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RESUMEN

GAS1 es una proteina pleiotropica que ha sido ampliamente investigada debido a
su capacidad para inducir proliferacion, arresto celular, y apoptésis, dependiendo
del contexto celular o fisiolégico en el que se exprese. A la fecha, se cuenta con
informacion acerca de los mecanismos por los cuales GAS1 induce proliferacion y
apoptosis; pero muy pocos estudios se han enfocado en elucidar los mecanismos
por los cuales GAS1 induce arresto celular. Con el objetivo de ampliar el
conocimiento sobre los mecanismos que GAS1 ejerce para inducir arresto celular,
este trabajo se enfoc6 en la busqueda de proteinas que fueran diferencialmente
expresadas en células NIH3T3 arrestadas por la privacion de suero, usando como
testigo células NIH3T3 en proliferacion. Esta blsqueda se realizo a través de la
obtencién de perfiles proteémicos en geles bidimensionales y la posterior
identificacion de proteinas diferenciales por espectrometria de masas. Como
resultado, se lograron identificar 17 proteinas diferencialmente expresadas en
células NIH3T3 en arresto celular. Entre estas 17 proteinas, se encontré que la
anexina Al, Anexina A2, la cinasa Dyrk1B (dual specificity tyrisine-phosporylation-
regulated kinase 1B), y el factor iniciador de la traduccion elf3f (eukaryotic
translation initiation factor 3f) se encontraban reguladas a la alta a nivel
transcripcional con respecto a las células testigo en proliferacion. Ademas, se
demostré que la anexina Al, anexina A2 y Dyrk1B también fueron reguladas a la
alta tanto a nivel transcripcional como traduccional cuando se indujo la
sobreexpresion de GAS1 en las células NIH3T3. Por lo tanto, en el presente
trabajo se demostr6 que GAS1 induce la regulacién a la alta de Anexina Al,
Anexina A2 y DyrklB, al mismo tiempo que induce el arresto de las células
NIH3T3, resultados que sugieren una estrecha relaciéon funcional de estas
proteinas con GAS1 durante el arresto celular. Finalmente se demostrd, que
Dyrk1B colabora con GAS1 para inducir el arresto celular y para mantener la

viabilidad celular durante el arresto.



ABSTRACT

GASL1 is a pleiotropic protein that has been investigated because of its ability to
induce cell proliferation, cell arrest, and apoptosis, depending on the cellular or the
physiological context in which it is expressed. At this point, we have information
about the molecular mechanisms by which GAS1 induces proliferation and
apoptosis; but very few studies have been focused on elucidating the mechanisms
by which GAS1 induces cell arrest. With the aim of expanding our knowledge on
this subject, we first focused our research on finding proteins that were
preferentially expressed in cells arrested by serum deprivation. By using a
proteomics approach and mass spectrometry analysis, we identified 17 proteins in
the 2-DE protein profile of serum deprived NIH3T3 cells. Among them, Annexin Al
(Anxal), Annexin A2 (Anxa2), dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated
kinase 1B (DyrklB) and Eukaryotic translation initiation factor 3, F (elf3f) were
upregulated at transcriptional level regarding proliferative NIH3T3 cells. Moreover,
we demonstrated that Anxal, Anxa2, and Dyrk1B are upregulated at both the
transcriptional and translational levels by the overexpression of GAS1. Thus, our
results suggest that the upregulation of Anxal, Anxa2, and Dyrkl1B could be
related to the ability of GAS1 to induce cell arrest and maintain cell viability. Finally,
we provided further evidence showing that GAS1 through Dyrk 1B leads not only to

the arrest of NIH3T3 cells but also maintains cell viability.



INTRODUCCION

Quiescencia celular

La quiescencia o fase Go es una etapa del ciclo celular en la que la célula se
mantiene en un estado no-proliferativo o en estado de arresto celular, pero que es
reversible, es decir, la célula puede entrar nuevamente al ciclo celular. La
programacion celular para entrar a la quiescencia incluye no solamente genes
involucrados en la regulacion del crecimiento y division celular, sino también genes
supresores de la apoptosis, supresores de la diferenciacion celular y aquellos
genes involucrados en la comunicacion intercelular. Dos factores que pueden
llevar a una célula al estado quiescente, son la falta de nutrientes o falta de
factores de crecimiento, y la inhibicion por contacto-célula-célula. Existen otros
estados de arresto celular que son irreversibles, como son la senescencia y la
diferenciacion terminal, los cuales a su vez son conducidos por diferentes grupos
de genes (Coller et al., 2006).

Gasl, una proteina de arresto celular

La proteina Gasl (Growth Arrest Specific 1) es una proteina que se expresa
preferencialmente en células que se encuentran en arresto del ciclo celular,
cuando éste es inducido por la privacibn de suero (Schneider et al., 1988;
Manfioletti et al., 1990). El gen que codifica a la proteina Gasl de ratén (gasl) se
localiza en el cromosoma 13, en las bandas B3-C2 (Webb et al., 1992); mientras
que el gen que codifica a la proteina GAS1 de humano (GAS1) se localiza en el
brazo cromosomico corto 9q, en las bandas g21.3-g22 (Evdokiou et al., 1993).
Dada la especificidad de la expresion del gen Gasl durante el arresto celular, asi
como su capacidad para inhibir la sintesis de ADN (Del Sal et al., 1992), y sumado
a su localizacibn cromosOmica en una region de eliminacion en la leucemia

mieloide, Gas1 despert6 especial interés como “gen supresor de tumores”.

El gen GAS1 codifica una proteina con una estructura primaria de 345
aminoacidos que contiene un péptido sefial en el extremo amino-terminal. Este

péptido sefial tiene la funcion de dirigir a la proteina al reticulo endoplasmico, en



donde sufre modificaciones pos-traduccionales, que consisten en la eliminacion
del péptido sefial (aminoacidos 1-39), una N-glicosilacion (asparagina 117) y la
adicion de una molécula glicosil fosfatidil inositol (GPI) en el extremo carboxilo-
terminal (serina 318). La proteina GASL1 tiene un peso molecular aparente de 37
kDa y se encuentra ampliamente distribuida en la cara externa de la membrana
celular debido a que la molécula GPI le sirve de ancla a la bicapa lipidica (Stebel

et al., 2000), como se describe graficamente en la Figura 1.

D> cAst
g
P e
LR
-GPI
o LL) Membrana
L] celular

Figura 1. Anclaje de GAS1 a la membrana celular. La proteina GAS1se localiza en
la cara externa de la membrana celular por medio de un anclaje a la bicapa lipidica
a través de una molécula GPI (estructura 3D de GAS1 obtenida de Phyre2 web

portal for protein modeling).

Pleiotropismo de Gasl

Actualmente se sabe que Gasl es una proteina pleiotrépica, ya que participa en
diversos procesos celulares y biolégicos (Segovia y Zarco, 2014). Numerosos
estudios han demostrado que la sobreexpresion de Gasl no solo induce arresto
del ciclo celular (Ruaro et al., 2000; Zamorano et al., 2003; Stebel et al., 2000;
Evdokiou y Cowled 1998a; Del Sal et al., 1992), sino que también es capaz de
inducir apoptosis (Mellstrom et al., 2002; Benitez et al., 2007; Dominguez-Monzon
et al.,, 2009; Zarco et al., 2012) y funcionar como un regulador positivo de la
proliferacion celular en el cerebelo durante el desarrollo del raton (Liu et al., 2001)



Gasly surol en la supresion de tumores

Otros estudios, han revelado el papel que juega Gasl en diversos procesos
relacionados con el cancer, lo que la convierte en una proteina de especial interés
en este campo, “como supresora tumoral”’. Se sabe que Gasl tiene la capacidad
de suprimir la metastasis (Gobeil et al., 2008) y el crecimiento tumoral (Evdokiou
and Cowled, 1998b). En particular, se ha reportado que la proteina GAS1 tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento de gliomas, a través de la activacion de dos
mecanismos: arresto celular y apoptosis (Dominguez-Monzon et al., 2009; Lopez-
Ornelas et al., 2011; Lopez-Ornelas et al., 2014; Zamorano et al., 2004). Ademas,
recientemente se reportd6 que GAS1 inhibe el crecimiento tumoral y la

angiogénesis en un modelo murino de cancer de mama (Jiménez et al., 2014).

