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Resumen

Las inmunodeficiencias primarias (IDP’s) se caracterizan por ser defectos
congénitos en el desarrollo y funcion del sistema inmunoloégico [1,2]. Las deficiencias
primarias de anticuerpos son el tipo mas comun de IDPs, abarcando el 50% del total
de estos padecimientos [3,4]; dentro de estas, la inmunodeficiencia comun variable
(CVID) es la mas frecuente. La CVID es una enfermedad con heterogeneidad clinica y
alta frecuencia de enfermedades autoinmunes y neoplasias malignas, inicamente se
conoce la causa genética del 10% de los casos reportados[5,6]. En el 2012 se
describieron defectos genéticos en el gen de LRBA (LPS responsive beige-like anchor
protein) en pacientes con CVID[7]. LRBA codifica para una proteina de 319 KDa,
compuesta de multiples dominios[8], entre ellos contiene dos motivos de union a las
subunidades reguladoras de PKA. La proteina dependiente de AMPc (PKA) es un
tetrAmero compuesto por dos subunidades reguladoras y dos subunidades
cataliticas. Las proteinas de anclaje a PKA (AKAPs) se unen a las subunidades
reguladoras de PKA por medio de hélices hidrofébicas y su principal funcién es
localizar a PKA cerca de sus posibles sustratos[9]. Se cree que LRBA tiene funcién de

AKAP, sin embargo la interaccidn entre estas dos proteinas no ha sido reportado[10].

En este trabajo se explord la interaccion fisica de LRBA con las subunidades
reguladoras de PKA en lineas celulares de linfomas de B, asi como en linfocitos B
primarios. Co-inmunoprecipitamos LRBA usando la linea celular Ramos, observando
que LRBA interactiia con PKA-RIIf. También inducimos la expresién de LRBA en
linfocitos B primarios tras un estimulo con CD40L+IL4 y, de igual forma observamos
que LRBA interactia con PKA-RIIB, PKA-RIla y AID. Por otra parte, evaluamos la
participacion de LRBA en la fosforilacion mediada por PKA en fibroblastos
deficientes de LRBA; donde encontramos que estos fibroblastos presentaban una
menor fosforilacion por PKA. Estos experimentos sugieren que LRBA, es una AKAP,
ya que interactda con las subunidades de PKA-RII en células B, como todas los AKAP,
esta interaccion influye en la activacion de sustratos de PKA. Asi mismo podemos

decir que LRBA es importante para la regulacion de la fosforilacién en fibroblastos.
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Abstract

Primary immunodeficiencies (IDPs) are characterized for being congenital defects
that affect innate and acquired immune system|[1,2]. Humoral immunodeficiencies
are the most commonly IDPs reported, among this, Common variable
Immunodeficiency (CVID) is the most frequent[3,4]. CVID has heterogeneous
clinical manifestations and present high frequency of malignancies and autoimmune

diseases, only 10% of these patients have been associated with a genetic defect|[5,6].

In 2012, genetic defects in the LRBA gene (LPS responsive beige-like anchor protein)
were described in patients with CVID[7]. LRBA encodes a protein of 319 kDa, is
composed of multiple domains, it contains two putative binding sites for the
regulatory subunits of cAMP-dependent Protein Kinase (PKA) [8]. PKA is a tetramer
composed of two regulatory subunits (R unit) and two catalytic subunits (C unit).
cAMP dependent protein kinase anchor proteins (AKAPs) bind PKA by inserting the
hydrophobic side of the helix into the hydrophobic pocket formed by the two
regulatory subunits of a PKA [9]. It has been reported that LRBA can function as an
AKAP, however, the physical interaction for LRBA and PKA has not been proved to
date[10].

We co-immunoprecipitated LRBA using the Ramos cell line and observed that LRBA
interacts with RIIB in these lymphoma cell line. Besides, in primary human B cells,
LRBA was induced after CD40L and IL-4 stimulation, and, under this activation we
found that LRBA interacts with RIla and RIIf3 and AID. Suggesting that LRBA act as
an AKAP and binds RII subunits We also evaluated LRBA participation in PKA
mediated phosphorylation, in human fibroblast deficient for LRBA; we found that
these fibroblasts had lower phosphorylated proteins than healthy controls. Our
results suggest that LRBA act as an AKAP, as it can bind to PKA-RII subunits in B cells,
as an AKAP, this interaction bias the activation of PKA substrates. Also, we observed

that LRBA is important for regulation PKA phosphorylation in fibroblast.



1 INTRODUCCION

1.1 Inmunodeficiencias primarias.

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) se caracterizan por ser defectos
congénitos en el desarrollo y funcion del sistema inmunolégico, como resultado, hay
una mayor susceptibilidad a las infecciones. En la mayoria de los casos las IDPs son
desordenes monogénicos que siguen una herencia mendeliana, sin embargo, algunas

IDPs tienen un origen poligénico complejo [1,2].

Las clasificaciones mas recientes, incluyen una creciente cantidad de sindromes
que incluyen autoinmunidades y desregulacion inmune, como principal
caracteristicas, mas que las infecciones recurrentes que solian caracterizarlas[2].
Hasta el 2017 se han reportado 320 mutaciones distintas asociadas a IDPs. Desde
1999 la Unioén Internacional de las Sociedades de Inmunologia (IUIS, por sus siglas
en inglés) se redne para clasificar a las Inmunodeficiencias primarias; siendo la del
2017 la clasificacion actual. Las IDPs se pueden separar en nueve categorias[11],
dependiendo de qué componente del sistema inmunolégico este afectado, la cual

podemos observar en la tabla 1.

Una vision general de la frecuencia de diagndsticos de IDPs en la base de datos de
la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID) muestra que las deficiencias
primarias de anticuerpos constituyen la mitad de los diagndsticos reportados
(Grafica 1). La prevalencia estimada varia considerablemente en el diagndstico
individual de IDPs, de aproximadamente 1:500 para la deficiencia de IgA, siendo la
mas frecuente, pero a menudo asintomatica hasta > 1:100,000 para las formas muy

graves como la inmunodeficiencia combinada severa (SCID)[2,12].



Tabla 1 Clasificacion de las Inmunodeficiencias Primarias (IDPs)[11]

Clasificacion de IDPs

Subclasificacion

1. Inmunodeficiencias que afectan la
inmunidad humoral y celular

a) Inmunodeficiencias combinadas severas
(SCID)

b) Inmunodeficiencias combinadas. Suelen ser
menos severas que las anteriores.

2. Inmunodeficiencias combinadas

(CID) asociadas con sindromes

Trombocitopenia congénita
Defectos en la reparacion del DNA
Displasias Inmunoseas

Defectos timicos

Diskeratosis congénita

Defectos en el metabolismo de
vitamina 12 y folatos

3. Inmunodeficiencias

predominantemente de anticuerpos

a) Hipogammaglobulinemia

b) Otras deficiencias de anticuerpos

4. Enfermedades de desregulacion

inmune

a) Linfocitosis hemofagocitica y
susceptibilidad EBV

b) Sindromes con autoinmunidad

5 Defectos congénitos por

fagocitosis, funcion o ambos

a) Neutropenia

b) Defectos funcionales

6. Defectos en la inmunidad

intrinseca y en la inmunidad innata

a) Enfermedades parasitarias y bacterianas
b) Susceptibilidad mendeliana a enfermedades

con micobacteria e infecciones virales

7. Desordenes autoinflamatorios

a) Inflamaciones recurrentes

b) Inflamacién sistémica con urticaria
c) Interferonopatias tipo 1

d) Inflamacién estéril

8. Deficiencias del complemento

a) Infecciones pi6genas recurrentes

b) Infecciones diseminadas de Neisseria

c) Sindrome parecido a Lupus Eritematoso
Sistémico

d) Sindrome atipico urémico-hemolitica

9. Fenocopias de inmunodeficiencias

primarias

a) Asociadas con auto-anticuerpos
b) Asociadas con mutaciones somaticas

Todas estas formas de IDPs se caracterizan por una susceptibilidad aumentada a
infecciones recurrentes, infecciones severas o ambas, con una susceptibilidad

distintiva de varios tipos de patégenos, dependiendo de la naturaleza del defecto
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inmune [1]. Como se mencion6 anteriormente, algunas formas de IDPs se presentan
con desregulacion inmune; en particular se ha visto, que los defectos genéticos que
afectan el desarrollo de células By T, comprometen no solo la habilidad de estas para
generar una diversidad de linfocitos capaces de reconocer multiples patégenos,
también afecta mecanismos de tolerancia central y periférica, lo que favorece

manifestaciones inflamatorias y autoinmunes[13].

Clasificacion de IDP's

Defectos en la
inmunidad innata e
SRR

2%
Desordenes /
autoinflamatorios

3%
Deficiencias del
complemento
5%

Enfermedades de Desorfignes

desregulaciéon e s

: 9%
inmune

bien definidas
14%

Inmunodeficiencias
no clasificadas
2%

Grafica 1 Distribucion de Inmunodeficiencias primarias en Europa de acuerdo al nuevo registro de pacientes de la
ESID n=23311 (consultada en https://cci-reporting.uniklinik-freiburg.de/#/ 25 de octubre de 2019)

1.2 Inmunodeficiencias primarias con defectos predominantemente de
anticuerpos

Como se menciono, las deficiencias primarias de anticuerpos son el tipo mas
comun de IDPs, abarcando el 50% del total de estos padecimientos. El espectro de
las deficiencias de anticuerpos abarca desde pacientes con una reduccién severa de

todos los tipos de inmunoglobulinas séricas con una ausencia total de células B hasta
3
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pacientes con una deficiencia selectiva de anticuerpos con niveles normales de

inmunoglobulinas y presencia de linfocitos B en periferia [3,4].

Muchos de estos desordenes comparten un fenotipo clinico con caracteristicas
comunes como: infecciones recurrentes, inflamacion crénica y autoinmunidad. Las
enfermedades mas claras que caracterizan a enfermedades con defectos de linfocitos
B incluyen, enfermedades recurrentes, cominmente causadas por bacterias
encapsuladas. Los pacientes en estas condiciones se encuentran libres de
enfermedades infecciosas durante su primer afio de vida, debido, a las IgG adquiridas
pasivamente de la madre. La mayoria de los pacientes con inmunodeficiencias
humorales pueden vivir normalmente si se les da una terapia de reemplazo con

gamma-globulina junto con antibioticos profilacticos[14].

Es importante realizar un diagndstico diferencial dentro del grupo de las
inmunodeficiencias primarias con defectos predominantes de anticuerpos, ya que
algunas de ellas tienen un prondstico y un tratamiento diferente. La identificacién de
los genes relacionados con las inmunodeficiencias predominantes de anticuerpos
permite un diagndstico definitivo, incluyendo un diagnostico parental y un manejo

apropiado de los pacientes [3].

1.3 Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID)

La Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID) es un conjunto heterogéneo de
condiciones, todas ellas caracterizadas por una deficiencia primaria de anticuerpos,
de al menos dos isotipos de inmunoglobulinas [15]. Es la mas comuin de las
inmunodeficiencias primarias con relevancia, desde el punto de vista clinico, su
incidencia se ha calculado alrededor de 1-10,000 a 1-50,000 afectando a hombres y
mujeres por igual, estas se pueden establecer en diferentes periodos de la vida, desde
la nifiez a la etapa adulta, con una distribucién bimodal, mostrando dos picos, el

primero entre 1y 5 afios de vida y el segundo entre los 18 y 25 afios [5,6].

El defecto inmunolégico principal es la presencia de niveles bajos de
inmunoglobulinas por parte de las células B, aunque se han descrito anormalidades
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en los demas compartimentos del sistema inmune, por ejemplo, una disminucion de
células T. Clinicamente, los individuos con CVID son propensos a infecciones
recurrentes, mas frecuentemente de las vias respiratorias, pero pueden presentarse
otro tipo de infecciones, incluyendo las del sistema gastrointestinal, piel y tejidos
blandos. Sin embargo; también presentan complicaciones inflamatorias en
diferentes proporciones que incluyen autoinmunidad (ej. citopenias autoinmunes),
enfermedad crénica pulmonar, bronquiectasias, enfermedad gastrointestinal con o
sin malabsorcién, enfermedad granulomatosa sistémica o localizada,
esplenomegalia, linfadenopatia con o sin linfomas y un mayor riesgo de malignidad

[15].

Los criterios diagndsticos de CVID fueron definidos originalmente por la ESID, el
criterio actual de CVID de acuerdo con la ultima versiéon consultada en:

https://esid.org/Working-Parties/Registry-Working-Party/Diagnosis-criteria, del 22 enero

2019 es el que sigue:
Probable (Diagndstico clinico)
Paciente masculino o femenino que presente al menos uno de los siguientes:

e Mayor susceptibilidad a infecciones

e Manifestaciones autoinmunes

e Enfermedad granulomatosa

¢ Linfoproliferacion policlonal inexplicable

e Familiar afectado con deficiencia de anticuerpos

Ademas, debe presentar al menos uno de los siguientes:

e Pobre respuesta a vacunas (y/o hemaglutininas ausentes)
e Pocas células de memoria con cambio de isotipo (<70% del valor normal
de acuerdo con la edad)


https://esid.org/Working-Parties/Registry-Working-Party/Diagnosis-criteria

Debe presentar todos los siguientes:

e Una marcada disminucion de IgG (al menos 2 desviaciones estandar por
debajo de la media para la edad) y una marcada disminucién en al menos
uno de los isotipos IgM o IgA:

e Inicio de la inmunodeficiencia a una edad mayor a los cuatro afios

e Deben excluirse causas secundarias de hipogammaglobulinemia (ej.
infecciones, perdida de proteinas, tratamiento, cancer.)

e Ninguna evidencia de una deficiencia profunda de células T, definida con 2
de los siguientes parametros:

e Linfocitos T CD4+/microlitro: 2-6 afos <300, 6-12 afnos <250,
mayores de 12 afios <200

e % de células T CD4+ ingenuas 2-6 anos <25%, 6-16 afios <20%,
mayores de 16 afios<10%

e Proliferacion de linfocitos T ausente

1.3.1 Manifestaciones clinicas de la CVID

Los pacientes con CVID pueden presentar diversas manifestaciones clinicas las
mas comunes se pueden dividir en seis categorias principales que incluyen:
infecciones, complicaciones pulmonares, enfermedades granulomatosas o
infiltraciones policlonales linfociticas, autoinmunidad, enfermedades
gastrointestinales y neoplasias. No todos los pacientes con diagnoéstico clinico de
CVID presentan todas las manifestaciones. Independientemente de la edad del
diagndstico, las infecciones mas frecuentes que presentan estos pacientes son:
sinusitis, neumonia, bronquitis, otitis media aguda y herpes. Las bacterias mas
frecuentemente asociadas con las infecciones en CVID son Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae y Klebsiella pneumoniae. Algunas infecciones
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con patégenos mas severos incluyen: Staphylococcus aureus meticilina-resisitentes,
Enterococcus sp. vancomicina-resistentes, Pseudomonas sp., Clostridium difficile y

Aspergillus.[16]

Las infecciones sinopulmonares recurrentes en la CVID, pueden comenzar en
cualquier momento después de la edad de dos afios, pero con mayor frecuencia son
precedidas por un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo, décadas) en el que
la frecuencia y severidad de las infecciones son normales o casi normales. Algunas
personas con CVID también pueden presentar mayor susceptibilidad a infecciones
por micoplasma. Variablemente, los pacientes con CVID pueden también tener
meningitis u otras infecciones bacterianas sistémicas, oculares recurrentes,
infecciones de la piel o gastrointestinales (GI) sintomas relacionados con

homeostasis intestinal, como diarrea crénica, mala absorcion, o inflamacién[15].

Ademas de la disfunciéon inmune humoral, en los individuos con CVID también
puede haber sintomas de funcién anormal de células T y desregulacién inmune,
incluyendo hiperplasia linfoide, inflamacién gastrointestinal, una variedad de
fenbmenos autoinmunes, y una mayor susceptibilidad al cancer, especialmente a la
generacion de linfomas[17]. Mas de un 25% de los individuos con CVID presentan
uno o mas tipos de fenémenos autoinmunes. La trombocitopenia autoinmune (14%)
y la anemia hemolitica autoinmune son los mas comunmente reportadas (7%), cabe
mencionar que en mas del 60% de los pacientes con CVID el diagndstico de

autoinmunidad precede al de CVID [18].

