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RESUMEN

El movimiento celular es un evento relevante en procesos fisioldgicos y patologicos,
ejemplo de ello es la formacién y reparacion de tejidos, la angiogénesis tumoral y la
diseminacion de células tumorales. La migracion celular y los cambios morfoldgicos que
ocurren al interior de una célula en migracion son resultado de la activacion de cascadas de
sefializacion que polarizan a la célula. La activacion de Cdc42, Rac y RhoA (GTPasas de la
Familia de Rho) es importante en la regulacion del citoesqueleto de actina, la adhesién y la
formacion de protrusiones. En células endoteliales, las GTPasas de la
familia de Rho son activadas en respuesta a factores angiogénicos con la participacién de
GEFs, factores intercambiadores de nucleo6tidos de guanina. Los RhoGEFs, al modular a las
GTPasas de la familia de Rho, tienen participacion importante en los procesos de
remodelacion del citoesqueleto. Ademas de ser integradores de sefiales, también participan
como proteinas scaffold teniendo la posibilidad de interaccionar con gran nimero de proteinas
y por tanto regulando desde diferentes puntos las cascadas en las que participan. Por lo
mencionado anteriormente, los GEFs son considerados proteinas clave y por tanto,
importantes blancos terapéuticos. Como la migracion celular involucra la activacion de
GTPasas y GEFs, este evento esta sujeto a regulacion a través de diversas interacciones y
moduladores, como lo son las fosforilaciones ejercidas por cinasas. La activacion de la
proteina cinasa A (PKA) en eventos migratorios, es un tema interesante de estudio ya que
esta enzima tiene la habilidad de modular tanto de manera negativa como positiva al
movimiento celular, lo que obedece en gran parte al tipo celular en cuestion. El presente
trabajo estd enfocado en la asociacion de PKA con P-Rex1, un GEF que activa de manera
especifica a la GTPasa Rac. Este GEF responde a los factores quimiotacticos SDF-1 y S1P.
Participa en migracion celular embrionaria y esta involucrado en cancer de prostata y mama,
asi como en procesos metastasicos. En la presente investigacién encontramos que P-Rex1 se
asocia directamente con la proteina cinasa A (PKA). Esto requiere de los dominios PDZ de P-
Rex1 y de la subunidad reguladora de la PKA (PRKAR1a) a través de su segundo dominio de
uniéon a AMPc ubicado en su region carboxilo terminal. Esta interaccion genera una
modulacion bidireccional ya que, por una parte, la PKA es reclutada a la membrana celular
cuando P-Rex1 es activado en respuesta a SDF-1 y por otro lado, la PKA fosforila a P-Rex1

ejerciendo una modulacion negativa sobre el GEF.



Los hallazgos de este trabajo respecto a la asociacion de P-Rexl con PKA han
permitido ampliar el entendimiento sobre la regulacion de P-Rex1 en procesos de migracion
celular al considerar que P-Rex1 lleva consigo a su propio regulador: la PKA, cinasa que al ser
activada se encuentra en las condiciones propicias para fosforilar a P-Rex1. Este novedoso
mecanismo de regulacion espaciotemporal fina controla el movimiento celular, pudiendo ser

promovido o frenado de manera eficiente dependiendo de los estimulos que la célula reciba.
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ABSTRACT

Cell migration is relevant in physiological and pathological processes, such as tissue
repair and wound healing, tumoral angiogenesis and tumoral dissemination of cells. Cell
migration and morphological changes that take place inside migrating cells emerge as the result
of polarized activation of signaling pathways where Cdc42, Rac and RhoA (Rho GTPases
family) play an important role in actin regulation, adhesion and protrusion formation. Rho
family GTPases are activated through angiogenic factors where guanine nucleotide exchange
factors (GEFs) participate. RhoGEFs have an important participation in cytoskeleton
remodeling since they modulate RhoGTPases. RhoGEFs are signaling integrators that also
participate as scaffold proteins, interacting with a great number of proteins and
regulating signaling pathways from different levels. That’s why GEFs are considered key
proteins and important therapeutic targets. As cell migration involves activation of GEFs and
GTPases, this event is regulated through diverse interactions and modulators, such as
phosphorylations exerted by kinases. The role of protein kinase A (PKA) in cell migration is
an interesting topic to be investigated as this kinase is a positive or negative regulator
of this process, depending on the cell type. The present investigation is focused on the
association of PKA with P-Rex1, a GEF which activates Rac GTPase in a specific way in
response to SDF-1 and S1P. P-Rex1 participates in embryonic cell migration and is involved in
prostate and breast cancer, as well as in metastatic processes. In the present work we found
that P-Rex1 interacts with PKA. Specifically, P-Rex1 PDZ domains associate with R1a, the
PKA regulatory subunit by recognizing the second cAMP binding domain located at carboxyl
terminal region. The complex P-Rex1/PKA sustains a bidirectional mechanism of modulation
where PKA is recruited to the cell membrane when P-Rex1 is activated in response to SDF-1
and, reciprocally, PKA phosphorylates P-Rex1, executing a negative modulation over the
GEF.

Findings in this research, have revealed a novel mechanism of regulation of P-
Rex1, which is relevant in cell migration. Mechanistically, P-Rex1 carries around its own
regulator, PKA. Then, this kinase is ready to exert a fine spatiotemporal regulation on P-
Rex1. Accordingly cell migration can be promoted or attenuated by this mechanism via the
integration of different signals received by the migrating cell.
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1. INTRODUCCION

La migracion celular es de gran importancia en la vida de un ser viviente pues es un
evento que lo acompafia practicamente durante toda su vida, desde el momento de la
concepcidn hasta la muerte. Este movimiento celular puede observarse en las etapas del
desarrollo embrionario en la gastrulacion, la angiogénesis, la formacion de tejidos y érganos.
En la etapa adulta, la migracion celular también tiene un papel importante en la renovacion de
la piel, la reparacion de tejido y la respuesta inmune. Sin embargo, el movimiento celular no es
exclusivo de eventos fisioldgicos, también se presenta en eventos patolégicos como las
enfermedades vasculares, osteoporosis, artritis reumatoide, retraso mental y cancer (Ridley et
al., 2003). Por lo tanto, entender los mecanismos que orquestan la migracion celular es clave en
el desarrollo de terapias que puedan frenar o inhibir de manera precisa patologicos procesos

que involucran migracion celular.

El cancer es una enfermedad en la que las células cambian de un estado “no movil” a
un estado “movil”. Es decir, las células proliferan y se mueven de manera descontrolada. Asi
que el cancer avanza involucrando procesos de migracion celular anormal, considerada
un sello caracteristico de células metastasicas con potencial de invasiéon a otros tejidos. El
presente trabajo de investigacion parte del interés por esclarecer preguntas respecto a la
participacién de la proteina P-Rex1 en eventos de migracion en el contexto del cancer, por

ello este trabajo se enfoca en el tema de la migracion celular.

De manera general, la migracion celular se describe como un proceso en el que la
célula se polariza formando en su parte frontal, protrusiones (lamelas y filopodios). Estas
favorecen el establecimiento de adhesiones con la matriz extracelular que sirven de traccién
para el movimiento celular (Lauffenburger & Horwitz, 1996). La figura 1 representa los

cambios de una célula que responde a sefiales de polarizacion.
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Figura 1. Cambios morfoldgicos de la célula en procesos de migracion.

Diversos agentes quimiotacticos promueven la migracion celular polarizada activando
cascadas de sefializacion en las que participan receptores de membrana y diversas proteinas
como las GTPasas de la familia de Rho (que son las principales reguladoras de las de
protrusiones), los activadores e inactivadores de GTPasas: factores intercambiadores de
nucleotidos de guanina (GEFs) y proteinas activadoras de GTPasas (GAPS) respectivamente,
asi como complejos proteicos que participan en la formacion de estructuras de actomiosina que
le sirven a la célula como maquinaria de desplazamiento. Los procesos de migracion celular
pueden ser regulados a través de fosforilaciones ejercidas por cinasas cuya actividad puede
promover o inhibir el proceso migratorio segun la cascada de sefializacion activada. Aunado a
lo anterior, el movimiento celular puede estar regulado por zonas especificas dentro de la
misma célula, dependiendo de las sefiales recibidas y la distribucion de proteinas de
sefializacion. EI proceso migratorio queda sujeto a una regulacién muy precisa, de manera
que espaciotemporalmente se activaran o apagaran sefiales provocando cambios morfol6gicos
gue acondicionan a la célula para moverse en alguna direccién o bien, frenar el proceso ante
determinado estimulo. En los procesos cancerosos la liberacion de quimioatrayentes conduce al
movimiento celular favoreciendo el avance de células cancerosas y la incorporacion de células

al estroma tumoral.

1.1. MIGRACION CELULAR POLARIZADA.

Una caracteristica importante de la migracion celular es el reacomodo del citoesqueleto
coordinado por GTPasas de la familia de Rho. Esto le confiere a la célula una morfologia
polarizada que la prepara para migrar. La polarizacion celular se da cuando la célula detecta
la presencia de quimiotrayentes. Estos activan receptores de membrana que desencadenan la

transduccion de sefiales al interior de la célula activando moléculas y re-
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localizandolas de tal manera que provocan un reordenamiento del citoesqueleto de actina. En
consecuencia, la célula cambia su forma. Por ejemplo, ante un estimulo quimiotactico, células
en reposo adquieren una forma asimétrica polarizada en donde se distingue claramente un polo
de avance (frente) y otro de retraccion (parte trasera). Las GTPasas de la familia de Rho:
Rac, Rho y Cdc42, junto con las fosfatidil-inositol 3 cinasas (PI3K) son proteinas clave
en la migracion celular (Barber & Welch,2006). Estas Gltimas se encargan del polo de avance
de la célula y las GTPasas se encargan de la remodelacion del citoesqueleto, confiriéndole
polaridad a la célula. En el proceso migratorio, al frente de la célula se activan Rac y Cdc42
que forman lamelas y filopodios respectivamente, mientras que en la parte trasera,

acondicionando a la célula para la retraccion, se activa la GTPasa Rho, generando, en conjunto,

1
£
g
1
)
%

la polaridad celular, lo que se muestra en la figura 2.

Figura 2. Polarizacion celular.

La migracion celular polarizada se puede describir como un proceso que ocurre en
cinco pasos: 1) deteccion del agente quimioatrayente, 2) formacion de protrusiones: lamelas y
filopodios, 3) adhesion de las protrusiones a la matriz extracelular (MEC), 4) contraccién
celular mediada por fibras de estrés, lo que permite el movimiento celular y 6) liberacién de la
parte trasera de la célula de la MEC y el reciclamiento celular de los materiales de adhesion y
sefializacion. En cada uno de los pasos, son muchas las proteinas que tienen un papel

importante en migracion celular para que ésta pueda ser eficiente y bien regulada, asi que la
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ausencia, la sobreexpresion o el funcionamiento anormal de alguna o varias de las proteinas
que intervienen en la via de sefalizacion pueden afectar de manera directa al movimiento
celular. El nivel de expresion de proteinas que regulan la polaridad celular asi como la
localizacion de éstas son factores que pueden variar en respuesta a sefiales oncogénicas.
Alteraciones en estos grupos de proteinas resultan asociados a procesos de migracién aberrante,
clave en enfermedades como el cancer, ya que facilita la invasion y metastasis de células

cancerosas a otros tejidos.

1.2 ANGIOGENESIS.

Al igual que la migracién celular, la angiogénesis es un proceso que se presenta tanto
de manera fisioldgica como patoldgica y se describe como la formacion de vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes. La formacion de vasos sanguineos de novo es conocida como
vasculogénesis. En este caso, se crea la primera red de vasos sanguineos a partir de precursores
de células endoteliales, a lo que le sucede el proceso de angiogénesis. Durante la etapa adulta
del ser humano, generalmente la vasculatura permanece quiescente. Sin embargo, existen
procesos de angiogénesis fisioldgica en tejidos que requieren cambios, durante la reparacion
de éstos y, en el caso de la mujer, en drganos reproductivos. A diferencia de la fisioldgica,
la angiogénesis patoldgica da lugar a vasos sanguineos disfuncionales, que son débiles e
inestables y cuya maduracion es retardada. En estos el flujo sanguineo es anormal y pueden
presentar fugas (Bergers & Benjamin, 2003). Sin embargo, esto no es un problema para el
desarrollo del cancer ya que la formacidn de nuevos vasos sanguineos es un proceso clave que
favorece el crecimiento de tumores y la metéastasis. Un aspecto fundamental en la angiogénesis
fisiologica y la tumoral corresponde al balance entre factores pro-angiogénicos (activadores) y
anti-angiogénicos (inhibidores) que dictaran si la vasculatura permanece quiescente o sufre
cambios. Tales cambios estan sujetos a control fisioldgico o, por el contrario, ocurren en
situaciones de angiogénesis patologica. En cuyo caso sucede lo que se conoce como switch

angiogeénico.
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Figura 3. Switch Angiogénico.

Las moléculas activadoras e inhibidoras de la angiogénesis determinan el estado de la
balanza, a) en equilibrio el switch se encuentra apagado (switch off). La inclinacion a
favor de moléculas activadoras enciende el switch angiogénico (switch on). Esto marca el
inicio de una serie de cascadas que rapidamente promueven proliferacion celular descontrolada
acompariada de la destruccion de matriz extracelular, cambiando propiedades celulares de
adhesion, favoreciendo la migracion y evitando la apoptosis, dando como resultado final el
establecimiento de nuevos vasos sanguineos (Munoz-Chapuli, Quesada, & Medina, 2004). El
switch angiogénico se enciende en respuesta a hipoxia. La falta de oxigeno genera la liberacion
de factores angiogénicos cuando los tumores exceden cierto tamafio (1-2 milimetros). Este
hecho favorece el progreso del tumor. Las células tumorales liberan moléculas que atraen
a células “normales” como pericitos y células endoteliales adyacentes, ademés de células del
estroma y otras provenientes de la médula dsea, generando asi los nuevos vasos sanguineos, tal

como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Proceso de crecimiento tumoral y metéastasis.

Entre los factores liberados por los tumores o células estromales del switch
angiogenico se encuentran: 1) factores de crecimiento, ejemplo: VEGF, bFGF, PDGF y EGF;
2) citocinas, ejemplo: interleucina-1, interleucina-6; 3) quimiocinas como CXCL1y CXCL12
(SDF-1) y 4) metaloproteinasas (MMPs) (Nishida, Yano, Nishida, Kamura, & Kojiro, 2006).
De aqui que los receptores para factores de crecimiento, del tipo de cinasas con especificidad
por residuos de tirosina (RTKSs) que responden a factores de crecimiento, sean de gran interés

en el estudio del cancer como también lo son los receptores que responden a quimiocinas.

La metastasis tumoral da lugar a un pronéstico desfavorable en la progresion del
cancer. Las quimiocinas tienen un papel importante en estos procesos al dirigir la metastasis a
organos especificos (Muller et al.,, 2001) . Las quimiocinas provocan movimiento celular
induciendo cambios en la estructura y dindmica del citoesqueleto, generando la polimerizacion
de actina y finalmente la formacion de pseuddpodos (Friedl & Wolf, 2003). Aunque son
varias las vias por las que las quimiocinas contribuyen a la migracion, de particular interés son

la via de sefializacion de PI3K y la de las GTPasas de la familia de Rho (Rac, Rho y Cdc42).

Los receptores que responden a quimiocinas son receptores transmembranales
acoplados a proteina G (GPCRs). Particularmente, el receptor CXCR4 se ha
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encontrado sobreexpresado en células de cancer de mama. Lo mismo que su ligando, la
quimiocina CXCL12 (SDF-1), que ha sido implicado en 23 tipos diferentes de céancer
(Balkwill, 2004). Las células que expresan receptores CXCR4 son guiadas hacia gradientes de
concentracion de SDF-1 generando una nueva colonizacién de células a distancia del sitio
primario. Por lo anterior, se requiere el estudio y comprension de las cascadas de
sefializacion en las que participan los GPCRs.

1.3 GPCRsy CANCER.

Los GPCRs o receptores acoplados a proteina G, nombrados asi por sus siglas en inglés
(G Protein-Coupled Receptors), pertenecen a una de las familias mas grandes de receptores de
membrana codificados en el genoma humano. Existen mas de 1000 receptores de este grupo, la
mayoria de ellos son receptores sensoriales (olfato y gusto). Otros muchos reconocen ligandos
como hormonas, neurontransmisores o factores paracrinos, este segundo grupo es muy diverso
y esta constituido por alrededor de 400 receptores (Wettschureck & Offermanns, 2005). Los
ligandos para alrededor de 200 GPCRs han sido identificados. Sin embargo, ain cientos de
GPCRs, que han sido llamados receptores huérfanos, permanecen sin haber sido identificados
sus ligandos que se les Ilama receptores huérfanos. Los GPCRs tienen un papel importante en
la transduccion de sefiales de multiples eventos fisiologicos, por nombrar algunos: la
embriogénesis, la remodelacion de tejidos, la inflamacion, la regulacion de la presion
sanguinea, la contraccién del masculo liso, la neurotransmision, la quimiotaxis, desarrollo
celular y la proliferacion celular. Los GPCRs son importantes para mantener la homeostasis en
los procesos en los que intervienen, sin embargo, su desregulacién conduce al desarrollo de
diversas patologias (Cotton & Claing, 2009). Por ejemplo, favorecen el crecimiento tumoral y
la metastasis. Es por ello que son blanco para el desarrollo de nuevas estrategias basadas en su
mecanismo de accion. Se pretende que su caracterizacién ayude al diagnéstico del cancer, su
prevencion y tratamiento. Diversos estudios reportan la sobreexpresion de GPCRs y
algunos de sus ligandos, como LPA, S1P y quimiocinas, en diferentes tipos de tumores. Estas
alteraciones estan involucradas en la transformacion celular, proliferacion, angiogenesis y
metastasis (Lappano & Maggiolini, 2011). Existe evidencia contundente respecto al papel de

distintos GPCRs en procesos de iniciacion y progresion del cancer. Diversos mecanismos han

18



sido asociados a estos eventos, tales como la mencionada sobreexpresion de receptores y
ligandos, en células de tumores primarios y metastasicos, tales como células escamosas de
carcinoma de cabeza y cuello (HNSCC), cancer pulmonar, de mama y prostata, asi como en

tumores gastricos, melanoma y en linfomas como se muestra en la siguiente tabla:

Ligand Receptor Cancer
Lysophosphatidic Lysophosphatidic = Colon cancer
acid acid receptors = Ovarian cancer %57
= Prostate cancer’
= HNSCC™
= Breast cancer™*
Sphingosine Sphingosine * Glioma** ™
1-phosphate 1-phosphate » Breast and prostate cancers”
receptors * Ovarian cancer™
Thrombin Protease- * Breast cancer™"
activated = Colon cancer™
receptor 1 = HNSCC*
* Prostate cancer"
Gastrin-releasing Gastrin-releasing = HNSCC*
peptide peptide receptor  * Lung and pancreatic cancers'
= Prostate cancer™
Endothelin 1 Endothelin = Ovarian cancer”’
receptors = Colon and prostate cancers™
» Breast cancer™ "
= Endometrial cancer™
* Rhabdomyosarcoma™
ProstaglandinE2  ProstaglandinE2 = HNSCC™
receptors = Breast cancer’
= Colon cancer™
* Lung cancer”
= Prostate cancer’**
Bradykinin Bradykinin » Chondrosarcoma’™
receptors = HNSCC™
= Prostate cancer’
Chemokine CXC chemokine  » Melanoma™*"
{CXC motif) receptor 4 * Pancreatic cancer”
ligand 12 (also » Prostate cancer’’
known as stromal * Breast cancer™/'**’
cell-derived = Ovarian and thyroid cancers™
factor 1) = HNSCC?
* Lung cancer™
= Neuroblastoma and kidney cancer’™
Angioctensin Il Angiotensin 1l = Castric cancer'”™
type 1 receptor = Prostate cancer’
Interteukin-8 CXC chemokine = HNSCC, lung cancer and melanoma’
receptor 2
Oestrogenand G protein- = Breast cancer™ ™
anti-oestrogen coupled = Ovarian cancer’’
cestrogen » Thyroid cancer™’
receptor = Endometrial cancer™®™*
* Prostate cancer™*
Orexins Orexin = Neuroblastoma, colon and pancreatic
receptor 1 cancers™*
Hed Smoothened = Basal cell carcinoma and medulloblastoma™
ligands = Prostate, gastrointestinal, haematological
cancers and glioma’™”
WNT ligands Frizzled = Colon cancer’ ™"
= Lung cancer**™
= Breast, gastric and thyroid cancers and
malanAamal™®

Tabla 1. GPCRs involucrados en cancer.
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Asi, la sobreexpresion y mutacion de GPCRs desencadena cascadas de sefializacion
que conducen a una transformacién oncogeénica. Esto involcura procesos de migracién celular
en la angiogénesis tumoral, de aqui la importancia del estudio de los mecanismos mediante los

cuales los GPCRs promueven el movimiento celular.

1.3.1 Estructuray activacion.

Los GPCRs son receptores de siete hélices transmembranales que se acoplan a
proteinas G heterotriméricas. EI papel principal de estas proteinas integrales de membrana es
es el acople del ligando unido al receptor en el lado extracelular con la activacion de una
proteina G intracelular. Por lo que de forma especifica transmiten una sefial extracelular al
interior de la célula. Los GPCRs, aunque parecidos entre si en estructura, tienen efectos Unicos
en la transduccion de sefiales como resultado del acople a multiples subtipos de proteinas G
(Dorsam & Gutkind, 2007), tal como se muestra en la siguiente figura:

Biogenic amines Amine acids and ions Lipids

Noradrenaline, dopamine, Glutamate, calcium, LPA, STP, prostaglandins, leukatrienes
5-HT, histamine, GABA " .
acetylcholine Peptides and proteins
/ Chemokines, angiotensin, thrombin, bombesin, endothelin, bradykinin

s Others
Light, odorants, nucl eot\des

Biclogical responses
Proliferation, cell survival,
differentiation, migration,

ECM degradation, angiogenesis,
metastasis, cancer

P = A

. Y =2 =
” Go,, Go, Gty eviirRe. ‘a / Gene expression
Gy Go, Ga, Goty, Glug e, Gog © LT
Gt e Go, Ga,; -
Effector /
Adenybyl cyclase  Adenylyl cyclase PLCR PI5-RhoGEF ﬁ .
Axin Phosphodiesterases Lbc LARG : - ! Transcription N
T{cAMP) Phospholipases Tca™) PDZ-RhoGEF ﬂ factors T
PKA LicAMP) PKC AKAP-Lbc
Rho Rho U

Figura 5. Sefializacion celular a través de GPCRs.
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Los GPCRs asociados con diferentes tipos de cancer, y que contribuyen al crecimiento
tumoral, son activados por moléculas circulantes o ligandos producidos localmente. Una
vez que el ligando se une al GPCR, el receptor sufre cambios conformacionales exponiendo
sus sitios intracelulares de union a la proteina G heterotrimérica constituida por las
subunidades a, B y v. Esto provoca que haya un intercambio de GDP unido a la subunidad
Ga, reemplazéandolo por GTP, lo que genera la disociacion de Ga-GTP del heterodimero
GPy. Ambos complejos tienen diferentes efectores que dan origen a diversas cascadas de
sefializacion, que dependen basicamente de la identidad de la proteina G que se encuentra
acoplada al receptor. Hay cuatro familias principales de proteinas G heterotriméricas: Gs,
Gin, Ggu1 Y Giznz. Cada una de ellas tiene diferentes efectores, como se observa en la
siguiente tabla (Wettschureck & Offermanns, 2005).
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Name Gene Expression Effector(s)
c-Subumits
Go, class
G, FNAS Uhiquitous AC (all types) 1
Gore, (GNASXL) Neuroendocrine AC T
Gy (FNAL Olfactory epithelium, brain AC T
Gay, class
Gag, GNAIT Widely distributed AC (types LILV,VLVILIX) | (directly regulated)
Gorgy FNALZ Ubiquitous various other effectots are regulated via GBy
Gogy GNALT Widely distributed released from activated G;, ; (see below)
Gox, FNAD Neuronal, neuroendocrine VDCC |, GIRK T (via GBvy; see below)
G, GNAZ Neuronal, platelets AC (e.g, VVI) | (directly regulated); RaplGAP
Gty GNATS Taste cells, brush cells PDE * % other effectors via GBv?
Go, GNATI Ketinal rods, taste cells PDE 6 (ysubunit rod) T
G, GNATZ2 Retinal cones PDE 6 (ysubunit cone)
Gargy, class
Go, GNAQ Ubiguitous PLC-B14 T
Gy, GNATT Almaost ubiquitous PLC-g14 1
Goryg GNALS Kidney, lung, spleen PLC-B14 1
Goeyong GNALG (Grald) Hematopoietic cells PLC-B14 ¢
Gorypg class
Geryy GNALZ Ubigquitous PDZ-RhoGEF/LARG, Bik, Gaplm, cadherin
Gy GNALS Ubiquitous pl15RhoGEF, PDZ-RhoGEF/LARG, radixin
B-Subumits
B FNB1 Widely. retinal rods ACtypel | AC types ILIV.VII 1 PLC-B
B. GNE2 Widely distributed (B3=p2=>A1) T GIRK1-4 (Kird.1-34) T receptor
Ba GNB3 Widely, retinal cones kinases (GRK 2and 3) T PI3-K B, v T T type
B GNBY Widely distributed VDCC (Ca32) | (GA.y2) N-P/Q-Rtype VDCC
Bs GNB5 Mainly brain (Ca2.1-23) |
+=Subunits
Y1s Yoo GNGTI Retinal rods, brain,
Yiar Yeone GNGTZ Retinal cones, brain
Ya, Yo GNGE Widely
¥s GNG3 Brain, blood
¥, GNGY Brain and other tissues
¥ GNGS Widely
B GNGT Widely
Ya Yo GNGE Olfactory/vomeronasal epithelium
Y1 GNGIO Widely
i GNGI1 Widely
Y12 GNGI2 Widely
Yiu GNGIZ Brain, taste buds

AC, adenylyl cyclase; PDE, phosphodiesterase; PLC, phospholipase C; GIRK. G protein-regulared inward rectifier potassium channel; VDCC,
voltage-dependent Ca™* channel; PI-3-K, phosphatidylinositol 3-kinase; GRK, G protein-regulated kinase; RhoGEF, Rho guanine nucleotide exchange
factor.

