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Resumen

Titulo: “Rol de la Neddilacion en el desarrollo neuronal temprano”

Palabras clave: Modificacion postraduccional, citoesqueleto, actina, Cofilina, Nedd8, desarrollo

neuronal temprano

Nedd8 es la proteina con mayor homologia a Ub y se conjuga covalentemente a las proteinas
blanco a través de residuos de lisina mediante una cascada de reacciones enzimaticas llamada
neddilacion. La funcién de la neddilacion ha sido relacionada a la regulacion de la proliferacion
celular a través de la conjugacion de Nedd8 a una familia de E3 ligasas llamada culinas. A pesar
de ser una via activa en sistema nervioso central, su funcion y blancos moleculares especificos
ha sido poco explorado. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la funcion de la neddilacion
en el desarrollo neuronal e identificar los blancos celulares y sus mecanismos moleculares de
accion. Para abordar el rol de la neddilacion durante el desarrollo neuronal, empleamos distintas
técnicas de experimentacion, que van desde cultivo y transfeccion de células, electroporacion in
utero, y espectrometria de masa, hasta microscopia confocal, stper-resolucion y live-imaging.
Bloqueando la neddilacion mediante herramientas genéticas o farmacologicas durante las
primeras etapas de desarrollo neuronal, se produjo una fuerte reduccién del crecimiento axonal
y dendritico. Dicha reduccion fue parcialmente recuperada tratando las neuronas con
compuestos que alteran la dinamica del citoesqueleto, quedando en evidencia que la
neddilacién afecta la dinamica de proteinas citoesqueletales durante el desarrollo. Para
determinar la existencia de otros blancos moleculares diferentes de culinas que puedan mediar
los efectos observados en neuronas, se procedio a identificar los blancos especificos de la
neddilacion, y luego de un minucioso y sistematico trabajo de screening por espectrometria de
masa fueron encontradas cientos de proteinas nediladas de las cuéles la Cofilina fue
especialmente relevante dentro del grupo de proteinas asociadas al citoesqueleto por su funcion
en la regulacion de la polimerizacion de actina. Luego de validar la Cofilina como verdadero
blanco de Nedd8 y el residuo de lisina donde ocurre la modificacién, se demostré que la
inhibicion de la neddilacion de Cofilina incrementa su actividad de corte de microfilamentos de

actina. Dentro de las consecuencias neuronales al inhibir la neddilacién de Cofilina se observd



una disminucion del crecimiento dendritico y axonal y una menor complejidad dendritica, asi
como también un aumento en el nUmero de espinas dendriticas en neuronas en cultivo. Los
resultados del trabajo indican que mas alla de las culinas hay cientos de proteinas que también
son neddiladas, y durante el desarrollo neuronal temprano la neddilacion cumple un rol

fundamental regulando la dinamica del citoesqueleto mediante la neddilacion de Cofilina.



Abstract

Title: “Role of Neddylation in early neuronal development”

Key words: posttranslational modification, cytoskeleton, actin, cofilin, Nedd8, early neuronal

development

Nedd8 is the protein with the highest homology to ubiquitin and it conjugates covalently to
target proteins through lysine residues via a cascade of enzymatic reactions called Neddylation.
The function of neddylation has been related to the regulation of cellular proliferation trough
the Nedd8 conjugation to a family of E3 ligases called cullins. Despite being an active path in the
central nervous system, its function and specific molecular targets has been poorly explored.
The aim of this work was to characterize the function of neddylation in neuronal development
and to identify the cellular targets and the molecular mechanisms of action. To address the role
of neddylation during neuronal development, we employed different experimental techniques,
going from cell culture and transfection, in-utero electroporation, and mass spectrometry, to
confocal, super-resolution and live-imaging microscopy. Blocking neddylation using genetic or
pharmacological tools during early neuronal development, resulted in a strongly reduced axonal
and dendritic growth. This reduced growth was reverted treating the neurons with compounds
that altered cytoskeletal dynamics, suggesting that neddylation affects the dynamics of
cytoskeletal proteins during neuronal development. To assess the existence of other molecular
targets different from cullins that underlie the effects observed in neurons, we performed a
meticulous and systematic screening by mass spectrometry. As a result, hundreds of neddylated
proteins were found. Among them, cofilin was especially relevant within the cytoskeletal
associated protein group by its function regulating actin polymerization. After validating cofilin
as bonafide neddylated target and the lysine residue where the modification occurs, we
demonstrated that inhibition of cofilin neddylation increases its capacity to sever
microfilaments. Regarding the neuronal consequences to inhibit cofilin neddylation, we
observed a decreased dendritic and axonal growth and dendritic branching in cultured neurons
and in and in-vivo system, as well as an increase in dendritic spines number in cultured neurons.

The results of this work indicated that beyond cullins there are hundreds of proteins that are
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also neddilated and during early neuronal development the neddylation has a fundamental role

regulating the cytoskeleton dynamic thought cofilin neddylation.
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1. Rol de las modificaciones postraduccionales en el sistema nervioso central

Se estima que el cerebro humano contiene unos 100 billones de neuronas, cada una de las cuales
forma en promedio de 1.000 a 10.000 contactos sinapticos. A pesar de esta vasta complejidad,
la red neuronal que controla el procesamiento de la informacion en el cerebro es altamente
ordenada. Para alcanzar semejante grado de complejidad se requiere que dos tipos de
fendmenos actien concertadamente durante el desarrollo: la migracion y diferenciacion
neuronal por un lado y un preciso, pero increiblemente complejo proceso de formacion de
patrones de conectividad. Visto desde un punto de vista centralmente celular, este fendmeno
de desarrollo cerebral puede dividirse en distintas fases: a) la formacion y proliferacion de
precursores neuronales, b) generacion de neuronas y células gliales a partir de dichos
precursores, ¢) la migracién neuronal a sus destinos anatomicos finales, d) la diferenciacion de
neuronas en células con amplias arborizaciones dendritica y recorridos axonales y con una
anatomia celular ajustada a su funcién y finalmente, e) la integracion de neuronas en redes
funcionales a través de la formacion (sinaptogénesis), eliminacién (pruning) y remodelado
(plasticidad) de sinapsis. Todos estos eventos estan regulados por numerosas sefiales externas,
procesos de sefializacion intracelular y programas genéticos de desarrollo (cell autonomous)
(Zoltan M et al. 2019; Sudhof T. 2018; Andreae L & Burrone J, 2014; Turrigiano, 2012; Pathania
et al., 2010; Barnes et al., 2008; LoTurco and Bai, 2006; Campbell and Gotz, 2002; Da Silva &
Dotti, 2002; Harris, 1999). Tanto las respuestas a factores extracelulares como la ejecucién de
programas geneéticos requieren de vias de sefializacion intracelular cuya regulacion se ejerce
fundamentalmente a través de modificaciones que ocurren en aminoacidos blanco y son
comunmente conocidas como Modificaciones Postraduccionales (MPT). Independientemente
de su naturaleza bioquimica, las MPT pueden ocurrir simultdneamente y cooperar o inhibirse
para dictar el estado molecular de una proteina incluyendo su sintesis, actividad enzimatica,
localizacion celular, tasa de recambio o interaccion con otras moléculas (Didonna & Benetti,
2016). Considerando la crucial importancia de las MPTs en la funcién de las proteinas, estas
modificaciones estan estrictamente reguladas en espacio y tiempo. Como consecuencia,
cualquier desregulacion de la homeostasis de las MPT puede traducirse potencialmente a un

estado celular patoldgico que en el sistema nervioso central (SNC) podria potencialmente dar
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lugar a trastornos, enfermedades neurodegenerativas entre otros trastornos (Didonna and
Benetti, 2016).

2. Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales (MPT) consisten en la modificacion covalente y
generalmente enzimética de proteinas después de su traduccion, una estrategia extendida
utilizada por células procariotas y eucariotas para modificar rapida, local y especificamente la
actividad de factores clave y permitir que las células respondan rapidamente a cambios
ambientales. Estas modificaciones permiten una diversificacion de las actividades de las
proteinas codificadas por todos los organismos y afiaden una capa de complejidad entre el
genoma y el proteoma. Las MPT son catalizadas por enzimas especificas, que estan
estrictamente reguladas y, a menudo, también son per se sustratos de modificaciones. A medida
que los enfoques analiticos han mejorado, las influencias bioldgicas de muchos tipos de MPT se
han identificado y actualmente se analizan de forma rutinaria en muchos sistemas. Hoy se
conocen mas de 300 MPT. La importancia de las MPT se conoce histéricamente debido a sus
efectos sobre la actividad enzimatica de las quinasas (Hunter T, 2009) y la degradacion de
proteinas (Ciechanover, 2005), pero va mas alld. Las MPT involucran también la adicién de
grupos quimicos (p. ej. acetato) o moléculas mas complejas (p. ej. carbohidratos o lipidos), el
enlace covalente de proteinas pequefias (como ubiquitina y proteinas tipo ubiquitina (UBL)), la
modificacion de la cadena lateral de residuos de aminoacidos especificos (como desaminacion o
deiminacion), y también la protedlisis, es decir, la escision irreversible del enlace peptidico entre
dos aminoacidos de una proteina. Ademas del tipo de modificacion se usa para su clasificacion
la reversibilidad de la reaccion (Figura 1). Con base en datos anteriores y emergentes, parece
evidente que las MPT estan involucrados en la regulacion de casi todos los eventos celulares,
incluida la expresion geénica, la transduccién de sefales, la interaccion proteina-proteina, la
interaccion célula-célula y la comunicacién entre el entorno intracelular y extracelular (Deribe
et al. 2010). Por tanto, la perturbacién de las MPT en las células afecta con frecuencia a la

fisiologia celular en su conjunto (Wang et al., 2014; Ribet & Cossart, 2010).
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Figura 1. Diversidad de las modificaciones
postraduccionales. Las MPT corresponden a la
modificacién de las proteinas blanco luego de su
traduccion. Diferentes clases de modificaciones
pueden distinguirse: La adicion de grupos quimicos o
moléculas complejas a aminoé&cidos especificos, la
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WO 2010.
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Amino Acido Abreviacién Modificacion Amino Acido Abreviacion Modificacion
Alanina Ala N-acetilacion Leucina Leu
. deiminacién a citrulina, . N-miristoilacién,
Arginina Arg s Glicina Gly S
metilacion N-acetilacion
. midacion a A i . . L
Asparagina Asn O dac_o anspoiso Prolina Pro Hidroxilacion
(Asp), N-glicosilacion
Acido Aspartico Asp Isomerizacion a acido Fenilalanina Phe
isoaspartico
formacion de enlaces N-acetilacion
disulfuro, oxidacién a acido A
s A I - Ubiquitinacion ligada a N,
Cisteina Cys sulfénico, sulfinico o Metionina Met oxidacion a sulfoxido
sulfonico, palmitoilacion, o sulfona
N-acetilacién, S-nitrosilacién
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Glutamina Gin a audo_glutammo 0 Serina Ser O-glicosilacién,
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una transglutaminasa
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Lisina Lys Sumoilacion, metilacion, Triptéfano Trp . ) s
. S ) quinurenina, triptéfano
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Tablal. Lista de las MPT de residuos de aminoéacidos especificos mas comunes. Las modificaciones ocurren en la cadena lateral

de los aminoacidos. Tanto las UBLs como la acelilacién tienen como blanco las lisinas.
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Como se menciono en el parrafo anterior, varias de las MPT ocurren en la cadena lateral de

residuos de aminoacidos especificos, y en la tabla 1 se enlistan algunas de las mas comunes.

Una de las hipétesis centrales del presente trabajo y que ha sido materia de intenso debate en
el campo de la ubiquitinacion y moléculas relacionadas, es que la Neddilacion es una verdadera
modificacion postraduccional que afecta a multiples blancos moleculares y por tal motivo
comenzaremos esta introduccién proveyendo un breve resumen de las MPT mas relevantes en

biologia celular.

2.1 Fosforilacion

Es una de las MPT mas comunes y minuciosamente estudiadas que orquesta una variedad de
funciones celulares como el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis. Consiste en la
unién reversible de un grupo fosfato a un residuo especifico de una proteina blanco (Ribet and
Cossart, 2010). Los dos mecanismos principales por los cuales la fosforilacién controla la funcion
de la proteina son modulando las interacciones proteina-proteina y cambiando la conformacion
de la proteina. Esto se logra mediante la union covalente de grupos fosfato a residuos de serina
principalmente, y también a treonina y tirosina por las proteinas quinasas, y su eliminacion por
las proteinas fosfatasas (Humphrey et al., 2015). La historia de la fosforilacion comenzé con el
descubrimiento de la vitelina fosforilada en 1906 por Phoebus Levene en el Instituto Rockefeller
(Levene and Alsberg, 1906). Posteriormente, en 1954, Burnett y Kennedy de la Universidad de
Chicago informaron por primera vez del proceso de fosforilacion enzimatica mediante la
transferencia del grupo fosfato del ATP a proteinas en las mitocondrias de higado de rata
catalizadas por la enzima fosfoquinasa (Burnett and Kennedy, 1954). Fischer y Krebs obtuvieron
en 1955 un premio Nobel por revelar la importancia de este proceso reversible como un
importante mecanismo regulador bioldgico (Fischer and Krebs, 1955). La importancia de este
proceso se hizo evidente con investigaciones posteriores que mostraron su participacién en casi

todos los procesos celulares (Cohen, 2002).

Como fue mencioando en el parrafo anterior, la fosforilacion ha sido una de las MPT mas

tempranamente descubiertas y por ello también es que una gan variedad de herramientas para
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su estudio se han ido desarrollando con el tiempo (Derouiche et al., 2012; Humphrey et al.,
2015). Como consecuencia de ello una enorme diversidad de proteinas blanco han sido
descriptas en neuronas y tejido cerebral afectando una miriada de procesos intracelulares que
involucran la funcionalidad de histonas, factores de transcripcidn, reguladores del citoesqueleto,
enzimas mitocondriales, controladores del trafico intracelular y autofagia, procesos de control
redox, control metabdlico, y sistemas de degradacion proteica (Sefton, 2001). Finalmente a nivel
neuronal la fosforilacion de moléculas de adhesion, recaptadores, receptores de
neurotransmisores o de sus moléculas auxiliares asi como la fosforilacion de las vias de
sefializacion intracelular rio abajo (Browning et al., 1985; Greengard, 1988) han sido substantivas

para comprender los procesos de neurotransmision y plasticidad sinapticos.

2.2 Acetilacion

La acetilacion es también de las MPT mas comunes y consiste en la transferencia del grupo
acetilo de la acetilcoenzima A (Ac-CoA) a un sitio especifico en una cadena polipeptidica. La
acetilacion de proteinas ocurre normalmente en dos formas distintas, que combinadas
constituyen el acetiloma de toda la célula. En los seres humanos, el 80-90% de todas las
proteinas se acetilan co-traduccionalmente en sus Na-terminales de las cadenas polipeptidicas
nacientes (Brown and Roberts, 1976; Arnesen et al., 2009). Estas reacciones son catalizadas por
Nt-acetiltransferasas (NAT) (Aksnes et al., 2015). El otro tipo comun de acetilacion de proteinas
pertenece al grupo e-amino de lisinas. Los residuos de lisina acetilada se descubrieron por
primera vez en las histonas que regulan la transcripcién de genes, razon por la cual las enzimas
que catalizan la acetilacion de lisina (K) se denominaron histonas acetiltransferasas (HAT) (Allfrey
& Mirsky, 1964). Sin embargo, la acetilacion de lisina no se limita exclusivamente a las histonas
(Glozak et al., 2005), y las enzimas han sido rebautizadas como lisina (K) acetiltransferasas (KAT)
(Allis et al., 2007). A diferencia de la Nt-acetilacion, que se considera irreversible, el estado de
acetilaciéon de una lisina es reversible y esta estrechamente regulado. Varias familias de lisina
deacetilasas (KDAC) contrarrestan las KAT. Los KAT y los KDAC desarrollaron una interaccion
compleja y bien equilibrada en muchas funciones celulares. Debido al consumo de Ac-CoA

durante la acetilacion y NAD + durante la deacetilacion por KDAC especificos, la acetilacion
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interfiere con los procesos metabolicos y la homeostasis energética. En consecuencia, el mal
funcionamiento de la maquinaria de acetilacién puede provocar enfermedades graves como el
cancer, enfermedades neurodegenerativas y trastornos cardiovasculares (Saha and Pahan,
2005; Haberland et al., 2009; Haberland et al., 2009; Myklebust et al., 2015; Kalvik and Arnesen,
2012).

La acetilaciéon de histonas es una de MPT mejor conocidas y estudiadas. La acetilacién actia
reduciendo la carga positiva total de las histonas y promueve la conformacion abierta de la
cromatina por disminucion de la interaccion con los grupos fosfato del ADN cargados
negativamente. Este cambio en la topologia de la cromatina facilita la transcripcion de genes en
esa porcion del genoma. En condiciones fisiologicas, la actividad antagénica de HAT y HDACs
determina el estado de acetilacion neta de la cromatina, controlando directamente la expresion
génica. Debido a la enorme preponderancia que la acetilacion de histonas tiene en la regulacion
epigenética suele perderse de vista que la acetilacion de proteinas en el citoplasma y membrana
es también un fendmeno de enorme relevancia. Mas adelante en esta tesis describiremos
aspectos relevantes de la funcion del citoesqueleto en maduracion neuronal. Precisamente un
blanco central del sistema HAT/HDAC distinto de histonas es la a-tubulina. En condiciones
fisioldgicas la a-tubulina es acetilada a nivel de la Lys40 en la superficie luminal del microtibulos
(Soppina et al., 2012). La acetilacion de tubulina se encontré principalmente en microtabulos
estables resistentes a la despolimerizacion inducida por choque frio y otros tratamientos, pero
no en microttbulos dindmicos como los de los conos de crecimiento neuronal (Cambray-Deakin
and Burgoyne, 1987; Webster and Borisy, 1989; Conde & Caceres, 2009). La acetilacién y
detirosinacion de tubulina existen en microtubulos estables como los de los axones y axonemas
ciliares (Cambray-Deakin & Burgoyne, 1987). Como otros estudios sugirieron que la
detirosinacion por si sola no promueve la estabilidad de los microtabulos en si (Bré et al., 1987;
Khawaja et al., 1988), se propuso que la acetilacion de la tubulina podria desempefiar un papel
en la estabilizacién de los microtubulos (Webster and Borisy, 1989). Algunos reportes iniciales
apoyaron esto, pero estudios posteriores sugirieron que la acetilacién de la tubulina podria ser
una consecuencia mas que una causa de la mayor estabilidad de los microtubulos (Palazzo et al.,

2003; Howes et al., 2014; Song and Brady, 2015). Por otra parte, ha sido reportado también que
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la acetilacion de microtubulos afecta la interaccion de estos con otras proteinas y que también

potencia el transporte basado en kinesinas (Song and Brady, 2015).

2.3 Glicosilacion

Es una de MPT bastante frecuente, conocida y de las mas complejas. Tiene lugar en el reticulo
endoplasmatico (RE) y el aparto de Golgi a través de una compleja reaccion enzimatica de varios
pasos que conduce a la formacion de una variedad de oligosacéridos unidos a proteinas con
diversas funciones bioldgicas. El Glicoma o patron de modificaciones glicanos en una célula o
tejido se ensambla mediante la accidn sincronizada de numerosas enzimas modificadoras de
glicanos. Estas enzimas incluyen glicosiltransferasas y glicosidasas que glicosilan varios
carbohidratos complejos tales como glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos. La cantidad de
glicosilacion de una proteina determinada depende de la presencia y frecuencia de los sitios de
glicosilacion en la secuencia de la proteina, asi como de la expresion y actividades de enzimas de
glicosilacion especificas dentro de la célula o tejido (Marth & Grewal, 2008; Munkley & Elliott,
2016). Las tres principales MPTs que involucran carbohidratos son glicosilacion ligada a
Asparagina (N-Glicosilacion), glicosilacion ligada a oxigeno (O-Glicosilacién) y glipiacion (Spiro,
2002).

- N-Glicosilacion: Consiste en la transferencia de un precursor glicano a la cadena lateral amida
de residuos de asparagina especificos. Esta reaccion es catalizada en el RE y posteriormente el
oligosacarido central es remodelado en el aparato de Golgi para dar lugar a tres tipos principales

de glicanos: altos en manosa, glicanos hibridos y complejos (Aebi, 2013).

- O-glicosilacién: Ocurre directamente en el aparato de Golgi donde un residuo de N
acetilgalactosamina es transferido al oxigeno hidroxilo de la cadena lateral de un residuo de
serina o treonina. El motivo azucar es luego elongado o modificado por sialilacion, sulfatacién,
acetilacion, fucosilacion y extension polilactosamina (Kudelka et al., 2015). Se demostré que este
tipo de glicosilacién contrarresta la fosforilacion en el mismo sitio o en sitios vecinos en la

estructura de la proteina (Comer & Hart, 2001).
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- Glipiacion: En este tipo de glicosilacion, un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) preformada
se une a una proteina por la accién de una GPI transaminasa. Esta enzima corta el enlace
peptidico en el sitio de union del anclaje GPI y crea un enlace amida entre la etanolamina del
GPly el grupo carboxilo recién generado al final de la proteina precursora escindida. Este resto
permite que la proteina unida se ancle a la cara exterior de la membrana celular o dentro del
lumen de las organelas intracelulares (Kinoshita et al., 1997; Ferguson, 1999; Spiro, 2002). Las
proteinas ancladas a GPI realizan un conjunto diverso de funciones que incluyen roles en la
transduccion de sefiales, la adhesion celular, neuritogénesis y respuesta inmune (Lebreton et al.,
2018).

2.4 Acilacion grasa

Los acidos grasos de cadena larga, corta y media se unen covalentemente a cientos de proteinas.
Cada &cido graso confiere propiedades bioquimicas distintas, lo que permite que la acilacion de
grasas regule el trafico intracelular, lalocalizacion subcelular, las interacciones proteina-proteina
y proteina-lipido. EI miristato, un acido graso saturado de 14 carbonos y el palmitato de 16,
representan los grupos modificadores de &cidos grasos mas comunes. Las enzimas involucradas
en estas modificaciones son las NMTs (N-miristoil transferasas) y las DHHC PATs (S-palmitoil
transferasa perteneciente familia de enzimas DHHC (Asp-His-His-Cys)), respectivamente (Resh,
2016). Ambos tipos son dindmicamente modulados y su desregulacion se ha encontrado

recientemente implicada en varios procesos neurodegenerativos.

- Palmitoilacién: consiste en la unién reversible de un grupo palmitoilo al grupo sulfidrilo de un
residuo de cisteina mediante un enlace tioéster labil, catalizada por enzimas PATs y la reaccion
inversa por APTs (proteina acil-tioesterasa) dentro del aparato de Golgi (Resh, 2016; Didonna
and Benetti, 2016). La palmitoilacion puede ser reversible y por lo tanto regular dindmicamente
la localizacion y el trafico de proteinas. En el sistema nervioso, la palmitoilacion es
particularmente importante para varios procesos, incluido el desarrollo neuronal, la
espinogénesis, la actividad sinaptica, la localizacion y trafico de proteinas y la particién precisa

de microdominios (Fukata Y. and Fukata M, 2010). Dentro del ‘palmitoil-proteoma’ neuronal se
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han encontrado receptores de neurotransmisores, transportadores, moléculas de adhesion,
proteinas de andamiaje, asi como SNAREs y otras proteinas de trafico vesicular (Kang et al.,
2008). Alteraciones en el patron de palmitoilacion de proteinas ha sido asociado a varios
desordenes neuroldgicos, como esquizofrenia (Chen et al., 2004; Mukai et al., 2004; Huntington
(Yanai et al., 2006) y retraso mental ligado al cromosoma X (Mansouri et al., 2005; Raymond et

al., 2007)

- Miristoilacion: consiste en la adicion de un grupo miristato (del miritoil-CoA) al residuo de
glicina N-terminal de una proteina a través de un enlace amida covalente, catalizado por la
enzima N-miristoil transferasa (NMT) (Gordon et al., 1991; Boutin, 1997; Yuan et al., 2020). Se
ha demostrado también que el acido miristico se une a un residuo de lisina a través de una union
de amida, un proceso denominado miristoilacién de lisina (Lin et al., 2012; ¢, 2020). Previamente,
se observo que el miristato se adhiere al péptido naciente en los primeros 10 minutos de
traduccién durante la biosintesis de proteinas. Por lo tanto, la N-miristoilacién se considera una
modificacion co-traduccional con el paso mas preciso que ocurre después de la eliminacién del
iniciador de metionina por la metionina aminopeptidasa (MetAP) durante la traduccion.
Ademas, se reconoce que la N-myristoilation también puede ocurrir postraduccionalmente en
una glicina interna expuesta por escision de caspasa durante la apoptosis (Yuan et al., 2020;
Kosciuk and Lin, 2020). Aunque la miristoilacién se ha descripto como una modificacion
irreversible, algunas proteinas han mostrado actividad demiristoilasa como la Sirtuina 2 (SIRT2)
(X. Zhang et al., 2017) y el factor de virulencia de Shigella (IpaJ) (Burnaevskiy et al., 2013). Para
muchos sistemas de sefalizacion de proteinas, la fraccibn N-miristoilo representa una
caracteristica esencial y contribuye a numerosos efectos, incluido el cambio de la estabilidad de
las proteinas, el anclaje a membrana y trafico intracelular, la influencia de las interacciones
proteina-proteina, entre otros (Wright et al., 2010; Adam et al., 2007; T. Hu et al., 2010;
Schwertassek et al., 2010). Ademas, se ha mostrado que la miristoilacion puede desempefiar un

papel en la enfermedad de Huntington al modular la via de la autofagia (Martin et al. 2012).
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2.5 Ubiquitinacion y Conjugacion de proteinas simil ubiquitina (UBLS)

La ubiquitinacion es una MPT mediante la cual la pequefia proteina ubiquitina se conjuga a una
multitud de proteinas blanco a través de una secuencia de pasos enzimaticos estrictamente
regulados, que conducen a la degradacion mediada por el proteasoma del sustrato ubiquitinado,
a cambios en la funcion de la proteina (Hershko & Ciechanover, 1998). En los ultimos afios se
descubrieron varias més proteinas similares a la ubiquitina (UBL) que ahora componen la familia
de UBL, incluidas Nedd8, SUMO, ISG15, ATGS8, Atg12, Urm1y UFML1 (Figura 2), cuyas funciones
apenas comienzan a dilucidarse (Schwartz & Hochstrasser, 2003; Kerscher et al., 2006). Se
encontrd que casi todas las UBL se conjuga con sus sustratos a través de cascadas enzimaticas
de una manera anéloga a la ubiquitina (Kerscher et al., 2006; Dye & Schulman, 2007; Arthur L.
Haas & Siepmann, 1997; Hershko & Ciechanover, 1998; Huang et al., 2004; Pickart & Eddins,
2004).

2.5.1 Ubiquitinacion

Esta MPT afecta los procesos celulares que inducen la degradacion de proteinas, modulan la
localizacion celular de proteinas, activan e inactivan enzimas y median interacciones proteina-
proteina (Hershko & Ciechanover, 1998; Ciechanover, 2005; Mukhopadhyay & Riezman, 2007;
Schnell and Hicke 2003). En particular, el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) es la principal via
proteolitica utilizada por las células eucariotas para eliminar proteinas mal plegadas o dafiadas
(Ciechanover, 2015). Con el tiempo también fue deviniendo claro que la degradacion controlada
de proteinas funcionalmente normales podia funcionar también como un mecanismo de control
de la expresién de proteinas especificas dentro de la célula (Ciechanover, 2017). La ubiquitina 'y
la mayoria de las Ubls se sintetizan como precursores inactivos que deben procesarse en sus
extremos C-terminales para exponer el carboxilato de glicina que es el sitio de conjugacion del
sustrato. Las proteasas especificas llamadas enzimas deubiquitilasas (DUB) son responsables del
procesamiento en el caso de la ubiquitina, mientras que las proteasas especificas de UBLs (ULPs)
procesan las otras UBLs. Para poder modificar el sustrato, la UBL debe activarse primero (Haas

and Rose, 1982). Una enzima activadora especifica (llamada E1, o enzima similar a E1) usa ATP
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para adenilar el modificador Ubl en su terminal C. El enlace anhidrido mixto de alta energia
formado es répidamente atacado por el grupo sulfidrilo de la cisteina del sitio activo E1,
formando un enlace tioéster de alta energia entre E1 y Ub y expulsando AMP. Desde E1, el
modificador pasa a la cisteina del sitio activo de una enzima E2 o similar a E2, también conocida
como enzima conjugadora de Ub o conjugadora de Ubl (Schulman and Wade Harper, 2009).
Finalmente, el modificador de ubiquitina se conjuga con su sustrato con la ayuda de una proteina
ligasa E3, lo que da como resultado el enlace covalente isopeptidico del extremo C-terminal del
modificador al grupo €-amino de una lisina en el sustrato (Deshaies and Joazeiro, 2009). La
superposicion estructural entre los sitios de union E1 y E3 encontrados en E2s da como resultado
interacciones E1-E2 y E2-E3 mutuamente excluyentes, lo que garantiza la progresion

unidireccional de la cascada E1-E2-E3 (Huang et al., 2005; Eletr et al., 2005)

Sustrato
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g
¥l

0000090000

ubiquitina

ubiquitina v ubiquitina

(

000009000

Sustrato Ubiquitinado

000009000§

Figura 2. La via de ubiquitinacion y proteinas tipo ubiquitina. A parte de la ubiquitina, otras proteinas tipo ubiquitina han sido
identificadas. Las UBL son sintetizadas como precursores y son procesadas u activadas por la enzima E1 en una forma
dependiente de ATP, luego son conjugadas a la enzima E2 y transferidas a la enzima E3 ligasa que finalmente une covalentemente
la UBL a un residuo de lisina en el sustrato.

23



Otros tipos de cadena como la mono o poliubiquitinaciéon de la Lys63 estd menos
frecuentemente relacionadas con la degradacion proteosomal pero si con sefializacion
intracelular, como ocurre también con las cadenas de ubiquitina sobre Lys11y Lys29 (Komander

& Rape, 2012).

A través de estas modificaciones independientes de Lys48, y por supuesto mediante
monoubiquitinacion directa de Lys en las proteinas blanco, la ubiquitinacion es también capaz
de regular otras multiples funciones celulares como localizacién intracelular, endocitosis, trafico,
sefializacion intracelular y reparacién de ADN. (N. L. Chan & Hill, 2001); Haglund et al., 2003;
Hurley et al., 2006; Kirkin and Dikic, 2007; Komander and Rape, 2012; Mukhopadhyay and
Riezman, 2007; Pickart & Fushman, 2004; Welchman et al., 2005).

