elongacién axonal. Dado que PRPK tiene una actividad
filogenéticamente conservada, en un trabajo previo (Villaroel-Campos 2011), utilizamos dPRPK
para sobreexpresar la quinasa desde un vector de expresién de mamiferos, en neuronas de rata en
cultivo y medir el aumento en el largo axonal, pero inesperadamente ocurrié el efecto contrario,
ya que dPRPK indujo una reduccion significativa de 1a longitud axonal.

En el presente trabajo, buscamos determinar si este cambio fenotipico se reproduce al
sobreexpresar PRPK de ratén en neuronas en cultivo, si el efecto es dependiente de la actividad
quinasa de PRPK sobre p53, o de algin tipo de interaccién molecular o epistatica con Rab35.

Com; s6lo se ha descrito un sustrato para PRPK en mamiferos, la hipdtesis original de
este trabajo era que “PRPK, a través del rol no transcripcional de pS3, actia como un
regulador negativo de la elongacién axonal”. .Sin embargo, los resultados obtenidos durante el

desarrollo de esta tesis, que se extendieron mas alla de la participacion de p53, nos hacen
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proponer una nueva hipétesis que vinculz la funcién de PRPK con la de Rab35. La nueva
hipétesis es: “PRPK regula negativamente a Rab35, reprimiendo su rol promotor de la
elongacién axonal”,

El objetivo general consiste en determinar si existe un retardo en la longitud axonal

inducida por la sobreexpresién de PRPK, v si este cambio fenotipico decursa a través de Rab35,

o de la actividad quinasa de PRPK sobre p53. Los objetivos especificos se detallan a

continuacion:

Objetivo especifico 1: Estudiar los cambios fenotipicos derivados de expresar las
diferentes formas de PRPK, p53 y Rab35, en neuronas hipocampales de embriones de rata

en culiivo.

Objetivo especifico 2: Dilucidar la existencia de una posible relacién epistatica de

PRPK y Rab35 en la elongacion del axén.




MATERIALES Y METODOS

Vectores de expresion

El plasmidio codificante para PRPK WT de raton fue adquirido desde Origene
(MC207760, en vector pPCMV6-Entry), los vectores que codifican para Rab35 WT, Rab35 Q67L
Rab35 S$22N (clonados en pmStr-C1) y pGEX-RBD35 fueron proporcionados por Mitsunori
Fukuda PhD, Universidad de Tohoku, Sendai, Japén. El constructo pRK5Smyc-Rab35 fue cedido
por John F. Presley PhD, Universidad de McGill, Quebee, Canada. La sonda FRET Raichu para
Cdc42 fue proporcionada por Alfredo Céceres PhD, Instituto de Investigacién Médica Mercedes
y Martin Ferreyra, Cérdoba, Argentina. El vector pEGFP-N1-Lifeact fue enviado por Roland
Wedlich-Soeldne PhD, Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, Alemania, y el
plasmidio pmKate2-C1, fue cedido por Dmitry Chudakov PhD, Evrogen JSC, Mosci, Rusia, Las
mutantes de PRPK S241D y PRPK D174N fueron generadas segin se describe a continuacion:
Como la mutacién S241D se ubica cerca del extremo C-terminal de la proteina, se amplifico por
PCR la secuencia de PRPK desde el vector pCMV6-Entry, con el partidor forward (Fwd) 5°-
AATTGGATCCATGGCTGGTGTGTCCTCGGAG-3’ y el partidor reverse {Rev) mutagénico
5-AATTAAGCTTCTACCCGACCATGTCC-3’, que incorporan sitios de restriccion para
BamHI y HindIl respectivamente, y un codén missmatch, que se muestra destacado, y se clono
en el plasmido pCMV-Tag? (Stratagene), que afiade un tag FLAG en el extremo N-terminal. La
mutante PRPK D174N se generd mediante el kit QuikChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies), acorde a las instrucciones del fabricante, utilizando los
patidores  Fwd  5-CACATCGTGCTCATCAACTITGGGCT-3 'y Rev 5-
GACAAAGCTCAGCCCAAAGTTGATCA-3’, que incorporan una base en missmatch
destacada, desde el plasmidio pPCMV6-Entry. Ademis, se cloné PRPK WT en el vector pCMV-

15
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Tag2, desde el vector pCMV6-Entry, amplificando la secuencia con el partidor Fwd 5°-
AATTGGATCCATGGCTGGTGTGTCCTCGGAG-3’ que introduce un sitio de restriccién para
BamHI, y el Rev, con una secuencia de restriccién para Hindlll, 5°-
AATTAAGCTTCTACCCGACCATGGACCGCTTTCG-3". Los vectores resultantes, pCMV-
Tag2-PRPK WT y pCMV6-Entry-PRPK D174N se utilizaron para amplificar Ias secuencias de
PRPK por PCR, usando los partidores Fwd 5-AATTGAATTCATGGCTGGTGIGTCCT-3°,
con un sitio de restriccién para EcoRL, y el Rev 5’-AATTGGATCCCTACCCGACCATGGAC-
3’, con un sitio para BamHI, ambos amplificados (PRPK WT y D174N) se clonaron en el vector
pmKate2-C, que genera una proteina de fusién con mKate2, una proteina fluorescente de
emision en el espectro rojo lejano (Sheherbo y col., 2009).

La secuencia de p53 WT de rata, se obtuvo desde cDNA de cerebro de Ratius
norvegicus, y se insertd en el vector pCMV-Tag2, usando los siguientes partidores: Fwd 5°-
CAAGGGATCCATGGAGGATTCACAGTCG-3’, con un sitio de restriccién para BamHI, y
Rev 5’-CAAGGAATTCGTCTGAGTCAGGCCCCAC-3", con una secuencia de corte para
EcoRI El vector pCMV-Tag2-p53 WT se uso para obtener las formas mutantes de p53, S15D y
S15A, mediante PCR con los partidores mutagénicos que se detallan: Fwdgisp 5°-
AAAGGATCCATGGAGGATTCACAGTCGGATATGAGCATCGAGCTCCCTCTGGATCA
GGAG-3’, con las bases en missmatch resaltadas en azul y, partidor Fwdgsa 5°-
AAAGGATCCATGGAGGATTCACAGTCGGATATGAGCATCGAGCTCCCTCTGGCTCA
GGAG-3’, ambos con secuencias de corte para BamHI, El partidor Rev, con secuencia de corte
por EcoRI: 5’-CGGGGAATTCGTCTGAGTCAGGCCCCACTTTCTTGATCATTGG-3", tanto
p53 S15D como p53 S15A se clonaron en el vector pCMV-Tag2. Los constructos generados
fueron secuenciados en Macrogen Inc, Corea del Sur y/o en el Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Chile. .os mapas de los vectores pCMV-Tag2 y pmKate2-C se muestran en el

anexo 1, y un resumen de los constructos generados en este trabajo, en la tabla 1.




c¢DNA Vector Tag Ubicacién del Tag

PRPK WT | pCMV-Tag2 FLAG N-terminal
PRPK D174N | pCMV6-Entry | Ninguno N-terminal
PRPK 8241D | pCMV-Tagl FLAG N-terminal
pS3 WT pCMV-Tag2 FLAG N-terminal
p53S15D | pCMV-Tag2 FLAG N-terminal
p53 S15A | pCMV-Tag2 FLAG N-terminal
PRPK WT pmKate2-C mKate2 N-terminal
PRPK D174N | pmKate2-C mKate2 N-terminal

Tabla 1. Resumen de los constructos generados durante el
transcurso de este trabajo. Se detalla el vector en que las
secuencias codificantes fueron clonadas, y la ubicacion del Tag,

Anticuerpos y reactivos

En este trabajo se ocuparon los siguientes anticuerpos: anti-p53 (1C12) hecho en raton y
anti-p-pS3 S15 en conejo (#2524 y #9284, Cell Signaling), anti-PRPK hecho en conejo
(ab37606, Abcam), anti-PRPK producido en conejo (SAB1300461, Sigma), anti-Rab35
producido en conejo (#9690, Cell Signaling), anti-BIlI-tubulina/Tujl hecho en raton (#G712A,
Promega), anti-Cdc42 producido en conejo (#07-1466, Millipore), anti-u-FLAG hecho en raton
(clon M2, #F18041, Sigma), anti-a-tubulina producido en raton (T6199, Sigma), anticuerpos
secundarios anti-lgG de raton o conejo, acoplados a peroxidasa de rabano (Jackson laboratories)
y anticuerpos secundarios conjugados con Alexa-488, Alexa-546, Alexa-633 y Alexa 647
(Invitrogen). También se utilizé Faloidina Acti-Stain 488 y 555 (Cytoskeleton), y Faloidina

conjugada con Alexa 546 (Invitrogen), ademas de la sonda Topro-3 642/661 (Invitrogen).

Cultivos celulares y transfeccion.
Las lineas celulares N1E-115 y COS-7 se crecieron en DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Gibco) suplementado con 5% suero fetal bovino (FBS) y 1%

penicilina/streptomicina/anfotericina, a 37 °C y 5% CO,. Los cultivos de neuronas hipocampales
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embrionarias de rata se llevaron a cabo como se ha descrito (Kaech y Banker, 2006). Se
sembraron 40.000 células sobre covers lavados con 4cido nitrico y tratados con poli-L-lisina
(Sigma), en placas de 24 pocillos. Tras su adhesion al sustrato, fueron transfectadas usande
Lipofectamina 2000 (Invitrogen), segin las instrucciones del fabricante. La sonda FRET para
Cde4? se transfectd tras 1 DIV y los constructos de p53 se transfectaron siguiendo el protocolo
de Qin y colaboradores (Qin y col,, 2009). Las cotransfecciones de plasmidios se hicieron

agregandolos en una relacion 1:4, lo que asegura ~ 98% de cotransfeceidn.