El reciente estudio de Jiménez et al., (2014) revel6 que la actividad anti-tumoral y
anti-angiogénica de GAS1 se debe a su capacidad para interrupir la via de
sefializacion ARTN/ERK1/2, de una forma no-dependiente de la proteina RET
(Jiménez et al., 2014). El efecto anti-tumoral y antiangiogénico de GAS1 se probd
en un modelo murino de cancer de mama, en donde se demostrd que la
administracion directa de lentivirus sobreexpresores de GAS1 en los tumores
redujo considerablemente su tamafo (Figura 2A-C). En el mismo modelo, se
demostro que el tratamiento con GAS1, a través de la administracion de lentivirus,
fue capaz de reducir de manera significativa la vascularizacion de los tumores, la
cual fue medida a través del marcador de vascularizaciéon VE-caderina (vascular
endotelial cadherin; VE-cadherin) (Figura 3A-B). Cabe sefialar que la proteina
GAS1 utilizada en este modelo, corresponde a una forma truncada (tGAS1), de
manera que no posee el sitio de glicosilaciéon GPI, lo que evita que se ancle a la
membrana celular y por consiguiente se secrete al medio, consiguiendo un efecto

paracrino.
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Figura 2. Efecto anti-tumoral de GAS1 en un modelo murino de cancer de mama.
La proteina truncada y secretable de GAS1 (tGAS1) reduce el crecimiento de
tumores implantados de células MDA MB 231 en las glandulas mamarias de
ratones desnudos (nu/nu). Los tratamientos se realizaron a diferentes estadios de
crecimiento del tumor (30 o 50 mm3). A) Imagen representativa de un ratdén con
tumor mamario tratado con tGAS1 por medio de inoculacion directa de lentivirus
sobreexpresores de tGAS1 (derecha) y un ratébn con tumor mamario como testigo
sin tratamiento con tGAS1 (izquierda). En la imagen inferior se muestran los
tamafios de los tumores extraidos. B) Efecto antitumoral de tGAS1 (LvtGasl)
sobre un tumor de 30 mm3. C) Efecto antitumoral de tGAS1 (LvtGasl) sobre un

tumor de 50 mm? (tomado de Jiménez et al., 2014).
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Figura 3. Efecto anti-angiogénico de GAS1. La forma secretable de GAS1, tGAS1,
reduce la vascularizacion de tumores en un modelo murino de cancer de mama:
inyeccion de lentivirus sobreexpresores de tGAS1. A) Imagen representativa de un
ensayo por inmunohistoquimica para detectar VE-cadherina (rojo) en tumores,
como marcador de vascularizacién. B) Porcentaje de areas positivas para VE-
cadherina por tumor. Imagenes de microscopia confocal (tomado de Jiménez et
al., 2014).

Expresion de Gasl durante el desarrollo y etapa adulta

Los patrones de expresion de Gasl también son ampliamente conocidos a través
de diversos trabajos de inmunohistoquimica. Se sabe que Gasl se expresa en
cerebro, corazon, rifién, extremidades, pulmoén y génadas en el embridén de raton.
En los estudios mencionados, se demostrd que Gasl inhibe el crecimiento celular
en estadios tempranos del desarrollo embrionario. De igual forma, se ha reportado
que Gasl tiene la capacidad de inducir muerte celular en las regiones
interdigitales del feto (Lee et al., 2001).

En contraste, otros estudios han reportado la capacidad de Gasl para funcionar
como un regulador positivo de la proliferacion celular en el cerebelo durante el
desarrollo (Liu et al.,, 2001); ademas, se ha visto que Gasl se expresa en
diferentes tipos de células progenitoras (lzzi et al., 2011; Kann et al., 2015), lo que
demuestra que Gasl juega un papel importante durante el desarrollo embrionario
(Lee y Fan, 2001; Martinelli y Fan 2007; Lee et al., 2001). De hecho, se ha

11



reportado que Gasl esta presente en células progenitoras durante el desarrollo
del giro dentado y de la corteza (Estudillo et al., 2015), asi como también en
neuronas y células astrogliales del cerebro de ratén adulto (Zarco et al., 2013). Por
lo tanto, los antecedentes demuestran que Gasl puede actuar tanto como un
regulador de la proliferacion celular, o bien como un inductor de muerte celular,

por medio de mecanismos finamente controlados de forma espacio-temporal.

Un estudio reciente, demostré la presencia de Gasl en liquido cefalorraquideo y
su expresion en los plexos coroideos de ratas adultas; ademas, se describio la
presencia de Gasl en otros fluidos corporales, tales como orina y plasma (Ayala-
Sarmiento et al., 2016; Van Roeyen et al., 2013).

Bases moleculares en los roles de Gas1

Gasl y Shh durante la proliferacion y diferenciacion

Algunos estudios se han enfocado en elucidar los mecanismos moleculares
asociados a la activacion de la proliferacion celular y la apoptosis, cuando estas
son mediadas por Gasl. Como resultado de estos estudios, ha sido posible
demostrar que Gasl interactla con la proteina Sonic hedgehog (Shh) para activar
los procesos de proliferacion celular y las vias de sefializacion de supervivencia.
En ausencia de Shh, la proteina transmembranal smoothened (Smo) se encuentra
constitutivamente inhibida por la proteina transmembranal Patchedl (Ptchl), que
es el receptor de Shh. Cuando Shh se une a su receptor Ptchl, suprime la
inhibicion que Ptchl ejerce sobre Smo. Esta liberacion da como resultado una
serie de eventos intracelulares mediados por los factores de transcripcion de la
familia Gli, que activan la proliferacion y diferenciacion celular. En este proceso de
sefalizacion, Gasl juega un papel importante, ya que se ha demostrado que se
une a Shh, funcionando como un regulador positivo de esta via (Martinelli y Fan,
2007a; Allen et al., 2007; Martinelli y Fan, 2009; Allen et al., 2011, Izzi et al., 2011,
Pineda-Alvarez et al., 2012; Segovia y Zarco, 2014), como se puede apreciar en la
Figura 4.
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Figura 4. Interaccion entre Gasl y Shh. Gasl se une a Shh, y éste a su vez se une
a su receptor Ptchl, suprimiendo asi la inhibicibn que Ptchl ejerce sobre Smo.
Esta liberacion de Smo da como resultado una serie de eventos intracelulares
mediados por los factores de transcripcion de la familia Gli, que activan la

proliferacion y diferenciacion celular (tomado de Segovia y Zarco, 2014).

Gasl y GDNF durante la apoptésis

La apoptosis es otro de los procesos en los que se ha estudiado la participacion
de Gasl. Esta funcion pro-apoptética de Gasl, puede explicarse debido a la
homologia estructural que existe entre Gasl y la familia de receptores GFRa (glial-
cell-derived neurotrophic factor -GDNF- receptor). Gasl y GFRa comparten
aproximadamente un 25 % de identidad en su secuencia (= 150 aa). Estudios de
prediccidén de estructura secundaria han revelado que Gasl tiene una estructura
formada por o-hélices, separadas por pequefias regiones de estructuras J-
plegadas, ademas de una region C-terminal no-estructurada. Con base en esta
informacion, y con estudios estructurales reportados para GFRal, se ha logrado
establecer la homologia estructural entre Gasl y GFRal en los dominios D2 y D3,
respectivamente (Cabrera et al., 2006; Schueler-Furman et al., 2006), como se

observa en la Figura 5. Entre otras caracteristicas que comparten ambas proteinas
13



son: el anclaje a la membrana celular a través de una molécula GPI, una
secuencia péptido sefial en el extremo N-terminal, un dominio con dos
repeticiones en tandem de aproximadamente 110 aa, y cinco enlaces por puentes
disulfuro que se encuentran conservados en ambas proteinas (Schueler-Furman
et al., 2006).