2.5.2 Clases principales de E3 ligasas para ubiquitina

- Ligasas de tipo HECT (por sus siglas en inglés, homdlogo al carboxilo terminal E6-AP): Son una
familia de 30 ligasas (en humanos) que catalizan la transferencia de ubiquitina a través de una
reaccion de dos pasos: primero, la ubiquitina es transferida a una cisteina catalitica en la enzima
E3, y de la E3 al sustrato. Mientras que el dominio HECT C-terminal esta involucrado en la
catalisis, la especificidad del sustrato estd determinada por la region N-terminal de la ligasa
(Huang et al., 1999; Verdecia et al., 2003; Kamadurai et al., 2009; Weber et al., 2019). De acuerdo
sus extremos N-terminales, las HECT se pueden clasificar en tres subfamilias: (1) familia Nedd4,
gue contiene motivos triptofano-triptéfano (WW) (Fajner et al., 2017), (2) familia HERC
(dominios tipo HECT y RCC1), que posee uno o mas reguladores de dominios similares a
condensacion del cromosoma 1 (RCC1) (RLD) (Sanchez-Tena et al., 2016), y (3) “otros” HECT que
no comparten dominios especificos en la region N-terminal (Scheffner and Kumar, 2014). La
actividad catalitica de HECT E3 a menudo esta regulada por interacciones intramoleculares que
mantienen la proteina en un estado autoinhibido, que se libera en respuesta a diversas sefales

(Weber et al., 2019)

- Ligasas RBR: en analogia con las ligasas HECT E3s, las ligasas RBR (RING-in-between-RING) E3s

catalizan la transferencia de ubiquitina a través de la reaccion de dos pasos donde luego de la
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transferencia a la cisteina catalitica de la E3, la ubiquitina pasa al sustrato (Smit et al., 2012; Riley
et al., 2013; Smit and Sixma, 2014) . El nombre RBR se deriva de la presencia de dos dominios
RING (RING1 y RING2) separados por un dominio RING intermedio (IBR) (Marin & Ferruast, 2002).
RING1 recluta la E2 cargada con la ubiquitina y el dominio RING2 posee una cisteina catalitica.
Las ligasas RBR E3 contienen dominios adicionales que son especificos de cada miembro. Varios
dominios estéan involucrados en interacciones intramoleculares que mantienen la proteina en un
estado autoinhibido. La autoinhibicion se libera a través de varios mecanismos, como la
fosforilacion o las interacciones proteina-proteina (Chaugule et al., 2011; Wauer & Komander,
2013). Hay 12 ligasas RBR codificadas en el genoma humano que han sido asignadas a 8

subfamilias distintas de la familia RBR (Marin et al., 2004).

- Ligasas de tipo RING (Really Interesting New Gen, por sus siglas en inglés): Con mas de 600
ligasas son la familia mas prominente de E3 ligasas de ubiquitina y explican casi el 20% del
turnover de proteinas en células eucariotas (Lydeard et al., 2013). A diferencia de las enzimas E3
de tipo HECT, las cuales contienen un residuo de cisteina activo y forman un enlace tioéster con
la ubiquitina antes de la transferencia al sustrato, las E3 de tipo RING sirven como una chaperona
de acoplamiento entre el sustrato reclutado en un extremo de la molécula a través de
adaptadores y la E2 cargada con ubiquitina activada, quien proporciona la actividad catalitica. El
dominio RING fue asociado inicialmente al sistema proteolitico de ubiquitina a través de su
descubrimiento en subunidades de dos E3 ligasas reguladas por el ciclo celular: EI complejo
APC/C (complejo promotor de anafase/ciclosoma) (Yu et al. 1998; Zachariae et al. 1998) y el
complejo SCF (Skpl — Culinal - Caja F) (Kamura et al. 1999; Seol et al. 1999). EI APC/C es un gran
complejo multiprotéico que controla la entrada y salida de la mitosis. El complejo SCF esta
compuesto por una subunidad Culina de andamiaje (Cdc53 en levadura/CUL1 en mamiferos), un
pequefio adaptador SKP1, y la proteina RBX1 RING-H2 finger (Seol et al. 1999; R. J. Deshaies
1999). SKP1 es un adaptador de sustrato que se une a un segmento N-terminal de CUL1/Cdc53
a una variedad de subunidades de reconocimiento de sustrato denominadas caja F, que
comparten un pequefio motivo de aproximadamente 40 residuos necesarios para la unién de
SKP1 (Connelly and Hieter 1996; Chang et al. 1996). A través de su parte C-terminal, CUL1/Cdc53
se une a RBX1, que actla como un sitio de acoplamiento para la enzima E2 con ubiquitina
activada (Figura 3).
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La transferencia de ubiquitina desde el complejo de Ligasas de Culinas RING (CRLs) al sustrato
implica la formacion de un enlace isopeptidico entre la cadena lateral de lisina del sustrato y el
extremo carboxilo de ubiquitina, el sustrato debe contactar directamente con el enlace tioéster
que une ubiquitina a la E2. Curiosamente, la distancia estimada entre un sustrato unido a CRL y
la cisteina del sitio activo de la E2 alcanza aproximadamente 50 A (Orlicky et al. 2003; K. Wu et
al., 2003) Por tanto, es dificil imaginar coémo los complejos CRL rigidos pueden promover el
ensamblaje de cadenas largas de multiubiquitina sobre un sustrato que se encuentra alejado por
méas de 50 A. En este sentido, la neddilacién (modificacion de la subunidad de culina por la
proteina similar a la ubiquitina, NEDD8) juega un rol fundamental, induciendo un cambio
conformacional drastico de la cola C-terminal de la culina que tras su union libera RBX1 y le
otorga flexibilidad estructural permitiéndole adoptar varias conformaciones. Esto le permite no
solo reducir la brecha de 50 A entre la E2 cargada con ubiquitina en el extremo C-terminal y el
sustrato unido al segmento N-terminal de la culina, sino que ademas le da los grados de libertad
estructural necesarios para poder transferir mono-Ub o cadenas de Ub de distintos largos, y por

tanto tamarios (Kleiger et al., 2009; Zhuang et al., 2009).

2.6 Sumoilacion

De modo similar a la ubiquitinacion, la Sumoilacion involucra la union covalente de un miembro
de la familia SUMO (por sus siglas en inglés, pequeiio modificador tipo ubiquitina) a residuos
lisina en proteinas blanco especificas. La proteina SUMO fue identificada en 1996 por 4 grupos
independientes: El grupo de Freemont la encontré como una pequefia Ubl asociada con PML en
un complejo que llam6 PIC1 (Boddy et al., 1996), el grupo de Chen la identificd en un screening
de proteinas asociadas a la reparacién de ADN en un hibrido de dos levaduras (Z. Shen et al.,
1996), Yeh y su equipo la identificaron como un pequefio modificador asociado a Fas, al cual
llamaron sentrina (Okura et al., 1996), y el grupo de Blobel descubri6 que RanGAP era
modificado por una pequefia Ubl a la que llamaron GMP1 (Matunis et al., 1996). Estos
modificadores eran todos la misma proteina que ahora es comunmente conocida como SUMO

(Wilson, 2017).
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Las proteinas SUMO son traducidas en su forma precursora, las cuales son procesadas por
isopeptidasas especificas (SENPs) para generar una proteina SUMO madura (Johnson et al.,
1997). Las formas maduras de SUMO interactian con la enzima E1 activadora, SAE1/2,
especificamente con la subunidad SAE2 que contiene el sitio catalitico. Seguido de la formacion
del complejo SAE1/2-SUMO, la enzima activadora transfiere la proteina SUMO a la enzima E2
conjugadora, Ubc9. Contrario a la via de ubiquitina que contiene varias enzimas E2, Ubc9 es la
Unica enzima conjugadora de SUMOs. Finalmente, Ubc9 transfiere SUMO a la proteina blanco
donde es unida covalentemente al residuo de lisina mediante un enlace isopetidico entre el
grupo épsilon-amino de la lisina y el grupo carboxilo C-terminal de la glicina en SUMO (Wilson,
2017). A diferencia de la ubiquitinacion que requiere una E3 ligasa para la transferencia de
ubiquitina al sustrato, la sumoilacion se produce facilmente in vitro sin necesidad de ligasa
(Melchior, 2000). No obstante, ahora se han identificado varias ligasas de SUMO, incluidas las
ligasas de tipo SP-RING como la familia PIAS (Johnson & Gupta, 2001) y MMS21 (Potts & Yu,
2005). La deconjugacion de SUMO esté a cargo de las proteinas SENPs.

A diferencia de la ubiquitinacion, la Sumoilacion no estad involucrada en el control de la
degradacién de proteinas, sino que regula una amplia variedad de funciones que incluyen la
regulacion transcripcional, el transporte nuclear-citosélico, la estabilidad de proteinas y la
reparacion del ADN (Girdwood et al., 2004; Hay, 2006; Seeler & Dejean, 2003; Johnson, 2004;
(Flotho & Melchior, 2013). Se han detectado proteinas Sumoiladas en inclusiones neuronales
asociadas a diferentes enfermedades de plegamiento incorrecto de proteinas, lo que sugiere un

papel en la neurodegeneracion.

2.7 Isgilacion

Consiste en la conjugacion de la proteina ISG15 a sus proteinas blanco. La UBL I1SG15 fue
inicialmente identificada en 1979 en células tratadas con IFN (Farrell et al., 1979), a pesar de su
naturaleza tipo ubiquitina, dicha relacion no fue reportada hasta 1987 cuando se detecto por
interaccion cruzada con anticuerpos anti Ub (Haas et al., 1987). ISG15 fue renombrada en 1987
de su referencia general como “una proteina de 15 KDa” a su nombre actual, luego de descubrir

que su transcripcion era impulsada por IFN-B y se acuiié el término “gen estimulado por
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interferon” (Reich et al., 1987; Kessler et al., 1988). La expresion de ISG15 es también inducida

por infecciones, isquemia, dafio al ADN y envejecimiento.

ISG15 se conjuga a sus proteinas mediante la accion secuencial de tres enzimas: una proteina E1
activadora, Ubell, también conocida como UBA7, una E2 conjugadora UbcH8, también conocida
como UBE2L6, y una E3 ligasa (HERC5 o TRIM25/EFP) (Villarroya-Beltri et al., 2017).
Historicamente la atencidn se ha enfocado en los efectos antivirales de la isgilacion, que bloquea
la entrada, replicacion y liberacién de distintos patdgenos intracelulares. Sin embargo, han
emergido nuevas funciones de la isgilacion que implican multiples procesos celulares, como
reparacion de ADN, autofagia, traduccion de proteina y secrecion de exosomas (Villarroya-Beltri

etal., 2017; Dzimianski et al., 2019)

La neddilacidn es sin duda la otra UBLs de relevancia en la familia. Esta via seré central en esta

tesis y por tanto sera descripta en un item aparte

3. La via de la Neddilacién

Dentro de las MPT pertenecientes a la familia de proteinas tipo ubiquitina se encuentra la
Neddilacion, cuya proteina modificadora es Nedd8. Este modificador se identifico originalmente
en 1992 como un gen expresado en células precursoras neurales, regulado negativamente en el
desarrollo (Nedd: neural-precursor-cell-expressed developmentally downregulated gene, por
sus siglas en inglés) en un screening de una biblioteca de ADNc (Kumar et al., 1992). Dentro de
las UBLs, Nedd8 tiene la mayor identidad con ubiquitina (60%), sin embargo la neddilacion tiene
su propio conjunto Unico de enzimas para asegurar una via de conjugacion distinta (Xirodimas,
2008). La conjugacion de Nedd8 a sus sustratos se asemeja a la reaccion de tres pasos de la via
de ubiquitinacion, involucrando E1, E2, E3 y enzimas deneddilantes (Yeh et al., 2000; Kumar et
al., 1993). Al igual que la ubiquitina, Nedd8 se sintetiza primero como un precursor (81
aminoacidos) que es procesado en el residuo C-terminal conservado Gly76 por la actividad
hidrolasa de las enzimas deneddilantes, incluidas NEDP1 (también conocidas como DEN1 o
SENP8) y UCH-L3, que también puede procesar ubiquitina, exponiendo un motivo glicina-glicina

gue sirve como sitio de union para sustratos blanco (Xirodimas 2008; Liakopoulos et al. 1998;
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Kamitani et al., 1997). La glicina C-terminal expuesta de Nedd8 es adenilada en una reaccién
dependiente de ATP por la enzima heterodimérica activadora de Nedd8 E1 (NAE), la cual se
compone de NAE1, también conocida como App-bpl (proteina 1 de unién a la proteina
precursora de amiloide ), y la enzima 3 activadora de ubiquitina (UBA3) (Enchev et al., 2015). A
continuacion, Nedd8 se transfiere a una cisteina de la cadena lateral de Uba3 (C216) a traves de
un enlace tiolester (Gong y Yeh, 1999; revisado en Pan et al., 2004; Huang y Schulman, 2005). El
Nedd8 activado se transfiere posteriormente a la enzima E2 conjugadora de Nedd8 Ubcl2,
formando otro enlace tioester (Gong y Yeh, 1999). Con la ayuda de las ligasas E3, Nedd8 se
transfiere al grupo e-amino de residuos lisina en los sustratos formando un enlace isopeptidico
(Figura 3). En contraste con el gran conocimiento sobre las E3 ligasas de ubiquitina, se sabe poco
sobre las E3 ligasas de Nedd8, y hasta ahora solo se han descrito unas pocas. Una de ellas es la
subunidad DCN1 (defectuosa en la neddilacién de Culinas) conservada evolutivamente, estimula
la reaccion de neddilacion in vivo e in vitro en condiciones de cantidades limitadas de UBC12
(Kurz et al. 2008; Kurz et al. 2005) y no forma enlace tioester con Nedd8. DCN1 carece del tipico
dominio RING o HECT presente en la mayoria de las E3 ligasas (Xirodimas, 2008), sin embargo si
interactua con UBC12 Yy las culinasy, por lo tanto, cumple todos los criterios para funcionar como
una E3 ligasa de NEDD8 (Kim et al. 2008; Kurz et al. 2005). Sin embargo, DCN1 puede cooperar
con RBX1 para promover la neddilacion de culinas ya que RBX1 también se une a culinasy UBC12
(Dharmasiri et al. 2003; Morimoto et al. 2003) y se ha demostrado que es esencial para la
reaccion de neddilacion (Takumi Kamura et al., 1999). Esta prediccion esta respaldada ademas
por la observacion de que DCN1 y RBX1 interactuan entre si (Yang et al., 2007). Ademéas Mdm2
funcionaria como E3 de Nedd8 en los casos de p53 y PSD-95 (Xirodimas et al., 2004; (Vogl et al.,
2015).

A pesar de las decenas de blancos moleculares descriptos hasta ahora, dos recientes reviews de
cientificos de gran influencia en el campo de las UBLs (Matthias Peter y Brenda Schulman) han
desafiado la idea de que la neddilacién, es una verdadera modificacion postraduccional (MPT)
capaz de modificar substratos mas alla de Cullinas (Brown and Jackson, 2015; Enchev et al.,
2015). Estos autores argumentan que los estudios hasta hoy publicados que describen blancos
de Nedd8 adolecen de graves deficiencias técnicas que impiden aseverar que tal efecto
realmente existe. Mas alla de la robustez de los argumentos esgrimidos y que se discutiran mas

29



abajo (ver seccidn 3.4.1 Sesgos experimentales que operan contra la idea de Nedd8 como nueva
MPT). Lo cierto es que estos conceptos han relativizado la relevancia biolégica de la neddilacion

y su funcion como una verdadera MPT en el campo de las UBLSs.

Luego de la publicacién de estas revisiones, nuestro grupo publicé un trabajo describiendo por
primera vez que la neddilacion ejerce un rol esencial en la maduracion y estabilidad sindptica y
que lo hace de un modo independiente de Cullinas (Vogl et al., 2015). Ademas, se demostro por
varios métodos que la chaperona sindptica PSD-95 es blanco de Nedd8 y que su neddilacion es
necesaria para varias de sus funciones moleculares en la sinapsis. Este estudio, en conjunto con
varios nuevos experimentos preliminares de nuestro laboratorio indican que multiples proteinas
son blancos moleculares de Nedd8. Sin embargo, la controversia esta ya establecida en el campo
y la segunda parte del presente proyecto representa un esfuerzo por cerrar esta controversia
con nuevos abordajes técnicos que den una respuesta experimental lo méas categorica posible
orientada a validar nuestra hipotesis de base: Nedd8 es una verdadera molécula de sefializacion

intracelular con centenas de proteinas blanco, alin no caracterizadas.

3.1 Neddilacion atipica

Como se describio en la seccién anterior, la neddilacion canonica sigue una via similar a la
conjugacion de ubiquitina, e involucra la actividad de enzimas E1, E2 y E3 que llevan a la
modificacion covalente de NEDDS8 al grupo €-amino del residuo de lisina en la proteina blanco. A
demas de este modo de neddilacion, NEDD8 podria ser activado por la enzima E1 de ubiquitina,
UBAL (UAE/UBE1) y conjugarse a sustratos mediante enzimas del sistema de ubiquitina (Hjerpe

etal., 2012; Leidecker et al., 2012).

Este modo que define la via atipica es principalmente observado bajo condiciones de estrés
proteotodxico. Esta caracterizado por la formacion de cadenas hibridas de NEDD8-ubiquitina, lo
que impacta en el sistema ubiquitina proteosoma (UPS) y la agregacion nuclear de proteina
(Leidecker et al., 2012; Li et al., 2014; Maghames et al., 2018). Ambos modos de neddilacion
han mostrado ser funcionalmente discretos con proteomas distintos (Lobato-Gil et al., 2021;

Vogl et al., 2020).
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Figura 3. Esquema de la via de neddilacion. La neddilacién procede en tres pasos bioquimicos secuenciales similares a la
ubiquitinacion. La neddilacion por su parte cuentas con sus propias enzimas de la via, y a parte de la unién de Nedd8 con las
culinas de las E3 ligasas, su principal blanco descripto, sigue una via independiente uniéndose a una E3 especifica para finalmente
unirse a sus blancos moleculares particulares.

Debido a que se han encontrado neddiladas casi todas las lisinas disponibles en NEDDS,
ubiquitina y varias de las lisinas en SUMO-2, se ha observado la existencia no solo de cadenas
hibridas de NEDD8-ubiquitina sino también de mudultiples y distintas cadenas poli-NEDDS, e
hibridos NEDD8-SUMO2 (Lobato-Gil et al., 2021). Se ha mostrado también que, en condiciones
de ausencia de ubiquitina libre, los bajos niveles de ubiquitina en ausencia de un estrés adicional

es suficiente para estimular la neddilacion a traves de UBE1 (Leidecker, et al., 2012).

3.2 Deconjugacion de Nedd8

La neddilacion, de manera similar a la ubiquitinacion y a la conjugacion de otras UBL, es un
proceso dindmico y reversible en el que proteasas especificas promueven la deconjugacién de
nedd8 de sus blancos. Se ha reportado que el complejo signalosoma COP9, y proteasa de
procesamiento de NEDD8, NEDP1 (DEN1 o SENP8) deconjugan NEDDS8 de los diferentes sustratos
(Xirodimas et al., 2004).
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El signalosoma COP9 (CSN) es un complejo conservado evolutivamente de 8 subunidadesy es la
principal desnedilasa de culinas (Cope et al., 2002). CSN esta presente en todos los eucariotas y
es un complejo de multiples subunidades que tiene similitud estructural con la tapa del
proteosoma y el complejo eucaridtico del factor de iniciacién de la traduccion 3 (elF3) (Seeger
etal., 2001). La actividad proteasa especifica de nedd8 observada en el complejo CSN se debe a
un motivo metaloproteasa en la subunidad 5 (CSN5) también conocido como Jabl. Se ha
demostrado que la subunidad aislada no es activa, y solo muestra actividad de proteasa de
NEDD8 cuando forma parte del complejo CSN (Cope et al., 2002; Birol et al., 2014). Ni la
subunidad CSN5 sola, ni el complejo de CSN tienen afinidad apreciable por Nedd8 libre y son
muy ineficientes en el procesamiento de su forma precursora o derivados C-terminales

sintetizados quimicamente (Sharon et al. 2009; Birol et al. 2014, Lingaraju et al. 2014).

La evidencia preliminar sugiere que NEDP1 no tiene a las cullinas como target directo y su
actividad de denesdilasa se enfoca en todos los sustratos no cullinas intracelulares como ha sido
demostrado en diferentes estudios tanto in vitro como in vivo (Mendoza et al. 2003; K. Wu et al.
2003; Xirodimas et al. 2004; Enchev, Schulman, and Peter 2015). A pesar del alto grado de
similitud entre NEDD8 y ubiquitina, NEDP1 muestra una preferencia de 60.000 veces mayor por
NEDD8 que por ubiquitina. Claramente, las distintas consecuencias funcionales asociadas con la
modificacion de la ubiquitina y NEDD8 requieren mecanismos altamente especificos que
permitan a la célula discriminar entre estas dos MPTs. La unién de NEDD8 induce un dramatico
cambio conformacional en un bucle flexible de NEDP1 que oscila sobre el extremo C-terminal de
Nedd8, bloqueandolo en una estructura B extendida éptima para la catélisis. Los estudios
estructurales, mutacionales y bioquimicos identificaron una Unica diferencia en el residuo 72 del
extremo C-terminal de NEDD8 vy ubiquitina que contribuye significativamente en el

reconocimiento molecular de NEDP1 para discriminar entre ellos (L. N. Shen et al., 2005).

En resumen, pareciera haber dos principales proteasas que remueven NEDD8 de sus sustratos,
COP9 signalosoma que remueve NEDD8 de culinas y NEDP1, que deconjuga blancos

independientes de culinas.
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3.3. Inhibicién de via de Nedd8

Para bloquear la neddilacion se ha usado ampliamente el inhibidor farmacol6gico MLN4924.
Este inhibidor fue encontrado como producto de la busqueda de inhibidores del sistema
ubiquitina-proteosoma (UPS), que se sabe es responsable de la degradacion de proteinas
intracelulares con papeles importantes en distintas funciones celulares. Ya se habia descrito un
inhibidor del UPS (bortezomib también conocido como Velcade) probado en pacientes con
mieloma multiple y linfoma de células del manto (Kane et al. 2003; Kane et al. 2007) y su
actividad anticancerigena sugirio que inhibidores de otras enzimas que modulen la actividad del
UPS podrian llevar al desarrollo de nuevas drogas anticancerigenas con uso distinto clinico

(Nalepa et al., 2006)

El MLN4924 se descubridé haciendo quimica medicinal iterativa en N6-bencil adenosina que
originalmente se identific6 como un inhibidor de NAE, la E1 de la via de neddilacion a traves de
un screening de alto rendimiento. MLN4924 esté relacionado estructuralmente con el adenosin
5’-monofosfato (AMP), un producto fuertemente unido NAE durante su reaccion de conjugacion
(Haas and Rose 1982; Bohnsack and Haas 2003). Las principales diferencias entre AMP vy
MLN4924 son: (1) en lugar de la base de adenina, MLN4924 tiene una base de dezapurina
sustituida por un aminoindano en N6; (2) en lugar del azucar ribosa, MLN4924 tiene un
carbociclo y el equivalente del grupo 2’-hidroxilo de AMP esté ausente; (3) en lugar del fosfato,
MLN4924 tiene un sulfamato; y (4) en contraste con la estereoquimica del AMP, el sulfamato de
metileno de MLN4924 esta en una anti-relacion no natural con la deazapurina (Soucy et al.,
2009) (Figura 4). La cristalografia de rayos X confirmé que MLN4924 se une al sitio de union de
nucledtidos de NAE (Brownell et al., 2010). Cuando se une al sitio activo de NAE, MLN4924 forma
un aducto estable con NEDD8 que previene la formacion del tioéster Ubc12-NEDD8 necesario
para la transferencia de NEDD8 a UBC12. El aducto MLN4924-NEDD8 es de naturaleza similar al
adenilato de NEDDS, el primer intermediario de la cascada de conjugacion de NEDD8, pero no
puede procesarse enzimaticamente, lo que determina que la cascada se detenga en este paso
(Brownell et al., 2010) (Figura 5). La actividad inhibidora de MLN4924 es altamente especifica
para NAE y se ha observado poca actividad inespecifica contra otras E1 de UBL, incluida la enzima
activadora de ubiquitina (UAE o también conocida como UBA1) y la enzima activadora de SUMO
(SAE) en ensayos enzimaticos (Nawrocki et al., 2012).
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therapy.

3.4 En busca de los blancos moleculares de NEDD8

Durante afios, el concepto dominante en el campo de las UBLs fue que Nedd8 actuaba solo a
través de activar los complejos de Culinas. Con el tiempo esa mirada fue desafiada por el hecho
de que varios investigadores encontraron a Nedd8 covalentemente unido a una variedad de
otras proteinas. Sin embargo, el campo permanecio en general reacio a aceptar esta idea (Brown

y Jackson, 2015; Enchev et al., 2015). A nuestro criterio esto obedece a diversos motivos:

3.4.1 Sesgos experimentales que operan contra la idea de Nedd8 como nueva MPT

A- La sobreestimacion del uso de modelos celulares altamente proliferativos

Uno de los sesgos més evidentes en los estudios de los mecanismos basicos de la ubiquitinacion
y las UBLs es el uso de tres modelos celulares casi excluyentes: HEK293, Hela y levaduras. La
razon para ello es esencialmente practica, son células de alta tasa replicativa que proveen mucho
material en corto tiempo. Esto genera un sesgo hacia aquellas vias y moléculas mas relevantes
en estas células, que estan asociadas a su alta tasa de proliferacion. De hecho, las cullinas tienen
como una de sus funciones principales controlar la estabilidad de ciclinas y proteinas vinculadas
al ciclo celular. De alli tambiéen el desarrollo del Inhibidor de NAE1, MLN-4924 (Pevonedistat),
gue se encuentra en ensayos clinicos fase I/1l en pacientes con mielomay leucemias (Shah et al.,

2016; Gai et al., 2021)
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En efecto en estudios preliminares encontramos que cuando se emplean células totalmente
diferenciadas (que salieron del ciclo celular) el namero de proteinas neddiladas es
significativamente mayor y la neddilacion de culinas substancialmente menor (datos no
publicados). De hecho, la neddilacion de proteinas se incrementa durante la diferenciacion de

neuronas (Vogl et al., 2015) pero también de adipocitos (Bauder y Refojo, datos no publicados).

Esto sugiere que la utilizacion de células altamente proliferativas produce un sesgo hacia las

culinas que no se evidenciaria si se utilizaran otras células ya diferenciadas.

B- La falta de un inhibidor de Deubiquitinasas (DUBs)

Aun cuando casi la mitad del proteoma es vehiculizado por cadenas de poliubiquitinas hacia la
degradacion por el proteosoma, las proteinas ubiquitiladas no pueden, salvo casos
excepcionales, detectarse por métodos bioguimicos convencionales como el western blotting.
La explosién del campo de la ubiquitilacion tuvo un hito técnico innegable, el descubrimiento de
la lactacistina como inhibidor del proteasoma (Fenteany et al., 1995) y del desarrollo del
Bortezomib (MG-132) por Myogenics (Adams and Kauffman, 2004). Estos farmacos incrementan
los niveles de proteinas ubiquitiladas enddgenas por varios érdenes de magnitud haciendo
posible la deteccidn de proteinas ubiquitiladas enddgenas por técnicas convencionales como la
inmunoprecipitacion seguida de western blotting. La via de la neddilacion no cuenta con esa Gtil
herramienta lo que ha hecho muy complicada su deteccion, mucho maés si el material utilizado
son células altamente proliferativas. A nuestro criterio este aspecto es central en esta

controversia y sera atacado con especial énfasis a lo largo de este proyecto.

C- La carencia de un método fiable de deteccion de la neddilacion por espectrometria de masa
Hoy en dia los screenings para la identificacion de proteinas modificadas por ubiquitina y sumo
se realiza principalmente por espectrometria de masa (ver seccién 3.4.4) donde los péptidos
obtenidos tras la digestidn con tripsina son discriminados porque su masa se incrementa al estar
modificados covalentemente en residuo lisina (Vertegaal, 2011). Sin embargo, esta metodologia
no permite la discriminacion entre péptidos modificados por Ub, ISG-15 o Nedd8, debido a la
completa homologia de sus extremos C-terminales (Figura 6) (Kirkpatrick et al., 2005). Este es un
conflicto usualmente subestimado; los expertos en ubiquitilacion relativizan esto aduciendo que
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la ubiquitilacion es mas abundante que la neddilacion. Pero cuando se requiere usar este
método para detectar péptidos neddilados (que son sin duda menos abundantes que los

ubiquitilados) esto deviene un problema insalvable y hasta hoy irresuelto.

D- La falsa premisa que Nedp1 no ejerce funciones relevantes

La desneddilacion de cullinas es llevada a cabo por la subunidad Csn5 del complejo COP9-
signalosoma (Dubiel et al., 2015; Lyapina et al., 2001; Schwechheimer et al., 2001. Pero COP9
solo remueve Nedd8 de Cullinas y no de otras proteinas neddiladas. ¢Quién entonces remueve
Nedd8 de blancos independientes de Cullinas? NEDP1 ha sido sefialada como una DUB
importante del sistema de Nedd8 (Mendoza et al., 2003; Gan-Erdene et al., 2003; Wu et al.,
2003). Sin embargo, estudios en Arabidopsis Taliana y Aspergillus Nidulans no han evidenciado
un rol biolégico muy significativo de esta denedilasa (Christmann et al., 2013; Mergner et al.,
2015). Otro estudio basado en la generacién de moscas quiméricas portando siRNAs también
reporto leves efectos en la viabilidad (Y. Chan et al., 2008). Estas discrepancias podrian en parte
deberse a un incremento en la relevancia de NEDP1 durante la evolucion (dado que en modelos
murinos si se encuentran fenotipos relevantes) o simplemente ser artefactos del uso de métodos

de knockdown en lugar de knockout.

E- Los artefactos secundarios a la sobreexpresion de Nedd8 (Neddilacion atipica artificial)

Como fuera descripto mas arriba, en circunstancias especiales, Nedd8 puede ser cargado por la
E1 de ubiquitina en lugar de ser captada por NAE1. Debido a la similaridad estructural entre
Nedd8 y Ubiquitina, Nedd8 puede proseguir la cascada de ubiquitina y finalmente ser transferida
a sustratos normalmente blancos de ubiquitina. Este fenémeno denominado Neddilacién atipica
podria ser inducido también mediante la sobreexpresion de Nedd8. Esto fue originalmente
descripto por el grupo del Dr. Thimo Kurz y se evidencia fundamentalmente por la existencia de
un profuso chorreado de proteinas neddiladas en ensayos de Western Blotting que no es
revertido por la aplicacion de MLN4924 (Hjerpe R. et al., 2012). La explicacién a esto es que
Nedd8 es conjugado por la via de ubiquitinacion en lugar de la via endégena normal NAE-UBC12.
En innumerables experimentos preliminares nuestro grupo ha sobre-expresado Nedd8 bajo

multiples condiciones experimentales y en al menos 7 lineas celulares diferentes y cultivos

36



primarios de neuronas. En ninguna condicién hemos encontrada evidencia de neddilacion
atipica, dado que en todos y cada uno de los ensayos la neddilacion fue casi completamente
bloqueada por MLN4924 o la utilizacion de isoformas dominantes negativas de UBC12. Sin
embargo, estos estudios del Dr. Kurz han sembrado esa nocion erronea en el campo de las MPT,
lo que agrega una dificultad adicional dado que un argumento comun es que los blancos de
Nedd8 encontrados en realidad podrian corresponder a neddilacion atipica producto de la
sobreexpresion de Nedd8 en ensayos de Inmunoprecipitacion o purificacion por afinidad

(Brown and Jackson, 2015; Enchev et al., 2015).