1.3.2 Defectos genéticos asociados a CVID

Los pacientes con CVID no producen cantidades suficientes de anticuerpos-
antigenos especificos, lo que puede ser causados por defectos en cualquier etapa
critica de la diferenciacion y maduracién de las células B[19]; por lo que la
heterogeneidad inmunologica y clinica de la CVID dificulta el descubrimiento de los

mecanismos subyacentes que causan esta enfermedad[12,15,20].



Fue hasta el 2003 que las mutaciones en ICOS, fueron identificadas como el primer
trastorno genético que resulta en un fenotipo CVID[21].El ritmo de avance en el
descubrimiento de la base genética de la CVID ha progresado desde entonces. Se han
encontrado mutaciones en genes relacionados con la siper familia del receptor del
factor de necrosis tumoral (TNFRSF), como son TNFRSF13By TNFRSF13C (los cudles
codifican para TACI y BAFFR, respectivamente), asi mismo se han encontrado
mutaciones en genes relacionados con los miembros del complejo co-receptor del
BCR como son: CD19, CR2 y CD81 y con el antigeno de diferenciacién de células B,
MS4A1 (el cual codifica para CD20)[22].

Hasta el momento solo se han encontrado defectos genéticos en el 2 al 10% de
los pacientes con CVID, la secuenciacion de nueva generacion ha acelerado el proceso
y ha permitido encontrar mas defectos genéticos asociados a CVID, como se observa

en la siguiente grafica[6]:
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Grafica 2 Causas Monogénicas de CVID. Grafica modificada de: Bogaert DJA, Dullaers M, Lambrecht BN, Vermaelen
KY, De Baere E, Haerynck F. et al 2016.

Dentro de los casos de CVID en donde se ha determinado la causa genética, el 27%,
tienen defectos en la proteina de anclaje tipo beige que responde a LPS (LRBA). El

gen que codifica para LRBA fue asociado a CVID en el 2012 [7] donde describieron
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mutaciones homocigotas en el gen de LRBA, las cuales causan un sindrome
caracterizado por hipogammaglobulinemia temprana con autoinmunidad y
enfermedad inflamatoria del intestino. Los individuos afectados mostraban niveles
reducidos de al menos dos tipos de inmunoglobulinas (IgM, IgG o IgA) y sufrian de
infecciones recurrentes, autoinmunidad y desordenes gastrointestinales. Se
identificaron cinco individuos, presentando cuatro mutaciones diferentes en LRBA.
Tres de las mutaciones encontradas son probablemente no funcionales, ya que
codificaron para un cod6n de paro prematuro. La primera mutacion fue encontrada
por medio de estudios de ligamiento genético, seguida de una secuenciacion de los
genes candidatos. Los portadores heterocigotos no presentaban la enfermedad,
mientras que los individuos afectados iniciaron con la enfermedad desde la infancia.
Los individuos con deficiencia en LRBA son pertenecientes a familias consanguineas,
provenientes de Arabia, Israel, Bélgica e Iran, presentaban un desarrollo de células
B alterado, una deficiente activacion in vitro de las células B, formacién deficiente de
plasmablastos, una baja secrecion de inmunoglobulinas y bajas respuestas
proliferativas. Se encontr6 también que dichas células presentaban una alta
susceptibilidad a morir por apoptosis, asi como una disminucién en los niveles de

autofagia en condiciones de deplecion de nutrientes[7].

Posterior a la descripcidn de la asociacién de LRBA en CVID, se han descrito una
serie de casos adicionales. Se describi6 una delecién de 2pb en LRBA [23],
provocando un cambio en el marco de lectura y una nula expresion de la proteina en
5 individuos de una familia consanguinea, estos presentaban un fenotipo
caracterizado por una inmunodeficiencia con caracteristicas de CVID, desregulacion
inmune o ambas; presentado enfermedad inflamatoria del intestino con diarrea
crénica y citopenia autoinmune. En un reporte adicional se reportd una delecion
homocigota de los exones 1 al 30 en LRBA, en un paciente proveniente de una familia
consanguinea, la paciente presentaba linfadenopatia, esplenomegalia, neutropenia,

trombocitopenia y diarrea cronica asociada con enteropatia autoinmune[24].



1.4 Proteina de anclaje tipo beige que responde a LPS (LRBA)

La proteina de anclaje tipo beige que responde a LPS (LRBA por sus siglas en
inglés) es una proteina que, como se mencioné anteriormente, su deficiencia fue
descrita por primera vez en pacientes con inmunodeficiencia comun variable (CVID)
[7]. Pacientes con deficiencia de LRBA presentan una hipogamaglobulinemia de IgG
acompafiada de una disminucién de IgM e IgA, asi como enfermedades de tipo
autoinmune [25]. Algunas anormalidades de pacientes con deficiencia de LRBA, In
vitro, incluyen una reducciéon en la proliferacién y activacién de células T, en las
células B estos pacientes son incapaces de realizar cambio de isotipo después de una

estimulacion con CD40L, BAFF y CPG.

El gen de LRBA pertenece a una familia de genes, conocida como BEACH por el
dominio funcional que se encuentra hacia el carboxilo terminal de esta proteina. El
dominio BEACH fue originalmente identificado como una regién muy conservada
dentro de la proteina reguladora del trafico lisosomal (LYST), la cual se encuentra
mutada en el sindrome de Chediak-Higashi (CHS). El nombre BEACH fue tomado a
partir de ‘Beige y Chediak-Higashi’, del cual Beige es el nombre del modelo murino
de CHS [26,27]. LRBA fue parcialmente clonada en 1992 [28] y completamente

clonada en ratén y humano en el 2001 [10].

En el 2001 por medio una “trampa de gen” encontraron varios genes que se
expresan por la activacion con lipopolisacarido bacteriano, entre ellos el gen de Lrba
en ratones. Una busqueda bioinformdtica en GeneBank permiti6 observar que la
secuencia encontrada en ratdn tenia un alto grado de homologia con una secuencia
parcial de humano de 7.3kb BGL. A partir de una genoteca de cDNA de pulmén, rifion

y cerebro se obtuvo la secuencia completa [10].
1.4.1 Estructura del gen

LRBA en humanos se encuentra en la regiéon cromosémica 4q31.3, tiene 751,292

pares de bases, que comprenden desde la base 150,264,435 hasta la base
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151,015,727; el mRNA de LRBA se expresa en casi todos los tipos celulares, con una
elevada expresion en células del sistema inmune [10]. En humanos, de acuerdo con
NCBI gene y con referencia de la base de datos HGNC:HGNC:1742, existen dos
isoformas: la primera de 9919 pb con nimero de acceso de NCBI nucleotide
NM_001199282.2 y la isoforma 2 de 9,914 pb con niimero de acceso NM_006726.4.
La variante 1 le falta un exdn alterno en marco de lectura, el 39, que comprende las
bases 6,291-6323, y usa un sitio alternativo de splicing en el 3’ de dicho ex6n, en
comparacién con la isoforma 2. La isoforma resultante tiene el mismo amino
terminal, y el carboxilo terminal, la proteina resultante no pierde ningiin dominio
funcional siendo mas pequeila por tan solo 12aa (2851 aminoacidos) en

comparacioén con la isoforma 2 (2863 aminoacidos).

3UTR
5'UTR
——{ Exon 38 .—{ Exon 39 }—( Exond0 }———  Isoforma 2

ntr Intron

39-40 40-41

Sitio splicing

v
——————! Exon38 |— Exon40 }——— Isoforma

17.20 AR A 40-4

Imagen 1 Representacion esquematica de las isoformas de LRBA. Las isoformas 1 pierde el exdn 39 por splicing
alternativo, obteniéndose una proteina de menor tamario. La imagen se realizo con el programa Bio Render.

LRBA codifica para una proteina con multiples dominios altamente conservados
como se pueden ver en la Imagen 2[10]. Estas caracteristicas estructurales

sugieren que LRBA podria funcionar como proteina de andamiaje [29].

Dominios EEE ...l B

DHC-1  Con A WD 40 PKA-RII WDL BEACH ‘WD 4
Pares de bases ~ 162-444  687-1128 3903-4029  4059-4263 6219-6543  6600-7467 7773- 8574

Imagen 2 Representacion esquematica de los dominios de LRBA. Imagen a escala de los dominios
codificados por el mRNA de LRBA de lzquierda a derecha, DHC (cadena pesada de Dineina), Con-A
(Concanavalina A) WD (repetidos triptéfano W, acido aspartico D0O), WDL(dominio parecido a los repetidos
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http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:1742

WD),y el dominio BEACH. Cada cuadro morado corresponde a un exdn, representacion a escala de los exones de
LRBA. Imagen realizada en power point con datos obtenidos de Ensembl ENSG00000198589 y NCBI nucleotide
NM_006726.4.

1.4.2 Regulacién de LRBA

La regulacion de la transcripcion de LRBA no se conoce, sin embargo, algunos
estudios del promotor muestran que tiene multiples sitios de inicio de la
transcripcién, una isla CpG y varios sitios putativos de unién a factores de
transcripcion como E2F1, p53 y posiblemente a ER (receptor de estrogenos) [27].
Ensayos de la actividad del promotor, usando a la luciferasa como reportera en
células de adenocarcinoma de pulmon, indicaron que la actividad de p53 reprime la
actividad y con el factor de transcripcién E2F1 el promotor de LRBA tiene un
aumento en la actividad de la luciferasa, ademas de que se observo que las células
provenientes de cancer de mama, con expresion positiva del factor de transcripcion
ER, correlacionan con una mayor expresiéon de LRBA con respecto a células

cancerosas sin expresion de ER [27].

1.4.3 Estructura de la proteina

El gen de LRBA codifica para una proteina de 2863 aminoacidos (a.a) con un peso

molecular de 319 KDa. LRBA pertenece a la familia de proteinas BEACH.

LRBA esta constituida por varios dominios (Imagen 3): comenzando por el amino
terminal, se encuentra el dominio homoélogo a la cadena pesada 1 de la dineina
(DHC_1), el dominio semejante a concanavalina A (Con A-like), seguido de un
dominio WD40 (repetidos de triptofano W y acido aspartico D), dos motivos de
unién a la subunidad reguladora RII de PKA (PKA-RII), seguido del dominio WDL
(domino semejante al WD40), el dominio BEACH y finalmente otros 5 repetidos de

WD40[8].
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Imagen 3 Representacion esquematica de los dominios de LRBA. De izquierda a derecha, DHC (cadena
pesada de Dineina), Con-A (concanavalina A), tiene 1 repetido WD40 (repetidos triptéfano W, acido
aspartico D), WDL (dominio parecido a los repetidos WD), el dominio BEACH precedido por otros 5
repetidos WD40. Los puntos azules significan sitios posibles de fosforilacion y finalmente el nimero de
aminodcidos donde se localizan los diferentes dominios. Imagen realizada en power point.

El dominio semejante a la cadena pesada de la dineina (DHC-1) de LRBA es un
dominio conservado, el cual se ha descrito, interactia con las cadenas pesadas de la
dineina. La dineina 1 actia como un motor molecular retrogrado para la motilidad

de vesiculas y organelos a lo largo de los microtdbulos [30].

En el 2009, por medio de herramientas bioinformaticas, predijeron un dominio
semejante a Concanavalina A (Con-A like) en LRBA y en otros cuatro paralogos [31].
La funcién mas conocida de las lectinas, como la Concanavalina A, es reconocer
carbohidratos, los sitios de unién a estos carbohidratos se pueden localizar en
diferentes posiciones de acuerdo al plegamiento de cada molécula, formando bucles
de unién a carbohidratos [32]; sin embargo, la localizaciéon de los aminoacidos
capaces de formar estos bucles por medio de herramientas bioinformatica es dificil
predecir, no hay evidencias de ningun aminoacido que pueda conferir la
conformaciéon necesaria de unién a carbohidratos dentro de las proteinas de las
familia BEACH, sin embargo esto no descarta que este dominio pueda funcionar

como lectina uniéndose a carbohidratos [31].

Interesantemente, LRBA contiene un motivo de anclaje a PKA, lo cual podria
significar que LRBA funciona como una proteina de anclaje a PKA (AKAP), las AKAPs
forman hélices hidrofébicas que tienen gran afinidad por los primeros treinta
residuos de las subunidades reguladoras de PKA, especialmente las Isoleucinas 3y 5
son esenciales para las uniones con AKAPs. Su principal funciéon es

compartamentalizar estas moléculas en distintas membranas u organelos y
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acercarlas a los sustratos de dichas enzimas [33].

Al dominio WDL de LRBA también se le conoce como dominio homologo a
Pleckstrina (PH-like); los dominios PH tienen aproximadamente 120 aminoacidos,
asi como la capacidad de unirse a fosfolipidos y presentan una conformacién de dos
betas plegadas antiparalelas. El dominio PH-like presente en LRBA, es de alrededor
de 100 aa, igualmente cuenta con la conformacion de betas plegadas; sin embargo la
estructura de los aminoacidos tiene una homologia del 6-12% en comparacién con
otros dominios PH [34]. Estudios cristalograficos de LRBA sugerian que el dominio
PH-like no se une a fosfolipidos debido a que el sitio de unién se encuentra bloqueado
por una alfa hélice en la estructura, asi mismo no se encuentra cargado
negativamente, lo anterior fue confirmado por estudios bioquimicos realizados con
un panel de fosfolipidos, donde se demostr6 que no se une a ellos [35]. Se observo
también que este dominio tiene una fuerte interaccion con el dominio
BEACH[34],por lo que este dominio se denomin6 dominio parecido a WD40 o WDL
(WD40-like, WDL-like) por sus siglas en inglés, precediendo al dominio
BEACH[26,29].

El dominio BEACH, como se mencion6 anteriormente, se describi6 por primera vez
en la proteina LYST, aunque la funcién exacta del dominio BEACH atin se desconoce,
este dominio sirve para caracterizar un grupo particular de proteinas. El dominio
BEACH estd conformado por aproximadamente 280 a.a y se encuentra muy
conservado entre todos los miembros de la familia de proteinas BEACH; se localiza
principalmente en el carboxilo terminal[26]. En LRBA se sabe que este dominio
interacciona con el dominio WDL, siendo este un posible mecanismo regulador de la
funcion de andamiaje de esta proteina [34]. Dentro de la familia BEACH, en humanos
se conocen 9 proteinas: LRBA, la proteina reguladora del trafico lisosomal (LYST), la
proteina asociada al factor de activacidn neutral de la esfingomielinasa (NSMAF),
la proteina 3 que contiene el dominio WD y el dominio de dedos de zinc FYVE
(WDFY3), la proteina 4 que contiene el dominio WD y el dominio de dedos de zinc

FYVE (WDFY4), la proteina semejante a neurobeachin 1 (NBEAL1), la proteina
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semejante a neurobeachin 2 (NBEAL2), neurobeachin (NBEA) y la proteina 81 con
el dominio WD(WDRS81) . Estas proteinas, suelen ser de alto peso molecular y estar
relacionadas con varias funciones celulares, entre ellas: apoptosis, transito vesicular,
sefializacion de receptores y dindmicas membranales. Esta familia de proteinas es de
importancia clinica ya que varias de ellas estan relacionadas con enfermedades
asociadas al sistema inmunoldgico[26]. Por ejemplo la proteina LYST, la mas
estudiada hasta el momento, causa el sindrome de Chediak-Higashi, estos pacientes
presenta hipopigmentacion de ojos y de piel, sangrados prolongados y sintomas
neurolégicos; se encuentran vesiculas alargadas en todos los tipos celulares
incluyendo lisosomas, melanomas, granulos citoliticos y granulos densos en
plaquetas[36]. Otra proteina importante dentro de esta familia es NBEA, la cual tiene
una homologia del 75% con LRBA[29]. Esta implicada en el transito de la membrana
al post-golgi y en la via de secrecion de vesiculas grandes que contiene factores de
crecimiento y hormonas[37].NBEA tiene la capacidad de unirse a las subunidades
reguladoras de PKA[38]. Ademas, se ha reportado que su homélogo en levaduras la
proteina homologa 1 a beige (BHP1) es un regulador negativo en la secrecién de
vesiculas[39]. NBEA esta relacionada con los patrones sindpticos de las neuronas de
la médula espinal. También esta relacionada con el autismo, desarrollo de plaquetas

y mieloma multiple en humanos, y obesidad en humanos y ratones[26,29].