Inmunoblotting

Las células o €l tejido derivado de cerebro fueron lisados usando buffer RIPA con un
coctel de inhibidores de proteasas (Roche), 1 mM PMSF, 5 mM de NaF, 1 mM de Na;VOy y
20nM de caliculina. Las muestras fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS, cargando 40 g de proteinas para muestras estandar y 60 ug para detectar PRPK y
Rab35 enddgenas. Las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF, la que se
bloguearon con. TBS-Tween 0,05%, BSA 5% e incubadas con los anticuerpos primarios y
secundarios apropiados, comsecutivamente. Las proteinas fueron detectadas con un sistema

quimioluminicente (ECL pico o femto, Thermo Scientific) usando films auto-radiograficos.

Inmunocitoquimic'a

Las lineas celulares o neuronas en cultivo fueron fijadas con 4%
paraformaldehido/sacarosa en PBS por 30 min a 37 °C y permeabilizadas con PBS-Triton X-100
0,1% por 5 min. Los covers se bloguearon con PBS BSA 5% previo a la incubacion con los
anticuerpos primarios, que se visualizan mediante anticuerpos secundarios conjugados con

fluordforos descritos previamente. Los covers fieron montados en FluorSave (Calbiochem) y las




imagenes fueron adquiridas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta, con

objetivos/NLA. 40x/1.3 y 63x/1.4. La longitud axonal se midi6 usando el programa 1.SM Image

Browser,

Experimentos de live cell imaging

Células N1E-115 fueron transfectadas para inducir la expresion de EGFP-Lifeact, un
péptido fluorescente que se une a F-actina y permite su visualizacién in vive (Riedl y col., 2008).
Adicionalmente se cotransfectdé mKate2-PRPK WT, mKate2-PRPK D174N, o mStrawberry-
Rab35 WT, y tras un dia de expresion se llevaron a cabo experimentos de Time-lapse para
analizar niimero de filopodios por céhula, segim lIos criterios de Lim y colaboradores (Lim y col.,
2008). Se realizaron 20 time-lapse por condicién, compuestos de 20 cuadros adquiridos cada 30
segundos, en el canal de excitacién de 488 nm (EGFP-Lifeact), y en cada uno de ellos se conté
el namero de filopodios exhibidos por Ia célula en cada cuadro. Se promedié el nimero de
filopodios/cuadro/célula, como un valor representativo del time-lapse, y finalmente se

promediaron estos valores para las 20 células de cada condicion.

Expresion del biosensor FRET de Cdc42

Neuronas en cultivo de 1 DIV fueron transfectadas con el biosensor FRET Raichu de
Cded2, o cofransfectadas con el vector pCMV-Tag2-PRPK WT, luego de 18 hrs de expresidn,
las neuronas fueron fijadas y se montaron para su analisis. La adquisicién de imagenes se realizd
siguiendo el protocolo de Pertz y colaboradores (Pertz y col., 2006). Brevemente, la excitacién
de la muestra se realiz6 con el canal de 458 nm para CFP ¢ YIP (canal de FRET) y de 633 nm
para FLAG-PRPK WT. Para detectar la emisién de 1a sonda, se usaron los filtros: CFP 500/25y
canal FRET 565/35. El procesamiento de imAgenes se llevo a cabo usando el programa Fiji-

ImageJ: se sustrajo el background, se aplico un filtro de mediana de radio 1,2 y se alinearon los
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canales con el plugin StackReg, luego se generd una méscara binaria usando la sefial de YEP. El
mapa de FRET se obtuvo dividiendo el canal FRET por el canal CFP, realizando un segundo
filtro de mediana de radio 0,6 y realizando el cuociente entre FRET/CFP y la méscara binaria.
Las imégenes se muesiran usando una LUT semejante a la de 16 colores con escala térmica del

programa Metamorph, pero adaptada a Imagel.

Porificacion de proteinas de fusién y ensayes de Pull down

Los vectores pGEX-PAK, que codifica para el dominio de unién de Racl y Cdc42 a
p2l-gctivated Kinase I protein (PAK1), fusionado a GST (glutatibn S-transferasa) y pGEX-
RBD35, que codifica para el dominio minimo de unidén de Rab35 a Rusc2, fusionado a GST
(Fukuda y col., 2011), fueron transformados en bacterias E.coli de la cepa BL21, y la expresidn
de las proteinas fue inducida con 2 mM y 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido)
respectivamente, en agitacién durante 2 hrs a 37 °C. Las células fueron lisadas en buffer de
solubilizacion (50 mM de Tris-pH 8, 150 mM NaCl, 25mM NaF, 1 mM EDTA y 1% Triton X-
100), y las proteinas purificadas por afinidad, usando glutatién sefarosa 4B (GE Healthcare). Los
ensayos de Pull down se realizaron dos dias después de transfectar pCMV-Tag2-PRPK WT o
pCMV6-Entry-PRPK D174N, lisando las células con buifer fishing (10% glicerol, 1% Tritén X-
100, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 25 mM NaF y un céctel de
inhibidores de proteasas) e incubando los extractos (1200-1500 pg) con las proteinas de firsion
purificadas, durante 1:10 hrs a 4°C, en buffer fishing, lavados 3 veces con buffer de lavado (25
mM Tris-HCE pH 7,5, 30 mM MgCl, y 40 mM NaCl) y denaturados para su analisis por

Inmunoblot
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Anilisis estadistico

Los valores representados en los graficos corresponden a promedios # error estandar. La
comparacién de los promedios se llevé a cabo mediante t-test (distribucién de dos colas, no
pareado), 0 ANOVA de una via con ¢l post-test de Dunnett para comparar contra el control, y el
de Bonferroni o el post-test de Newman-Keuls para comparar entre condiciones, usando el
programa GraphPad Prism 5. * denota p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. El test estadistico

utilizado en cada caso se menciona en la descripcién de Ia figura.




RESULTADOS

Expresion de los constructos de PRPK y p53 en lineas celulares.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de PRPK sobre la elongacion axonal,
utilizamos los constructos que codifican para PRPK WT, para la mutante kinase dead (KD)
PRPK D174N, que posee una mutacion en el aminoécido que posiciona el fosfato-y del ATP en
el loop de activaciéon (Facchin y col, 2002) y que fiue empleada en el trabajo en que
originalmente se deseribié PRPK (Abe y col., 2001), y la construccién que codifica para la
forma fosfo-mimética de la activacién de PRPK por Akt, PRPK S241D, mutacién que aumenta
los niveles de p-p53 fosforilado por PRPK (Facchin y col,, 2007), una relacion funcional que
también esta presente en los homélogos de ambas quinasas en levadura, donde la fosforilacién
de Bud32 por Sch9p modifica la preferencia de Bud32 por su sustrato Grx4p sin aumentar su
actividad quinasa (Peggion y col., 2008). Estos constructos fueron transfectados en células de la
linea COS-7, para verificar su expresion. En la figura anexa 2 se muestra la expresion de las tres
construcciones detectadas por el anticuerpo anti-PRPK, y también por anti-FLAG para el caso de
PRPK WT y PRPK S241D, pues estas Gltimas presentan ese epitopo en el extremo N-terminal.
Se puede apreciar que las proteinas expresadas desde el plasmidio pCMV-Tag2 presentan una
movilidad electroforética reducida con respecto a la de PRPK D174N y a la marca de PRPK
endédgena. Este efecto ya habia sido observado por otros autores al expresar Bud32-Hiss desde
E.coli, lo que produce la aparicién de la proteina en tomno a los 31 kDa (Stocchetto y col.,, 1997).
Sin embargo, este cambio en la movilidad electroforética es compartido por los constructos de
p53 expresados desde el mismo vector, por lo que parece ser una caracteristica inherente al
plasmidio. La cuantificacion de los niveles de p-p53/p53 presentada en el anexo 2, muestra que
PRPK WT aumenta los niveles de p53 fosforilado casi al doble, mientras que PRPK. D174N no

22




23

produce un aumento, pero tampoco una disminucién. Esto se puede explicar por el niimero
elevado de quinasas que presentan una actividad redundante sobre la serina 15 de p53, enfre las
que se encuentran ATM (Banin y col,, 1998, Canman y col., 1998), ATR (Tibbetts y col, 1999),
Chkl y Chk2 (Shieh y col.,, 2000), DNA-PK (Lees-Miller y col.,, 1992), DYRK!A (Park y col,
2010), LKB1/NUAK1 (Zeng y Berger, 2006; Hou y col., 2011), AMPK (Jones y col., 2005),
ERK1/2 (Persons vy col., 2000), p38 (Kim y col.,, 2002) y CDK5 (Lee y col., 2007), las que
estabilizan a p53 mediante esta fosforilacién (Brooks y Gu, 2003). También puede explicarse
por el hecho que PRPK D174N presenta una actividad guinasa reducida o nula, pero no se
comporia como una quinasa dominante negativa, con respecto a la fosforilacién sobre p53.
Problemas para detectar disminuciones en los niveles de fosforilacién de la serina 15 de p53
derivados de interferir con la actividad de PRPK ya habian sido reportados, por ejemplo la
proteina CGI-121, que integra el complejo KEOPS/EKC, reduce significativamente la
interaccion entre PRPK y p53 (Miyoshi y col., 2003), sin embargo, la sobreexpresién de CGI-
121 en células U2-08S, no induce una reduccién de la fosforilacion de p53 en 1a serina 15. En
nuestros experimentos, PRPX S241D no se comporta como una quinasa con mayor actividad
sobre su sustrato, y si bien aumenta los niveles de fosforilacién en la serina 15 de p353, no
muestra una actividad superior a PRPK WT, por lo que en los experimetos de transfeccion en
neuronas solo se compararon los efectos de PRPK WT y PRPK D174N,

La expresidn de los constructos de p53 generados también fue corroborada y se presenta

en el anexo 2.