3.4.2 Evidencia que sugiere que Nedd8 es una verdadera y extendida MPT
Una variedad de razones experimentales indica que Nedd8 si actla como una verdadera MPT:

A- Multiples bandas neddiladas en Western Blots (WB) contra Nedd8

Cuando simples extractos celulares, sobretodo de células diferenciadas, son sujetos a WB
usando anticuerpos anti-Nedd8, multiples bandas e incluso “chorreados” son detectados. En las
condiciones desnaturalizantes del SDS-PAGE estas bandas solo pueden corresponder a proteinas
discretas neddiladas. Ha sido argumentado que las bandas podrian ser Cullinas degradadas. Aun
cuando eso no puede explicar la presencia de bandas de mayor peso que 100 Kda (el peso de las
Cullinas) en nuestro grupo también se ha testeado esa posibilidad “taggeando” diferentes

Cullinas en sus extremos N y C terminal, pero nunca pudimos visualizar fragmentos degradados.

B- Fuertes efectos del bloqueo de la neddilacion acompanados de escasos o nulos efectos de
Culinas

Estudios de nuestro laboratorio indican que la inhibicién de la neddilacion en neuronas en
cultivos induce retrasos dramaticos en el desarrollo neuronal (Vogl et al., 2015). Sin embargo, el
bloqueo de cada una de las Cullinas o su inhibicion completa utilizando shRNAs de un cofactor
critico de su actividad como Rbx1 no produce efectos significativos (Vogl, Refojo, datos no
publicados). Ain mas claro es esto cuando se utilizan animales KO de Csn5. La unién de Nedd8
a Cullinas permite la ubiquitilacion del substrato que luego deja el complejo. Para que la
actividad de las Cullinas se restablezca es necesario que Csn5 remueva Nedd8 de las Cullinas y
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asi reiniciar el ciclo. Si esto no ocurre, las Cullinas quedan inactivadas. Mientras que Nae1-KO en
neuronas del cerebro anterior (Nae1@mk2-CreERT2) presentan una pérdida del 50% de las sinapsis
excitatorias y enormes déficit en aprendizaje y memoria; la eliminacion de Csn5 en las mismas
neuronas (Csn5¢@mk2-CreERT2) ng tiene efecto alguno, ni en la morfologia celular ni en la conducta
de los animales (Giusti and Refojo, datos no publicados). Ademas, MLN4924 ejerce efectos
celulares en minutos, mucho antes que las Cullinas produzcan cambios significativos en la

estabilidad de sus proteinas blanco (Soucy et al., 2009; Brockmann et al., 2019; (Vogl et al., 2020)

C- Fuertes efectos de la eliminacion de Nedp1

Como fuera descripto en parrafos previos, estudios de otros y nuestro laboratorio han indicado
que Nedpl es la principal DUB del sistema de Nedd8 (Gan-Erdene et al., 2003; Mendoza et al.,
2003). Sin embargo, estudios en Arabidopsis Taliana y Aspergillus Nidulans no han evidenciado
un rol muy significativo de esta DUB (Christmann et al., 2013; Mergner et al., 2015). Chan y
colaboradores generaron una linea de Drosofila portando shRNAi contra DEN1 (Homégolo de
Nedpl) y no encontrd ninguna diferencia apreciable en la viabilidad o longevidad de moscas
Denl null vs controles (Chan. Y et al., 2008). Como se explicara luego, el problema pareceria
radicarse en el uso de métodos de knockdown en lugar de knockout que si producen fuertes
fenotipos. Estos estudios llevaron a la asuncion que Nedpl no ejerce funciones bioldgicas
relevantes y que por tanto la neddilacion independiente de Cullinas no seria mayormente
relevante tampoco (Enchev et al., 2015; Brown & Jackson, 2015). Esto tiene su raiz en que para
poner de manifiesto sus efectos es necesario eliminar >80% de sus mMRNAs, un efecto que no fue
alcanzado en los estudios antes mencionados cuyos métodos de inactivacion del gen estaban
basados en shRNAs de baja eficiencia (Chan Y et al., 2008; Christmann et al., 2013; Mergner J et
al., 2015). La eliminacion de Nedp1l en ratones KOs generados por nuestro grupo es letal y solo
5% de los ratones KO sobreviven si son cuidados intensivamente en su desarrollo postnatal.
Ademas, estudios recientes de nuestro laboratorio indican también que la longevidad de una
linea de Drosophila KO para Nedpl (Denl) esta reducida en estas moscas y que ademas tienen
una menor resistencia a distintos tipos de estrées (Linenberg et al, datos no publicados). Estos
estudios de nuestro laboratorio sugieren también que Nedpl es bioldgicamente significativa y

gue por tanto la neddilacién mas alla de Culinas efectivamente existe y es relevante también.

38



3.4.3 La paradoja de las UBLs: Escasos niveles de proteinas modificadas, grandes efectos

¢Por qué no ha sido posible aun precisar la identidad de las proteinas neddiladas? El estado de
ubiquitilacién o unién de UBLs a proteinas en la célula es altamente dindmico y depende de un
delicado balance entre la actividad de E3 ligasas y deubiquitilasas (DUBS). En condiciones
normales, los sistemas de Ub o UBLs mantienen altas tasas de turn-over pero con bajas
proporciones de sustratos modificados vs. No modificados a cualquier momento dado. Estas
pocas moléculas modificadas ejercen, sin embargo, fuertes efectos biolégicos probablemente
porgue se ocupan de procesos moleculares que requieren gran velocidad de turn-over o porque
se concentran en complejos protéicos o compartimentos subcelulares especificos. En cualquier
caso, en una ventana temporal dada, la fraccién de una proteina unida a UBLs por célula es

relativamente baja, lo que dificulta su identificacion.

Una de las estrategias mas comunmente empleadas para aumentar la capacidad de deteccion
de proteinas modificadas por Ub-UBLs, es inhibir la actividad de DUBs o de los sistemas que
promueven la remocién de proteinas modificadas. Asi el advenimiento de los inhibidores del
proteosoma produce un cambio sustantivo en la determinacion de proteinas ubiquitiladas
relacionadas con degradacion. De forma analoga la inhibicion de DUBs de Nedd8 o deneddilasas
incrementaria la fraccion de proteinas neddiladas incrementando asi, la capacidad de deteccion.
Como fue mencionado, en estudios preliminares nuestro grupo ha caracterizado a la proteasa
Nedpl como la principal deneddilasa de la cascada de neddilacién y proponemos como parte
substancial de este proyecto distintas estrategias para inhibir o eliminar esta enzima en modelos
celulares y animales. Hipotetizamos que esta estrategia sera instrumental para una mejor

deteccion de proteinas neddiladas.

3.4.4 El problema de la identificacion de proteinas neddiladas por espectrometria de masa

La conjugacion covalente de Ub y UBLs a Lys es usualmente analizada mediante espectrometria
de masa por medio de la deteccion del desplazamiento de masa (mass shift) de los péptidos
modificados que llevan un motivo GG adicional tras la digestion con tripsina (Vertegaal, 2011).

El inconveniente con este approach es que la secuencia C-terminal de Ub, Nedd8 y otras UBLs

39



(como ISG-15) es idéntica (-RGG) y genera por tanto el mismo motivo remanente de di-Gly tras
la tripsinizacién, haciendo imposible discriminar entre los péptidos modificados por Ub, ISG-15
0 Nedd8 (Figura 6) (Kirkpatrick et al., 2005). Esta ha sido sin duda una dificultad critica que ha
impedido el descubrimiento de nuevos blancos moleculares de Nedd8. Para solucionar esta
dificultad el laboratorio ha generado mutantes de Nedd8 que producen corrimientos extra en
los péptidos detectados por EM tras la digestion con tripsina (Vogl et al., 2015) junto con una
nueva estrategia de preparacion y purificacion de péptidos modificados.

Asi, el propésito fundamental del presente trabajo es la identificacidn y caracterizacion inicial de

los primeros candidatos de Nedd8 encontrados en cultivos primarios de neuronas.
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Figura 6. A) Péptido tedrico sin modificar. Las
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C Péptido tedrico tripsina. B) Péptido tedrico ubiquitilado. C)
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3.5. Rol fisioldgico de la neddilacion

A nivel molecular, ademés de la funcién regulatoria de la neddilacion en la degradacion de
proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular mediante la activacion de las Culinas, su
sustrato mejor caracterizado, se ha reportado que la neddilacion regula potencialmente otros
multiples blancos involucrados en diferentes procesos como la regulacion transcripcional, la

apoptosis, el dafio del ADN, la sefializacién del estrés nucleolar y la adipogénesis. Los estudios
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que abordan dichos procesos seran descriptos someramente en los péarrafos siguientes. No
obstante, cabe destacar que como fuera subrayado con anterioridad (, a pesar de estas
descripciones en la literatura, la visién primordial del campo es que, debido fundamentalmente
a deficiencias técnicas y metodoldgicas, no estéd aun totalmente o adecuadamente probado que
los efectos de Nedd8 sobre estos procesos bioldgicos sean en efecto mediados a través de la
neddilacion directa de sustratos no Cullinas (Enchev et al., 2015) (Brown and Jackson, 2015). A
lo largo de esta tesis se demostrara, segun nuestro buen saber y entender de manera muy
controlada e incontrastable, que efectivamente la neddilacion independiente de Cullinas es un
hecho relevante en la sefializacion intracelular. Teniendo esto en cuenta describiremos en la
siguiente seccién como la neddilacion influencia mdltiples funciones celulares afectando

potencialmente diversos blancos mas alla de Culinas.

3.5.1 Rol de la neddilacién en la regulacién transcripcional

El regulador transcripcional y regulador oncogénico p53 fue el primer blanco no Culina de la
neddilacion en ser descripto. La estabilidad y funcion del supresor de tumores p53 esta
estrictamente controlada mediante su modificacion con ubiquitina y UBLs. En este proceso, el
oncogén Mdm2 juega un papel vital, ya que, al actuar como una ligasa E3, monoubiquitila p53
promoviendo su degradacion proteasomal y por tanto disminuyendo la actividad transcripcional
dependiente de este factor de transcripcion (Chao, 2015). La especificidad de Mdm2 como ligasa
E3 se extendio a la neddilacién cuando Dimitris Xirodimas y colaboradores observaron que
Mdm2 puede estimular la modificacion de p53 con NEDD8, pero no con SUMO-1 o ISG15. Como
es comun con las ligasas E3 de tipo RING, también se demostré que Mdm2 es modificado por el
propio NEDD8 (Xirodimas et al. 2004). Las mutaciones que anulan la actividad de ubiquitina
ligasa de Mdm2 también inhiben la neddilacion de p53, lo que sugiere la existencia de
componentes comunes para estas modificaciones (Singh et al., 2007). Sin embargo, también hay
evidencia que sugiere que la ubiquitinacion y la neddilacién de p53 mediada por Mdmz2, estan
reguladas diferencialmente. Aunque se requieren seis residuos de lisina en el extremo C-
terminal de p53 (Lys370, Lys372, Lys373, Lys381, Lys382 y Lys386) para una eficiente
ubiquitinacion, la mutacion de tres residuos de lisina dentro de este grupo (Lys370, Lys372 y
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Lys373) es suficiente para reducir la neddilacién de p53, evidenciando diferencias en el
requerimiento de lisinas para estas dos vias (Xirodimas et al. 2004). Ademas, se demostro que la
acetiltransferasa Tip60, que es un regulador conocido de la via Mdm2-p53, inhibe
preferentemente la neddilacion de p53 mediada por Mdm2, pero no la ubiquitinacion
(Dohmesen et al., 2008). Ademas, experimentos en los que la ubiquitina o NEDD8 se fusionaron
en el extremo C-terminal de p53 mostraron que la ubiquitina podria promover la localizacion
citoplasmatica de p53, mientras que la fusion p53-NEDD8 se encontro casi exclusivamente en el
nucleo (Carter et al., 2007). Funcionalmente, la neddilacon de p53 inhibe su actividad
transcripcional. Esto se demostro usando la linea celular CHO-TS-41 que contiene una mutacion
sensible a la temperatura en el gen APP-BP1 (gen cuyo producto interactta con UBA3 formando
el complejo de enzima activadora E1 de Nedd8, NAE). Cuando las células TS-41 crecieron a 32°C
Mdm2 promovié eficientemente la conjugacion de ubiquitina y Nedd8 a p53. Sin embargo, a
39°C la conjugacion de Nedd8 a p53 se redujo draméaticamente mientras la ubiquitinacion no fue
afectada. Esto sugiere que la via de conjugacién de Nedd8 no regula la ubiquitinacion de p53
mediada por Mdm2; por este motivo se us6 el mismo sistema para determinar el efecto de la
conjugacion de Nedd8 en la actividad transcripcional de p53. El cambio de temperatura a 39°C
incrementd la actividad de p53 en las células TS-41 mientras que no se observaron cambios
significativos en las células CHO wild-type. Esto es consistente con la idea que la conjugacion de

Nedd8 inhibe la actividad transcripcional de p53 (Xirodimas et al. 2004).

3.5.2 Funcion de la neddilacién en la respuesta inflamatoria

La adenosina es un mediador relevante de la respuesta inflamatoria. Utilizando sistemas de
cultivo celular, Curtis y colaboradores describieron que la nedddilacion controla la respuesta
inflamatoria inducida por adenosina, a través de su interaccion con I-kB en inhibidor de la familia
de factores de transcripcion NF-k y HIF (factor de hipoxia inducible) (Curtis et al., 2014;
Xirodimas, 2008). La primera evidencia de la relacion entre IkB y la via de la neddilacion data del
afio 1996 cuando Baldi y colaboradores describen que la degradacion de IkB por via del
proteasoma, el evento molecular que permite la “liberacion” de los dimeros de p65-p65 o p50-
p65 y su traslocacién nuclear, era un proceso llevado a cabo por el complejo SCF dependiente
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de Culina 1 (Baldi et al., 1996). Luego, multiples estudios demostraron que la via de Nedd8 es
necesaria para la normal activacion de NF-kB inducida por LPS (Lipopolisacarido bacteriano, un
conocido activador de la inmunidad celular primaria) en células endoteliales (Ehrentraut et al.,

2013) o CD40L en células dendriticas (Mathewson et al., 2013).

Ademas de NF-kB, la neddilacion de culinas también afecta al factor de transcripcion HIF. En
condiciones de ausencia de oxigeno las subunidades alfa de HIF se trasladan al ndcleo para
dimerizarse con las subunidades betay activar la expresion de genes blanco, pero en condiciones
de normoxia la subunidades alfa son hidroxiladas y marcadas para degradacion por
ubiquitinacion, mediada por la neddilacion de la Culina-2 (Colgan and Eltzschig, 2012; Curtis et

al., 2014).

3.5.3 Papel de la neddilacion en la apoptosis

Empleando un screening de RNAI in vivo para genes involucrados en apoptosis durante el
desarrollo del ojo en Drosophila Melanogaster, Broemer y colaboradores demostraron que la
deneddilasa DEN1 (homélogo de Nedpl en moscas) tiene un papel proapoptético en moscas,
resultado que sugeria un rol antiapoptotico de la neddilacion en este modelo (Broemer et al.,
2010). Los autores descubrieron que la caspasa efectora ICE, pero no la caspasa iniciadora
DRONC, estaba neddilada en condiciones enddgenas por la ligasa RING E3 de ubiquitina IAP1 y
que era de-neddilada por DEN1. Ademas, encontraron que la neddilacién de ICE inhibe su
capacidad para cortar su sustrato, poli ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP1), in vitro, lo que
explicaria los efectos antiapopt6ticos de la neddilacion in vivo. Curiosamente, la ubiquitinacion
in vitro de ICE también inhibe su actividad proteolitica, pero los mecanismos intimos
subyacentes serian diferentes, ya que la neddilacién parece funcionar a través de un mecanismo
no competitivo, mientras que la ubiquitinacion disminuye parcialmente la afinidad de ICE por
PARP1. Actualmente no hay pruebas convincentes de que el ortélogo del ICE humano, la caspasa

7, esté neddilado en condiciones enddgenas (Broemer et al. 2010; Nagano et al. 2012)
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3.5.4 Rol de la neddilacién en el dafio al ADN

Tanto la ubiquitina como SUMO tienen funciones esenciales en la respuesta al dafio del ADN. De
manera similar, se observo que NEDD8 forma focos nucleares que colocalizan con sitios de dafio
en el ADN (Ma et al. 2013; Brown and Jackson 2015). En particular, luego del dafio del ADN, la
ligasa RING E3 RNF111 junto con UBC12 ensamblan cadenas NEDDS8 en la histona H4, que luego
son reconocidas por el motivo de interaccion UIM de otra ligasa RING E3, RNF168. RNF168
amplifica la cascada de respuesta al dafio del ADN mediante el reclutamiento de los factores de
reparacion de recombinacién homélogos BRCA1 y la proteina 1 de union a p53 (53BP1) (Ma et
al. 2013; Brown and Jackson 2015). Ha sido postulado que las cadenas de ubiquitina y NEDD8
tienen funciones similares en la respuesta al dafio del ADN (Enchev, Schulman, and Peter 2015)

pero aln no se cuenta con evidencia experimental en este sentido.

3.5.5 Funcién de la neddilacion en la sefializacion de estrés nucleolar

La biogénesis del ribosoma consume un gran porcentaje de energia celular y esta estrictamente
regulada. Dicha regulacion viene dada por la unién de la proteina ribosomal L11 a MDM2, lo que
conduce a la interrupcion de la interaccion MDM2-p53 y la estabilizacion de p53 (Teng et al.,
2013). Este proceso es en parte controlado por la neddilacion reversible de L11. L11 puede ser
neddilado por MDMZ2, lo que lleva a su localizacion en el nucleolo y posterior estabilizacién. La
desneddilacion de L11 mediada por DEN1 invierte este proceso, resultando en la relocalizacion
nucleoplasmatica y degradacion proteasomal de L11 por una ligasa E3 desconocida (Sundgvist
etal., 2009). LaL11 deneddilada también colocaliza con p53 y MDM2 en el nucleoplasmay, como
se menciono anteriormente, L11 compite con p53 por unirse a MDMZ2 y, por lo tanto, conduce
a la estabilizacion de p53 y al reclutamiento de coactivadores de p53 (Mahata et al., 2012).
También se ha informado que la proteina ribosémica S14 desencadena la activacion de p53 tras
estrés nucleolar (Zhang et al., 2014). De manera similar a L11, la neddilacion de S14 da como
resultado su localizacién nucleolar y una mayor estabilidad, y la neddilacion de S14 es revertida
por DEN1 en una reaccién que es estimulada por el interactor de DEN1 CINAP (también conocido

como AK6) (J. Zhang et al., 2014). Sin embargo, en contraste con L11, la forma neddilada de S14
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parece estabilizar p53 inhibiendo MDM2 (J. Zhang et al., 2014). Se necesitan més estudios para
dilucidar la interaccién potencial y/o bucles de retroalimentacién entre estas vias y para
determinar si el requerimiento de NEDD8 en la activacion de p53 durante el estrés nucleolar se

debe a factores adicionales. (Enchev, Schulman, and Peter 2015)

3.5.6 Papel de la neddilacion en la adipogénesis

La diferenciacion de preadipocitos a adipocitos (adipogénesis) es un proceso clave en el aumento
de la masa grasa y, por lo tanto, se considera un blanco irresistible para prevenir o tratar la
obesidad (Camp et al., 2002). De los receptores de hormonas adipogénicas, el receptor gamma
activado por proliferador de peroxisomas (PPARY) tiene funciones cruciales en la adipogénesis y
la acumulacién de lipidos dentro de los adipocitos (Siersbeaek et al., 2010). Se ha demostrado que
neddilacion de PPARy es esencial para la adipogénesis (Park et al., 2016). Durante la
adipogénesis, NEDD8 es fuertemente inducido en preadipocitos y se conjuga con PPARy, lo que
conduce a la estabilizacién de PPARy. Cuando la neddilacion es bloqueada por ARNi dirigidos a
NEDDS o por el inhibidor MLN4924, la diferenciacion de adipocitos y el desarrollo de tejido graso
se vieron sustancialmente afectados. También se demostré que MLN4924 previene eficazmente
la obesidad inducida por una dieta alta en grasas y la intolerancia a la glucosa en ratones (Park
etal., 2016)

Nota: Nuestro laboratorio ha sido pionero en la descripcién del rol de la neddilacion en
diferentes aspectos del desarrollo y la funcion neuronal. Si bien siguiendo la organizacion de este
capitulo cabria describir ahora el rol neuronal de Nedd8, pospondremos su discusion hasta el
final de la introduccion de modo de comentar la literatura al respecto una vez que hayan sido

también descriptos los conceptos béasicos de desarrollo neuronal.

4. Desarrollo neuronal: conceptos basicos

Una comprensién detallada de los mecanismos moleculares implicados en diferentes pasos

especificos del desarrollo neuronal, que en Gltima instancia conducen a la alta complejidad de la
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red neuronal, requiere una diseccion precisa de los diferentes pasos del desarrollo. Los cultivos
de tejidos neurales embrionarios tales como cultivos organotipicos, cultivos re-agregados, y los
cultivos de células primarias disociadas recapitulan varios aspectos del desarrollo neuronal in
vivo, incluyendo polarizacion (Dotti et al., 1988; De Lima et al., 1997), maduracion (Mains and
Patterson, 1973; Seeds and Haffke, 1978; Trapp et al., 1979; Bartlett & Banker, 1984) y
sinaptogénesis (Bornshein and Model, 1972; Trenkner & Sidman, 1977; Yavin & Yavin, 1977;
Bartlett & Banker, 1984). Las neuronas en cultivo a menudo siguen un curso de desarrollo similar
a su correlato in vivo con respecto a las propiedades morfoldgicas y funcionales (Mains and
Patterson, 1973; Spitzer and Lamborghini, 1976; Yavin Z and Yavin E, 1977; Kozak, 1977;
Huettner and Baughman, 1986; Ogura et al., 1987; Habets et al., 1987; Dotti et al., 1988; Murphy
etal., 1992; Kuroda et al., 1992). Por otra parte, las neuronas primarias son facilmente accesibles
para su manipulacion, como por ejemplo transfecciones, incorporacion de genes mediado por
virus para alterar la expresion génica o registros electrofisiologicos (extracelulares o de “patch-
clamp”) para caracterizar sus propiedades electrofisioldgicas (Segal M, 1983; Maeda et al., 1995;
Jimbo et al., 1999; Y. Zhang et al., 2006; Anliker et al., 2010). Las neuronas hipocampales y
corticales disociadas se encuentran entre los modelos mejor caracterizados para estudiar
diferentes aspectos del desarrollo neuronal (Dotti et al., 1988). Desde la primera descripcion de
cultivos de células neuronales primarias por Banker y Cowan (Banker & Cowan, 1977), se ha
avanzado considerablemente en el refinamiento de las condiciones de cultivo y las posibilidades
para manipular la expresion génica en neuronas individuales (Kaech & Banker, 2006). El analisis
cuidadoso de las neuronas corticales e hipocampales disociadas que crecen y maduran en
condiciones de crecimiento controladas, principalmente libres de sefiales externas inespecificas,
llevo a la observacion de que estas neuronas pueden adoptar dominios dendriticos y axonales
espacial y funcionalmente distintos mediante una transicioén a través de varias etapas bien
definidas. (Dotti et al., 1988; D de Lima et al., 1997; Bradke & Dotti, 2000; Barnes & Polleux,
2009; Polleux & Snider, 2010) (Figura 7). En la etapa 1 (dias in vitro (DIV) 0), recién plaqueadas,
las células sin polarizar muestran una intensa actividad protrusiva de lamelipodios y filopodios,
lo que resulta en la aparicion de neuronas en estadio 2 (DIV 1-2) que portan multiples neuritas
inmaduras. En la etapa 3 (DIV 2-4), una sola neurita crece rapidamente para convertirse en el

futuro axén, mientras que las neuritas restantes adquieren identidad dendritica. Esta primera
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sefial morfoldgica de formacion del axon es un crucial indicador de la polarizacién neuronal, ya
que marca la ruptura inicial en la simetria durante desarrollo neuronal (A. M. Craig & Banker,
1994). Etapa 4 (DIV 4-15) se caracteriza por un extenso crecimiento axonal y dendritico y por
producirse mayor ramificacion. Las neuronas en estadio 5 (> DIV 15) estan finalmente
diferenciadas y alcanzan la polarizacion funcional. Las neuronas maduras forman contactos
sinapticos funcionales entre si y generar corrientes eléctricas (Segal, 1983; Bartlett & Banker,
1984; Fletcher et al., 1994).

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
DIVO DIV 1-2 DIV 2-4 DIV 4-15 DIV 15-25

A\ N
Célulano Neuritas Dendritogénesis Crecimiento Espinogénesis
polarizada Polarizacion y axonal/dendritico Sinaptogénesis
creciemiento ramificacion

axonal

Figura 7: Desarrollo y polarizacion de neuronas primarias in vitro. En cultivos de neuronas disociadas, neuronas postmitéticas
aisladas de hipocampo y corteza de embriones de ratas o ratones a través de varios pasos definidos, 1 a 5, para finalmente
adoptar su morfologia neuronal madura polarizada. Estadio 1 (DIV 0): neuronas no polarizadas, recién plaqueadas, aisladas de
hipocampo o corteza embrionaria, estan rodeadas por lamelio y filopodio que muestran una dinamica altamente protrusiva.
Estadio 2 (DIV 1-2), las nueronas desarrollan varias neuritas menores inmaduras (purpura). Estadio 3 (DIV 2-4): rompimiento de
la simetria neuronal, el axon (fucsia) crece mas rapido que las neuritas que adoptan identidad dendritica (pdpura). Estadio 4 (DIV
4-15): crecimiento rapido y extensivo del axon y las dendritas. Estadio 5 (> DIV 15): las neuronas son finalmente diferenciadas
en neuronas piramidales maduras procesando sinapsis funcional formadas entre espinas dendriticas y botones axonales (puntos
naranjas en las dendritas). (Adaptado de Dotti et al., 1988; Barnes and Polleux, 2009.)

4.1 El citoesqueleto neuronal

El citoesqueleto neuronal comprende tres clases principales de filamentos: actina F
(Filamentosa), microtubulos y neurofilamentos (un tipo de filamentos intermedios), todos los
cuales brindan apoyo estructural intrinseco a lo largo del desarrollo neuronal (Coles & Bradke,
2015). El citoesqueleto es crucial para establecer la forma celular, la compartimentacion y la

polaridad durante la transicion de las células precursoras esféricas en neuronas maduras con un
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axon definido para enviar sefiales sinapticas y una red dendritica revestida de espinas dendriticas
para recibir tales sefiales (Stiess and Bradke 2011; Flynn 2013; Lowery and Vactor 2009; Dent et
al., 2011). Mas detalladamente, en la etapa 1 (dias in vitro (DIV) 0), las células recién plaqueadas
sin polarizar, muestran una intensa actividad protrusiva con lamelipodios y filopodios, lo que
resulta en la aparicion de neuronas en estadio 2 (DIV 1-2) que portan mdaltiples neuritas
inmaduras. La etapa 3 (DIV 2-4) se caracteriza por la presencia de, una sola neurita “ganadora”
que crece rapidamente para convertirse en el futuro axon, mientras que las neuritas restantes
adquieren identidad dendritica. Asi, esta etapa estd determinada por la ruptura de la simetria
neuronal que da lugar a la polarizacion neuronal (Goslin y Banker, 1989; Craig y Banker, 1994).
La etapa 4 (DIV 4-15) se caracteriza por un extenso crecimiento axonal y dendritico y un marcado
incremento de la mayor ramificacion de los &rboles dendriticos. Finalmente, en las neuronas en
estadio 5 (mayor a 15 DIV) aparecen las espinas dendriticas que estableceran contactos
sinpticos maduros (Figura 7). Estas neuronas han entonces completado su maduracion
neuronal y son eléctricamente funcionales (Segal, 1983; Bartlett y Banker, 1984b; Fletcher et al.,
1994).

La actina y los microtubulos dominan las dinamicas mas rapidas en el citoesqueleto como en las
regiones altamente mdviles o que estan involucradas directamente en los cambios morfoldgicos

durante el desarrollo, de manera que seran abordados en profundidad.

4.1.1 Microtubulos

La estructura central de los microtubulos (MT) se construye a partir de heterodimeros de a'y (3-
tubulina. Los heterodimeros se unen de cabeza a cola para formar filamentos polarizados
lineales que se asocian lateralmente para formar un tubo hueco con un didmetro exterior de 25
nm (Akhmanova & Steinmetz, 2008) (Figura 8). La formacién de novo de los MT en las células
suele estar nucleada por el complejo de anillo de tubulina (y-TuRC) que moldea la formacién de
los MT (Kollman et al., 2011). El cambio entre fases de crecimiento y desensamblaje es un
proceso llamado inestabilidad dindmica, que permite a los MT individuales explorar regiones
celulares y retraerse en caso de que no encuentren el ambiente adecuado (Howard & Hyman,
2009). La dinamica de MT esta regulada por las propiedades intrinsecas de los dimeros de
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tubulina dentro de la red. Para un microtubulo en crecimiento, la polimerizacion ocurre mas
rapidamente en el extremo positivo (+) mediante la adicion y eliminacion de heterodimeros de
y-B-tubulina. Después de la incorporacion en el filamento de microtubulos, tiene lugar la
hidrolisis del GTP unido a B-tubulina. Las proteinas de union al extremo (EB) pueden unirse
transitoriamente al extremo positivo y se consideran filamentos tapados, lo que influye en la
dinamica de polimerizacion tanto directa como indirectamente al reclutar otros reguladores
importantes como las proteinas de seguimiento del extremo positivo (+TIP) (Coles & Bradke,
2015). La pérdida de la tapa resultaré en un des-ensamblaje rapido, llamado catéstrofe, mientras
la transicion opuesta de despolimerizacion a polimerizacion se conoce como "rescate” (Kapitein
& Hoogenraad, 2015). Para los filamentos sin tapén, la polimerizacion y despolimerizacion lenta
también pueden tener lugar en el extremo negativo (-) de los microtabulos, muy probablemente
a través de mecanismos similares a los que ocurren en el extremo positivo (Coles & Bradke,
2015)

Microtibulos

Catéastrofe
 ——

00 a(GTP)B(GTP)-Heterodimero de tubulina
0@ o(GTP)B(GDP)-Heterodimero de tubulina

B Proteina de union al extremo

Rescate

\ Cola de Tubulina Carboxi-Terminal

I Estatmina 3< Corte de filamento

extremo

Figura 8. Dinamica de polimerizacion de microtubulos. Los microtabulos (MT) estan compuestos por 13 protofilamentos de
heterodimeros de a-tubulina-B-tubulina que existen como formas unidas a GTP o unidas a GDP. El crecimiento y la contraccion
de los microttbulos se produce principalmente en el extremo positivo. Durante la polimerizacién, las subunidades de tubulina
cargadas con GTP se ensamblan de la cabeza a la cola en protofilamentos, que primero pueden formar laminas y luego
doblarse en un tubo. Las transiciones de crecimiento a acortamiento y viceversa se conocen como catastrofe y rescate
respectivamente. Un microtibulo que se contrae se caracteriza por protofilamentos curvos, lo que se debe a la preferencia
de la tubulina unida a GDP para adoptar una conformacién curva. El ciclo de polimerizacion-despolimerizacion se completa
con el intercambio de GDP con GTP.
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4.1.2 Actina

La actina es una proteina monomeérica de 42 kDa a partir del cual se construye el filamento de
actina helicoidal de doble hebra de aproximadamente 7 nm (Holmes et al. 1990; Kabsch et al.
1990). La cinética del ensamblaje del filamento de actina esta termodinamicamente limitada por
la etapa de nucleacion, que consiste en la formacién de dimeros y trimeros de actina (Sept et al.,
1999). La actina tiene cuatro subdominios. El polipéptido se enrolla desde el extremo amino en
el subdominio 1 a los subdominios 2, 3y 4 y de regreso al subdominio 1 en el extremo carboxilo.
El ATP se une en una hendidura profunda, interactuando mas fuertemente con los subdominios
3y 4, pero también con los residuos en los subdominios 1 y 2 (Pollard, 2016). En condiciones
fisioldgicas, debido al patron de punta de flecha (observado cuando la miosina decora filamentos
de actina), el extremo de crecimiento rapido de un polimero polarizado se denomina “extremo
con puas o barbado” (barbed end) y el extremo de crecimiento lento se denomina extremo
puntiagudo (pointed end). Los filamentos de actina se extienden cuando los monémeros de ATP-
actina se incorporan preferentemente en el extremo barbed end. A medida que madura el
filamento, el ATP unido a la hendidura central de actina se hidroliza, se libera fosfato y el
filamento de ADP-actina resultante se desmonta por pérdida de monomeros del extremo
puntiagudo (Figura 9). Los monomeros de ADP-actina liberados luego se someten a un
intercambio de nucle6tidos para generar mondmeros de ATP-actina que pueden usarse para
nuevas etapas de polimerizacion. Este crecimiento de filamentos direccional impulsado por la

hidrdlisis de ATP se llama “Treadmilling” de actina (Winder & Ayscough, 2005).