Finalmente, el dominio WD40 (también conocido como WD o repetido f3-
transducina) es un dominio estructural corto de alrededor de 40 aminoacidos,
terminando frecuentemente en un di-péptido de triptoéfano y acido aspartico (WD),
varios de estos repetidos son combinados para formar un dominio proteico WD[35].
Estructuralmente son caracterizadas por una conformacién de propulsor f3,
compuesto por 4-8 hojas laminas antiparalelas dispuestas alrededor de un eje
central, cada una de las hojas generalmente tiene cuatro laminas (3 antiparalelas
dobladas de tal forma que la primera y cuarta lamina son casi perpendiculares entre
si, forman una plataforma en la que ocurren interacciones proteina-proteina o
proteina-DNA[40]. Debido a la gran versatilidad de interacciones proteicas son el
cuarto dominio mas abundante en proteoma humano [41]. La funcién comun de las
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proteinas con dominios WD40 es funcionar como andamiaje para interacciones
proteina-proteina y coordinar eventos rio abajo, como ubiquitinizacién y metilacion
de histonas. Las proteinas con dominios WD estan implicadas en una variedad de
funciones, desde el control del ciclo celular, regulaciéon de la transcripcidn,
transduccion de sefiales, autofagia y apoptosis[42]. Por lo que su funcién es

importante para mantener la homeostasis y una funcidén correcta en el organismo.

1.4.4 Manifestaciones clinicas de la deficiencia de LRBA

Aunque la mayoria de los casos descritos de pacientes con deficiencia de LRBA
presentan caracteristicas clinicas de un fenotipo de CVID y manifestaciones
autoinmunes[25], en general estos pacientes son un grupo heterogéneo de
manifestaciones clinicas. La heterogeneidad clinica en la deficiencia de LRBA fue
confirmada por la descripcién de casos adicionales, como lo es un desorden parecido
al sindrome de Inmunodesregulaciéon Poliendocrinopatia y enteropatia ligada al X
(IPEX-like). En el 2015 se identificaron 3 mutaciones homocigotas en LRBA, en 6
miembros de 3 familias no relacionados, provenientes de familias consanguineas
[43], en dicho reporte, se encontr6 que los pacientes tenian una disminucion de las
células T reguladoras CD4+*, asi como varios marcadores de estas: FOXP3, IL2ZRA y
CTLAA4. Estudios in vitro demostraron que las células T reguladoras (Treg) de estos
pacientes tenian una menor capacidad de suprimir la proliferacién en células CD4+,
asi mismo las células T CD4+* y las Treg presentan una mayor apoptosis basal en

comparacién con controles sanos.

Un fenotipo clinico adicional que se ha asociado con las mutaciones en LRBA fue un
sindrome parecido al sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPs-like). Revel y
cols, reportaron 3 pacientes de dos familias no relacionadas, estos pacientes
presentaron esplenomegalia, linfadenopatia, citopenia, una cantidad elevada de
células T dobles negativas en sangre periférica, el cual es un criterio diagnostico de
ALPS. En estos pacientes se encontré una mutaciéon homocigota con pérdida de
funcion; asi mismo la apoptosis mediada por la via de FAS se encontraba afectada;

mientras que la apoptosis media por via intrinseca se encontraba aumentada[44].
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Adicionalmente, se describieron 10 pacientes con mutaciones bi-alélicas en LRBA,
principalmente heterocigotos compuestos, los cuales habian sido diagnosticados con
diabetes neonatal en los primeros 15 meses de vida. Nueve eran de diferentes
familias y dos eran hermanos; en seis de los nueve pacientes, la diabetes fue la
primera caracteristica manifestada. Ocho de ellos presentaron ademas
caracteristicas autoinmunes entre estas presentaban manifestaciones
hematoldgicas (5/8), enteropatia autoinmune (5/8), hipotiroidismo (1/8). El
paciente restante es el resultado de padres consanguineos presenté diabetes a la

edad de 9 meses[45].

El tratamiento clinico de pacientes con deficiencia de LRBA, esta principalmente
enfocado a controlar la hipogammaglobulinemia, infecciones, linfoproliferacion y
autoinmunidad, ya que estas siguen siendo las principales caracteristicas clinicas en
estos pacientes. La hipogammaglobulinemia se trata con un remplazo de IgG junto
con antibidticos profilacticos[46]. En el caso de autoinmunidad se utilizan
inmunosupresores, incluyendo esteroides. Existe un reporte de doce pacientes que
no respondieron al tratamiento inmunosupresor, los cuales han sido sometidos a un
trasplante de medula 6sea. Dentro de los cuales 4 murieron tres meses después del
trasplante debido a las infecciones preexistentes, rechazo del trasplante y por
microangiopatia; por otra parte, los otros 8 pacientes presentan una buena, completa
o parcial remisiéon de la inmunodeficiencia. Aunque es necesario evaluar en una
cohorte mayor el trasplante de médula 6sea, hasta el momento el tratamiento es

recomendado[47].

1.4.5 Funcidon de LRBA en células del sistema inmune

En el 2015 encontraron que LRBA regula la expresién de CTLA4. LRBA colocaliza
con CTLA4 en vesiculas endosomales, y la deficiencia o el knockdown de LRBA
disminuye los niveles de expresion de CTLA4 en células T reguladoras FOXP3+y

en células T activadas [48].
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Existen varias moléculas que regulan la expresion de CTLA-4, por ejemplo, el
complejo vesicular AP-1, el cual se une al motivo YVKM de la cola citoplasmatica de
CTLA-4 y esto permite el trafico de estas vesiculas a lisosomas para su degradacion.
En contraste, LRBA permite el reciclaje de CTLA-4 hacia la membrana celular de
Tregs uniéndose a el motivo YVKM, a través de los dominios Con A y WDL-BEACH
de LRBA, asi logra bloquear el sitio de unién con AP-1 y controla la respuesta
proinflamatoria y de activacion de células T[48]. Este hallazgo permitié considerar
un nuevo tratamiento para LRBA, terapia con Abatacept, el cual es una proteina de
fusiéon compuesta por la regién Fc humana de la IgG1 y la parte extracelular de

CTLA-4.

Este reporte nos permite conocer la funcién de LRBA en linfocitos T, sin embargo
adin no hay evidencias claras con respecto a la funcién de LRBA en linfocitos B, a
pesar de que su mayor fenotipo clinico es la hipogammaglobulinemia, asi como una

menor cantidad de Linfocitos B[25].

1.4.6 Homologos de LRBA

La funcién exacta de LRBA en linfocitos B permanece desconocida, pero se puede
obtener informaciéon de sus homologos. Las proteinas BEACH se encuentran
conservadas en varios organismos, desde organismos unicelulares como las
levaduras, por ejemplo Saccharomyces cerevisae hasta células eucariotas [10].
Mutaciones en la proteina Bph1 (beach protein homolog) de S. cerevisae provoca
un aumento en la secrecidn de carboxipeptidasa Y, y una formacion aberrante de la
pared celular [39]. En organismos multicelulares como Drosophila melanogaster se
encuentra la proteina Rugose (Rg)/ Dakap550, la cual se sabe, tiene funciéon de
proteina de anclaje a PKA, la falta de esta proteina provoca una vida mas corta de
este organismo debido al aumento en la apoptosis [49]. En humanos, Neurobeachin
(NBEA) codifica para una proteina de la familia BEACH ampliamente expresada en

cerebro, tiene un 75% de homologia con LRBA, se sabe que NBEA tiene varios
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dominios funcionales, incluyendo un dominio de unién a PKA, el cual se demostro
que es capaz de asociarse a la subunidad RII de PKA empleando un ensayo de

resonancia de plasmones con una elevada afinidad y especificidad [38].

1.5 Proteina cinasa dependiente de AMP ciclico (PKA)

La proteina cinasa dependiente de AMP ciclico es una familia de enzimas, de las
cuales su actividad celular depende de AMP ciclico (AMPc). En ausencia de AMPc,
PKA es una holoenzima tetramerica inactiva, que esta conformada de dos
subunidades cataliticas (C), unidas a un dimero de subunidades reguladoras (R). El
AMPc se une a dos sitios en cada subunidad reguladora, después de esta union el
tetramero se disocia y permite que la subunidad catalitica fosforile residuos de

Serina/Treonina precedidos del siguiente motivo: (K/R)(K/R)x(S/T)[50].

1.5.1 Isoformas de PKA

En un principio se describieron dos isoenzimas denominadas tipo [ y Il debido a que
se encontrd a la subunidad catalitica asociada a dos subunidades reguladoras
diferentes RI o RII. Posteriormente se describieron mas isoformas, para la subunidad
R], se identificaron dos isoformas denominadas Rla y RIf3; asi como dos isoformas
para RII: RIla y RIIB. Posteriormente se encontraron isoformas de las subunidades

cataliticas Ca, Cf3, Cy y PRKX][9].

La subunidad reguladora tiene diferentes afinidades a la uniéon con AMPc, lo que
genera diferentes niveles de activacion. Las subunidades RII se unen con una
constante de activacion de Kacede 200-400nM; las subunidades RI tienen una mayor
afinidad por AMPc con una Kact 50-100Nm. Adicionalmente, las subunidades R se
expresan en diferentes tejidos y células, y pueden generar homo y hetero dimeros lo
que genera una gran cantidad de combinaciones, lo que contribuye a la diversidad y

especificidad de la via de activaciéon de AMPc[51]
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1.6 Proteinas de anclaje a PKA (AKAPs)

La localizacién subcelular de PKA, esta dada principalmente por las Proteinas de
anclaje a PKA (AKAPs); estas son definidas con base en su habilidad para unir a PKA
a través de sus subunidades reguladoras. PKA-RI se sabe que, clasicamente es
soluble y se cree que es citoplasmica, PKA RII esta confinada a estructuras celulares
y compartamentalizadas por medio de AKAPs; sin embargo se han descrito algunas
AKAPs duales, que tiene la capacidad para unirse a Rl o RII, asi como algunas AKAPs
que se unen especificamente a RI, sin embargo se unen con una afinidad de 10-100

veces menor con respecto a las subunidades RII [51].

Todas las AKAPs comparten ciertas propiedades en comun: primero, contienen un
dominio de unién a PKA; segundo tienen sefiales especificas de localizacion; tres,

tienen la capacidad de formar complejos de sefializacion con otras proteinas[52].

Las AKAPs, incluyendo el dominio de unién a la subunidad R, son funcionalmente
mas no estructuralmente relacionadas, y no comparten secuencias homologas
entre ellas. El sitio de union de las AKAPs es una hélice anfipatica de 14-18 aa, que
se une al dominio de dimerizacion N-terminal de la subunidad R de PKA. Las AKAPS
se unen a PKA insertando el sitio hidrofébico de la hélice anfipatica en una cavidad
hidrofébica formado por las dos subunidades R de PKA[52]. Esto conlleva a una
translocacion de PKA a una localizacion especifica en el citoplasma, dicha ubicaciéon
depende de la AKAP involucrada, en dicha ubicacién, PKA es activada por AMPc, lo
que libera a la subunidad catalitica para fosforilar a sus sustratos. Las AKAPs estan
relacionadas con una variedad de estructuras celulares como lo son: centrosomas,
dendritas, reticulo endopldsmico, mitocondrias, membrana nuclear y diferentes

tipos de vesiculas [33].

Frecuentemente la funcién de anclaje a PKA de una proteina se infiere usando
péptidos inhibitorios. Péptidos derivados de la hélice anfipatica de AKAP-Lbc,

también conocida como AKAP de la tiroide humana 31 (HT31), fueron inicialmente
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caracterizados por su habilidad para evitar la interaccion de PKA con su posible
AKAP [53].Estudios bioquimicos demostraron que el residuo de 24 aa, de HT31, se
unia las subunidades RII con una afinidad nanomolar. El uso de este péptido o sus
derivados (usando péptidos de HT31 solubilizados con estereato o myristolato) se
han convertido en un standard para definir el papel de una AKAP, al impedir la

union de PKA con la posible AKAP[54].

En la linea celular HEK 293, se observo por medio de microscopia confocal, que
LRBA colocaliza con las subunidades reguladores Rlla y RIIf, clatrina, RAB4,
adaptinaf} y con tubulina[8]. Asi mismo se observé en macréfagos de ratén que
LRBA se encuentra junto a aparato de Golgi, en lisosomas y vacuolas

endociticas[10].

1.6.1 Participacién de PKA en linfocitos

La habilidad de AMPc como segundo mensajero para alterar el balance entre el
crecimiento y la apoptosis es dependiente de cada célula. Por ejemplo, en los
linfocitos T se sabe, que el AMPc promueve la apoptosis. Estas células dependen del
principal efector de cAMP, PKA. Algunos estudios demuestran que la apoptosis
inducida por via cAMP/PKA en células S49 (linfoma de T) incluye la activacion por
la via intrinseca de la apoptosis, por medio de la despolarizacion de la mitocondria
y liberacion del citocromo c por lo que es independiente de FAS [55].

Por otra parte, se conoce que PKA tiene participacion en la sefializaciéon del TCR,
una vez que este ha sido activado, se produce AMPc, lo que lleva a una disminucién
de la sefializacion del TCR, lo que lleva a la inhibiciéon de la proliferacién de las
células T y de la produccion de citocinas[56].

La prostaglandina 2 es otro ligando de linfocitos que aumenta los niveles de AMPc,
uniéndose a receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), esto inhibe la funcién del
TCR, esto a través de PKA tipo I. Similar a esto PKA [, regula negativamente la

activacion de células B, a través del BCR[51].
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Hay varias AKAPs bien caracterizadas en el sistema inmune, se han descrito varias
AKAPs en linfocitos T, asociadas a balsas de lipidos, a células dendriticas y a
plaquetas; pero estdan muy pobremente descritas para linfocitos B. Dentro de las
AKAPs en linfocitos T estan: Ezrina, AKAP79, D-AKAP1, AKAP450, MTGS8, MTG16b,
AKAP95 y la AKAP 220[56].

En linfocitos B, los niveles intracelulares de AMPc se incrementan por sefiales
generadas por MHC-II, CD23, receptores de prostaglandina o el BCR[57]. Dentro
de las funciones especificas de PKA en linfocitos B, la principal funcién descrita ha
sido la participacion en la fosforilacién de la proteina citidina desaminasa (AID); la
cual es una desaminasa especifica de células B, cuya expresidn estd restringida a
centro germinal, y a células B activadas y se encarga en particular de dos eventos
en las células B; la hipermutacidon somatica y el cambio de isotipo. El mecanismo en
que AID inicia estas modificaciones es un tema debatible, sin embargo, se sabe que
PKA participa en la activacion de AID en estos procesos. Se demostré que AID posee
dos sitios de fosforilacion para PKA la T27 y S38; y se comprobd que en ausencia
de estos sitios de fosforilacidn, AID es incapaz de producir cambios de isotipo[58].
Existen otros reportes que mencionan que un aumento en el AMPc intracelular en
linfocitos B aumenta la produccion de IgE promoviendo el cambio de isotipo hacia
un perfil TH2[59]. Por otra parte, se ha descrito que PKA, es capaz de intervenir en
la activacion del complejo IKK o con la interaccion entre IKK-IkB, suprimiendo
selectivamente la via de NF-kB en, lo que se ha sugerido que AMPc esta involucrado

en la induccién de un estado anérgico en linfocitos B[57].
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2 JUSTIFICACION

La funcion de LRBA adn no es conocida en linfocitos B, sin embargo, la deficiencia de
esta se ha asociado a diversas enfermedades, principalmente a enfermedades
relacionadas con el sistema inmune. Se ha visto que pacientes con deficiencia en la
expresion de esta proteina, presentan, de manera predominante, autoinmunidad,
pocas células B maduras, agammaglobulinemia, asi como, aumento en la apoptosis

basal e inducida por disminucién de nutrientes.