Tabla 2. Proteinas G heterotriméricas.

Como se indica en la tabla anterior, cada una de las diferentes proteinas G puede activar
diversos efectores. De manera general, se dice que Gas-GTP estimula a la adenilato ciclasa,
incrementando los niveles de AMP ciclico intracelular (AMPc). La estimulacion de Gi se
asocia con el aumento del movimiento celular ya que a través de la subunidad Ga inhibe
a la adenilato ciclasa, disminuyendo el AMPc y a través de Gy activa efectores directamente
relacionados con la adquisicion de polaridad y el establecimiento de sitios de nucleacion para la
polimerizacion de actina. Por otra parte, Gog Se une y activa a la fosfolipasa C (PLC) que se
encarga de hidrolizar al fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2), generando diacilglicerol (DAG)
e inositol trifosfato (IP3). Estos segundos mensajeros tienen un papel importante en las vias
de sefializacion dependientes de calcio. Por ultimo, la familia de proteinas G del grupo de
Gaiz/13 Se asocia a la activacion de GTPasas pequefias de la familia de Rho. Por otro lado, el
heterodimero GBy desencadena una sefializacion independiente a la proteina Ga activando
vias que involucran fosfolipasas, canales ionicos y cinasas como PI3K que sintetiza al

segundo mensajero PIP3 a partir de la fosforilacion del fosfolipido PIP2. La activacion de
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PI3K es crucial en eventos de migracién celular, ya que es el primer paso que se detecta como

el inicio de la polarizacion celular definiendo la parte frontal o delantera de la célula.

Asi, la activacion de un GPCR puede dar lugar a una gran diversidad de respuestas
dependiendo de la proteina G heterotrimérica a la que se encuentre acoplado y, en

consecuencia, de los efectores que tienen cada una de las proteinas G heterotriméricas.

1.4 GTPasas DE LA FAMILIA DE Rho.

Las GTPasas de la familia de Rho tienen un papel importante en la remodelacion del
citoesqueleto. Participan en la polimerizacion de actina y en la organizacion intracelular de
microtibulos. Ademas, median muchos otros procesos celulares, por ejemplo, participan en
cascadas de transduccion que generan cambios en la expresion genética y regulan actividades
enzimaticas, muchas de ellas involucradas con el metabolismo de lipidos. Dentro de sus
funciones bioldgicas se encuentran la de regular el ciclo celular, participan en la morfogénesis,
regulan el trafico vesicular y son mediadores clave de la polaridad y migracion celular
(Jaffe & Hall, 2005).

Las GTPasas de la familia de Rho, son proteinas citoplasmatcas pequefias consideradas
como importantes switches moleculares que oscilan entre estados encendidos y apagados.

En terminos generales, cuando la GTPasa tiene unido GDP se encuentra inactiva y
cuando incorpora GTP pasa a un estado activo (Jaffe & Hall, 2005). Este recambio de GDP
por GTP es facilitado por factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFS) que
promueven el encendido del switch, mientras que las proteinas activadoras de GTPasas (GAPS)
estimulan la hidrélisis de GTP apagando de esta manera al switch (Bos, Rehmann, &
Wittinghofer, 2007). Un grupo adicional de proteinas reguladoras lo constituyen los
inhibidores de la disociacion de nucledtidos de guanina (GDIs) que mediante la union a
la parte carboxilo terminal de la GTPasa la secuestran en el citoplasma, impidiendo su
asociacion a la membrana y por lo tanto su activacion, al alejarlas de GEFs y de sus proteinas
blanco (Dovas & Couchman, 2005). La activacion y regulacion de las GTPasas se muestra en

la siguiente figura:
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Figura 6. Regulacion del ciclo de las GTPasas.

So6lo en el estado activo, las GTPasas se unen con sus proteinas efectoras

transduciendo sefiales provenientes de diferentes receptores de membrana como los receptores

para factores de crecimiento del tipo de cinasas de tirosina, receptores de adhesion y los
GPCRs. Por el gran nimero de vias de sefializacién y procesos fisioldgicos en los que
participan, no es sorprendente que las GTPasas contribuyan en la alteracion de distintos
fenotipos celulares en diferentes enfermedades.

Las GTPasas de la familia de Rho son proteinas pequefias (~ 21 kDa) que pertenecen a
la superfamilia de Ras. En este importante grupo también se incluye, ademas de las GTPasas
Ras, a las familias de Rab, Arf y Ran. De acuerdo a datos de la secuencia completa del genoma
humano, existen cerca de 20 Rho GTPasas que de acuerdo a sus homologias han sido
ordenadas en seis grupos: 1) GTPasas Rho (RhoA, RhoB y RhoC), 2) GTPasas Rac (Racl,
Rac2, Rac3 y RhoG), 3) proteinas parecidas a Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL, Wrchl y Chp), 4)
proteinas Rnd (Rndl, Rnd2, Rnd3/RhoE), 5) proteinas RhoBTB (RhoBTB1, RhoBTB2,
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RhoBTB3) y finalmente las proteinas Miro (Mirol y Miro2) (Ellenbroek & Collard, 2007). La
mayoria de la informacion sobre esta familia de GTPasas proviene de estudios hechos
en las mas caracterizadas: Rho, Rac y Cdc42. Estas GTPasas tienen una participacion
importante en un amplio nimero de procesos celulares, desde regulacion del citoesqueleto hasta

la regulacion de la transcripcion genética.

Se sabe que proteinas de la familia de Ras se encuentran mutadas en 30 % de canceres
de diferente origen en el humano (Bos, 1989), lo que hace pensar que pueda estar ocurriendo
algo similar con GTPasas de la familia de Rho. Sin embargo, esto no se ha demostrado, lo cual
sugiere que la desregulacion de estas proteinas sea a nivel de su expresion o en la activacion
de las GTPasas en donde se ven involucrados los reguladores (GEFs, GAPs y GDIs). Se ha
reportado la sobreexpresion de GTPasas de la familia de Rho en cancer humano asi como en

lineas celulares provenientes de tumores, ver tabla Tabla 3 (Ellenbroek & Collard, 2007).

Asi, cada vez hay mas informacion respecto a la contribucion de las GTPasas en el
desarrollo y progresion del cancer, incluyendo estudios que las asocian a procesos de

proliferacion celular, sobrevivencia, invasion y metastasis.

El presente trabajo aborda en particular a la GTPasa Rac por ser la GTPasa activada de

manera especifica por el GEF P-Rex1, objeto de nuestro estudio.
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Alteration Tumour type

Rho GTPase

RhoA Overexpression Breast, colon, lung, gastric, HNSCC®,
bladder & testicular cancer

RhoB Overexpression or Breast (overexpression), lung &
downregulation HNSCC* (downregulation)
RhoC Overexpression (Inflammatory) breast & metastatic

gastnc cancer, pancreatic ductal
adenocarcinoma, bladder cancer,
NSCLC" & HNSCC*

Racl Overexpression Breast, gastic & testicular cancer
OsCC
Raclb Alternative splicing Breast & colon cancer
(19 aa insert)
Rac2 Overexpression HNSCC*
Rac3 Hyperactive or Breast cancer
overexpression
RhoG Overexpression Breast cancer
Cded2 Overexpression Breast & testicular cancer
RhoH/TTF Rearrangement and Non-Hodgkin's lymphoma & multiple
mutations (5' UTR) mycloma {rearrangement) & diffuse
large B-cell lymphoma (mutation)
Rnd3/RhoE Overexpression or NSCLC" (overexpression) prostate
downregulation cancer (downregulation)

Tabla 3. Sefalizacion aberrante de GTPasas de la familia de Rho en cancer de humano.

141 GTPasa Rac.

El papel principal de Rac consiste en regular la dindmica del citoesqueleto de actina. Es
importante su participacion en el ensamblaje de filamentos de actina necesario para la
formacion de proyecciones celulares tales como lamelipodios y rufles (Ridley, Paterson,
Johnston, Diekmann, & Hall, 1992). Por lo tanto, la actividad de Rac resulta esencial para

controlar la morfologia, polaridad, adhesion y migracion celulares.

La GTPasa Rac, como corresponde al grupo de switches moleculares a que
pertenece, oscila entre un estado encendido y uno apagado. El ciclo que regula el estado de
activacion de la GTPasa Rac depende del efecto de GEFs, GAPs y GDIs. En respuesta a
diversos estimulos extracelulares, la GTPasa Rac puede ser activada. Entre los agonistas
que activan receptores y cascadas que ejercen un fuerte efecto estimulante sobre esta GTPasas
se cuentan factores de crecimiento (por ejemplo EGF, PDGF, bFGF, HGF) y ligandos para
GPCRs (CXCL12 o SDF-1, S1P). Se sabe que Rac es activada por los receptores CXCR4, que
son GPCRs acoplados a G;j, en respuesta a SDF-1. En este caso, la activacion de Rac es
catalizada por el GEF P-Rex1. En células endoteliales, esta via de sefializacion contribuye a la
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migracion celular y a la formacion in vitro de cordones parecidos a vasos sanguineos
(Carretero-Ortega et al., 2010).

Por su importancia en eventos de polaridad y migracion celular, la GTPasa Rac
puede también contribuir al desarrollo de procesos patoldgicos que involucran migracién
celular, tales como la angiogénesis tumoral, la inflamacion y eventos de invasion y
metéstasis. Aungque no se han encontrado mutaciones funcionales de Racl, si hay reportes
de que se encuentra sobreexpresada en tejidos de cancer de mama en donde el factor de
crecimiento Heregulin 1 (HRG) provoca la sobreactivacion sostenida de Racl (Wertheimer et
al.,, 2012). Ademéas de la alteracion que Rac genera por su sobreexpresién en procesos
cancerosos, es necesario considerar también en esas alteraciones el papel que juegan sus
reguladores los GEFs, GAPs y GDlIs.

1.5 FACTORES INTERCAMBIADORES DE NUCLEOTIDOS DE GUANINA.

Los factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina (GEFs), Ilamados asi por sus
siglas en inglés: Guanine Nucleotide Exchange Factors, son proteinas que tienen una
participacion fundamental en la sefializacion celular. Como efectores que intervienen en las
respuestas celulares ante diversos estimulos, los GEFs activan a GTPasas, facilitando el
intercambio del nucleétido de guanina GDP, que las GTPasas tienen en su estado inactivo, por

GTP, activando de esta manera a la GTPasa.

Gran parte del estudio de los GEFs se ha enfocado en aquellos que regulan a GTPasas
de la familia de Rho. A este grupo de GEFs se les denomina RhoGEFs y la especificidad de su
reconocimiento varia respecto a las distintas GTPasas: Rho, Rac 0 Cdc42 y sus homélogos. Los
RhoGEFs son pues los antecesores inmediatos a la activacion de las GTPasas. Se han
identificado aproximadamente 80 RhoGEFs codificados en el genoma humano. Estos
comprenden dos familias de GEFs: homologos a Dbl (Diffuse B-cell lymphoma) o bien a
Dock (Dedicator of citokinesis). La familia de los GEFs homologos a Dbl comprende cerca de
70 proteinas que se caracterizan por tener en su estructura dominios DH (Dbl homology)
correspondientes al sitio catalitico del GEF, seguidos por dominios PH (Pleckstrin homology)
que en la mayoria de los casos son la parte minima para tener actividad catalitica como GEF.
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La familia Dock estd constituida por 11 GEFs que no cuentan con un dominio DH. Sin
embargo también tienen la habilidad de activar a GTPasas gracias a la presencia de secuencias
conservadas DHR1: phospholipid binding domain y DHR2: Dock homology region 2,
(Goicoechea, Awadia, & Garcia-Mata, 2014). Varios estudios se han enfocado en los
RhoGEFs en parte por las funciones bioldgicas que ellos desempefian en eventos como:
gastrulacion, morfogénesis neuronal (participando en los cambios morfoldgicos por los que las
células atraviesan durante estos eventos), desarrollo muscular y respuesta inmune Ejemplo de
ello es la participacion de p115RhoGEF en gastrulacion, de Vav en la formacion de linfocitos,
de Trio en la guia del crecimiento axonal y de Tiaml en la polarizacion neuronal y
formacion de neuritas. Por otro lado, se ha mostrado evidencia de la participacion de los
RhoGEFs en eventos patoldgicos alterando la proliferacion, sobrevivencia, migracion e
invasion celular entre otras, por lo que tienen una participacién importante en diferentes
tipos de cancer (Barrio-Real & Kazanietz, 2012), ejemplos de ello se muestran en la siguiente
tabla:

Alteracion
RhoGEF | Tipo de cancer presentada por el Funcion
GEF
Leucemia linfocitica L Sobrevivencia, proliferacion o
Vavl . Sobreexpresion . L
cronica migracion celular
P-Rex1 Céancer de mama Sobreexpresion Migracion dependiente de Rac
via receptores ErbB y GPCRs
. Aceleracién en la formacién del
P-Rex2a Melanoma Mutaciones puntuales
tumor
Tiaml Carcinoma de colon Sobreexpresion Invasion y metastasis
Amplificacion de
Ect2 Cancer de pulmon genesy Proliferacion celular
sobreexpresion
Leucemia mieloide Fusion con el gen L .
LARG g Activacion de la via de Rho
aguda MLL
Cancer de prostata L L .
Fdgl P y Sobreexpresion Asociacion con la matriz
mama
extracelular

Tabla 4. RhoGEFs en cancer de humano.
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Por su importante participacion en procesos fisioldgicos y patoldgicos, elucidar las
vias de sefializacion de los GEFs, ampliar el conocimiento respecto a la forma en que estos
funcionan y son regulados, permitird encontrar desarrollar estrategias para modularlos como
blancos terapéuticos. La expectariva es que el bloqueo o manipulacion especifica de estas
proteinas permita frenar el avance de enfermedades como el cancer en los casos donde los

GEFs se encuentren sobreexpresados, mutados o desregulados, de aqui el interés en su estudio.

Los RhoGEFs son proteinas multidominio con estructura muy variada y son activados
en respuesta a la presencia de agonistas que estimulan a receptores de membrana, como los
receptores para factores de crecimiento que tienen actividad de cinasa de
tirosina, los de adhesion y los acoplados a proteinas G heterotriméricas. Ademas de los
dominios DH y PH que los caracterizan, los RhoGEFs pueden contar en su estructura con
otros dominios que les confieren determinada localizacién celular, cierto tipo de regulacién y
especificidad por determinadas GTPasas o proteinas efectoras. Esto marca la participacion del
GEF en determinadas vias de sefializacion celular. La figura 7 muestra GEFs de la familia de
Dbl en donde se observan los dominios que los integran, asi como la especificidad que tienen

por las diferentes GTPasas.

Los RhoGEFs tienen componentes estructurales comunes, como los dominios DH-PH
en tdndem, aunque no todos los presentan, como es el caso del grupo Dock y otros que no
tiene el dominio PH como los GEFs Tubal, 2 y 3. A pesar de tener dominios en comun, el
resto de la estructura de los GEFs (RhoGEFs homdlogos a Dbl) estd compuesta por diferentes
dominios que marcan la diferencia y especificidad de cada GEF. Lo anterior explica las
diversas formas de activacion y regulacion de los GEFs (Cook, Rossman, & Der, 2014).
Ademas de su funcion como factores intercambiadores de nucledtidos de guanina, por sus
diferentes componentes estructurales, los GEFs también tienen un papel importante en la
localizacion subcelular de sus proteinas efectoras, asi como en la activacién espacialmente

diferenciada de pools de GTPasas de la familia de Rho.
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Figura 7. RhoGEFs de la familia Dbl.

Los GEFs, como su nombre hace referencia, catalizan el intercambio de nucleétidos de
guanina GDP por GTP en la GTPasa activandola de esta manera. EI mecanismo sugerido de
dicho intercambio es que se rompe el equilibrio que hay en la interaccion de la GTPasa con
GDP debido a cambios conformacionales generados por la interaccion del GEF con la GTPasa.
Esto provoca que la afinidad de la GTPasa por GDP disminuya, permitiendo la liberacién de
GDP e incorporacién de GTP, cuya concentracion intracelular es muy alta en comparacién con

la de GDP (Vetter & Wittinghofer, 2001).

Respecto a la regulacion de los GEFs, se conocen algunas maneras en las que se
modula su funcion: regulacion inhibitoria por interacciones intramoleculares, regulacion por

interaccidn proteina-proteina y regulacion por localizacién (Schmidt & Hall, 2002):

a. Regulacion inhibitoria por interacciones intramoleculares: Esta
regulacion es mediante la propia secuencia del GEF. Es decir, hay regiones del
mismo GEF que de alguna manera bloguean su sitio cataliitico y por tanto su
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actividad es inhibida. Para ser activados, estos requieren de algun tipo de
interaccion con otras moléculas que generen cambios conformacionales que
propicien la disponibilidad el sitio cataliitico del GEF. Tal es el caso del Vavl que

requiere ser fosforilado para interaccionar con la GTPasa Rac.

—
B N kinase

Figura 8. Regulacion por interacciones intramoleculares.

Regulacion por interaccion proteina-proteina: Esta forma de regulacion requiere
de la interaccion del GEF con otra proteina y difiere de la anterior regulacién en
que la interaccion no participa en la liberaciébn de secuencias inhibitorias
intramoleculares. En cambio, provoca la activacion o inhibicién del GEF. La

oligomerizacion de los GEFs esta considerada dentro de este tipo de regulacion.

Figura 9. Regulacion por interaccién proteina-proteina.

Regulacion por localizacion: Una clave importante de la activacion de GEFs esta
dada por su localizacién celular, considerando que sus proteinas efectoras pueden
encontrarse en sitios subcelulares diferentes, por ejemplo en la membrana
plasmatica, el nucleo, la mitocondria y el citoesqueleto. Asi pues, los componentes
estructurales del GEF pueden conferirle especificidad por determinadas proteinas,
asi como una distribucion intracelular en particular que permitiria la modulacion
fina de vias de sefializacion en sitios celulares especificos. Un ejemplo
especifico de esta regulacion es cuando los dominios PH del GEF Tiaml
reconocen fosfoinositidos de membrana como PIP3, producto de la activacion de la
via PI3K, generando la relocalizacion a membrana celular y poniendo de esta

manera al GEF disponible cerca de sus proteinas efectoras.
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Figura 10. Regulacion por localizacién subcelular.

Por otra parte, es importante conocer la regulacion de los GEFs que lleva a su
inactivacion. Poco se ha estudiado al respecto, sin embargo se plantea que su inactivacion
puede venir de la accion reversa a su activacion. Por ejemplo, si el GEF fue activado por
alguna interaccion o fosforilacion, el hecho de que dicha asociacion se pierda, posiblemente
por efecto de la asociacion con una nueva proteina o por accion de fosfatasas, puede conducir
a su inactivacion. Ademas siempre existe la posibilidad de regular al GEF controlando sus
inveles de expresién mediante procesos de ubiquitinacion y degradacion.

Por su caracter multidominio y por ser integradores de sefiales, los RhoGEFs son
particularmente interesantes ya que activan a GTPasas de la familia de Rho y contribuyen
de manera indirecta, en procesos como la remodelacién del citoesqueleto, en la expresion de
genes, la progresion del ciclo celular, el trafico de membrana y apoptosis (Goicoechea et
al.,, 2014; van Buul, Geerts, & Huveneers, 2014). Ademas, los GEFs tienen un papel
importante como proteinas scaffolds promoviendo la activacion de cascadas de sefializacion.
Todas estas caracteristicas de los GEFS les confieren la posibilidad de regular de manera muy

fina y espaciotemporal los procesos en los que se ven involucrados.

Por la participacién de RhoGEFs en diversos procesos patologicos y por la oportunidad
que ellos ofrecen como blancos terapéuticos, el presente trabajo estuvo enfocado al estudio de
un RhoGEF, P-Rexl1.

1.5.1 P-REX1 (Phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate dependent Rac Exchanger

1).

P-Rex1, nombrado asi por sus siglas en inglés, es un factor intercambiador de
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nucledtidos de guanina para la GTPasa Rac que fue aislado en el afio 2002 a partir de
fracciones citosolicas de neutrdfilos. Este GEF esta conformado por una secuencia de
1659 aminoacidos y tiene un peso de 185 kDa (Welch et al., 2002). El estudio de este GEF
resulta muy atractivo por ser una proteina integradora de sefiales que activa de manera
especifica a la GTPasa Rac. Esto presupone su participacion en diversos procesos celulares, de
especial interés, aquellos que se presentan en eventos patolégicos como los son los

relacionados con el cancer en donde P-Rex1 representa un potencial blanco terapéutico.

Estructuralmente, P-Rex1 es un GEF conformado por diferentes dominios:

P-Rex1

*DHHPH HDEP,HDEP,HPDZIHPDZZ)—

InsPx 4 fosfatasa

Figura 11. Estructura de P-Rex1.

Cuenta con dominios en tandem DH-PH, en donde DH (Dbl homology) es el dominio
catalitico del GEF que se encarga de activar a la GTPasa promoviendo el intercambio del GDP
unido a ella por GTP, llevandola a un estado activo. ElI dominio PH (Pleckstrin homology)
tiene un papel importante en la activacion del GEF a través de PtdIns(3,4,5,)P3. Le siguen dos
dominios DEP-DEP (Disheveled, EGL-10 and Pleckstrin homology) que, se sabe de manera
general, pueden facilitar las interacciones con las proteinas blanco. En la region amino terminal
se encuentran ademas dos dominios PDZ (Post-synaptic Disc-large Zonula occludens 1
homology) que son conocidos por sus amplias funciones como adaptadores que facilitan la
interaccion con otras proteinas (Hill et al., 2005). La region carboxilo terminal de P-Rex1
tiene alta similitud a la 4-fosfatasa Inositol polifosfato (InsPx 4-fosfatasa). Sin embargo, los
estudios hechos para evaluar su funcion como fosfatasa han resultado negativos (Welch et al.,
2002).

P-Rex1 pertenece a la familia de Rac GEFs conformada por otros dos miembros, P-
Rex2a (183 kDa) y P-Rex2b (136 kDa), este ultimo con secuencia mas corta que la de los
otros debido a que la parte carboxilo terminal no cuenta con la region parecida a InsPx 4-
fosfatasa.
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Figura 12. Familia de P-Rex1 RacGEFs.

P-Rex2b

Tanto P-Rex1 como P-Rex2 pueden ser activados de manera dual por el heterodimero
beta gama (GPy), asi como por el segundo mensajero fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfato

(PtdIns(3,4,5,) P3) y esta interaccion es sinergizada cuando estan presentes ambos estimulos

(Welch et al., 2002). La existencia de P-Rex1 y P-Rex2 con funciones similares es explicada
por su expresion diferencial, P-Rex1 se expresa principalmente en neutrofilos, cerebro, vaso y
nodulos linfaticos; recientemente se encontrd que P-Rex1 se expresa de manera abundante en
células endoteliales mientras que P-Rex2a se expresa en mausculo esquelético, neuronas
Purkinje y pulmén, por otro lado, P-Rex2b se expresa en corazén y células endoteliales
(Donald et al., 2008; Welch et al., 2002; Yoshizawa et al., 2005; Hernandez-Garcia et al,.
2015).

1.5.2 Funciones Bioldgicas de P-Rex1.

P-Rex1 destaca por su importancia en procesos de migracion celular. El analisis de
cerebros de raton a lo largo de diferentes etapas de desarrollo mostré una expresion
dindmica de P-Rex1 participando en migracion neuronal en el desarrollo del sistema nervioso
(Yoshizawa et al., 2005). En células PC12 estimuladas con el factor de crecimiento nervioso
(NGF), P-Rex1 incrementa la activacion de Rac, la formacion de rufles y la migracion celular.
Se ha sugerido ademas la participacion de la familia de P- Rex1 en procesos de desarrollo
cerebral. Esto de acuerdo a estudios en ratones knockout tanto para P-Rex1 como para P-Rex2,
en los que se presentan diferencias en la morfologia de dendritas (reduccién de tamafio), asi

como defectos en la coordinacion motora (Donald et al., 2008).

Estudios en células PC12 estimuladas con NGF muestran a P-Rex1 como un regulador
negativo en la diferenciacion de neuritas. Esto a través de la GTPasa Rac3 que, a diferencia de
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Racl, regula negativamente la extension de las neuritas (Waters et al., 2008).

1.5.3 Aspectos patoldgicos relacionados con la funcion de P-Rex1.

Conocer los eventos en los que P-Rex1 participa de manera fisiologica, hace plantear
que este GEF pudiera estar involucrado en situaciones en las que se encuentrara desregulado,
inhibido o sobreexpresado y, en efecto, asi se ha demostrado. Se ha descrito que la expresion
de P-Rexl en tumores humanos correlaciona con un mal pronostico de sobrevivencia
(Seoane, Montero, Ocafia, & Pandiella, 2010). Ademaés, se ha demostrado que P-Rexl
promueve metastasis en cancer de prostata (Qin et al., 2009). Asi mismo, se sabe que es un
mediador esencial en cancer de mama y se sugiere que promueve el crecimiento celular, la
migracion y tumorigénesis (Sosa et al., 2010). De igual manera se ha reportado la
participacion de P-Rexl en melanoma humano, en donde se sobreexpresa y se ve

involucrado en migracién celular y progresion de cancer a metastasis (Lindsay et al., 2011).

1.5.4 Regulacion de P-Rex1.

PRerl

+ DH y M H DEP, H DEP, H I, H DI, —

InsPx 4fosfatasa

Figura 13. P-Rex1.

P-Rex1 al ser una proteina integrada por dominios DH, PH, DEP y PDZ, se convierte
en un GEF muy atractivo para su estudio desde el punto de vista dinamico. Es de esperarse que
tenga una gran diversidad de efectores a los que posiblemente regule y por los que sea
regulado, sin embargo no es mucho lo que se sabe al respecto.