N-terminus

 C-terminus

Figura 5. Andlisis estructural comparativo entre Gasl y GFRal. Imagen
superpuesta de los dominios D2 y D3 de Gasl y GFRal, respectivamente. Las
flechas indican los cinco puentes disulfuro que se encuentra conservados entre
Gasl y GFRal; asi como la Arginina 224 (Arg224, esfera en color morado) y la
Isoleucina 229 (lle229, esfera en color amarillo) (modificada de Schueler-Furman
et al., 2006).

Cuando los receptores GFRo son activados por su correspondiente ligando

(GDNF, artemina, neurturina y persefina), el resultado es la autofosforilacién de
14



Ret y la activacion de Akt, vias involucradas en la supervivencia y la proliferacion
celular. Sin embargo, se ha demostrado que en presencia de GAS1, la
sefalizacion mediada por GDNF-GFRa es interrumpida, dando como resultado
una reduccion en la fosforilacion de Ret, Akt y Bad. Todo esto lleva a la liberacion
del citocromo-c de la mitochondria al citosol. Esto a su vez desencadena la
activacion de las caspasas 9 y 3, y finalmente la muerte celular (Lopez-Ramirez et
al., 2008; Dominguez-Monzon et al., 2011; Zarco et al., 2012). Lo anterior
demuestra, que Gasl induce apoptosis por medio de la interrupcioén de la via de

sefializacion mediada por GDNF, como se describe en la Figura 6.
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Figura 6. Apoptosis inducida por Gasl por interrupcion de la via de sefializacion
de GDNF. Gasl interrumpe la sefializacion mediada por GDNF-GFRa, resultando
en una reduccién en la fosforilacibon de Ret, Akt, y Bad. Esto produce la
translocacion de Bad a la mitocondria, en donde promueve la liberacion del
citocromo-c al citosol, que a su vez activa a las caspasas 9 y 3, iniciando el

proceso de apoptosis (tomado de Segovia y Zarco, 2014).

Efectos de Gasl en gliomas

La estrategia anti-tumoral con Gasl también ha sido probada en gliomas, en
donde se han observado resultados muy satisfactorios. Una particularidad de los
gliomas humanos, es que no expresan la proteina Shh, pero si los componentes
de la via de sefializacion mediada por GDNF. En experimentos in vitro con cultivos

primarios de gliomas humanos, se demostro que Gasl inhibe la proliferacion e
16



induce apoptosis en células de glioma en ausencia de Shh (Dominguez-Monzon et
al., 2009). La eficacia de Gas1l, has sido probada también en experimentos in vivo
con ratones desnudos implantados con células C6 de glioblastoma de rata; en
donde Gasl fue administrada a través de un vector retroviral. Los resultados
demostraron la capacidad de Gasl para inhibir el crecimiento de los tumores,
acompafado de un incremento en la activacion de la caspasa-3 (Zamorano et al.,
2004). Cabe sefalar que en un trabajo previo, se habia demostrado que la
sobreexpresion de Gasl en células C6 tenia la capacidad de inducir apoptosis y la

activacion de la caspasa-3 (Zamorano et al., 2003).

Otras estrategias experimentales, se han valido de la utilizacion de células
troncales neurales (NSCs, por las siglas en inglés de Neural Stem Cells),
aprovechando su tropismo hacia los tumores, sirviendo como vehiculo de
transporte y vector de expresion inducible de la forma truncada de la proteina
Gasl (tGasl). La expresion de la forma truncada, facilita ademas, que los efectos
de Gasl lleguen al tumor o sitio de accion requerido. Los resultados con esta
estrategia de terapia génica, demostraron la capacidad de las NSCs para llegar a
un tumor de glioblastoma multiforme in vivo, asi como su capacidad para expresar
de manera inducible (con tetraciclina) a tGasl, y la eficacia de tGasl para reducir
el crecimiento del tumor e incrementar el tiempo de supervivencia de los ratones

implantados con el glioblastoma multiforme (L6pez-Ornelas et al., 2014).

Gasly p53
Dado que p53 es un elemento importante en la regulacion del ciclo celular y la

apoptosis, también se ha estudiado su papel en el desarrollo de gliomas. Por ello,
se han realizado estudios para evaluar la relacién de Gasl y p53, asi como el
efecto conjunto de ambas proteinas sobre el crecimiento tumoral. Aunque se ha
demostrado que Gasl requiere de p53 para bloquear la proliferacion celular (Del
Sal et al., 1995), también se demostré que la sobreexpresién simultanea de ambas
en gliomas no presenta un efecto aditivo (Benitez et al., 2007). En estudios in vivo
durante el desarrollo del raton, se demostr6 que Gasl no es capaz de inducir
arresto celular en células de las extremidades del embrion de raton de 10 dias de
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gestacion, en donde hay ausencia de p53; pero si a los 12.5 dias, a pesar de la
ausencia de p53. Mientras que, la sobreexpresion de Gasl en células de los
tejidos interdigitales, indujo la muerte celular (K. K. Lee et al., 2001). Todo esto
sugiere que Gasl puede tomar distintas vias moleculares alternativas para llevar a

cabo su funcién de una forma espacio-temporal.
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JUSTIFICACION

Actualmente, se conocen algunos mecanismos por los cuales Gasl induce
apoptosis, proliferacion y activa vias de supervivencia. Sin embargo, hay escasa
informacion acerca de los mecanismos por los cuales Gasl regula el arresto
celular. Por ello, es de especial interés realizar una investigacion con el fin de
elucidar las estrategias moleculares que sigue Gasl durante el arresto del ciclo
celular.
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HIPOTESIS

Dado que Gasl es una proteina diferencialmente expresada en células NIH3T3
durante el arresto celular por privacion de suero, y que su expresion induce arresto
celular, la hipétesis central del presente trabajo propone que Gasl interactia con

un conjunto especifico de proteinas para conducir al arresto celular.

Por lo tanto, la identificacion de nuevas proteinas diferencialmente expresadas en
células NIH3T3 en arresto por privacion de suero, asi como posteriores
experimentos de validacion funcional, nos permitird proponer mecanismos

moleculares por los cuales Gasl induce el arresto de la célula.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar los mecanismos moleculares por los cuales Gasl induce arresto celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacion el perfil protedmico de las células NIH3T3 en arresto por

privacion de suero.

2. Determinar la relacibn de Gasl con las proteinas expresadas

diferencialmente en las células NIH3T3 en arresto por privacion de suero.

3. Proponer los mecanismos moleculares por los cuales Gasl induce arresto

celular.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Las células NIH3T3 (ATCC) fueron cultivadas a 37°C con 95% de aire y 5% CO:
en medio de cultivo DMEM HG (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium High
Glucose) (GIBCO, Grand Island, NY, USA) suplementado con glutamine 2mM
(SIGMA, St. Louis, MO, USA), penicilina 100 U/mL (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), estreptomicina 100 pg/mL (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y
10% de suero fetal bovino (SFB) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las
células fueron sembradas (3x10° células/55cm? caja petri), y después de 48 h de
cultivo, el medio fue reemplazado por medio de cultivo fresco suplementado con
10% de SFB para la condicion de proliferacion (Pro/NIH3T3) utilizada como
condicion testigo; y medio de cultivo fresco sin SFB para la condicion de privacion
de suero (PS/NIH3T3), que corresponde a la condicién problema. Los cultivos
celulares se mantuvieron durante 24 h bajo las condiciones mencionadas. Estos
cultivos se realizaron por triplicado para los ensayos de viabilidad celular. Mientras
que, para la obtencién de los perfiles proteémicos por electroforesis bidimensional
(E-2D), los cultivos se realizaron por triplicado para la obtencion de las réplicas
experimentales; y por duplicado (un segundo experimento independiente) para la
obtencion de las réplicas biolégicas. Finalmente, las células fueron recolectadas
para llevar a cabo los ensayos de viabilidad celular y la obtencion de perfiles
proteémicos por E-2D, como se describe a continuacion.