Expresion de PRPK WT y PRPK DN en neuronas en cultivo
Para evaluar el efecto de PRPK sobre la elongacién axonal, los constructos pCMV-
Tag2-PRPK WT y pCMV6-Entry-PRPK D174N fueron cotransfectados con pCAG-GEP en

neuronas hipocampales embrionarias de rata en cultivo. Experimentos anteriores realizados en
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nuestro laboratorio demostraron que la sobreexpresion de dPRPK en este modelo induce una
reduceion en la longitud axonal de aproximadamente un 50% con respecto a neuronas controles,
1o que se muestra en la figura Anexa 4. En la figura 1 se presentan imégenes representativas de
las diferentes condiciones experimentales, donde se puede observar que las meuronas que
sobreexpresan PRPK WT a los 3 DIV, completan el proceso de determinacion del axdn, es decir,
no permanecen arrestadas en estadio 2, pero exhiben una disminucién en la longitud axonal de
aproximadamente un 50%, con respecto a las neuronas controles, lo que recapitula el fenotipo
generado por dPRPK, Esta reduccion del largo axonal mducida por PRPK es dependiente de su
actividad quinasa, ya que las neuronas que sobreexpresan PRPK D174N no presentan axones
mas cortos, e incluso existe un leve incremento en su longitud, sugiriendo que la actividad
quinasa de PRPK serfa importante en la inhibicién del crecimiento axonal. Sin embargo la
sobreexpresion de las mutantes p53 S15D y p53 S15A no modifican la longitud axonal de
neuronas en cultivo, como se muestra en el anexo 3, lo que sugiere que el efecto inhibitorio de

PRPK sobre la elongacién axonal decursa a través de un mecanismo independiente de p53.

PRPK WT fenocopia la pérdida de funcién de Rab35 sobre la citoquinesis.

Luego de determinar que la actividad quinasa de PRPK es necesaria para la reduccion
del crecimiento axonal asociado a su sobreexpresion, pero que el efecto no depende de su
sustrato p33, quisimos averiguar si existe una relacién funcional entre PRPK y su interactor
Rab35, que pudiera explicar los cambios fenotipicos descritos sobre la elongacion axonal.

Como primera aproximacion, células de la linea N1E-115 no diferenciadas fueron
transfectadas con el vector pCMV-Tag2-PRPK WT y analizadas por mmunocitoquimica, para

describir 1a aparicién de alteraciones morfolégicas. Los reportes presentes en la literatura indican
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Figura 1. La reduccién de la longitud axonal inducida por PRPK depende de su actividad quinasa.
(A—C) Neurona cotransfectada con DsRed y GFP como control, (D-F) neurona transfectada con PRPK
WT, (G-I) neurona transfectada con PRPK D174N. En A se presenta la sefial de DsRed, en Dy G la
marca de faloidina (para visualizar F-actina), en B, Ey H la sefial de GFP como marcador de volumen y
en C, F e | la marca de Tujl, como marcador de linaje neuronal. En J se muestra la cuantificacion de la
longitud axonal para cada caso, n = 50 neuronas por condicién, de 3 cultivos independientes. Barra de
tamafio = 50 pum. **p<0,01; ***p<0,001; Anova de una via, post-test de Dunnett.
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que la distribucion subcelular de PRPK. enddgena es citoplasmatica, pero que la sobreexpresién

de la proteina induce su acumulacion nuclear, ya que posee una sefial de localizacion bipartita
nitcleo/citoplasma (Abe y col., 2001; Abe y col., 2006). En nuestro modelo experimental, vemos
que la localizacion subcelular de PRPK en células que sobreexpresan esta quinasa, no es
unicamente nuclear, sino que existe una diversidad de posibles localizaciones. Como se muestra
en la figura 2, algunas células presentan la marca de FLAG en el citoplasma, sin una clara
acumulacién nuclear (2 A-B), otras exclusivamente en el nicleo (2 C-D) y un tercer grupo
exhibe la marca de PRPK tanto en el citoplasma como en el nicleo (2 E-F), siendo esta
distribucién mixta, la encontrada con mayor frecuencia en nuestros cultivos. Como una parte de
las moléculas de PRPK se acumulan en el nicleo, se realizd una tincién con Topro como
marcaje nuclear, verificando que la sobreexpresion de PRPK WT induce un aumento del
porcentaje de células binucleadas, lo que puede ser indicativo de un defecto durante la
progresion de la citoquinésis. Para indagar més en este fenotipo, se compard la frecuencia de
aparicion de células binucleadas en células expresando GFP como control, PRPK WT y Rab35
S22N, la forma dominante negativa de Rab35, cuya sobreexpresion induce alteraciones en el
altimo paso de la citoquinesis, aumentando el tiempo necesario para que las células completen
este proceso, y provocando que un subconjunto de ellas sea incapaz de dividirse, lo que genera
células binucleadas (Kouranti y col, 2006). En la figura 2G se muestra una célula
sobreexpresando PRPK WT y en la figura 2H, una célula sobreexpresando Rab35 S22N, ambas
con dos nficleos. Respecto a la frecuencia de aparicién de células binucleadas, para las que
expresan GFP fue 1/56 (1,8%), para las que expresan PRPK WT fue 22/65 (33,9%) y entre las
que expresan Rab35 $22N se hallaron 27/71 (38%). Este resultado sugiere que la sobreexpresion

de PRPK WT fenocopia la pérdida de funcion de Rab35 sobre la citoquinesis.
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Figura 2. PRPK WT fenocopia la aparicién de células binucleadas generadas por Rab35 S22N. (A-
F) Células de la linea NI1E-115 no diferenciadas expresando PRPK WT. en A, C y E se muestran las
marcas de faloidina en rojo y Topro (marcador nuclear) en blanco. En B, D y F se muestra la marca de
FLAG-PRPK WT. (G) Célula binucleada que expresa PRPK WT (verde), en que se pseudocoloreo
faloidina en rojo Topro en blanco. (H) Célula binucleada que expresa Strawberry-Rab35 S22N (rojo), en
que se marc6 faloidina en verde y Topro en blanco. En I se presenta una tabla resumen de la frecuencia de
aparicion de células binucleadas para cada tratamiento, desde tres preparaciones independientes de células

no diferenciadas. Barra de tamarfio = 20 pm.




PRPK WT regula la aparicion de filopodios en células N1E-115.

La alteracion en la progresion de la citoquinesis descrita para Rab35 822N y reproducida
por PRPK WT nos da un indicio sobre la relacién funcional de ambas proteinas, sugiriendo que
al menos en ese modelo, la sobreexpresion de la quinasa induciria un efecto similar a la pérdida
de funcién de Rab35. Nuestro analisis de la relacién funcional entre PRPK y Rab35 continué
con estudios dirigidos a averiguar si la sobreexpresién de PRPK es capaz de reproducir ofros
efectos vinculados o dependientes de Rab35. Dado que existen reportes indicando que Rab35
induce formacién de filopodios y neuritogénesis (Chevallier y col., 2009), quisimos comprobar
si PRPK también es capaz de regular la aparicion filopodios. Para ello transfectamos células
N1E-115 con un plasmidio que induce la expresién de EGFP-Lifeact, un péptido fluorescente
que permite la visualizacién in vivo de la dindmica del citoesqueleto de actina sin interferir con
su polimerizacién (Riedl y col., 2008), y ademas hace posible distinguir entre filopodios y otras
estructuras basadas en actina, como fibras retréactiles o protrusiones similares a neuritas (Lim y
col., 2008; Mattila y Lappalainen, 2008). Junto a la sobreexpresion de EGFP-Lifeact, también se
sobreexpresé mKateZ-PRPK WT, mKate2-PRPK. D174N, Strawberry (St)-Rab35 WT y una
triple cotransfeccién de EGFP-Lifeact, mKate2-PRPK WT y St-Rab35 WT. La figura 3A
muestra una célula control que expresa EGFP-Lifeact, en 3 diferentes momentos del time-lapse,
que también se puede ver en el video suplementario 1. La estructura mas gruesa, con un flujo
retrogrado de actina y que se marca con un asterisco en 3A, no se considera un filopodio sino
que una estructura similar a fibras retrictiles. Protrusiones estiticas tampoco se consideraron
filopodios, porque se asemejan mas a neuritas (Lim y col., 2008). En promedio, las células
controles mostraron cerca de 15 filopodios por célula, mientras que las que sobreexpresan PRPK
WT (3B, video suplementario 2) presentaron significativamente menos, con un promedio
cercano a 3, siendo frecuente encontrar células carentes de filopodios, como la de la figura 3B.