Como se menciond anteriormente, P-Rex1 se activa de manera sinérgica a través del
heterodimero Gbeta gama (GpBy) y también por el segundo mensajero fosfatidil inositol (3,4,5)
trifosfato (PtdIns(3,4,5,) P3). Esto lo hace un GEF con coincidencia en la integracion de
sefiales provenientes de GPCRs (acoplados a Gi) y de receptores para tirosin-cinasa (RTKS).
Esta reportado que P-Rex1 lleva a la activacion de Rac a través de ellos promoviendo

metastasis en cancer de prostata (Qin et al., 2009). Se ha demostrado que P-Rex1 se activa en
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la cascada de los receptores CXCR4, acoplados a Gi. En respuesta al factor 1 derivado de
células estromales (SDF-1/CXCL12), CXCR4 promueve la activacion de P-Rex1 y lleva a la
GTPasa Rac a un estado unido a GTP, facilitando la migracion celular. En células endoteliales,
esto lleva a la formacion de estructuras tipo capilar, lo que refuerza a P-Rex1 como un GEF

que puede llevar a respuestas angiogénicas.

Se sabe acerca de los dominios PH que son reconocidos por PIP3, lo que sugiere la
localizacion de P-Rex1 en la membrana celular facilitando la interaccién con proteinas
efectoras que se encuentren cercanas a la membrana celular. Este hecho ha quedado
demostrado en neutrofilos estimulados con un agente quimiotactico en donde P-Rexl es
reclutado a membrana celular colocalizandose con su efector Rac2 (Zhao et al., 2007). En el
2007 se reportd que los dominios DEP1 y DEP2 de P-Rex1 interaccionan con el blanco a
rapamicina mTOR (mammalian Target of Rapamycin), una cinasa serina-treonina que regula
el crecimiento celular, proliferacion y migracién celular. La asociacion de los dominios DEP
de P-Rex1 con mTOR llevan a la activacion de Rac en respuesta a aminoacidos (Hernandez-
Negrete et al., 2007). Respecto a los dominios PDZ, se sabe de manera general que se pueden
asociar con el carboxilo terminal de otras proteinas, entre ellas receptores acoplados a
proteinas G y canales, ademéas de interaccionar con otros dominios PDZ (Jelen, Oleksy,
Smietana, & Otlewski, 2003). En el caso particular de los dominios PDZ de P-Rexl1 se
encontré que interaccionan con el carboxilo del receptor para esfingosina 1 fosfato (S1P1),
asociacion que facilita la migracion en células transfectadas con ambas proteinas (Ledezma-

Sanchez, Garcia-Regalado, Guzmén-Hernandez, & VVazquez-Prado, 2010).

Los diferentes dominios que conforman a P-Rex1 contribuyen a modular su actividad.
P-Rex1 se auto regula via interacciones intramoleculares mediante la asociacion de los
dominios DEP2 y PDZ1 con la region carboxilo terminal del GEF. Se ha propuesto que esta
conformacién es importante para que P-Rex1 pueda ser activado por Gbeta gama (Daisuke
Urane- Hiroshi Itho, 2008). Este mismo grupo reporté que la actividad Rac GEF de P-Rex1
dependiente de Gbeta gama es inhibida por la proteina cinasa A (PKA) mediante
fosforilaciones en el GEF, regulacién negativa que ya habia sido descrita con anterioridad en
experimentos in vitro en donde las fosforilaciones por PKA sobre P-Rex1 disminuyeron la
activacion de Rac. Por otra parte, recientemente se describié que el efecto inhibitorio de PKA

sobre P-Rex1 esta dado por una serie de pasos que implican la asociacion de P-Rex1 a través de
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sus dominios PDZ con dicha cinasa, facilitando asi, su regulacion a través de fosforilaciones que
propician interacciones intramoleculares que afectan el sitio DH-PH de P-Rexl y en

consecuencia, su actividad catalitica (Chavez-Vargas et al., 2016).

La regulacion de P-Rex1 por PKA no ha sido estudiada a fondo, ain no se han
elucidado los mecanismos para esta regulacion. Al momento tan solo se sabe que un aumento
en los niveles de AMPc activan a PKA y que ésta fosforila en sitios aun no definidos, a
P-Rex1. Lo anterior lleva inmediatamente a preguntarse sobre las circunstancias bajo las cuales
PKA regula a P-Rexl1.

1.6 PROTEINA CINASA A (PKA).

La proteina cinasa dependiente de AMP ciclico, proteina cinasa A o PKA (cyclic AMP-
dependent Protein Kinase) fue la segunda cinasa en ser descubierta (Walsh, Perkins, &
Krebs, 1968) y la primera en ser secuenciada y cristalizada. Esto ha facilitado la comprension
sobre el funcionamiento y organizacion general de las cinasas. PKA es una proteina
ubicua que participa en muchas cascadas de sefializacion interaccionando con innumerables
efectores. Por lo tanto, esta cinasa regula una gran variedad de procesos bioldgicos, lo que
explica el interés elevado en ella. Aunque los estudios sobre PKA han sido extensos, falta

mucho trabajo por hacer debido a su complejidad, ya que se trata de un tetramero.

Pese al avance en cuanto el estudio de la PKA, se requiere aun profundizar de manera
detallada en cuanto a las funciones que desarrolla, su regulacion, sus proteinas efectoras, asi
como los eventos particulares en los que participa como son la modulacién de otras cinasas, la
regulacion de la concentracion de calcio intracelular, la regulacion del metabolismo, la
transcripcion, la diferenciacion y la proliferacion celular, entre otros. Algunos de los procesos
biologicos en los que PKA esté involucrada son la regulacion de las funciones cardiovascular,
reproductiva, de procesos de exocitosis y endocitosis y de funciones del sistema inmune, por
mencionar algunos. Asi, la PKA pertenece a la gran familia de proteinas cinasas que regulan
una plétora de procesos bioldgicos. Por lo mismo, esta relacionada con muchas enfermedades,
lo que hace muy interesante su estudio. Se ha abordado a la PKA desde diferentes puntos: su
estructura, regulacion por sus proteinas efectoras y procesos en los que participa, entre otros.

La estructura de la PKA se ha estudiado mediante cristalizacion (inicialmente con el sitio
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catalitico), lo que ha brindado amplio conocimiento en cuanto a los cambios conformacionales
que la cinasa sufre al ser activada. Esto ha revelado que practicamente la molécula completa

participa en la activacion y asociacion con proteinas blanco.

Para entender por completo la sefializacion de la PKA es necesario considerar varias
proteinas que se relacionan con ella, tales como los AKAPSs que sirven como proteinas scaffold
para la cinasa. Ademas, es importante profundizar en el entendimiento de las propias

proteinas o subunidades que la constituyen: las cataliticas y las reguladoras.

1.6.1 Estructuray regulacién de la PKA.

La PKA es una holoenzima que consiste de dos subunidades reguladoras y dos
cataliticas, como se muestra en la figura 14. Existen cuatro isoformas de la subunidad
reguladora, conocidas como Rla, RIp Rlla y RIIf y tres para la catalitica Ca, CB y Cy cuya
expresion depende del tipo de tejido (Taylor, llouz, Zhang, & Kornev, 2012).

Ria

RIp

Rila >

RIIp .
Cp
Cy

Figura 14. Holoenzima PKA.

La cinasa PKA es una enzima capaz de interaccionar con un gran namero de proteinas.
Si bien se dice que es muy promiscua, en realidad tiene especificidad por sus sustratos. Esta
especificidad puede estar mediada por la expresiéon celular de las diferentes subunidades
reguladoras y cataliticas de la PKA en tejidos. Ademds, los mecanismos que controlan su
localizacion subcelular, dada por proteinas de anclaje de la cinasa A, llamadas AKAPs tienen

un efecto definitivo en el acceso a sustratos que eventualmente son fosforilados.

La PKA se activa en respuesta a un aumento de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc). Esto depende de la estimulacion de receptores acoplados a proteina G que
desencadenan un aumento de los niveles intracelulares de AMPc. Cuando el GPCR esté
acoplado a Gs, la proteina transmembranal adenilato ciclasa (AC) es activada, generado
AMPc. En tanto que los GPCRs acoplados a Gi inhiben a la AC, lo que lleva a una
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disminucion en los niveles de AMPc vy, por tanto, la via de la PKA se regula de manera
negativa. La activacion de la PKA ocurre cuando los niveles intracelulares de AMPc

aumentan como se muestra en la figura 15:

0

e & Yoo P
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Figura 15. Activacion de PKA.

La activacion de PKA se da una vez que aumentan los niveles intracelulares de AMPc
que al unirse a las subunidades reguladoras de esta cinasa liberan la autoinhibicion del
tetramero, quedando las subunidades cataliticas libres para interaccionar con sus proteinas
efectoras. De esta forma, la PKA regula diversas vias de sefializaciéon mediante fosforilaciones.
Por otro lado, la sefializacion de PKA es regulada negativamente por accion de
fosfodiesterasas que degradan el AMPc (Taskén & Aandahl, 2004).

Las subunidades reguladoras de la PKA son las encargadas de unir al AMPc a través de
sus dos dominios de unién que reconocen a este nucleétido ciclico. Tales dominios estan
presentes en la region carboxilo terminal. EI mecanismo consiste en que dos moléculas de
AMPc, unidas a la subunidad reguladora, dan lugar a un cambio conformacional drastico que
provoca el desacople con las subunidades cataliticas. Como resultado, se libera la inhibicion

del tetrdmero y quedan libres las subunidades cataliticas para interaccionar con sus proteinas
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efectoras, a las que podra regular mediante fosforilaciones (Kim, Cheng, Saldanha, & Taylor,
2007). Por otro lado, la sefializacion de la PKA es regulada negativamente por accion de
fosfodiesterasas que degradan al AMPc (Taskén & Aandahl, 2004).

Existen dos isoformas de la proteina cinasa A: PKA | que es predominantemente
citoplasmatica, con alta afinidad por AMPc y, PKA Il que se vincula con estructuras celulares
y organelos (Michel & Scott, 2002). Esta clasificacion ha sido establecida en base a la
subunidad reguladora asociada a la catalitica. Se trata de PKA | cuando las subunidadades
reguladoras que la constituyen son del tipo Rl y, PKA 1l cuando las subunidades reguladoras
son de la isoforma RIl. De manera general se describe a las subunidades reguladoras
como proteinas conservadas que incluyen un dominio de acoplamiento y dimerizacion
(D/D). Este se ubica en la parte amino terminal, seguido por una region linker y dos dominios
CNB (cyclic nucleotide- binding domains) en tandem, ubicados en el carboxilo terminal y que
corresponden a los dominios en donde se asocia el AMPc. La estructura se muestra en la

siguiente figura (Taylor et al., 2012):

D/D |CNBA |CNBB
([l =" | 0]

Figura 16. Subunidad reguladora de PKA.

Dada la complejidad en la estructura de la PKA, considerando que puede estar
conformada por una gran combinacion de isoformas respecto a las subunidades que la
integran, ademas de los aspectos que determinan la localizacién subcelular de ellas y a la
expresion diferencial en tejidos tanto de las subunidades reguladoras como cataliticas, ademas
de los multiples efectores de PKA, es por demas evidente el gran numero de vias de

sefializacion que esta cinasa puede regular.

Un nivel de complejidad mayor es propiciado por la accion de los AKAPs, que son
proteinas de anclaje de la cinasa A que juegan un papel muy importante en la sefializacion de
esta enzima, ya que la ubican en sitios subcelulares especificos, compartamentalizando la
sefializacion en la que ésta interviene (Dell’Acqua & Scott, 1997). Los AKAPS son un grupo
de proteinas estructuralmente diferentes pero con la habilidad comun de asociarse a las
subunidades reguladoras de la PKA (union que se reporta sucede en la parte amino-terminal)

(Newlon et al., 1999). El anclaje de los AKAPs con la PKA da pauta a una regulacion fina
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dependiente de gradientes de AMPc y que finalmente genera que la activacion de PKA sea
eficiente y precisa respecto a su proteina efectora. Por ello, los AKAPs son un punto de
anclaje que ayuda integrar varias vias de sefializacion. Se ha reportado que los AKAPS se
anclan principalmente con las subunidades RIl y hay pocos ejemplos de AKAPs que se
asocien a la PKA mediante las subunidades RI (Huang, Durick, Weiner, Chun, & Taylor,
1997). También existen AKAPs con la capacidad de unirse de manera dual a Rl y RIl (Huang
etal., 1997).

Por todo lo anteriormente mencionado, es de esperarse que la PKA esté involucrada en
diversas patologias, entre ellas el cancer. Se ha reportado la correlacion entre la expresion
diferencial de PKA | y PKA Il en procesos de diferenciacion celular y transformaciéon
neoplésica. En el caso de PKA 1, especificamente en relacion con la subunidad reguladora Rla,
ésta se ha encontrado sobreexpresada en lineas celulares provenientes de cancer de humano y
en tumores primarios desencadenados por factores de crecimiento como TGFo. Ademas, la
sobreexpresion de Rloa esta asociada con un mal pronostico en pacientes con cancer
(Tortora & Ciardiello, 2002). Estos son sélo unos ejemplos de patologias en las que la PKA
estd involucrada. Resulta evidente que, dada su importancia, la lista de ellos es mucho més
larga y dista de conocerse por completo. Por eso, en este trabajo se abordd a la PKA

Unicamente en procesos de migracién celular.

1.6.2 PKA en migracion celular.

La via de sefializacion de la PKA ha sido implicada en la regulacion de la migracion
celular endotelial en sentido positivo y también negativo (Bakre et al., 2002). Es decir, algunos
datos indican que la PKA promueve el movimiento celular, mientras que en otros casos su

participacién ayuda a frenar o inhibir procesos migratorios.

Entre los mecanismos que explican la regulacion dual que ejerce la PKA en
procesos de migracion celular esta la asociacién con proteinas clave para el movimiento
celular. Aunado a esto, se encuentran los AKAPs que tienen un papel muy importante en la
ubicacion celular de la PKA, localizandola junto a sus proteinas efectoras y, por tanto,
generando una respuesta restringida de manera espaciotemporal. Ademas, hay que

considerar que las respuestas a la activacion de la PKA también dependen del tipo celular en el
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que se lleva a cabo determinado proceso.

En fibroblastos, el aumento en los niveles de AMPc inhibe la activacion de Rac y
la formacion de lamelipodia (Qin et al., 2009). Por otro lado, en la parte frontal de células en
migracion se ha visto que la PKA, tanto sus subunidades reguladoras como su actividad, se
ve enriquecida promoviendo asi la migracion celular (Howe, Baldor, & Hogan, 2005). Entre
las proteinas que regulan la dinamica del citoesqueleto, y a las
que se asocia la PKA, se incluyen RhoGEFs como Lbc que funciona
como un AKAP. En este caso, la activacion de la GTPasa Rho es inhibida via la interaccion

Lbc-PKA vy la intervencion de proteinas 14-3-3 (Diviani, Baisamy, & Appert- Collin, 2006).
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2. JUSTIFICACION

La angiogénesis tumoral es un proceso que acelera el desarrollo del cancer. La
caracterizacion de este proceso ha dado lugar al disefio de terapias antineoplasicas, como las
basadas en el uso de anticuerpos contra el factor de crecimiento de endotelio vascular, Gtiles en
algunas situaciones. Sin embargo, la complejidad de eventos moleculares involucrados en este
proceso patologico ofrece un amplio potencial para desarrollar multiples estrategias
particulares de tratamiento basadas en el conocimiento basico de estos procesos. La migracion
celular es uno de tales procesos. Esta depende de GEFs que activan a GTPasas de la
familia de Rho. Puesto que el movimiento celular que involucra desplazamiento y cambios en
la forma celular para dar lugar a la formacion de un nuevo capilar en los vasos sanguineos
tumorales requiere de RhoGEFs, hemos considerado que particularmente P-Rex1,
una proteina multidominio que activa a Rac y que participa en procesos de angiogénesis en
respuesta a estimulos mediados por receptores acoplados a proteinas G con propiedades
angiogenicas, debe ser caracterizado como un posible blanco terapéutico aplicable en el
tratamiento del cancer. Ademas, teniendo como antecedente el hallazgo de la asociacion de
este GEF con la subunidad reguladora Rla de la PKA, cinasa que regula una miriada de
eventos, entre ellos la migracion celular, saltaba a la vista la gran posibilidad de
repercusiones funcionales dependientes de las interacciones entre ambas proteinas. Entre
éstas, consideramos particularmente la posibilidad de que P-Rex1 y PKA estuvieran ejerciendo
una regulacion reciproca en eventos migratorios, sugiriendo la existencia de un mecanismo
fino de regulacién. El entendimiento de lo que implica la participacion, en una misma
via, de tan importantes proteinas en la regulacién de procesos de migracion celular
polarizada, abre la posibilidad de generar estrategias que permitan frenar o inhibir los eventos
en los que ellos son clave para la migracion celular y angiogenesis. Asi, el presente trabajo
busca en primer lugar encontrar y comprobar en un modelo celular la asociacion entre P-
Rex1 con la PKA y en segundo lugar entender y explicar los mecanismos que se llevan a
cabo cuando hay sefiales angiogénicas que le dan indicaciones a una célula de moverse,
orquestandose una serie de eventos que finalmente daran origen a nuevos vasos sanguineos que
seran fundamentales para proveer a los tumores de nutrientes y favoreciendo la proliferacién

celular, la metéstasis y el cancer.
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3. HIPOTESIS

La proteina cinasa A regula al GEF P-Rex1 mediante interacciones directas afectando
las funciones endoteliales de este GEF relacionadas al proceso de angiogénesis.

Figura 17. Esquematizacion de hipotesis.
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la interaccion entre el GEF P-Rex1 y la proteina cinasa A, estudiar la

relevancia de esta interaccion en eventos relacionados con la migracion celular polarizada.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

I.  Caracterizar la interaccion entre el GEF P-Rex1 y la proteina cinasa A, particularmente
la subunidad reguladora PRKAR1A, en células de mamifero.

Il.  Evaluar el efecto del factor derivado de células estromales (SDF-1) en la asociacion de
P-Rex1 y la subunidad reguladora PRKAR1a.

I11.  Estudiar la regulacién de P-Rex1 por PKA vy sus efectos en procesos de migracion
celular polarizada.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para investigar la importancia de la asociacion entre el GEF P-Rex1 y la proteina
cinasa A en procesos de migracion celular polarizada relacionados con angiogénesis, el
presente trabajo se abordd en dos partes: 1) se caracterizé la interaccion P-Rex1/PKA partiendo
de la asociacién inicialmente encontrada en el ensayo del doble hibrido en levaduras (Y2H)
entre los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl con una region del carboxilo de la subunidad
reguladora tipo 1 alfa de la PKA, especificamente con el segundo dominio de unién a AMP
ciclico de PRKAR1a. A lo que le siguid la evaluacion de otras interacciones entre las
correspondientes proteinas completas, considerando también la interaccion de P-Rex1 con la
subunidad catalitica alfa de PKA y 2) se evalué la dinamica de la interaccion entre P-
Rex1/PKA bajo el estimulo del factor derivado de células estromales SDF-1 que activa a P-
Rex1, asi como el efecto de forskolina, activador de la adenilato ciclasa que genera la

formacion de AMP ciclico, importante para la activacion de la PKA.

I.  Caracterizacion de la interaccion de P-Rexl1 con la proteina cinasa A, con especial
énfasis en la subunidad reguladora PRKAR1a: la asociacion encontrada en levaduras
en el ensayo del doble hibrido entre los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1l con el
fragmento de PRKARla denominado Z6, se reprodujo en células HEK293T Se
hicieron mapeos para investigar los sitios de interaccion en P-Rex1 con Z6 asi como
con la proteina completa de la subunidad reguladora PRKAR1a y también se evalud la
interaccion de P-Rex1 con la subunidad catalitica alfa de la PKA, PRKACA. En esta
etapa se utilizaron técnicas como pull down e inmunoprecipitacién por afinidad. Asi
mismo, se hicieron pruebas de microscopia de fluorescencia para visualizar la
localizacion de P-Rex1 y la subunidad reguladora PRKAR1a. Para ello se utilizaron
plasmidos con cDNAs que codifican para las proteinas de interés unidos a fluoroforos
como EGFP y mCherry. Esto permitio evaluar la dindmica de ambas proteinas dentro
de la célula y correlacionar con un evento funcional la asociacién de P-Rex1 con
PRKARI1a, que se veria reforzada en células COS-7 estimuladas con SDF-1, resultados
apoyados por cursos temporales hechos en celulas HEK293T transfectadas con ambas
proteinas y estimuladas con SDF-1.
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Il.  Importancia de la interaccién de P-Rex1l con PRKARla en procesos de migracion
celular polarizada: Para evaluar la participacion de PRKAR1a en migracion celular y
sus efectos sobre P-Rex1 en eventos de migracion celular se incluyeron experimentos
de cierre de herida y migracién celular polarizada en camara de Boyden. Se hizo uso
del knock down de la subunidad reguladora de PKA (shRNA-PRKAR1a) o bien
sobreexpresando a la subunidad reguladora PRKAR1a unida a mCherry y/o P-Rex1

marcado con EGFP.

Se prepararon varias herramientas moleculares durante el desarrollo del presente
proyecto. Entre ellas se encuentran plasmidos con diferentes secuencias de DNA que fueron
utilizados para algunos de los experimentos de este trabajo. La preparacion involucré el empleo
de diferentes protocolos como transformacion de bacterias, digestiones enzimaticas, PCR
(Polymerase Chain Reaction), ligaciones, purificaciones y clonaciones entre otras, que a

continuacion se describen detalladamente.

6.1 TRANSFORMACION DE BACTERIAS.

Este protocolo se utiliza para introducir un determinado de DNA plasmidico en las

bacterias y posteriormente obtener ese plasmido y amplificarlo.
- Descongelar en hielo las bacterias competentes a transformar.

- Adicionar 1pl del plasmido a introducir en las bacterias competentes e incubar en

hielo durante 20-30 minutos.

- Provocar un choque térmico colocando las bacterias con el cDNA a 42°C durante 1

minuto e inmediatamente después incubar en hielo por 2 minutos.

- Agregar a las bacterias 500ul de medio LB (o 300ul de medio SOC en el caso de

transformacion de bacterias con cDNA producto de ligacion).

- Incubar a 37°C en agitacion (180-200 rpm) durante 1 hora.
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- Centrifugar a 2,000rpm/1 minuto

- Eliminar sobrenadante y resuspender las bacterias con 100ul de medio LB o Super
Broth adicionado con el antibidtico correspondiente (ampicilina, kanamicina, etc.

segun la resistencia del vector que se trate).

- Plaguear toda la suspension celular para el caso de un plasmido producto de ligacion o
solo 5-10ul sobre placas con agar conteniendo el antibidtico de resistencia

correspondiente.

- Incubar a 37°C por 12-16 horas y después continuar con la amplificacion de las

bacterias.

- Amplificacion de las bacterias transformadas: picar una de las colonias desarrolladas
en las placas de agar e inocular 1 ml de medio LB o Super Broth conteniendo el

antibidtico de resistencia correspondiente. Incubar a 37°C a 180-200rpm por 16 horas.

- Aislar el DNA plasmidico.

6.2 AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO.

Partir de las bacterias transformadas y amplificadas.

A continuacion se describen dos protocolos de aislamiento de DNA plasmidico

utilizados vy realizados a temperatura ambiente.

6.2.1 Protocolo A: GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma).

- Centrifugar las bacterias 13,000rpm/1 minuto. Eliminar el sobrenadante.

- Resuspender las bacterias en 200ul de Solucion de Resuspension previamente

suplementada con Solucion de RNase A.

- Adicionar 200ul de la Solucién de lisis y mezclar gentilmente. Mantener a temperatura

ambiente por 5 minutos.
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- Adicionar 350pl de la Solucién de Neutralizacion. Mezclar por inversion.
- Centrifugar a 13,000rpm/10 minutos y obtener el sobrenadante (lisados celulares).

- Para preparar la Columna de Silica: hacer pasar a través de la columna 500ul de
Solucion de Preparacion de Columna centrifugandola por 1 minuto a 13,000rpm,
eliminar la solucion. Ya preparada la Columna, colocar dentro de ella los lisados
celulares obtenidos en el punto anterior y centrifugar nuevamente a 13,000 rpm/1

minuto. Eliminar el filtrado.

- Lavar la columna con 750ul de la Solucion de Lavado (previamente adicionada con

etanol). Centrifugar a 13,000 rpm/1 minuto y eliminar el filtrado.
- Secar la columna centrifugando una vez mas.

- Colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccion y afiadir de 50-100ul de la

Solucion de Elucion o agua PiSA para eluir y obtener el DNA.

6.2.2 Protocolo B.

Mediante centrifugacion (13,000rpm) de las bacterias transformadas obtener el pellet y

resuspender con Solucién de Reuspension. VVortexear.
- Adicionar 330 de Solucion de Neutralizacion. Mezclar.
- Adicionar 40ul de Cloroformo y vortexear durante 1 minuto.
- Centrifugar a 13,000 rpm durante 2 minutos.
- Colectar el sobrenadante y adicionar 1 ml de Isopropanol. VVortexear.
- Centrifugar a 13,000rpm por 15 minutos. Eliminar el sobrenadante.
- Lavar el pellet adicionando Etanol al 70% sin resuspender y después quitar el etanol .
- Adicionar nuevamente un poco mas de Etanol al 70% y resuspender.

- Centrifugar a 13,000rpm durante 5 minutos. Remover por completo el sobrenadante.
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Secar al aire por 15 minutos.

Resuspender el pellet con 30pl de agua destilada.

Nota: La Solucion de Resuspension y Neutralizacion utilizados en el protocolo B son las

mismos que las usadas en el protocolo A.

6.3 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA.

6.3.1 Protocolo A: GenClean (Q-BlOgene).

Cortar del gel de agarosa la banda correspondiente al DNA de interés a purificar y

colocarla en un tubo eppendorf.
Pesar la banda cortada y determinar el volumen aproximado del gel (100g = 100pl).

Adicionar 3 volimenes de Nal y colocar el tubo eppendorf en un bafio de agua a 45-
55°C hasta disolver la agarosa. Mezclar cada 2 minutos.

Resuspender mediante vortex por 1 minuto la suspension de silica GlassMilk y
adicionar 5pl.

Mezclar e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos para permitir la union del DNA

a la silica. Mezclar cada 1-2 minutos para mantener la suspension.
Centrifugar por 10 segundos a 13,000 rpm. Eliminar sobrenadante.