Por lo que es importante entender la funcién de esta proteina en la regulacién de la

respuesta inmune mediada por los linfocitos B.

3 HIPOTESIS

La proteina LRBA tiene una funcién de andamiaje y esta involucrada en la regulacion

de PKA en linfocitos B.
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4 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la funcién de andamiaje de la proteina LRBA dentro de la regulacién de PKA

en linfocitos B.

5 OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Buscar la expresion de LRBA y las subunidades de PKA en diferentes lineas
celulares de linfoma de B.

2. Analizar la asociacion de las subunidades de PKA con LRBA por medio de co-
inmunoprecipitaciones en una linea celular de linfocitos B y en linfocitos B
primarios.

e Generar una construccion con los diferentes dominios de LRBA asociados
a una bandera.

e Realizar ensayos de co-inmunoprecipitacién usando construcciones y
anticuerpos anti LRBA en células Ramos.

e Evaluar la capacidad de fosforilacion de PKA dentro de los
inmunoprecipitados anteriores.

3. Analizarlalocalizaciéon de LRBAy las subunidades de PKA en una linea celular
de linfocitos B.

4. Analizar la asociacién de LRBA con AID en lineas celulares de linfocitos B y en
linfocitos B primarios.

5. Caracterizar la mutacién de un modelo celular deficiente de LRBA.

6. Evaluar la fosforilaciéon de PKA en una linea celular primaria de fibroblastos
deficientes de LRBA.

7. Buscar lalocalizacion de AID en fibroblastos control y deficientes de LRBA

8. Transfectar fibroblastos control y deficientes de LRBA con un vector con AID

acoplado a DDK.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Célulasy lineas celulares

6.1.1 Obtencién de Linfocitos B primarios

Las muestras de sangre fueron obtenidas de donadores sanos provenientes del
Hospital de Zona Ticoman, cada donador firmo un consentimiento informado. Las
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron obtenidas de un
concentrado leucocitario el cual se diluyo 2:1 de sangre en buffer salino de fosfatos
(PBS) a través de un gradiente de densidad de sangre heparinizada utilizando
Lymphoprep (Axis Shield PoC As, Dundee, Scotland; densidad 1.077g/ml). Los
linfocitos B fueron separados de sangre periférica por seleccién positiva partiendo
de PBMCs, los cuales se resuspendieron en un buffer de resuspensiéon (PBS-
EDTA10Mm-SFB 3%) a una densidad de 1.5x107 por cada 100ul de buffer, los
PBMC s se incubaron con 10ul por cada 100ul de suspension celular de anti-CD19
acoplado a biotina, por 20 min a temperatura ambiente, se lavaron con 4ml de buffer
de resuspension a 300xg por 5 min, se resuspendieron a la misma densidad de inicio
y se incubaron por 15 min con 10ul de perlas magnéticas asociadas a streptavidina
(Magnisort Human CD19 positive selection kit, Invitrogen, Waltham Massachussets).
Finalmente se llevaron a un volumen final de 2ml y se incubaron por 10min en un
iman de separaciéonn (Magnisort, Invitrogen, Waltham Massachussets),
decantandose y resuspendiendo de nuevo en 2 ml por triplicado, después del tercer
lavado se resuspendieron los linfocitos B en medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo

Scientific, Waltham Massachussets).

6.1.2 Cultivo de lineas celulares de linfoma de linfocitos B y de linfocitos B primarios.
Las lineas celulares Ramos, Raji y Daudi se obtuvieron del laboratorio del Dr. Santos,
laboratorio 1 del departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV. Las tres
lineas celulares y los linfocitos B primarios fueron cultivadas en RPMI 1640
suplementado con suero fetal bovino (SFB, Thermo Scientific, Waltham
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Massachussets) al 10%, L-glutamina (Gibco, Thermo Scientific) 1%, penicilina-

streptomicina (Gibco, Thermo Scientific) a 37 CO2 5%.

6.1.3 Obtencién de fibroblastos primarios de piel.
Los fibroblastos fueron obtenidos de un donador sano y de un paciente a partir de
una biopsia de piel, se tomé una biopsia de 3mm del brazo, posteriormente esta fue
lavada con PBS para remover todos los remanentes de sangre, para disgregar el
tejido, fue incubada con dispasa toda la noche (1mg/ml) (Sigma, Aldrich; St. Louis
Missouri, E.U), se colocé con la epidermis viendo hacia a la placa, empleando una
placa de 24 pozos. El dia siguiente, se removi6 la epidermis con unas pinzas, y la
dermis fue digerida con colagenasa IV (Sigma, Aldrich) a una concentracién de 0.5
U/ml durante 3 horas en agitacion. La dermis fue lavada con PBS y digerida por 30
minutos en 0.05% EDTA-tripsina, finalmente la dermis fue adherida en una placa de
6 pozos y cultivada en medio DMEM (Gibco, Thermo Scientific) con factor de
crecimiento epidermal-B (EGF-f 10ng/ml) por 5 dias, hasta que se observéd la

formaciéon de una monocapa.

Los fibroblastos fueron cultivados en DMEM (Gibco, Thermo Scientific) con SFB 10%,
l-glutamina 1%, Pen-strep 1x, Piruvato de sodio 1x (Gibco, Thermo Scientific),

aminoacidos no esenciales 1x (Gibco, Thermo Scientific) y se mantuvieron en estufa

de cultivo celular a 37° y 5% de CO2.

Todos los estudios realizados en células humanas se realizaron bajo los estandares
éticos internacionales de acuerdo con las reglas establecidas en el acuerdo de
Helsinki, por otra parte, los estudios realizados en células humanas estan avaladas y
aprobadas en el proyecto # 015/2015 registrado, revisado y aprobado por los

comités de ética y de investigacidon del Instituto Nacional de Pediatria.

26



6.2 Ensayos de inmunoprecipitacion

6.2.1 Obtencion del extracto proteico
Se estimularon un total de 14x10° linfocitos B primarios, en placas de 12 pozos,

cultivando 5x10¢ linfocitos B por pocillo, en 1.5ml de RPMI 1640, durante 72 h con
rhCD40L (100 ng/ml, Cell Signaling, Danvers Massachussets, E.U) mas IL-4 (75
ng/ml, Peprotech, Nueva Jersey, E.U), posteriormente fueron cosechadas y
resuspendidas en 250ul de buffer de lisis (Cell Signaling Technologies 20 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1 mM Naz2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2.5 mM piruvato
de sodio, 1 mM beta-glicerofosfato, 1 mM Na3VOs, 1 ug/ml leupeptina) adicionado
con inhibidores de proteasas (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, cat#

04693116001, Merck, New Jersey E.U).

La linea celular Ramos se cosech6 directamente del cultivo, partiendo de 10x10°¢
células, sin ninguna estimulacion previa y se resuspendieron en 250puL del siguiente
buffer de lisis (0.1% Triton X-100 (Sigma Aldrich), 50 mM Tris-base (Sigma Aldrich)
pH 7.5, 100 mM Nac(l, 0.1 mM EDTA (Sigma Aldrich), 10 mM NaF, 1 mM Na3VOs4, 1
ug/ml de leupeptina).

Los lisados celulares se incubaron durante 30 minutos a 4 ° C y luego se
centrifugaron a 14,000 g durante 10 minutos a 4 ° C. Los sobrenadantes se apartaron

y se analizaron para calcular la concentracion de proteinas.

6.2.2 Ensayo de inmunoprecipitacion
Los extractos proteicos (200 ug) dividiéndose posteriormente en 100 pg para el

isotipo y 100 pg para el anticuerpo se pre-aclararon durante toda la noche en
agitacion a 4 ° C utilizando 50 pl de proteina A-sefarosa (Sigma-Aldrich St. Louis,
Missouri, EE. UU.) para anticuerpos hechos en conejo y con proteina G-sefarosa
(cat#101241, Thermo Scientific)para anticuerpos hechos en raton. Para la
inmunoprecipitaciéon, los extractos proteicos previamente pre-aclarados se

incubaron durante 4 horas a 4°C con cualquiera de los siguientes anticuerpos: IgG de
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conejo o raton se agregd 1ug de anticuerpo por cada 100pg de proteina como
controles de isotipo (Jackson-Immunoresearch, West Glove, Pennsylvania, EE. UU.)
o con los siguientes anticuerpos especificos: PKA-RIIf, (BD Biosciences Pharmingen)
o anti-hLRBA (Abcam), de igual forma se agregé 1ug de anticuerpo por cada 100ug
de proteina. Después de la incubacién con el anticuerpo, las muestras se incubaron
durante toda la noche con 50 pl perlas de proteina A sepharosa. Los
inmunoprecipitados se lavaron tres veces centrifugando a 4°C a 12000xG por 10
min con 1 ml de buffer de lisis [0.1% Triton X-100 (Sigma Aldrich), 50 mM Tris base
(Sigma Aldrich), pH 7.5, 100 mM Nac(l, 0.1 mM EDTA (Sigma Aldrich), 10 mM NaF, 1
mM NasVO4, 1 pg/ml leupeptina] para la linea celular Ramos y con [Cell Signaling
#9803s 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM NazEDTA, 1 mM EGTA, 1%
Triton, 2.5 mM piruvato de sodio, 1 mM beta-glicerofosfato, 1 mM NasVOs4, 1 ug/ml
leupeptina] para linfocitos B primarios, posteriormente se le adiciono 50ul de buffer
laemli (Tris base 1.0M pH 6.8, SDS 10%, Glycerol 20%, [3-mercaptoetanol 5%, azul
de bromofenol 0.01%) y las muestras se hirvieron por 5 min a 95°C y se analizaron
por inmunoblots . Los ensayos de inmunoprecipitacion se repitieron al menos por

triplicado tanto para las células B primarias como para la linea celular Ramos.

6.2.3 Evaluacion de la actividad de PKA en los Inmunoprecipitados.
Para evaluar la fosforilacion de los inmunoprecipitados se utiliz6 el kit Pep-TAG non
radioactive Protein kinase assay (Promega, Madison Winsconsin). Brevemente, se
incubaron las perlas del inmunoprecipitado junto con un péptido sintético (L-R-R-A-
S-L-G) substrato de PKA cargado positivamente, dicho péptido presenta una marca
con un colorante fluorescente rosa; se utilizé un control positivo (enzima control
PKA-C, 2500 Unidades), un control negativo (agua bidestilada), un extracto total de
proteinas de donde se realiz6 la IP y las Perlas del inmunoprecipitado después de

los lavados y se incubaron en la siguiente mezcla de reaccidn:
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Componente Volumen

PepTag Buffer reaccion 5x 5ul
PepTag Al peptide (L-R-R-A-S-L-G) | 5 ul

PKA activator 5x (AMPc 5 uM) 5ul
Muestra (Perlas o controles) 10 ul
H-0O volume final 25 ul

Esta mezcla de reaccidn se incub6 a temperatura ambiente por 30 min y la reaccién
se inactivo a 95°C por 10 min. Finalmente, el total de la reacciéon se carg6 en un gel
de agarosa al 0.8% mezclando previamente con 1 pl de glicerol al 70% para
mantenerlo en los pozos del gel; y se corrié en buffer TBE (Tris-base 40mM, acido
acético20mMy 1mM de EDTA) en donde el péptido fosforilado migré hacia el catodo

y el no fosforilado hacia el anodo.

6.3 Inmunoblots

La presencia de LRBA y de las subunidades de PKA en los inmunoprecipitados o en
los extractos de proteinas totales se determinaron por western blot. Se cargaron 20
ug de proteinas totales de linfocitos B primarios o de células Ramos; para el caso de
los IPs se cargaron 15 pg del Input y 25 pl de perlas del Isotipo y de 25ul de perlas
del anticuerpo, en un gel de gradiente (8-15%) de poliacrilamida y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (BioRad, Hercules Califorina, EE.UU). Se transfirio
durante 2 horas 30 minutos a 100V en un buffer estandar tris-glicina. Las
membranas se incubaron a 4°C en agitacion durante la noche con los siguientes
anticuerpos: anti-PKA-RIla clona 40 (diluciéon 1:1000), anti-PKA-RII clona 45
(dilucién 1:1000), anti-PKA Rla clona 20 (dilucién 1:1000) y anti-PKA-Ca Clona 5b
(dilucion 1:1000) (BD Biosciences Pharmigen, New Jersey,E.U) anti-AICDA
policlonal 183618 (diluciéon 1:2000) y anti-LRBA policlonal ab121601 (dilucién
1:500) (Abcam, Cambridge,U.K), anti-GAPDH 2275 (diluciéon 1:5000) (Trevigen,

Gaithersburg, EE. UU.). Las membranas se lavaron y se incubaron durante una hora
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con HRP anti-ratén (dilucién 1:7000 o anti-conejo-HRP dilucién 1:7500.) (Jackson
Immunoresearch, Baltimore, E.U). La deteccion de la quimioluminiscencia se realizd
con el sustrato Super signal West Femto Maximum Sensitivity (Thermo Scientific,
Waltham Massachussets, E.U) en un Chemidoc XRS (Biorad). Las imagenes de

analizaron con el software Image Lab 6 de Biorad.

6.4 Ensayos de competencia de la interaccidon de PKA con LRBA

Se realizo un ensayo de competencia de con el péptido de HT31 (InCELLect™ AKAP
St-Ht31 Inhibitor Peptide, Winsconsin E.U) en la linea celular Ramos, para esto se
sembraron 10x106 células en un pozo de una placa de 6 pozos con 2ml de RPMI y se
incubaron por media hora a 37°C con el péptido Ht31 a una concentracién final 10
uM, posteriormente se lavaron con PBS para quitar el medio y se procedié a realizar

los ensayos de inmunoprecipitacion, como se encuentran descritos anteriormente.

6.5 Tincion de inmunofluorescencia

Se obtuvieron 1x10¢ células de la linea celular Ramos o Linfocitos B primarios
estimulados como se describi6é anteriormente, se pasaron a tubos de citometria de
flujo, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min con un ml de PBS, se decant6 el PBS y
posteriormente se fijaron con 100 pl, de para-formaldehido al 4% diluido en PBS a
un pH 7.2, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron
nuevamente con PBS y luego se permeabilizaron con tritén x-100 al 0.01% en PBS
durante 10 min. Después de un lavado final, los linfocitos se incubaron con 30ul de
una dilucién 1:100 de anti-hLRBA (Abcam, CambridgeU.K), 30ul de una dilucion
1:150 anti-PKA-RIla 0 con 30pl de una diluciéon 1:150 de anti-PKA-RIIB (BD
Biosciences, Pharmingen, San Diego, E.U) durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS y se incubaron con los siguientes anticuerpos

secundarios: 30pul de una dilucién 1:2000 del anticuerpo policlonal goat-anti rabbit-
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IgG-Alexa Fluor® y con 30ul de una dilucién 1:400 policlonal goat-anti mouse IgG
Alexa Fluor®488 (Thermo Scientific) y con 30ul de una dilucién 1:1000 de DAPI

(Sigma-Aldrich) durante 1 hora. Finalmente, las células se lavaron y se decantaron.

6.5.1 Preparacion de las muestras
Se utilizaron cubreobjetos circulares de 12mm de didmetro (cat #12, CIR-1 Thermo

Scientific) los cuales se colocaron en placas de 24 pozos. Los cubreobjetos se
incubaron previamente con 200 pl de una dilucién 1:10 de poli-L-lisina (Sigma,
Aldrich) en agua, por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se dejaron a
70°C por 30 min hasta que se evaporo por completo el agua. Se agregaron los 100ul
restantes del tubo de citometria a los cubreobjetos previamente tratados con poli-L-
lisina (Sigma Aldrich) durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se lavaron los

cubreobjetos con 1 ml de PBS y después de con 1 ml de agua Mili Q.

Los cubreobjetos se montaron en protaobjetos, usando 2 pl del medio de montaje
Vecta-Shield (Vector Labs, Burlingame, CA.EE.UU); sellando las orillas del

cubreobjetos con esmalte transparente.