Recoleccion de células

Las células se despegaron del plato de cultivo agregando 1 mL de tripsina a una
concentracion de 1mg/mL (GIBCO, Grand Island, NY, USA); se incub6 a 37°C por
5 min y se colectaron las células flotantes por pipeteo. Posteriormente se realizé
un lavado (por pipeteo) con 5 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 1X (SAF-
1X) para colectar las células que quedaron en el plato. La suspension celular se
colecté en un tubo de 15 ml y se les agregé 6 mL de medio de cultivo DMEM HG

suplementado con 10% SFB para inactivar la tripsina. Los tubos que contenian la
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suspension celular se centrifugaron a 200 x g para formar la pastilla celular, y el
sobrenadante se desechd. Posteriormente se lavaron las células resuspendiendo
en 5 mL de SAF-1X, este ultimo paso se realizd con el fin de eliminar la tripsina
residual. Finalmente, la suspension celular se centrifugé a 200 x g para formar la
pastilla celular, en el caso de los cultivos destinados para los perfiles protedmicos;
mientras que para los ensayos de viabilidad celular, las células fueron

resuspendidas nuevamente en SAF-1X.

Ensayo de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron por la técnica de exclusién con azul
de tripano con el fin de comparar la condicion de proliferacion (Pro/NIH3T3) y la
condicion de privacion de suero (PS/NIH3T3). Para ambos casos, se tomaron 100
uL de la suspension celular y se diluyd en 900 uL de solucion de azul de tripano al
0.4%. Se realiz6 la mezcla por pipeteo y se tomaron 10 uL para colocar en cada
compartimento del hemocitobmetro. Se contaron 4 cuadrantes por cada
compartimento y se determiné el promedio. Para obtener el nimero de células por
mililitro, el promedio obtenido se multiplicé por el factor de dilucion (10) y después
por 10, 000 (factor de conversion).

Perfiles prote6micos por electroforesis bidimensional (E-2D)

Extraccién de proteinas

Para la obtencién de los perfiles protedbmicos de la condicién de proliferacion
(Pro/NIH3T3) y la condicibn de privacion de suero (PS/NIH3T3), se
resuspendieron las células en 1 mL de buffer de extraccion nimero VI del estuche
comercial de la marca GE Healthcare (GE Healthcare, St. Louis, MO, USA) que
contiene urea, tiourea, NDSB201 y CHAPS (férmula protegida por el fabricante),
suplementado con un cocktel de inhibidores de proteasas (Complete™; Roche,
Mannhein, Germany). La pastilla celular se disgregd por pipeteo hasta disolverla
totalmente y obtener el extracto proteico. Posteriormente se centrifugd a 12,000 x

g para eliminar los agregados insolubles y recolectar el sobrenadante proteico. Se
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realizaron alicuotas de 100 uL y se almacenaron a -80°C hasta su cuantificacion e

isoelectroenfoque (IEF).

Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realizd6 por triplicado utilizando el estuche

comercial 2D Quant Kit (GE Healthcare, St. Louis, MO, USA) siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante. Se utiliz6 albumina sérica bovina como

referencia para la curva de calibracion.

Isoelectroenfoque (Primera dimensién)

Para realizar el isoelectroenfoque de las proteinas, se tomo6 el volumen
correspondiente a 1 mg de proteina de las células en proliferacion y en privacion
de suero (Pro/NIH3T3 y PS/NIH3T3, respectivamente). La muestra proteica se
limpié utilizando el estuche comercial 2D-Clean Up Kit (GE Healthcare, St. Louis,
MO, USA) siguiendo el procedimiento establecido por el fabricante. Las pastillas
de proteinas obtenidas se resuspendieron con 125 uL de Ready-Prep Rehydration
buffer (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) que contiene urea 8M, CHAPS 2%, DTT
50mM, anfolitos Bio-Lyte pH 3-10 al 0.2%, trazas de azul de bromofenol e
inhibidores de proteasas (Complete™). Posteriormente, las muestras fueron
cargadas a las tiras de isoelectroenfoque de 7 cm pH 3-10 con gradiente linear
(BIO-RAD, Hercules, CA, USA) y fueron mantenidas por 16 h a 25 °C para su
rehidratacion. Después, las proteinas fueron enfocadas con el siguiente protocolo:
500 V (hold) por 1 h, 1000 V (gradient) por 1 h, 5000 V (gradient) por 1.5 h'y 7,000
V (gradient) por 0.5 h, utilizando el equipo Ettan IPGPhor 3 (GE Healthcare, St.
Louis, MO, USA).

SDS-PAGE (Segunda dimension)
Al terminar el isoelectroenfoque las tiras fueron equilibradas por 15 min a

temperatura ambiente con solucién reductora que contiene Tris-HCI 75 mM pH
8.8, urea 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0.002% y DTT
(ditriotreitol) 64 mM. Posteriormente, las tiras fueron incubadas por 15 min en

solucion de alquilacion, que contiene los mismos componentes de la solucion
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reductora, pero reemplazando el DTT por iodoacetamida 135 mM. Después del
procedimiento de reduccidn/alquilacion, las tiras fueron cargadas en un gel SDS-
PAGE 12 % y corridas a 100 V por 1.5 h. Finalmente los geles fueron tefiidos con
azul de Coomassie. Las imagenes de los geles fueron obtenidas utilizando el
escaner Imager Scanner (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Las
imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software PDQuest (BIORAD,
Hercules, CA, USA) para detectar los spots proteicos diferenciales entre ambas
condiciones (Pro/NIH3T3 y PS/NIH3T3). El analisis se realiz6 comparando la
densidad relativa de los spots (pixeles por area) para cada spot detectado,
comparando entre ambas condiciones. La diferencia estadistica se determind por
medio de un analisis de comparacion de medias por el método de t de student;
considerando una diferencia estadistica cuando el valor de p fue < 0.05. Se
seleccionaron los spots que tuvieran una diferencia relativa 2:1 o mayor, para su

posterior identificacion por espectrometria de masas (ESI-LC-MS/MS).

Espectrometria de masas

La identificacién de proteinas por espectrometria de masas en serie con ionizacion
por electroespray (ESI-LC-MS/MS, Electrospray ionization tandem mass
spectrometry analysis) se realiz6 como se describe a continuacion (también
descrito previamente por Flores y colaboradores en el 2012) (Flores et al., 2012).
Los spots seleccionados fueron cortados del gel y procesados con solucion de
destefiido que contiene acido acético 10 % (v/v) y metanol 40 %. Posteriormente
fueron reducidas, alquiladas y digeridas con tripsina. Los péptidos resultantes
fueron extraidos, desalados, secados por vacio y resuspendidos en 20 pL de acido
férmico 1 %. Los péptidos fueron identificados utilizando un equipo 3200 QTRAP
LC-MS/MS System (Applied Biosystems/MDS Sciex, San Francisco, CA, USA)
conformado por una fuente de ionizacion por nanoelectroespray (NanoSpray Il y
un MicrolonSpray Il head) acoplado a un sistema cromatografico nanoAcquity
Ultra Performance LC system (Waters Corporations, Milford, MA, USA). Los
espectros de masal/carga (m/z) obtenidos fueron analizados posteriormente

utilizando el software Mascot, como se describe a continuacion.
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Identificacién de proteinas
La identificacion de las huellas peptidicas por medio de los espectros masa/carga

(m/z) se realizo6 utilizando el software Mascot version 1.6b9 (Matrix Science:

available at http://www.matrixscience.com) y haciendo la busqueda en las bases

de datos Swiss-Prot y NCBInr para Mus musculus. Los pardmetros de busqueda
fueron los siguientes: 1) se considerd un sitio de corte perdido con una tolerancia
en la masa del precursor y los fragmentos de 1.2 Da y de 0.6 Da,
respectivamente; 2) se consideraron las carbamidometilaciones en la cisteina
como modificaciones fijas; y, las deamidaciones y oxidaciones como
modificaciones variables en la glutamina/asparagina y metionina, respectivamente;
3) se consideraron los valores de masa monoisotopicos y valores de masa de
proteina no restringidos; 4) para la identificacion, se consideraron al menos dos
espectros de fragmentacion (MS/MS) con un 95 % de confianza (p < 0.05) por
cada precursor; 5) se consideré un valor de ruido para los iones (threshold ion
score) de 241 como identidad (p < 0.05), y menor a 41 pero mayor a 30 como
homologia. Adicionalmente, las secuencias peptidicas identificadas con el
software Mascot, fueron analizadas nuevamente utilizando el software MS-BLAST
(Washington University, Saint Louis, MO; available at:

http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/) contra las bases Swiss-Prot y NCBInr

para confirmar la identificacion.

