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ABSTRACT

Rho family GTPases (RhoGTPases) lead cell migration through dynamic
reorganization of the actin cytoskeleton and, likewise, activation of Rho
GTPases is tightly regulated by multiple guanine nucleotide exchange
factors (GEFs) and other signaling hardware, including protein kinases. P-
Rex1, a GEF for the RhoGTPase Rac, possess a multidomain architecture
that enables it to interact with kinases such as mTOR and PKA, critical
signaling elements of fundamental physiologic processes including cell
migration. In this work, we contributed to assess the hypothetic possibility
that P-Rex1 integrates mTOR and PKA signaling cascades, controlling
their subcellular localization and access to their respective substrates.
Detailed Pull Down interaction experiments revealed that P-Rex1 uses its
DEP-PDZ module to recruit both kinases. Furthermore, we identified
serine 436, at P-Rexl amino-terminal region, specifically the DEP1
domain, as a PKA phosphorylation site. Interestingly, phosphorylation of
S436 alters the electrophoretic mobility of P-Rexl carboxyl-terminal
region, suggesting a second phosphorylation, sequential to the one
occurring at Ser436. Our in silico analyses showed that P-Rex1 carboxyl-
terminal region contains two putative PKA phosphorylation sites, at S1001
and S1272. Additionally, fluorescently-tagged PKA and mTORC1
colocalized at perinuclear compartments during cell starvation (in which
MTOR s inactive). Together, our results suggest that PKA regulates P-
Rex1 via phosphorylation at Ser436 which putatively elicits a second
phosphorylation, at the carboxyl-terminus. Thus, mTOR interaction with P-
Rex1, which occurs at the DEP-DEP cassette, might be dynamically
regulated by PKA, due to phosphorylation of P-Rex1 DEP-DEP region.
Altogether, our results suggest that P-Rex1 integrates PKA and mTOR
signaling cascades, restricting their cellular localization and potential
access to specific substrates, including P-Rexl1 itself, which is
phosphorylated by PKA, putatively affecting its effector pathways,
considered relevant during endothelial cell migration. Finally, our work
supports further efforts to explore this pathway as a potential target of anti-
angiogenic drugs.



RESUMEN

Las GTPasas de la familia de Rho (RhoGTPasas) dirigen la migracion
celular a través de la configuracion del citoesqueleto de actina y asi
mismo la activacion de las RhoGTPasas es estrechamente regulada por
factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) y diversos
componentes de sefializaciéon, como cinasas de proteinas. P-Rex1 es un
GEF para la RhoGTPasa Rac, que a través de su arquitectura
multimodular es capaz de interactuar con diversos elementos de
sefializacion, como las cinasas mTOR y PKA, que son elementos
sefializantes criticos en diversos procesos celulares, fisiologicos y
patolégicos. En este trabajo, caracterizamos a detalle las interacciones
entre P-Rex1 y ambas cinasas, y encontramos que el médulo DEP-PDZ
de P-Rex1 es la principal region de interaccién para las cinasas. Ademas,
descubrimos que P-Rex1 es fosforilado de manera dependiente de PKA
en su regién N terminal, especificamente en el primer dominio DEP en la
serina 436. La fosforilacion en S436 tiene un efecto sobre el perfil
electroforético de la region C terminal de P-Rex1, que especulamos es
una fosforilacién adicional por PKA. Nuestro analisis in silico demuestra
gue la region C terminal de P-Rexl contiene dos sitios putativos de
fosforilacion por PKA, en S1001 y S1272. Especulamos que la
fosforilacién en S436 puede promover cambios en la localizacion celular
de P-Rexl y en la activacion de Rac. Adicionalmente, realizamos
experimentos que demuestran la coexistencia de componentes de PKA y
MTORC1 en condiciones de inhibicion de mTOR (condiciones de
autofagia). Juntos, nuestros resultados contribuyen a revelar el
mecanismo molecular para la regulacion de P-Rex1 por PKA y provee una
caracterizacion detallada de las interacciones entre P-Rex1 y las cinasas
mTOR y PKA que pueden ser potencialmente relevantes durante la
migracion de células endoteliales y el disefio programado de farmacos
anti-angiogénicos.



1. INTRODUCCION

Los procesos celulares son controlados mediante la coordinacion y
organizacion espaciotemporal precisa de un amplio repertorio de
proteinas de transduccion de sefiales, como receptores de membrana,
cinasas, fosfatasas, GTPasas pequefias y adaptadores, entre otras.

Gracias a los hallazgos resultantes del proyecto de secuenciacion del
genoma humano ha sido posible acumular extensos catélogos de
componentes sefializantes y, aunque nuestro conocimiento sobre la
dinamica e interaccion de estos componentes en distintos procesos
celulares dista mucho de ser total, si queda claro que su estudio es una
poderosa herramienta para identificar potenciales blancos terapéuticos en
distintas patologias, por ejemplo, el cancer.

Este estudio tuvo como objetivo investigar la influencia de P-Rex1, un
intercambiador de nucledtidos de guanina para la GTPasa pequefia Rac
(RacGEF), en la transduccion de sefales de las cinasas mTOR y PKA,
bajo la premisa de que la dinamica celular de estas tres proteinas es
relevante en el proceso de migracion celular que ocurre durante la
angiogénesis tumoral.

1.1. Angiogénesis en cancer

Las células de mamifero requieren oxigeno y nutrientes para su
supervivencia. Esta disponibilidad de nutrientes se consigue mediante un
complejo arreglo vascular, que es generado desde el desarrollo
embrionario a partir de procesos que se conocen como vasculogénesis y
angiogénesis, y que son regulados estrechamente por un balance entre
factores anti-angiogénicos y pro-angiogénicos.

La vasculogénesis es la generacion de vasos sanguineos a partir de la
diferenciacion de células precursoras endoteliales a un linaje de células
endoteliales comprometidas. Por otra parte, la angiogénesis es la
generacién de vasos sanguineos a partir de un lecho vascular existente,
es decir, no existe diferenciacion celular, sino que las células endoteliales
gue forman parte de los vasos sanguineos comienzan a migrar y proliferar
para generar un nuevo arreglo vascular (Carmeliet and Jain 2011).

Si bien la angiogénesis ocurre durante el desarrollo embrionario, también
continda como un proceso normal a lo largo de la vida del individuo. Por
ejemplo, durante el crecimiento de tejidos o la reparacion de heridas. No
obstante, la angiogénesis también puede presentarse en situaciones
patolégicas como lo es el cancer. Cuando un tumor sélido ha alcanzado
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cierto tamafio (1-2mm de diametro de un tumor esferoide), este requiere
mayor cantidad de oxigeno y nutrientes. Al no cubrir sus requerimientos
fundamentales por quedar alejadas de los capilares existentes, las células
malignas de un tumor en crecimiento, asi como aquellas del estroma,
comienzan a secretar factores pro-angiogénicos que son recibidos por las
células endoteliales de los vasos sanguineos adyacentes (a 100 o
200um). En respuesta a estos estimulos, las células endoteliales
comienzan una serie de procesos celulares como la interrupcién de las
uniones celulares y la degradacion de su membrana basal para finalmente
adquirir un fenotipo movil que les permitird migrar y proliferar en direccion
al tumor.

La vasculatura tumoral resultante sera tortuosa pero suficiente para
permitir la existencia del tumor. Ademas, este contacto estrecho entre el
tumor y los vasos sanguineos inmaduros, altamente permeables y de alta
densidad, incrementara las posibilidades de que las células malignas
accedan a la circulacion sanguinea y generen metastasis (Weis and
Cheresh 2011).

Por lo tanto, la angiogénesis es un proceso que es deseable inhibir
farmacolégicamente en condiciones como el cancer. S6lo mediante el
estudio detallado de la dinamica y estructura de los participantes
moleculares involucrados en este proceso sera posible identificar
potenciales blancos terapéuticos. Esto permitira el disefio programado y
racional de farmacos con accion anti-angiogénica.

1.2. Aspectos moleculares de la migracion de las células
endoteliales durante la angiogénesis tumoral.

La migracién celular ocurre en procesos bioldgicos fundamentales como
el desarrollo embrionario, la extensiéon de las proyecciones del sistema
nervioso, la defensa del organismo ante diversos agentes infecciosos, la
reparacion de heridas y la generacion de vasos sanguineos durante el
desarrollo y en el organismo adulto. Este proceso implica un cambio en la
morfologia celular, mediada por cascadas de sefializacion que provocan
cambios en el citoesqueleto conduciendo el movimiento individual o en
grupo de diversos tipos celulares, que incluyen células progenitoras y
diferenciadas de distintos linajes.

Independientemente del tipo celular que esté sujeto a migracion, este
proceso se rige por el reconocimiento de sefiales extracelulares por parte
de proteinas receptoras ubicadas en la membrana plasmatica de la célula.
Tales proteinas detectan las sefiales que promueven el movimiento en
una direccion determinada y transfieren la informacion al espacio
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intracelular. Las proteinas efectoras de la transduccion de sefiales y los
segundos mensajeros, conducen a modificaciones postraduccionales que
promueven el ensamble de complejos macromoleculares, resultando en
un cambio de la morfologia celular y el desplazamiento de la célula en
direccion a la sefal.

Las células endoteliales poseen un amplio repertorio de proteinas de
sefializacion que participan en la migracion celular polarizada durante la
angiogénesis tumoral. En este grupo se encuentran receptores con
actividad de cinasa de tirosina (RTKSs), receptores acoplados a proteinas
(GPCRs), proteinas adaptadoras y de andamiaje que ensamblan y
organizan complejos sefializantes, fosfatasas, factores intercambiadores
de nucleétidos de guanina(GEFs), GTPasas de la familia de Rho y
proteinas cinasas.

Durante la angiogénesis tumoral, los factores secretados por las células
tumorales y del estroma que promueven la angiogénesis predominan
sobre los factores que la inhiben. A la fecha se ha caracterizado la
existencia de una gran variedad de factores pro-angiogénicos,
particularmente los de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF) que fueron los primeros factores angiogénicos que se aislaron y
purificaron, y los de la familia del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF). A partir de este conocimiento se han derivado una
variedad de estrategias y alternativas terapéuticas anti-angiogénicas que
tienen como blanco al VEGF y a sus receptores en células endoteliales.
Por ejemplo, anticuerpos que reconocen Yy neutralizan al VEGF
(bevacizumab) o inhibidores de la actividad de tirosina de los receptores
para VEGF (VEGFR) como el sorafenib (Figura 1). Estudios recientes
también se estan enfocando sobre la actividad anti-angiogénica de
receptores solubles para VEGF y otros factores de crecimiento, asi como
inhibidores de GPCRs que reconocen factores angiogénicos secretados
por el estroma. Cabe destacar, en este punto, que la activacion de
receptores (tanto GPCRs, RTKs o receptores de adhesion) que
promuevan la angiogénesis tumoral, desemboca en la activaciéon de
GTPasas pequefias de la familia de Rho y en la reorganizacion del
citoesqueleto para conducir a la migraciéon celular y adquisicion de una
morfologia capilar. Debido a este hecho, los estudios que se enfocan en
la manipulaciéon farmacolégica de las RhoGTPasas asi como distintos
reguladores de las mismas han cobrado cada vez més valor en el campo
del disefio programado de farmacos anti-angiogénicos (Bruce R. Zetter
(Zetter 1998).



———— Bevacizumab ————| @

Tumor cell §
membrane & endothelial cell

membrane
P

Axitinib
Vandetanib

Sunitinib
Sorafenib
Pazopanib
Cediranib

Sunitinib
Sorafenib
Pazopanib
Cediranib

Nucleus Transcription factors

Cell proliferation «——— ——— Angiogenesis

Cell adhesion j \ Cell differentiation
Apoptosis Cell survival

Figura 1. Distintas alternativas terapéuticas antiangiogénicas utilizadas en
la clinica cuyos blancos son el VEGF, el VEGFR y algunos componentes
de sus cascadas de sefializacion.

A continuacién se describen algunas caracteristicas de los componentes
moleculares mas relevantes durante la migracién celular, haciendo
énfasis en su participacion en la angiogénesis tumoral.

1.3. Receptores con actividad de cinasa de tirosina.

Desde el descubrimiento, hace méas de 25 afios, del primer receptor con
actividad de tirosina cinasa, muchos miembros de esta familia de
receptores de superficie celular (conocidos también como RTKs) han
emergido como reguladores clave en procesos celulares fundamentales
como proliferacion, diferenciacion, supervivencia, metabolismo, migracién
celular y control del ciclo celular. En humanos existen 58 RTKs que se
agrupan en 20 subfamilias. Todos los RTKs poseen una arquitectura
molecular similar, con dominios de unién a ligandos en la region
extracelular, una Unica hélice transmembranal y una region citoplasmatica
gue contiene el dominio de cinasa de tirosina, adicional a un extremo
carboxilo terminal con regiones regulatorias yuxtamembranales (Figura
2).
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Figura 2. Arquitectura modular de las distintas familias de RTKs (Lemmon
and Schlessinger 2010).

La dinamica ligando-receptor vinculada a la activacion de diversos RTKs
ha sido motivo de estudios detallados, incluso a nivel estructural. Nuestro
entendimiento sobre estas interacciones es incluso de resolucién atomica
(gran cantidad de modelos obtenidos por difraccion de rayos X). Tales
estudios han complementado a los analisis bioquimicos pioneros,
mediante los cuales se ha consolidado el modelo general que describe el
mecanismo de activacion de estos receptores consistente en el concepto
de la dimerizacion del receptor y la transfosforilacion de residuos de
tirosina en los dominios citoplasmaticos. Salvo en el caso de los
receptores para insulina que ya se encuentran dimerizados en el estado
basal.

Cuando el RTK interactua con su ligando, se pomueve la homo o
heterodimerizacion con otro mondémero RTK, dicha dimerizacién favorece
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el acercamiento de las regiones citoplasmaticas de ambos receptores que
contienen el dominio de tirosina cinasa, lo que ocasiona la
transfosforilaciéon de ciertos residuos de tirosina en la region intracelular
del receptor (Lemmon and Schlessinger 2010).