PRPK DI174N (figura 3C y video suplementario 3) por el contrario, induce un aumento en el




nimero de filopodios por célula, a cerca del doble de los encontrados en las controles, un

incremento que también se observa al sobreexpresar Rab35 WT (figura 3D y video
suplementario 4). Por 1iltimo, en células triple transfectadas Rab35 WT es capaz de rescatar el
fenotipo de disminucién del nimero de filopodios por célula, inducido por PRPK WT (figura 3E
y video suplementario 5), lo que sugiere una relacién epistatica entre Rab35 y PRPK WT. De
todos los grupos experimentales, el mayor incremento lo generéd Rab35WT, sin embargo, éste no
difiere significativamente del namero de filopodios por célula generados por PRPK D174N o
encontrados en las células triple transfectadas. Con respecto al tiempo de vida medio promedio
de los filopodios en cada condicidn, éste no fue medido porque la sobreexpresion por tiempos
prolongados, de elementos que inducen la formacién de filopodios o que regulan la dindmica de

formacién de manogjos de actina, alteran este parametro.

PRPK regula la actividad de Cded42

Nuestros andlisis en células N1E-115 muestran que la sobreexpresién de PRPK WT
fenocopia la pérdida de funcién de Rab35 sobre la citoquinésis y también que PRPK D174N
genera un efecto similar a la expresién de Rab35 sobre la aparicion de filopodios. Como la
regulacién de la dindmica de los filopodios es dependiente de la activacién de la GTPasa
monomérica pequefia Cdc42, quisimos investigar si PRPK es capaz de modular la actividad de
dicha GTPasa. Para ello transfectamos los constructos pCMV-Tag2-PRPK WT y pCMV6-
Entry-PRPK D174N en células de ia linea COS-7, y con los extractos de proteinas de las células
transfectadas se llevaron a cabo ensayos de pull down de actividad para Cde42, como se ilusira
en 1a figura 4A. PRPK WT reduce la cantidad de Cdo42-GTP/Cdc42 total en cerca de un 30%,
es decir, disminuye significativamente la actividad de esta GTPasa mientras que PRPK D174N

aumenta la actividad de Cde4?2 en aproximadamente un 50% (figura 4A-B).
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Figura 3. Rab35 WT rescata el fenotipo de reduccién en el niimero de filopodios promedio por
célula, inducido por PRPK WT. En A se presentan tres cuadros de un fime-lapse en que se analiza uyna
célula de fa linea NIE-115 expresando EGFP-Lifeact, el tiempo del que se extrajeron los cuadros se indica
en la parte superior de las imagenes. * indica una protrusién de actina que no se considera filopodio. En B,
Cy D se presentan células expresando PRPK WT, D174N y Rab35 WT respectivamente, el primer cuadro
muestra la sefial de mKate2 o Strawberry (los tag de proteinas fluorescentes de los constructos) v 3
cuadros de cada time-lgpse. En E se observa una célula cotransfectada con Rab35 WT (en rojo) y PRPK
WT (en blanco), asf como 3 cuadros del time-lapse comespondiente. Por {iltimo, en F se muestra la
cuantificacién del nimero de filopodios promedio por célula parz cada condicién. Barra de tamafio = 15
Hm, n =20 células para cada condicién, excepto Rab35 WT, en que n = 18 células, ¥*#¥p<0.001. Anova de
una via, posi-test de Dunnett,

Para verificar si este resultado es reproducible en neuronas, cotransfectamos el biosensor
FRET Raichu para Cdc42 junto a pCMV-Tag2-PRPK WT en neuronas de [ DIV, las que fueron
fijadas tras 18 hrs de expresién. La intensidad de fluorescencia del mapa de FRET se midio en el
ultimo fercio del axén (axén distal), donde deberia haber un mayor actividad de Cdc42 que en el
soma o quie en el axén proximal en nevronas de 2 DIV, y también se midié en el tercio proximal
del axén, tanto de neuronas controles que expresan sélo el biosensor, como de neuronas que
coexpresan PRPK WT y el biosensor. Se presenta un mapa de FRET en la figura 4C, donde se
observa que existe una disminucién general de la actividad de Cde4?2 en neuronas que expresan
PRPK WT, con respecto a las controles, tanto en el compartimento axonal como en el
somatodendritico. Ambos grupos experimentales exhiben mayor eficiencia de FRET en la parte
distal del axén con respecto a la parte proximal o al compartimento somatodendritico, dentro de
una misma neurona, descartando problemas en el transporte de Cdc42 o sus activadores hacia el
cono de crecimiento, sin embargo, las células que expresan PRPK WT presentan alrededor de un
22% menos de intensidad de sefial en el extremo axonal (cuantificacién en figura 6E). En
conjunto estos resultados indican que Ia sobreexpresién de PRPK reduce la actividad de Cded2,

1o que se evidencia por ensayos de pull down de actividad, expresién de la sonda FRET y por el

correlato funcional sobre la formacién de filopodios.
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Figura 4. PRPK reduce la actividad de Cdc42 en lineas celulares y neuronas en cultivo. En A se
presenta una imagen del pull down de Cdc42 desde células COS-7 transfectadas con PRPK WT'y D174N,
indicando a la izquierda de cada panel, a que corresponde cada inmunoblot. La cuantificacion de los pull
downs se presenta en B, n =3 *p<0.05, **p<0.01. Anova de una via, post-test de Dunnett. En C se muestra
una composicion de los mapas de FRET de 2 neuronas, una control expresando sélo el biosensor de
Cdc42, y otra que coexpresa el biosensor y PRPK WT. En D se muestra la marca anti-FLAG de la
neurona expresando PRPK WT del panel C. Finalmente en E se presenta la cuantificacion de las
intensidades de fluorescencia desde los mapas de FRET, n = 15 neuronas por condicion, cuyas imagenes
fueron adquiridas desde 3 cultivos independientes, ***p<0.001, *p<0.05. Anova de una via, post-test
Newman-Keuls. Barra de tamafio en C y D = 40 um.



Rab35 promueve Ia elongacién del axén de neuronas em cultivo, y rescata el

fenotipo inducido por PRPK sobre la elongacion axonal.

En el siguiente set de experimentos decidimos estudiar el efecto de la relacion funcional
entre PRPK y Rab35 sobre la elongacién del axén. Como antecedente, en la literatura se ha
descrito que Rab35 induce la aparicién de neuritas en lineas celulares de origen neuronal
(Chevallier y col., 2009; Kobayashi y Fukuda, 2012). Para esclarecer este punto, expresamos
Rab35 WT, Rab35 Q67L (constitutivamente activo) y Rab35 S22N (dominante negativo), ast
como colransfecciones de las diferentes variantes de Rab35, con PRPK WT, en neuronas
hipocampales embrionarias de rata en cultivo, y medimos la elongacién axonal de cada grupo
experimental, a los 3 DIV. La figura 5 muestra imAgenes representativas de neuronas expresando
GFP como confrol, y las sobreexpresiones ya mencionadas. Acorde a lo esperado, las neuronas
que expresan Rab35 WT exhiben un aumento de su longitud axonal en cerca de un 70%, al igual
que las neuronas expresando Rab35 Q67L. Rab35 S22N induce una reduccion de la longitud
axonal en cerca de un 50%, lo que es similar al fenotipo generado por PRPK WT.

Para evaluar si Rab35 es ¢apaz de rescatar el fenotipo de reduccién de la longitud axonal
que se genera al sobreexpresar PRPK WT, se realizaron los experimentos de cotransfeccion que
se muestran en la figura 5. Rab35 WT y Q67L logran rescatar el fenotipo, generando axones que
son significativamente mas largos que aquellos de las neuronas controles, similar al efecto
obtenido al sobreexpresar las versiones de las GTPasas individualmente. La cotransfeccion de
PRPK WT con Rab35 S22N induce una reduccién de la longitud axonal equivalente a la
expresion de ambas por separado, es decir, la pérdida de funcion de Rab35 no rescata el

fenotipo, pero tampoco lo vuelve mas severo.
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Figura 5. Rab35 promueve la elongacién axonal, y rescata el fenotipo de axones mas cortos inducido
por PRPK, en neuronas en cultivo. En el panel se presentan 7 neuronas representativas de cada grupo
experimental: sobreexpresion de GFP (control), Rab35 WT, Rab35 Q67L (constitutivamente activo),
Rab35 S22N (dominante negativo), ademas de las cotransfecciones de PRPK WT con los diferentes
constructos de Rab35. Barras de tamafio = 50 um, n = 50 neuronas por condicién para las transfecciones
de constructos tinicos, excepto PRPK WT, y n = 30 neuronas para las cotransfecciones y la expresion de
PRPK WT, de 8 cultivos independientes, Anova de una via, post-test de Dunnett. Cada letra indica una
diferencia estadistica de ***p<0.001 con letras diferentes y ausencia de diferencia con respecto a
columnas con la misma letra.

Efecto de la sobreexpresion de PRPK y Rab35 sobre la elongacién axonal de
neuronas hipomorfas (hip) para MAP1B.

Como PRPK interacciona con la cadena liviana (LC1) de MAPIB, una proteina
implicada en la elongacién axonal (Gonzalez-Billault y col., 2001), quisimos evaluar la posible
relacion funcional de ambas proteinas. Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que
la pérdida de funcién de MAPIB va acompafiada de una disminucion de la actividad de Cdc42,
lo que coincide con los resultados reportados hasta ahora en este trabajo para los efectos de la
sobreexpresion de PRPK.