Lavar el pellet con 700ul de solucion New Wash (previamente reconstituido con agua
destilada y etanol como lo marca su catdlogo, Cat#1001-200). Resuspender el pellet
con micropipeta y centrifugar por 10 segundos a 13,000 rpm vy eliminar el
sobrenadante. Hacer dos lavados mas y en el ultimo lavado después de eliminar el
sobrenadante, volver a centrifugar para eliminar lo mas posible los restos de

sobrenadante.

Secar el pellet. Dejar la tapa del tubo eppendorf abierta por 5-10 minutos a temperatura

ambiente para eliminar cualquier residuo de etanol.
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- Eluir el DNA del GlassMilk: Adicionar 20-50ul de agua deionizada y resuspender el
pellet. Centrifugar por 30 segundos a 13,000 rpm Yy pasar cuidadosamente el

sobrenadante a un nuevo eppendorf, que es el que contiene al DNA ya purificado.

6.3.2 Protocolo B: QlAquick PCR purification Kit (QIAGEN).

Método para purificar fragmentos de DNA de cadena sencilla o doble que son producto
de PCR o reacciones enzimaticas.

Adicionar 10 volumenes de Buffer PN a 1 volumen del producto de PCR y mezclar.

Colocar la columna QIAquick spin en un tubo de coleccién.

- Aplicar la muestra a la columna para capturar el DNA. Centrifugar a 6,000rpm/1

minuto y eliminar el liquido filtrado.

- Lavar la columna con 750ul de Buffer PE y centrifugar a 6,000rpm/1 minuto. Eliminar

el filtrado.

- Centrifugar nuevamente la columna a 13,000rpm/1 minuto para eliminar etanol
residual del Buffer PE.

- Colocar la columna en un nuevo tubo eppendorf.

- Eluir el DNA: adicionar 100-200ul de agua deionizada en el centro de la columna,

esperar 1 minuto y centrifugar a 13,000rpm/1 minuto.

Nota: Al Buffer PE se le debe adicionar previamente a su uso etanol al 100%.

6.3.3 Protocolo C: QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).
Método para extraer y purificar DNA de geles de agarosa (de bajo punto de fusion).
- Cortar del gel de agarosa (con una navaja limpia) el fragmento de DNA.

- Colocar en un tubo la rebanada de gel y pesarla. Adicionar 3 volimenes de Buffer QG

a 1 volumen de gel.
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- Incubar a 50°C por 10 minutos o hasta que el gel se disuelva completamente. VVortexear

el tubo cada 2-3 minutos.

- Si el DNA a extraer y purificar es <500 pb 0 >4 kb adicionar 1 volumen (del gel) de

isopropanol para incrementar el rendimiento.
- Colocar la columna QIAquick spin en un tubo de coleccion.

- Para capturar el DNA de la muestra, colocarla en la columna y centrifugar por 1

minuto. Eliminar el liquido filtrado.

- Adicionar 0.5 ml de Buffer QG a la columna y centrifugar por 1 minuto para remover

trazas de agarosa.

- Lavar la columna adicionando 0.75 ml de Buffer PE. Centrifugar por 1 minuto y

eliminar el filtrado.

- Centrifugar nuevamente la muestra para eliminar el etanol residual del Buffer PE.

Eliminar el filtrado.
- Colocar la columna en un nuevo tubo.

- Eluir el DNA: poner en el centro de la columna 30-50ul de agua deionizada, esperar 1

minuto y centrifugar 1 minuto.

Nota: El Buffer PE debe ser adicionado previamente con etanol al 100%. Todas las

centrifugaciones de este protocolo se realizan a 13,000rpm.

6.3.4 Protocolo D: QIAEX Il Agarosa Gel Extraction (QIAGEN).

Este fue un segundo protocolo utilizado para purificar DNA a partir de geles de agarosa,

ahora utilizando esferas QIAEX II.

- Cortar del gel de agarosa la banda correspondiente al DNA de interés a purificar y

colocarla en un tubo eppendorf.

- Pesar la rebanada de gel y adicionar 3 volumenes del Buffer QX1 a 1 volumen de gel.
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- Resuspender las esferas QIAEX Il vortexeando por 30 segundos. Adicionar 10ul de

esferas a la muestra.

- Incubar a 50°C por 10 minutos para solubilizar la agarosa y capturar el DNA con las

esferas. Vortexear cada 2 minutos.
- Centrifugar la muestra durante 1 minuto y remover cuidadosamente el sobrenadante.

- Lavar el pellet con 500ul de Buffer QX1 y vortexear. Centrifugar por 1 minuto y

eliminar el sobrenadante.

- Lavar dos veces mas el pellet con 500ul Buffer PE para remover contaminantes
residuales de sales. Centrifugar por 1 minuto y eliminar sobrenadante.

- Secar al aire el pellet por 10-15 minutos o hasta que el pellet se vuelva blanco.

- Eluir el DNA adicionando 20pl de agua deionizada y vortexear. Mantener a

temperatura ambiente por 5 minutos.
- Centrifugar durante 1 minuto y colectar el sobrenadante en un nuevo tubo.

Nota: se debe adicionar etanol al 100% al Buffer PE previo a su uso, como se indica en el
catalogo del kit. Todas las centrifugaciones de este protocolo se realizan a 13,000rpm.

6.4 MANTENIMIENTO DE CULTIVOS CELULARES.

Se utilizaron las lineas celulares HEK293T (Human Embryonic Kidney 293
Transformed cells) y COS-7 (CV-1 (simian) cells in Origin, carrying the SV40 genetic
material) que se mantuvieron en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma)
suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, a temperatura de 37°C y 5% CO,. Las
células HUVEC fueron utilizadas por debajo o hasta el pasaje 8 y mantenidas con medio
HuMedia-EG2 (kurabo).
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6.5 TRANSFECCION CELULAR.

Se transfectaron las células HEK293T y COS-7 con Lipofectamine y Plus Reagent de
acuerdo al protocolo de transfecciéon de Invitrogen. 48h posterior a su transfeccion, 72h en el

caso de transfeccion de sShRNA, se procesaron los cultivos celulares.

6.5.1 Protocolo de transfeccion en placas P100: (para P35, ver Tabla 5).

- Utilizar medio DMEM libre de SFB vy antibi6ticos (DMEM p/t)

- Enun tubo colocar 750ul de medio DMEM p/t, adicionar 4pg del DNA a transfectar y
10pl de reactivo Plus. Agitar e incubar a temperatura ambiente por 15 minutos (mezcla
A).

Nota: para el caso de células sembradas en placas P35 la cantidad de DNA total a transfectar
se sugiere sea 1jg, aunque estas cantidades dependen del tipo celular, el nivel de expresion del
DNA, etc.

- En paralelo preparar en un segundo tubo (mezcla B) los liposomas (Lipofectamina) en

750ul de DMEM pft, incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Mezclar A con B e incubar nuevamente por 15 minutos a temperatura ambiente.
Mientras transcurre la incubacion, preparar las células a transfectar, que al momento
deberédn estar en una confluencia de 60-80% dependiendo del tipo celular y el
experimento en cuestion. Lavar las células con 2 ml PBS 1X y luego eliminar el PBS
de lavado. Adicionar 5 ml de DMEM p/t (para P35 adicionar 800pl).

- Agregar la mezcla A/B a la caja de células a transfectar e incubar a 37°C por 3-5 horas.

Nota: en el caso de las células COS-7 que fueron utilizadas en experimentos para visualizar la
localizacion de proteinas y analizar los efectos de estimulos sobre la proteinas de interés,
las células se dejaron con los liposomas s6lo por 3 horas para mantenerlas saludables y asi

evitar que éstas se maltrataran durante el curso del experimento.
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- Recuperar las células. Transcurrido el tiempo de incubacién con los liposomas, quitar
el DMEM vy agregar medio fresco DMEM ahora con SFB al 10% suficiente para

mantener el cultivo.

A continuacién se muestra la tabla que indica las cantidades de reactivo a utilizar en la

transfeccion de células sembradas en placas P35:

Placas P35

Plus: 3ul
Lipofectamina: 3ul

DMEM plt: 100pl

Tabla 5. Reactivos para transfeccion en cajas p35.

6.6 PULL DOWN E INMUNOPRECIPITACION.

Se hicieron experimentos de purificaciéon por afinidad para detectar asociaciones entre
proteinas de interés, precipitando a una en especifico mediante esferas de glutation sefarosa o
proteina G dependiendo de la técnica a seguir y detectando mediante el uso de anticuerpos a la
proteina que se sospecha se asocia a la precipitada por afinidad. Para el caso de los
experimentos que involucraban estimulos, las células se ayunaron por 16 horas con DMEM
libre de SFB. Previo a los ensayos, las células se lavaron con PBS 1X y se cosecharon para
obtener después los lisados celulares utilizando buffer de lisis conteniendo Tris 50mM pH 7.5,
NaCl 0.15 M, EDTA 5mM, triton X-100 al 1% con los inhibidores de proteasas leupeptina
10ug/ml, aprotinina 10pg/ml y fenil metil sulfonil floruro ImM (Sigma). Estos protocolos se
siguieron trabajando sobre hielo, utilizando el buffer de lisis frio. Los lisados celulares se
centrifugaron a 13,000rpm/10min/4°C y del sobrenadante se tomé una parte de muestra (25ul
de un total de 1000ul) como lisados totales (LT), mientras que el resto del sobrenadante se
destind para los ensayos de pull down (PD) o inmunoprecipitacion (IP), protocolos que se

muestran a continuacion.
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6.6.1 Pull down.

- Agregar 25 ul de perlas glutation sefarosa (GE Healthcare) al sobrenadante de las

muestras destinadas a pull down.
- Agitar la muestras, ya conteniendo las perlas, en el rocker por 30 minutos, sobre hielo.
- Centrifugar las muestras 13,000rpm/1 min/4°C.
- Eliminar el sobrenadante cuidando mantener las perlas de glutation sefarosa.

- Hacer tres lavados a las perlas con buffer de lisis, agregando 1 ml de buffer,
vortexeando por 2-3 segundos, centrifugando las muestras min/5,000rpm/4°C y

eliminando nuevamente el sobrenadante.
- Resuspender la pastilla en buffer de muestra 1X con mercaptoetanol.

- Hervir por 5 minutos las muestras.

6.6.2 Inmunoprecipitacion.

Agregar a las muestras destinadas a inmunoprecipitacion 1ul del anticuerpo para la

proteina de interés (ejemplo: anti HA, anti Flag).
- Incubar las muestras a 4°C en el rocker durante toda la noche (16 h).

- Agregar a las muestras 35ul de las perlas de proteina G agarosa (Millipore) e incubar
en el rocker a 4°C/3h.

- Centrifugar a 5,000rpm/1 min/4°C y eliminar el sobrenadante evitando perder las

perlas.

- Hacer 3 lavados de las perlas con buffer de lisis, agregando 1 ml de buffer,
vortexeando por 2-3 segundos, centrifugando las muestras min/5,000rpm/4°C 'y

eliminando nuevamente el sobrenadante.

- Resuspender la pastilla en buffer de muestra 1X con mercaptoetanol.
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- Hervir por 5 minutos las muestras.

Para las muestras correspondientes a los lisados totales, adicionar buffer de muestra 4X y

hervir por 5 minutos.

6.7 INMUNOBLOT.

Las muestras de lisados totales, pull down e inmunoprecipitaciones se resolvieron en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en buffer de corrida desnaturalizante (Tris base, glicina y
SDS) a 30-50 mAmp y se transfirieron las proteinas a membrana immobilon (Millipore) a 320

mAmp/2.5h. Después se dio el siguiente tratamiento a las membranas:

- Bloquear la membrana con leche al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente

incubandola en el rocker.

- Hacer 3 lavados cada uno de 5 minutos con TBS-tween al 0.05% para eliminar el

exceso de leche.

- Incubar la membrana con los anticuerpos respectivos dependiendo de la proteina de
interés a detectar. La dilucion del anticuerpo se hizo en TBS-tween al 0.05%.

Los anticuerpos utilizados fueron: HA (Covance), Flag y P-Rexl (Cat No.
HPA001927, Sigma), anti-PKA[R1] (Cat No. 610165) y Racl (BD Transduction
Laboratories), GST B-14, GFP B-2 y ERK 2 C-14 (Santa Cruz Biotechnology), phospho-
p42/44 Map Kinase T202/Y204 (Cell Signaling). Los anticuerpos secundarios utilizados
fueron: goat anti-mouse monoclonal (Invitrogen, laboratorios zymed y KPL) y goat anti-rabbit
(Rockland Immunochemicals for research y KPL).

6.8 FIJACION CELULAR Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Para los experimentos en donde se buscaron efectos de determinados estimulos en
células previamente ayunadas, las células se fijaron con paraformaldehido de acuerdo al

siguiente procedimiento:
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- Eliminar el medio de las células a fijar.

- Cubrir por completo la superficie en donde se encuentran las células a fijar con
paraformaldehido al 4% en PBS.

- Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Eliminar paraformaldehido y lavar las células 2 veces con PBS 1X (no es necesario

que el PBS sea estéril).

- Adicionar PBS suficiente a las células fijadas para mantenerlas hidratadas y en buenas

condiciones.
- Visualizar en el microscopio y capturar las imagenes de interés.

Nota: las células fijadas se pueden mantener en buenas condiciones durante 2-4 dias si se
guardan con PBS a una temperatura de 4°C.

6.9 CIERRE DE HERIDA.

- Preparar placas p35 o placas de 6 pozos: recubrir el fondo de la caja con gelatina al
0.02% e incubar durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo retirar la

gelatina.

- Sembrar las células a alta densidad con el objetivo de alcanzar el méaximo de

confluencia transcurrido un dia.

- Ayunar durante 16 horas y a 37°C las células con DMEM libre de SFB y antibidticos.
Antes de que finalice el ayuno (2 horas antes) incubar las células con mitomicina C a

una concentracion final de 12 uM a 37°C.

- Retirar la mitomicina C y lavar las células con PBS 1X. Proceder a hacer la herida en
la monocapa de células utilizando la punta de una micropipeta de 10ul y
posteriormente hacer dos lavados mas con PBS 1X a las células con la finalidad de

dejar la herida limpia de residuos celulares.
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- Adicionar medio fresco con los respectivos estimulos de acuerdo a las condiciones a

evaluar.

- Determinar la duracion del experimento dependiendo de la linea celular a utilizar
(generalmente entre 24-36 horas) y los tiempos a evaluar del cierre de herida para asi
tener referencias del avance celular en cada condicion. Tomar fotografias en el

microscopio a lo largo de la herida.

Las imé&genes celulares obtenidas en los experimentos de fluorescencia y cierre de
herida fueron tomadas con el microscopio invertido y de fluorescencia Nikon Eclipse Ti (con
el lente de inmersion en aceite Plan Apo VC 1.4 en el caso de las fluorescencias y el lente Plan
Fluor 10X para el cierre de herida) utilizando una cdmara digital Nikon DS-QilMc.

6.10 MIGRACION CELULAR.

Para evaluar la quimiotaxis celular se partié de placas P100 con células previamente
transfectadas con los plasmidos indicados para cada experimento y se utilizaron Camaras de
Boyden modificadas de 48 pozos. En estos experimentos de migracion se siguieron los

procedimientos que se muestran a continuacion:

6.10.1 Preparacion de filtros de policarbonato.

- Los filtros a utilizar deben ser libres de polivinilpirrolidona y se recubren con proteinas
de matriz extracelular. Para los experimentos desarrollados en este trabajo los filtros se

recubrieron con gelatina estéril al 2%.

- El filtro se recubre con gelatina por ambos lados y se coloca a 37°C (incubar 1 hora
por cada lado).

- Transcurrido el tiempo de recubrimiento, escurrir y dejar secar el filtro a temperatura

ambiente evitando doblarlo o maltratarlo.
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6.10.2 Cosecha de células.

- Lavar las células con PBS 1X y despegarlas con 1 ml Tripsina/EDTA (Sigma).
- Una vez despegadas las células, adicionar 5 ml de DMEM libre de SFB y antibioticos.

- Recolectar las células en tubos falcon de 15 ml y centrifugar a 1,000rpm/3 minutos a

temperatura ambiente.

- Eliminar el medio sobrenadante y adicionar 3 ml de DMEM libre de SFB y
antibiodticos suplementado con BSA al 0.1%.

- Resuspender perfectamente las células y proceder a su cuantificacion.

6.10.3 Cuantificacion de células.

- De la suspension de células obtenidas, hacer una dilucion especifica para el conteo
celular. Resuspender bien la dilucion celular, tomar 10 pl de la suspension y colocarlos

en el hemocitometro.
Nota: para las células COS-7 se aplic6 una dilucién 1:5 (factor de dilucion 5).

- Hacer un conteo por duplicado de cada muestra celular. Contar las células que se
encuentran en los cuatro cuadrantes del hemocitometro. Al final, obtener el promedio

para aplicar la siguiente férmula y calcular las células por mililitro.

Células/ml = (Numero de células promedio) x (factor de dilucion) (factor de

conversion hemocitémetro: 1x10%

6.10.4 Ensayo de migracion.

La camara de boyden modificada cuenta con dos compartimentos separados por un

filtro de policarbonato y un empaque de silicon, como se muestra en la siguiente imagen.
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Compartimiento

Empaque de silicén

Compartimiento

Figura 18. Cdmara de Boyden.

En el compartimento inferior de la cdmara se colocan los estimulos a evaluar en sus
respectivos pozos, mientras que en los pozos del compartimento superior se colocan las
células que se van a someter a prueba de quimiotaxis. Cada pozo de la cAmara de 48 pozos
debe ser llenado con un volumen maximo de 30ul para el estimulo y un volumen de 50l

para colocar las células a evaluar.
Para montar el experimento, seguir los siguientes puntos:
- Preparar los estimulos a utilizar de acuerdo a las condiciones establecidas.

- Colocar el compartimento de la parte inferior de la camara en una superficie plana,

asegurando que la marca NP de la cdmara se encuentre en la parte superior izquierda.

- Llenar cada uno de los pozos inferiores de la camara con 30ul de los diferentes
estimulos a probar. Un ligero menisco positivo debera formarse cuando el pozo esté
lleno, previniendo la formacion de burbujas una vez que el filtro sea colocado sobre

este compartimento.

- Con ayuda de pinzas, colocar el filtro de policarbonato (ya recubierto con la proteina
de matriz extracelular) sobre los estimulos ya distribuidos en el compartimento inferior
de la cAmara de boyden. Previo a ello, se recomienda hacer una pequefia muesca (un
corte) en una de las esquinas del filtro y hacerla coincidir con la parte superior
izquierda (con la marca NP) del compartimento en donde se colocan los estimulos,
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para ubicar al final del experimento, la orientacion en que fueron cargados tanto los

estimulos, como las células.

- Sobre el filtro, a su vez colocado ya sobre el compartimento inferior, colocar el
empaque de silicon. Finalmente, la parte superior de la cdmara se coloca sobre el
empaque de silicon, haciendo coincidir, también en este caso, la marca NP de la

camara.
- Fijar ambos compartimentos de la camara con los tornillos.

- Colocar las células en los pozos del compartimento superior de la camara. Deben
estar a una concentracion de 50,000 células/pozo en un volumen de 50ul. Para ello
deberd haberse ajustado la cantidad de células a partir de la suspension obtenida en el

ultimo punto del procedimiento B (cosecha de células).

- Incubar la cdAmara en un ambiente himedo a 37°C y 5% de CO2 y dejar correr el

experimento por 5 horas (para el caso especifico de las células COS-7).

6.10.5 Remocidn, lavado y tincion del filtro.

- Remover los tornillos que mantienen sujetos los compartimentos de la camara de

boyden.

- Separar el compartimento en donde se colocaron las células y retirar cuidadosamente el
filtro de policarbonato manteniendo siempre hacia arriba (para los siguientes
procedimientos) el lado del filtro al que migraron las células, en caso de haber
migrado.

- Fijar las células que migraron y que se encuentran en el filtro. Cubrir el filtro con
metanol absoluto durante 5 minutos Yy transcurrido este tiempo, dejar secar el filtro por

capilaridad.

- Teiiir las células que se encuentran en el filtro. Sumergir el filtro en solucion de cristal

violeta (0.1% cristal violeta, 20% metanol) y dejar reposar por 10 minutos.

- Lavar el filtro con PBS 1X para retirar el exceso de cristal violeta.
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- Colocar el filtro sobre un portaobjetos con el lado de las células que migraron hacia
abajo y limpiar cuidadosamente con un algodon himedo el lado del filtro de las células

gue no migraron.

- Capturar la imagen del resultado final del ensayo de migracion (portaobjetos con el
filtro y las células que migraron) y cuantificar las células que migraron mediante

ImagelJ y analizar los resultados.

Aqui concluye el experimento de quimiotaxis en camara de Boyden en donde
finalmente se obtiene la evidencia de células que logran migrar o no a través del filtro de
policarbonato por el efecto de determinado estimulo.

En la siguiente parte del escrito se describe a detalle la forma en que se hicieron
algunas clonaciones, disefio de oligos y construccion de plasmidos de interés para el
laboratorio y para el presente trabajo.

6.11 CONSTRUCCION DE PLASMIDOS.

Se plane6 clonar a mCherry en el vector pCEFL2 con el objetivo de tener este
plasmido como una de las herramientas a utilizar a futuro y poder introducir en él diferentes
DNA de interés con la posibilidad de dar seguimiento a las proteinas expresadas en este

plasmido a través de microscopia de fluorescencia.

6.11.1 mCherry:

Se disefiaron los primers en direccion 5’ y 3’ para obtener a mCherry por PCR y
clonarla en el vector pCEFL2, los primers incluyeron los sitios de reconocimiento para la
enzima Bglll flanqueando a la secuencia que codificaria para mCherry; se solicitd la sintesis
de los siguientes oligos a la compafiia de Sigma Aldrich.

>5'Bglll ATAagatctATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

>3'Bglll ATAagatctCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
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Figura 19. Oligos para pCEFL2-mCherry.

Los primers se reconstituyeron con agua deionizada preparando un stock con

concentracion [100umol]:

mCherry-5° Bglll: agregar 484pul de agua deionizada

mCherry-3 Bglll : agregar 467l de agua deionizada

A partir del stock preparar alicuotas de trabajo a una concentracion 10umol.

Agua deionizada 38.43ul
Buffer Expand High Fidelity 10X 5.0ul
Templado mCherry-C1 (0.440)) 0.07ul
Primer 5> mCherry-Bgll1(10uM) 1.0ul
Primer 3> mCherry-Bglll (10uM) 1.0ul

DMSO 1.5ul
Betaina 1.5ul
dNTP’s 1.0pl
Taq Polimerasa 0.5ul
Volumen total de la reaccion 50.0ul

Tabla 6. Amplificacion de mCherry por PCR (Sistema High Fidelity).
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Las temperaturas de la PCR fueron las siguientes:

Desnaturalizacion: 94°C / 5 min
94°C / 30 seg

Alineacion: 68°C / 1 min (35 ciclos)
72°C /1 min

Elongacion: 72°C / 7 min

Tabla 7. Temperatura de PCR para amplificacion de mCherry.

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% para analizar el producto de PCR obtenido,
esperando un fragmento de 708 pb correspondiente a mCherry. Su correcta amplificacion se
muestra en la Figura 20, en donde se ve una banda por arriba de 700 pares de bases. Después se
purificé el producto de PCR eluyendo finalmente el DNA con 50ul de Buffer EB (ver
Purificacion de DNA, Protocolo B: QIAquick PCR purification) .

1000 bp—=
700 bp—a -_—

Agarosa 1%

Figura 20. Fragmento correspondiente a mCherry.

Posteriormente, se digiri6 tanto el producto de PCR (mCherry) como el vector
pCEFL2 (en el cual se insertaria el fragmento) con la enzima de restriccion Bglll para hacer
accesibles los sitios de union en ambos fragmentos.
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Reacciones de digestion:

pCEFL2: 1.0l
mCherry: 45.0ul Buffer M (Roche): | 2.0ul
Buffer M (Roche): | 5.0l Bglll: 0.5ul
Bglll: 2.0ul Agua deionizada: 16.5pul
Volumen total: 52.0pul Volumen total: 20.0pl

Tabla 8. Reacciones de digestion para la preparacion de la clonacion de mCherry en pCEFL2.

- Incubar las digestiones a 37°C durante toda la noche.

Los productos de digestion fueron analizados en gel de agarosa al 1% esperando ver la
banda aproximada a 700pb de mCherry y otra de 6,000pb correspondiente al vector pCEFL2

linearizado como se confirma en la siguiente imagen:

mCherry pCEFL2 (= 6000pb)
mCheny Bgl Il Bl Il

4000 bp
1000 bp

o 7005

Agarosa 1%

Figura 21. Restriccion con Bgl 11 de vector e inserto.

y una vez revisados los resultados anteriores, se purificaron ambos productos mediante el

protocolo C de purificacion de DNA: QIAquick Gel Extraction Kit. A continuacion se muestra
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el gel preparativo para la purificacion del DNA, asi como los productos finales de la

purificacion:
Geles preparativos para la puricicacion Productos purificados
v O
mCher CEFL2 & @
ry p éjo <\\o
-
§ e d
-
ol - - =
Agarosa 1% Agarosa 0.8%

Figura 22. Preparacion y purificacion de los fragmentos pCEFL2 y mCherry.

Se ligaron los fragmentos mCherry y pCEFL2 incubando la reaccion a 16°C durante

toda la noche:

Agua deionizada: 11.5 ul
Buffer T4 10X: 2.0 ul
Ligasa (Roche): 0.5ul
pCEFL2: 1.0pl
mCherry: 50ul
Volumen total: 20.0 pl

Tabla 9. Reaccion de ligacion pCEFL2 / mCherry.

Se transformaron bacterias ultracompetentes E.coli DH5a con 5ul del producto de
ligacion. Estas bacterias transformadas fueron plaqueadas y amplificadas en medio solido con
ampicilina. Posteriormente se extrajo el DNA de algunas de las colonias desarrolladas (ver

protocolo de Transformacion de bacterias y Aislamiento de DNA, protocolo A).