Quizas la via mas conocida de sefalizacion de estos receptores sea la del
receptor para factor de crecimiento epidermal (EGFR), que promueve
proliferacion celular a traves de la via de las MAP cinasas (cinasas
activadas por mitdgenos). Una vez transfosforilado el dimero EGFR, la
tirosinas fosforiladas son reconocidas por la proteina adaptadora Grb2
(que contiene un dominio SH2) y permite el reclutamiento de SOS, un
GEF especifico para la GTPasa pequefia Ras, la activacion de Ras por
SOS permite que la GTPasa actle sobre su efector Raf, que es una
cinasa de serinal/treonina que a su vez puede fosforilar y activar a la
cinasa MEK. MEK fosforila a ERK, que finalmente puede fosforilar, y de
esta forma activar, a distintos factores de transcripcion para promover la
expresion de genes que favorecen la proliferacion celular (Hynes and
Lane 2005).

Por otra parte, la cinasa de lipidos PI3K (cinasa de fosfoinositidos en
posicion 3) que cuenta con una subunidad regulatoria p85 que posee
dominios SH2, es reclutada por receptores para factores de crecimiento
fosforilados en residuos de tirosina. Asi pues, esta cinasa de lipidos,
sensible a sefalizaciébn por RTKs, genera un segundo mensajero de
naturaleza lipidica localizado en la membrana, el fosfatidilinositol-3, 4, 5-
trifosfato (PIP3), que es reconocido por proteinas que poseen ciertos tipos
de dominios con homologia de Pleckstrina (PH). Entre estas se incluyen
las cinasas de serina/treonina AKT y PDK, que juegan un papel muy
importante en los procesos de supervivencia y migracion celular, a través
de vias que favorecen la actividad de la cinasa mTOR, otra cinasa de
serina/treonina involucrada en procesos celulares fundamentales como
crecimiento, proliferacién, metabolismo y migracion celular polarizada. Por
ultimo, el PIP3 también puede ser reconocido por ciertos RhoGEFs, como
P-Rex1, del cual se profundizara en otro apartado.

1.4. Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G son la familia mas grande de
proteinas de membrana y median muchas respuestas celulares a
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hormonas, neurotransmisores, moléculas asociadas a patégenos y
distintos estimulos ambientales, siendo responsables de la vision, el olfato
y el gusto. Al nivel mas bésico, todos los GPCRs son caracterizados por la
presencia de siete segmentos a-hélice transmembranales, separadas por
bucles intra y extracelulares alternantes. En vertebrados, los GPCRs son
comunmente divididos en 5 familias de acuerdo a sus similitudes en
secuencia y estructura: Rhodopsina (familia A), Secretina (familia B),
Glutamato (familia C), adhesion y Frizzled. La familia de la Rhodopsina es
la més extensa y mas diversa, sus miembros estan caracterizados por
secuencias motivo conservadas que implican una similitud estructural
relacionada con su mecanismo de activacion. A pesar de estas
similitudes, los distintos GPCRs poseen caracteristicas Unicas en cuanto a
su de transduccion de sefiales que involucran miltiples subtipos de
proteinas G, asi como vias de sefializacion independientes a proteinas G
y procesos regulatorios complejos.

Mucha de la fisiologia de los vertebrados esta basada en la transduccion
de sefiales por GPCRs. Entre estos se incluyen a receptores para
hormonas, neurotransmisores, iones, fotones y otros estimulos. Asi pues,
los GPCRs son nodos esenciales de comunicacién entre el ambiente
extracelular y el repertorio interacellular de moléculas de sefializacién
(Rosenbaum, Rasmussen et al. 2009) (Rasmussen, DeVree et al. 2011).

La sefializacion de los GPCRs depende en gran medida del subtipo de
proteina G heterotriméricas que acople. Los estudios clasicos de
sefializacion a través de GPCRs fueron realizados principalmente con el
receptor PB2-adrenérgico, mismo que se acopla de forma clasica a
proteinas Gs, pero puede, bajo circunstancias especiales, también
acoplarse a Gi. De esta forma, los receptores (2 adrenérgicos
regularmente promueven la generacién del segundo mensajero AMPc a
través de la activacion de la enzima adenilato ciclasa. Entre los efectores
mas conocidos del AMPc se encuentra la cinasa dependiente de AMPc
(PKA) que tiene numerosos efectores, entre los que destacan canales
idnicos, GPCRs, enzimas involucradas en el metabolismo, GEFs y
RhoGTPasas. Los receptores acoplados a proteinas G también promover
la activacion de la cascada de las MAPK cinasas y, en el caso
mencionado del receptor 2 adrenérgico, parece ser determinante su
acoplamiento a Gi una vez que ha sido fosforilado, reconocido por la
arrestina, e internalizado. Ademas, es importante mencionar la capacidad
de los GPCRs para transactivar RTKs, a través de enzimas (formalmente
metaloproteasas) que hacen disponible el ligando para estos receptores.
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Como ya mencionamos, pese a que gran parte de la sefializacion a través
de GPCRs se debe a las proteinas G, muchos otros eventos como la
desensibilizacion de las sefiales no se rigen por proteinas G. Ademas se
sabe que los GPCRs son capaces de sefializar hacia la via de MAP
cinasas una vez internalizados, a través de un andamio formado por [3-
arrestina, una proteina que forma parte de los primeras vias de apagado
de la sefial de GPCRs. Adicionalmente, gracias a los esfuerzos de
diversos grupos de investigacién y a la obtencion de las primeras
estructuras cristalinas de GPCRs acopladas a ligando, se sabe que los
GPCRs son capaces de sufrir un amplio espectro de cambios
conformacionales que modifican su afinidad por ligandos tanto
extracelulares como citoplasmaticos, haciendo de estos receptores
reostatos moleculares que matizan variedad de respuestas celulares
dependientes de estimulos externos.

Analisis sisteméaticos recientes de mutaciones somaticas en genomas de
cancer han puesto al descubierto que los GPCRs estan mutados en el
20% de todos los tipos de cancer, que incluyen tumores de intestino,
rifién, ovario, tracto respiratorio y digestivo, préstata, pecho, tiroides,
sistema nervioso central, pulmdn, tejido linfoide y hematopoyético, tracto
urinario e higado. Las mutaciones en GPCRs también son evidentes en
metastasis de tumores como melanomas, prostata y pulmén. La
sobreexpresion atipica de algunos GPCRs, cuyos ligandos son
intermediarios lipidicas como el acido lisofosfatidico o esfingosina 1
fosfato (LPA y S1P), contribuye en procesos de angiogénesis,
linfoangiogénesis y metastasis en variedad de tumores.

Finalmente, es importante destacar que las mutaciones en GPCRs que
promueven el desarrollo de tumores, angiogénesis y metastasis no solo
son de tipo activante, que puede exacerbar una respuesta oncogénica,
sino que otros GPCRs pueden sufrir mutaciones inactivantes que pueden
resultar en la pérdida de potencial actividad supresora de tumores
(O'Hayre, Vazquez-Prado et al. 2013).

1.5. Proteinas G heterotriméricas.

Las proteinas G heterotriméricas son transductores de sefiales atados al
lado interno de la membrana plasmatica y que conectan a los GPCRs con
distintos efectores. Comunican sefiales de muchas hormonas,
neurotransmisores, quimiocinas y factores autocrinos y paracrinos.

Después de que las 4 primeras proteinas G (Gs, Gt, Gi y Go) fueron
aisladas por purificacion bioguimica, un gran namero y diversidad de
proteinas G y sus subunidades han sido identificadas por clonacién de
cDNA. Las proteinas G consisten de tres subunidades, a, B y y. Durante
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una condicién inactiva, la subunidad a tiene unido GDP, y su region
efectora permanece oculta por GB, a su vez, GB se ve envuelta por Gy,
formando estos ultimos dos un dimero GBy muy estable. Las proteinas G
heterotriméricas se encuentran ancladas a la cara citoplasmatica de
membrana, a través de modificaciones postraduccionales de tipo lipidicas,
para el caso concreto de a se trata de una miristoilacion, mientras que
GBy (a través de y) sufre una isoprenilacion. La localizacion membranal
de las proteinas G heterotriméricas es indispensable para su funcion,
mutaciones que impiden la miristoilacion o isoprenilacién de las
subunidades efectoras abaten su funcién (Vilardaga, Bunemann et al.
2009).

Cuando un GPCR es activado, éste sufre cambios conformacionales que
se transducen a su region citoplasmatica, favoreciendo la activacion de la
proteina Ga acoplada a través del intercambio de GDP por GTP. En este
estado, Ga se disocia del dimero GBy, exponiendo su region “Switch” y
actuando sobre sus efectores. Del mismo modo, GBy es ahora capaz de
actuar sobre sus efectores.

El efector més conocido de las subunidades Gas y Gai (y de algunos
dimeros GBy) es la enzima adenilato ciclasa, que genera AMPc, activando
diversos efectores sensibles a este nucleotido ciclico, entre los que se
encuentra la cinasa PKA, misma que describiremos en detalle en un
apartado mas adelante.

1.6. Las GTPasas monoméricas de la familia de Rho controlan
el movimiento celular polarizado.

Las GTPasas monoméricas actian como interruptores moleculares, es
decir, oscilan en estados de activacion e inactivacion en dependencia del
nucleétido que tengan enlazado. El nucleétido GTP define un estado
activo, mientras que la unién de GDP define el estado inactivo. Estos
ciclos de activacion e inactivacion son estrechamente regulados por
proteinas que favorecen el intercambio de GDP por GTP, otras que
promueven la hidrélisis del GTP a GDP y un tercer grupo de proteinas
que secuestran en el citoplasma a las GTPasas en un estado de unién a
GDP, alejandolas de compartimentos efectores (Figura 3A).
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Figura 3. Las RhoGTPasas controlan el citoesqueleto de actina y el
movimiento celular. A) Mecanismos de activacion e inactivacion de las
RhoGTPasas que involucran la participacion de proteinas GEFs, GAPs y
GDIs (Cook, Rossman et al. 2013). B) La actividad exclusiva de las
RhoGTPasas Rac, Cdc42 y Rho genera las estructuras de actina
conocidas como lamelipodios, filopodios y fibras de estrés.

Existen mas de 60 GTPasas pequefias 0 monoméricas, que forman la
superfamilia de Ras, que a su vez estd compuesta por cinco grupos, que
son la familia de Ras, Rho, Rab, Arf y Ran. Las GTPasas de la familia de
Rho (RhoGTPasas) son conocidas por ser participantes claves en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y el movimiento celular. Las
RhoGTPasas méas estudiadas son Rho, Rac y Cdc42 (Csepanyi-Komi,
Levay et al. 2012). La sobreactivacion exclusiva de alguna de estas
RhoGTPasas genera estructuras de actina y fenotipos celulares
particulares. Para el caso de Rac y Cdc42 se forman extensiones de
membrana conocidas como filopodios y lamelipodios, respectivamente,
generando una morfologia celular extendida. Para el caso de la activaciéon
de la GTPasa Rho, se forman estructuras de actina contractiles,
conocidas como fibras de estrés (Figura 3 B).

La activacion espaciotemporal precisa de las GTPasas de la familia de
Rho es necesaria para que la célula pueda migrar de manera eficiente, y
para ello requiere la coordinacion adecuada de proteinas reguladoras de
la actividad de las RhoGTPasas.
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1.7. Factores intercambiadores de nucleétidos de guanina,
activadores de las RhoGTPasas.

Como ya mencionamos anteriormente, las RhoGTPasas son moduladas
por proteinas reguladoras, algunas que las activan y otras que las
inactivan.

Los intercambiadores de nucledtidos de guanina para RhoGTPasas
(RhoGEFs) son proteinas que permiten la disociacion del GDP de la
RhoGTPasa, permitiendo el intercambio por GTP, esto debido a que el
nucledtido GTP se encuentra al menos 10 veces méas concentrado en
citoplasma en comparacion con el GDP.

Los RhoGEFs son proteinas con una arquitectura multidominio (Figura 4)
y son casi 4 veces mas diversos que las RhoGTPasas. Estas
caracteristicas han permitido especular que los RhoGEFs pueden cumplir
funciones adicionales a las de intercambiadores de nucleétidos y que
pueden ser receptivos a gran variedad de sefales, como por ejemplo la
asociacion de cinasas y fosforilaciones por parte de las mismas (Bos,
Rehmann et al. 2007).
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Figura 4. Los RhoGEFs son proteinas con multiples dominios (Bos,
Rehmann et al. 2007).

1.8. P-Rex1, un GEF para Rac.

P-Rex1 es un RhoGEF especifico para la GTPasa Rac (RacGEF) con una
arquitectura multimodular. Consta de un dominio catalitico intercambiador
DH, un dominio de reconocimiento de lipidos de membrana PH, dos
dominios DEP en tandem, dos dominios PDZ en tdndem y una region
carboxilo terminal (C term) extensa que tiene homologia con fosfatasas de
inositidos en posicion 4 (IP4P) y cuya actividad no ha sido confirmada
(Figura 5) (Welch, Coadwell et al. 2002).

P-Rex1 es susceptible a activacion por GPCRs a través de interaccion
directa con el dimero GBy y también a activacion por RTKs a través de la
generacion por parte de PI3K de PIP3, que es reconocido por el dominio
PH del RacGEF. Cominmente se habla de una activacién sinérgica de P-
Rex1 por parte de GBy y PI3K (Sosa, Lopez-Haber et al. 2010;
Balamatsias, Kong et al. 2011).

Previamente hemos reportado que P-Rexl es capaz de conducir
respuestas angiogenicas dependientes de SDF-1 a través de la activacion
la GTPasa Rac (Carretero-Ortega, Walsh et al. 2010). Asi mismo, hemos
reportado que P-Rexl es capaz de interactuar con la region carboxilo
terminal del GPCR S1P1 (Receptor para esfingosina 1 fosfato) a través de
sus dominios PDZ en tandem, favoreciendo la migracién celular
(Ledezma-Sanchez, Garcia-Regalado et al. 2010).
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Figura 5. P-Rex1 es un RacGEF multidominio, susceptible a activacion
por GBy y PIP3.
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Previamente, también hemos demostrado que P-Rex1 interactia con la
cinasa mMTOR a través de los dominios DEP en tdndem y que regula la
migracion celular polarizada dependiente de leucina, que es un activador
clasico de mTORC1 (Hernandez-Negrete, Carretero-Ortega et al. 2007).