Neuronas hipocampales de embriones de ratones hipomorfos y WT para MAP1B fueron

transfectadas al momento de ser sembradas, y su longitud axonal fue medida a los 2 DIV, ya que
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en ese momento de la progresion del cultivo se observa una mayor diferencia entre la elongacion
axonal de ambos genotipos (Gonzalez-Billault y col., 2001). En la figura 6A se presenta una
neurona WT para MAP1B expresando GFP, y en 6B una neurona hipomorfa para MAP1B
expresando GFP, Tal como se describe en la literatura, la pérdida de funcién de MAP1B provoca
un retardo en el crecimiento axonal, lo que se manifiesta en una reduccion del largo axonal de
aproximadamente un 50% (cuantificacién en 6F). A diferencia de lo que sucede en neuronas
WT, la expresion de PRPK. WT en neuronas hipomorfas para MAP1B no modifica el largo
axonal con respecto al grupo hipomorfo control, las neuronas logran ingresar al estadio 3, pero
sus axones son en promedio un 50% mas cortos que los controles WT (figura 6C). Un resultado
que difiere de lo observado en la figura 1, es 1a magnitud del aumento de la longitud axonal
inducida por PRPK D174N. En neurcnas hipocampales de rata a 3 DIV el aumento, aunque
significativo, es modesto (cerca de un 10%), pero en neuronas hipomorfas para MAP1B, PRPK
D174N incrementa el largo axonal en mas del doble de la Jongitud de neuronas hipomorfas
controles (figura 6D), al igual que Rab35 WT (figura 6E). Esto sugiere que la ausencia de
MAPIB permite que PRPK D174N sea mas eficiente en promover el crecimiento axonal
Ademsés se demostré que PRPK D174N y Rab35 WT rescatan el fenotipo de reduccién del
crecimiento axonal de las neuronas hipomorfas para MAP1B, mienfras que PRPK WT no
modifica ni vuelve més severo el fenotipo.

Estos resultados sugieren que MAP1B podria tener un papel regulatorio sobre la
actividad de PRPK, v que en ausencia de MAPIB la pérdida de dicha regulacion impacta

negativamente sobre la elongacioén axonal.
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Figura 6. PRPK DN y Rab35 WT revierten el fenotipo asociado a la pérdida de funcion de MAP1B.
En A se muestra una neurona WT expresando s6lo GFP, en el resto de los paneles se muestran neuronas
hipomorfas para MAP1B expresando GFP (B), PRPK WT y GFP (C), PRPK D174N y GFP (D) y Rab35
WT (E), en cada panel se presenta ademas la marca de Tujl en blanco. La cuantificacion del largo axonal
para cada condicién se muestra en F, n = 30 neuronas, de 7 cultivos independientes, ***p<0.001. Anova

de una via, post-test de Dunnett barra de tamafio = 40 pm.

Efecto de la sobreexpresion de PRPK sobre la funcion de Rab35

Las evidencias presentadas indican que la sobreexpresion de PRPK fenocopia la pérdida
de funcién de Rab35, y dado que esta tltima rescata los fenotipos inducidos por PRPK, podria
localizarse rio abajo a la quinasa, posiblemente siendo regulada por ella. Por lo tanto cabe la

pregunta: ;Cuél seria la naturaleza de la regulacion de PRPK sobre Rab35? Para contestarla se
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expresé PRPK en células COS-7 y se analizaron los cambios en la masa de Rab35. Como se
aprecia en la figura 7A, la sobreexpresion de PRPK WT induce una reduccion de la masa de
Rab35 en aproximadamente un 70%, mientras que PRPK D174N aumenta la expresion de
Rab35 en casi un 50%, sugiriendo que existe una regulacion de la cantidad de Rab35 mediada
por PRPK de forma dependiente de su actividad quinasa. Esta disminucién en la masa de Rab35
se reproduce en cerebros de ratones hipomorfos para MAP1B, presentando una reduccion de

cerca de un 40%, con respecto a cerebros de animales WT, como se aprecia en la figura 7C.
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Figura 7. Disminucién de la masa de Rab35 inducida por PRPK WT y por la pérdida de funcién de
MAPIB. En A se muestra un inmunoblot de extractos de células COS-7 transfectadas con PRPK WT y
D174N, revelado contra Rab35, PRPK y o-tubulina como control de carga. La cuantificacion de los
western blots se muestra en el panel B, n = 3. La determinacién de la masa de Rab35 en cerebros de
animales WT e hipomorfos para MAP1B se presenta en C, y la cuantificacion del western blot se muestra
en el panel D, n = 3 cerebros por condicion, de animales de cultivos independientes, *p<0,05. Anova de
una via, post-test de Dunnett.
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En su conjunto los resultados expuestos en este trabajo muestran que la quinasa PRPK
actia como una factor negativo de la regulacién de Ia elongacion axonal, cuya sobreexpresion
reduce la masa de Rab35 y acorde a ese mecanismo, afecta procesos inducidos por la GTPasa,
como la formacion de filopodios y Ja activacion de Cdc42. Adicionalmente, tanto PRPK D174N
como Rab35 WT son capaces de recuperar el fenotipo de retardo en Ia elongacion axonal,

exhibido por las neuronas hipomorfas para MAP1B.




DISCUSION

PRPK es una quinasa de proteinas atipica, filogenéticamente conservada, que en
mamiferos fosforila al factor de transcripcién p53 en la serina 15, estabilizindolo (Abe y col,,
2001). Ademas forma parte de un complejo multiprotéico conocido como KEOPS/EKC, del que
se han descrito roles en la mantencién de los telémeros (Downey y col,, 2006), regulacion de la
transcripeién (Kisseleva-Romanova y col., 2006) y funciones relacionadas con una modificacion
de los tRNAs (t°A) importante pata el reconocimiento de los codones que empiezan con adenina
(Srinivasan y col.,, 2011). Nuestro Iaboratorio describio una nueva funcion para PRPK en la
elongacién axonal, sindicando a dPRPK como un factor que inhibe el crecimiento del axén
(anexo 4, resultados no publicados). Sin embargo, se desconocia si este nuevo rol era compartido
por PRPK de ratén, y tampoco existia informacién sobre la via de seiializacién involucrada en el
fenotipo inducido por esta quinasa. En este trabajo reportamos que el rol de PRPK sobre la
elongacién axonal esta filogenéticamente conservado, depende de su actividad quinasa, pero no
de la fosforilacion de p53 en la serina 15, e induce una disminucién de los niveles de expresion

de Rab35,

A diferencia de lo observado por Abe y colaboradores (Abe y col., 2001), en nuestros
experimentos la expresion de PRPK D174N no redujo los niveles de p-p53/p53, pero si se
comportd como una forma dominante negativa con respecto al efecto sobre la elongacion axonal,
sobre Ia regulacion de 1z dinAmica de los filopedios, de los niveles de Cdce42 activa y del control
de los niveles de expresion de Rab35 indicando que aparte de ser una mutante kinase dead, se
comporta como una dominante negativa sobre ciertos procesos. Este resultado sugiere que p53
1o es un buen sustrato para medir la actividad de PRPK in vivo, posiblemente por la redundancia
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funcional de otras quinasas que fosforilan el mismo sitio, y que emmascaran. el aporte de PRPK

al fosfo-estado del residuo. Seria interesante probar el efecto de otras mutantes de PRPK que
presentan una actividad quinasa reducida o nula, sobre los niveles de p53 fosforilado en la serina
15, y sobre los cambios en la masa de Rab35, efectos que parecen depender de distintos sustratos
de PRPK, para esclarecer definitivamente estas discrepancias experimentales. Por ejemplo, se
podria expresar la mutante G25V de Bud32 (G33V en la secuencia de raton de PRPK), cuya
modificacién reemplaza el aminoécido que provee espacio para el fosfato-B del ATP y reduce la
actividad de la quinasa, medida por ensayos de fosforilacion irn vitro, casi en un 100% (Facchiny

col,, 2002),

No obstante, nuestros resultados muestran que la actividad de PRPK sobre la elongacion
axonal est4 filogenéticamente conservada, lo que sugiere que esta quinasa participa de procesos
centrales para el desarrollo y la mantencién de los seres vivos, ya que su actividad se ha
mantenido pese a las diferencias entre los modelos, como sucede con la ausencia de un
homéloge de p53 en levadura (Facchin y col.,, 2003} o ]a inexistencia del homologo de CGI-121
en D. melanogaster (Ibar y col., 2013). La conservacién filogenética de su actividad valida
ademas los resultados previos del laboratorio sobre dPRPK expresada en neuronas de rata,
indicando que la reduccidn en Ia elongacidn axonal no se debe a un efecto dominante negativo
de la quinasa, derivado de las diferencias evolutivas entre artrépodos y mamiferos, sino que es
ese, efectivamente el fenotipo que se induce por su sobreexpresién. Seria interesante estudiar si
el rol de PRPK sobre el crecimiento axonal requiere que forme parte del complejo KEOPS/EKC
o si es una funcién independiente de esta quinasa, y de entre todos los componentes del
complejo, investigar si Kael (OSGEP en mamiferos) modifica la dinamica del citoesqueleto de
actina y la elongacién axonal, ya que esta ATPasa es el elemento mas conservado

filogenéticamente en el complejo KEOPS/EKC, estando presente incluso en bacterias
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(Bergmiller y col., 2011; Hashimoto y col., 2011) y es uno de los dos interactores de PRPK en el
complejo. La estrecha relacién de PRPK y Kael queda bien ejemplificada por el hecho de que
en algunos organismos los genes de ambas proteinas estdn fusionados, como en
Methanocaldococcus jannaschii, donde la unién de Kael mantiene a PRPK en un estado
inactivo (Hecker y col,, 2008). Hasta la fecha solo se han reportado roles para OSGEP en la
regulacidn de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR por unfolded protein response) (Ng 'y
col., 2006) y en la mantencién del genoma mitocondrial (Oberto y col., 2009), a la Iuz de los
antecedentes, proponemos que la sobreexpresion de Kael/OSGEP deberia inactivar a PRPK,
promoviendo el crecimiento del ax6n.