La polimerizacion de los filamentos de actina y su asociacion con proteinas reguladoras producen
una variedad de arquitecturas. Los principales tipos de arquitecturas de actina que se
encuentran en las estructuras celulares son redes de actina ramificadas, mallas reticuladas y
haces de filamentos de actina paralelos y antiparalelos. Estas estructuras organizadas de actina
se construyen en el espacio y el tiempo en competencia con el ensamblaje espontaneo de

filamentos de actina desorganizados (Blanchoin & Pollard, 2002).
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4.1.3 Proteinas de unién a actina

Las proteinas de unidn a actina (ABPs por sus siglas en inglés) son responsables de la regulacion
de cada aspecto del ensamblaje de actina. Estas proteinas mantienen una gran cantidad de
monomeros de actina disponibles para polimerizacion, nuclean el ensamblaje de nuevos
filamentos, promueven el alargamiento, tapan los extremos con puas o puntiagudos para
terminar el alargamiento, cortan o reticulan los filamentos. A continuacion, se describen las ABP
maés relevantes y su funcion, con foco en su rol durante las distintas etapas de desarrollo

neuronal.

Filamento de actina

CADP)A P S ADP

Barbed end Pointed end

(VADP )+ Pi
@ @ ADP

ADP
@ ADP
@ ADP
Actina-G Actina-G

ATP

Figura 9. Cinética del ensamblaje de actina

La polimerizacion de los filamentos de actina ocurre cuando los mondémeros de ATP-actina se incorporan al extremo con plas
(barbed). A medida que madura el filamento, el ATP se hidroliza, se libera fosfato y el filamento de ADP-actina resultante se
desensambla por pérdida de monémeros del extremo puntiagudo. Los monémeros de ADP-actina liberados luego se someten
a un intercambio de nucledtidos para generar mondmeros de ATP-actina que pueden usarse para nuevas etapas de
polimerizacién

4.1.4 Rol del citoesqueleto en el desarrollo neuronal

Para apreciar de modo completo el papel de los filamentos del citoesqueleto en los procesos

neuronales, que van desde la migracion celular al trafico intracelular, y desde el crecimiento
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axonal hasta la ramificacion dendritica, es vital considerar sus propiedades dinamicas y la gran
cantidad de proteinas reguladoras y asociadas al citoesqueleto. Una variedad de mutaciones en
estos filamentos citoesqueléticos centrales y sus reguladores dan como resultado graves
defectos del neurodesarrollo, mientras que las disfunciones en el adulto contribuyen a muchas
afecciones neuroldgicas devastadoras (Rubenstein and Wen 2014; Tischfield et al. 2011; Moon
and Wynshaw-Boris 2013), lo que subraya la importancia de estas proteinas en el sistema

nervioso.

- Estadio inicial de desarrollo

En la regulacién de la dindmica de los filamentos de actina convergen una amplia gama de
proteinas de acuerdo con la estructura celular y el estadio neuronal (Flynn 2013; Lowery and
Vactor 2009). En la etapa inicial en la que la célula tiene una intensa actividad protrusiva con
lamelipodios y filopodios, la polimerizacion de actina se produce cerca de la membrana celular,
en los extremos barbados de los filamentos de actina dentro de los haces radiales de actina Fy
de las redes de lamelipodios. Tres clases de factores de nucleacion de actina median este
proceso; Las forminas, el complejo Arp2/3y los nucleadores de uniébn a mondmeros en tandem
(Campellone & Welch, 2010a). Las forminas se unen a los extremos barbados de actina F a través
de sus dominios de homologia de formina dimérica 2 (FH2), para proteger los extremos en
crecimiento de las proteinas de tapado (capping) y los eventos de despolimerizacion, mientras
que los dominios FH1 de las forminas reclutan actina monomeérica o unida a profilina, que facilita
la nucleacion y la posterior elongacion del filamento (Chesarone et al., 2010). Tras la interaccion
con activadores asociados a la membrana, como la proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich
(WASP), el complejo Arp2/3 se une al lado de los filamentos de actina F preexistentes para
mediar la formacion de ramas de actina en un angulo caracteristico de 70° (Campellone and
Welch 2010; Smith et al. 2013). Arp2/3 es el regulador mejor conocido de la ramificacion de
actina, es esencial para la formacion de lamelipodios y las redes de actina ramificadas que
conectan los filopodios en el cono de crecimiento (Korobova and Svitkina 2008; Q. Yang et al.
2012). Finalmente, los nucleadores de union a mondémeros en tandem, como Spire y Cordon-

bleu, contienen mdaltiples dominios de homologia a WASP (WH2) y, por lo tanto, son capaces de
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promover la nucleacion de actina a través del reclutamiento y ensamblaje de mdltiples
mondmeros de actina (Campellone & Welch, 2010). Cordon-bleu induce el crecimiento y
ramificacion de neuritas y se enriquece en el cono de crecimiento neuronal, lo que sugiere un
papel importante en la mediacion de las protuberancias de actina (Ahuja et al., 2007).

También existen mecanismos para frenar el crecimiento de la red de actina. La polimerizacion
de actina en las puntas de los conos de crecimiento puede atenuarse por las proteinas de tapado,
como el sustrato 8 de la via del receptor del factor de crecimiento epidermal (Eps8) (Menna et
al., 2009). Ademas, las proteinas que se unen al monémero de actina o las que lo "secuestran”,
incluidas la profilina y la b-timosina, restringen la disponibilidad celular de actina G para
minimizar los eventos espontaneos de nucleacion o polimerizacion de actina (Flynn 2013; Dent,
Gupton, and Gertler 2011). Sin embargo, tanto la profilina como la B-timosina también apoyan
positivamente la dinamica de la actina en el cono de crecimiento, al ayudar a localizar la actina
G en el borde dindmico de protrusion (Lee et al., 2013). Ademas, la profilina "refresca” la reserva
de actina G, mediando la conversion de ADP-actina en ATP-actina necesaria para la
polimerizacion y también interactia con muchos otros reguladores de actina, conectando estos
reguladores con mondmeros de actina (Flynn 2013; Dent, Gupton, and Gertler 2011). La familia
Ena/VASP acelera el alargamiento de los filamentos de actina existentes y, ademaés, cuando estas
proteinas se agrupan en la superficie celular y pueden actuar de manera cooperativa, este
proceso puede continuar sin obstaculos por la presencia de proteinas de tapado (Breitsprecher
etal., 2008).

- Estadio intermedio de desarrollo

Luego de que las neuronas pasan la etapa inicial y dejan atras la estructura de lamelipodio para
dar lugar a las primeras neuritas y posteriormente al axon, la estructura de los conos de
crecimiento cobra gran importancia. Las neuronas del molusco marino Aplysia han
proporcionado el principal sistema modelo para estudiar esta estructura y su dinamica debido a
sus inusualmente grandes conos de crecimiento (Lin et al. 1996; Schaefer et al. 2008). El
ensamblaje simultaneo de los filamentos de actina en el borde del cono de crecimiento y el
desmontaje de los extremos puntiagudos del filamento en todo el dominio con lamelipodio y
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filopodio, el dominio P, generan el llamado treadmilling, el recambio continuo de actina (Lowery
and Vactor 2009; Craig et al. 2012). La zona de transicion (dominio T), que se encuentra entre
los dominios Py C del cono de crecimiento, comprende arcos contractiles, enriquecidos en actina
y la proteina motora de miosina I, en particular la isoforma de miosina IIB (Lin et al. 1996;
Medeiros, Burnette, and Forscher 2006; M. E. Brown and Bridgman 2003). Estas estructuras son
responsables de ejercer fuerzas hacia atras en la red de actina del dominio P, lo que lleva al
bandeo y posterior corte de los extremos proximales localizados en el dominio T de los haces de
actina F orientados radialmente, ademas de la contraccion de las regiones lamelipodiales
adyacentes (Coles & Bradke, 2015). El desensamblaje de actina F esta mediado por un conjunto
de proteinas de unién a actina que pueden facilitar la despolimerizacion o el corte del filamento
de actina, como las que pertenecen a las familias Mical y al Factor Despolimerizante de Actina
(ADF)/Cofilina (Hung et al. 2010; Flynn et al. 2012). Los mondmeros de actina generados
posteriormente se pueden traslocar, ya sea por difusion o transporte activo, hacia el borde de
la célula y reincorporarse a los filamentos de polimerizacién, completando asi el treatmilling de

actina (Lee et al. 2013; Van Goor et al. 2012).

- Estadio final de desarrollo y maduracion

Finalizando el desarrollo neuronal en el que las neuronas pasas al estado maduro se desarrollan
protuberancias en la membrana del shaft dendritico, para dar lugar a la estructura donde se
producira el futuro contacto sinéptico, la espina dendritica. En esta estructura se ha descrito un
mecanismo entre las adherencias de N-cadherina y el flujo de actina, similar al del cono de
crecimiento (Chazeau et al., 2015). Se propone que la atenuacién del flujo retrégrado de actina
en estructuras dendriticas similares a filopodios tras la adhesion transcelular (axén-dendrita) de
N-cadherina y la participacion de la red de actina intracelular es clave para su maduracion en
espinas maduras. En las espinas dendriticas maduras de neuronas hipocampales de rata
cultivadas, el movimiento de actina demostro ser muy lento en relacion con el flujo retrogrado
en el cono de crecimiento y también ser no direccional (Chazeau et al., 2014). En contraste con
las estructuras protrusivas clésicas, incluido el cono de crecimiento donde los eventos de
nucleacion y elongacion de actina tienen lugar en el borde delantero, en las espinas dendriticas
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maduras estos eventos estan separados espacialmente (Chazeau et al., 2014). La nucleacion de
actina mediada por los reguladores de Arp2/3 (el complejo WAVE y el sustrato de 53 kDa del
receptor tirosina quinasa de insulina (IRSp53)), se restringieron centralmente en la espina
dendritica junto con la proteina de andamiaje postsinaptica PSD-95, mientras que las
protuberancias tipo filopodio estaban enriquecidas de los alargadores de actina F, VASP y
proteina 2 tipo formina (Chazeau et al., 2014). Los autores de este estudio proponen que el
posicionamiento de reguladores de nucleacion de actina F ramificada en el centro de la espina,
estabilizados por interacciones con proteinas de adhesion y andamiaje de densidad
postsinaptica, permitiria una remodelacion rapida de actina F después de cambios en la actividad

sinaptica (Coles & Bradke, 2015).

En respuesta a sefiales sinapticas, la fuerza de la transmision sinéptica puede estar sujeta a
potenciacién de largo plazo (LTP) o depresion (LTD), y las espinas dendriticas se agrandan o
encogen respectivamente (Holtmaat & Caroni, 2016). En un estudio de Bosch y colaboradores
en el que se tratd de comprender los cambios estructurales que sufren las espinas dendriticas
durante la LTP, luego de la estimulacion con glutamato (1 seg. a 7 min) se observo que Cofilina
(proteina que corta actina F), actina y reguladores de actina, como Aipl (proteina 1 que
interactua con actina) y Arp2/3, se trasladaron a la espina dendritica para iniciar un periodo de
remodelacion y reorganizacién (Bosch et al., 2014). Entre 7 y 60 minutos después de la
estimulacién, los componentes remodeladores volvieron a las concentraciones basales en las
espinas, quizas permitiendo que las moléculas que se entrecruzan con actina como drebrina y
a-actinina funcionen de manera mas eficiente y estabilicen el citoesqueleto de actina recién
remodelado. Después de 60 minutos, se incorporaron componentes de PSD recién sintetizados
para consolidar la morfologia de la espina mas madura. A partir de esta secuencia de
observaciones, se propuso un modelo de tres etapas para la remodelacion de la espina
dendritica durante la fase inicial de sintesis de proteina de LTP: reorganizacion, estabilizacion y
consolidaciéon (Bosch et al., 2014). Anteriormente se demostré que las proteinas motoras
miosina IIB en el cuello de la espina dendritica son activadas luego de la estimulacion sinaptica
y son reguladores importantes de la dinamica de la red de actina durante el periodo inicial de
"reorganizacion” (Rex et al., 2010). Finalmente, de manera similar a los microtibulos
exploratorios en la periferia del cono de crecimiento, la protrusion de los microtubulos hacia las
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espinas dendriticas, estimulada por la actividad sinéptica, regula la dindmica de la red de actina
de la espina (Hu et al., 2008; Jaworski et al., 2009). Por lo tanto, multiples modos de interaccidn
actina-microtubulos también contribuyen a la funcion neuronal méas alld del cono de

crecimiento.

4.1.5 La Cofilina como regulador clave de la polimerizacion de actina

Algunas proteinas son indispensables para la dindmica de actina durante todo el desarrollo
neuronal, independientemente de la etapa de desarrollo, este es el caso de la Cofilina. Esta es
una pequefia proteina de 19 kDa que se difunde libremente dentro de las células y se puede
encontrar en multiples compartimentos celulares, incluidos el citoplasma y el nucleoplasma
(Bravo-Cordero et al., 2013). La Cofilina tiene un papel central en el control de la dinamica de la
actina, al catalizar la polimerizacion y despolimerizacion de actina a través de su actividad de
corte, asi como al inducir la nucleacion y des-ramificacion en dendritas. Los estudios de
microscopia que revelan la interaccién de la actina F con Cofilina han demostrado que la Cofilina
corta los filamentos de actina pero no potencia la despolimerizacion del extremo puntiagudo del
filamento (Carlier et al., 1997a); Carlier and Pantaloni 1997). Las concentraciones
submicromolares de Cofilina producen extremos con puas libres al cortar los filamentos
existentes, y estos nuevos extremos pueden usarse para nuclear la polimerizacion de actina
(Ichetovkin et al., 2002). Ademés, a concentraciones micromolares, la Cofilina nuclea
directamente la polimerizacion de actina (Andrianantoandro & Pollard, 2006). Al crear nuevos
filamentos de actina mediante el corte, la Cofilina apoya la ramificacién de actina mediada por
el complejo ARP2/3, ya que las ramas nucleadas por el complejo ARP2/3 son diez veces mas
estables en estos filamentos recientemente polimerizados que en los filamentos més antiguos
(Ichetovkin, Grant, and Condeelis 2002; Mahaffy and Pollard 2006). La Cofilina también disocia
las ramas producidas por el complejo ARP2/3 de los filamentos de actina mas antiguos (C. Chan
et al., 2009). La regulacion de la actividad de Cofilina viene dada por la fosforilacion en la Ser3
por la proteina LIMK que inactiva la actividad de corte de Cofilina (Bravo-Cordero et al. 2013;
Aggelou et al. 2018). La Cofilina sin fosforilar y no la fosforilada en Ser3 puede unirse a actina 'y
promover su polimerizacion y despolimerizacion in vitro (Moriyama et al., 1996). La proteina
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Slingshot (SSH) demostro ser una fosfatasa importante responsable de desfosforilar la Cofilina

en Ser3y por tanto activarla (Niwa et al. 2002; Aggelou et al. 2018)

Varios estudios han brindado entendimiento de la base estructural del corte mediado por
Cofilina, un proceso mediante el cual se rompen los enlaces no covalentes entre las moléculas
de actina F. La Cofilina aumenta la dindmica de torsion de la actina F, y esta se puede propagar
a regiones del filamento que no estan unidas a la Cofilina (Galkin et al. 2011; Prochniewicz et al.
2005). Un hallazgo clave es que la Cofilina corta la actina F en la unién entre las regiones
decoradas y no decoradas con Cofilina (Suarez et al., 2011). Esta observacién, combinada con
una estructura de alta resolucion del filamento de actina decorado con Cofilina (Galkin et al.
2011; McCullough et al. 2008), revel6 que la union de Cofilina a la actina F altera la interfaz
longitudinal en el filamento (los filamentos de actina de doble hebra se definen por dos
interfaces: longitudinal y diagonal) mientras forma un ‘puente’ para mantener la conexion entre
interfaces. Sin embargo, el cambio inducido por la Cofilina en uno de los cuatro subdominios de
la actina G, subdominio 2, lo desordenay aumenta la flexibilidad del filamento de actina F. Estos
cambios en el subdominio 2 se propagan cooperativamente en las regiones de filamentos sin
decorar (Bobkov et al., 2006). La ausencia de Cofilina en estas regiones hace que el filamento
sea inestable debido a la ausencia de la estabilizacion longitudinal mediada por Cofilina, lo que

resulta en el corte del filamento (Galkin et al., 2011).

En este proyecto se evaluara la funcion de la neddilacion en la remodelacion del esqueleto a
través de los estadios neuronales, con énfasis en la participacion de actina y especificamente, la

funcion de neddilacion en la actividad del regulador de la polimerizacién de actina, Cofilina.

4.2 Rol de la neddilacion en el desarrollo y funcién neuronal

Hasta hace poco tiempo, practicamente todas las funciones de Nedd8 en el sistema nervioso
central se describieron simplemente como asociadas o dependientes de su funcién de activacion
de los complejos de Culinas RING. Como uno de los componentes centrales del sistema
ubiquitina-proteasoma, las ligasas de ubiquitina E3 basadas en Culina ubiquitinan las proteinas

sustrato y, por lo tanto, facilitan su degradacion mediada por proteasoma.
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Como fuera descripto en parrafos anteriores, la enzima activadora E1 de la via de la neddilacion,
NAE (neddylation activating enzyme, por sus siglas en inglés) es en realidad un dimero de dos
subunidades, Uba3 y Nael o APP-BP1 (B-Amyloid protein precursor binding protein, por sus
siglas en inglés). Como su nombre indica, Nae1/APP-BP1 se describié originalmente como una
proteina que se une al dominio carboxilo terminal de la proteina precursora [3-amiloide (APP)
(Chow et al., 1996) y el estudio de su rol neuronal, incluso tiempo antes de que se comprendiera
que en realidad actuaba como parte de un complejo activador de Nedd8 fue,

retrospectivamente, la primera indicacion de una potencial funcion neuronal de la neddilacion.

El laboratorio de Rachael Neve, encontré que la sobreexpresion de APP-BP1 en neuronas
primarias posmitéticas induce la apoptosis mediada por APP mediante la reactivacion de la
maquinaria del ciclo celular latente que estimula la sintesis de ADN. Ademas, se mostré un
segundo mecanismo en el que la sobreexpresion de APP-BP1 en neuronas en cultivo aumenta la
endocitosis mediada por Rab5 de una manera dependiente de la union de APP, provocando asi
apoptosis (Laifenfeld et al., 2007). Si APP-BP1 ejerce efectivamente efectos directos,
independientemente de su rol en la activacién de Nedd8, permanece aln poco claro y es una

hipétesis que no fue continuada y debidamente validada adn.

Ademas, se observo regulacion positiva de la expresion de APP-BP1 en fracciones enriquecidas
de lipidos llamadas “lipid raft” en hipocampos de cerebros con enfermedad de Alzheimer (Chen
Y. et al., 2003), asi como en cerebros de un modelo de raton con enfermedad de Alzheimer
(ratones Tg2576) (Yang et al., 2010) y se encontraron acumulaciones de Nedd8 en inclusiones
neuronales y gliales de trastornos neurodegenerativos (Kuazi et al. 2003; Mori et al. 2005), lo
que proporciona un vinculo putativo entre el sistema de neddilacion y la patologia de Alzheimer

inducida por 3 amiloide (AB).

Otra de las funciones de la neddilacion descritas en el SNC es su rol en el desarrollo cortical
mediante la regulacién de la sefializacion Wnt/[3-catenina (Zhang et al., 2020). Esta sefializacion
juega un papel fundamental en la produccion y diferenciacion de neuronas y sufre una reduccion
progresiva durante el desarrollo cortical. Aunque ain no ha sido dilucidado enteramente como
se regula la sefializacion, hay evidencia de un papel indispensable de la neddilacion en la
inhibicién de la sefializacion de Wnt/p-catenina. Zhang y colaboradores demostraron que la (3-
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catenina esté neddilada y que la inhibicion de la neddilacion aumenta su acumulacion nuclear y
la sefializacion de Wnt/p-catenina. La mutacion de la subunidad Nael en los progenitores
corticales produjo la reduccién de los progenitores de la glia radial (RGP) y en consecuencia la
desorganizacion de la corteza cerebral por reduccion de la produccion de progenitores

intermedios (IP) y neuronas, y alteracion de la migracion neuronal (Zhang L. et al., 2020)

Aunque la expresion de Nedd8 fue descubierta originalmente en tejido de cerebro de embriones
de raton, y cuya expresion de ARNm se describié como regulado negativamente durante el
desarrollo (Kumar et al., 1992), nuestro laboratorio demostrd que la neddilacion en realidad
aumenta durante el desarrollo neuronal y posnatal del cerebro (Vogl et al., 2015). Ademas, en
el citado trabajo, Vogl y colaboradores describieron que la neddilacién ocurre activamente en
neuronas y que la maquinaria entera de la neddilacion esta presente y activa en las sinapsis y
que la neddilacién controla por un lado el desarrollo de espinas dendriticas durante la
maduracion neuronal y por otro la estabilidad de las espinas en neuronas maduras. Ademas, se
encontro que la proteina de andamiaje PSD-95, la segunda proteina mas abundante en la post-
sinapsis (Sheng & Hoogenraad, 2007) es blanco de Nedd8 (Vogl et al., 2015). Esta fue la primera
evidencia de que una proteina sindptica puede actuar como sustrato de Nedd8 e ilustra las
funciones sinapticas de la neddilacion en neuronas maduras. Se determiné que el sitio de
neddilacién de PSD-95 es la Lys202 y la union de Nedd88 a este residuo es requerida para el
papel proactivo de PSD-95 en la maduracion de la espina y la transmisién sindptica (Vogl et al.
2015; Folci, Mirabella, and Fossati 2020). Usando los ratones Nag1¢amKlla-CreERT2 “an |os que la
neddilacion se ablaciona condicionalmente en las neuronas excitatorias adultas del prosencéfalo
tras la administracion de tamoxifeno, se observé gran pérdida sinaptica, alteracion de la
neurotransmisién y graves déficits cognitivos asociados (Vogl et al., 2015). En un segundo trabajo
nuestro laboratorio demostr6 que la inhibicion aguda de la neddilacion reduce
significativamente la neurotransmision basal actuando tanto a nivel presinaptico donde reduce
la probabilidad de liberacion vesicular, como a nivel postsinaptico donde disminuye la actividad
de receptores de glutamato de tipo NMDA y AMPA. Estos resultados motivaron la idea de que
la neddilacion podria también cumplir un rol en plasticidad sinaptica. En efecto, la
administracién por periodos muy cortos de MLN4924 durante la induccién de plasticidad de
largo plazo (LTP) redujo significativamente la respuesta plastica. Ademas, el mismo tratamiento
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ahora aplicado sobre un protocolo de depresion de largo término (LTD) produjo una inhibicién
més profunda que la inducida en condiciones control. Estos resultados muestran que la via de la
neddilacion es esencial no solo para la maduracion sinaptica sino también para su normal

funcionamiento en neuronas adultas (Brockmann et al. 2019; Folci, Mirabella, and Fossati 2020).

Recientemente, una funcion de la neddilacion en la consolidacion de la memoriay la plasticidad
sinaptica fue descripta en conjunto con la demostracion de presencia de neddilacion de la ADN-
metiltransferasa DNMT3AL. La activacion de los receptores NMDA sinapticos que contienen
GIuN2A impulsan la degradacion proteasomal dependiente de neddilacion de la ADN-
metiltransferasa DNMT3A1 en el cerebro adulto (Bayraktar et al., 2020). Es sabido que la
metilacion de ADN es un marcador epigenético crucial para la expresion en neuronas de genes
dependientes actividad. Se encontrd que tras inhibir la neddilacién, la degradacion de DNMT3A1
fue interrumpida, resultando en un déficit en la metilacion del promotor de los genes
dependientes de actividad asi como en la plasticidad sinaptica y la formacién de memoria

(Bayraktar et al., 2020).

Estos estudios demuestran que el camino iniciado por este laboratorio, en el sentido de describir
el rol de la neddilacion en diversas etapas del desarrollo y funcién neuronal ha llevado a otros
laboratorios a centrar su atencion sobre la funcion de la conjugacién de Nedd8 en diversos
fendmenos cerebrales. No obstante, en lo que respecta a la funcion de Nedd8, no es sabido ain
cual es su papel en desarrollo de estadios tempranos de maduracion neuronal y mucho menos

sus mecanismos subyacentes. Este tema sera abordado centralmente en este trabajo.
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Hipotesis y objetivos
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HIPOTESIS

1. La neddilacion es una modificacion postraduccional que afecta multiples blancos mas alla
de Culinas.
2. La neddilacion de proteinas asociadas a actina mantiene un equilibrio dinamico de las

redes de actina necesario para el normal crecimiento de neuritas, dendritas y axones durante la

maduracion neuronal.
OBJETIVOS
o Objetivo general

Contribuir a la demostracion de la existencia de la neddilacion independiente de culinas, y
estudiar la funcion de la neddilacion en general y algunos de sus blancos moleculares especificos

sobre el desarrollo y la funcién neuronal.

o Objetivos Especificos
1- Evaluar mediante microscopia de nanoresolucion y de fluorescencia los cambios
estructurales del citoesqueleto de actina y microtibulos en neuronas de estadio temprano tras

la inhibicion de la neddilacion.

2- Evaluar el rol del citoesqueleto en los efectos de la inhibicidén de la neddilacion sobre el

desarrollo neuronal temprano

3- Identificar blancos de Nedd8 independientes de Cullinas mediante variantes especificas

de espectrometria de masa.

4- Estudiar la funcién de la neddilacion sobre la actividad especifica de Cofilina

5- Evaluar el rol de la neddilacion de Cofilina sobre la funcién neuronal
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Materiales y Métodos

63



1. Reactivos

REACTIVOS \ FUENTE \ IDENTIFICADOR

Anticuerpos

Rabbit mAb anti-NEDD8 (Y297) Abcam ab81264; RRID:AB_1640720

Rabbit anti-NEDDS8, polyclonal Cell Signaling #2745; RRID:AB_10695300
Technology

Rabbit mAb anti-a-Tubulin (11H10) (HRP Cell Signaling #9099; RRID:AB_10695471

Conjugate) Technology

Rabbit mAb anti-3-Actin (13E5) (HRP Conjugate) | Cell Signaling #5125; RRID:AB_1903890
Technology

Rabbit mAb anti-GAPDH (14C10) (HRP Cell Signaling #3683; RRID:AB_1642205

Conjugate) Technology

Mouse anti-HA, clone HA-7, monoclonal Sigma Aldrich H3663; RRID:AB_262051

Rabbit anti-Cofilin (D59), polyclonal Cell Signaling #3318; RRID:AB_2080595
Technology

Rabbit anti-Phospho-Cofilin (Ser3), polyclonal Abcam ab131274; RRID:AB_11154900

Rabbit mAb anti-Phospho-Cofilin (Ser3) (77G2) Cell Signaling #3313; RRID:AB_2080597
Technology

Rabbit anti-ADF/Destrin, polyclonal GeneTex GTX11072; RRID:AB_381235

Rabbit anti-B111 Tubulin, polyclonal Abcam AB-444319; RRID:AB_444319

Mouse anti-Tubulin, Tyrosine, clone TUB-1A2, Sigma Aldrich SAB4200776; RRID:AB_261811

monoclonal

Goat anti-rabbit IgG HRP conjugate CST #7074; RRID:AB_2099233

Goat anti-mouse IgG HRP conjugate CST #7076; RRID:AB_330924

Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Alexa Fluor 488 Invitrogen A-11029; RRID:AB_2534088

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 594 Invitrogen A-11032; RRID:AB_2534091

Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Alexa Fluor 647 Invitrogen A21236; RRID:AB_2535805

Goat anti-Rat IgG (H+L) Alexa Fluor 488 Invitrogen A-11006; RRID:AB_2534074

Goat anti-Rat IgG (H+L) Alexa Fluor 594 Invitrogen A-11007; RRID:AB_10561522

Goat anti-Rat IgG (H+L) Alexa Fluor 647 Invitrogen A-21247; RRID:AB_141778

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 594 Invitrogen A-11037; RRID:AB_2534095

Sustancias quimicas y Peptidos

MLN4924

Active Biochem

A-1139

Dimethil sulfoxido (DMSO), Hybri-Max™, steril- Sigma Aldrich D2650-5X5ML
filtrado
4’ 6-Diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride Sigma Aldrich 10236276001
(DAPI)
Paraformaldehido solucién Electron 15710
Microscopy
Sciences
Paraformaldehido Sigma Aldrich P6148
Glutaraldehido solucién (50% en agua) Sigma Aldrich G7651
VectaShield Vector H-1500
Laboratories
MOWIOL 4-88 Calbiochem 475904
Albumina de Suero Bovino Sigma Aldrich A7906
Biotina Sigma Aldrich B4639
Perlas de Estreptavidina magnetica Pierce 88816
Estreptavidina-HRP de Alta Sensibilidad Pierce 21130
Faloidina—Atto 647N Sigma Aldrich 65906
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Taxol TOCRIS Cat. No. 1097
Citocalasina D TOCRIS Cat. No. 1233
Lipofectamina 2000 Invitrogen 11668019
Poly-D-lisina hydrobromido Sigma Aldrich P7886
laminina Gibco 23017015
Medio Neurobasal-A Gibco 10888022
Suplemento B27 Gibco 17504044
Lisil-Endopeptidasa (Lys-C) Wako Chemicals | 129-02541
HEPES Sigma Aldrich H4030
Urea (Sequanal Grade) ThermoFisher 29700
Scientific
Metanol Sigma Aldrich 34860
Lineas Celulares
Células HEK293, human embryonic kidney cells | ATCC CRL-1573
Células NIH-3T3, mouse fibroblast cells ATCC CRL-1658
Células CRISPR Nedpl-KO HEK293 Vogl et al., 2020 | N/A
Células CRISPR ADF-KO 3T3 Vogl et al., 2020 | N/A
Células CRISPR Cofilin-KO 3T3 Vogl et al., 2020 N/A
ADN Recombinante
pCAGGS-GFP This paper N/A
pcDNA3.1-FLAG-Ubc12-C111S Vogl et al., 2015 N/A
CAG-Myr-Venus Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1 Invitrogen
pcDNAS.1-6XHis-BIO-Nedd8-WT Vogl et al., 2020 N/A
pcDNAS3.1-6XHis-BIO-Nedd8-L73P Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-Nedpl-WT-HA Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-BIO-HA (Control) Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-Cofilin-WT-BIO-HA Vogl et al., 2020 N/A
pcDNAS.1-Cofilin-K112R-BIO-HA Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-Cofilin-K114R-BIO-HA Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-Cofilin-WT-3XFLAG Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-ADF-WT-BIO-HA Vogl et al., 2020 N/A
pcDNA3.1-ADF-K112R-BIO-HA Vogl et al., 2020 N/A
pCAGGS-Empty (Control) Vogl et al., 2020 N/A
pCAGGS-shRNA2/3-resistant-Cofilin-WT-HA Vogl et al., 2020 | N/A
pCAGGS-shRNA2/3-resistant-Cofilin-K112R-HA | Vogl et al., 2020 N/A
pCAGGS-shRNA2/3-resistant-Cofilin-S3A-HA Vogl et al., 2020 | N/A

Mouse sh-Cofilin #1 (Mission pLKO.1-Puro Sigma Aldrich TRCNO0000071693, Clone ID:
vector) NM 007687.2-323s1cl
Mouse sh-Cofilin #2 (Mission pLKO.1-Puro Sigma Aldrich TRCNO0000071694, Clone ID:
vector) NM 007687.2-137s1cl
Mouse sh-Cofilin #3 (Mission pLKO.1-Puro Sigma Aldrich TRCNO0000071695, Clone ID:
vector) NM_007687.2-121s1cl
Mouse sh-Cofilin #4 (Mission pLKO.1-Puro Sigma Aldrich TRCNO0000071696, Clone ID:
vector) NM_007687.2-302s1cl
Mouse sh-Cofilin #5 (Mission pLKO.1-Puro Sigma Aldrich TRCNO0000071697, Clone ID:
vector) NM_007687.2-547s1cl
MISSION pLKO.1-puro Non-Mammalian shRNA | Sigma Aldrich SHCO002

Control Plasmid DNA (sh-non-target)

MISSION pLKO.1-puro Empty Vector Control Sigma Aldrich SHCO001

Plasmid DNA (sh-Empty)
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Softwares

Imaged NIH https://imagej.nih.gov/ij/

Prisma 7 Graph Pad https://www.graphpad.com/scient
ific-software/prism/

Imspector Image Acquisition & Analysis Sofware | (Schonle, 2006) http://www.imspector.de
para microscopia STED

Zeiss ZEN Lite software Zeiss WwWw.zeiss.com/zen-lite
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2. Animales

Para todos los experimentos, los ratones se alojaron en condiciones estandar de laboratorio (22
+ 1 °C, 55 £ 5% de humedad) con comida y agua ad libitum. A la edad de 3 a 4 semanas, los
ratones de la misma camada se separaron de los padres. Para determinar la edad de los
embriones, el mediodia del dia de la aparicion de un tapén vaginal fue tomado como dia
embrionario 0,5 (EO,5), y el dia de nacimiento se considero dia postnatal O (PO).