Existe evidencia experimental, de que P-Rex1 es fosforilado por la cinasa
PKA, y que dicha fosforilacion inhibe la actividad intercambiadora de P-
Rex1 sobre Rac dependiente de GBy (Mayeenuddin and Garrison 2006)
(Figura 5).

Recientemente, el trabajo doctoral de Lydia Chavez Vargas realizado en
nuestro laboratorio ha permitido identificar a P-Rex1 como una proteina
de interaccion para la subunidad reguladora 1a de PKA (Rla), y
especulamos que el RacGEF se asocia a la holoenzima PKA, regulando
la fosforilacion de algunos sustratos de esta cinasa.

1.9. Cinasa dependiente de AMPc (PKA)

Como mencionamos anteriormente, la activacion de GPCRs acoplados a
Gs promueve la activacién de la enzima adenilato ciclasa, que genera el
segundo mensajero AMPc, el cual es reconocido por gran variedad de
proteinas de sefializacion, como GEFs, canales idnicos y cinasas, como
PKA.

PKA es una cinasa filogenéticamente conservada, que consta de dos
subunidades reguladoras, que reconocen al AMPc, y dos subunidades
cataliticas. En su forma de holoenzima, constituida por un
heterotetramero, la cinasa es inactiva, pero en presencia de AMPc, las
subunidades reguladoras reconocen al nucleétido ciclico mediante su par
de dominios CBD, y sufren cambios conformacionales que le hacen
perder afinidad por las subunidades cataliticas por casi 3 Ordenes de
magnitud. Una vez liberadas de las subunidades reguladoras, las
subunidades cataliticas pueden fosforilar a sus efectores (Taylor,
Buechler et al. 1990; Kim, Xuong et al. 2005; Kim, Cheng et al. 2007).
Cabe mencionar, que la localizacion celular de PKA y la especificidad
para fosforilar a sus sustratos es provista por proteinas de andamiaje
conocidas como AKAPs, que aunque son arquitecténicamente muy
diversas, comparten un motivo consenso con el cual son capaces de
asociarse a la cinasa a través de las subunidades reguladoras y localizar
a PKA en compartimentos celulares donde se encuentran poblaciones de
sustratos particulares (Chen and Kass 2005).
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La PKA desempefia un papel fundamental en distintos procesos
biol6gicos que incluyen crecimiento, metabolismo, expresién de genes,
desensibilizacion de receptores y migracion celular polarizada.

Es conocido que PKA puede fosforilar a la GTPasa Rho y abatir el
proceso migratorio y, en contraste con su actividad inhibitoria sobre Rho,
existen reportes que indican que PKA parece ser requerida para la
activacion de Rac y Cdc42 en células endoteliales y de carcinoma,
aunque a diferencia de Rho, Rac y Cdc42 no son fosforiladas por PKA,
sino que parecen requerir de intermediarios fosforilables por PKA para
regular la actividad de las GTPasas, como GEFs o GAPs (Laudanna,
Campbell et al. 1997; Howe 2004).

Otro interactor de la subunidad Rla de PKA es la cinasa mTOR. En 2006,
Manos Mavrakis y colaboradores demostraron que Rla y mTOR
interactdan y colocalizan en autofagosomas (Mavrakis, Lippincott-
Schwartz et al. 2006; Mavrakis, Lippincott-Schwartz et al. 2007).

El papel de PKA en el cancer y la migraciéon celular depende en gran
medida del contexto celular, nosotros proponemos que P-Rexl es un
nodo de convergencia entre la sefializacién de PKA y la migracion celular
polarizada relevante en la angiogénesis tumoral.

1.10. Blanco de larapamicina en mamiferos (mTOR)

La proteina conocida como mTOR, blanco de la rapamicina en
mamiferos, es una cinasa de serina/treonina filogenéticamente
conservada que controla procesos celulares tan importantes como
metabolismo, crecimiento, supervivencia y migracion bajo la influencia de
multiples proteinas de interaccion.

La cinasa mMTOR es el ndcleo cataliico de dos complejos
bioquimicamente diferentes y diferencialmente sensibles al antibiético
rapamicina. El complejo 1 de mTOR (mTORC1), es sensible a rapamicina,
promueve la sintesis de proteinas en respuesta a gran variedad de
factores de crecimiento y nutrientes. EI complejo 2 de mTOR (mTORC?2),
es insensible al antibiético rapamicina y promueve supervivencia y
migracion celular a través de la activacion de las RhoGTPasas y de la
fosforilacion de la cinasa AKT, respectivamente. Aunque mTORC2 es
insensible a rapamicina, una incubacion prolongada con este antibidtico
previene el ensamble de este complejo (Bracho-Valdes, Moreno-Alvarez
et al. 2011).
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MTORC1 esta definido por el ensamble de Raptor, mientras que mTORC2
se asocia a Rictor y mSinl. mLST8 forma parte de ambos complejos
(Figura 6).

mTORC1 mTORC2

Figura 6. Componentes de los 2 complejos de mTOR (Sabatini 2006).

El mecanismo por el cual mMTORC2 conduce la migracién celular depende
de su asociacion con P-Rexl a través de los dominios DEP-DEP del
RacGEF (Hernandez-Negrete, Carretero-Ortega et al. 2007).
Aparentemente la interaccion de P-Rex1 con mTOR favorece, ademas de
la activacion de Rac, la activacion de AKT1. Con base en esto, se
especula que el P-Rexl recluta a los distintos componentes de la via
PIBK/AKT/mTOR y que adicionalmente activa alostéricamente a mTORC2
(Kim, Yun et al. 2011).

La caracterizacion detallada de la interaccion entre P-Rex1 y mTORC2
permitird conocer el mecanismo concreto por el cual dicha asociacion
favorece el proceso de migracion celular en el contexto angiogénico.
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JUSTIFICACION

La angiogénesis es un proceso que es deseable inhibir
farmacoldgicamente en condiciones de cancer. S6lo mediante el estudio
detallado de la dindmica y estructura de los participantes moleculares
involucrados en este proceso sera posible identificar potenciales blancos
terapéuticos que permitiran, posteriormente, el disefio programado y
racional de farmacos con accién anti-angiogénica.

Se ha demostrado que P-Rex1 es un participante molecular importante en
la migracion celular dependiente de la actividad del GPCR CXCR4 (el
receptor para SDF1/CXCL12), promoviendo la  activacion de la
RhoGTPasa Rac en el contexto angiogénico. También se ha demostrado
gue P-Rexl es capaz de interactuar con las cinasas mTOR y PKA, que
son elementos sefalizantes relevantes en diversas condiciones
fisiopatoldgicas como lo es el cancer. El estudio de las interacciones entre
estos componentes es de gran interés, ya que dichas asociaciones
podrian ser relevantes en la transduccion de sefiales angiogénicas.

En este trabajo, postulamos que P-Rex1l puede funcionar como una
plataforma de interaccion para las cinasas mTORC2 y PKA, integrando
seflales de fosforilacion de ambas cinasas, generando un nodo de
convergencia relevante durante la migracion celular polarizada en el
contexto de la angiogénesis tumoral.
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HIPOTESIS

P-Rex1 establece interacciones con las cinasas mTOR y PKA regulando
su funcién a través de la restriccion de su localizacién y de proporcionar
un marco para el reconocimiento de sustratos especificos.

OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar detalladamente las interacciones entre el RacGEF P-Rex1 y
las cinasas mTORC2 y PKA, asi como evaluar la dinamica celular de
estas interacciones y las consecuencias funcionales de estos ensambles.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar detalladamente las interacciones entre P-Rex1 y las
cinasas mMTORC2 y PKA.

2. Ubicar la dinamica y ubicacion celular de las interacciones entre P-
Rex1 y las cinasas mMTORC2 y PKA.

3. Evaluar las consecuencias funcionales de las interacciones entre
P-Rex1 y las cinasas mTORC2 y PKA desde la perspectiva de la
fosforilacion de sus respectivos sustratos.
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2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

2.1. Estrategia experimental general

Con la finalidad de evaluar las interacciones entre distintos dominios de P-
Rex1 con las cinasas mTOR y PKA, utilizaremos como modelo celular las
lineas HEK293T y COS7 como sistemas transfectados, en los cuales
expresaremos los componentes de interaccion que nos interesa
investigar. Aprovecharemos la amplia coleccion de construcciones de P-
Rexl, mTOR y PKA con la que contamos en el laboratorio y
adicionalmente  generaremos  construcciones de los dominios
independientes de P-Rexl1l: DEP1, DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1
fusionados a las proteinas GST y EGFP para realizar experimentos de
Pull Down y microscopia de fluorescencia, respectivamente.

Mediante aislamiento bioquimico por Pull Down detallaremos las
interacciones moleculares que sostiene P-Rexlcon las cinasas mTOR y
PKA y evaluaremos el efecto de P-Rex1 en la fosforilacion de sustratos de
PKA mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo que reconozca el
consenso de fosforilacién por PKA (Figura 7).

PIP3 PIP3 é. 'I“IH PIP3 €—FIP2
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- ﬂ Microscopia de
= 155 fluorescencia

SustratosmTOR

Sustratos PKA
TRANSFECCION GST Pull Down
\Y /4
Lisis 2
£
Cultivo celular
HEK293T RXXpS!T
cos7

Evaluacion de
fosfosustratos de
PKA

Generacion de
construcciones para Pull
Down

Figura 7. Esquema general de la estrategia experimental. Incluye el uso
de GST Pull Down para definir las interacciones moleculares, generacion
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de construcciones de interés por PCR, microscopia de fluorescencia para
evaluar la dinamica celular de las interacciones y evaluacion de la
fosforilacion de sustratos de PKA utilizando anticuerpos que reconocen el
consenso de fosforilacién de esta cinasa.

2.2. Reactivos y anticuerpos

El medio de cultivo DMEM utilizado fue provisto por Sigma Aldrich y el
suero fetal bovino (SFB) y antibiético-antimicotico (anti-anti) proviene de
Gibco.

El anticuerpo primario contra el epitope HA fue provisto de Covance, los
anticuerpos secundarios contra raton y conejo fueron adquiridos de KPL,
los anticuerpos contra GST y GFP se adquirieron de Santa Cruz, mientras
gue el anticuerpo contra el epitope Myc proviene de Sigma Aldrich. El
anticuerpo contra sustratos de la cinasa PKA (RXXpS/T #9621S) fue
adquirido de Cell Signalling.

2.3. Cultivo Celular.

Para experimentos de interaccion por GST Pull Down se utilizaron células
HEK293T, que fueron cultivadas con DMEM suplementado al 10% con
Suero Fetal Bovino y 1% de antibidtico en cajas de 10 centimetros o
placas de 6 pozos segun lo requeria el experimento. Las condiciones de
mantenimiento consistieron en temperatura de 37°C y atmosfera de CO:2
de 5%.

Para la division de células HEK293T se partia de una caja de 10
centimetros confluente, que se lavaba con PBS 1X atemperado a 37°C.
Se agregaba 1mL de tripsina 1X y se incubaba a 37°C por un minuto. La
reaccion era neutralizada adicionando 9mL de DMEM 10% SFB y 1%
antibidtico (medio completo). Las células eran suspendidas pipeteando
varias veces sin generar burbujas o espuma. Se agregaron 2mL de las
células suspendidas en cajas con 8mL de medio completo, que habian
sido tratadas por 20 minutos con 3mL de poly-D-Lisina 1X y lavadas una
vez con PBS 1X. Estas preparaciones se transfectaban a las 24 horas de
la siembra mediante el kit de Invitrogen “Lipofectamina-PLUS”. Las
preparaciones alcanzaban la confluencia a las 48 o 56 horas después de
la siembra.

Para los experimentos de microscopia de fluorescencia se utilizaron
células COS7 que crecieron en las mismas condiciones que se describen
para las células HEK293T, a excepcion que las cajas de trabajo no
requirieron pretratamiento con Poly-D-Lisina.
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2.4. Plasmidos y Construcciones

En laboratorio contamos con una coleccion de plasmidos de expresion en
células de mamifero que contienen el cDNA que codifica para las
proteinas PRKARIa (Rla), PRKACAa (Cata), Rictor y Raptor, asi como
para distintos dominios y regiones de P-Rexl fusionados a distintas
proteinas y epitopes. A continuacibn se mencionan algunas
construcciones:

e pCEFL GST P-Rex1 N term (DH-PDZ2)

e pCEFL GST P-Rex1 C term

e pCEFL GST P-Rex1 DH-PH

e pCEFL GST P-Rex1 DEP-PDZ (DEP1-PDZ2)

e pCEFL GST P-Rex1 DEP-DEP

e pCEFL GST P-Rex1 PDZ-PDz

e pCEFL EGFP P-Rex1 N term (DH-PDZ2)

e pCEFL EGFP P-Rexl C term (EGFP es la proteina verde
fluorescente)

e pCEFL EGFP P-Rex1 DH-PH

¢ pCEFL EGFP P-Rex1 DEP-PDZ (DEP1-PDZ2)

e pCEFL EGFP P-Rexl1l DEP-DEP

e pCEFL EGFP P-Rex1 PDZ-PDZ

e pcDNA3 HA-Rla

e pCEFL EGFP- Cata

e pCEFL EGFP Cl1 Rla (C1l significa que la proteina verde
fluorescente “EGFP” se encuentra fusionada en el carboxilo
terminal de Rla)

e mCherry-Raptor (mCherry es una variante de la proteina roja
fluorescente “RFP”)

e pcDNAS3 Myc-Rictor

2.5. Generacion de construcciones de los dominios DEPI1,
DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1 de P-Rexl fusionadas a
GSTy EGFP.