Extraccion de ARN

Las células de las condiciones Pro/NIH3T3 y PS/NIH3T3 se lavaron dos veces con
SAF-1X. Posteriormente, se cosecharon por pipeteo con 1 mL de TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se extrajo el ARN total (ARNt) con base en el
protocolo del fabricante. La concentracién del ARN se determind a 260 nm en un
espectrofotometro Epoch nanodrop system spectrometer (BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA); mientras que la calidad del ARN se verifico por electroforesis
y por la determinacion del cociente 260/280 nm. Finalmente, se tomd una alicuota

equivalente a 1 pg de ARNt de cada muestra para eliminar el ADN gendmico
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(ADNg) contaminante por medio de un tratamiento con ADNasa | (New England

BioLabs, Ipswich, MA, USA), previo a la sintesis de ADN complementario (ADNc).

PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (RT-gPCR)

El ADNCc se sintetiz6 a partir de 1 pug de ARNt, el cual fue transcrito utilizando oligo
dT como cebador y 1pL (200U) de MMLV transcriptasa reversa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). La reaccion se llevo a cabo a 42°C por 1 h y se detuvo por
inactivacion por calor a 70°C por 20 min. Las reacciones de PCR cuantitativa se
realizaron a partir de 50 ng de ADNc, 200 nM de los oligos correspondientes, y
c.b.p. 20 pL del coctel 2X SYBR Green Master Mix (Kappa Biosystems,
Wilmington, MA, USA). El programa de PCR inici6 con un paso de
desnaturalizacion a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/15 sec y
60°C/30 s. Posteriormente, se realizd una curva de disociacion con una rampa de
temperatura de 55 a 95°C por un minuto para verificar la especificidad del
producto de PCR. En el caso de B-actina, se requiri0 un paso adicional de
alineamiento a 50°C/15 s antes del paso de extension. La B-actina se utilizo como
gen de referencia para todos los experimentos de PCR cuantitativa. La tasa de
cambio relativo (fold change) para la expresiéon de cada gen se calcul6 con la
formula 2-24¢Q, Los oligos utilizados para cada RT-qPCR se describen en la Tabla
1. Todos los ensayos se realizaron por triplicado utilizando el termociclador Eco
Real-Time PCR System y el software Eco™ para el andlisis de resultados
(llumina, Inc., San Diego, CA, USA). Como criterio de calidad para cada ensayo
de RT-gPCR se realiz6 una curva de calibracion para cada gen utilizando como
sustancia estandar el producto de PCR purificado correspondiente a cada
amplicén; considerando un coeficiente de determinacion R?>0.99, y una eficiencia

de 90-110% como criterios de aceptacion.
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Tabla 1. Oligonucleétidos (primers) para RT-qgPCR

Gen sentido antisentido Tamario del producto
de PCR (pb)
p-actina  5-TGG CAC CAC ACC 5-TCA CGC ACG ATT 490
TTC TAC A-3’ TCC C-3
Anxal 5-AGG GTG ACATTG 5-GAA CGG GAG ACC 142
AGA AGT GC-3' ATA ATC CTG-3
Anxa2 5-GTC TAC TGT CCA 5-ACT CCT TTG GTC 150
CGA AAT CCT G-3 TTG ACT GC-3
elf3f 5-GGC TAC ACC CCG 5-TTC TAC CGA GTG 132
TCATTT TG-3 CTT GTC AAC-3
Ncl 5-AGA TAA GGT CCG 5°-TCC AAA ATG TAG 254
TGTTTG TGG-3 TCA GGG TAG C-3
Igf-1 5-GAG ACT GGA GAT 5-CTC CTT TGC AGC 138
GTACTG TGC-3 TTCGTTTTC-3
Dyrk1B 5-TGG TCCTTT CTC 5-TGATGT GCT TGT 158

TGG CTT TC-3

AGG TCT TGATG-3

pb: pares de bases
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Obtencién de clonas NIH3T3 con expresion inducible de GAS1
Para obtener las clonas con la transfeccion estable y la expresion inducible de

GAS1 (humano) (NIH3T3-iGAS1), se utilizaron las construcciones virales
previamente descritas por Jiménez et al. (2014). Dichas construcciones, asi como
las clonas, fueron generadas utilizando el estuche comercial ViraPower HiPerform
Gateway Expression T-Rex System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo el
procedimiento indicado por el fabricante. El estuche comercial ViraPower contiene
el vector lentiviral pLenti 3.3/TR para la expresion constitutiva del represor de
tetraciclina (rT), y el gen de resistencia a geneticina como marcador de seleccion.
También contiene el vector lentiviral pLenti 6.3/TO/V5 para la clonacion del gen de
interés, en este caso GAS1 (humano), bajo el control del promotor hibrido
CMVITO, un hibrido del promotor del citomegalovirus humano y el operador de
tetraciclina; asi como el gen de resistencia a blasticidina como marcador de
seleccion. Previamente, el gen GAS1 humano fue clonado en el vector
PENTR/DTOPO para obtener el vector pENTR/DTOPO-GAS1, el cual
posteriormente fue recombinado con el vector pLenti 6.3/TO/V5 para obtener el
vector lentiviral Lenti 6.3/TO/V5/GAS1. Posteriormente, los vectores lentivirales
pLenti 3.3/TR y pLenti 6.3/TO/N5/GAS1 fueron transfectados de manera
independiente en células 293FT, mas un cocktel de empaqguetamiento viral
(contenido en el kit virapower) para la generacién de los lentivirus Lenti 3.3/TR y
Lenti 6.3/TO/V5/GAS1. Los virus fueron colectados y se utilizaron para la
generacion de las clonas NIH3T3-iGAS1 por co-transduccion de las células
NIH3T3. Las clonas se seleccionaron con los antibiéticos geneticina (Lenti 3.3/TR)
y blasticidina (Lenti 6.3/TO/V5/GAS1), para verificar la integracion de ambos
lentivirus al genoma de las células NIH3T3. Con este sistema de expresion, se
indujo la expresiéon de GAS1 por la adicion de tetraciclina (2 pg/mL) al cultivo
celular de las clonas NIH3T3-iGAS1 (en presencia de SFB 10 %). Esto es debido
a que las clonas NIH3T3-iGAS1 producen constitutivamente la proteina represora
(rT) del operador de tetraciclina (TO), por la integracion del virus Lenti 3.3/TR. La
proteina represora rT se une al promotor hibrido CMV/TO y reprime la
transcripcion del gen GAS1 por parte del virus Lenti 6.3/TO/V5/GAS1. Al adicionar
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la tetraciclina al cultivo celular, las moléculas de tetraciclina se unen a la proteina
represora rT, produciendo un cambio en su conformacion y reduciendo su afinidad
por el operador de tetraciclina. Esto da como resultado la liberacion del promotor
CMV/TO y la expresion del gen GASL. En la Figura 7 se describe graficamente la
generacion de las clonas NIH3T3-IGAS, asi como el sistema de expresion
inducible de GASL1.
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Figura 7. Sistema de expresion inducible de GAS1. A-B) Transfeccion de los
vectores lentivirales pLenti 3.3/TR y pLenti 6.3/TO/V5/GAS1 de manera

independiente en células NIH3T3 adicionadas con un cocktel de empaquetamiento
viral. C) Coleccion de lentivirus Lenti 3.3/TR y Lenti 6.3/TO/V5/GAS1. D) Co-
transduccion de los lentivirus Lenti 3.3/TR y Lenti 6.3/TO/V5/GAS1 para generar
las clonas NIH3T3-iGAS1. E-F) Expresion constitutiva del represor de tetraciclina
(rT) en clonas NIH3T3-iGAS1, que se une al promotor hibrido CMV/TO y reprime
la expresion de GAS1. G) Cambio conformacional del represor de tetraclina por la
adicion de tetraciclina (T) al medio de cultivo; el cambio conformacional del
represor rT disminuye su afinidad por el promotor CMV/TO. H) Liberacion del
promotor CMV/TO y expresion del gen GAS1. RB, gen de resistencia a

blasticidina. RG, gen de resistencia a geneticina.
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Ensayos de proliferacion con las clonas NIH3T3-iGAS1