El mantenimiento de los animales, los apareos y el sacrificio de las crias fueron realizados bajo
las normas internacionales y los protocolos aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Buenos Aires (Protocolo N° 120/2018).

Cepas de ratones
- Apareos programados de ratones CD1 y CF1 para experimentos de electroporacion in utero.
- Hembras de ratones CD1 y CF1 con embarazos programados para la preparacion de cultivos

primarios de neuronas.

3. Cultivos primarios de neuronas y transfeccion

Los reactivos utilizados en la realizacion y manutencion de los cultivos celulares fueron
adquiridos de Gibcoy las placas donde estos se realizaron fueron adquiridas de Greiner Bio-

One.

3.1 Preparacidn de cultivos de neuronas hipocampales

Los hipocampos de ratones CD1 o CF1 en el dia embrionario (E) 16,5-17,5 fueron separados y
digeridos con tripsina 0,25% conteniendo 1mM EDTA por 20 minutos a 37°C. Se lavaron los
trozos de tejido con DMEM suplementado con 10% FBS y se prosiguié con su disgregacion
mediante el uso de una pipeta pasteur para obtener células disociadas. Se centrifugd a 900 g por
5 minutos y el precipitado fue resuspendido en Neurobasal-A suplementado con 2 % de B27 y
0,5 mM GlutaMAX-1 (Gibco). Se determind el numero de células y la viabilidad mediante un
conteo con azul de Tripano. A continuacion, las células fueron plaquedas en la densidad

requerida (5x104 células/pozo para placas de 24 pozos) en las placas de cultivo que contenian
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coverslips de vidrio de 12 mm (ThermoFisher Scientific) previamente cubiertos de Poly-D-Lisina
(0,05 mg/ml, 30.000-70.000 PM, Sigma Aldrich) y Laminina (1 pg/ml, Invitrogen). Las neuronas

se mantuvieron en medio de cultivo a 37°C y 5% CO2 en incubadora.

3.2 Transfeccion de neuronas primarias

- Técnica de fosfdto de calcio

Los cultivos neuronales se transfectaron con los plasmidos de expresion a DIV 12 mediante la
técnica de fosfato de calcio. Para preparar 600 pl de la mezcla de transfeccion, se agregé ADN
plasmidico (7-9 pug) a una solucion de buffer TE 1X (1 M Tris-HCL, 250 mM EDTA) y ésta se
combind con una solucion de 2,5 M de CaCl2, para completar un volumen total de 50 ul con
ambas soluciones. Luego, se afiadié gota a gota 50 pl de solucién 2X HEBS (280 mM NaCl, 10
mM KCL, 15 mM NazHPO4, 10 mM de glucosa, 40 mM HEPES) a la solucion de ADN/CaCl,. A
continuacion, se afiadieron 500 pl de medio de cultivo neuronal mas 1,7 mM de acido kinurénico.
Las neuronas se incubaron en la solucion de transfeccion (175 ul/well para placas de 24 wells)
durante 1 hora y luego se lavé una vez con medio de lavado (6 ml de medio Neurobasal sin
glutamato, 2 mM de &cido kinurénico y 5 mM de HCL) durante 20 min. Posteriormente el medio
de lavado fue reemplazado por medio de cultivo condicionado donde las células permanecieron
hasta su fijacién. La transfeccién se verificd 24 horas después de la transfeccion mediante la

expresion de las proteinas fluorescentes.

- Técnica de nucleofeccion (sistema Amaxa)

Plasmidos de expresion fueron transfectados en neuronas de DIV 0, antes del plaqueo,
preparando una suspension de 100 pl con 4-5x10° células por tratamiento. Los 100 pl de células
se combinaron con 1-3 ug de ADN y la mezcla se transfirié a cubetas de transfeccién. La cubeta
se llevo al portacubetas del Nucleofector®y se selecciond el programa 0-003. Una vez terminado
el programa, se agregaron 500 pl de medio de cultivo pre-equilibrado (20 min a 37°C y 5%C0O>)

a la cubeta y delicadamente se transfirio a tubos de 15 o 50 ml con el resto de medio de cultivo
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pre-equilibrado para plaquear. Las células transfectadas fueron transferidas a las placas de

cultivo ya preparadas con coverslip.

4. Electroporacion in utero (IUE)

Ratones hembra prefiadas de la cepa CD1 o CF1, con edades comprendidas entre 2 y 5 meses
fueron intervenidas al dia embrionario (E) 14.5. Se les control6 el flujo continuo de isoflorano
mediante un vaporizador (VetEquip modelo 9018069), empleando 3% para la induccion y 2,5%
para mantenimiento en la mayoria de las cirugias. Una vez dormido el animal se aplico de forma
preventiva el analgésico tramadol en una dosis subcutanea de 20 mg/Kg de peso corporal, y los
ojos fueron protegidos de la desecacion con geles oftalmicos (crema Recugel con Dexpantenol
5%). La intervencion se realiz6 sobre una placa térmica con monitoreo de la temperatura
corporal del animal para preservar el calor. También se monitoreé de la respiracion, frecuencia
y actividad eléctrica cardiaca mediante electrodos subcutaneos acoplados al software de analisis

de datos fisioldgicos LabChart. Todo el procedimiento se realizo en condiciones de asepsia.

Una vez corroborada la ausencia de reflejos se prosiguié a la limpieza del abdomen con etanol
70% y a la remocidn del pelo. A continuacion, se hizo una incision de la pared abdominal de 2-3
cm para exponer los cuernos uterinos conservandolos himedos constantemente mediante la
aplicacion de solucion fisiologica (solucién de NaCl al 0,9%) mantenida a 37°C. Una vez localizado
el cerebro del embrion se inyecté dentro de uno de los ventriculos 3 pug de ADN en solucion
(3ug/ul) utilizando un capilar estirado como microaguja, la solucién de ADN contiene ademas
0.01% de colorante Fast Green para verificar la correcta ubicacién de la inyeccion. Se inyectaron
guides RNA contra ADF y shARN contra Cofilina para regular negativamente ambas proteinas y
sustituir la Cofilina enddgena con versiones de Cofilina constitutivamente activa (S3A), no
neddilable (K112R), o wild-type inyectando vectores de expresion para cada una de ellas, ademas
se expresé un vector control (shScrambled) y también un vector control de la transfeccion
(vector GFP). A continuacién, el embridn inyectado recibié 4 pulsos de corriente mediante
electrodos en forma de pinza (BTX Genetronics). Los pulsos tuvieron una duracion de 50 ms
separados por lapsos de 950 ms emitidos por un electroporador NepaGene (NEPA21). El voltaje
aplicado depende de la edad del embrion siendo de 45V para E14,5. El blanco de las
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electroporaciones fue la corteza en desarrollo, para lo cual se seleccion6 la edad de los
embriones y la posicion de los electrodos, tal como esta descripto en la bibliografia (Saito
2006). Luego de la electroporacion los embriones fueron reubicados en la cavidad abdominal.
Tanto la incision de la pared abdominal como la de la piel fueron cerradas mediante costuras
con hilo quirurgico, y fue aplicada una Unica dosis intraperitoneal de antibiotico/antimicotico
(GIBCO, catélogo #15240, 100 puL de una dilucién 1:50 del stock (100X)) para prevenir

infecciones.

Luego de la operacion, los animales se recuperaron sobre una almohadilla térmica hasta
despertar de la anestesia y se les administré analgésico Tramadol en el agua de bebida por dos
dias post cirugia (20 mg/kg peso corporal). Una vez recuperadas las ratonas luego de la cirugia
se esperd hasta E18,5 en algunos casos y en otros hasta el dia postnatal 7 para sacrificar las crias

y realizar ensayos de inmunofluorescencia con las fetas de los cerebros transfectados.

4.1 Preparacion de los cortes de cerebro para andlisis histoldgico

A edad E18.5 0 P7 los cerebros de los animales electroporados fueron extraidos y fijados toda la
noche en solucion de PFA 4% (p/v) en PBS 1X y se criopreservaron en solucion de sacarosa 15%
(p/v) en PBS 1X, a 4 °C. Los cerebros fueron lavados con PBS 1X y posteriormente pegados a un
portaobjeto para realizar cortes transversales de la zona electroporada de 50 um de
grosor, utilizando un micrétomo (Microm HM 550, Thermo Scientific). Luego del corte,
las secciones pegadas al portaobjeto fueron mantenidas a -20 °C hasta su preparacion para ver
al microscopio. El primer paso en la preparacion es delimitar el area externa del portaobjeto
usando un marcador hidrofébico que actla como barrera para mantener los reactivos de la
tincion localizados en la seccién de tejido y evitar que se derramen. A continuacion, se reforzé
la fijacién con incubacion de 1 min de solucion fijadora (PFA 4%, Sacarosa 4% en PBS 1X), se
procedié a la tincion de los nucleos con solucion de DAPI (1:10000 en agua MQ) por 1 min, y se
lavd 3 veces con PBS 1X. Seguidamente, se procedi6 al montaje en medio de anti-
desvanecimiento VectaShield (Vector Laboratories), se protegieron los cortes con un

cubreobjeto y se cerraron los bordes con esmalte de ufias.
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5. Inmunofluorescencia

Los cultivos neuronales fueron fijados a distintos DIV empleando solucion de Paraformaldehido
4%, Sacarosa 4% en PBS 1X por 20 min a temperatura ambiente, fueron lavados 3 veces con PBS
y permeabilizados con PBS-TriténX-100 (0,1%) 3 veces por 5 minutos, mientras para los cortes
coronales de cerebro se usé PBS-TritonX-100 0,3% (v/v) siguiendo el mismo procedimiento. Para
la tincién de microtdbulos, las neuronas fueron fijadas con Triton X-100 en buffer PHEM (60 mM
PIPES, 25 mM HEPES, 5 mM EGTA, 1 mM MgCI, pH 6.9) precalentado a 37 °C, conteniendo 0.25%
de Glutaraldehido, 4% de PFA, 4% de Sacarosa, y 0.1% de Triton X-100), luego se lavé una vez
con PBS, y se quenche6 con 50 mM de Cloruro de Amonio en PBS, pH7.4 por 5 min, A
continuacion, se lavé 3 veces con PBS, y permeabilizé con PBS-TritonX-100 0,1% (v/v) 3 veces
por 5 min. Luego de bloquear con 5% de BSA en PBS-TritonX-100 0.01% (v/v) por 1 h a
temperatura ambiente, las neuronas fueron incubadas con Faloidina o con anticuerpo primario
diluido en solucién de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente, o durante toda la noche a 4
°C. Luego de 3 pasos de lavado se incubd con anticuerpos secundarios conjugados a colorantes
(488, 594 0 647) (Invitrogen) diluidos 1:1000 (o 1:200 para microscopia STED) en solucién de
bloqueo e incubados por 1-2 horas a temperatura ambiente. Luego de 3 pasos de lavado, se
realizé una tincion con DAPI (Sigma Aldrich, #D8417, 20 mg/ml) para tefiir el nucleo, diluido
1:10000 en agua milliQ durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se lavo posteriormente 3
veces con PBS 1X y las muestras fueron montadas en medio de anti-desvanecimiento
VectaShield (Vector Laboratories), Fluoromount-G (Invitrogen) o para imaging de STED en

MOWIOL (Calbiochem)

6. Adquisicion de imagenes y analisis de morfologia neuronal

Los cultivos neuronales de estadio temprano se realizaron plagueando 50.000 neuronas
hipocampales por pozo, fueron tratados con 1 uM del inhibidor farmacol6gico de la neddilacion
MLN4929 o con DMSO y dependiendo del caso se fijo a DIV 1, 2 0 3. Posteriormente se realizo
una inmunofluorescencia contra tubulina tirosinada (sigma, 1:200 STED, 1:5000 microscopio de

fluorescencia) y una tincion contra actina con faloidina (sigma, 1:100). La morfologia de
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neuronas de estadio 1 se analiz6 utilizando un nanoscopio STED (Delecion de la emision
estimulada) de fabricacién propia (Barabas et al., 2017) del grupo de nanofisica aplicada del
CIBION. El escaneo y la adquisicion de las imagenes se controlé por computadora a través de
una placa AD/DA (National Instruments PCle-6353) utilizando el software de andlisis y
adquisicion de imagen ImSpector (http://www.imspector.de). El analisis morfolégico de
neuronas de estadio 2 y 3 se realizd usando un microscopio de Epi-fluorescencia Axio Observer
Z1 equipado con una camara CCD AxioCam HRm y software ZEN. Se usé un objetivo de baja
magnificacion (10X) para obtener una imagen poblacional del cultivo y un objetivo de mayor
magnificacion (40X) para hacer un analisis morfolégico de neuronas individuales. El andlisis
morfoldgico considero el tamafio de los conos de crecimiento o de los lamelipodios (MLN4924)
en neuronas de estadio 2, y el area de los conos de crecimiento axonales en neuronas de estadio
3, tomando en cuenta en ambos casos el area cubierta por microtdbulos y por actina. La
cuantificacion de los estadios neuronales de 1 a 3 se realiz6 segun lo descrito previamente (Dotti
et al., 1988). Etapa 1, células redondas con protuberancias lamelipodicas y filopodiales cortas;
estadio 2, células redondas con mdltiples neuritas cortas inmaduras; etapa 3, rotura de simetria
evidenciado por la presencia de axon (de al menos el doble del largo que cualquier otra neurita)

y neuritas mas cortas.

Las secciones de los cerebros electroporados fueron visualizadas con un microscopio Confocal
invertido Zeiss LSM 710 con software ZEN usando el objetivo Plan-Apochromat 10x/0.45 M27
para verificar la ubicacion de las neuronas transfectadas en la region S1 de la corteza y obtener
unaimagen poblacional del corte. A continuacion, se uso el objetivo de inmersion en aceite Plan-
Apochromat 40x/1.4 Qil DIC M27 para hacer un analisis morfolégico de las neuronas. Del andlisis
morfoldgico se extrajo la longitud total y el nivel de complejidad de las dendritas a través del
analisis de Sholl, para lo cual las dendritas se trazaron manualmente con el pluging NeuronJ de
Imagel y fueron marcados circulos concéntricos en un radio creciente (incrementos de 10 um)

alrededor del soma y se midié el nimero de intersecciones por distancia radial desde el soma.

Para las imagenes de live-imaging, las neuronas se cultivaron, en placas con fondo de vidrio

(Ibidi) recubiertas con lamininay Poli D-Lisina (PDL) en concentracion de 25000 células por placa.
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A DIV 102 el cultivo de neuronas fue analizado usando un microscopio de Epi-fluorescencia Axio
Observer Z1 equipado con una camara CCD AxioCam HRm y con la unidad Definite focus para
lograr la estabilidad del enfoque. El live cell imaging se realiz6 tomado imagenes de contraste
de interferencia diferencial (DIC) cada 10 min durante 3 horas antes, durante y después del
tratamiento (MLN4924/DMSO) usando el objetivo LCI PLaN 63X 1,3 W). Durante la toma de
imagenes, la placa de células sostenida por un soporte motorizado se mantuvo dentro de una
camara en condiciones controladas de humedad, temperatura (37 °C) y CO2 (5%). Se empleé el
software de andlisis y adquisicion de imagen ZEN y se emple6 un programa personalizado de
MatLab para mejorar el contraste e indicar el momento de entrada y salida de DMSO o

MLN4924.

Para el analisis de espinas dendriticas se transfectaron neuronas hipocampales a DIV12 con el
protocolo de fosfato de calcio, y permanecieron en cultivo hasta DIV 21 cuando fueron fijadas.
Las células fueron analizadas con un microscopio Confocal invertido Zeiss LSM 710 con software
ZEN. En primer lugar, se hizo una exploracion del cultivo celular para ubicar las neuronas
transfectadas y seleccionar aquellas con morfologia sana, altos niveles de flourescencia y
dendritas separadas para fotografiarlas individualmente. Esta exploracion se realiz6 utilizando
un objetivo de inmersién en aceite Plan-Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27 y, con el mismo se
fotografiaron luego las dendritas individuales realizando un zoom digital. El nimero de espinas
fue contabilizado empleando el plugin cell counter y la longitud dendritica medida con el plugin
Simple Neurite Tracer, ambos de Imagel. El nimero de espinas por cada 10 um fue calculado
multiplicando por 10 el nimero de espinas en la seccion de dendrita de la imagen y dividiendo
entre la longitud medida. Las protuberancias largas y finas de longitud menor a 1um fueron

clasificadas como filopodia, y no fueron incluidas en el analisis.

7. Ensayos de Espectrometria de masa

- Screening de blancos de Nedd8 empleando ®H's-BI0-Nedd873P
Neuronas corticales de ratones CD1 fueron preparadas y cultivadas en placas de 10 cm (24 placas

en total). Aproximadamente, 8 millones de células por placa fueron transfectadas con un
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mutante de Nedd8 no escindible (6xHis-BIO-Nedd8-L73P) y una proteina fluorescente (RFP) con
el método de Amaxa a DIV 0. Las neuronas fueron mantenidas en medio de crecimiento
(Neurobasal A suplementado con B27 + GlutaMAX) y cada 3 dias se agrego Biotina 4 uM. A DIV
15, las neuronas fueron tratadas con DMSO (12 placas) 0 MLN4924 2 uM (12 placas) y Biotina 4
UM por 24h. A DIV 16 las neuronas fueron lavadas dos veces con PBS, colectadas y congeladas.
Un 10 % de la muestra fue reservado para combinar con Lammli buffer conteniendo -
mercaptoetanol. Para la purificacién con estreptavidina en condiciones desnaturalizantes, las
células se lisaron en buffer GmCI 6 M (guanidinio-HCI 6 M, Tris-HCI 10 mM, Na2HPO4/NaH2P0O4
0,1 M, pH 8,0, 2-mercaptoetanol 10 mM). Después de la sonicacion, los lisados se incubaron con
perlas magnéticas de estreptavidina (Pierce) durante la noche a 4 °C. Las perlas se lavaron
sucesivamente una vez con buffer GmCl 6 M que contenia Triton X-100 al 0,1 %, una vez con
buffer Urea 8 M pH 8,0 (urea 8 M, Na2HPO4/NaH2P04 0,1 M, Tris-HCI 0,01 M, 2-mercaptoetanol
10 mM y mercaptoetanol 0,1 % Triton X-100) y tres veces con buffer Urea 8 M pH 6,3. Las
proteinas se eluyeron hirviéndolas en buffer de reduccion 4X SDS y se analizaron mediante

inmunotransferencia.

- Screening de blancos de Nedd8 empleando Nedd8 ?74¢
Neuronas corticales de ratones CD1 fueron cultivadas en placas de 10 cm (24 placas en total).
Aproximadamente 8 millones de células por placa fueron transfectadas por el método de Amaxa
a DIVO con la mutante de Nedd8-R74K o Nedd8-R74K + shRNA-Nedpl y una proteina
fluorescente (GFP). Las neuronas fueron mantenidas en medio de crecimiento (Neurobasal A
suplementado con B27 + GlutaMAX) y a DIV 4 o DIV 15, las neuronas fueron tratadas con DMSO
(12 placas) 0 MLN4924 2 uM (12 placas) por 24h. A DIV 16 las neuronas fueron lavadas con buffer
de lisis (8M urea, 20 mM HEPES pH 8.0, 1 mM de ortovanadato de sodio, 2.5 mM de pirofosfato
de sodio, 1 mM B-glicerofosfato) y una breve sonicacion en hielo (2 x 30 sec). Los lisados fueron
reduccidos con DTT (4.1 mM, 60 min at 37°C) y alcalinizados con iodoacetamido (9.1 mM, 15 min
a temperatura ambiente), y a continuacién digeridos toda la noche con Lisil-endopeptidasa (Lys-
C) (Wako Chemicals). Los péeptidos se acidificaron con TFA, se desalinizaron mediante extraccion
en fase soOlida (Sep-Pak, Waters) y se liofilizaron durante 48 h. Los péptidos secos se
reconstituyeron en buffer IAP 1x (Cell Signaling technology), se aclararon mediante
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centrifugacion de alta velocidad (10 min, 18000g) y se sometieron a enriquecimiento por
inmunoafinidad usando resina pre-acoplada con anti-K-eGG (Cell Signaling Technology). Los
péptidos eluidos se desalinizaron. La muestra enriquecida con K-eGG desalinizada resultante se
dividi6 en dos porciones iguales y se secé completamente (SpeedVac). La segunda porcion de la
muestra se sometio a una ronda adicional de digestion enzimatica durante 3 h utilizando 300 ng
de tripsina (Promega). Los péptidos digeridos con doble Lys-C/tripsina se acidificaron, se
desalinizaron y se secaron con SpeedVac. Ambas porciones de la muestra se resuspendieron por
separado en acetonitrilo (ACN) al 2 %/4cido formico (FA) al 0,1 % antes del analisis mediante LC-
MS/MS en un espectrémetro de masas Sorcerer. Los péptidos recolectados después del paso de
enriguecimiento por inmunoafinidad del perfil de sustratos NEDD8 se digirieron durante la
noche con tripsina (Promega) en una proporcién de enzima a proteina de 1: 100 y se
enriquecieron con péptidos K-€GG como se describid anteriormente. Se recogieron inyecciones
por duplicado para cada muestra y se analizaron mediante LC-MS/MS en un espectrometro de

masas

- Screening de blancos de Nedd8 por sNUSP

Los lisados de células HEK293 (240 mg) fueron preparados para cada condicion, en condiciones
desnaturalizantes, levantando las células en buffer de lisis (8M urea, 20 mM HEPES pH 8.0, 1 mM
de ortovanadato de sodio, 2.5 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM [-glicerofosfato) y una breve
sonicacion en hielo (2 x 30 sec). Los lisados fueron reduccidos con DTT (4.1 mM, 60 min at 37°C)
y alcalinizados con iodoacetamido (9.1 mM, 15 min a temperatura ambiente), and a
continuacién digeridos toda la noche con Lisil-endopeptidasa (Lys-C) (Wako Chemicals). Los
péptidos se acidificaron con TFA, se desalinizaron mediante extraccion en fase sélida (Sep-Pak,
Waters) y se liofilizaron durante 48 h. Los péptidos secos se reconstituyeron en buffer IAP 1x
(Cell Signaling technology), se aclararon mediante centrifugacion de alta velocidad (10 min,
18000g) y se sometieron a enriquecimiento por inmunoafinidad usando resina pre-acoplada con
anti-K-eGG (Cell Signaling Technology). El flujo de péptido se guardo para el posterior perfil de
ubiquitinacion. Los péptidos eluidos se desalinizaron. La muestra enriquecida con K-eGG
desalinizada resultante se dividié en dos porciones iguales y se secé completamente (SpeedVac).

La segunda porcién de la muestra se sometié a una ronda adicional de digestion enzimatica
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durante 3 h utilizando 300 ng de tripsina (Promega). Los péptidos digeridos con doble Lys-
C/tripsina se acidificaron, se desalinizaron y se secaron con SpeedVac. Ambas porciones de la
muestra se resuspendieron por separado en acetonitrilo (ACN) al 2 %/acido formico (FA) al 0,1
% antes del analisis mediante LC-MS/MS en un espectrometro de masas Orbitrap Elite
(ThermoFisher) acoplado a un NanoAcquity UPLC (Waters). Los péptidos recolectados después
del paso de enriquecimiento por inmunoafinidad del perfil de sustratos NEDD8 se digirieron
durante la noche con tripsina (Promega) en una proporcion de enzima a proteina de 1: 100 y se
enriguecieron con péptidos K-eGG como se describié anteriormente. Se recogieron inyecciones
por duplicado para cada muestra y se analizaron mediante LC-MS/MS en un espectrometro de

masas hibrido Q-Exactive HF (ThermoFisher)
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Capitulo I: Modulacion del desarrollo neuronal temprano por la neddilacion

El primer objetivo de este trabajo fue determinar si la neddilacién ejerce un rol en los cambios
morfoldgicos que tienen lugar en neuronas durante su desarrollo temprano. Para estudiar la
funcion de la neddilacion se bloque6 esta via utilizando MLN4924, un inhibidor farmacoldgico
que bloguea NAE, la enzima E1 de la via de Nedd8. Empleando microscopia confocal y de super-
resolucién se observd cambios morfolégicos producidos durante la maduracion neuronal
mediante la marcacion de filamentos de actina y microtibulos. Ademas, con la intencion de
estudiar en detalle la dindmica del crecimiento de neuritas (en neuronas de estadio 1) y de
dendritas y axones (en neuronas de estadio Il) se realizaron estudios de live-imaging utilizando

video microscopia de contraste de fase.

La via de neddilacion controla los eventos iniciales del desarrollo neuronal

Para caracterizar los efectos generales de la inhibicion de la neddilacion en neuronas en
desarrollo se generaron cultivos primarios de neuronas hipocampales que fueron tratados con
MLN4924 o DMSO. Las células fueron tefiidas con faloidina para visualizar actina fibrilar e
incubadas con anticuerpos anti-tubulina tirosinada que revela la presencia de microttibulos
dinamicos. Se realizé un primer andlisis a nivel poblacional con microscopia de fluorescencia en
el que se examind el efecto sobre la actina fibrilar, y se observo que el 77,19% + 2,36 de las
células tratadas con MLN4924 estaban rodeadas completamente de lamelas, sin desarrollar
neuritas, comparado con 45,64% + 3,83 de células control sin neuritas. Ademas, mas de la mitad
de la poblacion (54% + 2,21) de neuronas control desarrollaron entre 1y 3 o (més raramente)
mayor nimero de neuritas, mientras que solo el 22,8% + 1,45 de las neuronas tratadas con el
inhibidor lograron desarrollar similar nimero de neuritas (Figura 10). Aungue en este estadio se
espera que la lamela sea la estructura mayormente representada, al cabo de 24 horas de cultivo
in vitro (DIV) la lamela pasa de extenderse alrededor de toda la circunferencia de la célula a
reducirse a zonas discretas, a partir de los cuales se extenderan procesos menores 0 pequefias

neuritas.

78



| >

Faloidina |

B 3 neuritas o mas

B 2 neuritas
Bl 1 neurita
Il O neuritas

1204 DMSOvs MLN

—
1004 —
801

Figura 10. La inhibicién de la neddilacion retrasa la emergencia de las primeras neuritas en neuronas de estadio 1. (A)
Vista poblacional de neuronas de estadio 1 tratadas con MLN4924 1uM luego de 1 hora de plaqueadas y nuevamente a las
24 horas. Luego de la segunda aplicacion las células fueron incubadas por 1 hora antes de fijar. Luego de la fijacion las células
fueron marcadas con faloidina-Atto 647N para ver actina filamentosa (rojo) y analizadas mediante microscopia de
fluorescencia. (B) Cuantificacion del porcentaje de neuronas con 0, 1, 2, 3, 0 mas neuritas luego de ser tratadas con MLN4924
0 DMSO. Valores en el grafico: promedio + SEM. Analisis estadistico: test de T no pareado con correccion de Welch, ****
p<0,0001, **p = 0,0018; n = 446 neuronas para DMSO y 419 neuronas para MLN4924.
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La carencia de neuritas y la permanencia de lamelas en los cultivos tratados con MLN4924
indican que el bloqueo de la neddilacion demora la emergencia de los primeros procesos y altera
el desarrollo. Uno de los primeros eventos en la maduracion neuronal temprana es la ruptura
de la estructura esencialmente esférica de las neuronas en estadio I. Estudios de Da Silva y Dotti
(Da Silva & Dotti, 2002) y luego de Flynn et al (Flynn et al., 2012a) indican que la invasion de las
redes de actina de los lamellipodios por microtabulos polimerizantes subyacentes son un
fendmeno central en la emergencia de las primeras neuritas. Por un lado, la aparicion sostenida
de microtubulos dinamicos perpendiculares a la membrana, permiten mediante la fuerza
mecanica que ejercen, interrumpir y desestabilizar las mallas de actina cortical de la base del
lamelipodio. Esto promueve el reordenamiento de las fibras, primero facilitando la
polimerizacion de mayas de actina mediante uniones angulares entre las fibras y luego
favoreciendo la polimerizacion de fasciculos perpendiculares que daran estructura a las primeras

neuritas.