2.5.1. Disefio de primers.

Para amplificar por PCR el cDNA que codifica para los dominios DEP1,
DEP2, PDZ1, PDZ2y el médulo DEP2-PDZ1 de P-Rexl, sometimos la
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secuencia de aminoacidos de P-Rex1l (obtenida de la base de datos del
NCBI) a andlisis en la plataforma SMART (Simple Modular Arquitecture
Research Tool) para definir los dominios de interés. Una vez definidos,
utilizando el programa BioEdit, identificamos y aislamos las secuencias de
cDNA que codificaban para los dominios de interés. Definimos los ~ 21
primeros nucledtidos de la region 5 de cada dominio como el primer
sentido y el reverso-complemento de los 21 primeros nucledtidos de la
region 3’ de cada dominio como el primer anti-sentido o reverso.

Al primer sentido y reverso se le agregaron secuencias de corte (en sus
extremos 5 y 3’) para las enzimas de restriccion BamHIl y EcoRl,
respectivamente, asi como una secuencia a t a, que favorece la
incorporacion de la polimerasa durante la reaccién de PCR y un codén de
termino t c a exclusivamente a los primers reversos en su extremo 3’.

Los primers disefiados para cada construccion se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Primers disefiados para amplificar el cDNA que codifica para los
dominios DEP1, DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1 de P-Rex1.

Dominio Primer sentido (5’) Primer reverso (3’°)
DEP1 ataGGATCCAAGAAGGTGAACCTCATCAAG ataGAATTCtcaGTAGCGGAAGCGATACATCAC
DEP2 ataGGATCCCTCTACACCCCGGTGATCAAAGACC ataGAATTCtcaAGCATGAAAGCGGAAGTACTG

PDZ1

PDZz2

DEP2-
PDZ1

ataGGATCCGAGGACTATGGCTTTGACATCG

ataGGATCCGACACACTGTGCTTCCAGATTCG

ataGGATCCCTCTACACCCCGGTGATCAAAGACC

ataGAATTCtcaGGCCTTCGTGGCCACCAGGAG

ataGAATTCtcaGATCCACTGGTACAGGCCCAG

ataGAATTCtcaGGCCTTCGTGGCCACCAGGAG

Secuencia de corte para BamHI Secuencia de corte para
EcoRl

Los primers disefiados fueron sintetizados por la compafiia Sigma Aldrich.

2.5.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa.

Una vez recibidos los primers sintetizados y liofilizados, estos fueron
disueltos en agua inyectable estéril para obtener una concentracion de
100uM, posteriormente se realizaron diluciones para obtener alicuotas de
100puL a una concentracion de trabajo 10uM. La alicuotas stock se
almacenaron a -70°C y las alicuotas de trabajo a -20°C.
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La reaccién en cadena de la polimerasa se llevo a cabo utilizando como
templado una construccion de P-Rex1l con la que se contaba en el
laboratorio: pCEFL GST-DEP1-PDZ2.

La reaccién de PCR se llevo a cabo utilizando el Kit de amplificacion de
Roche Expand High Fidelity (EHF) system y el termociclador Perkin Elmer
GeneAmp PCR system (Tabla 2).

Tabla 2. Mezcla estandar para la reaccién en cadena de la polimerasa
utilizando el sistema EHF de Roche y protocolo de amplificacién.

Comentado [jvp1]: concentracion del stock, o es directamente

el reactivo de la botella original.

Para 50pL (uL) 5.5X (uL)
Agua inyect. 35.5 1775
Buffer EHF 10X 5 27.5
dNTPs 50X 1 55
Primer 3’ 1
Primer 5’ 1
DMSO 2.5 12.5
Betaina 25 12,5
Templado 1 5.5
Enzima EHF 0.5 2.5
Fase Temperatura (°C) Tiempo (seg)
Desnaturalizacién 94 300
Desnaturalizacién 94 50
Alineamiento 60 50
Elongacion 72 50
Elongacién 72 300
Terminacion 4 oo

2.5.3. Purificacion y digestion de productos de PCR.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% (con bromuro de etidio), una vez confirmada la
amplificacion de fragmentos del peso esperado (210pb para los dominios
DEP y PDZ, y 500pb para DEP2-PDZ1) se procedié a purificar los
productos de PCR por columna mediante el Kit de Qiagen PCR
purification Kit.

Los productos purificados fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa, una vez confirmado un buen rendimiento de purificacion, 5uL de
los productos de PCR purificados y 0.1 yg de vector pCEFL GST se
sometieron a digestion con las enzimas BamHI y EcoRI (Roche) en un
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volumen de 30pL a 37°C por 12 horas. La mezcla de digestion se
describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Mezcla estandar de digestion.

Volumen para 30pL

(L) 6.5X (uL)
Agua inyectable 22 143
Buffer A 3 195
BamHI 0.5 3.25
EcoRl 0.5 3.25
Fragmento purificado 5

2.5.4. Ligacion.

Las digestiones fueron analizadas por gel de agarosa y posteriormente
purificadas por columna. El rendimiento de la purificacién se confirmé por
electroforesis de gel de agarosa.

Los fragmentos digeridos y purificados se sometieron a ligacion (Figura 8)
durante 12 horas a 16°C, las mezclas de ligacion se describen en la Tabla
4,

Tabla 4. Mezcla estandar de ligacion.

Volumen para

10 (uL) 5.5X
Fragmento (inserto) 7.5
Vector pCEFL GST
(0.05A) 0.5 2.75
Buffer ligasa 1 55
Ligasa 0.5 2.75
Agua Inyect. 0.5 2.75

29



Insert

Vector

—

Figura 8. Representacion grafica del proceso de ligacién entre inserto
(cDNA codificante para los dominios de P-Rex1) y el vector de expresion
digeridos.

5uL del producto de ligacion fueron utilizados para transformar bacterias
E. coli DH5a ultracompetentes.

2.5.5. Transformacion de ligacion en bacterias E. coli DH5a.

El protocolo general de transformacion para ligacion de bacterias E. coli
DH5a se describe a continuacion:

1. Descongelar, sumergidas en hielo, las bacterias competentes Y
AGREGAR 16yl de Buffer TB por 50uL de bacterias.

2. A 50ul de bacterias agregar 5pl de ligacion.

3. Incubar en hielo por un periodo de 20 a 30 minutos.

4. Realizar un choque térmico de 60 segundos a 42°C.

5. Inmediatamente después Incubar en hielo durante 10 minutos.
6. Agregar 300 pl de medio S.O.C.

7. Incubar con agitacion (180-200 rpm) durante 1 hora a 37°C.
8. Centrifugar el cultivo a 2,300 rpm por 30 segundos.

9. Eliminar sobrenadante y resuspender en 50 uyl de medio SB con
ampicilina.

10.Plaquear todo el sobrenadante en medio LB con ampicilina e
incubar las placas a 37°C de 12-16 horas.
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Las colonias que crecieron en las placas fueron picadas y crecidas en
5mL de medio con ampicilina para realizar las preparaciones de
extraccion de plasmidos (miniprep) correspondientes.

2.5.6. Extraccion y purificacion de Plasmidos (MiniPrep)

Las Minipreps de las colonias crecidas fueron realizadas con el Kit
GenElute Plasmid MiniPrep de Sigma Aldrich segun las instrucciones del
proveedor.

2.5.7. Diagndstico de las construcciones obtenidas vy
expresion en células de mamifero.

Los plasmidos obtenidos se sometieron a ligacién con las enzimas
BamHI/EcoRI como se indica en el apartado “Purificaciéon y ligacion de
productos” de PCR, sustituyendo el producto de PCR por 1uL de plasmido
purificado. Las digestiones fueron diagnosticadas por electroforesis en gel
de agarosa. Una vez confirmada la liberacion de los fragmentos del peso
esperado (210pb para los dominios DEP y PDZ, y 500pb para DEP2-
PDZ1) se procedié a transfectar células HEK293T, sembradas en cajas
de 6 pozos, con el Kit Lipofectamina/Plus de Invitrogen (Ver apartado
Transfeccion). Las células fueron lisadas y procesadas por SDS-
PAGE/Western Blot (Ver apartado Lisis y GST Pull Down y SDS-
PAGE/Western Blot) 48 horas después de la transfeccion para determinar
la expresion de las construcciones obtenidas.

2.5.8. Subclonacién de construcciones DEP1, DEP2, PDZ1,
PDZz2 y DEP2-PDZ1 de pCEFL GST a pCEFL-EFGP.

El cDNA codificante para los dominios DEP1, DEP2, PDZ1, PDZ2 y
DEP2-PDZ1 fue liberado de las construcciones pCEFL-GST por digestion
con las enzimas BamHI/EcoRI. Los fragmentos obtenidos se sometieron a
purificacion y digestion en paralelo con el vector pCEFL-EGFP, que
contiene los mismos sitios de corte para BamHI y EcoRI que el vector
pCEFL-GST. Las digestiones de los fragmentos y el vector fueron
purificados, diagnosticadas y sometidas a ligacion. Los productos de
ligacion fueron transformados en bacterias E. coli DH5a. Se picaron al
menos 2 colonias de cada transformaciéon y se crecieron en medio LB
suplementado con ampicilina para posteriormente realizar la extraccion y
purificacion de los plasmidos por miniprep. Los plasmidos obtenidos se
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sometieron a digestion diagnostica con las enzimas BamHI/EcoRI y se
confirmé la insercién de los fragmentos en el vector pCEFL-EGFP.

Finalmente se confirmo la expresion de las construcciones pCEFL-EGFP
de los dominios de P-Rexl transfectando los plasmidos obtenidos en
células HEK293T. La observacién al microscopio de fluorescencia (Ver
apartado microscopia de fluorescencia) y el Western Blot contra GFP
confirmaron la expresion de los dominios de P-Rexl fusionados a la
proteinas verde fluorescente.

2.6. Transfeccion.

El protocolo general de transfeccion en cajas petri de 10cm mediante el
sistema “Lipofectamina-Plus” de Invitrogen se describe a continuacion:

1. Preparar reactivo PLUS en un tubo de polipropileno dependiendo
del nimero de cajas. 0.75ml DMEM sin suero por caja mas 10 uL
PLUS por caja. Si hay algin cDNA comun para todas las cajas
agregarlo en este punto. Agitar e incubar 15 minutos. Agregar el
Plus sobre el medio y no al revés.

2. Preparar Lipofectamina en un tubo de polipropileno dependiendo
del nimero de cajas. Por cada caja de 10cm de diametro
considerar 0.75mL DMEM sin suero mas 12ul lipofectamina. Agitar
e incubar 15 minutos.

3. Alicuotar el PLUS. 760 uL por tubo. Marcar tubos. Adicionar el
cDNA a cada tubo teniendo 4ug de concentracion. Agitar e incubar
15 minutos.

4. Agregar 762 ul de la solucién de lipofectamina a los tubos con
PLUS y cDNAs. Agitar e Incubar 15 minutos.

5. Preparar células. Marcar las cajas en la parte inferior, lavar con 3-
5mL de PBS 1X, retirar y agregar 5mL de DMEM sin suero y sin
antibidticos.

6. Agregar por decantacion la mezcla de cDNAs, lipofectamina y
PLUS, a cada caja. Incubar a 37°C por un periodo de 3 a 5 horas.
7. Pasado ese tiempo retirar el medio de transfeccion y agregar 10mL

de medio completo.
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Para la transfeccion de cajas de diferente area superficial ajustar los
volimenes de los reactivos de acuerdo a la Tabla 5.

Tabla 5. Ajustes de reactivos de transfeccion por Lipofectamina/Plus en
dependencia del area superficial de la caja petri.

cDNA Plus (ul) | Medio | Lipofectamina | Medio q | Volumen
Total para (ul) se agrega final
(ng) diluir a células (ml)
plusy (ml)
lipof (ul)
96 pozos 0.1 1 10 0.5 0.05
24 pozos 04 1 25 1 0.2 0
12 pozos 0.7 5 50 2 0.4
6 pozos 1 3 100 3 0.8
60mm 6 250 6 2 S
100mm 4 10 750 12 5 S
2.7. Lisisy GST Pull Down.

El protocolo general de lisis y GST Pull Down (Figura 9) utilizado para
células HEK293T cultivadas en cajas de 10 centimetros se describe a
continuacion:

1.

Disponer células sobre hielo y lavarlas con PBS 1X frio (2-3 mL por
caja).

Lisar con Buffer de lisis Triton 1% o CHAPS 0.3% (CHAPs es ideal
para experimentos que involucren Pull Down o inmunoprecipitacion
de los complejos de mTOR (1mL por caja) que contengan
inhibidores proteasas y fosfatasas. Incubar sobre hielo 10 minutos.

Raspar lisados con una espatula limpia y transferir los lisados a
tubos Eppendorf de 1.5mL. Los tubos se mantienen sobre hielo.

Centrifugar los lisados a 4°C a 13000 rpm durante 10 minutos.

Transferir el sobrenadante a nuevos tubos eppendorf de 1.5mL
rotulados como PD (GST Pull Down).

Transferir 30uL de los tubos PD a otra serie de tubos rotulados
como LT (lisado total o input). Mantener sobre hielo la serie LT.

. Agregar 30uL de Glutation-Sefarosa 4B a los tubos PD. La

sefarosa se debe resuspender muy bien antes de tomarla y es
recomendable utilizar puntas recortadas.
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8. Agitar por 30 minutos a 4°C los tubos PD con Glutatién-Sefarosa,
mientras tanto agregar 100uL de buffer de muestra 1X a la serie de
tubos LT, posteriormente, hervir los tubos durante 5 minutos para
completar la desnaturalizacién de la muestra. Una vez concluido
este paso los tubos LT pueden procesarse para SDS
PAGE/Western Blot o bien se pueden almacenar a -20°C para
procesarlos posteriormente.
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fusion a GST junto con las
interacciones presentes

@ 4%, mediante una resina rica en

N lutation.

° B

Figura 9. Fundamento general del aislamiento de proteinas e
interacciones por GST Pull Down.