La relacién funcional que no coincide del todo con el modelo es la del complejo
KEOPS/EKC completo y PRPK, sobre la elongacién axonal, ya que se ha descrito que este
complejo permite 1a transduccién de la via mTOR (Ibar y col., 2013), un factor positivo para la
elongacion axonal, que actiia a través de la GTPasa Raplb (Li y col., 2008}, que a su vez regula
y activa a Ccd42 y al complejo Par de polaridad (Schwamborn y Puschel, 2004). Como en
nuesiro modelo, el efecto de PRPK es contrario al de la via mTOR y Raplb, existe la posibilidad
que la funcién transductora de la via mTOR de PRPK no esté conservada en neuronas, o que si
esté presente, pero que la via sea inhibida rio abajo por el efecto de PRPK sobre Cdc42. Se

requieren experimentos adicionales para distinguir entre estas dos posibilidades.

PRPK requiere de su acfividad quinasa para ejercer su rol inhibidor del crecimiento
axonal. Existen varios reportes en la literatura en que se pone en evidencia que PRPK requiere
de su actividad quinasa para llevar a cabo sus funciones, pero los fenotipos derivados de la
pérdida de funciéon de PRPK pueden ser rescatados parcialmente con mutantes kinase dead,
como las mutantes de Bud32 D161A y K52A (Lopreiato y col., 2004; Peggion y col., 2008;

Srinivasan y col., 2011; Ibar y col., 2013). Esto difiere de lo descrito en este trabajo en el modelo
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neuronal, sin embargo hay otras funciones de PRPK/Bud32 que no pueden ser rescatadas por sus
mutantes kinase dead, como el rol del complejo KEOPS/EKC sobre la correcta localizacion de la
proteina Bud9p, que junto a Bud8p determinan la formacién de un eje de polarizacién durante la
yemacion de levaduras diploides (Kato y col,, 2011). Por lo tanto el rol de PRPK/Bud32 en el
surgimiento de polaridad celular en S. cerevisiae y su funcién en la elongacion axonal comparten
la caracteristica de no ser rescatadas por mutantes sin actividad o de actividad quinasa reducida.
Existe la posibilidad de que Ia mutacién puntual D174N en PRPK genere una alteracién
estructural adicional a la pérdida de su actividad quinasa, y se hace necesario distinguir los
efectos fenotipicos que sean producto de la pérdida de funcién qunasa de PRPK, de los efectos
asociados a estas otras alteraciones. Para indagar en funciones estructurales de PRPK,
proponemos el uso de interferentes dirigidos conira la quinasa, y de esta forma aclarar st la
presencia o ausencia de PRPK genera cambios sobre la regulacién de la masa o la actividad
Rab35. El uso de interferentes también entregara informacidn sobre la relevancia fisiologica de
la actividad de PRPK durante el desarrollo neuronal maés alld de efectos derivados de su
sobreexpresion. Para los analisis derivados del knock down de PRPK, hay que tener en cuenta
que la disminucién de la expresién de PRPK puede inducir un stress derivado de la reduccién en
la traduccion de proteinas que termina desencadenando una respuesta de proteinas mal plegadas
(Rojas-Benitez y col., 2013). Esta posibilidad debe analizarse en células de origen neuronal y no
neuronal para esclarecer que los mecanismos relevantes a las posibles funciones de PRPK no

sean contexto-dependientes.

El rol de PRPK sobre la elongacién axonal depende de su actividad quinasa, pero no del
nnico sustrato descrito hasta el momento en mamiferos, p53. Esto sugiere que existiria ofro
sustrato desconocido (sustrato que denominaremos X) que es fosforilado por PRPK y que media

los efectos descritos en el retardo de la elongacién del axén. Desde una perspectiva histérica, el




papel de p53 en el desarrollo neuronal fue inicialmente desestimado, ya que los animales KOs

para p53 no presentan problemas en el desarrollo del sistema nervioso, excepto por alteraciones
en el cierre del tubo neural, derivados de iregularidades en el ciclo celular de los progemitores
neuronales (Armstrong y col., 1995). Ademas existen otros miembros de la familia de p53 que si
tienen un rol caracterizado sobre el desarrollo del sistema nervioso, como p73 (Yang y col,
2000; Holembowski y col., 2011). Sin embargo, nuevas evidencias sugieren que el rol
transcripcional de p53 es necesario para la elongacion del axén luego de un dafio en el sistema
nervioso (Di Giovanni y col., 2005), a través de la activacién de la expresién de factores
promotores del crecimiento axonal, como coropin ib y GAP43 (Di Giovanni y col., 2006). La
razon de que la sobreexpresién de nuestros constructos no indujera un aumento de la elongacion
axonal a través de este mecanismo, puede explicarse por que el rol promotor de la elongacién
axonal de p53 requiere su acetilacién en la lisina 320 por la acetiltransferasa CBP/p300
(Tedeschi y col., 2009), ya que tratamientos que inducen esta modificacion postraduccional, o la
sobreexpresion de p53K320Q (mutante que imita la acetilacién en ese residuo) aumentan la
expresion de coronin 1b y GAP43. Interesantemente, la expresion de p53K372Q como control,
no aumenta los niveles de coronin 1b ni GAP43, demostrando la importancia de la acetilacién en
la lisisna 320 y sugiriendo que nuestros constructos tampoco activarian la expresién de esas
proteinas. Si ademds la actividad de la acetilirasnfera es limitante, un aumento en los niveles de
p53 totales no afectara la elongacién axonal, como si lo haria su knock down, aunque en sentido
opuesto a la ganancia de funcién. Nuestro trabajo no es el primer reporte de una funcidn de
PRPK independiente de p53, ya que su rol descrito en el crecimiento de larvas y adultos de D.
melanogaster, al permitir la transduccitn de la via TOR, también es independiente de p53 (Ibar
y col., 2013), ademas todas las funciones de PRPK en levaduras también son independientes de

p33, sugiriendo que, pese a que PRPK fue originalmente caracterizada en mamiferos como una
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quinasa de p53 (Abe y col.,, 2001), este no parece ser su rol principal, sino uno accesorio a

funciones mas relevantes.

En este trabajo hemos mostrado que PRPK modifica vias de sefializacién rio abajo de
Rab335, entre las cuales, la de Cdc42 es especialmente interesante en el contexto del desarrollo
neuronal, porque esta GTPasa forma parte del complejo de polaridad que regula el crecimiento
polarizado y la aparicién de asimetria en otros modelos (Joberty y col., 2000; Lin y col., 2000) y
que en neuronas promueve la elongacion axonal a través de la activacion de la GTPasa Racl
(Nishimura y col., 2005). Ademas Cdc42 es la principal (GTPasa regulando la formacion de
filopodios (Tapon y Hall, 1997; Krugmann y col, 2001; Jaffe y Hall, 2005), los que sirven de
precursores para diversas estructuras neuronales, como neuritas, axones, dendritas y espinas
dendriticas (Gallo, 2013). En este contexto, es posible gue la sobreexpresion de PRPK regule la
actividad de Racl, tanto por la via de Cdc42, como directamente por Rab35, pues se ha sugerido
que en un modelo de fagocitosis, el transporte de Cdc42 y Racl hacia la membrana se lleva a
cabo de forma Rab35 dependiente (Shim y col., 2010). A lo anterior se agrega que Racl es capaz
de inducir la activacién de Cde42 a través de la via de PI3K y Raplb (Tolias y col., 1995; Keely
y col., 1997}, formando un feedback positivo PI3K-Rap1b-Cdc42-Racl-PI3K (Andersen y Bi,
2000; Arimura y Kaibuchi, 2007), lo que sustenta 1a idea de que si PRPK reduce la actividad de
Cdc42 también puede afectar la actividad de Racl. Para estudiar la posible regulacion de PRPK
sobre Racl se podrian usar herramientas muy similares a las que se emplearon para Cded2,
como la sonda Raichu FRET para Racl y ensayos de pull down de actividad.