Para medir el efecto de la sobreexpresion de GAS1 sobre la proliferacion, se
utilizaron las clonas NIH3T3-iGAS1, las cuales fueron cultivadas en cajas petri
(50,000 células/55cm? caja petri) y mantenidas con medio de cultivo completo
(suplementado con SFB 10%) durante 48 h a 37°C. Posteriormente, las clonas
NIH3T3-iGAS1 se sincronizaron reemplazando el medio de cultivo completo por
medio de cultivo disminuido (SFB 1 %) y se mantuvieron en tales condiciones por
24 h a 37 °C. Finalmente, para reactivar la proliferacion celular, el medio de cultivo
disminuido fue reemplazado por medio de cultivo completo con tetraciclina (2
pug/mL) para sobreexpresar GAS1 para la condicién problema y sin tetraciclina
para la condicion testigo. Los cultivos se mantuvieron por 48 h y posteriormente
las células fueron cosechadas para realizar el ensayo de viabilidad celular por el
meétodo de exclusién con azul de tripano. Adicionalmente, se cultivaron las células
silvestres en las condiciones Pro/NIH3T3 y PS/NIH3T3 como condiciones testigo

adicionales para fines comparativos.

Inmunodeteccidén por Western Blot

La inmunodeteccién de proteinas en fase sélida o western blot, se realiz
cargando 50 pg de proteina total de cada muestra en un gel SDS-PAGE al 12 %.
Al terminar la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa de 0.22 um (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) durante 1 h a 20V en una
camara de transferencia semi-seca (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).
Posteriormente, las membranas se bloguearon con 5 % de reactivo de bloqueo
(BIO-RAD, Hercules, CA, USA) en solucién SAF-1X durante 2 h a temperatura
ambiente. Después del bloqueo, cada membrana se incub6 toda la noche (2-8°C)
con su correspondiente anticuerpo primario y, después de cuatro lavados con
SAF-1X, se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente con su correspondiente
anticuerpo secundario (conjugado con peroxidasa ) en una dilucién 1:5000 con
solucion de bloqueo. Las membranas se lavaron cuatro veces con SAF-1X (10 min
cada lavado) después de las incubaciones con los anticuerpos primario y

secundario. Los anticuerpos primarios que se utilizaron se describen en la Tabla 2.
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Las membranas se revelaron con el reactivo ECL Plus (GE Healthcare, St. Louis,
MO, USA) y las imagenes se capturaron en el equipo UVP transilluminator system
(Ultra-Violet Products Ltd, Upland, CA, USA). El analisis de las imagenes se
realizé con el software Image J (NIH, USA) y Mylmage analysis (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA 02451) para cuantificar la densidad de las bandas.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para western blot

Anticuerpo Marca Catalogo o referencia Dilucién

anti-DyrklB  Santa Cruz Biotechnology, CA, Sc-98507 1000
USA

anti-Gasl R&D Systems, MN, USA. AF2644 1000

anti-GAS1 ProScience, CA, USA. (Jiménez et al., 2014) 1000

anti-Annexin | Santa Cruz Biotechnology, CA, Sc-11387 1000
USA

anti-Annexin Il Santa Cruz Biotechnology, CA, Sc-9061 1000
USA

anti-nucleolin  Santa Cruz Biotechnology, CA, Sc-9893 5000
USA

anti-p-actina CINVESTAV (Garcia-Tovar et al., 2001) 5000
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Validacion funcional de los efectos de GAS1

Para llevar a cabo la validacion funcional de la relacion GAS1-Dyrk1B, se utilizaron
las clonas NIH3T3-iGAS1. Las clonas fueron cultivadas (50% de confluencia en
cajas petri de 9 cm? como se describe previamente en los ensayos de
proliferacion. Todos los experimentos se realizaron en presencia de SFB 10%,
tetraciclina (2ug/mL) como inductor de la expresion de GAS1, y en presencia (230
nM) o ausencia del inhibidor de Dyrk1B (INDY; Sigma, Cat. SML1011). Los
cultivos se mantuvieron en estas condiciones por 48 h. Posteriormente, se
cosecharon las células y se realizé el conteo de células viables como se describe

previamente en los ensayos de proliferacion.

35



RESULTADOS

Spots proteicos diferenciales entre Pro/NIH3T3 y PS/NIH3T3

Con el fin de investigar el efecto del arresto celular por privacion de suero en las
células NIH3T3 sobre el perfil de proteinas, se analizaron y compararon los
perfiles proteicos bidimensionales (E-2D) de las células en proliferacion
(Pro/NIH3T3) y en privacion de suero (PS/NIH3T3), condicion testigo y condicién
problema, respectivamente. Los perfiles representativos se muestran en la Figura
8A. Los resultados muestran que existen diversos spots proteicos diferenciales
entre ambas condiciones, principalmente entre 75 y 35 kDa y entre los puntos
isoeléctricos 5.0 y 7.5. Los spots 1 al 6 fueron mas abundantes en PS/NIH3T3,
mientras que el spot 7 fue mas abundante en Pro/NIH3T3 (Figura 8B). La
abundancia relativa de los spots proteicos, que tuvieron al menos una diferencia
relativa 2:1, se muestra en la Figura 8C. Estos spots proteicos seleccionados
fueron cortados del gel para su posterior identificacion por espectrometria de
masas (ESI-MS/MS).
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Figura 8. Perfiles proteémicos por electroforesis bidimensional de células NIH3T3
en proliferacion (Pro/NIH3T3) y en arresto celular por privacion de suero
(PS/INIH3T3). A) Perfiles electroforéticos bidimensionales; B) Iméagenes
aumentadas de los spots diferenciales seleccionados para identificacion por
espectrometria de masas (ESI-MS/MS); C) Analisis densitométrico de los spots
diferenciales. El andlisis estadistico se realiz6 por el método t de student. Las
barras representan la media + la desviacién estandar. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001.
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Identificacidn de proteinas por espectrometria de masas (ESI-LC-MS/MS)