Para verificar que el fragmento de mCherry fue ligado al vector pCEFL2 se realizo la
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digestion diagnostica del DNA obtenido utilizando la enzima de restriccion Bglll. Las muestras
se analizaron en gel de agarosa y se observo que en las clonas 1 y 4 efectivamente se habia
incorporado el fragmento de mCherry en el vector pCEFL2. Ademas, se verifico la
expresion de estas construcciones en células 293T transfectadas con el nuevo vector pCEFL2-
mCherry. Las células transfectadas fueron analizadas 24 horas después de su transfeccion, se
observaron con microscopio de fluorescencia, visualizando células en rojo confirmando asi la

clonacion de mCherry en pCEFL2, figura siguiente.

pCEFL2-mCherry

Bglll
12 3 4

700 ‘- -

Figura 23. Clonas positivas para pCEFL2-m Cherry (1y 4).

HEK293T
Figura 24. Células HEK?293T transfectadas con pCEFL2-mCherry.

Otro plasmido preparado fue pEGFP-C1-P-Rex1.:

6.11.2 pEGFP-C1-P-Rex1:

Se subclond el GEF P-Rexl1 proveniente del plasmido pCEFL-EGFP-P-Rex1 en el
vector pEGFP-C1 con la finalidad de tener una mejor expresion del GEF P-Rex1 en verde y

poder visualizarlo por fluorescencia con mayor facilidad.
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PEGFP-C1 Vector Information PT30285
GenBank Acoession #: US5763 Gatalog #6084-1

Digestion #12

PEGFP-C1 (sitio de multiclonacion)

% a
(3626)
] m "W " m i o “g

[
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t ot TEEGSACTCAGATET CGAG
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+

P-Rex1 (BamHI)

pPEGFP-C1 (sitio de multiclonacién)
we ' " 1900 $T0Ps
TACAAG TCCGEACTC, P-Rex1 (BamHI) §GATCC ACC GGA TCTAGA TAA CTGATC A
BspE | ;B‘-ml Xbal* Befl*
I
Sma |

Diges:
"Sestion #1p
- Digestion #2b
o X pEGFP-C1-P-Rex1(BamH1)
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BamH el EcoRISIop ot ) T . .
TACAAGTCCGGACTC, P-Rex1 (BamHI) GGATCC ACC GGA TCT AGA TAACTGATC A
~ pCEFLEGFP-P-Rex! e BspE | o241 Xbal* Bell®
T - Smal

Ligacion pEGFPC1-P-Rex1 (BamHI - Xbal)
+

pCEFL-P-Rex1 (BamHI — Xbal)

|

| PEGFP-C1-P-Rex1 |

Figura 25. Plan de subclonacion de P-Rex1 en el vector pEGFP-C1.



6.11.3 Procedimiento de la clonacién:

Digerir el vector pCEFL-EGFP-P-Rex1 con la enzima de restriccion BamHI para
extraer el fragmento que corresponde a la primera parte de P-Rex1 aproximado a
3630pb. En paralelo, linerarizar el vector pEGFP-C1 digiriendo con Bglll y BamHlI,

enzimas de restriccion que dejan terminaciones cohesivas compatibles entre si.

Reacciones de digestion:

PEGFP-C1 (1A): 1.0pl
pCEFL-EGFP-P-Rex1(1A): | 3.0ul Buffer K (TakaRa): | 2.0ul
Buffer K (TakaRa): 2.0ul BamHI (TakaRa): 1.0l
BamHI (TakaRa): 1.0ul Bglll (TakaRa): 1.0ul
Agua deionizada: 14.0pl Agua deionizada: 15.0pl
Total: 20.0pl Total: 20.0pl

Tabla 10. Restriccion de pCEFL-EGFP-P-Rex1 y pEGFP-C1.

- Incubar las digestiones a 37°C por 4 horas.

- Dar un tratamiento con fosfatasas al vector pEGFP-C1 linearizado para evitar su re-

circularizacion.

- Agregar 1ul de TSAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Promega) al tubo
eppendorf de pEGFP-CL1 linearizado e incubar 15 minutos a 37°C.

- Verificar mediante gel de agarosa al 1% (100v/20 min) los fragmentos obtenidos y si
corresponden a los esperados, purificarlos siguiendo el protocolo de Purificacion de
DNA, protocolo D (QIAEX Il Agarosa Gel Extraction). Para el caso de pCEFL-EGFP-

P-Rex1, el fragmento a purificar es el de menor peso que corresponde a ~3630pb.
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Figura 26. Gel diagnéstico para verificar la linearizaci’gn del vector pEGFP-CL1 y la liberacion de fragmentos de P-Rex1.

Ligar el fragmento correspondiente al GEF P-Rex1 en el vector pEGFP-C1.

Reaccion de ligacion:

pEGFP-C1: 0.2ul
P-Rex1(fragmento 12 parte): 2.3ul

Ligation High Enzyme: 2.5ul

Volumen Total: 5.0ul

Tabla 11. Reaccidn de ligacion de pEGFP-C1 con fragmento 1 de P-Rex1.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Transformar bacterias ultracompetentes DH50. y obtener su DNA (Ver Transformacion
de bacterias y Aislamiento de DNA protocolo B). Aqui se desarrollaron varias colonias
de bacterias de las que se evaluaron 4 de ellas.

Verificar la  insercion de P-Rexl en el vector pEGFP-C1 (pEGFP-
Cl+fragmento_12 parte P-Rex1): digerir el DNA obtenido de las 4 clonas con las
enzimas Notl (sitio de reconocimiento en P-Rex1 en el nuclettido 113) y BamHI para
obtener un fragmento de 3,513pb en caso de que el fragmento de P-Rex1 (primera
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parte) haya sido ligado a pEGFP-C1.

Digestion:
pEGFP-Cl+fragmento_1?2 parte P-Rex1: | 3.0ul
BamHI (TakaRa): 0.5ul
Notl (TakaRa): 0.5ul
NEBuffer 3: 2.0ul
BSA 10X: 2.0ul
Agua deionizada: 12.0pl
Volumen total: 20.0pl

Tabla 12. Reaccién de digestion para diagnostico de la insercidn del fragmento_12 parte_P-Rex1 en pEGFP-C1.

- Incubar a 37°C durante toda la noche.

pEGFP-C1+fragmento_
12 parte_P-Rex1
12 3 4

4000 bp

Figura 27. Gel diagnéstico de la insercion del fragmento_12parte_P-Rex1 en pEGFP-C1.

Como se observa en el gel anterior, las clonas 1y 2 liberaron los fragmentos esperados

por lo que se prosiguio6 con la segunda parte de la clonacion.

Il.  Transformar los vectores pCEFL-EGFP-P-Rexl y el obtenido pEGFP-C1-
fragmento_12 parte_P-Rex1 en bacterias competentes Dam- (DNA adenine methylase)
SCS110, libres de metilasas de DNA que pueden interferir con la digestion de Xbal,
enzima que se utilizo en la siguiente parte de la clonacion de P-Rex1 en pEGFP-C1.:

- Adicionar 1.7l de mercaptoetanol a 100ul de bacterias SCS110.
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Incubar 10 minutos (mezclar cada 2-3 minutos).
Adicionar 1 pl del vector (1jug) e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Provocar choque térmico incubando a 42°C por 45 segundos.
Incubar en hielo durante 2 minutos.

Adicionar 900pl de medio SOC.

Incubar en agitacion a 37°C durante 1 hora.

Centrifugar a 100 rpm. Quitar sobrenadante, manteniendo aproximadamente 100ul.

Resuspender el pellet.

Plaquear las bacterias en agar LB con antibidtico (Ampicilina para las bacterias
transformadas con pCEFL-EGFP-P-Rex1 y Kanamicina para pEGFP-C1).

Incubar a 37°C/ overnight.

Picar una colonia de cada una de las placas de agar y crecer en 2ml de medio LB con
el antibidtico correspondiente (Ampicilina para las bacterias transformadas con
pCEFL-EGFP-P-Rex1 y Kanamicina para pEGFP-C1). Incubar a 37°C a 180-200rpm
por 16 horas y proceder a aislar el DNA (ver Aislamiento de DNA, protocolo B). Hasta
aqui ya se han obtenido ambos vectores no metilados y listos para cualquier digestion

enzimatica sensible a metilasas.

Digerir con las enzimas BamHI/Xbal los vectores pEGFP-C1-fragmento_ 1?2 parte P-
Rex1 (para linearizarlo y tener disponibles esos sitios, fragmento ~8.3kb) y el vector
pCEFL-EGFP-P-Rex1 que libera fragmentos de =1380pb (correspondiente al
fragmento de interés, P-Rex1, fragmento 22 parte), ~<3600pb y ~6800pb.
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Reacciones de digestion:

pCEFL-EGFP-P-Rex1: | 20.0pl

NEB buffer 3, 10X: 4.0ul pEGFP-C1-fragmento_1? parte P-Rex1: 10.0pl
BSA 10X: 4.0ul Buffer K, 10X: 1.0ul
BamHI (TakaRa): 2.0ul BamHI (TakaRa): 0.5ul
Xbal (TakaRa): 2.0ul Xbal (TakaRa): 0.5ul
Agua deionizada: 8.0ul Agua deionizada: 8.0ul
Volumen total: 40.0pl Volumen total: 20.0pl

Tabla 13. Preparacion de vectores pEGFP-C1-fragmento_12 parte P-Rex1y pCEFL-EGFP-P-Rex1 para posterior

- Incubar a 37°C durante 3 horas.

ligacion.

- Purificar los fragmentos correspondientes, ver Purificacion de DNA, protocolo D

(QIAEX Il Agarosa Gel Extraction) y correr un gel de agarosa al 1% para verificar la

purificacion y que se obtuvieron los fragmentos esperados después de las digestiones.

En las siguientes imagenes se observa que la purificacion del fragmento de P-Rex1

~1380pb, asi como la linearizacion de pEGFP-C1-fragmento_1% parte P-Rex1 y sus

purificaciones fueron efectivas.

pCEFL-EGFP-P-Rex1

(no metilado)
BamHI / Xbal

Figura 28. Purificacion de los fragmentos (digeridos con BamHI / Xbal) pCEFL-EGFP-P-Rex1 y pEGFP-C1-

fragmento_12 parte_P-Rex1.

pEGFP-C1-fragmento_
12_parte_P-Rex1
(no metilado)
BamHlI / Xbal
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Una vez preparado el vector y el inserto a clonar, proceder a la ligacion:

pEGFP-C1- fragmento_1?2 parte_P-Rex1:  0.3ul

P-Rex1 (fragmento 22 parte): 2.2l
Ligation High Enzyme: 2.5ul
Volumen Total: 5.0ul

Tabla 14. Reaccion de ligacion de pEGFP-C1-fragmento_12 parte_P-Rex1 con fragmento 22 parte de P-Rex1.

- Transformar el producto de ligacion en bacterias ultracompetentes E. coli DH5a. y
obtener su DNA (Ver Transformacién de bacterias y Aislamiento de DNA protocolo
B). Crecer las bacterias transformadas en medio LB y agar con Kanamicina. De las

bacterias desarrolladas se evaluaron 6 colonias.

- Verificar ligacion. Para comprobar la insercion del segundo fragmento de P-Rexl1 y
finalmente comprobar la clonacion de la secuencia completa de DNA que corresponde
al GEF P-Rex1 en el vector pEGFP-C1, digerir el DNA obtenido con la enzimas Nhel
y EcoRI esperando obtener 3 fragmentos, el primero correspondiente a EGFP por
accion de Nhel que reconoce un sitio justo antes de EGFP en el vector y otro antes de
P-Rex1, fragmento de ~720pb, el siguiente fragmento de ~3.9kb correspondiente al
vector pEGFP-C1 sin la secuencia que codifica para EGFP y finalmente el fragmento

que corresponde a la secuencia completa de P-Rex1 =~4.9kb.

Digestion:
pEGFP-C1-P-Rex1: 3.0ul
NEBuffer M: 2.0ul
Nhel (TakaRa): 0.5ul
EcoRlI (TakaRa): 0.5ul
Agua deionizada: 14.0ul
Volumen total: 20.0ul

Tabla 15. Digestion diagnostica de pEGFP-C1-P-Rex1.
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Las siguientes imagenes de los DNAs digeridos muestran la liberacion de los
fragmentos esperados. En la primera imagen se logra observar el fragmento ~720pb de EGFP
y otras bandas alrededor de 4kb que corresponderian a P-Rex1 y el vector, asi que para
diferenciarlas, se dejaron correr mas tiempo las muestras y se volvio a visualizar el gel bajo

luz UV, segunda imagen:

pEGFP-C1-P-Rex1 full length
A B C D E F

wnn™ v v O P

3000 pb

1000 pb

5000 pb ” et C
3000 pb $

4

Figura 29. Gel diagndstico de pEGFP-C1-P-Rex1 full lenght.

- Secuenciar la nueva construccion obtenida, pEGFP-C1-P-Rex1 con el Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ( Applied Biosystems), utilizando los primers

respectivos del vector (pEGFP-C1).

Los resultados se muestran a continuacién:
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KGAGATE 666AT6AG6CEE606CC CTECCAGCAGTA CCAGRT TTT G65T GGA CAMA GG C‘?:J G6AGECGECH 6 GOTCATLCOAGGED A TTGATGGBGE06 GATCAGCTGET CTTTACGCCE TRETGC G GLCTCOC TREELLAE 6 TAL TCCAA G

Figura 30. Secuenciacion de pEGFP-C1-P-Rexl1.

Esta nueva construccién fue transfectada en células 293T para probar la expresion
de pEGFP-C1-P-Rex1 mediante western blot, poniendo a pEGFP-C1 vacio como control,
asi, se recolectaron los lisados celulares 48 horas después de la transfeccion y se incubaron
con anticuerpo para EGFP, teniendo como resultado una buena expresion de P-Rex1 en el

vector pEGFP-C1 como se muestra en la siguiente blot:
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a-EGFP 1:1,000 TBS-T 0.05% / 4°Clovernight
Anticuerpo secundario: a-rabbit 1:1,000 (leche 5%) / RT/1h

Figura 31. Deteccidn por western blot de la construccion pEGFP-C1-hP-Rex1.

Con el fin de contar con otra forma de seguir a la subunidad reguladora
PRKAR1a por microscopia de fluorescencia también se prepar6 la siguiente construccion:

6.11.4 pmCherry-C1-PRKARI1a:

A partir del plasmido pEGFP-C1-PRKARla se tomd la secuencia
correspondiente a PRKAR1la y se introdujo en el vector pmCherry- C1 utilizando las

enzimas de restriccion Bglll/Nhel (Roche).

- Digerir el vector pPEGFP-C1-PRKAR1ay pmCherry-C1 con las enzimas Bglll/Nhel.

Digestiones:
pmCherry-C1: 5.0 pl pEGFP-C1-PRKARI1a: 1.0 pul
Bglll (NEB): 1.25ul BgllI(NEB): 1.25ul
Nhel(NEB): 1.25ul Nhel(NEB): 1.25pul
NEBuffer 2: 50 ul NEBuffer 2: 5.0 ul
BSA (10X) 5.0 pl BSA (10X) 5.0 pl
Agua deionizada: 32.50ul Agua deionizada: 36.50ul
Total 50.0 Total 50.0 pl

Tabla 16. Reacciones de digestion con Bgl 11 y Nhel para pmCherry-C1-PRKAR1ay pmCherry-C1.
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- Mediante un gel de agarosa analizar los productos de digestion y verificar si los
fragmentos esperados corresponden al peso de las bandas visualizadas: EGFP: 717 pb,
Cherry: 711 pb.

- Preparar gel de agarosa al 1% . Adicionar 5ul de Buffer de Carga por cada 50l de
muestra a correr en el gel. Cargar el producto total de las muestras en sus respectivos

Pozos.
S
58
pmCherry-C1 {é’ Oig) pEGFP-C1-PRKAR1a
Nhel/BgLlII ébq, Nhel/BgLll
Plasmido
Plasmido +
PRKAR1a
mCherry EGFP

Figura 32. Gel diagnostico para la digestion de pmCherry-C1-PRKAR1a y pEGFP-C1-PRKAR1a con Bgl Il y Nhel.

- Purificar los productos de digestion siguiendo el protocolo de Purificacion de DNA
“D” (QIAEX Il Agarosa Gel Extraction).

- Ligar los fragmentos purificados mCherry en el plasmido que contiene a PRKAR1a.
mCherry 2.2ul

Plasmido + PRKAR1a: | 0.3l

Enzima Ligation High: 2.5ul

Total: 5.0ul

Tabla 17. Reaccién de ligacion para mCherry y PRKAR1a.

- Incubar 1 hora a temperatura ambiente
- Verificar la insercion del fragmento mCherry en el plasmido que contiene PRKAR1a:

a. Transformar bacterias competentes E.coli DHb5a, siguiendo el método:
TRANSFORMACION DE BACTERIAS. Se utiliz6 medio SOC para el crecimiento
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de las bacterias y se plaquearon los 100ul de la resuspension final bacteriana en placas

LB conteniendo el antibiotico Kanamicina al que es resistente el plasmido.

b. Picar y crecer colonias. Dos de las colonias desarrolladas se picaron y crecieron en
medio liquido LB+Kanamicina de manera independiente y se incubaron durante 9
horas a 37°C. Se aisl6 el DNA de cada muestra siguiendo el Protocolo B de
AISLAMIENTO DE DNA.

c. Comprobar la presencia del fragmento correspondiente a mCherry: digerir con
Bglll/Nhel el DNA obtenido y resolver las muestras en agarosa al 1%.

Los dos productos digeridos se analizaron en gel de agarosa al 1%, comprobando que
la construccion de pmCherry-C1-PRKAR1a fue exitosa al observar dos bandas de diferente

tamafo, en donde la banda menor corresponde al fragmento de mCherry liberado con un

peso aproximado a la 700 pares de bases.

.
S
°
o4
o
o
<
=

8 pmCherry-C1-
8 PRKAR1a
Q  Nhel/BgLll
o — VPOl
ke

1 2

Cherry

Figura 33. Gel diagndstico para la nueva construccion de pmCherry-C1-PRKAR1a.

Esta construccion se verificO por secuenciacion (Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems), resultados que se muestran a continuacion:
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Figura 34. Secuenciacion de pmCherry-C1-hPRKAR1a, clona 1.
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Figura 35. Secuenciacion de pmCherry-C1-hPRKAR1a, clona 2.
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Otra herramienta de especial importancia que se prepar6 fue el ShRNA de la subunidad
reguladora PRKAR1a para bloquear su expresion y asi poder evaluar la importancia y

participacion de dicha proteina en algunos eventos.

6.11.5 shRNA-PRKAR1a (short hairpin RNA-PRKAR1a).

La preparacion del shRNA-PRKAR1a se desarroll6 de acuerdo a la siguiente

estrategia:

Oligo shRNA-PRKAR1a

V

Amplificaciéon Xhol-Oligo shRNA-PRKAR1a-EcoRlI

V

Insercion en el vector pEn_Emir-C3

V

Subclonacion del shRNA-PRKAR1a en los vectores
pDSL-hPIP (seleccion puromicina) y pDSL-hPIG
(expresion de la proteina EGFP) mediante sistema
de recombinacién gateway

y

Prueba funcional

Figura 36. Plan de preparacion de shRNA-PRKAR1a.

Se prepararon dos shRNA-PRKAR1a con diferentes oligos, uno preparado a partir de
una secuencia seleccionada de la base de datos publica RNAi Codex péagina http:/
codex.cshl.org. (oligo “R”) y un segundo shRNA (oligo “C”) considerado a partir del articulo
publicado en el que utilizaron un siRNA-PRKAR1a demostrando la inhibicion de la expresion
de PRKAR1a (Cancer Res 2009;69(18):7278-84).
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RNAI Codex puede ofrecer diferentes alternativas en secuencias para la preparacion de
shRNAs, basta con indicar el nombre de la proteina cuya expresion se desea bloquear: Nucleic
Acids Research, 2006, Vol. 34, Database issue.

)l RNAI Codex

Labs Protocols Submission Download

Publications

Automatic C search for ps3 in species 'ALL
€choose File) H
or upload (Choose File) no file selected Sl
GWSW yview search history {search ) [Reset) Rattus norvegicus
Curated list = select group %)
Limit
(=) Show all hairpins Date: From
() Exclude "Under Construction” & "Withheid" hairpins To | (YYYY-MM-DD)

Your Query : Automatic p53 IN ALL Limits: Exclude *Under Construction®

Found 4 hairpins targeting 1 Homo sapiens gene, 1 Mus musculus gene and 1 Ratlus norvegicus gene.
Displaying 110 4 ﬂgiigaﬂiﬂ

Hairpin Status : eleased  Release Pending -Jnde( Construction " Withheld

Figura 37. RNAI Codex database.

Asi, se buscaron secuencias de sShRNA para PRKAR1a y se obtuvo una secuencia de
19 nucledtidos (resaltada en rojo en la siguiente secuencia) y el anti sentido correspondiente a
la subunidad reguladora PRKAR1a.

>PRKAR1a DNA

ATGGAGTCTGGCAGTACCGCCGCCAGTGAGGAGGCACGCAGCCTTCGAGAATGTGAGCTCTACGTCCAGAAGCATAACATTCAAGCGCTGCTCAA
AGATTCTATTGTGCAGTTGTGCACTGCTCGACCTGAGAGACCCATGGCATTCCTCAGGGAATACTTTGAGAGGTTGGAGAAGGAGGAGGCAAAA
CAGATTCAGAATCTGCAGAAAGCAGGCACTCGTACAGACTCAAGGGAGGATGAGATTTCTCCTCCTCCACCCAACCCAGTGGTTAAAGGTAGGAG
GCGACGAGGTGCTATCAGCGCTGAGGTCTACACGGAGGAAGATGCGGCATCCTATGTTAGAAAGGTTATACCAAAAGATTACAAGACAATGGCC
GCTTTAGCCAAAGCCATTGAAAAGAATGTGCTGTTTTCACATCTTGATGATAATGAGAGAAGTGATATTTTTGATGCCATGTTTTCGGTCTCCTT
TATCGCAGGAGAGACTGTGATTCAGCAAGGTGATGAAGGGGATAACTTCTATGTGATTGATCAAGGAGAGACGGATGTCTATGTTAACAATGAA
TGGGCAACCAGTGTTGGGGAAGGAGGGAGCTTTGGAGAACTTGCTTTGATTTATGGAACACCGAGAGCAGCCACTGTCAAAGCAAAGACAAATG
TGAAATTGTGGGGCATCGACCGAGACAGCTATAGAAGAATCCTCATGGGAAGCACACTGAGAAAGCGGAAGATGTATGAGGAATTCCTTAGTAA
AGTCTCTATTTTAGAGTCTCTGGACAAGTGGGAACGTCTTACGGTAGCTGATGCATTGGAACCAGTGCAGTTTGAAGATGGGCAGAAGATTGTG
GTGCAGGGAGAACCAGGGGATGAGTTCTTCATTATTTTAGAGGGGTCAGCTGCTGTGCTACAACGTCGGTCAGAAAATGAAGAGTTTGTTGAAG
TGGGAAGATTGGGGCCTTCTGATTATTTTGGTGAAATTGCACTACTGATGAATCGTCCTCGTGCTGCCACAGTTGTTGCTCGTGGCCCCTTGAAG
TGCGTTAAGCTGGACCGACCTAGATTTGAACGTGTTCTTGGCCCATGCTCAGACATCCTCAAACGAAACATCCAGCAGTACAACAGTTTTGTGTC
ACTGTCTGTCTGA
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Los datos obtenidos de la base RNAi Codex fueron los siguientes:
>ShRNA PRKAR1a

| | HP 762061 | contact vendor: Open Biosystems | comments (0) | Lenti

Hairpin
TGCTGTTGACAGTGAGCGACCACTGTCAAAGCAAAGACAATAGTGAAGCCACAGATGTATTGTCTTTGCTTTGAC
AGTGGCTGCCTACTGCCTCGGA

Targets NM _021880.1 (771..789) | Prkarla | Mus musculus protein kinase,

cAMP dependent regulatory, type I, alpha

NM 212471.1 (819..837) | PRKAR1A | HOomo sapiens protein kinase,

cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha (tissue specific extinguisher 1)

NM 013181.1 (734..752) | Prkarla | Rattus norvegicus protein

kinase, cAMP dependent regulatory, type I, alpha

La segunda secuencia para el ShRNA tomada del articulo, corresponde al SiRNA:

>siRNA PRKAR1A CancRes2009,69,7278 5’UGAAUGGGCAACCAGUGUU3’ al que se
le modificaron las bases “U”, uracilo (RNA) por “T”, Timina (DNA):
5" TGAATGGGCAACCAGTGTT3” y se obtuvo su secuencia reverso complemento
AACACTGGTTGCCCATTCA. Estas secuencias se introdujeron en el mismo esqueleto del

hairpin (bases en color negro) obtenido del RNAi Codex como se muestra a continuacion:

>ShRNAhPRKAR1a-CancRes 69:7278

TGCTGTTGACAGTGAGCGAGtgaatgggcaaccagtgttATAGTGAAGCCACAGATGTATaaca
ctggttgcccattcaCCTGCCTACTGCCTCGGA.
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http://codex.cshl.edu/scripts/newdisplayhairpin.cgi?row=8&amp;query_id=20103_no_one_0_0_0_0k2.mssm.edu
http://www.openbiosystems.com/Query/QueryBy.aspx?clone=v2HS_222899%2CV2LHS_222899
http://codex.cshl.edu/scripts/newsearchhairpin.cgi#%23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&amp;val=NM_021880.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&amp;cmd=retrieve&amp;dopt=graphics&amp;list_uids=19084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&amp;id=10090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&amp;val=NM_212471.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&amp;cmd=retrieve&amp;dopt=graphics&amp;list_uids=5573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&amp;id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&amp;val=NM_013181.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&amp;cmd=retrieve&amp;dopt=graphics&amp;list_uids=25725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&amp;id=10116

Los oligos fueron sintetizados en Sigma life Science Yy estas secuencia se flanquearon con los
sitios de restriccion Xhol y EcoRIl adicionados mediante PCR utilizando los primers
>mir30_5'Xhol CAGAAGGCTCGAGGAGGTATATTGCTGTTGACA y el >mir30_3'EcoRlI
CTAAAGTAGCCCCTTGAATTCCGAGGCAGTAAG para poder manipular y subclonar el

shRNA en diferentes vectores.