9. Concluida la incubacién con Glutation-Sefarosa, centrifugar a 4°C
la serie PD durante 1min a 3,000 rpm.

10.Eliminar con cuidado el sobrenadante de la serie PD, para ello usar
una punta conectada a un matraz y a la linea de vacio.

11.Lavar con 1mL de buffer utilizado en la lisis (Triton o CHAPS, agitar
en vortex rapidamente dos o tres veces por tubo.

12.Centrifugar 1 min 5,000 rpm 4°C.
13.Eliminar sobrenadante.

14.Repetir lavado el lavado 2 veces mas.
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15.Resuspender la resina en 50 o 60 yL de buffer de muestra 1X y

hervir los tubos durante 5 minutos.

16.Centrifugar durante 1 minuto a maxima velocidad a temperatura

ambiente.

17.En este punto los Pull Down pueden ser procesados para SDS-

2.8.

PAGE/Western Blotting o bien almacenados a -20°C y procesarlos
posteriormente.

SDS-PAGE/Western Blot

El procedimiento general de electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes con SDS y deteccidon de proteinas por
Inmunoblot (Western Blot) (Figura 10) se describe a continuacion:

1.

Correr geles de poliacrilamida preparados al porcentaje adecuado
dependiendo del peso de la proteina a evaluar (15 % para
proteinas de menos de 30 kDa, 10 % para la mayoria, 7.5% para
proteinas cercanas a 100 kDa y 6% para proteinas mayores a 100
kDa. En algunos casos puede ser preferible preparar geles
bifasicos). Correr a 35 mAmp para minigeles y 50 mAmps si son
maxigeles. Utilizar buffer de corrida SDS-PAGE 1X.

Realizar transferencia en membrana Immobilon (previamente
activada en metanol al 100%) durante 2-3 horas de 320-350
mAmp, colocando la cadmara de transferencia en un bafio de hielo.
Para proteinas de peso mayor a 100 kDa transferir durante 5 hrs a
350 mAmps. Utilizar buffer de transferencia estandar con pH 8.3.

. Concluida la transferencia, bloquear la membrana con 5% de leche

en TBS-Tween 0.05% durante una o dos horas a temperatura
ambiente en agitacion “rocking” o de “sube y baja”, a una velocidad
de 15 rpm.

4. Realizar una serie de lavados a la membrana con agua bidestilada

hasta que ya no se observen restos de leche.
Realizar tres lavados con TBS-Tween 0.05% en agitacion orbital.
Cada lavado con una duracién de cinco minutos a temperatura

ambiente.
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5. Adicionar el anticuerpo primario a la dilucion recomendada
(generalmente 1:5000 a 1:10000) en TBS-Tween 0.05% durante
una hora a temperatura ambiente, ajustar la velocidad de agitacion
“sube y baja” a 30 rpm. Es importante cerciorarse que el
anticuerpo cubra completamente la membrana. Transcurrido este
tiempo descartar o recuperar el anticuerpo primario y realizar
lavados a la membrana como se describen en los pasos 4y 5.

9. Adicionar el anticuerpo secundario a la dilucibn recomendada
(generalmente 1:20000 y 1:30000) en leche al 5% en TBS-Tween
0.05% durante 1 hora en agitacion “sube y baja” a 30 rpm.

10. Realizar lavados como se describen en los pasos 4 y 5. Realizar
un cuarto lavado de 5 minutos con agua miliQ y mantener la
membrana en agua miliQ o bidestilada. En este punto la membrana
esta lista para revelarse por el método de luminiscencia de Millipore
“Inmobilon Western”.

/

/

I | 4
L =
y -~

/J slab of polyacrylamide gel

Figura 10. Procesamiento de muestras mediante SDS-PAGE/Western
Blot.

2.9. Microscopia de Fluorescencia y ensayo de colocalizacién
en condiciones de autofagia.

Para la evaluacién de las construcciones de los dominios DEP1, DEP2,
PDZ1, PDZ2 Y DEP2-PDZ1 de P-Rex1 fusionados a EGFP, las células
HEK293T fueron sembradas en una placa de 6 pozos y transfectadas con
las construcciones fluorescentes con los reactivos Lipofectamina/Plus de
Invitrogen (Ver apartado Transfeccion). Las células fueron observadas 36
horas después de la transfeccién en el microscopio invertido acoplado a
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fluorescencia y contraste por interfencia diferencial Nikon ECLIPSE Ti. Se
tomo 1 fotografia de cada condicién con el objetivo 10X en los canales
campo claro y verde.

Células COS7 fueron sembradas en una caja petri de 10cm vy
transfectadas con las construcciones EGFP-C1-Rla y mCherry-Raptor de
acuerdo al protocolo descrito anteriormente para los reactivos
Lipofectamina/Plus (Ver apartado Transfeccion). Treinta y dos horas
después de la transfeccion las células fueron tripsinizadas y resembradas
(100puL por caja, para obtener células bien separadas) en dos cajas petri
de 35mm con fondo de vidrio, previamente tratadas con gelatina estéril al
0.02% por 30 minutos a 37°C y lavadas con PBS 1X.

Las células se dejaron incubar durante 24 horas a 37°C en una atmésfera
de 5% de CO.. Posteriormente una de las cajas de células COS7 fue
ayunada durante 1 hora con solucion salina balanceada de Hanks para
inducir autofagia, mientras que las células control se mantuvieron en
medio completo. Posterior a la hora de incubacion las células fueron
lavadas dos veces con PBS 1X y fijadas con paraformaldehido 4%
durante 15 minutos. Las células fijadas fueron lavadas 3 veces con PBS
1X y mantenidas en PBS para su observacion en el microscopio invertido
acoplado a fluorescencia y contraste por interfencia diferencial Nikon
ECLIPSE Ti.

Se tomaron 20 fotografias de cada condicién con el objetivo 60X en los
canales campo claro, verde y rojo.
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3.1. Generacién de construcciones de los dominios DEP1,
DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1 de P-Rexl fusionadas a
GSTy EGFP.

Con el objetivo de caracterizar a detalle las interacciones que sostiene P-
Rex1 con las cinasas mTOR y PKA, generamos construcciones de los
dominios DEP1, DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1 de P-Rexl, ya sea
fusionados a GST para experimentos de Pull Down o bien a EGFP para
experimentos de microscopia de fluorescencia.

En la figura 11, se puede observar que la amplificaciéon del cDNA que
codifica para los dominios de P-Rexl fue exitosa (Figura 11A),
obteniendo fragmentos de los pesos esperados (210pb para ambos
dominios DEP y PDZ, y 500 para la region DEP2-PDZ1). También se
puede observar que la purificacion de los fragmentos amplificados y
digeridos fue eficiente (Figura 11B y C).
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Figura 11. Obtencion, purificacion y digestion de los productos de PCR.
A) Diagnéstico por electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR obtenidos y que corresponden a fragmentos de los pesos
esperados. B) Diagnostico por electroforesis en gel de agarosa de la
purificacion por columna de los productos de PCR. C) Diagndstico por
electroforesis en gel de agarosa de la digestion con enzimas de
restriccion BamHI/EcoRI de los productos de PCR purificados DEP1,
DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1, que confirma la integridad de los
fragmentos de interés.
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Una vez confirmada la integridad del vector pCEFL-GST y de los
productos de PCR correspondientes a la secuencia de cDNA de los
diferentes dominios DEP y PDZ, una vez digeridos, estos fueron
purificados exitosamente (Figura 12A) y sometidos a ligacion.
Transformamos bacterias ultracompetentes con los productos de ligacion
y picamos al menos dos colonias correspondientes a cada construccion.
La digestion diagnéstica con las enzimas BamHI/EcoRI confirmé la
liberacion de fragmentos con pesos correspondientes al cDNA codificante
para los dominios de P-Rex1 (Figura 12B).
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Figura 12. Obtencién de construcciones pCEFL-GST-P-Rex1-DEP1,
DEP2, PDZ1, PDZ2 y DEP2-PDZ1. A) Diagnéstico por electroforesis en
gel de agarosa de la purificacion por columna del vector pCEFL GST y los
fragmentos de interés digeridos y preparados para ligacion. B) Digestion
diagnoéstica (BamHI/EcoRI) de los plasmidos obtenidos a partir de las
colonias generadas de la transformacion de los productos de ligacion en
bacterias ultracompetentes. Los plasmidos obtenidos se sometieron a
digestion diagndstica con las enzimas BamHI/EcoRI y confirmaron las
construcciones con la liberacion de fragmentos con pesos
correspondientes a los cDNAs codificantes para los dominios de P-Rex1.

Una vez confirmada la insercién de los fragmentos de interés al vector
pCEFL GST, transfectamos células HEK293T con los plasmidos
obtenidos y confirmamos por western blot, con anticuerpos ante GST, la
calidad y expresion de las construcciones (Figura 13).
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3.2. Subclonaciéon del cDNA de los dominios DEP1, DEP2,
PDZz1, PDZ2 y DEP2-PDZ de P-Rex1 del vector pCEFL GST a
pCEFL EGFP.

A partir de las construcciones pCEFL GST que generamos, liberamos
exitosamente, mediante digestion con las enzimas BamHI/EcoRlI, los
fragmentos de cDNA codificantes para los dominios DEP y PDZ de P-
Rex1. En paralelo, realizamos la digestion del vector pCEFL EGFP con
las mismas enzimas de restriccion (Figura 14A). Posteriormente
purificamos los fragmentos y vector digeridos (Figura 14B) y los
sometimos a ligaciéon. En una primera serie de purificacion, el fragmento
correspondiente a DEP1 tuvo un bajo rendimiento, por lo que se sometio
a una nueva serie de liberacion y purificacion en la cual se obtuvo un
mejor rendimiento (Figura 14C).
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Figura 14. Liberacion y purificacion de fragmentos de cDNA codificantes
para los dominios DEP y PDZ de P-Rex1 a partir de las construcciones
pCEFL GST. A) Diagnéstico por electroforesis en gel de agarosa que
confirma la liberacion de los fragmentos de cDNA codificantes para los
dominios de p-Rexl del plasmido pCEFL GST. También se muestra la
digestion exitosa del vector pCEFL EGFP después de la digestién con
BamHI/EcoRI. B) Diagnoéstico por electroforesis en gel de agarosa de la
purificacion del vector y los fragmentos digeridos, todas las purificaciones
tuvieron un buen rendimiento a excepcion de DEP1, para el cual se
realizd una nueva digestion y purificacién, cuyo diagndstico se muestra en
el panel C) con un mejor rendimiento.

Los fragmentos digeridos y purificados fueron sometidos a ligacion con el
vector pCEFL EGFP y los productos de ligacion fueron transformados en
bacterias ultracompetentes. Se picaron al menos dos de las colonias
resultantes de cada transformacion, las bacterias se crecieron en medio
LB suplementado con ampicilina y se realizaron las minipreps
correspondientes. Los plasmidos obtenidos se sometieron a digestién
diagndstica con las enzimas BamHI/EcoRI y se confirmd la insercion de
los fragmentos al nuevo vector (Figura 15).
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Figura 15. Digestién diagnéstica de las construcciones pCEFL EGFP, que
confirman la insercién de los fragmentos de cDNA codificantes para los
dominios de DEP y PDZ de P-Rex1 en el vector pCEFL EGFP.

Finalmente las construcciones obtenidas fueron transfectadas en células
HEK293T. Las células fueron observadas 36 horas después de la
transfeccion y en todas, a excepciéon de la construccion pCEFL EGFP-
PDZ1 se confirmé fluorescencia para el canal de la proteina verde
fluorescente (Figura 16A). A pesar de que la construccion del PDZ1 no
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presentd fluorescencia cuando la observamos al microscopio, si fue
sensible, al igual que todas las otras construcciones, al Western Blot
contra GFP (Figura 16B).
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Figura 16. Expresién de las contrucciones pCEFL EGFP de los dominios
de P-Rexl. A) Fotografias de microscopia de fluorescencia que
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demuestran la expresion de los dominios DEP y PDZ de P-Rexl
fusionados a la proteina verde fluorescente y que es confirmado en el
panel B) donde se realiza un western blot contra GFP.

3.3. Laregion PDZ-PDZ de P-Rexl interactia con la subunidad
catalitica alfa de PKA.

Con el propdsito de conocer si la subunidad catalitica a de PKA era capaz
de interactuar con los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl, expresamos en
células HEK293T los dominios PDZ-PDZ fusionados a Glutation-S-
Transferasa (GST-PDZ-PDZ) y la subunidad catalitica fusionada a la
proteina verde fluorescente (EGFP- Cata) para realizar ensayos de Pull
Down. Encontramos que EGFP-Cata fue capaz de interactuar de manera
eficiente y especifica con los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 (Figura 17),
lo que indica que no sélo la subunidad reguladora de PKA puede
interactuar con los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1, sino que la cinasa
completa se asocia a este modulo del GEF. Estos resultados sugieren
gue P-Rex1 podria actuar como presentador de sustratos de PKA o bien,
que la region que contempla los PDZ es el sitio de anclaje de PKA para
posteriormente fosforilar y regular a P-Rex1.

EGFP Cata

GSTPDZ-PDZ

GST

Pull Down

ol | W)

Lisados Totales

GST

EGFP

GST

Figura 17. Los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl pueden
interactuar con la subunidades reguladora y catalitica alfa
de PKA en células HEK293T. GST Pull Down
representativo donde se aislan eficientemente los
dominios PDZ-PDZ junto con los componentes de PKA.
En los lisados totales se muestra la expresion
equivalente de los componentes de PKA transfectados.
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3.

4, PKA se asocia a distintos dominios de P-Rex1.

Ensayos de Pull Down adicionales expresando en células HEK293T
distintos dominios de P-Rex1 fusionados a GST y los componentes de

PKA

fusionados a los epitopes HA y EGFP, permitieron definir las

regiones del GEF que participan en la interaccion con la cinasa. La region

PDZ

-PDZ se asoci6 de manera efectiva tanto con la subunidad reguladora

como con la catalitica mientras que las regiones que contemplan los

dom
med

inios DH-PH y DEP-DEP también se asociaron, aunque en menor
ida respecto a la region PDZ-PDZ, con las subunidades de la cinasa.