Los resultados de espectrometria de masas arrojaron un total de 18 proteinas
identificadas en ambas condiciones, en proliferaciéon (Pro/NIH3T3) y en privacion
de suero (PS/NIH3T3). Diecisiete proteinas fueron identificadas en seis spots
proteicos (spots 1-6) analizados de la condicién problema PS/NIH3T3 (privacion
de suero). Mientras que una de ellas se identifico en la condicion testigo (spot 7)
Pro/NIH3T3 (proliferacion). Como resultado del analisis ESI-LC-MS/MS se
obtuvieron los espectros de masa/carga (m/z) o espectrogramas m/z de los iones
de fragmentacion MS/MS. En las figuras 9-26 se presentan los espectrogramas de
los iones de fragmentacion (MS/MS) de uno de los iones precursores (MS)
identificados, como imagen representativa; asi como el alineamiento de cada uno

de los péptidos encontrados.
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TNFVLVFAGALLELAEELLRIGLSVSEVISGYEIACKKAHEILPELVCCSAKNL
RDVDEVSSLLRTSIMSKQYGSETFLAKLIAQACFLSFLILAISMLITSEYVRFG
SGIYSSSVLHGMVFKKETEGDVTSVKDAKIAVY SCPFDGMITETKGTVLIKTA
EELMNFSKGEENLMDAQVKAIAGTGANVIVTGGKVADIALHYANKYNIMLVR
LNSKWDLRRLCKTVGATALPKLTPPVQEEMGHCDSVYLSEVGDTQVVVFK
HEKEDGAISTIVLRGSTDNLMDDIERAVDDGVNTFKVLTRDKRLVPGGGATE
IELAKQITSYGETCPGLEQYAIKKFAEAFEAIPRALAENSGVKANEVISKLY SV
HQEGNKNVGLDIEAEVPAVKDMLEASILDTYLGKYWAIKLATNAAVTVLRVD
QIIMAKPAGGPKPPSGKKDWDDDQND

Figura 9. Espectrograma m/z para la identificacion de chaperonina con subunidad
teta TCP-1. A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos
en color rojo) del ion precursor (MS) LFVTNDAATILR. Los valores de masa/carga
(m/z) para cada i6n de fragmentacion son de 233.26, 644.67, 759.43, 873.69,
974.70 y 1073.97 para los picos a(2), y(6), y(7), y(8), y(9) y y(10) respectivamente.
B) Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la

secuencia blanco.
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GATILKLLEVEHPAAKVLCELADLQDKEVGDGTTSVVIIAAELLKNADELVKQKIHPTS
VISGYRLACKEAVRYINENLIINTDELGRDCLINTAKTSMSSKIIGINGDYFANMVVDAV
LAVKYTDARGQPRYPVNSVNILKAHGRSQIESMLINGYALNCVV GSQGMPRRIVNA
KIACLDFSLQKTKMKLGVQVVITDPEKLDQIRQRESDITKERIQKILAT GANVILTTGGI
DDMYLKYFVEAGAMAVRRVLKRDLKHVAKASGASILSTLANLEGEETFEVTMLGQA
EEVVQERICDDELILIKNTKART SASIILRGANDFMCDEMERSLHDALCVVKRVLELK
SVVPGGGAVEAALSIYLENYATNMGSREQLAIAEFARSLLVIPNTLAVNAAQDSTDLV
AKLRAFHNEAQVNPERKNLKWIGLDLVYHGKPRDNKQAGVFEPTIVKV KSLKFATEAA
ITILRIDDLIKLHPESKDDKHGSYENAVHSGALDD

Figura 10. Espectrograma m/z para la identificacion de proteina complejo-T. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6n precursor (MS) SSFGPVGLDK. Los valores de masa/carga (m/z) para cada
ion de fragmentacién son de 416.93, 432.24, 628.47 y 832.68 para los picos y(8)**,
y(4), y(6) y y(8) respectivamente. B) Alineamiento de todos los péptidos

identificados (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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B MGKISSLPTQLFKICLCDFLKIKIHIMSSSHLFYLALCLLTFTSSTTAGPETLCGAELVD
ALQFVCGPRGFYFNKPTGYGSSIRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTK
AARSIRAQRHTDMPKTQKSPSLSTNKKTKLQRRRKGEPKTHPEGEQEEVTEATRKI
RGPREKRLG

Figura 11. Espectrograma m/z para la identificacion de factor de crecimiento tipo
insulina. A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentaciéon (MS/MS) (picos en
color rojo) del i6n precursor (MS) SPSLSTNK. Los valores de masa/carga (m/z)
para cada i6n de fragmentacion son de 345.48, 432.42, 545.50 y 632.42 para los
picos z(3), z(4), z(5) y z(6) respectivamente. B) Alineamiento de todos los péptidos

identificados (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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B MAVPPGHGPFSGFPGPQEHTQVLPDVRLLPRRLPLAFRDAASAPLRKLSVDLIKTYK
HINEVYYAKKKRRAQQAPPQDSSTKKEKKVLNHGYDDDNHDYIVRSGERWLERYEI
DSLIGKGSFGQVVKAYDHQTQELVAIKIIKNKKAFLNQAQIELRLLELMNQHDTEMKY
YIVHLKRHFMFRNHLCLVFELLSYNLYDLLRNTHFRGVSLNLTRKLAQQLCTALLFLAT
PELSIIHCDLKPENILLCNPKRSAIKIVDFGSSCQLGQRIYQYIQSRFYRSPEVLLGTPY
DLAIDMWSLGCILVEMHT GEPLFSGSNEVDQMSRIVEVLGIPPAPMLEQAPKARKYF
ERLPGGGWTLRRTKELRKDLVLRMLEYEPAARISPLGALQHGFFRRTADEATNTGP
AGSSASTSPAPLDTCPSSSTASSISSSGGSSGSSNDNRAYRYSNRYCGGPGPPITD
CEMNSPQVLPSQPLRPWAGGDVPHKTHQAPISASTLPGTGAQLPPLPRCLGRPPS
PTSPPPPELMDVSLYGSPPDCSPPPPAPAPQHPAASALRTRMTGGRPPLPPPDDPA
TLGPRLGLHGVPQSTAASS

Figura 12. Espectrograma m/z para la identificacion de cinasa DyrklB. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del ién precursor (MS) LPGGGWTLR. Los valores de masa/carga (m/z) para cada
ion de fragmentacion son de 135.18, 163.18, 191.22 y 285.24 para los picos
b(3)**, b(4)**, b(5)** y b(6)** respectivamente. B) Alineamiento del péptido
identificado (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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GPKGRTVIIEQSWGSPKVTKDGVTVAKSIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTNEEAGD
GTTTATVLARSIAKEGFEKISKGANPVEIRRGVMLAVDAVIAELKKQSKPVTTPEEIA
QVATISANGDKDIGNIISDAMKKYGRKGVITVKDGKTLNDELEIIEGMKFDRGYISPY
FINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKISSVQSIVPALEIANAHRKPLVIIAEDVDGEALSTL
VLNRLKVGLQVVAVKAPGFGDNRKNQLKDMAIAT GGAVFGEEGLNLNLEDVQAHDL
GKVGEVIVTKDDAMLLKGKGDKAHIEKRIQEITEQLDITTSEYEKEKLNERLAKLSDG
VAVLKVGGTSDVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEEGIVLGGGCALLRCIPALDSLKP
ANEDQKIGIEIIKRALKIPAMTIAKNAGVEGSLIVEKILQSSSEVGYDAMLGDFVNMVE
KGIIDPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEAVVTEIPKKKKK

Figura 13. Espectrograma m/z para la identificacion de proteina de choque térmico
60 kDa (Hspdl). A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentacién (MS/MS)
(picos en color rojo) del ion precursor (MS) ILQSSSEVGYDAMLGDFVNMVEK.
Los valores de masa/carga (m/z) para cada ion de fragmentacion son de 626.29,
691.81 y 784.35 para los picos b(12)**, b(13)** y b(14)** respectivamente. B)
Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la
secuencia blanco. DE: deamidacion; OX: oxidacion.
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NSGGLGRLPLLYSLDLSGNSLHGNLVERLLGETPRLRTLSLAENSLTRLARHTFWG
MPAVEQLDLHSNVLMDIEDGAFEALPHLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLQVLDLSCNS
IEAFQTAPEPQAQFQLAWLDLRENKLLHFPDLAVFPRLIYLNVSNNLIQLPAGLPRGS
EDLHAPSEGWSASPLSNPSRNASTHPLSQLLNLDLSYNEIELVPASFLEHLTSLRFLN
LSRNCLRSFEARQVDSLPCLVLLDLSHNVLEALELGTKVLGSLQTLLLQDNALQELP
PYTFASLASLQRLNLQGNQVSPCGGPAEPGPPGCYDFSGIPTLHVLNMAGNSMGM
LRAGSFLHTPLTELDLSTNPGLDVATGALVGLEASLEVLELQGNGLTVLRVDLPCFLR
LKRLNLAENQLSHLPAWTRAVSLEVLDLRNNSFSLLPGNAMGGLETSLRRLYLQGGN
PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICRFGSQEELSLSLYRPEDCEKGGLKNV
NLI LLLSFTLVSAIVLTTLATICFLRRQKLSQQYKA