Por tiltimo, 1a actividad de Cdc42, la dindmica del citoesqueleto de actina y la formacién
de filopodios no son sélo importantes para Ia elongacién axonal, otras estructuras también se
originan desde filopodios, el modelo mas evidente es la formacion de espinas dendriticas

(Yoshihara y col., 2009). Seria interesante estudiar si PRPK tienen un rol en el establecimiento o




consolidacion de las espinas dendriticas, dado su rol inhibitorio de la formacién de filopodios,

para eso primero es necesario investigar como es el patron de expresion espacio-temporal de
PRPK en cerebro. Los primeros reportes indican que PRPK no es detectable mediante western
blot en exiractos de cerebro completo adulto (Abe y col, 2001), pero nosotros hemos
demostrado que si existen niveles de expresion de la proteina enddgena en cerebro embrionario
(datos del laboratorio no publicados). La no deteccion de PRPK en extractos de cerebro
completo adulto, podrian reflejar la necesidad de estudiar la expresion de la quinasa en
subpoblaciones celulares (glias versus neuronas) y en regiones especificas del cerebro.
Alternativamente, otras aproximaciones experimentales como la utilizacion de microarreglos de
mRNA, que fueron previamente utilizados para detectar todos los componentes del complejo
KEOPS/EKC, en practicamente todos los tejidos analizados, podrian dar mayores luces sobre 1a
expresién de PRPK en cerebro adulto (Costessi y col., 2012). Un ejemplo de proteina importante
durante el desarrollo, que conserva una expresion reducida, pero fisiolégicamente relevante en
adulto, es ¢l caso de MAPIB, cuya expresién en el sistema nervioso durante ¢l desarrollo
embrionario ha sido extensamente reportado (Riederer y col., 1986; Tucker y Matus, 1988; Sato-
Yoshitake y col., 1989), v que reduce sus niveles de expresién dramaticamente en el cerebro
adulto, sin embargo, éstos se mantienen en Areas que exhiben plasticidad estructural (Nothias y
col, 1996). En la actualidad se acepta que MAPIB tiene funciones en el cerebro adulto,
participando del control de la dinAmica de las espinas dendriticas (Tortosa y col., 2011). Algo

similar podria ocurrir con PRPK y su regulacion sobre Cdc42.

El hecho de gue la forma constitutivamente activa de Rab35 no incremente el largo
axonal mas que la forma WT, puede explicarse por la cantidad de GEFs y GAPs de Rab35
activas durante la elongacién axonal. Si el namero de GEFs activas es elevado, gran parte de la

poblacién de Rab35 WT sobreexpresado estara en su forma activa, equiparandose a los niveles




de actividad de Rab35 Q671, sin embargo, no se puede descartar que esta tltima si tenga mas

actividad que la forma WT, pero que se manifieste en um aumento del crecimiento de todas las
neuritas por igual y no sélo del axén, por lo que seria necesario ampliar el analisis morfométrico,
incluyendo comparaciones de la longitud neuritica total, la longitud neuritica media y también

ntimero de procesos con identidad axonal

Existen otras vias de sefializacion reguladas por Rab35 que no fueron estudiadas en este
trabajo, y que podrian ser reguladas por PRPK, como por ejemplo la actividad de la GTPasa
ARFG6. Bsta GTPasa activa a su efector EPI64B, una GAP de Rab35, y por este mecanismo,
ARF6 reduce la actividad de Rab35 durante la progresion de la citoquinesis (Chesneau y col,
2012). Pero la regulacidén es mas compleja, ya que Rab35 recluta uno de sus efectores, conocido
como centaurina P2, (una GAP de ARF6) durante la neuritogénesis (Kobayashi y Fukuda, 2012).
Rab35 y ARF6 forman un Joop de inhibicién cruzada, cuyo equilibrio podria ser alterado-por
PRPK.

La regulacién sobre ARF6 durante la elongacién axonal es relevante porque se ha
descrito que la pérdida de funcién de esta GTPasa, inducida a través de la expresion de una
forma dominante negativa de ARF6 o una mutante inactiva de su GEF ARNO aumentan la
elongacion axonal de neuronas hipocampales de rata en cultivo (Hernandez-Deviez y col,
2004), por ende, si la reduccién de la masa de Rab35 inducida por la sobreexpresion de PRPK es
capaz de aumentar los niveles de ARF6 activa, eso estableceria otro mecanismo para explicar el

fenotipo encontrado durante este trabajo.

Existen otras vias de sefializacién paralelas a la de Rab35, que regulan la elongacién
axonal y que podrian verse afectadas por la sobreexpresién de PRPK, como la via de Rabll

(Chua y col,, 2010). Rabll, al igual que Rab35 esta presente en endosomas de reciclaje




(Kouranti y col., 2006) y tiene un rol promotor de ]a elongacion axonal (Takano y col,, 2012),

Sin embargo Rabll WT favorece el crecimiento del axon, al igual que la forma
constifutivamente activa, pero Rabl1 DN no altera la longitud de los axones (Takano y col.,
2012). Los autores que describieron este rol de Rabl1 proponen que esto se debe al elevado
nimero de GEFs de Rabi1 presentes durante el desarrolio neuronal, que mantendrian a un gran
porcentaje de la poblacién enddgena de Rabll en su estado unido a GTP, pero nosotros

proponemos que Rabl1 DN no modifica la longitud axonal porque su efecto se ve enmascarado

por la actividad de Rab35. A diferencia de lo que sucede con Rabll, la forma dominante

negativa de Rab35 si reduce la longitud axonal, por lo tanto, la pérdida de funcién de Rabl1 se
enmascara por la actividad de Rab35, pero la pérdida de funcién de Rab35 no puede ser
rescatada por Rabl1, indicando que en el equilibrio funcional de Rabs que controlan el trafico de
endosomas y la elongacién axonal, la funcién de Rab35 es miés relevante que la de Rabl1. Para
esclarecer aun més este punto, proponemos coexpresar en neuronas en cultivo las distintas
mutantes de Rabl1 y Rab35, y comprobar si se observan relaciones epistaticas enfre estas dos
GTPasas, ademas de sobreexpresar PRPK para inducir la disminucion de la masa de Rab35 y en
ese background sobreexpresar Rabl1 DN, el resultado esperado es que al sobreexpresar PRPK,

Rabl1 DN si deberia generar axones mas cortos que los controles, dada la ausencia de Rab35.

El rescate del fenotipo de las neuronas hipomorfas para MAP1B puede ser explicado en
parte, por el aumento sobre la actividad de Cdc42 inducido por Rab35, ya que los animales
hipomorfos para MAP1B presentan niveles disminuidos de Racl y Cdc42 activos (Montenegro-
Venegas y col., 2010). El efecto sobre Racl se rescata expresando la GEF de Racl, TIAMI
(Montenegro-Venegas y col., 2010; Henriquez y col., 2012), y en este trabajo describimos que el
efecto sobre Cdc42 podria recuperarse mediante la expresién de Rab35. En ese sentido, se podria

cotransfectar la sonda FRET de Cdc42 en neuronas hipomorfas para MAP1B, junto a Rab35 y




analizar cémo cambia la actividad de Cdc42 en ese contexto. Lo que queda menos claro es por

qué PRPK DN es mas eficiente en la promocién de la elongacion axonal en ausencia de MAP1B
que en neuronas WT. Proponemos que MAPIB ejerce un efecto que interfiere con la regulacion
de PRPK sobre Rab35 sin importar los niveles de actividad de la quinasa, por ejemplo al
secuesirarla en algiin compartimento subcelular en que se impida su interaccidén con Rab35. Si
MAPIB secuestra a PRPK WT, impediria que ésta reduzca los niveles de expresién de Rab35,
estabilizando a la GTPasa y promoviendo la elongacion axonal. 81 MAPIB secuestra 2 PRPK
D174N, impediria el aumento en los niveles de expresion de Rab35, por eso el fenotipo inducido
por PRPK DN se ve potenciado en ausencia de MAP1B. Para confirmar este mecanismo serd
importante estudiar Ja variacion en la masa de Rab35 al sobreexpresar MAP1B completa o sblo
1a cadena liviana LC1, ademas de medir si la interaccién proteina-proteina entre PRPK y Rab35

se modifica en el cerebro del raton hipomorfo para MAP1B.

Existen reportes de mecanismos en que MAP1B actia secuestrando elementos o
modificando su localizacion subcelular, por ejemplo las subunidades pl y p2 del canal GABAcR
interaccionan con MAP1B, lo que las ancla a los microtiibulos y reduce la sensibilidad del canal
(Hanley v col.,, 1999; Billups y col., 2000). Otro cambio en la localizacién subcelular es el
experimentado por el receptor AMPAR, cuya endocitosis durante la LTD inducida por DHPG,
es mediada por MAP1B y GRIP1, (Davidkova y Carroli, 2007). No sélo receptores de
neurotransmisores y canales de iones ven modificada su actividad y localizacién al interaccionar
con MAPI1B, las proteinas EB1 y EB3 (+TIPs) que se unen al exiremo (+) de los microt(bulos,
son secuestradas en el citoplasma por MAP1B, por lo que en ausencia de MAP1B, interaccionan
més con los microtiibulos, generando un aumento en la poblacién de microtitbulos estables en el

cono de crecimiento y una disminucién en la elongacion axonal (Tortosa y col.,, 2013). Por lo
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tanto, parece plausible que la interaccién de MAP1B con PRPK secuestre a la quinasa e impida

que regule negativamente los niveles de Rab35.