Por otro lado, los microtubulos perpendiculares dinamicos funcionan como transportadores

moleculares llevando hacia el foco de crecimiento primero y cono de crecimiento mas tarde,
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complejos proteicos que cumpliran funciones en el cono de crecimiento y endosomas que
proveerdn la de membrana adicional necesaria el aumento del volumen de la neurita en
formacion (Da Silva and Dotti 2002; Dent et al. 2007; Flynn 2013). Para visualizar este proceso
de invasion microtubular empleamos microscopia de superresolucién o nanosopia de tipo STED
(Stimulated emission depletion, por sus siglas en inglés) que permite la observacion de haces
Unicos de microtubulos invadiendo la capa lamelar. Una forma ya clasica de distinguir entre
microtlbulos estables y dindmicos o polimerizantes es mediante la utilizacion de anticuerpos
anti-tubulina acetilada (que devela la presencia de microtubulos estables) y anticuerpos contra
tubulina tirosinada, una modificacién post-traduccional solo presente en microtubulos en
polimerizacion activa (Conde & Caceres, 2009; Janke & Magiera, 2020). Asi, con el fin de
comparar la densidad de microtdbulos dindmicos, las neuronas tratadas con DMSO que no
desarrollaron neuritas fueron comparadas con neuronas del mismo estadio tratadas con

MLN4924 1uM durante 24 hs.
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Figura 11. La inhibicion de la neddilacién reduce la invacién de los microttbulos dentro del lamellipodio. (A) Neuronas
hipocampales de estadio 1 fueron tratadas con MLN4924 1uM 1 hora posterior al plaqueo y 24 horas después. Luego de la
segunda aplicacion las células fueron incubadas por 1 hora antes de fijar. Luego de la fijacion, las células fueron marcadas con
faloidina Atto 647N para ver actina filamentosa (rojo) y con anti-tubulina tirosinada para visualizar los microttbulos dinamicos
(verde). Las células fueron analizadas mediante microscopia de stper-resolucion de tipo STED. Las imagenes corresponden a
varias células representativas por tratamiento. (B) Cuantificacion del area de microttbulos en cada condicién. Valores en el
grafico: promedio + SEM. Andlisis estadistico: test de T con correccion de Welch, **** p<0,0001, n = 20.
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Las células fueron fijadas y se realiz6 inmunocitoquimica utilizando anticuerpos anti-tubulina
tirosinada combinada con una tincién para actina fibrilar con faloidina marcada con Atto 647N.
Luego, empleando microscopia de super-resolucién se observé que la invasion de los
microtlbulos dindmicos dentro de la lamela se redujo significativamente en las neuronas
tratadas con MLN4924 (Figura 11). En la condiciéon control los microtdbulos protruyeron
considerablemente dentro de la lamela alcanzando un &rea significativamente superior (26,45
um? + 2.67) a la cubierta por los microtibulos de células tratadas con MLN4924 (8,56 pm? +
0.98).

Como fuera descripto en la introduccion de este trabajo, el desarrollo neuronal esta clasificado
en cinco estadios bien definidos y caracterizados, dentro de los cuales los primeros tres
corresponden a las etapas de desarrollo temprano. El analisis se acoté a estas 3 ventanas
temporales, por lo que una vez analizado el estadio 1, se evalud la funcién de la neddilacién en
neuronas de estadio 2. A neuronas hipocampales con 48 horas de cultivo se les aplico un
tratamiento agudo de MLN4924 (1 hora de incubacion). De modo analogo a los efectos
observados en neuronas de tipo | (neurona tipo huevo frito) los lamelipodios ectdpicos de las
neuronas tratadas con MLN4924 parecian evidenciar menor nimero de microtbulos entrantes.
Para cuantificar este fendbmeno se midio la relacion de areas de actina lamelar/microtubulos
entrantes, y se observo que esta relacion era significativamente mayor en las neuronas tratadas
con MLN4924 (7,71 + 1,05) que en las tratadas con DMSO (5,47 + 0,25), debido a que los
lamelipodios de actina crecieron significativamente mas que el area correspondiente a la
invasion microtubular dentro de las lamelas correspondientes (Figura 12). Por su parte, las
neuronas control tratadas con DMSO desarrollaron la morfologia caracteristica de este estadio,
con la emergencia de neuritas menores inmaduras y conos de crecimiento en los extremos

distales.

Las neuronas de estadio 3 se caracterizan por el rapido crecimiento de una de las neuritas que
"vence" a las restantes neuritas en la competencia por devenir en el axon mientras el resto de
las neuritas "perdedoras” adquiere identidad dendritica. Ya en este estadio la naturaleza
altamente dindmica del cono de crecimiento es de suma importancia ya que le permite

responder a estimulos (claves) externos y cambiar rapidamente de direccion y/o ramificarse
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(Barnes, Solecki, and Polleux 2008; Dent, Gupton, and Gertler 2011b; Dorskind and Kolodkin
2021; Seiradake, Jones, and Klein 2016). Por esta razdn, el estudio de la funcién de la neddilacion

en neuronas de estadio 3 se enfoco a posteriori en la estructura del cono de crecimiento axonal.
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Figura 12. El bloqueo de la neddilacion produce lamelipodios ectdpicos de actina en neuronas de estadio 2. (A) Neuronas
hipocampales de estadio 2 fueron tratadas con MLN4924 1uM por 1 hora y fijadas posteriormente. Luego de fijadas, las
células fueron marcadas con faloidina-Atto 647N para ver actina filamentosa (rojo) y con anticuerpos anti-tubulina tirosinada
(verde) y analizadas mediante microscopia de fluorescencia. En la figura se muestran varias células representativas para cada
tratamiento y (B) la cuantificacion de la relacién de areas de actina/microtibulos para cada caso expresados en promedio +
SEM. Andlisis estadistico: test de T con correccion de Welch, *** p = 0,0008, ** p = 0,003; n = 20 para DMSO y n = 30 para
MLN.

Se observo que luego del tratamiento con MLN4924 por 24 horas hubo un incremento
significativo del area del cono de crecimiento (MLN4924: 7,03 pm? + 1,49 vs DMSO: 2,39 um? +
0.35), con una relacion actina/microtubulos incrementa (MLN4924: 2,94 + 0,50 vs DMSO 2,59 +
0,10) (figura 13), lo cual va en concordancia con los resultados previos en neuronas de estadio 2

donde la relacién actina/microtibulos también incrementd con el inhibidor de la neddilacién.
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Figura 13. Interrumpir la via de la neddilacién incrementa el tamafio de los conos de crecimiento.

(A) Neuronas hipocampales de estadio 3 fueron tratadas por 24 horas con 1uM de MLN4924 y fijadas posteriormente. Las
células fueron marcadas contra actina (rojo) y con anti-tubulina tirosinada (verde) y analizadas usando un microscopio de
fluorescencia. (B) Cuantificacion del area del cono de crecimiento y la relacién actina/microtibulos expresada en promedio
+ SEM. Andlisis estadistico: test de T no pareado con correccion de Welch, &rea del cono de crecimiento, tpz) = 3,25, **p =
0,0037. Relacion actina/ microtlbulos, tpg) = 2.413, *p =0,0246; n = 13 para DMSO y n = 10 para MLN4924.

*p<0,01, n=13 para DMSO y n = 10 para MLN4924.

Hasta ahora, el enfoque empleado para estudiar la funcion de la neddilacion en estadios
tempranos se basé en ensayos con células fijadas, detenidas en el estadio de interés. En este
punto aln quedaba abierta la pregunta sobre la dindmica y la temporalidad de los cambios
observados; por ejemplo, sobre la velocidad del fendmeno, la existencia de etapas intermedias,
o si el efecto del MLN4924 era reversible. Para contestar estas interrogantes se uso la técnica de
live-imaging que permite ver cambios morfologicos de manera continua en células vivas. Se
emplearon neuronas de estadio 1y las imagenes fueron tomadas cada minuto durante 6 horas
(antes y durante el tratamiento). Luego de 3 horas de observacion en condiciones basales, se
administré MLN4924 1uM vy se continué colectando imagenes durante otras 3 horas. Para
capturar posibles cambios morfolégicos en ausencia del inhibidor, el medio fue reemplaz6 por
medio enriquecido de células del mismo cultivo crecidas en paralelo, continuando el registro por

9 horas adicionales (Figura 14)
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Figura 14. La inhibicion de la via de Nedd8 incrementa el tamafio de los lamelipodios neuronales.

Neuronas hipocampales de estadio 1 fueron registradas mediante la modalidad de live-imaging con DIC (contraste de fase)
para visualizar el remodelado del citoesqueleto producido por MLN4924. El registro se realiz cada minuto por 3 horas antes
y durante el tratamiento de MLN4924. Luego del lavado se registré cada minuto durante 9 horas. El incremento del tamafio
de los lamelipodios por el MLN4924 fue revertido y el desarrollo recuperado tras la sustitucién por medio de cultivo sin el
inhibidor de la neddilacion.

Se observd que las neuronas tratadas con MLN4924 fueron aumentado sostenidamente su
volumen al mismo tiempo que se extendia el lamelipodio durante las 3 horas de exposicion al
inhibidor (Figura 14), de modo similar al observado en células fijadas. También se not6 que luego
de 9 horas de retirado el MLN4924, se redujo marcadamente el tamafio del lamelipodio y las
células experimentaron un efecto rebote extendiendo maltiples neuritas y recuperando el ritmo

de desarrollo, lo que sugiere que el efecto producido por el MLN4924 es reversible (Figura 14).

En los ensayos de live-imaging en los que se evaluaron neuronas de estadio 2 con 48 horas de
cultivo, se observé que el blogueo de la neddilacion produjo una fuerte retraccion de las neuritas

hasta alcanzar, luego de 3 horas de tratamiento, una longitud apenas alejada del soma. En
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neuronas de estadio 2 y de un modo equivalente a lo observado en neuronas de tipo I, el efecto
de la remocion de MLN4924 también devino en una recuperacion abrupta de la estructura de
los conos de crecimiento en las neuritas mas prominentes, que ademas desarrollaron maltiples

filopodios y adquirieron una dindmica mucho maés activa (Figura 15y video 1)

En conjunto estos resultados indican que la neddilacién es necesaria para el correcto desarrollo
neuronal en estadios tempranos y para que la dinamica de las proteinas citoesqueletales

durante el crecimiento se mantenga inalterada.

El déficit en el desarrollo neuronal inducido por la inhibicion de la neddilacion involucra la

dindmica del citoesqueleto

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que la inhibicion de la neddilacion retrasa el
desarrollo neuronal pero los potenciales mecanismos subyacentes permanecen adn ocultos. Un
estudio reciente de Coleman y colaboradores describe la identificacién por espectrometria de
masa de proteinas que estarian neddiladas y entre ellas encuentra varias proteinas relacionadas
con el citoesqueleto como actina, queratina, filamina, tubulina, vimentina, miosina y otras
(Coleman et al., 2017). Como sera descripto mas abajo, el estudio de Coleman adolece de varios
problemas técnicos que oscurecen la interpretacion de estos resultados y no permiten aseverar
que las proteinas encontradas sean realmente blancos de Nedd8, entre otros inconvenientes,
utilizan una metodologia de espectrometria de masa que realmente no permite distinguir entre
proteinas neddiladas y ubiquitinadas. No obstante, ain en ausencia de estudios previos
publicados, los resultados recién descriptos sobre los cambios en proteinas del citoesqueleto y
estructuras relacionadas permiten especular que efectivamente la neddilacion podria influenciar
la funcidn citoesqueletal neuronal. Estos estudios, no obstante, no dejan de ser mera asociacion,
indicios no causales.

Con el objeto de obtener resultados causales, especulamos que si la neddilacion causa cambios
en la dindmica de actina o microtubulos, entonces deberiamos ser capaces de revertir los efectos
de MLN4924 con drogas que alteren la dindmica de las redes de actina o los filamentos

microtubulares.

85



1 uM DMSO 1 uM DMSO
3h |> 3h i

1 pM MLN4924 1 uM MLN4924

N2 T
3h |>

Figura 15. El tratamiento con MLN4924 reduce fuertemente la longitud dendritica en neuronas de estadio 2. Neuronas
hipocampales de estadio 2 fueron registradas durante 3 horas antes y durante la aplicacion de DMSO o MLN4924. Luego
de tres horas de tratamiento, los compuestos fueron removidos mediante cambio del medio y el registro se extendié por
9 horas mas. Las neuronas tratadas con MLN4924 mostraron una notable retraccion de las neuritas luego de 3 horas de
incubacion con MLN4924 y el crecimiento neuritico se recuperd luego de lavar el inhibidor y reemplazarlo por medio
fresco. Las neuronas control (DMSO) mostraron un normal desarrollo y crecimiento de sus neuritas.
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Hay mdltiples evidencias en la literatura que muestran que un incremento en la rigidez de las
mallas de actina que bordean las lamelas o una disminucién en la estabilidad o la polimerizacion
de los microtubulos que protruyen contra esas mallas ejerciendo presion y funcionando como
cargos de membrana y mediadores moleculares, inducen fenotipos similares a los que
encontramos en ausencia de neddilacion activa (Da Silva and Dotti 2002; Da Silva et al. 2003).
Por ello, especulamos que si las consecuencias de inhibir la neddilacion estaban ligadas a una
mayor densidad de las redes de actina o a una disminucion de la polimerizacién de los
microtUbulos, revertir los efectos observados mediante drogas que disrumpen las mallas de
actina como la Citocalasina D o0 compuestos que aumenten la estabilidad y actividad
polimerizante de los microtdbulos como el taxol (a dosis bajas) deberia ser posible. Una
estrategia similar fue empleada afios atras por el laboratorio de Frank Bradke para manipular la
dindmica del citoesqueleto en cultivos primarios de neuronas (Witte et al., 2008). La Citocalasina
D se une en una relacion equimolar a los extremos barbed de crecimiento rapido de los
microfilamentos de actina, bloqueando el ensamblaje de nuevos mondmeros de actina sobre el
filamento en crecimiento y relajando la tension de las mallas existentes (Flanagan and Lins 1980;
Bonder and Mooseker 1986; Cooper 1987). Por su parte el taxol es en realidad una marca
comercial registrada cuya formulacion base es el Paclitaxel, un taxeno originalmente derivado
de la corteza del arbol tejo del pacifico que se une con alta afinidad a los microtubulos
aumentando su estabilidad, al inhibir su despolimerizacion y catéstrofe, y promoviendo la
polimerizacion de dimeros de tubulina lo que ocurre sobre todo a concentraciones bajas (Derry,
Wilson, and Jordan 1995; C. P. H. Yang & Horwitz 2017). Debido a que en la literatura el nombre
taxol es mucho maés utilizado que el de su droga madre, utilizaremos el nombre Taxol en este

trabajo para referirnos al taxeno.

Para corroborar nuestra hipotesis, tratamos neuronas hipocampales con MLN4924 en
simultaneo con dosis bajas de citocalasina D o taxol. El estancamiento en el desarrollo que se
habia observado en las neuronas deficientes de neddilacion fue revertido al menos parcialmente
con el co-tratamiento de citocalasina y taxol que en ambos casos recuperaron el desarrollo
neuritico extendiendo mdltiples neuritas luego de 48 horas de tratamiento (Figura 16). El grupo

de neuronas tratadas con MLN4924 tenian un alto porcentaje de neuronas de estadio 1 luego
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de 48 horas de cultivo (47,28% * 3,19 vs 2,45% + 1.14 del control) y solo un 24,95% + 1,99 de
neuronas en estadio 3 vs 71.38% + 3,01 de neuronas del grupo control. Estas proporciones se
revirtieron cuando ademas de MLN4924 las neuronas fueron tratadas con citocalasina-D o taxol,
en el que el porcentaje de neuronas en estadio 1 se redujo a 12,28% + 1,90 y 18,13% + 2,48
respectivamente, mientras el porcentaje de neuronas en estadio 3 incremento6 a 49,67% + 2,72
y 29,09% + 2,15 respectivamente (Figura 16). Por su parte, las neuronas en estadio 2 aumentaron
de 27,77% + 2,86 con MLN4924 a 38,04% * 2,69 con citocalasina 'y 52,78% * 2,75 en el grupo

tratado con taxol.

Entre las neuronas tratadas con DMSO y DMSO + citocalasina o taxol no hubo diferencia
significativa entre los estadios, indicando que las concentraciones empleadas son suficientes
para revertir los efectos de la inhibicion de la conjugacion de Nedd8 por MLN4924, pero al mismo
tiempo son suficientemente bajas como para no tener efectos per se en condiciones basales. Asi
mismo, se observo que aquellas neuronas que alcanzaron el estadio 3 con el tratamiento de
MLN4924 tenian una longuitud axonal significativamente menor (72,50 um + 3,463) a las

neuronas control (209,0 um + 13,19) (Figura 16C).

En conjunto estos resultados corroboran funcionalmente lo que los estudios asociativos de
microscopia sugirieron previamente, que la neddilacion tiene un impacto directo sobre
proteinas que controlan la dindmica citoesqueletal y que esa funcién es necesaria para el normal
desarrollo neuronal que es precisamente un proceso de diferenciacion celular que depende
enormemente de un incremento sostenido pero altamente regulado de la dindmica de las redes

filamentosas de actina y de los fasciculos microtubulares.
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Figura 16. La modulacion de la
dindmica de actina y microtubulos
previene los defectos inducidos por
MLN4924 en el crecimiento axo-
dendritico. (A) Neuronas
hipocampales tratadas con MLN4924 o
DMSO en simultdneo con 200 nM de
citocalasina o 1 uM de Taxol desde el
DIV 0 hasta DIV 2. El tratamiento con
Taxol o Citocalasina-D indujo la
formacion de mdltiples axones
recuperando los efectos en el
crecimiento producidos por MLN4924.
(B) Las neuronas tratadas con
MLN4924 o DMSO fueron clasificadas
en estadios de 1 al 3 y se midi6 la
longitud axonal (C). Analisis estadistico
de los estadios neuronales: ANOVA de
2 vias con comparacion multiple de
Tukey, **** p<0,0001. ***p=0,008.
**p=0,0015. n = 20. Analisis estadistico
para la longuitud axonal total: ANOVA
de 2 vias, **** p<0,0001, n=30.
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Discusién Capitulo 1

En esta seccion se observo que la neddilacion es fundamental en las fases de desarrollo neuronal
temprano modulando la dindmica de proteinas citoesqueletales. El desarrollo de neuritas
involucra las fases de protrusion, engrosamiento y consolidacion. En ellas la actina-F empuja el
borde de la membrana hacia adelante, el lamelipodio colapsa en algunas regiones y en otras se
extiende (Flynn et al., 2012; Dehmelt et al., 2003), y los microtubulos invaden las redes de actina.
La invasion de los microtubulos es un fenédmeno central en la emergencia de las primeras
neuritas, estos irrumpen y desestabilizan las redes de actina cortical de la base del lamellipodio
mediante la fuerza mecanica que ejercen sobre la membrana (Da Silva and Dotti 2002; Flynn et
al. 2012). Esta progresion en las fases de crecimiento fue la observada en condiciones control en
neuronas de estadio 1 (figura 11y 14), y estadio 2 (figura 12 y 15), mientras que las neuronas en
las que la neddilacion fue bloqueada mostraron un patrén de crecimiento distinto y las proteinas
citoesqueletales evidenciaron una dinamica alterada. En los parrafos contintan se discutiran

estas observaciones en mayor profundidad.

En los experimentos descriptos se pudo determinar que en estadios tempranos la neddilacion
controla la invasién de microtabulos dentro del lamelipodio por dos mecanismos, 1-regulando
el ensamblaje de microtdbulos y 2-controlando la estabilidad de los filamentos de actina. En
neuronas de tipo 1 se observo que en ausencia de neddilacion los microtibulos no protruyeron
dentro del lamelipodio y el area cubierta por estos se redujo significativamente en comparacion
con el control (Figura 11). Ademas, las células incrementaron el &rea de lamelipodio (Figura 14).
La ausencia de microtubulos dentro del lamelipodio podria deberse a que la neddilacion es
necesaria para el ensamble de los microtibulos, tal como muestra Mao y colaboradores en un
estudio reciente (Mao et al., 2019). Mao demostr6é que la inhibicion de la neddilacién con
MLN4924 bloquea la formacion de organelas basadas en microtabulos, los cilios, por inhibicion
de su sintesis y ensamblaje. En células con cilios ya formados, el MLN4924 promovié su
desensamblaje. Un segundo mecanismo por el cual la neddilacion puede controlar la entrada de
microtubulos dentro del lamelipodio es mediante la desestabilizacion de la red actina cortical.
Diferentes estudios indican que la desestabilizacion de la red de actina mediante la inactivacion

de la via de RhoA (via que regula la polimerizacion de actina) es necesaria para el rompimiento
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de la forma esférica del contorno celular y la formacion de neuritas, mostrando que en este
escenario la formacion de neuritas esta incrementada y acelerada en comparacion con el control
(Bito et al., 2000; Da Silva et al., 2003). En este contexto los filamentos de actina inestables
permitirian el empuje de los microtibulos dentro del area en el que se formara el filopodio que

dara lugar a las primeras neuritas (Da Silva & Dotti, 2002).

La neddilacion controla la morfologia celular regulando el citoesqueleto de actina. La forma
esférica de las neuronas de estadio 1 se rompe para dar lugar a neuronas de estadio 2 con
neuritas en desarrollo y conos de crecimiento en sus extremos. Esta morfologia sin embargo no
fue observada en las neuronas tratadas con MLN4924, en su lugar las células desarrollaron
lamelipodios ectopicos y tal como se not6 en neuronas de estadio 1, el nimero de microtubulos
entrantes se redujo (figura 12). Las neuritas desarrolladas previo al tratamiento de MLN4924
redujeron significativamente su longitud cuando el inhibidor estuvo presente (Figura 15).
Anormalidades similares en el citoesqueleto de actina fueron observadas también por Leck y
colaboradores en las que el bloqueo de la neddilacién con MLN4924 o genético con un
dominante negativo de la E2 de Nedd8 (Ubc12-C11S) llevo al desarrollo de lamelipodios en
células carentes de esta estructura (Leck et al., 2010). Los autores sugieren que la alteracion
morfoldgica que observaron es debido a la estabilizacion de una proteina aguas arriba de la

regulacién de actina, la proteina RhoA.

La neddilacién regula el tamafio del cono de crecimiento incrementando la densidad de la red
de actina acelerando la tasa de ensamblaje. Las neuronas de estadio 3 tratadas con MLN4924
desarrollaron conos de crecimiento cuyo tamafio (area) excedia notablemente el tamafio de la
condicién control, ademas de un incremento en la relacién actina/microttbulos (Figura 13), lo
gue va en la misma direccion que los resultados en neuronas de estadio 2. Como se menciono,
el efecto de la neddilacion en actina ha sido poco explorado, pero la funcién adecuada de esta
proteina depende no solamente de MPT, sino también de la interaccion con las proteinas que se
le unen. Esto puede sugerir que los multiples factores que regulan la funcion de actina produzcan
resultados similares por vias y proteinas diferentes. Por ejemplo, un efecto analogo en conos de

crecimiento como el que se observd en este estudio, fue descripto por Yingpei He vy
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colaboradores (He et al., 2015), en el que la longitud del lamelipodio en los conos de crecimiento
incrementd cuando se expres6 una proteina de unién a actina (Cortactina) o se expreso la
version activa de una tirosina quinasa (Src) cuyo sustrato es la cortactina. Observaron que el
aumento en la longitud del cono de crecimiento era consecuencia del incremento en la densidad
de actina y que la expresion de Src o Cortactina mantenia el ensamblaje de actina a tasas mas
altas que el flujo retrégrado. Estos resultados sugieren que el bloqueo de la neddilacion podria
favorecer el ensamblaje de actina a tasas mas altas y por ello da lugar a la formacion de conos

de crecimiento de mayor tamario.

La hipétesis de que el efecto de inhibir la neddilacion produce un incremento en la densidad y/o
rigidez de las redes de actina y disminuye la polimerizacion de los microttbulos, esta también
respaldada por los experimentos en los que usando compuestos que alteran la dinamica de la
actina y los microtibulos se rescaté de los defectos producidos por la inhibicién de la
neddilacién. Especificamente, usando citocalasina-D que despolimeriza actina, o en otras
palabras desestabiliza o relaja las redes de actina, se observo el desarrollo de neuritas aln en
presencia de MLN4924 (Figura 16-A). Por otra parte, favorecer la polimerizacion de microttbulos
con dosis bajas de taxol también resulté en la formacion de neuritas aun cuando la neddilacion
estaba inhibida (Figura 16-B). El efecto de “rescate” del crecimiento neuritico producido por la
citocalasina D en nuestro caso sobre el efecto producido por la inhibicion de la la neddilacion ha
sido también reportado en otros estudios (Da Silva et al., 2003; Flynn et al., 2012b) asi como el

efecto de recuperacion con taxol a dosis bajas (Witte et al., 2008; Bisbal et al., 2018).
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Capitulo II: Blancos moleculares de la neddilacion

Identificacion del Neddiloma.

Los resultados obtenidos hasta ahora inhibiendo la neddilacion en neuronas indican que
proteinas asociadas al citoesqueleto podrian estar siendo modificadas por Nedd8. En ese
sentido, uno de los esfuerzos del laboratorio se centro en identificar el neddiloma y verificar si
efectivamente dentro de los blancos de la neddilacion hay proteinas relacionadas al

citoesqueleto.

En busqueda del Neddiloma, estudios preliminares.

En un primer screening preliminar se transfectaron neuronas por nucleofeccion (técnica de
Amaxa) al momento del plaqueo con el vector de expresién ®isBI0-Nedd8'*". En DIV 15, las
neuronas fueron tratadas con MLN4924 0 DMSO y 24 hs més tarde las células fueron colectadas.
En experimentos preliminares de este laboratorio se habia observado que el reemplazo de la
Lys73 por prolina disminuia sensiblemente la remocién de Nedd8 de sus blancos aumentando la
cantidad total de proteinas neddiladas y aumentando, por tanto, su detectabilidad. Por otra
parte, el tag 6xHis y BIO, permiten la purificacion de proteinas neddiladas mediante columnas
de histindina o streptavidina respectivamente en condiciones altamente astringentes como
buffers de Urea 8 M o guanidinio 6M. En este caso se empled la técnica de purificacion de
estreptavidina en buffer de guanidinio 6M (Figura 17). En todas nuestras busquedas bioquimicas,
la intencién no solo era colectar proteinas de interés sino al mismo tiempo tratar de encontrar
blancos regulados. La idea detras de este concepto es que esta doble imposicion experimental
aumenta el grado de confiabilidad en los datos obtenidos. En este primer screening, la estrategia
fue evaluar si se detectaba regulacién negativa con el tratamiento de MLN4924 respecto del
control. Del screening resultaron 29 proteinas neddiladas, de las cuales 18 muestran regulacion
negativa con el tratamiento de MLN4924, y 3 de ellas son proteinas asociadas al citoesqueleto,
tropomiosina (TPM3), catenina (CTNNAZ3), y Cofilina (CFL1). Se consideraron los resultados como
prometedores, aunque conscientes de una limitacién experimental importante, el hecho de que
el Nedd8 purificado provenia de la expresion de un vector de expresion introducido
exogenamente y que por tanto podia tener niveles de expresion no fisioldgicos. El otro

inconveniente potencial es que los métodos bioquimicos de purificacion no estan exentos de
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contaminaciones y reacciones inespecificas que podrian dar lugar a falsos negativos y falsos
positivos, algo que “el field” es especialmente sensible a remarcar y discutir, no sin razones de
peso. Por este motivo se realizd un segundo estudio preliminar, en este caso empleando un
servicié de deteccion de proteinas ubiquitiladas de la empresa Cell Signaling Technologies. Como
fuera mencionado en la introduccion de esta tesis, uno de los principales problemas del campo
de las ubiquitin-like proteins radica en la carencia de un método de deteccion fiable de la
neddilacion por espectrometria de masa. Este procedimiento es el “gold standard” actual del
campo de la ubiquitinacion y esta basado en dos principios sencillos: 1) No emplean
purificaciones de ubiquitina previa a la digestion enzimatica con tripsina, sino que se digieren los
extractos proteicos obtenidos con tripsina como es usual, pero luego de la digestion se utilizan
anticuerpos anti-diGly para purificar especificamente todos los peptidos (obtenidos tras la
tripsinizacion previo a la espectrometria de masa) ubiquitilados. Como se comentd en la
introduccién dado que la ubiquitinacion es covalente, luego de la tripsinizacién que corta
residuos de arginina o lisina quedan dos residuos glicina pegados (originalmente pertenecientes
a la ubiquitina) unidas a las Lisinas blanco. Estas dos glicinas remanentes producen un
incremento de masa que puede ser detectado por espectrometria de masa con algoritmos
especiales para tal deteccién (Vertegaal, 2011). Ademads, en esta plataforma, esos dos
aminoacidos glicina remanentes funcionan como epitopes de estos anticuerpos (anti-KEGG), que
permiten la purificacion de esos pépticos ubiquinados. El método no es de hecho muy eficiente
y se pierden muchos péptidos modificados que no logran ser purificados, pero aumenta
enormemente la especificidad del método que de este modo tiene una tasa bajisima de falsos

negativos (CST staff y Dr. Donald Kirckpatrick-Genentech, discusion grupal.