6.6 Microscopia confocal adquisicién y analisis

Las imagenes confocales se obtuvieron con un microscopio confocal Leica TCS SPE
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) o en un microscopio confocal LSM 800 con
tecnologia de exploracidn aérea (Zeiss, Oberkochen, Alemania), con un aumento de
60x. La adquisicion de imagenes se realizé con el paquete de aplicaciones Leica LAS
X (Leica Microsystem) y con el software ZEN Black (Zeiss) respectivamente, el
analisis de localizacién conjunta para muestras con tincion dual se realiz6 utilizando
el coeficiente de correlacion de Pearson de al menos 50 células diferentes, de tres
ensayos independientes. El analisis de los datos y el calculo de las correlaciones de

Pearson fueron calculadas con el software FIJI[60].
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6.7 Extraccion de RNA

La extraccidon de RNA se realiz6 a partir de 3x106 células mononucleares (PBMCs)
de pacientes o de donadores sanos estimulados con PHA por 72hs las cuales se
lisaron con 500ul de Trizol. Se adicionaron 100ul de una mezcla de cloroformo-
alcohol isoamilico en una relacién 98:2 y se incubaron por tres minutos,
posteriormente se centrifugo por 15min a 12000xg a 4°C; recuperandose
aproximadamente 250 pl de la fase acuosa y transfiriéndose a otro tubo, se
procedio a precipitar con 250ul isopropanol mezclando por inversién incubandose
por lhr a 4°C; se centrifugo por 10 min a 12000xg a 4°C. Se descarto el
sobrenadante conservandose la pastilla de RNA, esta se lavé 3 veces centrifugando
a 7500 xg a 4°C con 500 pl de etanol al 70%. Determinando la concentracion y

pureza de RNA por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm.

6.8 Sintesis de cDNA

La sintesis de DNA complementario se realiz6 a partir del RNA extraido utilizando la
siguiente mezcla: Oligo (dT), dNTPs, RNA (adquiridos de Thermo Scientific) y agua
inyectable c.b.p. en un volumen final de 17 pl, esta mezcla se sometié6 a una
temperatura de 70 grados celsius durante 5 minutos para después ponerla en hielo
y adicionar la enzima (Transcriptasa reversa MulV, New Englands BioLabs, County
Road Ipswich, MA) y el buffer de esta enzima. Se utiliz6 en el termociclador Veriti 96
well termal cycle de Applied Biosystems con un ciclo de 42°C por 60 min y después

90°C 10 min.

6.9 Amplificacion de LRBA por reaccién en cadena de la polimerasa

La amplificacion de LRBA se llevé a cabo a partir de las muestras de cDNA, con las

siguientes con la siguiente mezcla de reaccién, en un volumen final de 25ul:
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Componente Volumen
Buffer de reaccion 10x 2.5 ul
MgCl2 25mM 1.5uL
dNTPs 10mM 0.5 ul
Primer Fw 25uM 0.2 ul
Primer Rv 25uM 0.2 ul
cDNA 1l

Taq pol (New England biolabs) | 0.125 pl
H20 inyectable 19.225 ul

Se utilizaron 16 pares de primers que sobrelapan entre si abarcando todo el cDNA
de LRBA, los primers fueron disenados por Lopez-Herrera et al y se emplearon en

las condiciones especificadas por el autor [7].

6.9.1 Electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa
Los productos de PCR se mezclaron con regulador de carga para DNA y se cargaron

5 pL de cada muestra en un gel de agarosa al 1% preparado en TAE 1x (Tris-acido
acético-EDTA) y conteniendo de 0.1 a 0.5 pg/mL de bromuro de etidio. La
electroforesis se realiz6 a 100V durante 45 minutos, se visualizaron los productos
amplificados en un transiluminador de luz ultravioleta (Kodak). Se determino el

tamafio de los amplificados obtenidos por medio del uso de un marcador de DNA.
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6.10 Clonacion de productos de PCR

6.10.1 Reaccidén de corte para extremos romos
Los productos de PCR generados por la polimerasa contenian un extremo 3°dA, el
cual fue cortado con la enzima DNA Blunting Enzyme del kit CloneJET PCR Cloning

(Thermo Scientific) para obtener productos de extremos romos usando las siguientes

condiciones:
Componente Volumen
Buffer reaccion 2x 10 ul
Producto de PCR 1uL o 0.15pmol

Agua libre de nucleasas | Aforar a 17 pl
Enzima DNA blunting | 1 ul
Volumen total 18 ul

Estas reacciones se mezclaron por 3-5 segundos en vortex, se incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente para después inactivar la enzima a 70°C por 5

minutos, y mantener finalmente en hielo.

6.10.2 Reaccién de ligacion

El producto de la reaccién anterior se ligé con el vector pJET de acuerdo con la
siguiente reaccion:

Componente Volumen

Vector de clonacion pJET 1.2 | 1 ul
Ligasa T4 luL

Volumen total 20 pl

Las reacciones de ligacién se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se incubo a 16°C por 30 min.
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6.11 Transformacion de los productos de ligacidn en Escherichia coli DH5a.

La transformacion se realizé utilizando 5 pL del producto de ligacién con 100-200 pl
de bacterias competentes, se incubé por 30 minutos a 42C, seguido por un choque

térmico a 42°C por un minuto y a 42C por un minuto mas.

Las bacterias transformadas se cultivaron por una hora en 1 mL de medio Luria-
Bertani (LB) a 372C en agitacion, finalmente se sembraron en una placa de agar LB
conteniendo 150 pg/ml de ampicilina recién preparada. Las placas se incubaron a

37°C durante toda la noche.

6.11.1 Seleccién de colonias positivas por PCR
Se seleccionaron un promedio de 10 colonias por placa, y se resembraron en una

placa de LB-ampicilina, asi mismo, se resuspendieron en 6 pl de agua inyectable y se
realizé una reaccion de PCR utilizando los iniciadores pJET (ver apéndice del kit de
clonacién Clone]ET PCR) que reconocen una secuencia del vector pJET. La reaccién

de PCR se llevé bajo las siguientes condiciones:

Componente Volumen
Buffer 10x 1pl
MgCl, 0.6 pL
dNTPs 0.2 ul

Primer Fw 25 um | 0.08 pl
Primer Rv 25 um | 0.08 pl

Taq 0.05 pl
H20 1.99 pl
Bacteria 6.0 pl
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Se tomaron como colonias positivas aquellas que dieron un producto de PCR del

tamaino del inserto.

6.11.2 Purificacion de pldsmidos a partir de las colonias positivas
Las colonias seleccionadas se resembraron en 5 mL de medio LB + 150 pg de

ampicilina a 372C durante toda la noche. La purificacion del vector bacteriano se
realizo siguiendo el protocolo establecido para el kit QIAprep spin miniprep
(#Cat27104, Qiagen, Hilden Alemania). Brevemente: se centrifugaron las bacterias
a 3500rpm por 10 min, y se decant6 el sobrenadante. Posteriormente se resuspendio
el pellet de bacterias en 250 pl de buffer de resuspensién P1 y se transfirié la
suspension a un tubo de 1.5ml, se afiadieron 250 pl de buffer de lisis P2 a la
suspension bacteriana y se mezcl6 por inversion 4-6 veces; a la mezcla anterior se le
afiadieron 350 pl de buffer de neutralizaciéon N3 y se mezcl6 por inversion 4-6 veces,
se centrifugo por 10 min a 13000rpm, se tomaron 800 pl del sobrenadante anterior
y se transfirieron a una columna (QIAprep 2.0 soin columna); se centrifugaron por 1
min a 13000 rpm y se tiro el filtrado, posteriormente se lavé la columna agregando
750 pul del buffer de lavado PE y se centrifugo por 1 min, se tiro el filtrado y se volvid
a centrifugar por 1 min. Finalmente, la columna se pas6 a un tubo d e1.5ml y se eluy6
el DNA usando 50 pl de buffer de elucién EB, el cual se incubo por 1 min en la

columna y después esta se centrifug6 obteniendo el plasmido en el tubo de 1.5ml.

6.12 Secuenciacion y analisis

6.12.1 Reaccion de secuenciacion
La secuenciacion se realizé a partir de los vectores purificados. La reaccién de

secuenciacion se llevé bajo las siguientes condiciones:
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Componente | Volumen

Buffer 5x 1.5l
Muestra 1 uL o0 100ng
Big Dye 0.8 ul

Primer 25 um | 0.4 pl
H-O inyectable | 10 pl

Se utiliz6 la temperatura de alineacién del primer correspondiente a la region del
cDNA que se esta secuenciando, con una extensién de 4 min.

6.12.2 Purificacién de los productos de secuenciacién

La purificaciéon de los productos de secuenciacién se hizo con el kit BigDye

XTerminator™Purification Kit. La reaccion se llevo bajos las siguientes condiciones:

Componente Volumen
Solucién Sam 45 ul
XTerminator 10 L
Producto de secuenciacion | 10 pl

Posteriormente se agito en vortex por 45 min a TA. Se centrifugé 1 min a 13000xg y

el sobrenadante se llevd a otro tubo.

6.12.3 Lecturay analisis

La lectura de los productos de secuenciacién se realiz6 en la unidad de

secuenciacion de la UACM.

Los resultados de la secuencia se analizaron usando el programa Clustal Omega
comparando el resultado de la secuenciacién con las secuencias reportadas en la

pagina electrénica del GeneBank con el nimero de acceso NM-006726.
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6.13 Clonacion de dominios de LRBA en un vector de expresién

Para realizar las construcciones de los dominios de LRBA, primero se llevd a cabo la
amplificacion de dominio correspondiente, a partir del cDNA de PBMCs estimulados
con PHA por 72hs, el cual se obtuvo como se describié anteriormente. Se disefiaron

primers especificos para amplificar los dominios de LRBA (tabla 2) a estos primers

se les agrego los sitios de restriccion para las enzimas de restriccion Kpn1 y Xho 1.

Tabla 2 Primers para amplificar los diferentes dominios de LRBA para cDNA

Dominio Primers Fwd Kpnl Primer Rvs Xhol Tamaiio pb TM°C
Pb
Dineina 5’ggtaccatgggtTTGGTTGAAGTT 5'-ctcgagTCCCAACATGTCAAC 314 157- 60
GGAGAAGTA-3' CAAAAGATC-3 471
Concanavalina | 5'-ggtaccatgGCCAAATGGCCAT | 5'-ctcgagGTAAACTGCAGTCA 428 670- 60
A ACCAGAATGGT-3' TCTGACCACAG-3' 1098
AKAP 5'- 5'-ctcgagTGGTTTCAAGGCTT 215 4207- | 65
ggtaccatgGGCCTTTCAATAGAA | TATCTCCCCTA-3' 4422
GCCTCTGTG-3'
WDL-BEACH 5'- 5'-CTCGAGAGAAGGAGTCTGTCC 1263 6172- | 60
ggtaccatgGGCGATGATGATAC AAAACTTCGG-3' 7437
TCTGTCATCC-3'
BEACH-WD40 | 5'-ggtaccatgGCTAGTCCACG 5'-ctcgagaatGCTTCCTGAAG 1937 6597- 60
TCAGCTTTTTAAGG-3' CCATGCCAGA-3' 8534
Una vez obtenido el producto de PCR se clono en el plasmido pJET, con la misma

metodologia descrita arriba.

6.13.1 Digestidon enzimdatica de amplificados de los dominios de LRBA.

Para obtener el inserto de los diferentes dominios de LRBA, clonado en el pJet se
realizé una digestion con las enzimas Xho1 (Cat#R30146s, New Englands Biolabs) y
Kpnl HF (Cat#R3142s, New Englands Biolabs). De igual forma el plasmido de
expresion pCDNA3.1 myc/his A (Cat. # V80020, Thermo Scientific.) para generar

extremos adherentes.
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Imagen 4 Mapa del plasmido de expresion pcDNA myc-His

La reaccion de digestién enzimatica se llevo bajo las siguientes condiciones:

Componente Volumen

DNA lpg

10x cut smart buffer (Cat# B7204S, NEB) | 5 pL

Xhol 1 pl 0 10 unidades
Kpn1 HF 1pl 0 10 unidades
Agua inyectable Llevar a un volumen de 50ul

Se incubaron toda la noche a 37°C, como ambas enzimas tienen una eficiencia del
100% en el buffer cut Smart, se realizé una digestion doble. Para verificar que se

liberd el inserto se corrieron 2l de la digestion en un gel de agarosa al 0.8%.
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6.13.2 Obtencion de los amplificados digeridos de los dominios de LRBA
Una vez corroborado que la digestion se realiz6 correctamente, se procedié a

purificar el fragmento liberado del plasmido pJET por medio de las enzimas de
restriccion, para esto se corrieron los 48l restantes de la digestion enzimatica, en
un gel de agarosa al 0.8%, se prepard el gel inicamente con 10ml de agarosa, se
observé en un transiluminador (Kodak) y se realiz6 el corte de la banda de cDNA,
que corresponde al tamafio del inserto liberado. Se extrajo el DNA con el kit QIAquick
gel extraction kit (Cat# 28115, Qiagen). Brevemente el gel de agarosa con el inserto
se pasé a un tubo de 1.5 ml y se centrifugo por 2 min a 14000 xg, se agregé el buffer
QB en una relacién 3:1, es decir si el volumen aproximado de la agarosa fue de 150
ul se agregaron 450 pl del buffer, y se incubo a 50°C por 10 min, vortexeando la
muestra cada 2 min. Una vez disuelta la agarosa se le anadi6 un volumen igual de
isopropanol a la muestra y mezclo por inversion. Posteriormente se transfirié la
mezcla anterior a una columna (QIAquick spin column), maximo 800 pl y se
centrifugo a 13000xg por 1 min, se decanto el filtrado y se pasé a la columna el resto
de la mezcla anterior. Posteriormente se agregaron 500 pl del buffer QG y se
centrifugd por 1 min a 13000xg. Después se lavo con el buffer PE y se volvié a
centrifugar por 1 min a 13000xg. Finalmente, se eluy6 en 50 ul del buffer EB, se
incubo por 1 min y se centrifugo a 13000xg por 1 min. Se realiz6 lo mismo para el
pcDNA 3.1. Se cuantifico el DNA obtenido midiendo la absorbancia a 260nm en un

nanodrop 1000 (Thermo scientific).

6.13.3 Reaccién de ligacion
Una vez obtenido el pcDNA purificado con los extremos adherentes y el amplificado

del dominio de LRBA, se realiz6 una reaccién de ligacion, con la siguiente mezcla de

reaccion:
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Componente Volumen

Vector 1 parte
Inserto 3 partes
Buffer 10x (Cat #B0202S, NEB) 2ul

T4 DNA ligasa (Cat#M0202S,NEB) | 1 ul

H.0 inyectable Llevar el volumen a 20 pl

Se utiliz6 una parte del vector por 3 de inserto. Se dejo la reaccion de ligacion toda

la noche a 22°C.

Al dia siguiente se utilizaron 5 pl del producto de la reacciéon de ligacion y se
transformaron en E. coli DH5q, se obtuvieron colonias y se obtuvo el plasmido el cual
se mandé a secuenciar para corroborar que no hubiera mutaciones en la

construccion, como se describi6 anteriormente.