Respecto al mecanismo por el cual PRPK reduce los niveles de expresién de Rab35, este
puede comprender una regulacién sobre la transcripeién del gen o un mecanismo degradativo. El
complejo KEOPS/EKC del que PRPK forma parte, tiene un rol en el control de la transcripcion
de varios genes involucrados en la regulacién del ciclo celular y el crecimiento polarizado de S.
cerevisiae (Kisseleva-Romanova y col.,, 2006). No se puede descartar que Rab35 sea uno maés
de los genes regulados por el complejo. En este contexto, los experimentos que continuaran este
trabajo deben comprender un andlisis de los niveles del mRNA de Rab35 en presencia y
ausencia de la sobreexpresion de PRPK WT. El mecanismo alternativo consiste en la
degradacién proteolitica de Rab35, esto implicaria que PRPK regula alguna E3-ubiquitin ligasa,
que tenga como blanco Rab35 (aun cuando a la fecha no se han deserito E3-ubiquitin liagasas
para esta Rab). Esa funcion también podria ser llevada a cabo por el complejo KEOPS/EKC,
pues se ha reportado que este complejo, a través de sus integrantes Kael/OSGEP y LAGE3, es
reclutado a una E3-ubigquitin ligasa basada en Cullin2, por una subunidad de esa ligasa, llamada
PRAME (Costessi y col., 2012). Es posible que exista otra E3-ubiquitin ligasa que interacciona
con el complejo KEOPS/EKC que promueve la degradacion de Rab35. El trabajo de
continuacién de los resultados expuestos deberfa incluir experimentos con inhibidores de la
degradacion proteolitica por el sistema ubiquitin-proteosoma, como MG-132 y lactacystina, en
células sobreexpresando PRPK WT, para verificar si se revierte la disminucion de los niveles de
expresion de Rab35. El mecanismo degradativo propuesto exige que PRPK y Rab35 colocalicen
en alglin escenario espacio-temporal, o que PRPK y la E3-ubiquitin ligasa putativa colocalicen,
lo cual no revierte p;:oblema si se considera que la expresion de PRPK enddgena es

citoplasmatica y que en nuestro modelo la sobreexpresién de PRPK la ubica preferentemente en
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el nicleo y en la zona perinuclear. Cabe sefialar que en células PC12 diferenciadas con NGF,
Rab35 y ARF6 se acumuian en la zona perinuclear, promoviendo la neuritogénesis (Kobayashi y

Fukuda, 2012), por lo que no es necesario que PRPK se localice en el axén para inducir la

degradacion de Rab35.

Tanto el control a nivel transcripcional como la degradacion selectiva han sido descritos
para otros elementos que participan de la determinacion y el crecimiento axonal. Por ejemplo, la
expresidon de Pakl, una quinasa que regula la dinimica del citoesqueleto rio abajo de Racl
(Jacobs y col., 2007), es activada por el factor de transcripcién FOXO durante el desarrollo de
polaridad neuronal (de la Torre-Ubieta y col., 2010). Con respecto a la degradacién proteolitica,
algunos de estos mecanismos han sido reportados como una forma de enriquecer un elemento en
una neurita por sobre las demas y generar compartimentos asimétricos (Borquez y Gonzalez-
Billault, 2011). Es el caso de Akt, cuya forma fosforilada se enriquece en el axén mientras la
forma no fosforilada se distribuye homogéneamente por el resto de las neuritas, siendo esta
filtima preferentemente degradada (Yan y col., 2006). Otro mecanismo proteolitico que participa
de la determinacién del axdn es el ejercido por la E3-ubiquitin ligasa Smurfl, cuya fosforilacién
por PKA cambia la preferencia de degradacion sobre sus sustratos, de PARS (que se degrada en
las neuritas menores) a RhoA (que se degrada en el axon), induciendo la acumulacion de ambas
en compartimentos diferentes, contribuyendo a la formacion de Ia asimetria a nivel molecular
(Cheng y col., 2011).

De los datos presentados, no es posible inferir si la actividad de PRPK presenta una
localizacion preferencial en la neurona, aparte de su concentracion somatica, por lo que quizas la
degradacién putativa de Rab35 no es controlada espacialmente sino que temporalmente. Este es
otro punto que se debe esclarecer para hacer mas preciso el modelo del mecanismo de PRPK

sobre el crecimiento axonal.




51

La estrategia para encontrar el sustrato X va a depender de la naturaleza de la regulacion
de PRPK sobre Rab35. Por ejemplo, si parece ser un factor de transcripcién, se tendran que
realizar andlisis bioinformaticos de la secuencia del promotor de Rab35 y/o experimentos en que
se mida la expresion de un gen reportero bajo el conirol del promotor enddgeno de Rab35 en
presencia o ausencia de PRPK. Si el mecanismo parece ser degradativo, se tendran que buscar
interactores de PRPK o del complejo KEOPS/EKC con actividad E3-ubiquitin ligasa, que
preferentemente interacciones con Ia quinasa WT y no con PRPK D174N. También hay que
analizar si una fosforilacién sobre Rab35, o alguno de los GEFs y GAPs que confrolan su
actividad, es capaz de inducir su degradacién, y si PRPK puede ser responsable de esta
fosforilacién. No se puede descartar que PRPK ejerza una regulacion dual sobre Rab35,
reduciendo sus niveles de expresion y su actividad, ya que los experimentos pilotos, que se
muestran en el Anexo 5, parecen indicar que PRPK también es capaz de reducir la actividad de

Rab35s.

Un resumen del modelo propuesto para la via PRPK/Rab35 se presenta en la figura 8, en
este mecanismo, PRPK a través del sustrato X, inhibe la fiuncién de Rab35 mediante la
reduccién de sus niveles de expresion, lo que repercute en una menor actividad de Cded2,
alteraciones de la dinimica del citoesqueleto de actina, y reduccion de la elongacion axonal. Es
posible que la sobreexpresién de PRPK también altere el trafico de endosomas de reciclaje y la
via de sefializacion de ARF6. Esta inhibicion de PRPK sobre Rab35 es a su vez inhibida por

MAPIB, lo que postulamos, sucede a través del secuestro de la quinasa.
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Figura 8. Modelo representativo del mecanismo molecular por el cual PRPK reduce la elongacion
axonal. PRPK, a través de la fosforilacion de un sustrato X o de una fosforilacion sobre Rab35 (lo que se
representa como una linea intermitente), induce una disminucion en los niveles de expresion de Rab35, lo
que reduce la actividad de Cdc42, y probablemente el trafico de membrana desde los endosomas de
reciclaje. El rol de PRPK sobre el crecimiento axonal puede ser inhibido por MAPIB, posiblemente
mediante el secuestro de la quinasa.




CONCLUSIONES

1- PRPK de ratén induce una disminucién de la elongacion axonal al igual que dPRPK, por lo
que su actividad filogenéticamente conservada se hace extensiva al rol en el crecimiento del

axon,

2- El papel de PRPK en la elongacidn axonal depende de su actividad quinasa, pero no del
estado de fosforilacion de la serina 15 de p53, indicando que existe otro sustrato de PRPK no

identificado, que participa en esta funcién.

3- La sobreexpresién de PRPK fenocopia la pérdida de funcién de Rab35, y la sobreexpresion de
esta filtima rescata el fenotipo inducido por la quinasa sobre la elongacién axonal, sugiriendo

que Rab35 acta rio abajo a PRPK.

4- La sobreexpresion de PRPK reduce indirectamente los niveles de expresion de Rab35,

relacion funcional que podria ser regulada negativamente por MAP1B, manteniendo estable la

expresion de Rab35.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa de los plasmidios utilizados durante el c/oning de PRPK y p53
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Anexo 1. Los mapas de los plasmidios fueron obtenidos desde
http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/Public/211172.pdf y
http://www evrogen.com/products/vectors/pmKate2-C/pmKate2-C.shtml.
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Anexo 2. Expresion de los constructos de PRPK y p53 generados, en COS-7
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Anexo 2. En el panel A se presentan western blots desde extractos de COS-7
transfectadas con los 3 constructos generados para PRPK, revelados contra p-p53,
p53, FLAG, PRPK y o-tubulina como control de carga. La cuantificacion respectiva
se presenta en el panel B, n = 3 Anova de una via, post-test Newman-Keuls. En C se
muestra la expresion de los constructos generados para p53.
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Anexo 3. Efecto de la sobreexpresién de p53 S15D y S15A sobre la elongacion axonal.
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Anexo 3. El efecto de PRPK sobre la elongacion axonal es independiente del estado de
fosforilacion de la serina 15 de p53. (A-B) neurona control expresando GFP, (C-D)
neurona expresando p53 S15D, (E-F) neurona expresando p53 S15A. En A se muestra la
sefial de GFP, en C y E la marca anti-FLAG y en B, D y F la marca de Tujl, como
marcador de linaje neuronal. En G se muestra la cuantificacion de la longitud axonal para
cada condicion, n = 50 neuronas, de 3 cultivos independientes, barra de tamafio = 50 um.
En H se presenta un western blot representativo de p-p53, p53 'y a-tubulina como control de
carga, desde extractos de cerebro embrionario completo de ratones WT, Het e Hip para
MAPIB. La cuantificacion de las bandas en los western blots se muestra en la figura I, n
=i
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Anexo 4. La sobreexpresion de dPRPK reduce la elongacién axonal
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Anexo 4. En A se presenta una neurona sin transfectar y en B una neurona transfectada con dPRPK,
ambas de 3 DIV. Los paneles de la izquierda muestran la marca de faloidina, los paneles centrales la
marca anti-FLAG y los paneles de la derecha la marca de Tujl. La cuantificacion de la longitud axonal

para cada grupo experimental se muestra en C, n = 50 neuronas por condicion desde 3 cultivos
independientes, barra de tamafio = 50 um, ***p<0,001; test t de Student no pareado.



Anexo 5. La sobreexpresion de PRPK reducirfa la actividad de Rab35
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Anexo 5. La sobreexpresién de PRPK en células COS-7 reduce los niveles de Rab35-
GTP/Rab35, independientemente de la actividad quinasa de PRPK, como se puede ver
en los pull down de actividad que se presentan en la figura. n = 3, *p<0,05. Anova de
una via, post-test de Dunnett.
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