Pero ¢por qué estamos hablando de una plataforma de deteccién de Ubiquitinacion para
detectar neddilacion? Como se mencioné en el parrafo anterior, la secuencia C-terminal de Ub,
Nedd8 y otras UBLs (como ISG-15) es idéntica (-RGG) y genera por tanto el mismo motivo
remanente de di-Gly tras la tripsinizacion, haciendo imposible discriminar entre los péptidos
modificados por Ub, ISG-15 o Nedd8 (Figura 6) (Kirkpatrick et al., 2005). Aqui es donde debemos
introducir el mutante de Nedd8-R74K. En este mutante la arginina R74 inmediatamente

precedente a las dos Glicinas y que también seria blanco de la tripsinizacion, es reemplazado por
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una lisina (K). De este modo, si ahora se emplea Lisina-C como proteasa, que solo hidroliza
uniones aminoacidicas luego de residuos lisina, unicamente las proteinas neddiladas con el
mutante Nedd8-R74K (pero no ubiquitina) generardn remanentes di-Gly. De esta manera
utilizamos una estrategia de espectrometria de masa compleja pero bien establecida y probada
en la deteccion de proteinas ubiquitinada, pero para identificar proteinas modificadas por
Nedd8. Otro rasgo importante a subrayar es que esta metodologia permite especificamente la
deteccion de proteinas covalentemente modificadas por Nedd8, es decir neddiladas. No
proteinas que pueden interactuar con Nedd8 de manera no covalente que son las tipicas

interacciones transientes proteina-proteina.
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Figura 17. Proteoma celular Neddilado derivado del screening con eHis-8I0-NEDD8'73P en neuronas de DIV 16. (a), Scatter
plot mostrando todos los péptidos neddilados graficados en funcion del fold change (fc) en log, de MLN4924/DMSO vs el
fold change en log, de DMSO, en neuronas de DIV 16 transfectadas con 8xHisBIO-NEDD8L73, tratadas con MLN4924 o DMSO.
Los circulos rellenos en gris sefialan los péptidos de proteinas asociadas al citoesqueleto. (b), Todos los sustratos de
NEDD873P obtenidos del screening regulados en funcién del fold change en log, de MLN4924/DMSO con sus respectivos
valores. A algunas proteinas se les asign6 un valor arbitrario (-10.000) de fold change debido a que fueron detectadas en
la condicion control, DMSO, pero no se detectaron en la condicion de MLN4924 por regulacién negativa. TPM3 =
tropomiosina. CTNNA3 = catenina v CFL1 = Cofilina
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El siguiente screening se organizo en seis grupos de tratamiento, en los primeros dos grupos se
nucleofectaron neuronas con NEDD8R74 a DIVO y se trataron con MLN4924 o DMSO por 24hs a
DIV15. En el tercer y cuarto grupo se nucleofectaron neuronas con shNedpl + NEDD8R"*K y se
trataron con MLN4924 0 DMSO por 24hs a DIV15. Estos primeros 4 grupos fueron procesados a
DIV16. El quinto y sexto grupo fueron neuronas transfectadas con shNedpl + NEDD8R™#
tratadas con MLN4924 o DMSO por 24hs en DIV3 y procesadas a DIV 4 (Figura 18). El criterio
usado para identificar verdaderos blancos de NEDD8 en el screening fue tomar aquellos péptidos
identificados como bona fide en el screening pero que ademas fueron regulados negativamente
por MLN4924 y/o regulados positivamente por shNedpl. Con este criterio, de las neuronas
procesadas a DIV 16 se obtuvieron 85 proteinas neddiladas, de las cuales 79 fueron reguladas
negativamente por el tratamiento de MLN4924, 69 reguladas positivamente por shNedpl, y 63
que fueron reguladas en ambos sentidos. Dentro del Gltimo grupo se encontraron 7 proteinas
asociadas al citoesqueleto: Transgelina (TAGLN), Integrina alfa-6 (ITGA6), proteina tipo kinesina-
1b (KIF1B), proteina tipo kinesina 12 (KIF12), Trombomodulina-1 (TMOD1), Miosina-9 (MYH9) y
Vinexina (SORBS3) (Figura 18 a-b, d-e). De las neuronas procesadas a DIV 4 se encontraron 66
proteinas neddiladas, todas ellas reguladas negativamente por MLN4924, y 3 de ellas son
proteinas asociadas al citoesqueleto: Filamina-C (FLNC), Proteina tipo 6 asociada a microtubulo
de equinodermo (EML6), y Cofilina-1 (CFL1) (Figura 18 c, f).

El screening “PTMScan” de proteinas neddiladas en neuronas ampli6 el panorama en cuanto al
numero de blancos de neddilados, permitié evaluar en mayor profundidad el sistema para
identificar verdaderos blancos de neddilacion, y permitié identificar entre otras proteinas
aquellas asociadas al citoesqueleto, que son de particular interés en este proyecto. Este enfoque
sin embargo tiene algunos puntos deficientes, uno de ellos es que al trabajar con neuronas
transfectadas el material del que se obtendran resultados en el screening es Unicamente
proveniente de las neuronas que incorporaron y expresaron NED88R4K, Sabiendo la eficiencia
de nucleofeccion en nuestras manos fue de alrededor de 40% se entiende que la cantidad del
material de partida es limitada. Ademas, en las condiciones en que las neuronas son tratadas
con MLN4924 |a visualizaciéon de los blancos neddilados se dificulta ain més por la regulacion

negativa de la neddilacién.
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DIV 16 e DIV 16 DIV4
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Figura 18. Proteoma celular Neddilado derivado del screening con NEDD8R7#K en neuronas de DIV 4 y DIV 16. (a) Scatter plot
mostrando los péptidos neddilados graficados en funcién del fold change (fc) en log, de MLN4924/DMSO vs el log, de DMSO, en
neuronas transfectadas con NEDD8R# (b) fc en log2 de shNedp1/DMSO vs fc en log, de DMSO, en neuronas transfectadas con
NEDD8R"K y shNedpl. (a) y (b) neuronas procesadas a DIV 16. (c) fc en log2 de shNedp1l/DMSO vs fc en log, de DMSO, en
neuronas transfectadas con NEDD8R74K y shNedp1, procesadas a DIV 4. Los circulos rellenos en verde (a), bordé (b) y rosa (c)
indican las proteinas asociadas al citoesqueleto. Todos los sustratos de NEDD8R7#K obtenidos del screening con sus valores de fc
regulados en funcion del fc en log, de MLN4924/DMSO en DIV 16 (d), fc en log, de shNedp1/DMSO en DIV 16 (e) y fc en log, de
shNedp1/DMSO en DIV 4 (f). TAGLN = Transgelina, ITGAG6 = Integrina alfa-6, KIF1B = proteina tipo kinesina-1b, KIF12 = proteina
tipo kinesina 12, TMOD1 = Trompomodulina-1, MYH9 = Miosina-9, SORBS3 = Vinexina, FLNC = Filamina-C, EML6 = Proteina tipo
6 asociada a microttbulo de equinodermo y CFL1 = Cofilina
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El siguiente punto a tomar en cuenta, es que el screening se hizo en base a la sobreexpresion de
NEDD8R’#¢ y a la regulacion negativa de Nedpl con shRNA, estrategia que podria generar
artefactos por la sobreexpresién de NEDD8 y neddilacion atipica por la enzima E1 de la ubiquitina
(Leidecker et al., 2012); ademas la version enddgena de NEDD8 sigue expresandose y Nedpl no
esta completamente silenciada. Por todos estos motivos, aun cuando los resultados obtenidos
parecian interesantes y prometedores, se decidid continuar refinando la metodologia,
fundamentalmente basados en el hecho concreto de saber que el campo de las UBLs iba a tomar

los resultados obtenidos con muchas de las criticas antes mencionadas.

Asi, se ide6 un enfoque maés limpio y sofisticado en el que células modificadas genéticamente
expresen de manera endégena NEDD8R74K, Nedp1 esté ausente, y en el que el material de partida

permita un mayor procesamiento de proteinas.

Estrategia para la identificacién del Neddiloma por sNUSP

En este enfoque los residuos diGly unidos a lys (K-eGG) en los péptidos modificados por
NEDD8R’# se obtuvieron mediante edicion endégena por CRISPR/Cas9 del gen de NEDDS8 en
células HEK293-Nedp1X© o HEK293-Nedp1"™ en cultivo. Luego se empled la misma plataforma
“PTMScan” licenciada para su uso libre en Genentech. A este sistema se le agregd un paso
adicional final consistente de tripsinizacion del sobrenadante obtenido al finalizar la purificacion
de los peptidos neddilados seguida de una nueva purificacion con anticuerpos anti-(K-eGG). Asi,
ese sobrenadante “depletado” de peptidos neddilados es digerido con tripsina que solo actuaria
sobre péptidos ubiquitinados, dado que los péptidos neddilados ya han sido purificados en la
ronda previa. Por ello, esta segunda purificacion con anti-(K-€GG) permitiria la identificacion de
péptidos ubiquitinados ademas de los neddilados, y todo partiendo del mismo material. Es por
esto que a esta estrategia la denominamos sNUSP (Serial NEDD8-Ubiquitin Substrate Profiling).
La determinacion por espectrometria de masa fue llevada a cabo por nuestros colaboradores en
Genentech-San Francisco, EUA que poseian la licencia de Cell Signaling para emplear la
tecnologia “PTMScan”. Finalmente es muy importante subrayar que esta metologia permite no

solo identificar las proteinas neddiladas sino ademas especificamente cuales son las lisinas
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blanco dentro de cada secuencia proteica. Esto es fundamental para la posterior validacion

funcional mediante mutagénesis dirigida.

En este enfoque se realizaron dos experimentos independientes conformados por cuatro grupos
de muestras, los dos primeros por células Nedd8R"4¢/Nedp1X® tratadas con MLN4924 o DMSO,
y los dos ultimos por células Nedd8R7#/Nedp1"T tratadas con MLN4924 o DMSO. Del perfil de
neddilacion resultaron 631 proteinas, de las cuales un niumero de ellas coincidieron con la
muestra del control negativo de Nedd8""/Nedp1"™y fueron excluidas, dejando 341 verdaderos
blancos de neddilacion. Entre estas proteinas encontramos remodeladores de histonas y de la
cromatina, proteinas del metabolismo celular, y proteinas relacionadas al citoesqueleto. De las
341 proteinas neddiladas, 127 proteinas disminuyeron tras el tratamiento con MLN4924, y 206
proteinas aumentaron en células Nedp1K©. En la figura 19 se muestra un listado del Top 100 de
sustratos de Nedd8 que muestran regulacion por MLN4924 y Nedpl y dentro de este grupo se
encontran proteinas relacionadas al citoesqueleto dentro de las que se pueden mencionar
profilina (PFN1), miosina (MYH1), tubulina (TUBA1A), KIF12, KIF1b y Cofilina (CFL1). Ademas, se
hizo una comparacion entre las sefiales de neddilacién y ubiquinacion de las proteinas, se
encontré que solo unas pocas muestran diferencias cuantitativas en la misma direccion (figura
19 d-f) ademas, no se observé co-regulacion entre el fold change de Nedd8 y ubiquitina a nivel

protéico general en ninguna de las tres comparaciones (Figura 19 a-c).

Con la estrategia de sSNUSP se hizo un perfil completo y exhaustivo del neddiloma usando una
estrategia espectrometria de masa para K-eGG especificos de NEDD8R"#K, permitiendo de
manera inequivoca la caracterizacion sitio-especifica de las proteinas modificadas por Nedd8.
Ademas, este enfoque proporciond pruebas convincentes de que la neddilacién es una
modificacion postraduccional con amplia accion, controlada por Nedpl, la enzima clave de

desneddilacion para sustratos distintos de culinas.

Dentro de los blancos neddilados, las proteinas relacionadas al citoesqueleto son el grupo de

mayor interés para el proyecto dentro de todos los grupos GO (gene ontology) encontrados.
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Figura 19. Proteoma celular Neddilado versus proteoma celular Ubiquitinado derivados de sNUSP. a-c, Scatter plots
mostrando ausencia de correlacion entre el fold change en log, de proteinas K-eGG NEDD8R74Ky el correspondiente fold
change en log, de ubiquitina, comparando entre DMSO y MLN4924 en células Nedp1"T (a, naranja), DMSO y MLN4924 en
células Nedp1X© (b, lila), y células Nedp1k© (DMSO) vs células Nedp1WT (DMSO) (c, verde). La ecuacion de regresion lineal y
el coeficiente de correlacion del cuadrado de Pearson (r?) fueron calculados para cada comparacion. d-f, Top 100 de
sustratos NEDD8R™#K regulados en funcion del fold change en log,, comparando entre DMSO y MLN4924 en células Nedp1WT
(d, naranja), DMSO y MLN4924 en células Nedp1X© (e, morado), y células Nedp1X© (DMSO) vs células Nedp1WT (DMSO) (f,
verde) y el correspondiente fold change en log, de ubiquitina. Los recuadros con X indican que la proteina no fue detectada.

Entre las proteinas relacionadas al citoesqueleto, la Cofilina fue uno de los principales candidatos
de neddilacion identificados, mostrando una fuerte regulacion positiva en células Nedp1C y
regulacion negativa con MLN4324. Ademas, Cofilina es uno de los mas potentes y mejor
estudiados remodeladores de actina, y es bien conocido su rol esencial en el desarrollo neuronal

100



temprano. La Cofilina podria dar indicios de los mecanismos celulares detras de los efectos
observados en el citoequeleto al bloquear la neddilacion. Por otra parte, el perfil de la
espectrometria de masa indicé que varios residuos de Cofilina fueron detectados como sitios de
neddilacion (K73, K112, K121, K114), de los cuales K112 fue el sitio mas frecuentemente
detectado, altamente elevado en células Nedp1X® y suprimido por MLN4924, y ademas
conservado en la proteina pardloga ADF que tiene funciones solapadas con Cofilina ((Vogl et al.,
2020).

La Cofilina es un verdadero blanco de neddilacion al igual que su gen paralogo ADF

La Cofilina tenia como candidato la particularidad no solo de ser interesante per se, sino también
la robustez experimental dado que también se encontré esta proteina en los screenings
anteriores a pesar de ser realizados bajo condiciones experimentales y modelos celulares bien
distintos. Por ello, a pesar de que se validaron multiples blancos de Nedd8 en estudios de
purificacion y western blotting independientes (Vogl et al., 2020) se decidi6 continuar
explorando el potencial rol de la Cofilina como blanco de Nedd8 y enfocarse en su potencial

efecto sobre el desarrollo neuronal.

Para validar la Cofilina como un auténtico blanco neddilado se tomaron células HEK deficientes
de la desnedilasa Nedpl y se expresaron versiones taggeadas (BIO-HA) de Cofilina y ADF WT o
K112R (sustitucion de lisina 112 por arginina, mutante no neddilable) y se trataron las células
con DMSO o MLN4924 por 24 horas. Posteriormente se hizo un ensayo de inmuno-precipitacion
para capturar la Cofilina o ADF y se revel6 con anticuerpo anti-Nedd8 para confirmar la
neddilacion. Se observé que ambos reguladores de actina estan neddilados a un nivel similar y
se confirmd que K112 es el principal residuo neddilado en ambas proteinas (Figura 20). La
asociacion Cofilina-Nedd8 y ADF-Nedd8 se pierde cuando las células son tratadas con MLN4924

o cuando las células expresan la mutante no neddilable Cofilinak'2® (Figura 20).
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Rol de la neddilacion de Cofilina en la lys112

Como siguiente punto, era de interés determinar la significancia funcional de la neddilacion de
Cofilina. Se emple6 la estrategia de reemplazo molecular en la cual se eliminé la expresion
endogena de ADF mediante la tecnologia de CRISPR-Cas9 y regulé negativamente la expresion
de Cofilina mediante shRNA. Las funciones solapadas de ADF con Cofilina y los mecanismos
compensatorios que éste ejerce en ausencia de Cofilina hicieron necesaria su eliminacion. La
Cofilina enddgena fue sustituida por la expresion de distintas variantes, brevemente: la variante
COF%A en la que la serina 3 donde es regulada la actividad de Cofilina por fosforilacion fue
sustituida por alanina, haciendo una mutante no fosforilable y por ende constitutivamente

activa; la variante COF*!1?R no neddilable, y la variante COFVT,

Nedp1*® HEK293 cells
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> 4& ,?9 o Ofé’gé) blancos de Nedd8 y son modificados en la lys
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El primer paso fue evaluar los distintos constructos a ulitizar para lograr el reemplazo molecular.
Se tranfectaron células 3T3 con distintos guides de ARN para suprimir la expresion de ADF, se
transfectaron diferentes sh de ARN contra Cofilina para regular negativamente su expresiony se
transfectaron las variantes de Cofilina resistentes al ShARN. La eficacia de cada uno fue evaluada
por western blot y los resultados mostraron que los guides de ARN 2 + 5 en el clon 2 eliminaron
efectivamente la expresion de ADF (figura 21-a), el sh de Cofilina #2 tuvo mayor éxito regulando
negativamnete su expresion (figura 21-b) y las versiones de Cofilina WT, K112R y S3A resistentes

al shARN fueron detectadas exitosamente (figura 21-c)
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Figura 21. Eficiencia de los distintos contructos a utilizar en el reemplazo molecular. (a) western blot con lisado total de
clones de células 3T3 WT, ADFKO y Cofilinak® generadas mediante CRISPR/Cas9, revelado con anticuerpos anti-ADF y anti-
Cofilina. (b) Western blot con lisado total de células 3T3 transfectadas con distintos shARN durante 36 horas, revelado con
anticuerpo anti-Cofilina. El sh de Cofilina #2 mostré la mayor eficiencia de regulacion negativa. (c) Western blot de lisado
total de células 3T3 transfectadas con las distintas variantes de Cofilina™* resistentes al shARN por 48 horas. En los tres
westerblot se usaron los anticuerpos anti-Tubulina, anti-Actina y anti-GAPDH como housekeeping

Rol de la neddilacion en la interaccidn de Cofilina con actina y su fosforilacién

En el capitulo anterior se describié que la neddilacién es necesaria para mantener los niveles
fisiologicos de la dindmica de actina. Ahora, sabiendo la relevancia de Cofilina como una proteina
reguladora de la dindmica de actina, nos preguntamos: a) si la neddilacion de K112 podia
influenciar la unién de Cofilina a las fibras de actina, una condicién necesaria para ejercer su
funcion de corte; y b) si la union de Nedd8 al sitio 112 de Cofilina influencia su fosforilacion en

Ser3, una MPT esencial que inactiva la funcién de Cofilina.

103



Rol de la neddilacion en la interaccién de Cofilina con actina

Para esta evaluacion se emplearon neuronas corticales de DIV 14 y se trataron con MLN4924.
Luego del tratamiento se inmunoprecipitd la Cofilina a partir del lisado celular, se revel6 con
anticuerpo anti-actina y se cuantificé la interaccion Cofilina-actina. Fue observado que tras el
tratamiento de MLN4924 la interaccion de Cofilina con actina incrementa (figura 22-a). El mismo
resultado fue observado en la mutante Cofilinak*?R, cuando los lisados de células HEKs
tranfectadas con las variantes de Cofilina y tratadas con DMSO o MLN4924 fueron cuantificados,
la interaccion Cofilina-actina de la mutante Cofilina“*'?? mostré mayor interaccioén con actina

(figura 22-b).
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Figura 22. Analisis de interaccion de Cofilina y actina en presencia de DMSO y MLN4924. La interaccion Cofilina-actina
incrementa tras el tratamiento de MLN4924. (a) lisados de neuronas corticales de rata tratadas con DMSO o 1uM de MLN4924
for 24 horas desde DIV14-15, fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-Cofilina y revelados con anticuerpo anti-actina. La
interacccion Cofilina-actina fue cuantificada usando test de T de dos colas no pareado, tua= 2.588, *p<0.05 (p=0.0215), n = 8
muetras por grupo, de tres cultivos. (b) La Cofilinak112k no neddilable muestra mayor interaccion con actina. Lisados de células
HEK293, transfectadas transitoriamente con las construciones COF1WT/K112RBIO-HA y tratadas con DMSO o 1 uM de MLN4924 for
24 horas, fueron inmunoprecipitadas con perlas de streptavidina y reveladas con anticuerpo anti-actina. La interacccion Cofilina-
actina fue cuantificada usando test de T de 2 colas no pareado, t(10=3.305, **p<0.01 (p=0.0079), n=5 para DMSO y n=7 para
MLN4924, de tres cultivos. ANOVA de 1 via, F(219=7.973, **p<0.01; Comparacion multiple de Tukey, *p<0.05, **p<0.01; n=8
para WT, n=8 para K112R y n=6 para K114R, de tres cultivos. En ambos ensayos se usaron los anticuerpos anti-HA-HRP (COF1) y
anti-Tubulina como housekeeping
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Funcion de la neddilacién en la fosforilacion de Cofilina

Como se menciono en la seccion 4.1.5 la actividad de Cofilina esté controlada por fosforilacion
en la serina 3. La Cofilina fosforilada por LIMK pasa a ser inactiva y recupera su funcion por la
accion fosfatasa de la proteina SSH1 (Moriyama et al., 1996; Bravo-Cordero et al., 2013; Aggelou
et al., 2018). Para evaluar si la neddilacion afecta el estado de fosforilacion de Cofilina se
tomaron neuronas hipocampales y fueron tratadas con MLN4924 o DMSO por diferentes
periodos de tiempo. A partir de los lisados de estas neuronas se cuantificé los niveles de Cofilina
fosforilada respecto de la Cofilina total mediante western blot. Se observo que el tratamiento
de MLN4924 disminuye la fosforilacion en la Ser3 (figura 23-a). Asi mismo, cuando neuronas
hipocampales fueron transfectadas con las variantes COFWT y COFK12R y se midieron los niveles
de fosforilacion de Cofilina en los lisados de las neuronas, se determiné que la variante COFK12R
no neddilable tenia niveles reducidos de fosforilacion en la Ser3, respecto de la variante WT

(figura 23-b), indicando una mayor actividad de Cofilina.
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Figura 23. La inhibicion de la neddilacion disminuye la fosforilacién de Cofilina en la Ser3. (a) western blot de lisado total de
neuronas hipocampales tratadas con DMSO o 1 uM de MLN4924 por 24, 12 o 8 horas, desde DIV 1-2 (western blot
representativo) y DIV 5-6. Revelado con anticuerpos anti-P-Cofilina (Ser3) y anti-Cofilina. La cuantificacion de los niveles de P-
Cofilina/Cofilina total se hizo empleando ANOVA de una via, Fs3s= 14.3, ***p<0.001; Comparacion multiple de Sidak (DMSO vs
MLN4924), *p<0.05, ***p<0.001; n= 6 para DMSO y n=7 u 8 para MLN4924, de tres cultivos neuronales. (b) Fosforilacion
reducida en la variante de Cofilina K112R no neddilable. Western blot de lisado total de neuronas hipocampales de rata
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transfectadas con los constructos Cofilina-BIO-HA WT o K112R desde DIVO-7, revelado con anticuerpo anti-P-Cofilina (Ser3) y
anti Cofilina. La cuantificacion de los niveles de P-Cofilina/Cofilina total se hizo empleando Test de T de dos colas no pareado,
te)=4.622, **p<0.01 (p=0.0036), n=4 muestras por grupo, de dos cultivos. Para ambos ensayos (ay b) se empled anticuerpo anti-
tubulina, anti-actina y anti-GAPDH (a) como housekeepings. Los datos estan presentados como promedio + s.e.m.

Discusion Capitulo 2

En el campo de las UBLs se ha discutido ampliamente si la neddilacion es una verdadera MPT.
Aunque se han descrito varios sustratos de Nedd8 diferentes de culinas (Xirodimas et al., 2004;
Sundgvist et al., 2009; Teng et al., 2013; Xirodimas et al., 2008; Jones et al., 2008), existen
muchos investigadores relevantes del campo que aun muestran dudas sobre la validez de estas
evidencias (Brown and Jackson, 2015; Enchev et al., 2015), argumentando que estos estudios se
han basado mayormente en la sobreexpresion de Nedd8 taggeado como cebo, y dado que en
estas circunstancias la conjugacion de Nedd8 a proteinas blanco puede ocurrir utilizando la
maquinaria de ubiquitinacion (Hjerpe R. et al., 2012) (neddilacién atipica), es dificil convencerse
de que proteinas distintas de las culinas sean verdaderos sustratos NEDD8. También sefialan que
la inhibicion de MLN4924 no es especifica de neddilacién ya que también inhibe la actividad
ubiquitilante de las CRL y entonces no se puede demostrar que la neddilacion de un sustrato es
dependiente de MLN4924 si no se puede discriminar entre la conjugacion mediada por Nedd8 o
por la maquinaria de ubiquitina. Sin embargo, la inhibicion de MLN4924 si pareceria ser
especifica de neddilacion y no se ha observado actividad inespecifica significativa contra otras

E1 de UBL (Nawrocki et al., 2012).

En los esfuerzos realizados para dilucidar el neddiloma, se efectuaron distintas pruebas en que

las condiciones fueron ajustandose para superar los argumentos criticos del campo.

Aunque el screening de proteina neediladas empleando la mutante &"iBI0-Nedd8'73? identifico
un nimero bajo de proteinas en comparacién con estrategias publicadas por otros autores, este
metodo solventaba la problematica de tener pocos blancos neddilados en una ventana
determinada de tiempo, un fenémeno que seria mas acentuado en células que dejaron el ciclo
celular como las neuronas. Ademas, contaba con la especificidad derivada de inhibir la

neddilacién con MLN4924. La mutante taggeada Nedd8-L73P (reemplazo de Prolina por Leucina
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en la posicion 73), fue disefiada tomando como referencia la mutante resistente a
deubiquitinacion Ub-L73P (Békés et al., 2013). Considerando que el extremo C-terminal de Uby
Nedd8 son muy similares, se especul6é que la misma mutacion podria funcionar para purificar
con mas eficiencia proteinas que se asociarian mas establemente a esta version mutante de
Nedd8. Asi, encontramos en estudios preliminares, que la mutante Nedd8-L73P mostraba
resistencia parcial pero significativa a las proteasas de Nedd8 porque aumentaba la neddilacién
de blancos no-culinas (resultados no publicados). Luego de la purificacion, los verdaderos
blancos de neddilacion fueron identificados, comparando los sustratos obtenidos entre la
condiciébn DMSO y MLN4924, considerando aquellos cuya representacion se viera disminuida en
el tratamiento con inhibidor respecto de su representacion en el tratamiento control. De este
screening se obtuvieron 29 proteinas neddiladas, un ndmero significativamente inferior
comparado con otras estrategias protedmicas (Jones et al., 2008; Xirodimas et al., 2008). Aunque
dichas estrategias estaban basadas en constructos de Nedd8 que permitian una purificacién
estandar por afinidad (GST-proNedd8 (Jones et al., 2008); TAP-Nedd8 (Xirodimas et al., 2008)) al
igual que la estrategia empleada en este primer enfoque, la mutante &*isB0-Nedd8'"%" contaba
con la ventaja de aumentar los blancos neddilados por ser resistente a desneddilacion, un punto
no menor tratdndose de una MPT con alto recambio. Ademas, contaba con una condicién en
gue la neddilacion estaba inhibida como punto clave para detectar verdaderos blancos, y que
las estrategias previas no exploraron. Aunque este enfoque tiene algunas ventajas respecto de
las estrategias expuestas, hay varios puntos vulnerables. Uno de ellos es que la expresion de s
BIO-Nedd8'%P no es enddgena. Como se mencion6é en el primer parrafo, algunos autores
sostienen que la sobreexpresién de Nedd8 conduce a neddilacién atipica, en la que Nedd8 es
cargada por una E1 de ubiquitina y por tanto la unién de Nedd8 a sus blancos ocurre a través de
la maquinaria de ubiquitinacion. Esto se evidencia en western blots que muestran chorreados
de proteinas neddiladas que no son inhibidas por MLN4924 (Hjerpe R. et al., 2012). En la vasta
experiencia de este laboratorio de méas de 15 afios en el campo, empleando decenas de lineas y
tipos celulares, diferentes condiciones experimentales, transfecciones o expresion enddgena,
etc., nunca hemos encontrado este fendmeno de neddilacion atipica, salvo en condiciones que

generan gran estrés celular.
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No obstante, el fenGmeno esta descripto y eso era suficiente como para volver los resultados
vulnerables a esa critica. Otro punto para observar con cautela es que la purificacion de
proteinas neddiladas se realizd con un método estandar por afinidad en condiciones
desnaturalizantes y la identificacion de proteinas fue obtenida mediante protedmica clasica. Es
de enfatizar entonces que los screenings para la identificacion de proteinas ubiquitinadas y
sumoiladas ya se realizaban por espectrometria de masa donde los péptidos obtenidos tras la
digestion con tripsina eran discriminados por su incremento de masa al estar modificados
covalentemente en residuos lisina (Vertegaal, 2011) como fuera descripto mas arriba. Aunque
la purificacién sin un método sofisticado era una critica plausible, esta metodologia no permite
la discriminacion entre péptidos modificados por Ub, ISG-15 o Nedd8, debido a la completa

homologia de sus extremos C-terminales (Kirkpatrick et al., 2005).

La mutante Nedd8R"K permitié emplear la técnica de identificacion de péptidos modificados con
motivos di-glicina unidos a lisina (K-GG) ya establecida en el campo de la ubiquitinacién (Xu et
al., 2010;Bustos et al., 2012) pero ademas identificar inequivocamente blancos neddilados. En
la siguiente prueba se utilizé la mutante Nedd8?"# en cuya secuencia C-terminal la Arginina (R)
de la posicion 74 es reemplazada por una Lisina (L) y en vez de someter los péptidos a una
digestién con tripsina, se los somete a digestion con endoproteinasa Lys-C. Esta estrategia
permite que los péptidos K-€GG que se generan provengan especificamente de sustratos
neddilados, pues los péptidos ubiquitinados estan intactos. Ademas, el paso de enriquecimiento
por inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-di-Gly aumenta la sensibilidad de deteccion. En
este experimento ademas de repetir las condiciones con DMSO y MLN4924, se sumd una
condicion con shNedpl, a manera de incrementar los blancos neddilados por la ausencia de la
proteasa de Nedd8. Aunque la estrategia empleada en este screening tiene varias ventajas, tenia
aln puntos sensibles, fundamentalmente como era la sobreexpresion de Nedd8. Ese fue uno de

los motivos fundamentales que nos llevo al desarrollo de SNUSP.

La metologia SNUSP permitié una caracterizacion inequivoca sitio especifica de las proteinas
modificadas por NEDD8 y proporcioné pruebas convincentes de que la neddilacion es una MPT

de accion amplia y estrechamente controlada por NEDPL. La estrategia SNUSP (serial NEDD8-
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ubiquitin substrate profiling, por sus siglas en inglés) tiene varias mejoras respecto de los
enfoques anteriores, entre ellas la mas importante es la expresion endogena de Nedd8 para
evitar posibles artefactos de la sobreexpresion y la neddilacion atipica. En segundo lugar, al
permitir la lisis inmediata de las células en condiciones desnaturalizantes, SNUSP garantiza una
alta rigurosidad y evita la coprecipitacion de proteinas, lo que es inevitable en los protocolos de
purificacion por afinidad no desnaturalizantes realizados antes de la digestion enzimatica. Otra
ventaja substanical es que en este procedimiento se realizd un segundo paso de digestion con
tripsina para identificar los blancos ubiquitinados, de manera que de la misma muestra se
pueden obtener los perfiles de neddilacion y ubiquitinacion. Aunque la identificacion de blancos
neddilados a nivel neuronal era de gran interés, y por lo cual se usaron neuronas en los primeros
ensayos; para refinar el método se requeria la edicion gendmica en la generacién de clones
estables expresando la mutante Nedd8R"#, ademas de la eliminacién de Nedpl mediante
CRISPR-Cas9 asi como gran cantidad de material de partida. Por todas estas razones, el uso de
células HEK293 fue necesario. Si bien nuestro interés estaba enfocado en la neddilacion neuronal
consideramos central para el futuro del campo que los resultados sean bien recibidos por los
colegas y estas células han sido uno de los principales modelos celulares empleados para la
deteccion de proteinas ubiquitinadas (Jones et al., 2008; Xu et al., 2010; Anania et al., 2014). En
resumen, sSNUSP cumple con todos los criterios propuestos previamente para la identificacion

de sustratos de Nedd8 genuinos (Brown and Jackson, 2015; Enchev et al., 2015)..

El analisis de enriquecimiento ontoldgico de genes (GO por sus siglas en inglés) mostré que los
sustratos de neddilacion se asignan a una variedad de clases de proteinas, como proteinas de
union a ARN y ADN, reguladores de cromatina, ribonucleoproteinas, proteinas ribosémicas,
chaperonas y enzimas de la ruta de la ubiquitina y UBL. Sin embargo, el interés de este trabajo
estaba puesto en identificar proteinas citoesqueletales o asociadas al citoesqueleto, que
también fueron encontradas (Vogl et al., 2020). Entre ellas, la Cofilina era particularmente
atractiva por su rol en la regulacion de la actividad de actina y el papel de esta en el desarrollo
neuronal temprano. Afortunadamente, la Cofilina fue encontrada como verdadero blanco de
Nedd8 en los tres enfoques de identificacion del neddiloma evaluados (Figura 17, 18 y 19).