-

Quality Assurance Document

sigma.com/oligos

Customer, SIGMA-ALDRICH QUIMICA, SADE CV Sales Order No. 3002861898
Y/O BEATRIZ SANCHEZ P.0. No. 4501023909
Customer No. 00000017700049663749 Shipment Date
Oligo Name QOligo # LEN Pur Scale MWW Tm pg0D 0D g nmol %GC 2ndary Dimer Sequence (5-3)
RNAPRIAR aCa oo 160 9 §T 40 P T 2 N 6 £ Veyseg %o G ACAGGA L'J- COOCMOCAGTETTATAGT GAGLCACIGATGTAFMCADTOGTTOOCCATTCACE
Oligo Name Oligo # LEN Pur Scale MW Tm pgOD 0D g nmol %GC 2ndary Dimer Sequence (5'3)
SPRKARIANAcoder  NOZMMBAIS) 97 DST 005 29647 M8 X2 S5 M2 58 M4SN Sy N TGO GACCATGTCAAAGCAMGACAAT AGTGAGCCACAGATGTATTGTCTTTGCTTT GACAGTGOC

Figura 38. Oligos para la preparacion del ShRNA-PRKAR1a.

6.11.6 Adicion de los sitios Xhol (5°) y EcoRI(3”) a los oligos del ShRNA- PRKAR1a
por PCR (Sistema Expand High Fidelity):

Para cada uno de los oligos de shRNA-PRKAR1a “C” y “R” se prepar0 la siguiente

reaccion:

Agua deionizada 37.0ul
Buffer Expand High Fidelity 10X 5.0ul
Oligo shRNA-PRKAR1a 0.5ul
Primer 5” Xhol (50puM) 0.5ul
Primer 3” EcoRI (50uM) 0.5ul
DMSO 2.5ul

Betaina 2.5ul
dNTP’s 1.0ul
Taq Polimerasa 0.5ul
Volumen total de la reaccion 50.0ul

Tabla 18. Adicion de los sitios Xhol y EcoRlI a los oligos del sShRNA-PRKAR1a.
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Para verificar la amplificacion correcta de las secuencias de ShRNA-PRKAR1a “C” y
“R” con los sitios de restriccion, se prepard un gel de agarosa al 2% en el que se analizaron las
muestras esperando ver bandas a nivel de 100 pares de bases. En la imagen siguiente, se
observan las bandas que corresponden a la amplificacion correcta del shRNA-PRKAR1la
unido a los sitios de restriccion Xhol y EcoRI (A). Después se purificd el producto de PCR
mediante el método de Purificacion de DNA, protocolo C: QIAquick Gel Extraction Kit y se
corrio un gel de agarosa al 2% para verificar la purificacion (B):

Amplificacion shRNA-PRKAR1a
+ sitios EcoRl y Xhol
C R

—_
—_

Figura 39. Gel diagndstico para verificar la amplificacion de shRNA-PRKAR1a (C) y shRNA-PRKAR1a (R).

Producto de PCR purificado

(shRNA-PRKAR1a)

© R
!

r

120
(Protocolo "C", PURIFICACION DE DNA)

QIAquick Gel Extraction Kit

Figura 40. Purificacion de los productos de PCR: shRNA-PRKAR1a (Cy R).
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El vector en donde se insertaria la secuencia para bloquear la expresion de PRKAR1a

es pEn_Emir-C3:

PEN_EmiRc3
4391 bp

Figura 41. Mapa del vector pEn-Emir-C3.

Asi, se restringio con las enzimas Xhol y EcoRlI el vector vacio pEn_Emir-C3 y los
shRNA-PRKAR1a (amplificados y purificados) para tener disponibles los sitios de

reconocimiento entre el vector y el inserto (ShRNA).

Reacciones de digestion:

Digestion shRNA-PRKAR1a* pEn_Emir-C3*
Agua deionizada 0.5ul 15.0pl

Buffer H 2.5ul 2.0ul

DNA* (“C” 0 “R”) 20.0pl 2.0l

Xhol 1.0ul 0.5ul

EcoRI 1.0ul 0.5ul

Volumen total 25.0ul 20.0ul

Tabla 19. Reacciones de digestion (con Xhol / EcoRI) del shRN-PRKAR1ay pEn_Emir-C3.
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El vector pEn_Emir-C3, digerido con las enzimas Xhol/EcoRI y analizado en un gel de
agarosa al 1% (Figura 42), fue posteriormente purificado (Figura 43). En esta Ultima imagen se

muestra la banda Unica correspondiente al vector pEn_Emir-C3 linearizado.

pEmir-C3 Xhol/EcoRI

(v.v)

-— -

4000 - -

Figura 42. Digestion con Xhol / EcoR1 de pEn_Emir-C3.

Purificacién posterior a la
restriccion Xhol/EcoRI

_C R wv =
-
= :

100

(Protocolo "C", PURIFICACION DE DNA)
QIAquick Gel Extraction Kit

Figura 43. Purificacion de pEn-Emir-C3 linearizado.

La purificacion de los productos de digestion, en el caso del vector pEn_Emir-C3 fue
por gel, utilizando el protocolo C, QIAquick Gel Extraction Kit mientras que los fragmentos
“C” y “R” correspondientes a los dos shRNA al purificarse por el mismo método, las bandas
en el gel no fueron visualizadas, asi que una nueva purificacion se hizo por el protocolo A de
GenClean para aumentar el rendimiento de los productos como se muestra en la figura

siguiente:
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Purificacién posterior a restriccion

con Xhol/EcoRlI
C R

¥ ¥

el

Protocolo “E”, PURIFICACION
DNA GenClean.

Figura 44. Purificacion de shRNA-PRKAR1a (C y R).

Insercion del ShRNA-PRKAR1a en el vector pEn_Emir-C3.
Los fragmentos ya listos del vector e inserto (ShRNA-PRKAR1a) se unieron.

Ligacion: la siguiente reaccion se hizo para cada uno de los dos sShRNASs a insertar, de

manera independiente en el vector pEn_Emir-C3.

Vector pen_Emir-C3 0.5ul

shRNA-PRKAR1a (“C”, “R”) | 7.5ul

Buffer 10X 1.0l
T4 ligasa 1.0l
Volumen total 10.0pl

Tabla 20. Reaccion de ligacion para pEn_Emir-C3 con shRNA-PRKAR1a (C y R).

- Incubar a 16°C/overnight.

El total de cada una de las ligaciones fue utilizado para transformar bacterias
competentes DH5a por el protocolo TRANSFORMACION DE BACTERIAS (utilizando en
el caso, medio adicionado con el antibiético Gentamicina al 30% para el cual pEn_Emir-C3 es

resistente) y se dio seguimiento a 5 colonias provenientes de la ligacion del shRNA-
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PRKAR1a-CancerResearch, “C” (C1-C5) y 4 del shRNA-PRKAR1a RNAIiCodex, “R” (R1-
R4). Después se siguieron los protocolos de Aislamiento de DNA vy Purificacion de DNA para
finalmente hacer una digestion con BamHI y Xbal (Tabla 21) y evaluar con un gel de agarosa
al 1% la insercion de los shRNAs esperando ver un fragmento aproximado a 700 pares de

bases indicando la ligacion del shRNA (Figura 45).

Digestion:
Plasmido a evaluar 8.0ul
Buffer B (Roche) 1.0pl
BamHI (Roche) 0.5ul
Xbal (Roche) 0.5ul
Volumen total 10.0ul

Tabla 21. Reaccion de digestion para evaluar la insercion del sShRNA-PRKAR1a en el vector pEn_Emir-C3.

Xbal / BamHlI restriccion

C1 C2 C3 C4 C5 R1 R2 R3 R4
> - ® - - o= -

cbbd‘lbné &

ot 1

- AW ™ AR - o e
500 500

Figura 45. Gel para verificar la clonacion de los shRNA-PRKAR1a (C y R) en el vector pEn-Emir_C3.

Una vez insertado el shRNA-PRKAR1a en el vector pEn_Emir-C3 se realiz6 una
prueba funcional del shRNA en células 293T transfectadas bajo el protocolo de Transfeccion
celular a una confluencia del 70%, en placas de 6 pozos (consideradas para la transfeccion,
como p35), con un tiempo de incubacion con los liposomas de 3 horas. Se transfectaron 2ug
de cada uno de los shRNA a probar, pEn_Emir-C3-shRNA-PRKAR1a-CancerResearch, “C”
(C1-C5) y 4 del pEn_Emir-C3-shRNA-PRKAR1a_RNAiCodex, “R”, sobreexpresando al
mismo tiempo 0.5ug de la subunidad reguladora pPCDNA3.1-HA-PRKAR1a, teniendo como
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control negativo células transfectadas solamente con la subunidad reguladora PRKAR1a. 48
horas después de la transfeccion se obtuvieron los lisados totales celulares (ver protocolo de
Pull down e Inmunoprecipitacion) que se corrieron en SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a
membrana immobilon. Se hizo el western blot incubando con el anticuerpo HA dilucion
1:10,000 a 4°C/overnight y posteriormente con el anticuerpo secundario anti-mouse dilucion
1:10,000 en leche al 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente. La imagen siguiente (Figura
46) muestra el efecto bloqueador de la expresion de PRKARla con todos los shRNAs
probados, siendo evidente el efecto de pEn-Emir-C3-shRNA-PRKAR1a en la clona C3 y R4.

pEn_EmirC3-shRNA-PRKAR1a

HA-PRKAR1a

NT C1 Cc2 C3 C4 C5 R1 R2 R3 R4

WB: a-HA 50 kD—> - - - e

N N

Figura 46. Bloqueo de la expresién de HA-PRKAR1a en células HEK293T por diferentes clonas de pEn-Emir_C3-
shRNA-PRKARI1a.

Una vez verificado el bloqueo de la expresion de HA-PRKAR1a, se subclono el
shRNA en los vectores pDSL-hpIP y pDSL-hplG (Figura 47) mediante el sistema de
recombinacion Gateway, lo que permite la seleccion con puromicina de células transfectadas
con el plasmido pDSL-hpIP-shRNA-PRKAR1a, mientras que pDSL-hplG-shRNA-PRKAR1a
ofrece la posibilidad de detectar células transfectadas con dicho shRNA mediante microscopia
de fluorescencia o el uso de anticuerpos para EGFP (secuencia presente en el vector). Asi, el
vector pEn_EmiR-C3 recombina con los vectores lentivirales pDSL-hplP y pDSL-hplG
introduciendo el ShRNA-PRKAR1a en el contexto de mir30 y con el promotor EF-1a.
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pDSL_hplG
11157 bp

~
% Fragmento a introducir por recombinacién en los vectores pDSL
(entre AttR1 y Attr2)

=-m .
i o

pDSL_hplP
11178 bp

Figura 47. Plan de subclonacion de pEn-Emir_C3-shRNA-PRKARZ1a en los vectores lentivirales pDSL_hplG y pDSL-
hplP.

Para la subclonacion del shRNA-PRKAR1la se calcularon los tamafios de los

fragmentos a obtener después de la restriccion de pEn-Emir_C3 y de la recombinacién con los

vectores lentivirales (Tabla 22).

Fragmento en pEn-Emir-C3 Nucledtidos
Fragmento eliminado por restriccion inicial con Xhol/EcoRl - 402
Regidn de recombinacion Attll y Attl2 en pEn-Emir-C3 1193
shRNA-PRKAR1a (clonado como Xhol/EcoRl) + 137
Tamario del fragmento recombinado 928

Tabla 22. Fragmentos obtenidos para la subclonacion del sShRNA-PRKAR1a en los vectores pDSL-hplP y pDSL-hpIG.
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Se prepararon las siguientes reacciones de recombinacion:

Vector destino:

pDSL-hpIG
(0.161)

1.0ul (200 ng)

pDSL-hpIG
(0.3))

1.3ul (400ng)

Vector de entrada: (pEn_Emir-C3-shRNA-
PRKAR1a RNAiCodex)

0.5ul (100 ng)

0.5ul (100ng)

Buffer EB: 2.5l 5.0ul
Clonasa LR II: 0.5ul 0.5ul
Agua deionizada: 0.5ul 2.7ul
Volumen total 5.0ul 10.0pl

Tabla 23. Reaccién de recombinacion por Sistema Gateway, pDSL (hpIP y hplG) con pEn_Emir-C3-shRNA-PRKAR1a.

Temperatura de incubacion: 22°C / overnight

Bacterias competentes DH5a fueron transformadas con el producto de recombinacion
y se obtuvo su DNA (ver Transformacion de bacterias y Aislamiento de DNA, protocolo A) y
para comprobar la reaccion de recombinacion se digirié el DNA de diferentes clonas obtenidas
con Xhol (existe un sitio de reconocimiento para la enzima Xhol a una distancia de 389 del
attL2 en pEn-Emir-C3 mientras que pDSL-hplP tiene un unico sitio Xhol al final de attR2)
incubando a 37°C/overnight y esperando una banda con un peso de 389 nucleédtidos. La
reaccion de recombinacion Gateway fue exitosa como se muestra en las siguientes imagenes
en donde se observa la liberacion de fragmento con el peso esperado (~ 389 nucle6tidos) al
digerir con Xhol a pDSL-hplG-shRNA-PRKAR1a (Figura 48) y pDSL-hpIP-shRNA-
PRKARI1a (Figura 49).
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pDSL-hplG-shPRKAR1a+ Xhol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 48. Gel diagndstico de la restriccion con Xhol de pDSL-hplG-shRNA-PRKAR1a.

pDSL-hplP-shPRKAR1a + Xhol

1 2 3 4 5 6

-

irg

Figura 49. Gel diagnéstico de la restriccion con Xhol de pDSL-hplIP-shRNA-PRKAR1a.

Para probar el funcionamiento de los shRNA-PRKAR1la se transfectaron células
HEK293T (lipofectamine y Plus) sobreexpresando a HA-PRKAR1a (10ng) junto con el
shRNA de PRKAR1a (1.5ug), dejando como control negativo células que solamente fueron
transfectadas con PRKAR1a. Los lisados totales se obtuvieron a las 48 horas después de la
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transfeccion, se analizaron las muestras en SDS-PAGE 10% Y se transfirieron las proteinas a

membrana immobilon a 320mAmp/2.5h.

En la siguiente imagen se puede ver que las clonas 2, 3, 4, 6 y 8 del plasmido pDSL-
hplG-shRNA-PRKAR1a disminuyen la expresion de HA-PRKAR1a al igual que la clona 9 de
pPDSL-hpIP-shRNA-PRKAR1a.

pDSLhpIG pDSL-hpIP
shRNA- shRNA-
PRKAR1a PRKAR1a
HA-R1a HA-R1a
NT 1 2 3 4 5 6 7 8 NT 1 9 10

- -
- .

a-HA 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C /ovemnight
Anticuerpo secundario: a-mouse 1:10,000 (leche 5%)/RT/1h

a-ERK2 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C /overnight
Anticuerpo secundario: a-rabbit 1:10,000 {leche 5%)/RT/1h

0-R1a 1:5,000 TBS-T 0.05% / 4°C fovernight
Anticuerpo secundario: a-mouse 1:5,000 (leche 5%)/RT/1h

Figura 50. Efecto de diferentes clonas de shRNA-PRKAR1a (pDSL-hplG y pDSL-hplP) en la expresion de HA-
PRKARI1a en células HEK293T.

Posteriormente se probdé el funcionamiento de los shRNAs sobre la expresion
enddgena de PRKAR1a. Se transfectaron células HEK293T con 500ng (Y4) y 2ug (1) de
shRNA-PRKAR1a poniendo como controles, células no transfectadas (NT) y otras
transfectadas s6lo con HA-PRKAR1a. Los lisados totales se obtuvieron a las 72 horas despueés
de la transfeccion, se analizaron las muestras en SDS-PAGE al 10% y se transfirieron las
proteinas a membrana immobilon (320 mAMP/2.5h). Como se observa en la imagen siguiente
al evaluar los niveles de expresién de la subunidad reguladora con el anticuerpo anti-R1a, 2ug
de shRNA-PRKAR1a disminuyen de manera importante la expresion de PRKAR1a (clonas 2,
8y 9), como control de expresion se muestra el western blot anti ERK.
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pDSLhpIG- shRNA-
PRKAR1a
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pDSL-hplP
shRNA-
PRKAR1a

©

| §HARIa

a-R1a = N o -
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a-R1a 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C /ovemight
Anticuerpo secundario: a-mouse 1:10,000 (leche 5%)/RT/1h

a-ERK2 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C /overnight
Anticuerpo secundario: a-rabbit 1:10,000 (leche 5%)/RT/1h

Figura 51. Efecto de diferentes clonas de sShRNA-PRKAR1a (pDSL-hplG y pDSL-hplP) en la expresion endbgena de
PRKAR1a en células HEK293T.

Se hizo un analisis para ver si la expresion de la subunidad reguladora PRKAR1a en
las células COS-7 también podria ser disminuida con los mismos shRNAs de PRKARIla
disefiados para bloquear a PRKAR1a de origen humano, encontrando también en las células
COS-7 la secuencia que hibrida con PRKAR1a en humanos y que por tanto, tedricamente hace
posible su inhibicion. Asi, se probaron los shRNAs de PRKARla en células COS-7
transfectando 500ng (1/4) y 2pug (1) de shRNA-PRKAR1a, dejando como control células
transfectadas con HA-PRKAR1a. Las ceélulas fueron lisadas después de 72 horas y las
muestras se corrieron en SDS-PAGE-10% y se hizo la transferencia de las proteinas a
membrana immobilon a 320mAmp/2.5 horas. Se hizo el western blot buscando detectar a la
subunidad reguladora PRKAR1a transfectada mediante el anticuerpo HA y también con anti-
PRKARIla (0-R1a) para detectar a la proteina endogena. La siguiente imagen muestra la
disminucion de PRKAR1a cuando se transfectan 2ug de shRNA-PRKAR1la. Por tanto, se
comprueba nuevamente la disminucion de la expresion de la subunidad reguladora HA-
PRKARI1a transfectada , asi como de PRKAR1a enddgena en células COS-7.

96



HA-PRKAR1a

pDSL-hplG- pDSL-hplP-
shPRKAR1a shPRKAR1a
Y% 1 Y 1

o-HA 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C /ovemnight
Anticuerpo secundario: a-mouse 1:10,000 (leche 5%)/RT/1h

a-R1a 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C lovernight
Anticuerpo secundario: a-mouse 1:10,000 (leche 5%)/RT/1h

a-ERK2 1:10,000 TBS-T 0.05% / 4°C fovernight

Anticuerpo secundario: a-rabbit 1:10,000 (leche 5%)/RT/1h

PRKAR1a.

pDSL-hplG-  pDSL-hpIP-
shPRKAR1a shPRKAR1a

ctl % 1 ctrl Y 1

. HA-R1a

a-R1a WD G e e —

PRKAR1a.

Figura 52. Bloqueo de la expresion de HA-PRKAR1a en células COS-7 mediante pDSL (hpIP y hplG)-shRNA-

Se repitidé el experimento en las células COS-7 transfectadas Unicamente con los
ShRNA-PRKAR1a (pDSL-hplG y pDSL-hplP) 500ng y 2ug. Después de 72 horas de
transfeccion se lisaron las células y se analizaron las muestras. La siguiente imagen muestra
una disminucién de la expresion de PRKAR1a enddgena cuando se transfectaron 2ug del

shRNA-PRKAR1a, siendo mas efectivo el pDSL-hpIP para la inhibicion dePRKARla

Figura 53. Bloqueo de la expresion endogena de PRKAR1a en células COS-7 mediante pDSL- (hplIP y hplG)-shRNA-
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Hasta aqui, con el ShRNA-PRKAR1a se tuvo lista una de las herramientas importantes
a utilizar en el presente proyecto para poder evaluar la participacion, importancia y efectos de

PRKARZ1a en eventos como los son el cierre de herida y la quimiotaxis.

Con la finalidad de investigar un poco mas sobre lo concerniente a la proteina cinasa A
y a sus componentes, se disefiaron primers para evaluara la su expresion mediante RT PCR en
diferentes lineas celulares y su posterior aplicacién en experimentos que requirieran evaluar de

manera enddgena su importancia y participacion

Otros primers disefiados durante el presente proyecto fueron para las diferentes
subunidades de PKA: hPRKAR1la, hPRKAR1b, hPRKAR2a, hPRKAR2b, hPRKACalpha,
hPRKACbeta, y hPRKACgamma con la finalidad de evaluar su expresién mediante RT PCR
en diferentes lineas celulares y su posterior aplicacion en experimentos que requirieran evaluar
de manera enddgena su importancia y participacion. A continuacién se enlistan los primers

disefiados y enviados a sintetizar a Sigma-Aldrich Quimica:

i Quality Assurance Document
sigma.com/oligos
Customer. SIGMA-ALDRICH QUIMICA, SA DE CV Sales Order No. 3002861898
YI/O BEATRIZ SANCHEZ P.0. No. 45010233909
Oligo Name Oligo # LEN Pur Scale MW Tm pg/OD OD ug nmol %GC 2ndary DimerSequence (5-3')
() hPRKAR1aS RTper 3002661808010 20  DST 005 62090 639 300 95 2842 4S8 S500% None No  GGGAAGCACACTGAGARAGC
! hpRKAR13 RTper 3002861898020 20  DST 005 60309 639 319 67 2129 353 S500%  Wexk No  ACAGCAGCTGACCCCTCTAA
5] PRKARIbS RTper 302861898030 20  DST 005 61910 638 308 108 3340 540 5500% Wiesk No  AGCACTTCGAGAAGCTGGAG
] hPRKAR1b-3' RTper 3002661898040 20  DST 005 60678 639 330 88 205 479 S000% Modertle No  CTTGGGAATCACCTTCCTGA
2] NPRKARZSS' RTper 3002661808050 20  DST 005 60799 639 307 56 1708 281  5500% Veryweak No  ATGTACAACACCCCGAGAGC
7 hPRKARZa3 RTper 3002861808060 20  DST 005 62460 638 304 4 244 U3 S000%  None No  TGATTTAAGGAGGGGCACAG
4\ TPRKARZDS Rper 3002861898070 20  DST 005 61568 637 316 87 2762 449 5000% Moderatle No  GGCGAACTGGCCTTAATGTA
) hPRKARZD-3' RTper 3002861898080 20  DST 005 61190 636 301 64 1919 314  4500% Veryweak No  AGGOGTTCAGARAACTCCAA
)| PRKACAphaS RTper 3002061898090 20  OST 005 60789 &2 05 60 1838 302  4500% Nore No  TCGAACACACCCTGAATGAA
| hPRKACHpha-3 RTpcr 3002861898100 20  DST 005 61109 642 310 86 2614 438  S500% Modete MNo  CC STGCAGATACTCA
/| hPRKACbet§ RTpcr 002861898110 20  DST 005 60929 636 327 85 213 455  S500% Nore No  CACGGTTCTATGCAGCTCAG
V) MPRKAC@3 RTpcr 00286189820 20  DST 005 5958 636 327 99 351 545  5000% Nore No  CTAATGCCCACCAATCCACT
3 ( hPRKACgamma§'RTpor 3002861898130 20  DST 005 60459 639 317 86 2716 443  SOO0%  Wiexk No  AAGCCCGAGAATCTCCTCAT
hPRKACganmadRTpcr 3002861898140 20  OST 005 62039 640 324 89 2893 466  S500% None No  TAGATCTGGATGGGCTGGTC

Figura 54. Primers para diferentes subunidades de PKA.
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Subunidad de

PKA S'RTpcr 3'RTpcr
hPRKAR1la GGGAAGCACACTGAGAAAGC ACAGCAGCTGACCCCTCTAA
hPRKAR1b AGCACTTCGAGAAGCTGGAG CTTGGGAATCACCTTCCTGA
hPRKAR2a ATGTACAACACCCCGAGAGC  TGATTTAAGGAGGGGCACAG
hPRKAR2b GGCGAACTGGCCTTAATGTA AGGCGTTCAGAAAACTCCAA
hPRKACalpha  TCGAACACACCCTGAATGAA CCAGCGAGTGCAGATACTCA
hPRKACDbeta CACGGTTCTATGCAGCTCAG CTAATGCCCACCAATCCACT
hPRKACgamma AAGCCCGAGAATCTCCTCAT TAGATCTGGATGGGCTGGTC

Tabla 24. Primers para diferentes subunidades de PKA.

Los primers se reconstituyeron adicionando agua deionizada y se llevaron a una
concentracion de 100umol (stock) a partir de la que se prepard la alicuota de trabajo
(10pmol).

Para evaluar la expresion de las diferentes subunidades de PKA en las lineas celulares
HEK293T, HelLa y de especial interés en las células endoteliales microvasculares de
origen humano, HMEC (por el hecho de que estas células endoteliales participan de manera
importante en la migracion celular, evento que se lleva a cabo en la angiogénesis tumoral) se
hicieron PCRs teniendo como templado cDNA obtenido de dichas lineas celulares. Se
utilizé el kit Jump Start™ Red Taq® Ready Mix™ PCR Reaction Mix (Cat. No P0982,
Sigma).

Reaccion (para cada una de las subunidades de PKA a evaluar y para cada una de las

lineas celulares a probar) :

Jump Start™ Red Tag® Ready Mix™: 7.5ul

Primer 5° [10puM]: 1.0l
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Primer 3’ [10uM]: 1.0ul

Templado (cDNA de la linea celular) 40-100ng: 1.0ul

DMSO: 1.0ul
Agua deionizada: 5.0ul
Volumen final: 16.5ul

Tabla 25. Reaccion para la amplificacion de las diferentes subunidades de PKA.

Temperaturas utilizadas durante las PCR:

Desnaturalizacion:  94°C /5 min

94°C /30 seg

Alineacion: 64°C /30 seg (30 ciclos)
72°C /1 min

Elongacion: 72°C /10 min

Tabla 26. Condiciones de PCR para amplificacion de diferentes subunidades de PKA.