La region carboxilo terminal de P-Rexl se asocié con la subunidad

catal
resu
mod

litica pero no con la subunidad reguladora (Figura 18). Estos
ltados sugieren que la region PDZ-PDZ de P-Rexl es el principal
ulo de interaccion con PKA en su forma de holoenzima (tetramero

inactivo) y que la regién carboxilo de P-Rex1 podria ser fosforilada por la
subunidad catalitica de PKA.

Pull Down
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EGFP Cata + HA Rla
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GST DEP DEP
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GST C Ter

GST

[ WefeefPcata _ |
Figura 18. Las subunidades reguladora y

EHA Rla catalitica alfa de PKA interacttan con
¢ - distintas regiones de P-Rexl células
HEK293T. GST Pull Down representativo
GST demostrando el aislamiento efectivo de las
. distintas construcciones de P-Rex1 junto
- con los componentes regulador y catalitico

de PKA. En los lisados totales se muestra

- =~ - la expresion equivalente de los

componentes de PKA transfectados.
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Con la finalidad de obtener mayores detalles de la interaccion de P-Rex1
con las cinasas PKA y mTORC2, generamos construcciones mas
pequefias de P-Rexl fusionadas a GST y EGFP, que contemplan de
manera independiente los dominios DEP y PDZ (DEP1, DEP2, PDZ1 y
PDZz2). Ensayos de Pull Down utilizando estas construcciones revelaron
que el primer dominio DEP y ambos PDZ son las regiones mas
relevantes en la interaccion con PKA, mientras que el segundo dominio
DEP se asocia débilmente a los componentes de la cinasa (Figura 19).
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Figura 19. Mapeo de los principales dominios de interaccion de P-Rexl
con los componentes regulador y catalitico alfa de PKA. Se muestra un
GST Pull Down representativo donde se aisla de manera eficiente las
diferentes construcciones GST de P-Rex1 junto con los componentes de
PKA. Los lisados totales demuestran la expresion equivalente de las
construcciones transfectadas en células HEK293T.

Experimentos adicionales (no se muestran) utilizando una construccion
GST-DEP2-PDZ1 demuestran que posiblemente el dominio DEP2 reste
capacidad de interaccion con PKA al dominio PDZ1, ya que la interaccion
con PKA obtenida con la construccion GST-PDZ1 es mayor a la de la
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GST-DEP2-PDZ1. Es posible especular, que quizas el segundo dominio
DEP también reste capacidad de interaccion al primer dominio DEP y que
por esa razén no logramos detectar sefial de interaccibn con PKA
utilizando la construccion DEP-DEP. Esta evidencia permite especular
gue aunque el segundo dominio DEP de P-Rex1 no participa de manera
directa en la interaccion con los componentes de PKA, si podria ser
susceptible a cambios conformacionales que impidan estéricamente la
asociacion de PKA con un médulo que contemplaria el primer dominio
DEP y ambos PDZ.

3.5. La asociacion PDZ-PDZ P-Rex1/PKA es sensible a
estimulacién con Suero Fetal Bovino.

Después de obtener detalles moleculares de la interaccion P-Rex1/PKA,
estdbamos interesados en conocer si esta interaccion era sensible a
estimulos que regulan la migracion celular. Utilizando Suero Fetal Bovino
(SFB) como estimulo, decidimos evaluar la interaccién de PKA con los
dominios PDZ-PDZ de P-Rexl, que previamente definimos como el
principal mddulo de interaccion con los componentes reguladores y
cataliticos de la cinasa. Expresando los componentes de interacciéon en
células HEK293T ayunadas por 12 horas, se probaron 7 tiempos de
estimulacion con 10% de SFB para realizar ensayos de GST Pull Down.
Los resultados obtenidos demuestran que la asociacion de los dominios
PDZ-PDZ de P-Rex1 y PKA es de tipo dindmica y que consta de una fase
de refuerzo en la interaccion y otra de disociacion (Figura 20A y B). Estos
hallazgos permiten especular que los dominios PDZ-PDZ podrian ser
receptivos a estimulos extracelulares, quizas mediante la interaccién con
algunos receptores o proteinas sefializantes, que le permitieran asociarse
de manera transitoria a PKA y posteriormente liberar a la cinasa en algun
compartimento efector o bien en presencia de una poblacion particular de
sustratos.
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Figura 20. Dinamica de interaccién de los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1
y los componentes regulador y catalitico de PKA frente a un curso
temporal de estimulacion con Suero Fetal Bovino. A) GST Pull Down y
Western Blot representativo de la dinamica de interaccion. Los lisados
totales demuestran la expresion equivalente de las construcciones
transfectadas y el Blot contra P-ERK y ERK total se usaron como
controles de la eficiencia del estimulo. B) Representacion gréfica de tres
experimentos independientes de la dindmica de interaccion PDZ-PDZ P-
Rex1/PKA. Se muestra diferencia significativa (p<0.05) en la prueba
estadistica t de student.

3.6. P-Rex1 es fosforilado por PKA en el primer dominio DEP.

Con el propésito de investigar si P-Rex1 podia acarrear sustratos de PKA
o bien favorecer la fosforilacion de una poblacion particular de sustratos
de esta cinasa, llevamos a cabo experimentos de Pull Down donde
expresamos en células HEK293T distintos dominios de P-Rex1 (DH-PH,
DEP-DEP, PDZ-PDZ y Carboxilo terminal) fusionados a GST asi como los
componentes regulador y catalitico de PKA con epitopes HA y EGFP,
respectivamente. Los Pull Down y lisados totales fueron procesados para
la inmunodeteccién con anticuerpos que reconocen serinas o0 treoninas
fosforiladas en el marco de la secuencia consenso de PKA (RXXpS/T,
anti-PKAS).
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No encontramos efecto visible con respecto al control (GST) en lisados
totales en la fosforilacién de los sustratos de PKA al sobreexpresar la
construccion GST-PDZ-PDZ (Figura 21), en la cual esperabamos algun
cambio en el perfil de las bandas sensibles al anticuerpo en condiciones
donde sobreexpresabamos la principal region de interaccion de P-Rexl
con PKA, esperando disminucion de bandas por efecto de competencia o
bien aumento de bandas por efecto de presentacion de sustratos.

GST PDZ-PDZ

GST

150kD-

100kD-

75kD-

50kD-
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=

PKAS

Figura 21. La sobreexpresion en
células HEK293T de los dominios
PDZ-PDZ de P-Rexl no altera el
perfil de la fosforilacion de sustratos
de PKA. Western Blot representativo
del efecto nulo de la fosforilacion de
sustratos de PKA por
sobreexpresion de los dominios
PDZ-PDZ de P-Rexl. PKAS: PKA
Substrates.

Tampoco encontramos efecto visible en el bandeo contra PKAS en los
lisados totales, al expresar los otros dominios de P-Rex1. No obstante, en
los Pull Down, en el carril correspondiente a los dominios DEP-DEP,
encontramos una sefial del anticuerpo contra PKAS (RXXpS/T) que
correspondia al peso de la construccion GST-DEP-DEP (Figura 22),
mientras que en los otros Pull Down no encontramos esta sefial.
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Figura 22. La construccion para Pull Down de P-Rexl, GST-DEP-DEP,
genera una sefial de fosforilacion. GST Pull Down y Western Blot
representativo de un mapeo de asociacion de fosfosustratos de PKA
donde se demuestra una banda correspondiente a la construccién GST-
DEP-DEP cuando el blot se realiza utilizando el anticuerpo contra PKAS.

Este resultado indicaba que probablemente la region DEP-DEP de P-
Rex1 contenia un sitio de fosforilacion por PKA. Para corroborar esta
hipotesis, realizamos un andlisis in silico de la secuencia de aminoacidos
de P-Rexl con la plataforma ScanSite (http://scansite.mit.edu/) en la
busqueda de sitios consenso para PKA. Un analisis de exigencia
intermedia, reveld 4 sitios potenciales de fosforilacién por PKA, uno de
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ellos ubicado en el primer dominio DEP del GEF, en la serina 436 (Figura
23).

S305 S436 $1001  S1272

DH PH DEP DEP PDZ PDZ

Ser305 LVYCKRKSRVTGSKK
Ser 436 KDRRRKLSTVPKCFL
Ser 1001 IRFGRKPSLIGLDPE
Ser 1272 ECTIRGRSLIQISIQ

Figura 23. Sitios putativos de fosforilacion por PKA en P-Rexl
determinados por la plataforma Scansite. Representacion modular de P-
Rex1 mostrando los distintos residuos potenciales a fosforilacion por PKA
y su ubicacion dentro de la arquitectura modular de P-Rex1.

Con el interés de corroborar el sitio de fosforilacion por PKA en P-Rex1,
realizamos experimentos de mapeo por GST Pull Down de distintas
regiones del RacGEF e inmunodeteccion del consenso RXXpS/T. Todas
las contrucciones que contenian el primer dominio DEP fueron
susceptibles a deteccion con el anticuerpo contra los fosfosustratos de
PKA (Figura 24 y 25), mientras que las construcciones que tenian
ausente el primer dominio no presentaban sefial de fosforilacion.

Figura 24. La sefial de fosforilaciéon por PKA de P-Rexl proviene del
médulo DEP-PDZ en la regién aminoterminal. A) Mapeo de fosforilacion
por GST Pull Down y deteccidon con anticuerpos contra fosfosustratos de
PKA, utilizando la regién amino y carboxilo terminal de P-Rex1. La region
amino terminal genera una sefial de fosforilacién mientras que la region
carboxilo no lo hace. B) Mapeo de fosforilacion por GST Pull Down y
deteccién con anticuerpos contra fosfosustratos de PKA, utilizando el
modulo DH-PH y DEP-PDZ de P-Rex1. El médulo DEP-PDZ genera una
sefial de fosforilacion mientras que el médulo DH-PH no lo hace.

La figura se muestra en la siguiente pagina.
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Figura 25. La sefial de fosforilaciéon por PKA de P-Rexl1 proviene del
primer dominio DEP. Mapeo de fosforilacion por GST Pull Down y
deteccién con anticuerpos contra fosfosustratos de PKA utilizando
construcciones de los dominios que componen el médulo DEP-PDZ
expresadas en células HEK293T. El primer dominio DEP genera una
sefial de fosforilacion mientras que el segundo dominio DEP y ambos
PDZ no lo hacen.

53



Para comprobar si la sefial de fosforilacion en el primer dominio DEP era
sensible a la expresion de PKA, realizamos ensayos en los cuales
expresamos la region DEP-DEP fusionada a GST en células HEK293T
sometidas a distintas condiciones de estimulacion celular (Ayuno, Medio
completo, Ayuno + 30 minutos de estimulo con 10% de SFB) con y sin
sobreexpresion de PKA (HA-Rla y EGFP-Cata). Las condiciones de
ayuno y ayuno mas estimulacion con SFB resultaron ser las mejores para
observar la fosforilacion de la region DEP-DEP cuando no se
sobreexpresa a PKA, en comparacion con la condicion de medio completo
(SFB 10% todo el tiempo) (Figura 26). La sobreexpresion de PKA
incremento la sefial de fosforilacion de la region DEP-DEP en todas las
condiciones de estimulacion celular, indicando que la fosforilacion
detectada en esa region del GEF en efecto es ocasionada por PKA.
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Figura 26. La sefial de fosforilacién de los dominios DEP-DEP de P-Rex1
se incrementa al sobreexpresar PKA en distintas condiciones de
estimulacion celular. GST Pull Downs de los dominios DEP-DEP en
condiciones de ayuno de 12 horas, medio completo y ayuno de 12 horas
seguido de 30 minutos de estimulacion con medio completo, en presencia
0 ausencia de la sobreexpresion de los componentes regulador vy
catalitico alfa de PKA. La sobreexpresion de PKA incrementa la sefial de
fosforilacion de los dominios DEP-DEP independientemente de las
condiciones de estimulacion celular.
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3.7. El primer dominio DEP de P-Rex1 posee caracteristicas de
interaccion con fosfolipidos de membrana.

Los dominios DEP son regiones de interaccion con otras proteinas y
algunos fosfolipidos de membrana. Estos dominios poseen una
arquitectura conservada que consta de un nucleo de tres a hélices (H).
Generalmente, las hélices H1 y H2 estan separadas por una horquilla tipo
B y la hélice H3 estd seguida por 2 hojas (. Caracterizaciones
estructurales detalladas han sugerido que la arquitectura de triple hélice
forma un nudcleo hidrofébico donde algunos residuos clave estabilizan
multiples interacciones hidrofébicas y es generalmente aceptado que la
hélice H1 es el sitio de interaccion del dominio DEP con otras proteinas.
La resolucion de estructuras, por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
de dominios DEP de distintas proteinas “Disheveled” (proteinas
sefializantes de la via de Wnt) ha sugerido la existencia de un dipolo
electrostatico y de un cumulo de aminoacidos basicos expuestos en la
superficie del dominio, a esta Ultima regién se le atribuye la capacidad de
interaccion con fosfolipidos de membrana. Cabe destacar que estas dos
regiones de interaccion, tanto con proteinas como con fosfolipidos, se
encuentran espacialmente separadas, por lo cual se sugiere que algunos
dominios DEP podrian funcionar como adaptadores o puentes entre
proteinas y compartimentos membranales (Wong, Mao et al. 2000).

El primer dominio DEP de P-Rexl posee un tramo de aminoéacidos
polibasicos (K429, R431, R432, R433, K434, R440), lo que sugiere que
este dominio puede contribuir a la localizacion de este RacGEF en ciertos
compartimentos membranales, mediante la interaccion con fosfolipidos de
membrana.