Ademas, fue de los candidatos top identificados en el perfil de sNUSP mostrando fuerte

109



regulacion tanto por Nedp1*® como por MLN4924 (Vogl et al., 2020). Aunque en el primer
ensayo de screening empleando Nedd8?’* la lys 53 de Cofilina fue la méas frecuentemente
detectada, en el ensayo de SNUSP fue la Lys 112. A pesar de esta discrepancia, fue tomada la Lys
112 de Cofilina como residuo inequivoco de neddilacion, no solo por determinarse mediante la
estrategia mas sofisticada de screening, sino porque la misma lisina estaba neddilada en el
miembro de la familia méas estrechamente relacionado, ADF, y en un nivel similar (Vogl et al.,
2020). Sin embargo, dada la mayor abundancia de la ubiquitinacién respecto de la neddilacion
no podria excluirse completamente la posibilidad de bajos niveles de interaccion cruzada entre
ubiquitinacion y neddilacion en este residuo. Un punto interesante de mencionar, es un estudio
de Akimov et al. (Akimov et al.,, 2018), donde emplearon una estrategia alternativa de
espectrometria de masa basada en el uso de anticuerpos para el enriquecimiento de sitios de
ubiquitinacion (UbiSite). En este estudio, los autores describen la ubiquitinacion de la lys112 de
Cofilina entre otros sitios ubiquitinados. Sin embargo, estas diferencias pueden reflejar
caracteristicas de conjugacion especificas del tipo celular, ya que el estudio de UbiSite fue
realizado con células Hep2 y Jurkat. Ahora la pregunta a responder es, ;cual es el rol de la
neddilacion de Cofilina en la Lys 112? y la respuesta mas plausible seria, mantener los niveles
fisioldgicos de activacion, pues en contextos en los que se bloque6 la neddilacion de Cofilina
empleando MLN4924 o la mutante cofilin¥!!2R |a interaccion de Cofilina con fibras de actina
aumentd sensiblemente y su fosforilacion (que es inhibitoria de la actividad enzimatica)
disminuyo6 significativamente, indicando un incremento de la actividad. La Lys112 de Cofilina
esta localizada en su o hélice 4, que estd directamente implicada en la union a la Actina
(Lappalainen et al., 1997; Tanaka et al., 2018), por lo que la conjugacion de NEDD8 podria
interferir directamente en el acceso de la Cofilina a los filamentos de Actina, lo que se ve
apoyado por el aumento de la unién a la actina observado con Cofilina-K112R asi como con el
tratamiento con MLN4924. As su vez el decremento en la fosforilacién de Cofilina tras el bloqueo
de la neddilacion es tan robusto como elusivo su mecanismo, dado que el bloqueo de la
neddilacion con MLN4924 no afecta la interaccion de Cofilina ni con su principal quinasa LIMK1,

ni con sus fosfatasas slingshot y SSH1 (Vogl et al, 2020).
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Mas alla de los mecanismos subyacentes, algunos de los cuales hemos contribuido a develar,
parece claro que la neddilacion restringe la actividad de corte de Cofilina influenciando la

dinamica de redes de actina.
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Capitulo IlI: Rol de la neddilacion de Cofilina en la maduracion neuronal

Significancia funcional de la neddilacion de Cofilina

Una vez comprobado que la inhibicién de la neddilacion de Cofilina disminuye la fosforilacion en
la Ser3 y favorece la interaccion Cofilina-actina, lo siguiente fue preguntarnos si estos cambios
podian efectivamente tener consecuencias funcionales en la actividad de corte de Cofilina sobre
los filamentos de actina. Para contestar esta pregunta empleamos la estrategia de reemplazo
molecular en la cual eliminamos la expresion endégena de ADF mediante la tecnologia de
CRISPR-Cas9 y regulamos negativamente la expresion de Cofilina mediante shRNA segln seteos
previos. Las funciones solapadas de ADF con Cofilina y los mecanismos compensatorios que éste
ejerce en ausencia de Cofilina hicieron necesaria su eliminacion. La Cofilina endégena fue
sustituida por la expresién de distintas variantes, brevemente: a) la variante COFS3A en la que la
serina 3 (principal residuo regulatorio de Cofilina controlado por fosforilacion) es sustituida por
alanina, haciendo una mutante no fosforilable y por ende constitutivamente activa; b) la variante

COFK12R no neddilable, y c) la variante COFY,

La Cofilina es una proteina reguladora de la polimerizacion de actina, actia cortando la actina
filamentosa (actina-F) para generar monoémeros (actina-G). A partir del pool de monémeros de
actina se generaran nuevos filamentos o se extenderan los ya existentes (Bravo-Cordero et al.,
2013). Una forma de evaluar la significancia funcional de la neddilacion de Cofilina es cuantificar
la cantidad de actina filamentosa vs monomeérica en presencia de Cofilina no neddilada; este
enfoque permite un primer acercamiento para evaluar si la neddilacion aumenta o disminuye la
actividad de corte de Cofilina. Empleamos la estrategia de reemplazo molecular transfectando
clones de células 313 ADFWT y ADFKO con shARN contra Cofilina y reemplazamos la version
enddgena con las mutantes COFWT, COFK!12R y COFS3 resistentes al ShARN. De esta manera, se
excluyen potenciales efectos compensatorios del paralogo ADF y la expresion de Coflin se

mantiene en niveles similares a la endogena.
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El western blot en el cual se analizaron las fracciones de actina F y G obtenidas por centrifugacion
mostré que la relacion de actina F vs actina total incrementd notablemente en las células sin
ADF ni Cofilina comparado con las células parentales. Por el contrario, la reexpresion de COFXI2R
no neddilable redujo la relacién de actina F vs actina total comparado con la COFWT (figura 24 a
y b). Estos resultados indican que la Cofilinak'?® deficiente de neddialcion tiene una mayor
actividad de corte o despolimerizacion, sugiriendo que la neddilacion de Cofilina es necesaria

para mantener la dinamica celular de actina en los rangos fisioldgicos especificos.

a b *shCof vs. WT
50 anti-Actin E 3_ *** shCof vs. K112R, S3A
2 : T 1T 1
. Q
o M v - F-Actin (Pellet) < wan .
50 E 27
- ww www e |- G-Actin (Supernatant) E =
20 Lysates, IB: anti-HA E 1
r 18]
..-‘ Cofilin E
20
ADFYT:  + = - - ADFYT,  + - R - N
ADF*: L R * ADF©: - + + + + +
sh-non-target: + % - - sh-non-target: + + - o o
sh-Cofilin: - i + + + + sh-Cofilin: - - + + + +
pcDNA3.1EvPTY;  + t ik = = - pPCcDNA3. 1fWP:  + 4+ 4 -
WT: - = = % = = WT: - - - + - -
shRNA-resist- shRNA-resist-
Cofilinw  |[K112R: = = ==+ - Cofilinn | K112R: -t
S3A: - - - - = L -t

Figura 24. La Cofilinak112R no neddilable muestra incremento de actividad corte en las células. (a) Células 3T3 ADFWTy
ADFXO fueron transfectadas con constructos para eliminar y reexpresar Cofilina como se indicé en el reemplazo molecular.
Las células que incorporaron los constructos fueron seleccionadas con puromicina. Los extractos celulares fueron
procesados por ultra-centrifugacion y los niveles de actina F y G fueron analizados por western blot con las fracciones del
precipitado (actina-F) y el sobrenandante (actina-G) y cuantificadas (b) como la relacion de actina F/actina total (F+G).
Estadistica: Anova de una via, Fses=10.71, ***p<0.001; Prueba de LSD de Fisher no corregida, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001; n=12-14 para todas las muestras de ADFKO , en duplicados de 6-7 cultivos celulares, y n=4 para los clones
ADFWT | en duplicados de dos cultivos celulares.

La inhibicion de la nedilacion de Cofilina en ausencia de ADF afecta el crecimiento axonal y
dendritico

La ultima parte de este trabajo se centrd en evaluar la funcion de la neddilacion de Cofilina en el
desarrollo neuronal. Empleamos la misma estrategia de reemplazo molecular y la aplicamos en
dos enfoques distintos, para ver efectos en el desarrollo de neuronas en cultivo de estadio
temprano y estadio maduro o en neuronas de cerebro de raton de estadio embrionario y post

natal.
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um para el panel superior e inferior.
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Figura 26. La Cofilinak112® no neddilable afecta el crecimiento
neuritico y axonal de neuronas en cultivo. Neuronas hipocampales de
raton fueron transfectadas empleando el método de AMAXA con
pCAGGS-GFP, Cofilin/ADF sh-RNA/CRISPR-KO, y constructos de re-
expresion de Cofilina antes del plagueo, las neuronas se fijaron a DIV4-
6 y se tifieron con anticuerpo anti-HA (Cofilina). Posteriormente se
midio el crecimiento neuritico total por célula. Estadistica: ANOVA de
una via, Fuss=8.8, ***p<0.001; Test de Fisher LSD no corregido,
*p<0.05, ***p<0.001; n=12 areas con méas de 400 neuronas cada una,

de 6 cultivos neuronales). Escala 200 pm.
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En el primer enfoque tomamos neuronas hipocampales y las transfectamos desde DIV 0 hasta
DIV 6 con ADFX© y sh-Cofilina para probar la eficiencia de cada uno eliminando la expresion de
ADF y Cofilina respectivamente (Figura 25). Luego de corroborar la eficiencia, transfectamos las
neuronas con el conjunto de constructos necesarios para efectuar el reemplazo molecular.
Transcurrido el tiempo de desarrollo medimos el crecimiento neuritico total de las neuronas
transfectadas y observamos una reduccion en la longitud dendritica y axonal de las neuronas
que expresaban COFK12Ry COFS3A ademas, los defectos del crecimiento fueron rescatados por

la expresion de COFWT (Figura 26).

La ausencia de neddilacion de Cofilina incrementa la densidad de espinas dendriticas

Siguiendo con el primer enfoque pero analizando ahora neuronas maduras, tomamos neuronas
hipocampales de dos semanas de cultivo y las transfectamos, siguiendo con la estrategia de
reemplazo molecular. Luego de dos semanas post-transfeccion las células fueron fijadas y
analizamos la densidad de espinas dendriticas mediante imagenes de microscopia confocal.
Encontramos que la eliminacion de Cofilina y ADF no produjo un efecto per sé en la densidad de
espinas en comparacion con el control (5,7 + 0,29 vs 5,3 + 0,21 espinas/10 mm, ADFKC +
shCofilina vs control respectivamente), sin embrago la re-expresion de Cofilinak12R y Cofilina#
aumentaron el nimero de espinas por longitud medida, de 5,3 + 0,21 espinas/10 mm del control

a8,3+0,35y8,5+0,61 espinas/10 mm de Cofilinak'*?R y Cofilina®3* respectivamente (Figura 27).
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Figura 27. La densidad de espinas dendriticas aumenta en ausencia de neddilacion de Cofilina. Neuronas hipocampales de
DIV 12 fueron transfectadas empleando el método de CaPO,con pCAGGS-GFP, Cofilin/ADF sh-RNA/CRISPR-KO, y constructos
de re-expresion de Cofilina. Las células fueron fijadas a DIV 21 y la densidad de espinas dendriticas fue medida contando
numero de espinas cada 10 mm con las herramientas cell countery total length de Image] a partir de imagenes tomadas con
microscopio confocal. Estadistica: Anova de una via F22=15,90, ****p<0,0001. Test de t con correccion de Welch,
*p=0,0202, ****p<0,0001, n=45 areas analizadas para control, shCofilin y Cofilinak!1?R n=30 secciones analizadas para
Cofilina"Ty Cofilina%3#, de 2 cultivos primarios. Escala 10 pm

Este resultado fue por demas interesante si lo comparamos con los resultados obtenidos por
Vogl (Volg et al. 2015) en los que observé una disminucion importante en el nimero de espinas
tras bloguear la neddilacion. En estos experimentos la inhibicion de la via de Nedd8 se hizo en
neuronas en cultivo transfectando un dominante negativo de la enzima E2 de la neddilacién,
Ubc12-C111S, y en el cerebro de ratones mediante la eliminacion de la enzima E1 de nedd8
(Nael) de manera inducible en neuronas del cerebro anterior por la accion de la recombinasa
Cre (raton Nae1Camkila-CreERT2) Fn ambos casos la reduccion de la densidad de espinas dendriticas
fue consecuencia del bloqueo casi total de la neddilacion, no solo de Cofilina sino también de los

demas blancos moleculares.
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El blogueo de la neddilacién de Cofilina reduce la longuitud dendritica y la complejidad de las
neuronas corticales

En el segundo enfoque usado para evaluar la funcion neuronal de la neddilacion de Cofilina se
hizo el reemplazo molecular en neuronas corticales de cerebro de raton. Para lograrlo usamos
la técnica de electroporacion in utero en la cual la transfeccion se realiza en el cerebro de
embriones de raton que son microinyectados con los vectores de expresion fuera de la cavidad
abdominal devuelto rapidamente hasta el momento del analisis. Se tomaron dos puntos
temporales, un estadio embrionario y uno post-natal. Los cerebros transfectados fueron
cortados y analizados haciendo multiples stacks para lograr la reconstruccion 2D de las
neuronas. A partir de las reconstrucciones analizamos la longitud apical y la complejidad de las
neuronas corticales de las capas superiores. Encontramos que tanto en neuronas de estadio
embrionario como en neuronas post-natales la re-expresion de Cofilinak''?R y Cofilinas*
disminuye la longitud y la ramificacién dendritica, mientras que Cofilina"™ recupera el fenotipo
ala condicién control (figura 28). Mas detalladamente, en las neuronas de E 18,5 de una longitud
de 237 + 35,86 um en el control pasamos a 113,8 + 10,08 pm y 115,8 + 12,25 um en Cofilinak®
y CofilinaS®A respectivamente, una reduccion del 48,44% en promedio entre ambas mutantes.
Sin embargo, la expresién de Cofilina™"™ logré recuperar en un 84,23% la longitud apical
alcanzando 199,6 + 27,62 um. Por su parte en las neuronas de P7, de una longitud de 607,5 +
26,92 um en el control hubo una reduccién en promedio del 54,77% entre ambas mutantes al
pasar a longitudes de 366,1 + 41,88 um y 299,4 + 18,44 pm pm con Cofilinak!?R y CofilinaS3A
respectivamente. En este estadio también observamos un alto porcentaje de recuperacion de la
longitud apical con la expresion de Cofilina"’™ al alcanzar prolongaciones de 543,4 + 45,92 um

que representa un 89,45% de recobro.
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Figura 28. La Cofilinak!12® no neddilable afecta el desarrollo dendritico de neuronas corticales in vivo. (a) Imagenes
representativas y tracings de neuronas corticales de las capas /1l de embriones de raton CD1 electroporados in utero con
Myr\enus, ADF CRISPR-KO, sh-cofilin y vectores de re-expresion de Cofilina, a E 14.5, y cerebros analizados a E 18.5 y P7. Escala
50 um. (b-e) Medida de la longuitud dendritica apical y complejidad dendritica (E 14.5- E 18.5 : longitud dendritica apical (b),
ANOVA de una via, Fso) = 2.8, ***p<0.001; Test de comparacion multiple de Tukey, ***p<0.001; complejidad dendritica (d),
ANOVA de dos vias, tratamiento por distancia desde el soma, Fea,gs0= 2.66, ***p<0.001; Test de comparacién multiple de
Dunnett, *p<0.05, **p<0,01; n = 9-13 neuronas, de dos o tres cerebros; E 14.5-P7: longitud apical (c), ANOVA de una via, F.3)
= 13.14, ***p<0,001; Test de comparacién multiple de Tukey, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0.001; complejidad dendritica (e),
ANOVA de dos vias, tratamiento por distancia desde el soma, Fa 731 = 1.75, ***p<0.001; Test de comparacion multiple de
Dunnett, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001; n = 7-11 neuronas, de dos a tres cerebros.

En conjunto, estos resultados muestran que la Cofilina“*'?® y presumiblemente la neddilacién en
este residuo, regulan el crecimiento neuritico en neuronas en cultivo y en el desarrollo del

cerebro de ratén.
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Discusion capitulo 3

El bloqueo de la neddilacién de Cofilina aumenta la actividad de corte de la actina-F. Se cuantificd
la proporcién de actina F y G para determinar el impacto de la neddilacién en la actividad de
Cofilina. Tal como se ha establecido ampliamente los niveles de actina-G se reducen y la actina-
F se acumula cuando Cofilina y su paralogo ADF estan ausentes, mostrandose un incremento en
la relacion de actina F/G (Flynn et al., 2012). Por el contrario, y de manera esperable, la relacion
de actina F/G se redujo cuando la Cofilina constitutivamente activa (COFS®#) fue expresada, y
[lamativamente niveles similares se alcanzaron con la expresion de Cofilina no neddilable
(COFKL12R) (Figura 24 a y b), indicando que la Cofilina deficiente de neddilacién tiene una mayor
actividad de corte y despolimerizacion de actina, incrementando el pool de actina-G, y que la
neddilacién de Cofilina es necesaria para mantener la dindmica celular de actina en rangos
fisioldgicos. Los niveles significativamente inferiores de la relacion actina F/G cuando la mutante
de COFS3A esta presente ha sido también reportada en otros trabajos (Kiuchi et al., 2007; Popow-

Wozniak et al., 2012).

La neddilacion de Cofilina es fundamental para el crecimiento y ramificacién dendritica/axonal
asi como también para prevenir anomalias en la formacion y complejidad neuronal. Mediante
reemplazo molecular, se observo que la ausencia de Cofilina y ADF reduce notablemente la
longitud (Figura 26 y 28) y complejidad dendritica (Figura 28), tal como fue descripto
previamente (Flynn et al., 2012); lo que indica que ADF y Cofilina (AC) son esenciales para el
crecimiento neuritico durante el desarrollo. Pero no solamente la presencia de las proteinas AC
es necesaria, sino también su nivel de activacion y neddilacion, pues la expresion de COFS3A y
COFKIR reprodujo el fenotipo de dafio en el crecimiento y ramificacion neuronal. Estos
resultados son consistentes con los observados por Endo y colaboradores en un contexto de
actividad incrementada de Cofilina (Endo et al., 2007). Adicionalmente, los defectos en el
crecimiento fueron rescatados con la expresion de Cofilina WT (Figura 26 y 28). En algunas
publicaciones el rescate del crecimiento dendritico se ha logrado no solo por la expresiéon de
Cofilina WT, sino también por la mutante COFS** o la mutante COF'82" (que corta pero no
despolimeriza), en estos casos el rescate del creciemiento ejercido por las mutantes puede ser

producto del tipo celular empleado (neuronas DRG de ratdn (Tedeschi et al., 2019) o neuronas
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y de mosca (Sudarsanam et al., 2020)). Por otra parte, los efectos de la inhibicién de la
neddilacion de Cofilina que han sido mencionados: reduccion del crecimiento dendritico y
axonal, incremento de la actividad de Cofilina, y relacion actina-F/G alterada han sido
relacionados a la Ataxia de Friedreich (Mufioz-Lasso et al., 2020), una patologia hereditaria
caracterizada por la pérdida temprana de neuronas en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) entre
otros sintomas clinicos (Morral et al., 2010; Koeppen & Mazurkiewicz, 2013). Ademas, la
hiperactivacion de Cofilina por si sola se ha conectado con la formacion de inclusiones de actina,
conocidas como actin rods, que previenen el recambio de actina, bloquean el trafico intracelular,
y producen distribucion anormal de organelas (Cichon et al., 2012; Bamburg and Bernstein,
2016) y neurodegeneracion (Jang et al., 2005; Maloney & Bamburg, 2007). Los actin rods
provocan perdida sinaptica, un fenémeno que nuestro laboratorio se observé también tras el
bloqueo de la neddilacion en cultivos celulares e in vivo (Vogl et al., 2015). James Bamburg,
descubridor de la Cofilina y promotor de la investigacion de agregados Cofilina-Actina (rods), nos
sugirio explorar el potencial impacto de la la neddilacién de Cofilina (o su ausencia) sobre la
formacién de actin rods y la pérdida sinaptica, una idea muy interesante que seguramente

exploraremos en el futuro.

Es menester en este punto hacer un comentario técnico sobre el analisis de la arborizacion
dendritica. El andlisis de longitud y complejidad neuronal arroj6 resultados muy interesantes en
cuanto a la regulacién de la neddilacién en el crecimiento neuritico, sin embargo, el sistema que
usamos tiene algunas limitaciones. La reconstruccion 2D hecha usando el plugin neuronJ de
ImageJ se basa en un algoritmo de tracing que hace operaciones de procesamiento de imagen
a partir de las cuales realiza computos para mostrar el camino optimo por donde el tracing debe
seguir (NeuronJ manual). El tracing es manualmente corregido y el camino optimo recalculado
continuamente a lo largo del tracing. Aunque este sistema tiene alta fidelidad el tracing solo
admite reconstrucciones 2D a partir de imagenes con proyeccion de maxima intensidad, en las
que los multiples stacks en el plano Z se aplastan en uno solo. De manera que el tracing tiene un
grado de imprecision con la perdida de la profundidad que no da certeza de que el camino
seguido sea de la misma neurona del inicio y no de una neurona cercana que sigue un camino

similar pero en otro plano. Aunque hay métodos mas sofisticados que permiten una mayor
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exactitud en el tracing y producen reconstrucciones 3D, estos sistemas requieren neuronas
transfectadas aisladas o separadas minimamente entre si. Sin embargo, nuestro sistema de
electroporacion genera poblaciones de neuronas transfectadas en una seccion de tejido muy
definida, y la distancia entre las neuronas transfectadas no se puede controlar. Dicho esto, y
asumiendo que metodoldgicamente podria haber un bias, un margen de error instrumental, no
consideramos que esto podria causar un cambio en la direccion de los resultados observados
dado que aun cuando estemos sobreestimando la arborizacion terminal al contabilizar trazos
pertenecientes a neuronas vecinas este sesgo debe estar presente tanto en las neuronas control
como en las “experimentales”. Para reducir lo mas posible este sesgo, fuimos de todas maneras
muy cuidadosos en elegir siempre muestras conteniendo numeros similares de neuronas

transfectadas.

Antes de entrar en el andlisis en si, y como la neddilacion de Cofilina podria influenciar la
presencia de espinas durante el desarrollo, es a lugar resaltar un resultado negativo que podria
oscurecer las interpretaciones posteriores. El blogqueo conjunto de ADF, mediante edicion por
Crispr-Cas9, y Cofilina, via shRNA, no evidencid ningun efecto sobre la densidad de espinas
dendriticas per se. Desafortunadamente no encontramos en la literatura un estudio equivalente
que pueda corroborar o contradecir nuestros resultados. La mas fiel corroboracién de dichos
efectos deberia buscarse, razonablemente, en lineas de ratones deficientes para Cofilina y ADF.
Sin embargo, las interpretaciones de sus fenotipos no son simples. Primero, la delecién de
Cofilina total es letal pero su eliminacion condicional en el sistema nervioso reduce la
proliferacion y la migracion de las células neuronales, pero no la formacion de neuritas (Bellenchi
et al., 2007), probablemente por mecanismos compensatorios ejercidos pro ADF. A su vez,
Ademas, la ablacion genética de ADF no afecta ni al desarrollo del sistema nervioso ni la
formacion de neuritas en particular (Bellenchi et al., 2007). La respuesta podria estar en la
generacion de lineas doble mutantes de ADF y Cofilina. De hecho, Flynn y colaboradores
generaron una linea ADF-/- cruzada con CofilinVestn-¢re generando una linea deficiente total de
ADF y deficiente de Cofilina exclusivamente en el SNC. Desafortunadamente estos animales
tampoco son instrumentales para averiguar el verdadero impacto de la eliminacién de estos dos

genes en el formacién y estabilidad de espinas dado que padecen defectos de desarrollo muy
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potentes: hipoplasia cortical, expansion extrema de los ventriculos, ectopias corticales, similares
a las observadas en la licencefalia de tipo I, laminacion cortical alterada (Flynn et al., 2012a). En
este estudio la sinaptogenesis no fue evaluada, no obstante, poco podria decirse a este respecto

en cerebros tan alterados en su desarrollo primario.

Por todo lo expuesto solo podemos especular respecto de los resultados observados. Una
posibilidad es que los métodos empleados no logren reducir la expresion de ADF y Cofilin al
100%, y que tal efecto sea realmente necesario para observar fenotipos a este nivel.
Alternativamente podria ocurrir que la regulacion negativa de estas proteinas no sea tan
detrimental para la neurona como el incremento en su expresion o actividad. Siguiendo esta
linea, el rol de la neddilacion seria precisamente el de guardian de dindmica de actina, al
mantener contenida la actividad de corte y depolimerizacion de Cofilina. Si esto ocurre
fundamentalmente a través de promover la fosforilacion de Cofilina, de interferir directamente
con la unién a fibras de actina 0 ambos mecanismos en paralelo (o secuenciales) as ain poco

claro.

Mas alla de la falta de efecto observada con la downregulation de ADF y Cofilina, la reexpresion
de las variantes de Coflina si, produjeron efectos en el desarrollo de espinas. La mutante COFX!12R
produjo un incrementoé en el numero de espinas, asi como también se observo con la mutante
COFS*A (Figura 27). De manera que el incremento de la actividad de Cofilina por inhibicion de la
neddilaciéon indujo la formacion de espinas dendriticas, contrario a lo observado por otros
autores en condiciones de actividad incrementada de Cofilina (Meng et al., 2002; Zhou et al.,
2004; Wang & Zhou, 2010). Sin embargo, la asuncién de que un incremento en la actividad de
Cofilina tiene un impacto negativo en la densidad, tamario y estabilidad de las espinas ha sido
discutido. Calabrese y colaboradores observaron un aumento significativo de la densidad
dendritica cuando se sobre-expreso Cofilina y ausencia de encogimiento de espinas cuando se
sobre-expresé la fosfatasa de Cofilina, slingshot (Calabrese et al., 2014). En el trabajo de
Calabrese y colaboradores, se establecié un modelo que bien puede adaptarse a los resultados
de este trabajo para explicar por qué el incremento de la actividad de Cofilina por inhibicion de
la neddilacion incrementd el namero de espinas desfasandolo del nivel fisiolégico. Ellos

proponen que justamente por la habilidad de Cofilina de “dinamizar” los filamentos de actina,
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ayuda a mantener el alto grado de recambio de los filamentos y genera nuevos barbed ends 0
extremos puntiagudos. En la bibliografia se ha establecido que los extremos puntiagudos son los
qgue empujaran la membrana por la polimerizacion de actina, para promover la formacion de
protrusiones de membrana (Carlier et al., 1997; Pollard & Borisy, 2003; Ethell & Pasquale, 2005;

Kaksonen et al., 2006) generando mas espinas.

Otro punto Interesante para discutir de este resultado es que en el trabajo de Vogl y
colaboradores, en el que bloqueando la neddilacion se observéd una disminucion en el nimero
de espinas dendriticas (Vogl et al. 2015). Sin embargo, el bloqueo de la neddilacion se realiz6 de
manera general (Ubc12-C111S) o localizado (cerebro anterior, ratdn Nael¢omKila-CreERT2) “y g
reduccién en la densidad de espinas fue consecuencia del bloqueo casi total de la neddilacién,
no solo de Cofilina sino también de los demas blancos moleculares. En un contexto mas
especifico, en el que se inhibid la neddilacion de la proteina de andamiaje PSD95, se observo una
reduccion de la densidad dendritica e incremento del numero de filopodios. En este caso el
impacto negativo del bloqueo de la neddilacion se debe a la ubicacion de la lisina blanco dentro
de la estructura de la proteina, pues se ha comprobado que otras mutaciones en el mismo
dominio confieren propiedades de dominante negativo a PSD95, produciendo mayor niUmero de

filopodios y disminuyendo la densidad de espinas (Volg et al. 2015).
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Conclusiones finales

Los resultados presentados en el capitulo | de este trabajo indican que la neddilacion afecta la
dindmica de actina'y microtubulos, dado que en contextos de ausencia de neddilacion las células
mostraron cambios morfolGgicos consistentes con un retraso en el desarrollo, como la no
invasion de microtubulos en las redes de actina, el desarrollo de lamelipodios ectopicos y el
incremento del tamafio de conos de crecimiento, todos fendmenos que afectarian el
crecimiento y desarrollo en tiempo y forma de las neuronas. Estos resultados de base descriptiva
fueron acompafados de estudios causales de reversion de efectos con drogas que promueven
la despolimerizacién de actina y la estabilidad de microtubulos, indicando que las deficiencias
observadas en el citoesqueleto son al menos parcialmente las responsables del defecto de

crecimiento neuritico en células deficientes de neddilacion.

En el capitulo Il se abordaron distintas estrategias para la identificacion de blancos moleculares
de nedd8. Se alcanz6 un sistema éptimo de deteccion en el que ademas de identificar
especificamente proteinas neddiladas y discriminarlas de las ubiquitinadas, se logro el
aprovechamiento maximo de las muestras al enriquecer los péptidos K-eGG que incrementa la
sensibilidad de deteccion. Por otra parte, este método permite la identificacion a nivel de lisinas
blanco y la evaluacion concurrente no solo de la neddilacién sino también de la ubiquitinacién
partiendo del mismo material proteico de origen. Este sistema, ademas evita potenciales
artefactos por sobreexpresion de Nedd8 aprovechando la expresion endogena. Son tales los
puntos favorecedores que reline esta estrategia, que hemos desarrollado mediante CRISPR-Cas9
un ratén Nedd8R7# con la confianza de que en un futuro pueda ser una herramienta ideal para
develar el neddiloma de tejidos ex vivo. Ademas, poseemos animales KO para Nedpl que
permitirian la generacion de doble mutantes Nedd8~7# /Nedp1K® que permitirian reproducir la

dindmica de regulacion obtenida en los ensayos en células, pero partiendo de tejidos in vivo.

En los tres enfoques ensayados para la deteccion se encontrd la Cofilina como blanco neddilado
dentro de las proteinas citoesqueletales, y como residuo mas representado sujeto a neddilacion
en Cofilina, la Lys112 y demostramos la neddilacién de ese Unico residuo particular es suficiente

para producir efectos sobre la arborizacion dendritica.
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Los resultados obtenidos en el capitulo Ill sefialan que la funcion de la neddilacion de Cofilina es
mantener la dindmica celular de actina en los rangos fisiolégicos. Cuando la neddilaciéon esta
ausente, la Cofilina incrementa su actividad de corte de filamentos de actina, evidenciado por
una reduccion de la relacion actina F vs actina G. Ademas, la certeza del incremento de actividad
de Cofilina en ausencia de neddilacion estéa respaldado por una disminucion de la fosforilacion
en Ser3, que es la responsable de inactivar Cofilina, mientras menor fosforilacion mayor
activacion. Coincidentemente, no solo la activacion de Cofilina se ve favorecida cuando no hay
neddilacion, sino también la interaccion de Cofilina con actina. En este capitulo Il determinamos
también que la neddilacion de Cofilina es necesaria para el crecimiento dendritico y axonal y
para el normal desarrollo de espinas dendriticas. Finalmente, los estudios de electroporacién
intra utero indican la neddilacion de ese Unico residuo particular K112, es suficiente para

producir efectos sobre la arborizacion dendritica in vivo.
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