Se analizd la expresion de las diferentes subunidades de PKA en las lineas celulares
HMEC, HEK293T y HeLA usando su cDNA como templado. La expresion se evalud

analizando los diferentes productos de PCR en geles de agarosa al 2%.
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Figura 55. Expresion de diferentes subunidades dePKA en las lineas celulares: HMEC, HEK293T y HeL A.

Los geles de la figura anterior demuestran que las subunidades reguladoras de la
proteina cinasa A: PRKAR1a, PRKAR1b, PRKARIla y PRKARIIb se expresan en las células
HEK293T y HeLA de igual forma que las subunidades cataliticas PRKACalpha, PRKACbeta
y PRKACgama, algunas en menor o mayor grado, pero estdn presentes en ambas lineas
celulares, sin embargo, en las células endoteliales HMEC, inicialmente parecia que
PRKAR1b, PRKARIla y PRKACalpha no se estaban expresando o no se estaba alcanzando a
detectar su expresion, asi que se modificaron los ciclos de la PCR aumentandolos a 35 de
manera que se logré detectar la expresion de PRKARIIa y PRKACalpha en las HMEC, pero
no la subunidad reguladora PRKAR1b. Asi mismo se verificd la expresion en estas células de
PRKAR1a, PRKARIIb y las subunidades cataliticas beta y gama como se muestra en el
siguiente gel:
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Figura 56. Expresion de PRKAR1b, PRKARIlay PRKAcat_alpha (35 ciclos en PCR).

7. RESULTADOS

Dada la importancia del GEF P-Rex1 como regulador de procesos de migracion
celular, particularmente en células endoteliales en las que participa en la cascada de receptores
CXCR4, interviniendo en la activacion de Rac, migracidon celular y respuesta angiogénica
determinada in vitro, en celulas estimuladas con SDF1, decidimos investigar los mecanismos
moleculares que regulan la funcion de este importante GEF. Para ello, partimos de nuestras
propias evidencias de una interaccién entre el GEF P-Rexl y la proteina cinasa A.
Particularmente, postulamos que esta interaccion, inicialmente demostrada entre los dominios
PDZ-PDZ del GEF P-Rex1 y la region carboxilo terminal de la proteina PRKAR1a, subunidad
reguladora de la proteina cinasa A, asociacion encontrada en un ensayo de doble hibrido en
levaduras en que se utilizé como carnada a los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 y una libreria de
cDNAs proveniente de células endoteliales HMEC (human microvascular endothelial cells)
preparada en nuestro laboratorio (Chavez-Vargas, 2007, Tesis de Maestria), ocurriria entre
proteinas completas y seria relevante para la funcion del GEF P-Rex1, asi como para la
dindmica celular de la cinasa PKA. Asi pues, nos propusimos caracterizar la asociacion PDZ-
PDZ-P-Rex1 con el fragmento denominado Z6 (correspondiente al segundo dominio de union
de AMPc en el carboxilo terminal de la subunidad reguladora PRKAR1a) para demostrar la
formacion de dichos complejos en células de mamifero, extendiendo hacia un sistema
bioldgicamente relevante, el resultado obtenido en levaduras. Ahora en células de mamifero

HEK293T se buscé elucidar posibles formas de regulacion del GEF P-Rex1 mediadas por
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PKA. Con este propdsito, se inicié por co-transfectar células HEK293T con los plasmidos
pCEFL-3XFlag-EGFP-Z6 (presa) y pCEFL-GST-PDZ-PDZ-P-Rex1 (carnada). Después de 48
horas de la transfeccion se obtuvieron los lisados celulares y mediante la técnica de pull down,
utilizando perlas de glutation sefarosa, se aislaron los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl
fusionados a GST. Para probar si la asociacion entre ambas proteinas se estaba llevando a cabo,
se hizo un western blot utilizando el anticuerpo contra flag, para detectar la asociacion con
Z6. Los resultados demostraron que ambas proteinas son capaces de interaccionar. Esto se
observa en el segundo carril correspondiente al pull down con GST vy la interaccion fue
especifica puesto que no se observo en el control negativo, en donde se transfecté solamente
GST (carril 1 del pull down), mismo que no es capaz de interaccionar con Z6, el fragmento de
unién proveniente de la subunidad reguladora de la PKA, como se muestra en la siguiente

figura:

FLAG-EGFP-Z6 presa

GST-P-Rex1 GST-P-Rex1
GST PDZ-PDZ  GST PDZ-PDZ

Flag oGl AU ARIEY
GST o -

- -

PD: GST LT

Figura 57. Interaccion de Z6 y GST-P-Rex1-PDZ-PDZ en células HEK293T.

Una vez confirmada la interaccion, se investigo si la asociacion seguia manteniéndose
cuando se transfectan los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 ahora con la proteina completa
correspondiente a la subunidad reguladora tipo 1 alfa de la PKA, PRKAR1a. Para ello se co-
transfectaron los plasmidos pCEFL-GST-PDZ-PDZ-P-Rexl y pEGFP-C1-PRKARla en
células 293T y 48 horas después se colectaron los lisados celulares y se hizo un pull down
utilizando perlas de glutation sefarosa para aislar los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl y

mediante el anticuerpo contra EGFP se buscd la interaccidén con la proteina PRKAR1a. El
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siguiente western blot muestra en la parte correspondiente al pull down que efectivamente
existe una asociacion especifica entre los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 y la subunidad
reguladora PRKAR1a.

EGFP-PRKAR1a

GST-P-Rex1 GST-P-Rex1
GST PDzZ-PDZ GST PDZ-PDZ

GP L e ot -

|

GST o | —

PD: GST LT

Figura 58. Interaccion de EGFP-PRKAR1a con GST-P-Rex1-PDZ-PDZ en células HEK293T.

Posteriormente se probo la posibilidad de que las proteinas completas correspondientes
a P-Rex1 y PRKAR1a pudieran asociarse, asi que se transfectaron celulas 293T con el GEF P-
Rex1 fusionado al epitope HA y por otro lado a PRKAR1a unido a EGFP y 48h después de su
transfeccion se obtuvieron los lisados y se inmunoprecipitd por afinidad a P-Rex1 incubando
por 12-16h los lisados con el anticuerpo HA e incubandolos posteriormente con esferas de
proteina G agarosa durante 3h. Se corrieron las muestras en SDS-PAGE al 10% Yy se hizo el
western blot. Los resultados mostraron que P-Rex1l y PRKAR1a son capaces de asociarse
como se observa en la siguiente figura en la parte izquierda correspondiente a la
inmunoprecipitacién en donde se ve que P-Rex1 fue inmunoprecipitado y detectado mediante
el anticuerpo HA, ademas en el mismo carril por debajo de P-Rex1 y con un peso aproximado
de 50 kDa también se detecta una banda correspondiente a PRKAR1a mediante el anticuerpo

GFP lo que evidencia la asociacion entre ambas proteinas.
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Figura 59. Interaccion de EGFP-PRKAR1a con HA-P-Rex1 en células HEK293T.

La siguiente pregunta a resolver fue si solamente los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl
eran capaces de interaccionar con la presa Z6 encontrada en el doble hibrido, o si otros
dominios del GEF también pudieran estar participando en la interaccion con Z6. Para ello se
mape6 a P-Rexl para ver qué sitios estaban participando en la interaccion. Se
transfectaron células 293T con la presa Z6 junto con los diferentes dominios correspondientes
a P-Rex1 fusionado a GST en su extremo amino: GST-DH-PH, GST-DEP-DEP, GST-PDZ-
PDZ, GST-Cter y como control negativo GST. Se dejaron pasar 48h y se colectaron los lisados
celulares, se hizo el pull down con esferas de glutation sefarosa para aislar a las proteinas
fusionadas a GST y posteriormente se corrieron las muestras en SDS-PAGE al 10% y se
hizo el western blot. Para detectar las posibles asociaciones de Z6 con los diferentes
dominios de P-Rexl, asi como para probar su transfeccion se utilizé el anticuerpo contra
GFP, mientras que para probar la efectividad del pull down se utilizé el anticuerpo contra GST.
Asi, se puede observar en la siguiente imagen que la asociacion entre el GEF P-Rex1 y la
subunidad reguladora PRKAR1a se da principalmente con los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1,
aunque también se puede ver, aunque mas débilmente, una asociacién a través de los dominios
DH-PH del GEF.
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3XF-EGFP-Z6
GST-P-Rex1-

DEP-DEP
PDz-PDZ

GST
DH-PH
Cter

orr| I |

GST

Figura 60. Mapeo de P-Rex1 en la interaccién con 3XF-EGFP-Z6.

Asimismo, se realiz6 otro mapeo con los diferentes dominios de P-Rex1 evaluando en
esta ocasion la asociacion con la proteina completa de la subunidad PRKAR1a. Nuevamente
se transfectaron células 293T con los diferentes dominios de P-Rex1 fusionados a GST: DH-
PH, DEP-DEP, PDZ-PDZ, Cter y GST s6lo como control negativo y en todos los casos co-
transfectada la subunidad PRKAR1a fusionada a EGFP. Después de 48 horas de transfeccion
se obtuvieron los lisados totales y se hizo el pull down utilizando las perlas de glutation
sefarosa para aislar a las proteinas fusionadas a GST. Se analizaron las muestras en un gel
SDS-PAGE al 10% y se hizo después el western blot. Para detectar la asociacion de
PRKAR1a con los diferentes dominios de P-Rex1 se incub6 la membrana con el anticuerpo
para EGFP mientras que para verificar el éxito del pull down se utilizé el anticuerpo que
reconoce a GST, de esta manera se obtuvieron los resultados que se muestran en la siguiente

imagen:
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Figura 61. Mapeo de P-Rex1 en la interaccion con EGFP-PRKAR1a.

Como se puede observar en el gel de arriba, los resultados fueron similares a los
obtenidos en el mapeo anterior en donde se evalud la asociacion con Z6 y coincidiendo en este
caso en una interaccion de menor intensidad con los dominios DH-PH de P-Rexl y
confirméndose que la interaccion entre el GEF P-Rexl y PRKARIla se lleva a cabo
principalmente a través de los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1, esto al menos en condiciones

donde las células se encuentran en medio completo, es decir, suplementado con SFB al
10%.

Los resultados de los mapeos realizados, ademas de la propia estructura o
conformaciéon de P-Rex1 integrado por diferentes dominios, hace interesante el estudio y
caracterizacién de la interaccion puesto que cada uno de los dominios del GEF podria estar
determinando o ejerciendo algun tipo de regulacion con la subunidad reguladora PRKAR1a o
de lo contrario, ser regulado por PKA en dependencia del tipo de estimulo recibido y el papel

de los diferentes dominios de P-Rex1 frente a determinados estimulos.

Por la importancia y el papel que juega PKA en diversos procesos, entre ellos los que
son de particular interés a nuestro laboratorio, procesos relacionados a la angiogénesis,
especificamente en eventos de migracion celular con los que se encuentra relacionada la

cinasa PKA, otra de las preguntas que se plantearon fue la posibilidad de la interaccion de P-
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Rex1 con otra de las subunidades que conforman a PKA, precisamente con la subunidad
catalitica 1 alfa quien finalmente se encarga de ejercer las fosforilaciones sobre las diferentes
proteinas blanco de PKA, de tal manera que se planted el siguiente experimento para evaluar

la asociaciéon con P-Rex1.

Se transfectaron células 293T con los plasmidos pCEFL-GST-PDZ-PDZ y pEGFP-C1-
hPRKACa que codifican para los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 y la subunidad catalitica 1
alfa de PKA respectivamente, dejando como controles negativos a células transfectadas
solamente con pCEFL-GST vy otras ademas de GST, transfectadas con la subunidad catalitica
pero no con los dominios PDZ de P-Rex1. Se siguio el mismo protocolo de recoleccion de
lisados celulares a las 48h. Se hizo el pull down con perlas de glutation sefarosa para precipitar
y aislar a los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 a través de GST, para posteriormente correr las
muestras en un gel SDS-PAGE al 10% y transferir las proteinas a membrana immobilon para
evaluar la asociacion de la subunidad catalitica hPRKACa con los dominios PDZ-PDZ de P-
Rex1, incubando la membrana con el anticuerpo que reconoce a EGFP. Como se observa en la
imagen de abajo, en el segundo carril que corresponde al pull down (PD) en donde se
encuentran precisamente las dos proteinas transfectadas, GST-PDZ-PDZ-P-Rex1 y EGFP-C1-
hPRKACsa, el anticuerpo EGFP reconoce a la banda que corresponde a la subunidad catalitica
PRKACa de PKA lo que indica la asociacion con los dominios PDZ-PDZ de P-Rexl.
Puesto que en los carriles uno y tres del PD (controles negativos) no se detectan bandas, esto
indica que, asi como hay una interaccion especifica de P-Rex1 a través de los dominios PDZ-
PDZ con PRKAR1a, también ocurre una asociacion especifica con la subunidad catalitica de la
PKA, PRKACa.

EGFP-C1-hPRKACA - + o+ - + 4+
GST-PDZ-PDZ-P-Rex1  + + - +
pCEFL-GST - -+ - -4
a-EGFP
- W =
a-GST
RS -
—~ .
PD: GST LT

Figura 62. Interaccion de los dominios PDZ-PDZ de P-Rex1 con EGFP-C1-hPRKACA.
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Los resultados anteriores indican que la asociacion entre el GEF P-Rex1 con la cinasa
PKA puede formarse a través de la subunidad reguladora PRKAR1a, y que la subunidad
catalitica PRKACa de la cinasa PKA puede formar parte del complejo. Este hecho hace ain
mas interesante la caracterizacion de la interaccion entre el GEF P-Rex1 y la cinasa PKA, ya
que sustenta la hipétesis de que pudiera haber una regulacion reciproca de la PKA a P-Rex1y
viceversa, dependiente de la activacion de cascadas de sefializaciéon que active a uno u
otro de estos efectores. EIl efecto, desde luego, dependerd en gran
medida de los estimulos recibidos, como éstos son canalizados intracelularmente, asi como

de la proteina que sea activada en primera instancia.

Considerando la posible importancia de este nuevo nodo de regulacion en la
sefializacion quimiotactica que involucra a P-Rex1 y a la cinasa PKA decidimos investigar si la
interaccion caracterizada con proteinas transfectadas ocurria en un contexto en que estas se
expresan de forma enddgena. Asi pues, para confirmar la interaccion entre P-Rexl y la
proteina cinasa A que involucra a proteinas endogenas hicimos un ensayo en células COS-7
en donde se inmunoprecipité a la subunidad reguladora de PKA (Rla) y se busco la
asociacion con P-Rex1 utilizando anticuerpos contra este GEF. De esta manera se demostrd
que la subunidad reguladora R1a enddgena interacciona con el GEF P-Rex1 enddgeno. Esto
comprueba la interaccion enddgena entre ambas proteinas, misma que ocurre de manera

especifica ya que en el control negativo no se detectdé P-Rexl que hubiera podido

inmunoprecipitarse inespecificamente. Estos resultados * se muestran en la siguiente figura:

P-Rex] ' PREKARla enddgenos,

KD
P-Rex] =y
-150
— e a—
Rla — ——
Ctrl Ria LT
IF

Figura 63. Interaccion enddgena entre P-Rex1 y la subunidad reguladora Rla de PKA *1,
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Una vez confirmada la interaccion de P-Rex1 con PKA de manera enddgena surgio la
necesidad de ahondar en la dindmica de la interaccion y responder a las preguntas acerca de
los efectos que un determinado estimulo, en este caso, SDF-1 pudieran tener sobre la
interaccion P-Rex1 con PKA. Asi que primero se hicieron experimentos para determinar la
cinética de activacion de P-Rex1. Células COS-7 transfectadas con Flag-P-Rex1 se ayunaron
a las 48h post-transfeccion y se estimularon a diferentes tiempos con SDF-1 (50 ng/mL). La
fraccion activa de P-Rexl se obtuvo mediante la interaccion con una GTPasa libre de

nucleotido. Esto es, a través de un pull down con GST-Rac G15A y detectando por western

blot a P-Rex1 con el anticuerpo Flag. Los resultados * obtenidos muestran que P-Rex1 puede
ser activado por SDF-1 a partir del minuto 1, con un pico maximo de activacién al minuto

30, tal como se ve en la figura 64:

&

e

0 T
SDF-1 (min) 0 1 5 15 30 60

.

~

P-Rex1 activo
(pixeles x 10°)

PD:
Flag . R, Rex1
activo

Flag ..-.o- LT

Rla - -

Figura 64. Cinética de activacién de P-Rex1 en células COS-7 estimuladas con SDF-1 *2,

Posteriormente se evalué el efecto de SDF-1 en la interaccion de P-Rexl con
PRKARI1a. Para ello se co-transfectaron células 293T con los plasmidos pEGFP-PRKAR1a
y pCEFL-3XFlag-P-Rex1. Después de 36h las células se ayunaron por 12h y posteriormente se
estimularon con SDF-1 a una concentracion de 100ng/ml a diferentes tiempos: 0, 1, 5, 10, 20,
30 y 60 minutos. Después se colectaron los lisados celulares y se inmunoprecipité a 3XF-P-
Rex1 incubando con anti-Flag durante la noche. Posteriormente se incubaron las muestras con
perlas de Proteina G agarosa por 3h. Se analizaron las muestras en SDS-PAGE al 10%, se
transfirieron en membrana immobilon y se hizo el western blot. Se incubé con anti-EGFP para
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detectar a la subunidad reguladora PRKAR1a y ver el efecto de SDF-1 sobre la interaccion
con P-Rexl. La siguiente imagen del curso temporal muestra que, en efecto, la interaccion
entre P- Rexl y PRKAR1a es modulada por SDF-1 observandose que la interaccion se
refuerza a los minutos 10 y 20 de estimulacion (WB anti EGFP en la membrana
correspondiente a la inmunoprecipitacion). Como control, se confirmé el efecto esperado del
estimulo SDF-1 sobre la activacion de la via de las MAP cinasas, evidenciado mediante el
anticuerpo que reconoce a la forma fosforilada de MAPK42/44. Esto se observa en el blot
con anti pMAPk42/44 en donde la activacion de MAP cinasas sucedié desde el minuto 1y

teniendo un pico maximo de activacion a los 5 minutos.

p EGFP-PRKAR1a + o+ o+ o+ o+ + o+ 4+
p CEFL-3XF-P-Rex1 + o+ o+ o+ o+ + o+
SDF-1 100 ng/ml o 1 5 100 200 30" 60
IP: 3XF-P-Rex1
a-EGFP - —_— -_—
%
a-Flag — — — — — —

— —

a-pMAPK =
42/44

a-Flag 1:1,000 TBS-T 0.05% / 4°C/overnight
Anticuerpo secundario: a-mouse 1:1,000 (leche 5%) / RT/1h

a-EGFP, a-pMAPK 1:1,000 TBS-T 0.05% / 4°C/overnight
Anticuerpo secundario: a-rabbit 1:1,000 (leche 5%) / RT/1h

Figura 65. Efecto de SDF-1 en la interaccion de PRKAR1a con P-Rex1.

El efecto de SDF-1 en la asociacion de P-Rex1 con PRKAR1a endogena se evaluo en
células COS-7 transfectadas con la construccion correspondiente al amino terminal de P-Rex1
fusionada a GST (GST-P-Rex1-DH-PH-DEP1-DEP2-PDZ1-PDZ2). Las células fueron
ayunadas a las 48h y estimuladas con SDF-1 a diferentes tiempos. Se hizo un pull down con

GST vy se busco la asociacion del fragmento correspondiente a P-Rex1 con la subunidad

reguladora endégena de PKA a través del anticuerpo anti-Rla. Los resultados™ mostrados
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en el siguiente western blot indican que la asociacion entre estas dos proteinas es reforzada

cuando las células se estimulan con SDF-1:

R1a endégena unida a
GST-Nter-P-Rex1
(pixeles x 10%)

SDF-1 (min) 0 1 5 15 30 60

Rla 3 PD

GST-P-Rex1

GsT (DN FHWDER KDEP, w0z, Kroz

GST
=
Rla S | T

— = — — —— —
GST

Figura 66. Asociacion de PRKAR1a con GST-Nter-P-Rex1. *1.

Los experimentos anteriores muestran que la asociacion entre P-Rex1 y PRKAR1a se
refuerza bajo el estimulo de SDF-1, tanto en células 293T como en las COS-7. A esto le
siguieron experimentos para visualizar la asociacion y la dinamica de ambas proteinas bajo el
estimulo SDF-1. Se utilizaron células COS-7 por su alta eficiencia de transfeccion, ademas de

ser células de tamafio grande, caracteristica que se aprovechd para los analisis de microscopia.

Se evaluaron las células COS-7 frente al estimulo SDF-1 y se hizo un curso temporal
de cero, uno, cinco, quince, treinta y sesenta minutos para probar la respuesta de las células en

relacién a la activacion de las cascadas de las MAP cinasas y la fosforilacion de AKT.
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SDF-1 o 1 5 15 30" 60

Figura 67. Efecto de SDF-1 en la activacion MAPK y AKT en células COS-7.

La anterior imagen confirma que efectivamente las células COS-7 son capaces de

responder a SDF-1 y esta activacion en relacion a la via de fosfo MAPK se da desde el minuto

1 hasta el minuto 15 de estimulacion. De acuerdo a estos tiempos, se realizaron los
experimentos de microscopia para los andlisis de la dindmica celular en la asociacion de P-
Rex1 con la subunidad reguladora PRKAR1a. En cajas p35 con fondo de vidrio recubiertas
con gelatina al 0.02%, fueron sembradas células COS-7 considerando tener una densidad de
confluencia baja. Posteriormente se transfectaron con los plasmidos pEGFP-C1-P-Rexl1 y
pmCherry- PRKAR1a y se mantuvieron con DMEM suplementado con SFB al 10%. Después
de 24 horas las células fueron ayunadas durante toda la noche. Al dia siguiente éstas fueron
estimuladas con SDF-1 durante 1, 5 y 15 minutos, de acuerdo a los resultados obtenidos en el
experimento anterior en los que se observo la activacion de la cascada de las MAP cinasas.
Posterior al estimulo recibido, las células fueron fijadas con paraformaldehido y observadas
en el microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse Ti, utilizando el objetivo de
inmersion  Plan Apo VC 1.4. Las imagenes fueron capturadas con una cdmara digital Nikon
DS-QilMc y fueron obtenidas utilizando los filtros Texas Red para visualizar a PRKAR1a y
GFP para P-Rex1. Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a células que
fueron estimuladas durante 5 minutos, condicién en la que cambios dependientes de SDF-1
fueron evidentes. En la siguiente figura se puede observar la distribucion celular de P-Rex1 y
PRKAR1a de manera basal, asi como el efecto que el SDF-1 tiene sobre su localizacién bajo
tres situaciones: 1) células transfectadas solamente con EGFP-P-Rex1, panel a y c, 2)
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células transfectadas solamente con la subunidad reguladora PRKARla marcada con
mCherry, panel b y d y 3) células transfectadas con ambas proteinas a la vez EGFP-P-Rex1 y
mCherry- PRKAR1a, panel e, f, g, h, i, j. Las resultados obtenidos mostraron que en estado
basal P-Rex1 y PRKAR1a se encuentran distribuidos de manera citosolica (panel a, b, e y f),
mientras que las células estimuladas con SDF-1 y que expresan de manera independiente
a P-Rex1 muestran que una fraccion del GEF es reclutada a la membrana celular (panel c),
efecto que no sucede para la subunidad reguladora PRKAR1a, misma que permanece citosolica
aun en células estimuladas con SDF-1 (panel d). En el caso donde las células expresan a ambas
proteinas y ademas son estimuladas con SDF-1 se puede ver claramente que en estas
condiciones P-Rexl sigue traslocandose a la membrana celular (panel g) y, de manera
particularmente interesante, la subunidad reguladora PRKAR1a también se re-localiza en la
membrana celular (panel h) hecho que se puede observar claramente en el traslape de las

imagenes mostradas en g y h (panel i) y ademas en la ampliacion del panel anterior (panel j).

SDF-1 SDF-1

Control

SDF-1

Control

P-Rex1

P-Rex1 + PRKAR1a
Merge

PRKAR1a

Figura 68. PRKAR1a es reclutada a membrana celular de manera dependiente de P-Rex1 en células COS-7 estimuladas
con SDF-1.

Estos resultados muestran que PRKAR1a es reclutada a membrana celular de manera
dependiente de P-Rex1 bajo el estimulo SDF-1. Efectos similares se observaron en la linea
celular HMEC (human microvascular endothelial cells) transfectadas con EGFP-P-Rex1 y

mCherry-PRKAR1a estimuladas con SDF-1.:
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HMEC

SOF1 5min

Figura 69. Reclutamiento a membrana celular de PRKAR1a dependiente de P-Rex1 en células HMEC estimuladas con
SDF-1.

y en las células HUVEC, que también se usaron para analizar esta dinamica. Se hizo primero
una curva temporal para ver la respuesta de las células estimuladas con SDF-1 y se analizo la
activacion de la vias MAP cinasas y Akt, observando un aumento de su activacion a partir del

primer minuto con un pico al minuto 5 como se muestra en el siguiente blot:
SDF-1 0 1 5 10° 200 30

pMAPK —.- e - -

“: 3 i i % S
pAKT g gn.f. g o

Figura 70. Activacion de MAPK y AKT en células HUVEC estimuladas con SDF-1.

Asimismo en células HUVEC infectadas con el biosensor para Rac (Raichu X115Rac)
se evaluo el efecto de SDF-1 en la activacion de la GTPasa Rac, esto se hizo por microscopia
de fluorescencia con la técnica FRET (fluorescence resonance energy transfer) que ofrece la
oportunidad de explorar in vivo cambios de conformacion, separacion o asociacién de
moléculas, en este caso, la activacion de Rac por el intercambio de GDP a GTP promovido por

un efector. A continuacién se muestran imagenes obtenidas a partir de un experimento de

time-lapse en donde la activacion espacio-temporal de Rac corresponde a las areas en color
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rojo.

Actividad de la GTPasa Rac

Figura 71. Activacion espaciotemporal de Rac en células HUVEC infectadas con el biosensor Raichu X115Rac.