Sometiendo la secuencia de aminoacidos de P-Rexl a prediccion de
estructuras secundarias por homologia mediante la plataforma ModBase
de Uniprot, no encontramos el tramo polibasico del primer dominio DEP
formando parte de una estructura secundaria, sino acomodado en una
estructura desorganizada. De forma que no podemos usar el modelo para
especular sobre la posible exposiciéon de dicha region polibasica (Figura
27). No obstante, la prediccion estructural indicaba que si el dominio
DEP1 era capaz de interactuar con fosfolipidos de membrana, lo tendria
gue hacer exclusivamente a través de ese tramo de aminoacidos basicos
en tandem, puesto que los demas residuos positivos (argininas o lisinas)
se encuentran espacialmente alejados entre si, evitando la existencia de
cumulos polibasicos.
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Region polibasica

IKDRRRKLSTVPKCFLGNEFVAWLLEIGEISKTEEGVNLGQALLENGIIHHVSDKHQFKNEQVMYRF

Figura 27. Modelo estructural del dominio DEP1 de P-Rex1. Fue obtenido
en la plataforma ModBase de Uniprot, que generé tal modelo basado en
su homologia con estructuras de dominios DEP conocidos. Los
aminoacidos polares con carga positiva se representan como tramos
azules, el sitio de fosforilacion por PKA se representa en el tramo
magenta y el acido aspartico que interrumpe la region polibasica se
representa como el tramo rojo. Los deméas aminoacidos se representan en
gris. La secuencia de aminoacidos completa del primer dominio DEP de
P-Rex1 se muestra debajo de la estructura. EI dominio DEP1 fue definido
de acuerdo a lo obtenido en la plataforma de prediccion de dominios:
SMART y va de los aminoacidos 429 a 495 en la secuencia primaria de P-
Rex1.

Adicionalmente, sometimos la secuencia de aminoacidos de P-Rexl a
célculos predictivos sobre la exposicion de sus residuos en la superficie y
encontramos que la mayoria de los aminoacidos que conforman el tramo
polibasico se ubicaron como expuestos, a excepcion de R431, para el
cual los célculos lo ubican como un residuo oculto (Tabla 6). Todos los
residuos de la region polibasica fueron predichos con alta probabilidad de
formar estructuras tipo bobina o espiral.
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Tabla 6. Prediccion de la posible estructura secundaria y exposicion
superficial de los residuos que forman parte de la region polibasica del
primer dominio DEP de P-Rexl. La tabla fue obtenida mediante una
plataforma que utiliza el sistema descrito por Petersen en 2009 (Petersen,

Petersen et al. 2009).

Class Amino Ami_no Relative Su_r_face Probability Probability Probability

assigment acid acid Accessibility of Alpha— of Beta- for coil
number (RSA) Helix Strand

Exposed K 429 0.5 0.052 0.084 0.864
Exposed D 430 0.545 0.018 0.047 0.925
Buried R 431 0.272 0.018 0.088 0.893
Exposed R 432 0.421 0.021 0.279 0.699
Exposed R 433 0.326 0.021 0.279 0.699
Exposed K 434 0.415 0.004 0.128 0.858
Exposed L 435 0.327 0.019 0.141 0.840
Exposed S 436 0.482 0.020 0.205 0.775

Los dominios DEP-DEP en tdndem de P-Rexl, fusionados a EGFP,
mostraron una localizacion celular perinuclear y en pequefios cimulos
redondos, que podrian ser compartimentos vesiculares, tal como se
observa en las imagenes de microscopia de fluorescencia mostradas en
la Figura 28. Estos resultados permiten especular que el primer dominio
DEP de P-Rexl provee al RacGEF de localizacion en membranas
vesiculares, aspecto que podria ser relevante en el estudio de P-Rexl

involucrado en trafico vesicular.
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Figura 28. Los dominios DEP-DEP de P-Rexl poseen una localizacion
celular perinuclear y asociada a compartimentos vesiculares, ademas de
qgue una fraccion parece citosllica o asociada a la periferia celular.
Células HUVEC transfectadas con la construccion EGFP-DEP-DEP
fueron observadas por microscopia de campo claro (Fotografia de la
izquierda) y microscopia de fluorescencia (Fotografia de la derecha).

3.8. La cinasa PKA podria regular la localizacién celular de P-
Rex1 a través de su fosforilacion en la serina 436.

Como se ha descrito anteriormente, la actividad de P-Rex1 es sensible a
PKA, por lo tanto también es susceptible a cambios localizados en la
concentracion del segundo mensajero AMPc. Los GEFs especificos para
las GTPasas Rap, conocidos como Epacs, son sensibles a AMPc, aunque
no a través de PKA, sino por interaccion directa. Es decir que al igual que
la PKA, estos GEFs poseen dominios de union a AMPc y sufren cambios
conformacionales al unirse al nucleétido ciclico, permitiendo exponer sus
regiones intercambiadoras de nucle6tido y actuar sobre la GTPasa
efectora. Recientemente se ha encontrado que la actividad del RapGEF
Epacl depende en gran medida de la integridad del tramo polib4sico de
su dominio DEP, el cual es expuesto cuando Epacl sufre cambios
conformacionales inducidos por la unién de AMPc. Mutaciones puntuales
en el tramo polibasico de EPAC1 disminuyen su capacidad para
interactuar con el &cido fosfatidico de la membrana plasmatica.
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Particularmente, la mutacion R82A abate por completo la capacidad de
Epacl para unirse al &cido fosfatidico. Con base en la importancia del
tramo polibasico del DEP en la localizacion celular de Epacl, decidimos
realizar alineamientos entre las secuencias de aminoacidos del primer
dominio DEP de P-Rexl y el uUnico dominio DEP de Epacl. El
alineamiento demostr6 que ambos dominios DEP comparten una
identidad del 36% y la region polibasica se conserva en ambos dominios
DEP, sugiriendo que quizés también se conserve la funcion de interaccion
con fosfolipidos (Figura 29). Interesantemente, la arginina 82 del DEP de
Epacl (cuya sustitucion por alanina abate la capacidad de Epacl de
localizar en membrana) alinea con la serina 436 del primer dominio DEP
de P-Rexl. Estos hallazgos sugieren que la fosforilacion del primer
dominio DEP de P-Rex1, en la serina 436, podria regular la capacidad de
P-Rex1l de asociarse a ciertos fosfolipidos de membrana, ya que la
fosforilacion que se encontraria en el marco del tramo polib4sico
interrumpiria las interacciones electrostaticas entre el dominio DEP de P-
Rex1 y algunos fosfolipidos de membrana.

Score Expect mMethod Identities Positives Gaps
38.1 bit=(87) 2e-10 Compositional matrix adjust, 23/71(32%) 35/71(49%:) 2/71(2%)

HLI+DE+ + +L +G + + ¥ + 0 LI+ G + HV

Query 4  HNLIRDEEYHLRLERACC3GRELVDGILALGLGVHIRSOWVYGICOVLLDEGLLCHVEHDIL 63
C GEW
Jbijct 4 HNLIKDERRELATWPECFLGHEFVAWLLEIG-EISKTEEGVNLGOALLENGITIHHVIDEHD 62

Query 64 TFODEDAQFYRF 74
F++ ¥EF
Shjct 63 FENEQV-MYREF 72

Figura 29. La serina 436 de P-Rex1 alinea con la arginina 82 de Epacl
Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos del primer dominio DEP
de P-Rex1 (Sbjct) y el tnico dominio DEP de Epacl (Query).

3.9. El modulo DEP1-PDZ2 de P-Rexl podria influenciar una
segunda fosforilacion por PKA en su regién carboxilo
terminal.

P-Rex1 establece interacciones intramoleculares entre su region amino
(m6dulo DEP2-PDZ1) y carboxilo (Urano, Nakata et al. 2008). Esta
conformacion cerrada es considerada requisito para que el RacGEF sea
sensible a activacion por GBy, se ha sugerido que dicha interaccion se
pierde por sobreexpresion de PKA, que aparentemente fosforila a P-Rex1
en una region que no ha sido mapeada (Urano, Nakata et al. 2008). En
base a estos antecedentes, investigamos si los dominios amino (DEP1-
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PDz2) y carboxilo, expresados de forma independiente, establecen
interacciones sensibles a fosforilacion por PKA, bajo la hipotesis de que la
fosforilacion en DEP1 seria capaz de abatir esta interaccion intermodular.
Encontramos que la fosforilacion en DEP1 no impide la asociacion del
modulo DEP1-PDZ2 con la regiéon carboxilo terminal. No obstante, un
doblete en la banda correspondiente al carboxilo (no observada en
experimentos donde solo se transfecta la region carboxilo y PKA), hace
suponer que el carboxilo terminal de P-Rex1 también se fosforila, y que lo
hace en dependencia a la asociacion con los dominios de interaccién con
PKA (DEP1, PDZ1 y PDZ2) (Figura 30). Estos resultados podrian sugerir
un modelo en el cual P-Rex1 integra mas de una sefial de fosforilacion de
PKA, siendo el RhoGEF el sustrato.
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3.10. El complejo mMTORC2 se asocia a multiples dominios de P-
Rex1.

La cinasa mTOR regula la migracién celular polarizada principalmente a
través del complejo 2 (MTORC?2). Hace algunos afios, se descubrié en
nuestro laboratorio que la region DEP-DEP de P-Rexl es capaz de
asociarse al dominio de cinasa de mTOR (Hernandez-Negrete, Carretero-
Ortega et al. 2007). Con el objetivo de obtener detalles moleculares de la
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interaccion de P-Rex1 con mTORC2, realizamos ensayos de mapeo por
Pull Down expresando en células HEK293T los dominios DEP-DEP,
DEP1, DEP2, PDZ1 y PDZ2 de P-Rexl fusionados a GST y el
componente especifico de mTORC2, Rictor, fusionado al epitope Myc
(Myc-Rictor). La proteina Myc-Rictor fue capaz de interactuar
eficientemente con todos los dominios expresados de P-Rexl, a
excepcion del dominio DEP1, con el cual se obtuvo una interaccion
particularmente pobre (Figura 31).
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Figura 31. El complejo mTORC?2 interactda con distintos dominios de P-
Rex1. GST Pull Down y Western Blot representativo de los mapeos de
interaccion entre los dominios que componen el médulo DEP-PDZ vy el
componente especifico del complejo 2 de mTOR, Rictor a partir de lisados
de células HEK293T. Todos los dominios a excepcion del primer DEP,
tienen una asociacion eficiente con mTORC2.
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3.11. La proteina Raptor (componente del complejo mTORC1) y
la subunidad Rla de la PKA colocalizan en compartimentos
celulares perinucleares en condiciones que favorecen
autofagia.

Existen reportes de que en condiciones de autofagia, donde mTOR se
encuentra inhibido, la subunidad reguladora la de PKA es capaz de
interactuar con mMTOR y colocalizar en autofagosomas (Mavrakis,
Lippincott-Schwartz et al. 2006). Con la finalidad de determinar si es el
complejo 1 de mTOR el que pudiera asociarse a la cinasa PKA en
condiciones de autofagia, investigamos si la proteina Raptor, componente
especifico del complejo mMTORC1, colocaliza con Rla en células COS7
sometidas a ayuno. Para ello, realizamos experimentos de microscopia de
fluorescencia, transfectando células COS7 con las construcciones
fluorescentes mCherry-Raptor y EGFP-C1-Rla. Las células fueron
sometidas a ayuno, durante una hora, con solucién salina balanceada de
Hanks y se fijaron para su observacion en el microscopio de
fluorescencia. Encontramos una mayor tendencia a la colocalizacion de
ambos componentes de las cinasas en compartimentos perinucleares en
condiciones de ayuno (Figura 32).
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Figura 32. La proteina Raptor, componente especifico del complejo
MTORC1 y la subunidad reguladora de la PKA, Rla, colocalizan en
compartimentos perinucleares en condiciones que favorecen la autofagia
en células COS7. Los analisis se hicieron a partir de la transfeccion de
plasmidos que codifican para Raptor y R1la fusionados a la proteina roja
mCherry o bien a la proteina verde fluorescente, respectivamente.
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4. DISCUSION

En patologias graves como el cancer ocurren procesos como la formacion
de vasos sanguineos, angiogénesis tumoral, en los que diversas
proteinas, relevantes en vias de sefializacion, son reguladas de manera
dependiente de fosforilaciébn por las cinasas mTOR y PKA. Varios
estudios clinicos han evaluado la actividad antitumoral de inhibidores
farmacoldgicos de cinasas, entre ellos existe optimismo en el uso de los
gue van dirigidos a mTOR (Naing 2013; Wong 2013).

A pesar de que las cinasas mTOR y PKA estan filogenéticamente
conservadas y son ampliamente reconocidas por su relevancia funcional
como elementos necesarios para procesos biolégicos fundamentales,
hasta el momento no se ha demostrado que la sefializacion de estas dos
cinasas tenga un punto de convergencia a través de alguna proteina
sustrato o de interaccion.
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Figura 33. Modelo de integracién de sefales de fosforilacion por PKA
sobre la arquitectura multidominio de P-Rex1.

Nuestros resultados demuestran un novedoso nodo de convergencia para
la sefializacion de mTOR y PKA a través de su interaccién con P-Rex1,
un RacGEF relevante durante la migracién celular, lo que sugiere que la
integracion de las sefiales de PKA y mTOR por parte de este GEF pudiera
ser relevante para modular de manera precisa la migracién celular.
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El modelo de integracién de las vias de PKA y mTOR, basado en
nuestros resultados, sugiere que P-Rex1, a través de su region DEP-PDZ,
sostiene interacciones con las cinasas mTORC2 y PKA. De forma tal que
PKA, en condiciones que favorecen su actividad, puede fosforilar a P-
Rex1 en su region amino, precisamente en la serina 436 ubicada en el
primer dominio DEP, provocando cambios conformacionales y quiza
favoreciendo otras modificaciones postraduccionales, como una segunda
fosforilacion sobre P-Rex1, que repercutiian en la capacidad de
asociacion de este GEF con la cinasa mTOR, a través de su médulo DEP-
DEP vy en la localizacion celular del RacGEF (Figura 33). Estos eventos
de interaccion y fosforilacion podrian contribuir a la  regulacién
espaciotemporal precisa de la GTPasa Rac durante la migracién celular
polarizada, ya que P-Rexl seria una plataforma de andamiaje para sus
propios moduladores, volviendo mucho mas eficiente y matizada su
regulacion.