6.14 Transfeccidn de AID en fibroblastos humanos

Los fibroblastos se transfectarén con el vector de clonacién pCMV6-de entrada
(Cat#: PS100001, Origene) o en el vector con AICDA humano acoplado a MYC-DDK
(Cat#: RC202949 con numero de acceso NM_020661) de Origene (Imagen 5).
Brevemente, se sembraron fibroblastos en placas de cultivo de 24 pocillos a una
densidad de 6x10* por pocillo en un ml de medio DMEM suplementado como se
mencion6 anteriormente un dia antes de la transfeccién, al dia siguiente se
transfectardén con Lipofectamine® 2000, siguiendo el protocolo especificado por el
fabricante, para lo cual por cada pocillo se diluyeron 0.8 pg de DNA (plasmido vacio
o plasmido con AICDA)en 50ul de DMEM base; asi como 2pl de lipofectamina en 50
ul de DMEM base y ambas diluciones se dejaron incubar por 5 min. En lo que se

realizaba la incubacién anterior se cambi6 el medio de los fibroblastos por 500l de
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medio base. Posteriormente se mezcl6 el DNA diluido con la lipofectamina diluida y
se incub6 por 20min. Finalmente se agregaron los 100ul a cada pozo por goteo y se
agito la placa suavemente 6 horas después se retiré el medio y se cambi6é por DMEM

suplementado, los ensayos se realizaron 72hs después.
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Imagen 5 Mapa de los plasmidos utilizados. Imagenes obtenidas de www.origene.com

6.15 Determinacidn de apoptosis en Fibroblastos deficientes de LRBA

Se realizaron ensayos de apoptosis en los fibroblastos obtenidos del donador sano
y del paciente deficiente de LRBA. Se sembraron 5x10> fibroblastos en un pocillo de
una placa de 6 pozos el dia anterior, en 2ml de DMEM suplementado. Al dia siguiente
se cambié por DMEM base para inducir la apoptosis por deprivacion de nutrientes,
se incubaron por seis horas. Posteriormente se quité el medio y se agregd 1ml de
PBS a la placa, los fibroblastos se despegaron usando un raspador de células (cell
scraper, Corning cat# 353086) se pasaron a un tubo de citometria y se centrifugaron
a 1000rpm por 5 min. Los niveles de apoptosis se midieron por medio de una tinciéon
de anexina V e loduro de propidio con el kit eBioscience™ Annexin V Apoptosis
Detection Kit FITC (cat# 88-8005-72, Thermo Scientfic), para esto, los fibroblastos
se volvieron a lavar con el buffer de unién del kit, se resuspendieron en 300ul de
buffer de unidn y se agregaron 3.5 pl de anexina V FITC por 15 min a TA, se lavaron

las células en el buffer de unién y se resuspendieron en 300ul, se agregaron 2 pl de
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yoduro de propidio y se procedieron a leer las muestras dentro de la siguiente media
hora. Se leyeron 10,000 eventos en el citdmetro de flujo BD Fortessa (BD Bioscience).

Los datos se analizaron con el software Flow Jo 7(BD Bioscience).

6.16 Determinacion de proteinas fosforiladas especificas para PKA

Un dia antes se sembraron 2x103 fibroblastos en un pocillo de una placa de 12 pozos.
Al dia siguiente se dejaron los fibroblastos en un ml medio base por 4 horas y
posteriormente se estimularon con FSK 30uM durante 5 min a 37°C
Inmediatamente se les dio un lavado con PBS frio y se mantuvieron a 4°C. Se retiro
todo el PBS y se agregaron 100pl de buffer de lisis Cell Signaling #9803s directo en
el pocillo y se incubaron en hielo por media hora, posteriormente con el raspador de
células se recuperaron las células y se traspasaron a un tubo de 1.5ml y se
centrifugaron a 14000 xg por 10 min, se procedié a realizar el wb como se describi6
anteriormente. La cantidad de proteinas fosforilada se evalu6 usando el anticuerpo

policlonal Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrate Antibody (#9621 cell signaling).

6.17 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media *+ de desviacion estandar. Se utilizé una
prueba U no paramétrica de Mann-Whitney para el analisis estadistico, los valores
de p inferiores a 0,05 se consideraron significativos. Los resultados se analizaron

con el software Prism V6 (Graph Pad, San Diego, California).
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7 RESULTADOS

7.1 Lineas celulares de linfomas de B expresan LRBA y las subunidades de
PKA

Se comenzdé por buscar un modelo para el estudio de LRBA en linfocitos B por lo
que se procedid a analizar la expresiéon de LRBA y de las subunidades de PKA en
varias lineas celulares de linfocitos B. Para ello se trabajé con tres lineas celulares
de linfomas de Burkitt: Ramos, Daudi y Raji, a las cuales se les realizaron ensayos
de western blot, para buscar la expresion de LRBA, encontrando que las tres lineas
celulares expresan de forma endégena LRBA y las diferentes subunidades de PKA
(RIa, Rlle, RIIB y Ca) (Figura 1 y 2). Debido a que todas las lineas celulares
expresaron todas las proteinas asi como las subunidades en diferente medida se
procedid a trabajar con la linea celular Ramos, ya que esta present6 una buena
expresion de todas las subunidades reguladoras de PKA y de todas las subunidades
cataliticas (Figura 2) ademas, al ser el linfoma con caracteristicas mas parecidas a
un linfocito B primario, ya que es negativo al virus de Epstein Bar, tiene una etapa
temprana de diferenciacion de células B periféricas, expresa IgM y es capaz de
realizar hipermutacidon somatica [61]; mientras que la linea celular Raji y Daudi son
linfomas mas agresivos, con una menor expresion de moléculas de superficie como
CD20 y menor susceptibilidad a apoptosis[62]. A diferencia de los linfocitos B
primarios que expresan LRBA después de diferentes estimulos[7]; la linea celular
Ramos expresa LRBA de forma enddégena, como ha sido reportado previamente

las lineas celulares de cancer sobre expresaron LRBA[27].
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Figura 1 Las lineas celulares Ramos, Daudi y Raji expresan LRBA en condiciones basales. a) Se obtuvieron extractos
proteicos de las lineas celulares: Ramos, Raji y Daudi y se realiz6 un Blot para LRBA y GAPDH. b) Se realizo una
densitometria de LRBA normalizando su expresion usando GAPDH. Las imagenes se analizaron utilizando el
software Image Lab. Se muestra una imagen representativa de tres diferentes experimentos.
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Figura 2 Las lineas celulares Ramos, Daudi y Raji expresan las diferentes subunidades de PKA. a) Se obtuvieron
extractos proteicos de las lineas celulares: Ramos, Raji y Daudi y se realizé un Blot para PKA-Rla, PKA-RIla- RIIB,
PKA- Cy GAPDH. b) Se realizo una densitometria de LRBA normalizando su expresion usando GAPDH, Las imagenes
se analizaron utilizando el software Image Lab. Se muestra una imagen representativa de tres diferentes
experimentos

7.2 LRBAinteractua con la subunidad reguladora PKA-RIIB en la linea celular
Ramos

7.2.1 Construccién de proteinas recombinantes de LRBA

Posteriormente se exploré la interacciéon LRBA con las subunidades PKA. Para
lograr esto, se realizaron proteinas recombinantes de los diferentes dominios de
LRBA, se clon6 el dominio correspondiente a la region BEACH-WD40 en un vector
de expresion acoplado a una cola de myc-histidinas. El vector con la proteina
recombinante se secuencid, encontrandose que se encontraba en marco de lectura
y expresaba la cola de myc-histidinas (figura 3) sin embargo nunca se logré

expresar esta proteina en una célula eucariota.
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Figura 3 Construccion del dominio BEACH-WD40. a) Esquema del dominio amplificado de LRBA. b) Mapa del vector
de expresion con las banderas myc-His. c) Gel de agarosa al 0.8% con los amplificados del dominio BEACH-WD40 y el
pcDNA 3.1 digeridos con las enzimas de restriccién kpnly xhol. d) Secuencia del vector con el dominio BEACH-WD40
mas la cola de myc-his, con una prediccion del peso molecular de la proteina recombinante.

Posteriormente se intentd generar la proteina recombinante correspondiente al
dominio de AKAP de LRBA (fig. 4a), para esto, por ser una regién muy pequefa se
insertd primero en un vector de clonacion, el pJET 1.2(fig. 4b); lo cual se logré hacer

(fig. 3¢); sin embargo, no se logré clonar en el vector de expresion.
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Figura 4 Construccion del dominio AKAP de LRBA. a) Representacion esquematica de la regidn de anclaje a PKA. b)
Mapa del pJET1.2 c) Gel de agarosa al 0.8% del vector pJET con la AKAP, se liber6 el inserto usando las enzimas de
restriccion Xholy Kpn1.

7.2.2 Inmunoprecipitacion de LRBA en la linea celular Ramos

Al no lograrse las construcciones de los dominios de LRBA se realizaron ensayos de
co-inmunoprecipitaciéon usando anti-LRBA en extractos proteicos de la linea celular
Ramos como se indica en la seccién de materiales y métodos. Como se puede ver en
la figura 5 en el inmunoprecipitado de LRBA, se detecté una banda para PKA-RIIf,
sin embargo, no pudimos detectar ninguna de las otras subunidades reguladores
(PKA-RIIa, PKA-RIa) ni la subunidad catalitica, lo que sugiere que, en esta linea
celular, LRBA interactia especificamente con PKA-RIIf, ademas de que existe la
prediccion de que el motivo de unién a PKA en LRBA une a las subunidades

reguladoras RIl y no a RI.

Para confirmar la interaccion entre LRBA y PKA-RIIB, realizamos la co-
inmunoprecipitacién inversa, empleando anti-PKA-RIIf3 en extractos de proteina de
la linea celular Ramos, observando la presencia de LRBA y PKA-C como se muestra
en la figura 5b, lo que indica que el complejo PKA esta presente en las células Ramos,

pero LRBA interactia solo con la subunidad reguladora RIIp.
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Figura 5 LRBA interacciona con PKA- RIIB Los extractos proteicos de la linea celular Ramos se inmunoprecipitaron
utilizando anti-LRBA, posteriormente se realizé un western blot para PKA-Rla, PKA-RIla- RIIB, PKA- C. b) Los
extractos proteicos de la linea celular Ramos se inmunoprecipitaron utilizando anti-PKA-RIIB, posteriormente se
realizé un western Blot para LRBA, PKA- RIIB y PKA- C. Se muestra una imagen representativa de tres experimentos
diferentes

Para evaluar si dentro del complejo inmunoprecipitado se encontraba la subunidad
catalitica, también se realiz6 un ensayo para medir la capacidad de fosforilar a
sustratos de PKA, se incubaron los inmunoprecipitados obtenidos usando el anti-
LRBA con el sustrato de PKA por media hora, finalmente se corrié la muestra en un
gel de agarosa (figura 6) donde podemos observar que estos inmunoprecipitados no
presentan actividad de fosforilacidn, lo que concuerda con lo obtenido en los ensayos
obtenidos en las figura 5 a, donde no observamos la presencia de la subunidad

catalitica.
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Figura 6 Los Inmunoprecipitados de LRBA obtenidos de extractos proteicos de la linea celular Ramos no presentan
actividad de fosforilacion. b) Gel de agarosa con los inmunoprecipitados y controles. Se muestra una imagen
representativa de tres diferentes experimentos.

7.3 LRBA colocaliza con la subunidad reguladora PKA-RIIB en la linea celular
Ramos

Posteriormente, realizamos un analisis confocal para determinar la ubicacién y la
distribucion celular de LRBA y PKA-RIIf en la linea celular Ramos. Como se puede
observar en la figura 7, LRBA colocaliza con RIIf obteniendo un coeficiente de
correlacion de Pearson de 0.42 (fig.7c). En observaciones mas detalladas,
encontramos que RIIf estaba ubicado en una regidon perinuclear. La ubicacion
subcelular para esta interacciéon se observd en el citoplasma, con una fuerte
intensidad de fluorescencia de las sefiales LRBA y RII, como se muestra en los
histogramas de la Figura 7b posiblemente cerca de Golgi; adicionalmente LRBA
también se puede observar con una distribucion de vesiculas, sin embargo, PKA-RII

también se expreso distribuido en todo el citoplasma.
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Figura 7 LRBA co-localiza con PKA-RIIB en la linea celular Ramos. a) La linea celular Ramos fue tefiida LRBA (Rojo) y
PKA-RIIB en verde, Imagen general de la linea celular Ramos. b) Zoom éptico de células especificas de la imagen
panoramica, debajo se muestran histogramas que muestran la distribucién y la intensidad de pixeles. Las imagenes
fueron adquiridas con un microscopio confocal ZEISS LSM800. c) El coeficiente de correlacion de Pearson fue
calculado con el software fiji con una media de 0.42 para 120 células de tres experimentos independientes.
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7.3.1 El péptido HT31 interfiere con la unién de LRBA con la subunidad reguladora
PKA-RIIB

Los datos presentados en las figuras 5 y 7 indican que LRBA puede actuar como
AKAP ya que puede interactuar con PKA-RIIf y, como se esperaba, RIIf interactia
con la subunidad catalitica para PKA; sin embargo, no se encontr6 interaccion entre
LRBA y todo el tetramero de PKA, lo que sugiere que LRBA actta solo secuestrando
las subunidades reguladoras.
Para corroborar su funcién como AKAP, se realiz6 un ensayo de competencia,
usando el péptido HT31; el cual tiene una afinidad nanomolar por las subunidades
reguladoras de PKA, por lo que en presencia de este péptido LRBA no se uniria a
PKA, se incubd a la linea celular Ramos por 30 min con el péptido a una
concentracion de 10pum y después se procedio6 a realizar la IP, encontrando que en
la presencia del péptido, LRBA ya no se une a la subunidad RIIB a los 30 min como
se muestra en la figura 8a. De igual forma se realizé la IP inversa usando el
anticuerpo RIIf donde podemos corroborar, aunque de manera menos clara que

LRBA no se une a esta subunidad reguladora (fig 8b).
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Figura 8 El péptido HT31 compite con LRBA por la unidn a las subunidades reguladoras. a) Los extractos proteicos
de la linea celular Ramos se inmunoprecipitaron usando anti-LRBA después de ser incubada o no con el péptido
HT31 y después se realiz6 un WB para LRBA y PKA-RIIB. b) Se inmunoprecipité PKA-RIIB en extractos proteicos de
células Ramos, después de ser incubada o no con el péptido HT31 y después se realizé un wb para LRBA y PKA-
RIIB.Se muestra una imagen representativa de tres repeticiones.
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7.4 LRBA es inducida por CD40L e IL-4 en células B primarias e interactua
con las subunidades reguladoras de PKAy AID

7.4.1 Linfocitos B primarios estimulados con CD40L + IL4 por 72hs expresan LRBA

Una vez que hemos demostrado que LRBA puede actuar como una proteina de
andamiaje en la linea celular Ramos, se quiso corroborar si esto también es cierto
para los linfocitos B primarios. Para lograr esto, se procedié a purificar linfocitos B
de paquetes leucocitarios obtenidos de donadores sanos de bancos de sangre. Para
esto, las células B se purificaron utilizando perlas magnéticas como se especifica en
materiales y métodos. A diferencia de las lineas celulares de linfoma de B, LRBA no
se expresa constitutivamente por los linfocitos B primarios [7,10]. Como se
mencion6 anteriormente, la mayoria de los pacientes con deficiencia de LRBA
muestran defectos en la produccion de anticuerpos, y los linfocitos B deficientes en
LRBA no lograron producir IgG e IgA después de estimulacion in vitro CD40L e IL-
4 [7], debido a esto, procedimos a estimular los linfocitos B primarios; cémo se
puede ver en la figura 9, se obtuvo la mayor expresion de LRBA después de 72
horas de estimulo; la expresién de PKA-RIq, Rlla, RIIB y Ca se observé en células B
no estimuladas y estimuladas con CD40L / IL-4 sin diferencias significativas como
se muestra en la figura 9b. Debido a que el estimulo con CD40 induce la expresién
de AID [63], también buscamos la expresion de esta proteina, encontrando una

expresion positiva después de 72 horas de estimulo, figura 9a.
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Figura 9 Linfocitos B primarios estimulados con CD40L+ IL4 expresan LRBA, AID y las diferentes subunidades de
PKA. a) Los linfocitos B primarios fueron purificados con perlas magnéticas acopladas a CD19* posteriormente se
mantuvieron 72h en cultivo sin estimulo o con CD40L+1L4, se obtuvieron los extractos proteicos y se realiz6 un WB
para las siguientes proteinas LRBA, PKA-Rla, PKA-RIla- RIIB, PKA- C, AID y GAPDH. b) Se realizo una densitometria
de LRBA normalizando su expresiéon usando GAPDH, Las imagenes se analizaron utilizando el software Image Lab.
Se muestra una imagen representativa de cuatro diferentes experimentos.