Se comenz6 el estimulo de las células con SDF-1 a partir del minuto 00:34 provocando
la activaciéon espacio-temporal de Rac como se observa en los paneles subsecuentes a la
estimulacion. Este efecto se detectd en areas cercanas a la membrana celular como se sefiala al
tiempo de 01:00, 01:30 y 02:00 horas en donde las zonas sefialadas con las flechas y en rojo
corresponden a la activacién de la GTPasa Rac. Con los resultados anteriores, se verifico que
las células HUVEC responden a SDF-1. Esto sirvi6 de base para pruebas en esta linea
celular tendientes a visualizar la localizacion de P-Rexl y PRKARla bajo el efecto del
estimulo. Tanto EGFP-P-Rex1 como mCherry-PRKAR1a fueron transfectados en las células
HUVEC. Veinticuatro horas después, las células mantenidas en DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino fueron analizadas por microscopia de fluorescencia. Por otro parte,
se ayunaron otras celulas durante 2h y posteriormente se estimularon con 100ng/mL de SDF-
1. La localizacion de P-Rex1l y PRKAR1a fue similar tanto en las células COS7
como en lasHMEC. En las células mantenidas en DMEM suplementado con SFB 10%,
asi como también en las estimuladas con SDF-1, se observd una clara localizacion de P-Rex1

(verde) y PRKAR1a (rojo) en la membrana celular.
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SFB 10% SDF-1

P-Rexl + PRKARIla

Figura 72. Colocalizacion en membrana celular de P-Rex1 y PRKAR1a en HUVEC estimuladas con SFB 10% y SDF-1.

Los resultados anteriores muestran el claro efecto de SDF-1 en el reclutamiento de P-
Rex1 a la membrana celular, de igual manera que lo hace PRKAR1a, solo que esta Ultima lo
hace de una manera dependiente de la presencia de P-Rex1. Asi se pone de manifiesto la
existencia de una dinamica espacio-temporal en la asociacion de P-Rex1 con PRKAR1a que
es favorecida por SDF-1, hecho que resulta importante ya que concuerda con el planteamiento
de que P-Rex1 se encuentra asociado con su regulador, la proteina cinasa A. Estos hallazgos
apoyan la posibilidad de una modulacion por parte de PKA sobre P-Rexl y viceversa,
ademas de que este Ultimo localiza a la PKA en sitios subcelulares especificos, en este caso,
en la membrana celular, en espera de una sefial activante que pueda ejercer sus efectos sobre P-

Rex1 o algun otro posible sustrato ubicado en dicho entorno.

Posterior a los resultados de la dindmica celular de P-Rexl y PRKARIla en
respuesta al estimulo con SDF-1 que sugieren la existencia de un mecanismo de regulacién del
GEF P-Rexl por parte de la cinasa PKA, de acuerdo a la co-localizacion celular que
presentan el GEF y la subunidad reguladora de la PKA, ademas del reclutamiento a la
membrana celular de la subunidad reguladora PRKARla dependiente de P-Rexl.
Considerando estas posibilidades, se evalud la participacion de PRKAR1a en procesos de
migracion celular en los que se ha descrito la importancia de P-Rex1. Para ello se hicieron
experimentos de cierre de herida. Se transfectaron células COS-7 con los cDNAs que codifican
para la subunidad PRKARla o el shRNA especifico para bloquear la expresion de la
subunidad PRKAR1a vy, cuando se encontraban al 100% de confluencia, se hizo una herida

para estudiar el movimiento celular sobre el cierre de herida promovido
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por SDF-1. Se monitorearon las células durante 48 horas. Se capturaron imagenes a 0, 12, 24 y
48 horas de las diferentes condiciones: celulas control, células expresando a PRKARla y
células transfectadas con shRNA-PRKAR1a. Al término de las 48 horas se compard el cierre de
herida entre las tres condiciones y se observé una diferencia importante entre las células
transfectadas son ShRNA-PRKAR1a de las control o que expresaban a la subunidad PRKAR1a.
Estos resultados se muestran en la siguiente figura en la que el &rea monitoreada se marcé en

color rojo para una mejor visualizacion.

SDF-1 (50 ng/ml)

48h

CXCRé4
__PRKARta

Figura 73. Cierre de herida de células COS-7 transfectadas con el receptor CXCR4 y estimuladas con SDF-1
sobreexpresando o bloqueando a PRKAR1a.

El inhibir a PRKAR1a mediante ShRNA permitié un avance celular y cierre de herida
mayor que cuando PRKAR1a se encontraba sobreexpresada, o que sugiere una modulacién

negativa por parte de PRKAR1a en eventos migratorios.

Por otra parte, se realizaron experimentos para investigar la participacién de PRKAR1a
sobre la regulacion de P-Rex1 en quimiotaxis de células endoteliales PAE estimuladas con
S1P. La finalidad fue evaluar la importancia de la PRKAR1a en la propia regulacion del
GEF, particularmente considerando la interaccion de los dominios PDZ1-PDZ2 de P-Rex1
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con la region carboxilo terminal de la subunidad reguladora de la PKA, denominada por
nosotros Z6 (por corresponder a la sexta clona aislada con los dominios PDZ). Asi, células PAE
se transfectaron con 3XF-EGFP-Z6 y con el control EGFP-CAAX y fueron sometidas al
ensayo de migracion en camara de Boyden. El quimioatrayente que se utilizé fue S1P.
Después de 6 h se evaluaron las células que lograron migrar en respuesta al estimulo y esto se
hizo a través de microscopia comparando las células control con las células transfectadas con
Z6, tanto en estado basal como las estimuladas con S1P. Los resultados™ obtenidos muestran
que la presencia de Z6 facilita la migracion celular, tanto en el estado basal como en respuesta
a S1P. Esté efecto se exacerba cuando las células son estimuladas con S1P a concentraciones
de 0.01 y 0.1uM, como se observa en la figura siguiente:

S1P [uM]
00
3000 . - 0 0.01
&= control
E 2000
=] o & - W
8EZ
c2 3 ;
23S control
§ G 32 1000
D -
=
0_ o
0 001 01 1 R
S1P [uM] Z6 :

Figura 74. Efecto positivo de Z6 en migracion de células PAE estimuladas con S1P "2,

También se hicieron experimentos de migracion celular polarizada utilizando células
COS-7, teniendo células control no transfectadas y otras transfectadas con el shRNA-
PRKARI1a. Después de 48 horas, las células se ayunaron durante toda la noche y al cumplir
72 horas después de la transfeccion se usaron para los experimentos de migracion y una
fraccion fue lisada. Se siguio el protocolo del ensayo de migracion, utilizando como estimulo a
SDF-1 a una concentracion de 50 ng/ml. La migracion celular se analiz6 6 horas después del
estimulo. Los resultados obtenidos de este ensayo confirmaron que la ausencia de la subunidad

reguladora PRKAR1a facilita la migracion de las células COS-7 hacia el quimioatrayente SDF-
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1 como se muestra en la siguiente figura:

control ShRNA- PRKAR1a
SDF-1 - + - +
(50 ng/mL)

Figura 75. Ensayo de quimiotaxis en camara de Boyden de células COS-7 en condiciones basales con SDF-1. Efecto del
shRNA-PRKAR1a en la migracién celular.

Nuevamente se observa que las células en las que no estd presente la subunidad
reguladora PRKAR1a por efecto de su bloqueo con el shRNA-PRKAR1la, las células
migran con mayor eficiencia hacia el medio con el estimulo SDF-1 en comparacién con las
células control, lo que evidencia la participacion de PRKAR1a, en este caso, regulando de

manera negativa el procesos de migracion de las células COS-7 promovidos por SDF-1.

Una vez confirmada la regulacion que PRKAR1la ejerce en migracion celular
dependiente de P-Rex1, surgi6 la necesidad de investigar el efecto de PKA sobre la actividad
de P-Rex1, asi como en eventos de migracion en los que participa. Primero se determing el
efecto de la activacion de PKA mediante FSK (utilizando al mismo tiempo el inhibidor de
fosfodiesterasas, IBMX) sobre la activacion de P-Rexl. Para ello se transfectaron células
COS-7 con Flag-P-Rex1 y con la GTPasa libre de nucleétido GST- Rac-G15A. Los lisados
celulares obtenidos se trataron con SDF-1, FSK/IBMX o con ambos estimulos. La activacion
de P-Rexl se midi6* mediante el pull down con GST Yy detectando con anti-Flag al
GEF y por otra parte se comprobé la activacion de PKA mediante la fosforilacion de CREB

como se muestra en la figura 76:
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Figura 76. Efecto de la activacion de PKA sobre P-Rex1 en células COS-7 estimuladas con SDF-1 ™,

Como se observa en los resultados anteriores, la activacion de P-Rexl
dependiente de SDF-1 es inhibida por el efecto de la activacion de PKA con FSK/IBMX. Mas
aun, esta activacion de PKA promueve la fosforilacién de P-Rex1, hecho que fue demostrado
al inmunoprecipitar a P-Rex1 con anti-Flag y detectando sustratos fosforilados de PKA a
través del anticuerpo que los reconoce, anti-PKAS. Del efecto inhibidor observado de PKA
sobre la actividad de P-Rex1 surgio la necesidad de averiguar sus consecuencias funcionales,
asi que se evalud el efecto de PKA en la migracion de células PAE. En este caso las células
fueron estimuladas con S1P y pre-incubadas con FSK/IBMX o FSK/IBMX/H89. Los
resultados™ obtenidos después de 6h de migracién en camara de Boyden revelaron que la
activacion de PKA inhibe la migracion de células estimuladas con S1P, pre-incubadas con el
activador de PKA vy el inhibidor de fosfodiesteresas (FSK/IBMX) y que ésta es parcialmente
recuperada al utilizar H89, un inhibidor de la PKA, tal como se muestra en lafigura 77:
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Figura 77. Efecto de la activacion de PKA en la migracion de células PAE estimuladas con S1P ™2,

Finalmente, para investigar si la migracion celular inhibida por PKA en células
estimuladas con S1P tiene correlacion con el hecho anteriormente observado de que P- Rex1
es regulado por PKA de manera negativa, se llevaron a cabo nuevos experimentos de
quimiotaxis en cdmara de Boyden para evaluar la migracion de células PAE bajo el
estimulo de S1P (0.1uM), pre-incubadas 0 no con FSK/IBMX 'y comparando dos variables,

1) células transfectadas con la region amino terminal de P-Rex1, construccion WT, Nter- P-
Rex1-CAAX y 2) células transfectadas con una mutante no fosforilable por PKA de la
region correspondiente al amino terminal de P-Rex1, Nter-P-Rex1-Ser436A-CAAX. Esto en
base a los hallazgos obtenidos en nuestro laboratorio (Tesis de Maestria de Sendi Rafael
Adame Garcia) en donde se demuestra que la PKA fosforila a P-Rex1 en la serina 436 (S436)
que se encuentra en el dominio DEP1 de P-Rex1. Los resultados* obtenidos confirman que la
migracion de las células PAE estimuladas con S1P es inhibida por la activacion de PKA y esta
inhibicién esta relacionada con el hecho de que P-Rexl WT estd sujeto a

fosforilacion por parte de PKA, regulandolo de manera negativa. Asi pues, la PKA ejerce
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efectos negativos sobre la migracién celular al inhibir a P-Rex1, no asi en el caso en donde se
encuentra la mutante no fosforilable de P-Rex1, Nter-P-Rex1-Ser436A-CAAX que impide su
fosforilacion adn en las condiciones en donde PKA estd activa. Esto sugiere que el efecto
inhibidor que la PKA ejerce sobre P-Rex1 es fosforilandolo. Los resultados se muestran en la
siguiente figura:
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Figura 78. Efecto inhibitorio de PKA en la migracion de células PAE estimuladas con S1P en correlacion a la
fosforilacién de P-Rex1 ejercida por PKA 2.

NOTA:

*1. Experimentos desarrollados y resultados obtenidos con la participacion del M. en C.
Rodolfo Daniel Cervantes Villagrana.

*2. Experimentos desarrollados y resultados obtenidos con la participacion del M. en C.
Alejandro Castillo Kauil.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se planted desde un principio, el objetivo del presente trabajo fue investigar los
aspectos moleculares de la interaccion entre la proteina cinasa A 'y el GEF P-Rex1. Consideramos
que revelar la importancia de esta asociacion en los procesos de transduccion de sefales
angiogeénicas, asi como conocer las cascadas de sefializacion y mecanismos que se llevan a cabo
al interior de la célula, ofrece la oportunidad de encontrar blancos terapéuticos que permitan
frenar el desarrollo de enfermedades como el cancer, donde lo procesos de migracion celular
tienen gran relevancia. EI GEF para la GTPasa Rac, P-Rex1 y la cinasa PKA tienen un papel
importante en eventos que involucran movimiento celular. P-Rex1 es una proteina multidominio
que funciona como GEF que integrando sefiales extracelulares provenientes de receptores
acoplados a proteina G, especificamente los receptores CXCR4 y se activa a través del
heterodimero GPy y PIP3 desencadenando la activacion de la GTPasa Rac (Welch et al., 2002,
Carretero-Ortega et al., 2010). Por su parte, la PKA es una cinasa conformada por dos unidades
reguladoras y dos cataliticas. Su activacion depende del aumento de los niveles de AMP ciclicoy,
por tanto, esta via es activada a través de Gas (Kim, Cheng, Saldanha, & Taylor, 2007). Asi, la
PKA ejerce accion sobre sus proteinas efectoras, regulandolas mediante fosforilaciones. En el
presente trabajo, se lograron los objetivos marcados ya que se demostré que el GEF P-Rex1 se
asocia a la PKA, esto en modelos de cultivo celular en donde se caracterizo la interaccion. P-
Rex1 se asocia a través de sus dominios PDZ con PRKAR1a, la subunidad reguladora de PKA,
en la region que corresponde al segundo dominio de union a AMPc (CNB B) en el carboxilo
terminal. Esta asociacion de P-Rex1 permanece cuando se trata del tetrdmero PKA, que incluye a
las subunidades reguladoras y cataliticas. Es importante resaltar que esta interaccion también
ocurre de manera enddgena, esto en células COS-7. En esta misma linea celular también se
demostré un punto importante que inicialmente se hipotetizaba respecto a la asociacién entre P-
Rex1y la PKA, y es, que existe una regulacion por parte del GEF sobre la cinasa, ya que cuando
se encuentran presentes ambas proteinas y se da un estimulo con SDF-1, un quimioatrayente que
activa a P-Rex1, parte de éste se re-localiza a la membrana celular, reclutando al mismo sitio a la
subunidad reguladora PRKAR1a (Chavez-Vargas et al., 2016) . Este reclutamiento de PRKAR1a
a la membrana es dependiente de P-Rex1, ya que en su ausencia y bajo el estimulo de SDF-1, la
PRKARZ1a no presenta cambios en cuanto a su distribucion, ya que permanece en el citosol. Aqui

parece haber una regulacion bidireccional en tanto que también el reclutamiento de P-Rex1 hacia
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la membrana, dependiente de SDF-1 se ve aumentado cuando PRKAR1a se encuentra presente,
esto en comparacion cuando PRKAR1a no se encuentra transfectada en las células. Esta
regulacion de P-Rexl en la localizacion de PRKAR1a a la membrana celular, dependiente de
estimulo, también quedd demostrada en células endoteliales HMEC y HUVEC. En paralelo se
demostrdé que P-Rexl se activa dependiente del tiempo de estimulacion con SDF-1, lo que
también provoca que se refuerce la asociacion con PRKAR1a. Como consecuencia funcional de
esta interaccion, sugerimos que la asociacion de P-Rex1 con PRKARIla facilita la regulacion
negativa que la cinasa PKA ejerce sobre el GEF. Esto ademas se fundamenta con los resultados
obtenidos en ensayos de quimiotaxis, en los que se demostro en células PAE transfectadas con Z6
(que corresponde al segundo dominio de unién a AMPc en la subunidad reguladora PRKAR1a),
que estas células, al ser estimuladas con S1P, migraban con mayor facilidad en comparacion con
las células control. Esto nos indica que la interaccion de la PKA con P-Rex1 facilita la regulacién
de este GEF y que dicho efecto disminuye en presencia del fragmento de unién derivado de la
PRKAR1a, debido a la competencia por el sitio de union en P-Rex1 con PKA. De esta manera se
explica como PKA se localiza junto a su proteina efectora P-Rex1, lo que le permite ejercer
regulacion sobre el GEF de manera precisa y eficiente. Por otra parte, experimentos en células
COS-7 transfectadas con el receptor CXCR4 y, posteriormente, estimuladas con SDF-1, en donde
se comparan células que sobreexpresan a PRKAR1a contra otras cuya expresion de la subunidad
reguladora se bloqued mediante la transfeccion del sShRNA-PRKAR1a, ponen de manifiesto la
participacion de PRKAR1a en procesos de migracion celular. El cierre de herida casi consumado
de células en las que la expresion de PRKAR1a se bloqued, en comparacion con el cierre de
herida menos efectivo de las células que sobreexpresaban a PRKARIla sugeria que la
ausencia de la subunidad reguladora dificultaba la asociacion entre P-Rex1 y PKA, en cuyo caso
disminuirian las probabilidades de interaccion entre ambas proteinas puesto que no coincidirian
espacialmente en la célula evitando asi su asociacion y por consiguiente, la regulacion de PKA
sobre P-Rex1. Esto es, PKA no se encontraria cercana a su sustrato P-Rex1 y, por tanto, no
estaria en posibilidad de regularlo. Por el contrario, en el caso de las células que sobreexpresan
a PRKAR1a, la migracién celular se vio desfavorecida. Estos resultados fueron apoyados por
otros experimentos de quimiotaxis en los que las células transfectadas con el ShRNA-PRKARlay
estimuladas con SDF-1, igualmente mostraron una mayor migracion celular en comparacion con
las células control, lo cual podria estar relacionado con el hecho de que PRKAR1a se asocia con P-

Rex1 y que dicha asociacion se refuerza de manera dependiente de SDF-1, facilitando asi la
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regulacién negativa del GEF por parte de la PKA, inhibiendo su activacion y, por tanto, inhibiendo
la via de sefializacion dependiente de P-Rexl que activa a la GTPasa Rac promoviendo la

migracion celular.

Con el fin de conocer a detalle el mecanismo de regulacion que la PKA ejerce sobre P-
Rex1, en paralelo se investigd la existencia de sitios de fosforilacion. Los resultados de tales
andlisis, que se describen a detalle en la tesis de Maestria de Sendi Rafael Adame Garcia,
revelaron que la PKA fosforila a P-Rex1 en el dominio DEP1, especificamente en la Serina 436
(Chavez-Vargas et al., 2016). Este hallazgo sugeria una regulacion directa de la PKA sobre P-
Rex1, lo que llevo a buscar los mecanismos moleculares involucrados en dicha regulacion. En el
presente trabajo, se demostr6 que efectivamente, P-Rex1 es regulado por PKA. P-Rex1 es activado
en respuesta a SDF-1, sin embargo, esta activacion es bloqueada cuando se estimula a las células
con FSK/IBMX promoviendo la activacién de la via de PKA y por tanto, la fosforilacion de P-
Rex1. Las pruebas funcionales de migracion hechas en células PAE expresando la region amino
terminal Wild Type (WT) de P-Rex1 o una mutante no fosforilable de P-Rex1 (SA) y que fueron
estimuladas con S1P y pre-tratadas con FSK/IBMX, confirmaron que PKA ejerce una regulacion
negativa sobre estos procesos, especificamente sobre P-Rex1, que se demuestra por la disminucion
en la migracion de células PAE transfectadas con el plasmido que corresponde a la region P-Rex1-
amino terminal WT, hecho que no ocurre cuando las células estan transfectadas con la mutante no
fosforilable P-Rex1 (SA). Esta regulacion se explica de la siguiente manera: la activacion de P-
Rex1 es regulada a la baja cuando la PKA fosforila a este GEF, en el dominio DEPL,
especificamente en la S436. Esto sugiere una modulacién debida a cambios conformacionales que
dan lugar a interacciones intramoleculares que bloquean la actividad catalitica del GEF y que,
finalmente, resultan en una regulacion negativa de la cascada que conduce, en este caso, a la
disminucion en la migracion celular. Por ello, cuando se utiliz6 la mutante S436A de P-Rex1, las
interacciones intramoleculares en el GEF no se desencadenan debido a que P-Rex1 no pudo ser

fosforilado por PKA y, en consecuencia, la regulacion negativa de la via ya no era posible.

Con los resultados que se presentan de este trabajo de investigacion, se amplian los
hallazgos previos de otros grupos que habian reportado que la PKA regula al GEF P-Rexl
(resultado de experimentos in vitro). En concreto, nuestros resultados no solo confirman que tal
regulacién existe, sino que ademas demuestran que es dependiente de una interaccion directa, que

es reciproca y que a nivel estructural, resulta en la fosforilacion del GEF, lo que sugiere el
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establecimiento de interacciones intramoleculares que generan arreglos moleculares y nuevos
plegamientos que finalmente Ilevan a la inhibicion funcional de P-Rex1. La informacién
previamente disponible estaba basada en experimentos hechos in vitro y no revelaba los
mecanismos de dicha regulacion. De manera interesante, nuestros resultados demuestran que la
asociacion entre P-Rex1 y la PKA sucede en células que expresan de forma enddgena a tales
proteinas. Esto fue revelado en modelos de cultivos celulares en donde hay una interaccion a
través de los dominios PDZ de P-Rex1 con el dominio de unién a AMPc de PRKAR1a (CNB B).
También se demostro que en la regulacién de PKA sobre P-Rex1, se requiere de mecanismos que
van mas alld de una simple interaccion. Pues como se mostrd en este trabajo, la asociacion
encontrada entre ambas proteinas es tan sélo el inicio de una serie eventos, a los que le sigue la
fosforilacion de P-Rex1l por PKA vy, en consecuencia, el establecimiento de interacciones
intramoleculares en P-Rex1 que llevan a su inhibicién. Asi pues, consideramos que la interaccion
caracterizada y reportada aqui entre el GEF P-Rex1 y la cinasa PKA resulta muy interesante y
novedosa, ya que evidencia un mecanismo de regulacién bi-direccional entre las dos proteinas. Por
una parte, P-Rex1 es regulado por PKA a través de fosforilaciones que finalmente llevan su
inhibicidn y por tanto se regulan negativamente los eventos que dependen de él. Por otro lado, P-
Rex1 ejerce regulacion sobre PKA, esto de acuerdo a lo observado en los experimentos de
microsopia de fluorescencia, en donde se ve que P-Rex1 al ser activado por SDF-1, se recluta a la
membrana celular llevando a la subunidad PRKAR1a asociada a €él. Este mecanismo reubica a la
PKA en regiones subcelulares en donde la respuesta a estimulos puede ser mas eficiente y se
pueden llevar a cabo la regulacion de proteinas efectoras de una manera muy fina y precisa,

coordinada de forma espaciotemporal.

Como se describié anteriormente, existen proteinas llamadas AKAPs cuya funcion es la
localizacion o reclutamiento de PKA a ciertos compartimentos o regiones subcelulares, lo que
facilita la interaccion de PKA con sus proteinas sustrato. Se sabe que los AKAPs se asocian a PKA
mediante sus subunidades reguladoras y se ha descrito que la asociacion se lleva a cabo en la
region amino terminal de las subunidades reguladoras Rl y RIl de la PKA (Huang, Durick,
Weiner, Chun, & Taylor, 1997). En nuestro trabajo, describimos que P-Rex1 re-localiza a la PKA
a la membrana plasmatica, lo que podria abrir un campo nuevo de exploracién respecto a la
posibilidad de que, gracias a su interaccion con P-Rexl, la PKA tenga acceso a sustratos

especificos en este entorno, al que accede siendo llevada por P-Rex1. Desde esta perspectiva
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funcional, se puede sugerir que P-Rexl podria tener una funcion tipo AKAP. Aunque tal
posibilidad hay que considerarla con reservas, ya que si tal funcion existe, también implica
diferencias en los mecansimos de interaccion que aqui hemos descrito para el reconocimiento de
P-Rex1 por la PKA, que ocurre a traves del carboxilo terminal de la subunidad reguladora; en
tanto que lo tradicionalmente descrito de la interaccion entre PKA y sus AKAPS es que esta ocurre
a través de regiones ubicadas en el amino-terminal de las subunidades reguladoras,

particularmente del tipo II.

Finalmente, concluimos que el GEF P-Rex1 se asocia traves de sus dominios PDZ con la
subunidad reguladora de la cinasa PKA. Siendo capaz de reclutar a la holoenzima que, una vez
activada, regula la participacion de P-Rexl en procesos de migracion celular, a través de
fosforilaciones que conducen a interacciones intramoleculares inhibitorias. Ademas, las
interacciones entre la PKA y el GEF P-Rexl dan lugar a una regulacion bidireccional y
espaciotemporal en la que ambas proteinas se ven afectadas. Asi pues, de acuerdo a nuestro
modelo general, P-Rex1 es un GEF fundamental en la respuesta quimiotactica promovida por
receptores acoplados a proteinas G y su regulacion espaciotemporal ocurre de forma muy precisa,
y esto se explica porque lleva asociado a su regulador, la PKA.
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9. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, en cuanto a
la proteina cinasa A, se propone una nueva forma de regulacion, esto es, a través de la asociacion
de subunidades reguladoras de PKA, con proteinas que contengan dominios PDZ. Asi, se abre un
campo amplio en el que se puede buscar proteinas con dominios PDZ que sean afines a PKA y
explorar su relevancia en los procesos de interés, lo cual podra generar avances en el

entendimiento de mecanismos de regulacién complejos.

Respecto a la interaccion de P-Rex1/PKA, explorar los efectos de la regulacion bi-
direccional encontrados en este trabajo, ahora en un contexto angiogénico en el que se examinen
los efectos funcionales causados por mutantes del GEF-P-Rexl que eviten la fosforilacion
dependiente de PKA y cuyos resultados evidencien la importancia de la asociacion entre ambas

proteinas.

Por otra parte, el presente trabajo da base para considerar y estudiar al GEF P-Rex1 como
una proteina integradora de sefiales, no solamente respecto a su actividad de GEF, sino como una
proteina de importancia en la regulacién de proteinas en cuanto a su localizacién celular,

confiriéndole a P-Rex1 la posibilidad de ejercer un papel dual en la transduccion de sefiales.
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