Sabemos, por estudios hechos en nuestro laboratorio, que el médulo
DEP-DEP de P-Rex1 establece una interaccion directa con el dominio de
cinasa de mTOR (Hernandez-Negrete, Carretero-Ortega et al. 2007). Los
resultados que aqui mostramos permiten una ubicacion mas detallada de
tales interacciones, indicando que el segundo dominio DEP de P-Rexl1
parece ser el mejor interactor para mTORC2 y que, adicionalmente al
médulo DEP-DEP, los dominios PDZ-PDZ del GEF desempefian un papel
importante en la interaccion de P-Rex1 con mTORC2. Aunque nuestros
resultados no demuestran si la interaccion entre mTORC2 y ambos
dominios PDZ es de tipo directa, si es posible especular que mTOR, al ser
una proteina multimodular y compleja como lo es P-Rex1, pudiera poseer
varios sitios de anclaje en el GEF. Esto permitiria una regulacion
alostérica reciproca. Recientemente se ha resuelto la estructura de la
region carboxilo terminal de mTOR, y se ha especulado que el dominio de
cinasa, que esta sumergido entre los dominios FAT, FATC y FRBD,
podria requerir regulacion alostérica por parte de algunos interactores
para exponer su dominio de cinasa y fosforilar a sus sustratos (Yang,
Rudge et al. 2013). Nuestros resultados indican que mTORC2 dispone de
al menos 3 dominios de interaccion eficientes en P-Rex1l por lo que
hipotetizamos que el RacGEF podria ejercer una regulacion alostérica
sobre la cinasa mTOR, modulando su actividad e incluso su especificidad
por alguna poblacién de sustratos.

La proteinas conocidas como AKAPs (A kinase anchoring proteins)
controlan la localizacion de la proteina cinasa A, y por lo tanto la
accesibilidad a determinados sustratos, a través de una interaccion
especifica con sus subunidades reguladoras (Chen and Kass 2005). No
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obstante, existen pocos antecedentes sobre interactores para PKA que no
contengan el consenso de reconocimiento de las subunidades
reguladoras que caracteriza a los AKAPs. Previamente identificamos,
mediante el sistema de doble hibrido en levaduras, a P-Rex1 como un
interactor para la subunidad reguladora 1 alfa de PKA. Esto abre la
posibilidad de que P-Rexl sea un AKAP, en cuyo caso seria
verdaderamente novedoso, ya que la mayoria de AKAPs caracterizados
hasta la fecha se asocian con la regién amino de las subunidades
reguladoras tipo Il de la PKA, mientras que en este caso es el carboxilo
de la subunidades reguladoras tipo | de PKA el que se asocia con P-
Rexl. Para avanzar en la exploracion de la hipotesis de que P-Rexl
pudiera ser un AKAP, a raiz de reconocer a la PKA a través de su
subunidad reguladora tipo I, en este trabajo hemos caracterizado las
regiones de unidbn mas importantes entre este RacGEF y la PKA. A
diferencia de los AKAPs, que poseen un solo consenso de reconocimiento
y asociacion para PKA, P-Rex1 parece tener al menos dos dominios de
andamiaje relevantes para la asociacion de la cinasa, siendo ambos
dominios PDZ. Interesantemente, las subunidades reguladoras de la PKA
poseen un motivo de reconocimiento para dominios PDZ, lo que sugiere
gue sea este pequefio motivo estructural, localizado en el extremo
carboxilo de la subunidad reguladora tipo I, el que permita a tal subunidad
reguladora reconocer a P-Rex1. Nuestros resultados sugieren que la
PKA, en su forma de holoenzima, es decir, en su forma de tetramero
inactivo, puede asociarse de manera dindmica a P-Rex1 en su mddulo
PDZ-PDZ y que ambos dominios aportan capacidad de interaccion. Con
base a esto, es posible especular que quizas la estequiometria de la
interaccion sea de una molécula de P-Rex1 por un tetramero de PKA, ya
gue éste consta de 2 subunidades reguladoras y 2 cataliticas. En este
caso, cada subunidad reguladora reconoceria y se asociaria a un PDZ del
GEF.

Existen AKAPs que también fungen como RhoGEFs, como es el caso de
AKAP13, también conocido como el oncogen AKAP-Lbc, identificado en
las vias de sefializacion que involucran a las MAPKs (Smith, Langeberg et
al. 2010). Cabe destacar que AKAP13, al igual que P-Rexl, sufre
fosforilaciones inhibitorias por parte de PKA, en este caso, la fosforilacion
promueve la formacién de dimeros inactivos de AKAP13. Aunque no
existe evidencia de que P-Rexl forme homodimeros, es importante
resaltar la capacidad que tienen algunas proteinas para formar dimeros a
través de dominios PDZ, en el caso de P-Rexl, es particularmente
interesante las caracteristicas de su primer dominio PDZ, cuyos datos de
cristalografia sugieren una homodimerizacién potencial de este dominio
(Protein Data Bank ID: 3QIK).

67



El GEF P-Rexl requiere de interacciones entre su regién amino y
carboxilo para ser susceptible a activacion a través del dimero GBy y esta
interaccion intermodular es abatida por PKA (Urano, Nakata et al. 2008).
En este trabajo hemos demostrado que PKA fosforila a P-Rex1 en la
region amino, precisamente en el primer dominio DEP en la serina 436.
Aunque nuestros datos no necesariamente indican que esta fosforilacion
sea de tipo inhibitoria, si evidencian que la fosforilaciéon de P-Rexl en el
primer dominio DEP no abate la interaccion entre el médulo DEP-PDZ y la
region carboxilo del GEF, en contraste a lo ya reportado. Si bien la
fosforilacion de P-Rex1 en el dominio DEP1 de la regién amino no afecté
la interaccion entre ésta y la region carboxilo del GEF (expresadas como
proteinas independientes), si encontramos que la fosforilacion en el
primer dominio DEP parece tener un efecto sobre la regién carboxilo de
P-Rex1l, que se ve reflejada como un retraso en el corrimiento
electroforético del carboxilo, lo que hace pensar en la posibilidad de que
pudiera tratarse de una fosforilacion adicional. Lo que sugeriria una
regulacién secuencial del GEF por accién de la PKA. Puesto que el
andlisis in silico para ubicar posibles sitios de fosforilacion en P-Rexl
indica que éste RacGEF posee al menos dos sitios de fosforilacion por
PKA en la region carboxilo, en conjunto con los resultados de mapeo de la
fosforilacion con anticuerpos anti-fosfosustrato, esto permite especular
gue P-Rex1 podria ser fosforilado de manera secuencial por PKA, y que
la fosforilacion de la regibn amino sea la sefial para una segunda
fosforilacion en la region carboxilo. Algunos RhoGEFs, como es el caso
de Syx, sufren fosforilaciones inhibitorias secuenciales en su region amino
y carboxilo, lo que permite el reclutamiento de proteinas 14-3-3, que son
proteinas especializadas en el reconocimiento de residuos de serina y
treonina fosforilados y que en general tienen un efecto inhibitorio sobre su
proteina blanco, impidiendo que se asocie a compartimentos o proteinas
efectoras (Ngok, Geyer et al. 2013).

En este trabajo hemos demostrado la fosforilacion de P-Rex1 en la region
amino del GEF y hemos mapeado el sitio de fosforilacion, siendo el primer
dominio DEP en la serina 436, que se encuentra en un tramo polibasico,
del cual, en casos similares, se sirven algunas proteinas a través de sus
dominios DEP para interactuar con fosfolipidos de membrana. Tal es el
caso de Epacl, un GEF para las GTPasas del grupo de Rap. Epacl
posee un dominio DEP que contiene un tramo polibasico que le permite
interactuar con &cido fosfatidico producido en la membrana plasmatica,
por la fosfolipasa D. La mutacién de la arginina 82 (que forma parte del
tramo polibésico del DEP de Epacl) por una alanina, abate por completo
la capacidad de interaccion de Epacl con &cido fosfatidico y por lo tanto
la localizacion de este GEF en la membrana plasmatica (Ponsioen,
Gloerich et al. 2009; Consonni, Gloerich et al. 2012). Las secuencias del
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primer DEP de P-Rexl1 y el DEP de Epacl, al ser comparadas por un
sistema de alineamiento, revelan que ambos DEP conservan el tramo
polibasico y que la serina 436 de P-Rexl alinea con la arginina 82 de
Epacl. Por lo tanto, la fosforilacion de P-Rexlen la serina 436 aportaria
una carga negativa que interrumpiria el tramo polibasico y quizas
impediria las interacciones electrostaticas entre el dominio DEP y algunos
fosfolipidos de membrana. Es relevante mencionar que los estimulos
celulares que llevan a la produccién de acido fosfatidico en la membrana
plasmética también conducen a la activacion de mTOR, ya que esta
cinasa es sensible a la presencia de este segundo mensajero lipidico
(Consonni, Gloerich et al. 2012). Especulamos que P-Rex1, a través de
su segundo dominio DEP y ambos PDZ, se une a los complejos de mTOR
para reclutarlos a la membrana en dependencia de la actividad de la
cinasa PI3K y la fosfolipasa PLD, considerando a P-Rexl1 como un
andamio sensible a los segundos mensajeros PIP3 (a través de su
dominio PH) y acido fosfatidico (a través del primer dominio DEP).
Proponemos que este mecanismo de reclutamiento es potencialmente
susceptible a inhibicion a través de la fosforilacién de P-Rex1 por PKA en
la serina 436.

P-Rex1, como muchos otros RhoGEFs, es capaz de asociarse a la
membrana plasmatica a través de su dominio PH. No obstante, ademas
P-Rex1 parece disponer de sus dominios DEP-DEP para establecer
interacciones con compartimentos membranales, particularmente
vesiculas. Esta informacién, sumada a nuestros hallazgos relacionados
con las caracteristicas del primer DEP de P-Rexl y la fosforilacién por
PKA, sugiere que el moédulo DEP-PDZ del RacGEF podria ejercer,
adicionalmente a su capacidad de andamio para mTOR y PKA, funciones
importantes en la localizacion vesicular y quizas en la activacion de Rac
en estos compartimentos. Interesantemente, esto seria afectado por
cascadas de transduccion de sefales acopladas a la generacién de
segundos mensajeros lipidicos, como el PIP3 y el acido fosfatidico. Cabe
mencionar que, de acuerdo a nuestros hallazgos, la proteina Raptor,
componente esencial del complejo mTORC1, y la subunidad Rla,
reguladora de la cinasa PKA, pueden localizarse de forma simultanea en
compartimentos similares a aquellos en los que encontramos a los
dominios DEP-DEP de P-Rex1, sugiriendo que algunos compartimentos
de caracter vesicular pudieran actuar como sitio de convergencia para la
sefializacion de P-Rex1, mTORC1 y PKA.

Para elucidar el mecanismo y papel regulador de PKA sobre P-Rex1, que
resulta de la fosforilaciéon que esta cinasa efectia sobre el dominio DEP1,
la posible regulacion en cascada mediante subsecuentes fosforilaciones
en la region caroboxilo, asi como las consecuencias en la capacidad

69



catalitica de P-Rex1 sobre Rac y su potencial regulador sobre la cinasa
MTOR, se abre la perspectiva para realizar experimentos adicionales que
involucren construcciones de P-Rexl mutadas en la serina 436,
substituyéndola por alanina (resistente a fosforilacion) y acido aspartico
(fosforilacion mimetizada). La especulacion es que tales mutantes
afectaran la integracion de las sefiales de mTOR y PKA a nivel de P-Rex1
asi como la dinamica celular de este GEF y su control del movimiento
celular mediado por su capacidad para activar a Rac en respuesta a
estimulos quimiotécticos.

Este trabajo ha aportado informacion novedosa y relevante sobre las
interacciones que el RacGEF P-Rex1 sostiene con las cinasas mTOR y
PKA. Nuestros resultados permiten trazar un mecanismo hipotético por el
cual P-Rexl seria inhibido como consecuencia de su fosforilacion por
PKA, en el primer dominio DEP del GEF, repercutiendo en su localizacion
celular, actividad sobre Rac y movimiento quimiotactico. De acuerdo a
resultados previos de nuestro laboratorio, en los que se demostr6é que P-
Rex1 juega un papel relevante en el proceso de angiogénesis estimulado
por los receptores CXCR4, acoplados a proteinas G (Carretero-Ortega,
Walsh et al. 2010), los nuevos hallazgos aqui presentados sugieren que
tales efectos angiogénicos pudieran ser regulados por la activacion de las
cinasas PKA y mTOR, teniendo como base sus interacciones con P-Rex1
y las modificaciones postraduccionales a que este GEF es sometido como
consecuencia de tales interacciones.
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5. CONCLUSIONES

El GEF P-Rexl, un factor intercambiador de nucleétidos de
guanina que activa a la GTPasa pequefia Rac en respuesta a
sefiales quimiotacticas, interactia con la cinasa PKA, en su forma
de holoenzima, de manera dindmica y sensible a suero fetal
bovino.

El GEF P-Rex1 parece tener una funcién novedosa, tipo AKAP, de
acuerdo a la interacciéon que establece con la cinasa PKA via sus
dominios DEP1, PDZ1 y PDZ2. En el caso de las interacciones con
los dominios DEP, la subunidad catalitica de la PKA seria la
responsable de reconocer a este dominio del GEF, en calidad de
sustrato; en tanto que los dominios PDZ serian reconocidos por la
subunidad reguladora, en calidad de sitios de anclaje, lo que
sugiere

La cinasa PKA regula al GEF P-Rex1, aparentemente, a través de
un mecanismo de fosforilaciones secuenciales. Inicialmente, la
PKA fosforila al GEF en el primer dominio DEP, en la serina 436 vy,
esta primera fosforilacion estaria seguida de una segunda en la
region carboxilo del GEF.

El complejo mTORC2 posee multiples sitios de interaccién en P-
Rex1, lo que indica una posible regulacion alostérica de esta
cinasa por el GEF.

La subunidad reguladora de la PKA y el componente especifico del
complejo mTORC1, Raptor, coexisten en compartimentos
celulares perinucleares en situaciones en que la célula es sometida
a un estrés nutricional.
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