7.4.2 LRBA interacciona con las subunidades reguladoras de PKA y AID

Dado que los linfocitos B primarios expresaron apropiadamente las subunidades
de PKA y LRBA, se procedid a realizar los experimentos de co-inmunoprecipitacion
para determinar la interaccion entre las subunidades reguladoras y LRBA; para

esto, se obtuvieron extractos de proteinas de los linfocitos B primarias estimuladas
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con rhCD40L y rhIL-4 durante 72 horas, posteriormente se realizé la
inmunoprecipitacion con LRBA como se mencion6 en la seccion de Materiales y
Métodos; en tales inmunoprecipitados, se evalud la asociacion con las diferentes
subunidades de PKA, encontrando que, de manera similar a la linea celular Ramos,
LRBA puede interactuar con PKA-RIIf, pero también se observé PKA-RIla. Ademas,
en los inmunoprecipitados de LRBA también se encontré AID (Figura 10a). De
manera similar, para las células Ramos, los inmunoprecipitados no presentaron
actividad catalitica como se observa en la figura 8b, asi mismo la subunidad
catalitica para PKA no se observé en los inmunoprecipitados de las células B
primarias estimuladas con rhCD40L / rhIL-4, lo que podria implicar que la PKA
podria activarse en puntos de tiempo mdas tempranos después de la activacion,

perdiendo la subunidad catalitica en el complejo proteico.
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Figura 10 LRBA interactua con PKA-RIlla, PKA-RIIB y AID. a) Se obtuvieron extractos proteicos de los linfocitos B
primarios tras un estimulo con CD40L+IL4 por 72 y se inmunoprecipitaron utilizando anti-LRBA, posteriormente se
realizd un western blot para LRBA, PKA-Rla, PKA-Rlla- RIIB, PKA- C y AID. b) Gel de agarosa con los
inmunoprecipitados. Se muestra una imagen representativa de tres diferentes experimentos.
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7.5 LRBA colocaliza con las subunidades reguladoras de PKA

Se realizaron experimentos de inmunolocalizacién para confirmar la interaccion
entre LRBA y PKA-RII, de manera similar a las células Ramos observamos una
colocalizacién positiva en células B estimuladas con rhCD40L mas IL4 con la
subunidad PKA-RIla (figura 11B) y PKA-RIIB (figura 12b) encontrando que PKA-
Rlla tiene un valor medio de correlacién de Pearson de 0.3 y para PKA-RIIf3 un valor
de correlacién de Pearson de 0.34, observandose para ambas subunidades una
correlacion de Pearson similar (figura 11cy 12c). En las células B no estimuladas, se
observé una distribucion citoplasmatica de PKA Rlla (figura 11a) y PKA-RII (figura
12b), sin embargo, no se observd la expresion de LRBA. Aligual que en lalinea celular
Ramos, podemos encontrar que LRBA tiene una ubicacién vesicular en el citoplasma
en las células B primarias estimuladas; sin embargo, en contraste con las células
Ramos, ambas subunidades RII también mostraron una distribucién vesicular. Los
datos presentados en las figuras 10,11 y 12 sugieren que LRBA actda como una
proteina de andamiaje en las células B primarias estimuladas con rhCD40L mas IL-

4, ya que puede interactuar especificamente con las subunidades RII de PKA.
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Figura 11 LRBA co-localiza con PKA-RIla en linfocitos B primarios estimulados con CD40L +IL4. a) Los linfocitos B
primarios sin estimulo fueron teiidos con LRBA (Rojo) y Rlla (verde)a la derecha se muestra una imagen general de
los Linfocitos, y a la izquierda un zoom dptico de una sola célula b) Linfocitos B estimulados con CD40L+ IL-4 fueron
teiiidos con LRBA (Rojo) y Rlla (verde) se muestra una imagen general a la derecha un zoom 6ptico de una sola
célula a un lado se encuentran histogramas que muestran la distribucion y la intensidad de pixeles. Las imagenes
fueron adquiridas con un microscopio confocal LEICA TCS SPE. c) El coeficiente de correlaciéon de pearson fue
calculado con el software fiji con una media de 0.3 para 80 células de tres experimentos independientes. Las
imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal LEICA TCS SPE.
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Figura 12 LRBA co-localiza con PKA-RIIB en linfocitos B primarios estimulados con CD40L +IL4. a) Linfocitos B
primarios sin estimulo fueron tefidos con LRBA (Rojo) y PKA-RIIB (verde)a la derecha se muestra una imagen general
de los Linfocitos, y a la izquierda un zoom dptico de una sola célula. b) Linfocitos B estimulados con CD40L+ IL-4
fueron tefiidos con LRBA (Rojo) y PKA-RIIB (verde) se muestra una imagen general a la derecha un zoom éptico de
una sola célula a un lado se encuentran histogramas que muestran la distribucion y la intensidad de pixeles. c) El
coeficiente de correlacion de pearson fue calculado con el software fiji con una media de 0.34 para 80 células de
tres experimentos independientes. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal LEICA TCS SPE.

Los estimulos anteriores se realizaron a las 72hs, porque fue el tiempo en el que
mejor vimos la expresion de LRBA, sin embargo nos preguntamos si la subunidad
catalitica de PKA, no se uniria a tiempos mas tempranos a LRBA, por lo que se
realiz6 una tinciéon de confocal a las 36h, donde se buscé la asociacion de LRBA
con las subunidad Ca de PKA como se observa en la figura 13, sin embargo
aunque se encontraron algunas células que co-localizaba, en la mayoria de los
casos no fue asi, se obtuvo un coeficiente de Pearson de 0.22 (Fig 13c). Se observo

que PKA Ca se encontraba principalmente en nicleo mientras que LRBA, presenta
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una localizacién perinuclear como se menciond antes, muy probablemente, cerca

del aparato de Golgi.
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Figura 13 La mayoria de los linfocitos B primarios estimulados con CD40L+IL4 no presentan co-localizaciéon de LRBA
con PKA-Ca en linfocitos B primarios estimulados con CD40L +IL4. a) ) Linfocitos B estimulados con CD40L+ IL-4 por
36h fueron tefidos con LRBA (Rojo) y PKA-Ca (verde) se muestra una imagen general b) Se observa un zoom éptico
de una sola célula a un lado se encuentran histogramas que muestran la distribucién y la intensidad de pixeles. Las
imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal LEICA TCS SPE. c) El coeficiente de correlacion de pearson
fue calculado con el software fiji con una media de 0.25 para 64 células de tres experimentos independientes. Las
imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal LEICA TCS SPE

7.6 Pacientes deficientes de LRBA

Para buscar una posible funcion de LRBA, buscamos un modelo celular deficiente

de esta proteina. Para esto durante el trabajo de maestria se analizaron 17
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pacientes con CVID, dentro de ellos se encontraron 5 pacientes deficientes de
LRBA. En la tabla 3 podemos observar las caracteristicas clinicas de estos
pacientes; todos presentan caracteristicas clinicas asociadas a CVID, ademas 4 de
5 presentan problemas autoinmunes y uno de ellos vienen de padres
consanguineos. En la tabla 4 podemos observar los porcentajes de células T y B al

momento del diagnéstico.

Tabla 3 Caracteristicas clinicas de los pacientes deficientes de LRBA
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2 19 F Si - - * - - - - - * -
9 50 F No - - - - - - - * * -
11 47 M | No - - - - * - - * -
13 23 M | No - - - - - - - - - * *
PTI (Purpura trombocitopenica idiopatica)
Tabla 4 Porcentaje de linfocitos B y T de pacientes con deficiencia de LRBA
No. Sexo Edad % Células T % Células B % Células B de
Paciente V.R>18a(48-84) V.R<18a (9-23) memoria total
V.R<18a(50-90) V.R >18a(7-23) V.R <18a (13-48)
V.R >18a (18-47)
1 F 19 62 12 10
2 F 19 90 3 5
9 F 50 46 33 4
11 M 47 54 19 19
13 M 23 69 8 5

Como la consanguineidad y los problemas autoinmunes son una caracteristica
clara de la deficiencia de LRBA; se procedié a caracterizar la mutacién en la
paciente 2, para esto se obtuvo cDNA a partir de PBMCs obtenidos de sangre
periférica y que fueron estimuladas con PHA 72h, posteriormente se realiz6 una
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reaccion de secuenciacion para todo el mensajero, como esta descrito en
materiales y métodos y se procedié a analizar la secuencia. Encontrando que la
paciente presentaba una insercién de 15 pb correspondientes al ex6n 50-51
figura 14c, proviene de una familia consanguinea y presentaba pocas células B al

momento del diagndstico figura 14 ayb.
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E) CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

P2 AGCTCARATCCGAAGTTTTGGACAGACTCCTTCTCAACTACT CATAGAGCCCCATLCTCC
LRBA AGCTCARATCCGAAGTTTT CCTTCTCAACTACTCATAGAGCCCCATCCTCC
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P2 CAGAGATTCTGCCATGCAAGTRTATCTCCTCCTGCAGAGTCCATTGATGTTCACAGACAA
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P2 AGCCCAGCAGGATGTTATCATGGTCCTCAAGTTTCCCTCCAACTCCCCTGTTACTCACGT
LRBA AGCCCAGCAGGATGTTATCATGETCCTCAAGTTTCCCTCCAACTCCCCTATTACTCACGT
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Figura 14 Caracteristicas de paciente deficiente de LRBA. a) Mapa genealdgico del paciente. b) Histograma de
linfocitos b de memoria de un control sano y del paciente. c) Electroferograma de la secuencia del exon 50-51 donde
aparece la insercion. d) Western Blot de LRBA, PKA-RIa, PKA-RIla- RIIB, PKA- Cy AID de EBV de un testigo sano y de
la paciente. e) Alineamiento de la secuencia reportada en NCBI y la secuencia de la paciente.

Actualmente la paciente 2 no cuenta con linfocitos B, debido a la deficiencia de
LRBA, tampoco logramos obtener células B inmortalizadas de ninguno de los

pacientes descritos en la tabla 4. Por lo que para obtener un modelo deficiente de
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LRBA procedimos a utilizar fibroblastos obtenidos de una microbiopsia de la

paciente 2.

7.6.1 Caracterizaciéon de fibroblastos deficientes de LRBA

Una vez obtenidos los fibroblastos se procedi6 a caracterizarlos. Donde podemos
observar por medio de una tinciéon confocal en la figura 15 a y un western blot
(figura 15b) la ausencia de LRBA en los fibroblastos. Asi mismo observamos una
disminucién aparente en las subunidades reguladoras de PKA en comparacion
con el control sano. Por otro lado, los fibroblastos del paciente presentaron una
mayor susceptibilidad a apoptosis cuando se disminuyen los nutrientes del medio
de cultivo, dicha susceptibilidad a la muerte por apoptosis se ha reportado en
otros tipos celulares en otros pacientes con esta deficiencia [7], figura 15cy 15d.
Otra observacion que se hizo fue que los fibroblastos deficientes tenian una
menor proliferacidn, en comparacion con los controles; por lo que no en todos los
casos se pudieron hacer las repeticiones necesarias para obtener un valor

significativo.
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Figura 15 Caracterizacion de Fibroblastos deficientes de LRBA. a) Los fibroblastos control y deficientes fueron
tefiidos con LRBA en rojo. b) Se obtuvo un extracto proteico directamente de los fibroblastos en cultivo y se les
realizo un WB para LRBA, PKA-Rlla y RIIB. c) Se realizo una tincion con ioduro de propidio y anexina v a los
fibroblastos después de 6 horas de disminucidon de nutrientes. d) Se midieron los niveles de apoptosis en los
fibroblastos control y deficientes, los resultados se analizaron con Prism obteniendo una p> 0.05
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7.7  Los Fibroblastos deficientes de LRBA tienen menos fosforilacion basal

por PKA

Para evaluar la participacion de LRBA en la regulacion de la fosforilacién por PKA, se
procedié a evaluar la fosforilacion total de los sustratos de PKA en condiciones
basales y con un agonista de PKA (Forskolina); se encontré que los fibroblastos
carentes de LRBA en condiciones basales presentan un patrén de fosforilacion
dependiente de PKA disminuido (figura 16a), esto se observo por medio de un
western blot de extractos proteicos totales, utilizando un anticuerpo especifico para
los sitios de fosforilacién por PKA, que reconoce el motivo especifico RXXS*/T*; sin
embargo, al inducir el aumento del cAMP intracelular por medio de forskolina (FSK),
podemos observar que los niveles de fosforilacion tanto en controles como en
pacientes son similares. Esto sugiere que LRBA podria estar participando en la
fosforilacién basal de los fibroblastos; ya que a diferencia de los linfocitos B

primarios, los fibroblastos expresan LRBA de forma basal.

Para determinar si la ausencia de LRBA afectaba la fosforilacion de uno de los
sustratos mas importantes de PKA en las células B, se procedié a realizar una
transfeccion con la proteina AID, la cual no se expresa de forma endodgena en los
fibroblastos; en la construccién empleada, la proteina se encuentra acoplada a una
bandera DDK (FLAG). Los fibroblastos se transfectaron por medio de lipofectamina
con un plasmido vacio y un pladsmido que expresa la proteina AID, posteriormente se
realiz6 un western blot para evaluar la expresion de AID en los fibroblastos

utilizando un anti-Flag y un anti-AID figura 16c.

Posteriormente procedimos a buscar la fosforilacion en los fibroblastos
transfectados, tanto en los controles como en los deficientes de LRBA; para esto
primero se volvid a evaluar la fosforilacién de proteinas dependiente de PKA. En la
figura 16 b podemos observar el western blot de las proteinas fosforiladas por PKA.

En los primeros dos carriles del blot se encuentran los fibroblastos control, tanto en
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los transfectados con el vector vacio y con el vector con AID, podemos observar
varias proteinas fosforiladas de diferentes pesos moleculares. En los siguientes dos
carriles observamos a los fibroblastos deficientes de LRBA, en donde podemos
observar que los fibroblastos transfectados con el vector vacié al igual que los
fibroblastos deficientes de LRBA sin transfectar, presentan una menor cantidad de
proteinas fosforiladas por PKA; inesperadamente los fibroblastos carentes de LRBA
transfectados con AID, parecen presentar un patréon de fosforilacion muy similar al
de los fibroblastos control. Esto sugiere una recuperacién de los niveles de
fosforilacion dependientes de PKA por la presencia de AID en los fibroblastos. En el
blot podemos observar que tanto en los fibroblastos control como en los carentes de
LRBA se observa una banda en un peso de 25kDA, lo cual esta en un peso muy

cercano a AID, sin embargo, no se demostré que esta proteina estuviera fosforilada.
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Figura 16 Los fibroblastos deficientes de LRBA tienen una menor fosforilacion basal por PKA. a) Loa extractos
proteicos de los fibroblastos fueron obtenidos tras un estimulo con FSK por 5 min o sin estimulacion previa y se
realiz6 un WB con un anti-pPKA. b) Los fibroblastos control o deficientes de LRBA se transfectaron con un plasmido
vacio o con un plasmido que contiene AID, tras esto se obtuvieron extractos proteicos tras un estimulo con FSK por
5 min o sin estimulacion previa y se realizé un WB con un anticuerpo que reconoce el motivo especifico de
fosforilacion de PKA RRXS*/T* . c) Los fibroblastos control o deficientes de LRBA se transfectaron con un vector
vacio o con AID, a las 72hs tras transfeccion se buscé la expresion de AID y flag en los extractos proteicos de estos
fibroblastos.

Finalmente quisimos evaluar si la deficiencia de LRBA impedia que AID pudiera
llegar a nucleo, porlo que se procedié a realizar una tinciéon por microscopia confocal

de los fibroblastos control y deficientes de LRBA, figura 17.
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Figura 17 AID es capaz de llegar a ntcleo en fibroblastos. a) En la imagen podemos observar fibroblastos control
tansfectados con AID teiiidos con LRBA (Rojo) y AID-flag(verde), debajo se encuentra un zoom dptico de zonas
especificas de las células, e histogramas que representan la intensidad de pixeles y la distribucion. b) En la imagen
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se encuentran los fibroblastos deficientes de LRBA tansfectados con AID teiiidos con LRBA (Rojo) y AID-flag(verde),
debajo se encuentra un zoom dptico de zonas especificas de las células, e histogramas que representan la intensidad
de pixeles y la distribucidn. c)Se encuentran fibroblastos transfectados con el vector vacio tefiidos con LRBA (Rojo)
y AID-flag(verde), debajo se encuentra un zoom dptico de zonas especificas de las células, e histogramas que
representan la intensidad de pixeles y la distribucion. Las imagenes fueron adquiridas en un confocal LEICA TCS SPE,
se muestra una imagen representativa de dos experimentos diferentes

Podemos observar que en los fibroblastos control, AID se encuentra tanto en nucleo
en una zona perinuclear, al realizar un zoom 6ptico de la zona donde se encuentra
AID podemos observar que LRBA se encuentra en las zonas adyacentes a AID, cuando
este se encuentra en una zona cercana a nucleo, el analisis de los histogramas sugiere

que LRBA se encuentra rodeando a AID.

Al analizar la tincion de los fibroblastos deficientes podemos observar que al igual
que en el control se encuentra AID en ntcleo y en la zona perinuclear, observandose
una menor cantidad de AID en nucleo. Lo que sugiere que LRBA podria estar
secuestrando a AID en el citoplasma, sin embargo, por problemas en la proliferacion

de los fibroblastos deficientes solo logramos repetir el ensayo dos veces.
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8 DISCUSION

Desde la identificacion de LRBA en ratones en 2001, se han sugerido varias hipdtesis
sobre su funcién [10,25,26,29,64]. Sin embargo, la funciéon de LRBA se ha descrito
solo para células Treg donde es importante para el reciclaje de CTLA-4; sin embargo,
aun continda siendo desconocida la funcién de LRBA en otros tipos celulares.

LRBA se expresa de forma ubicua; el transcrito de LRBA se expresa en varios tejidos
[7,10], sin embargo, los pacientes con deficiencia de LRBA muestran un fenotipo
clinico inmunolégico, lo que indica que LRBA es crucial para las funciones
inmunolégicas. En este trabajo, exploramos la posibilidad de que LRBA pueda actuar
como AKAP, pudiendo posicionar a PKA en ubicaciones subcelulares especificas que
faciliten el acceso a los sustratos de PKA. Las AKAP dentro del sistema inmune se
encuentran ampliamente descritas para las células T, donde se han identificado al
menos siete AKAP diferentes, aunque se desconoce su papel exacto en las células T
[56]. Dentro de las células presentadoras de antigeno se ha descrito la presencia de
AKAPs en células dendriticas, donde hay tres proteinas relevantes para la
presentacion de antigeno [65]. Para las células B, sin embargo, no hay informacién
disponible sobre AKAPs, a pesar de que, de manera general, se acepta que las AKAP
son relevantes para todos los tipos celulares. La compartimentacion de PKA por
AKAPs es importante ya que proporciona una regulacion espacio-temporal y acceso
a sustratos de PKA, por lo que se maneja que las AKAPs, ademas de interactuar con
PKA, también podrian interactuar con sustratos de esta enzima [9,51]. La
informacién disponible hasta ahora que sugiere que LRBA puede funcionar como
AKAP es: primero, que otros miembros de la familia de proteinas como dAKAP550 y
Neurobeachin (ambos ortélogos de LRBA) tienen funciéon de AKAP [38]; segundo, los
dos motivos AKAP presentes en la secuencia de aminoacidos LRBA[10]; y tercero,

que LRBA y PKA colocalizan en células epiteliales[8].

Podemos observar en este trabajo, que LRBA tiene una interaccién fisica con las
subunidades reguladoras de PKA; para esto, primero se analizé una linea celular de

linfoma de linaje B, la linea celular Ramos, donde podemos apreciar la expresion de
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todas las subunidades reguladoras de PKA analizadas en este trabajo, siendo PKA-
RIIB la subunidad con mas expresion en la linea celular de Ramos como se muestra
en la figura 2a asi como la unica isoforma que co-inmunoprecipité con LRBA (Figura
5a), sin embargo, no se encontro la subunidad catalitica en el complejo, creemos que,
debido al estado activado de estas células, PKA-C es constitutivamente activa y
separada de las subunidades reguladoras lo que hace imposible su deteccidén en el
complejo. La asociacion entre LRBA y PKA se confirmé por co-inmunoprecipitacion
de PKA-RII, en esos inmunoprecipitados, estaban presentes PKA-Ca y LRBA, lo que
nos indica que en la linea celular Ramos, PKA existe en su forma tetramérica donde
dos subunidades reguladoras se unen a dos cataliticas (Figura 5b), sin embargo, la
forma tetramérica de PKA no esta unida a LRBA; lo cual se confirmé al no encontrar
actividad de fosforilacion en los inmunoprecipitados (figura 6). El complejo LRBA-
PKARIIB se exploré aiun mas mediante experimentos de co-localizaciéon, como se
puede ver en la Figura 7, se observo una fuerte co-localizacién entre ambas proteinas
en las células Ramos en un area perinuclear, posiblemente cerca del complejo de
Golgi, de hecho, se ha informado previamente que una proteina de fusién que
contiene LRBA y el dominio WD40 de LRBA co-localiza con este organelo [10], se ha
descrito que las proteinas PKA-RII se localizan en la red trans-Golgi y el area
centrosomal [51]. Finalmente, en las células Ramos, la co-localizacion entre LRBA y
PKA-RIIB no es homogénea en todas las células, como se puede observar en la figura
7, hay alrededor del 50% de células con un valor de correlacidon bajo, esto puede
indicar que la interaccion entre ambas proteinas puede depender de la activacion o
del estado del ciclo celular o incluso, del estadio de diferenciacion.

Adicionalmente observamos en la figura 8 que el péptido Ht31, que comprende los
aa(493-513), el cual fue sintetizado a partir del sitio de unién a la subunidades
reguladoras RII de la AKAP de la tiroides humana [66] compitid eficientemente con
LRBA por los sitios de unién a RII3, ya que como se observa en la figura 8a cuando el
péptido esta presente, LRBA no se une a RII3, 0 hay una unién con una eficiencia muy
reducida, esto indica que el mismo sitio de RII se une a HT31 y a LRBA; lo que

corrobora la especificidad de LRBA para los sitios de unién a RIL.
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Como lalinea celular Ramos son células B provenientes de un linfoma que no pueden
diferenciarse, estas se encuentran activa constitutivamente[67], por lo que se
realizaron experimentos en células B primarias, en estas células, solo se observa la
presencia de LRBA en condiciones de activacion, siendo la estimulacién con rhCD40L
y rhIL-4 un potente inductor de la expresion de LRBA, las subunidades reguladoras
y cataliticas de PKA se expresan en células B primarias humanas no activadas y
activadas, pero, a diferencia de la linea celular Ramos, la expresiéon de Rlla se
enriquece en células B primarias en comparacién con RII § y Rla (Figura 9a, b). El
estimulo de linfocitos B con las proteinas recombinantes CD40L e IL-4 también es un
potente inductor de AID [68], que se expres6 adecuadamente en células B primarias
estimuladas (Figura 9a, b), cuando se realizaron experimentos de co-
inmunoprecipitacion, observamos que ambas isoformas de RII estan interactuando
con LRBA, pero de manera similar a las células Ramos, la subunidad catalitica no se
encontro en los complejos, esto puede deberse al estado de activacién de las células
B, posiblemente, la asociacién y la disociacion de las subunidades cataliticas con las
reguladoras ocurre de manera muy rapida, evitando su deteccion en los
inmunoprecipitados. De manera interesante, también se encontr6 AID en los
inmunoprecipitados de LRBA (Figura 10a), lo que indica que LRBA puede interactuar
con las proteinas RII y AID. Sugerimos que LRBA puede estar involucrado en la unién
de PKA y AID para facilitar su fosforilacion y su funcion durante el cambio de isotipo
de inmunoglobulina (CSR) y la hipermutaciéon somatica (HSM), siendo un posible
mecanismo que puede explicar el fenotipo de hipogammaglobulinemia de pacientes
con deficiencia de LRBA; es importante sefialar, que PKA es capaz de fosforilar AID

en residuos de serina y treonina y este evento induce el CSR y la HSM [33].

También se realizaron experimentos de co-localizacién para linfocitos B primarios,
la distribucién celular para RII y LRBA se comport6 de manera diferente a la
observada para la linea celular Ramos, en el caso de los linfocitos B primarios, se

observé una expresion puntuada para LRBA y ambas isoformas RII (figura 11y 12),
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sugiriendo que los complejos LRBA-PKA pueden estar asociados con vesiculas
citoplasmaticas y pueden estar involucrados con el trafico intracelular. La co-
localizacion entre LRBA y PKA-RII tampoco es homogénea en todas las células, esto
puede deberse a diferentes estados de activacién entre las células o tal vez a una
etapa de diferenciaciéon diferente, ya que las células B periféricas humanas se
distribuyen principalmente entre células B “naive” y de memoria [69]. Por otra parte
LRBA podria servir no solo para acercar la subunidad catalitica a sus blancos, podria
tener una funcion de reciclamiento como se ha reportado ya para los linfocitos T[48].
Debido a que tras 72hs de estimulo nunca se encontré a la subunidad catalitica
asociada a el complejo LRBA-PKA RII, la buscamos a tiempos mas tempranos, para
esto comenzamos buscando a PKA-C a las 36hs (figura 13), observando que la
subunidad catalitica se encontraba en el citoplasma, cerca del ntcleo y en vesiculas;
en la mayoria de los casos no encontramos a LRBA colocalizando con PKA-C,
parecian encontrarse en vesiculas diferentes. Lo que sugiere que LRBA no
interacciona con el tetrdmero completo, e interacciona Unicamente con las
subunidades reguladoras, secuestrandolas y permitiendo que PKA-C, realice su

funcion de fosforilacion.

Posteriormente buscamos un modelo de linfocitos B deficiente de LRBA, para esto
contamos con una cohorte de pacientes con diagndstico clinico de CVID (Tabla3 y 4),
de los cuales se intent6 generar una linea celular primaria, con linfocitos
transformados con el virus de Epstein Barr (EBV), sin embargo, no logramos
inmortalizar a estos linfocitos, ya que como se ha descrito tienen problemas de
apoptosis y no sobrevivieron a la infeccién con EBV. Por lo que procedimos a aislar
fibroblastos primarios de una paciente con deficiencia de esta proteina. La paciente
cuenta con las caracteristicas reportadas previamente en paciente con diagndstico
de CVID[25] y deficiencia de LRBA, como son autoinmunidad, proviene de una
familia consanguinea, al momento del diagnéstico presentaba linfocitos B de
memoria reducidos, como se observa en la figura 14. Al secuenciar el cDNA de esta

paciente encontramos que tiene una insercion de 15 pares de bases
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correspondientes al intréon 50-51, provocando que no se exprese la proteina; al ser
una mutacidn casi al final de la proteina suponemos que la proteina podria estarse
sintetizando y siendo degrada, ya que existen reportes previos de otras proteinas,
como la proteina FAN, otra proteina de la familia BEACH, en la cual observan que los
dominios WD-BEACH son indispensables para el correcto funcionamiento de esta
proteina[34], son los dominios que no se estarian expresado en la paciente, sin
embargo el Western-Blot presentado en la figura 14d muestra que no se detectaron
isoformas de menor peso molecular, el anticuerpo utilizado reconoce a los
aminoacidos 907-1038, que corresponden a una regién anterior a los sitios de union
a PKA; por lo que podria existir una proteina de un tamafio menor a los primeros
907aa.

Se busco la localizacion de LRBA en los fibroblastos ya que no existen reportes
previos de la localizacion de LRBA en estas células, observandose una localizacion
perinuclear, posiblemente cerca del Golgi al igual que en la linea celular Ramos y en
la linea celular HEK 293[8], en los fibroblastos deficientes no encontramos la
expresion de la proteina (figura 15). Asi mismo encontramos que los fibroblastos
deficientes de LRBA presentan menor expresion de las subunidades reguladores de
PKA, lo que sugiere una posible funciéon de LRBA en la regulacién de la degradacion
de estas subunidades como ya se reporté en la células Treg con la proteina CTLA-
4[48].Finalmente estos fibroblastos tenian un aumento de apoptosis y en cultivo se
observo una baja tasa de proliferacion como se ha reportado para pacientes

deficientes de LRBA[7,27].

Se buscaron los niveles basales de fosforilacion mediada por PKA en los fibroblastos
control y los deficientes de LRBA (figura 16a), donde observamos que los
fibroblastos deficientes de LRBA tienen una menor fosforilacién mediada por PKA,
lo que sugiere que LRBA podria estar regulando la uniéon de las subunidades
reguladoras de PKA a las subunidades cataliticas, y en ausencia de LRBA las
subunidades reguladoras podrian estar unidas a las cataliticas, impidiendo asi la

fosforilacion de algunos blancos de PKA, o bien, es posible también que en ausencia
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de LRBA PKA no encuentre de manera efectiva a sus sustratos evitando su
fosforilacidn; se han descrito varias funciones en fibroblastos dependientes de PKA,
entre ellas la sintesis de colageno, asi como la proliferacion de estas células a través
de la fosforilacion de la proteina ERK[70], lo que podria de alguna manera explicar
la disminucién en la proliferacién de los fibroblastos deficientes de LRBA, sin
embargo faltan varios estudios para poder asociar a LRBA con alguno de estos
procesos en fibroblastos. Por otro lado, el aumento de AMPc, mediado por FSK
genera que las subunidades cataliticas de PKA se disocien de las reguladoras,
generando un aumento en la fosforilaciéon de los fibroblastos tanto control como
deficientes de LRBA, lo que genera que se recuperen los niveles de fosforilacion por
PKA en los fibroblastos deficientes de LRBA, como se observa en la figura 17a.

Lo anterior pone de manifiesto la participacién de LRBA en la regulacién de PKA,
como se observo en linfocitos B, LRBA se une a las subunidades reguladoras y a AID,
por otro lado, en los fibroblastos hay una disminucidn en la fosforilacién; por lo que
quisimos averiguar si LRBA tiene participacion en la fosforilacion de AID.
Basandonos en reportes previos donde se observé que la expresion ectdpica de AID
en fibroblastos era suficiente para generar el cambio de isotipo e hipermutacién
somatica[71] procedimos a transfectar los fibroblastos control y deficientes de LRBA
con un plasmido vacio y otro con AID acoplado a una cola de DDK(Flag), figura 16c,
posterior a eso observamos que los fibroblastos deficientes de LRBA tienen una
recuperaciéon en los patrones de fosforilacion mediada por PKA posterior a la
transfecciéon con AID, lo que podria ser causada por una actividad promiscua de AID
en los fibroblastos al no encontrar sus blancos especificos, se han reportado
previamente distintos blancos de AID, generalmente asociados con cancer que
también son expresados en fibroblastos, como la proteina BRCA 1; o blancos

asociados a fosforilaciéon por PKA como Notch [72].

Finalmente buscamos si AID es capaz de llegar a nucleo en los fibroblastos
deficientes de LRBA; por lo que se realizé una tincién para LRBA y AID-flag en los

fibroblastos transfectados; en la figura 17 podemos observar que en las células
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deficientes en LRBA, AID es capaz de llegar al nticleo, con un 10% de reducciéon con
respecto a los fibroblastos control, estos datos necesitan ser corroborados ya que, en
el presente trabajo no fue posible realizar mas de dos ensayos debido a los
problemas de crecimiento de las células deficientes de LRBA. Aunque se observé que
AID fue capaz de llegar a nucleo en los fibroblastos deficientes de LRBA, no se evalu6
la capacidad de AID de unirse a la proteina RPA en el nucleo [73], que como se ha
reportado es la encargada de permitir que AID, desamine a la citidina, cuando el DNA
se encuentra en una cadena doble, asi mismo ha sido reportado que esta unién es
dependiente de la fosforilacién por PKA, lo que podria explicar porque AID, llega al
nucleo en ausencia de LRBA, sin embargo los pacientes son incapaces de generar el

cambio de isotipo.
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9 CONCLUSIONES

Los resultados presentados aqui sugieren que LRBA es un AKAP, ya que puede
interactuar con las subunidades PKA-RII en las células B, como todos los AKAP, esta

interaccion deberia influir en la activacion de los sustratos PKA.

Asi mismo podemos decir que LRBA es importante para la regulaciéon de la

fosforilacion de los fibroblastos y que la ausencia de LRBA no impide que AID sea

traslocada al ntcleo.
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10 PERSPECTIVAS

v" Evaluar la fosforilaciéon de AID en la ser 38 en un modelo celular deficiente de
LRBA

v' Evaluar la asociacién de AID a la proteina RPA

\

Buscar el dominio de LBRA al que se une AID
v Analizar la participacién de LRBA en la actividad catalitica de los diferentes

blancos de PKA C
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