Figura 14. Espectrograma m/z para la identificacion de precursor con repetidos de
leucina 32. A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentacién (MS/MS) (picos
en color rojo) del ion precursor (MS) LYLQGNPLSCCGNGWLAAQLHQGR. Los
valores de masa/carga (m/z) para cada i6n de fragmentacion son de 901.46 y
1005.94 para los picos b(8) y z(18)* respectivamente. B) Alineamiento de todos los
péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco. DE:

deamidacion.
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KAASNLRDNYRFAHTNIESLVKEYDDNGEGITIFRPLHLANKFEDKTVAYTEKKMTSA
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KKFLDAGHKLNFAVASRKTFSHELSDFSLESTTGEVPVVAIRTAKGEKFVYMQEEFSR
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Figura 15. Espectrograma m/z para la identificacion de fosfolipasa C alfa/Disulfuro
isomerasa 3. A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentacién (MS/MS) (picos
en color rojo) del i6n precursor (MS) LAPEYEAAATR. Los valores de masa/carga
(m/z) para cada ion de fragmentacion son de 276.16, 489.16, 504.24, 618.32 y
781.38 para los picos y(2), by(5), y(9)*", y(6) y y(7) respectivamente. B)
Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la
secuencia blanco.
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LQEEMLQREEAESTLQSFRQDVDNASLARLDLERKVESLQEEIAFLKKLHDEEIQE
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Figura 16. Espectrograma m/z para la identificacion de vimentina. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6n precursor (MS) LQEEMLQREEAESTLQSFR. Los valores de masa/carga
(m/z) para cada i6n de fragmentacion son de 651.80, 651.34, 966.94, 1010.46 y
1050.48 para los picos b(10)**, y(6), b(16)**, b(17)** y y(17)** respectivamente. B)
Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la
secuencia blanco. DE: deamidacion; OX: oxidacion.
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Figura 17. Espectrograma m/z para la identificacion de factor eucariota de inicio de
la traduccion 3,F (elf3f). A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion
(MS/MS) (picos en color rojo) del i6n precursor (MS) LHPVILASIVDSYER. Los
valores de masal/carga (m/z) para cada ion de fragmentacion son de 251.15,
376.16, 416.25, 441.22, 463.79, 522.33, 554.25, 669.28, 751.32, 768.35, 813.49,
z(6)™, b(8)™, y(7)™, b°(9)™", b(10)™, y(4),
y(5), z(6), y(6), b°(8), b(8) y b°(9) respectivamente. B) Alineamiento de todos los

831.50 y 926.58 para los picos b(2),

péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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GFVRLRGLPFGCTKEEIVQFFSGLEIVPNGITLPVDPEGKITGEAFVQFASQELAEKA
LGKHKERIGHRYIEVFKSSQEEVRSYSDPPLKFMSVQRPGPYDRPGTARRYIGIVKQ
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Figura 18. Espectrograma m/z para la identificacion de ribonucleoproteina nuclear
heterogénea F. A) Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS)
(picos en color rojo) del ion precursor (MS) ATENDIYNFFSPLNPVR. Los valores
de masa/carga (m/z) para cada i6n de fragmentacién son de 155.08, 371.24,
485.28, 695.41, 782.89, 929.52, 1190.63 y 1353.69 para los picos b°(2), y(3), y(4),
y(6), z(13)**, y(8), y(10) y y(11) respectivamente. B) Alineamiento de todos los

péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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B PRAVFPSIVGRSRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIVTNWDD
MEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNP KANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQA
VLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTER
GYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNER
FRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTVLSGGTTMYFPGIAD
RMQKEITALAP STMKIKIIAPPERKY SVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSI
VHRKCF

Figura 19. Espectrograma m/z para la identificacion de p-actina. A) Espectrograma
m/z de los iones de fragmentacién (MS/MS) (picos en color rojo) del ibn precursor
(MS) GILTLR. Los valores de masa/carga (m/z) para cada i6on de fragmentacion
son de 143.11, 260.19, 361.224 y 474.32 para los picos a(2), y(2), y(3) y by(4)
respectivamente. B) Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia

en rojo) contra la secuencia blanco.
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B LVIDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMY GMGQKDSYVGDEAQSK
RGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREK
MTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAIL
RLDLAGRDLTDYLMKILTERGY SFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSS
SLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKD
LYANTVLSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLST
FQQMWI SKQEYDESGPSIVHRKCF

Figura 20. Espectrograma m/z para la identificacion de y-actina. A) Espectrograma
m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo) del ién precursor
(MS) LFVTNDAATILR. Los valores de masal/carga (m/z) para cada i6n de
fragmentacion son de 137.28, 361.44, 392.16, 469.38, 628.56, 7.27.92, 760.26,
791.40, 1254.48, 1341.50 y 1454.39 para los picos z(2)**, y(3), b(3), y(8)*,
y(14)*, be(7), y(7), y(12), y(13) y y(14) respectivamente. B) Alineamiento de todos
los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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B VEFQRAQSLLSTDREASIDILHSIVKRDIQENDEEAVQVKEQSILELGSLLAKTGQAA
ELGGLLKYVRPFLNSISKAKAARLVRSLLDLFLDMEAAT GQEVELCLECIEWAKSEK
RTFLRQALEARLVSLYFDTKRYQEALHLGSQLLRELKKMDDKALLVEVQLLESKTYH
ALSNLPKARAALTSARTTANAIYCPPKLQATLDMQSGIIHAAEEKDWKTAYSYFYEAF
EGYDSIDSPKAITSLKYMLLCKIMLNTPEDVQALVSGKLALRYAGRQTEALKCVAQAS
KNRSLADFEKALTDYRAELRDDPIISTHLAKLYDNLLEQNLIRVIEPFSRVQIEHISSLIK
LSKADVERKLSQMILDKKFHGILDQGEGVLIIFDEPPVDKTYEAALETIQNMSKVVDS
LYSKAKKLT

Figura 21. Espectrograma m/z para la identificacion de proteina Psmdll. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6n precursor (MS) TGQAAELGGLLK. Los valores de masal/carga (m/z) para
cada ion de fragmentacién son de 159.09, 287.16, 358.32, 491.39, 600.36, 729.30,
800.47 y 871.38 para los picos b(2), b(3), b(4), z(10), y(6), y(7), y(8) y y(9)
respectivamente. B) Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia

en rojo) contra la secuencia blanco.
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B MVKLAKAGKTHGEAKKMAPPPKEVEEDSEDEEMSEDEDDSSGEEEVVIPQKKGKK
ATTTPAKKVVVSQTKKAAVPTPAKKAAVTPGKKAVAT PAKKNITPAKVIPTPGKKGAA
QAKALVPTPGKKGAAT PAKGAKNGKNAKKEDSDEDEDEEDEEDSDEDEDDEEEDE
FEPPIVKGVKPAKAAPAAPASEDEEDDEDEDDEEEEDEEEEDDSEEEVMEITTAKGK
KTPAKVVPMKAKSVAEEEDEEEEDEDDEDEDDEEEDDEDDDEEEEEEEPVKAAPG
KRKKEMTKQKEAPEAKKQKVEGSEPTTPFNLFIGNLNPNKSVNELKFAISELFAKND
LAVVDVRTGTNRKFGYVDFESAEDLEKALELTGLKVFGNEIKLEKPKGRDSKKVRAA
RTLLAKNLSFNITEDELKEVFEDAMEIRLVSQDGKSKGIAYIEFKSEADAEKNLEEKQ
GAEIDGRSVSLYYTGEKGQRQERTGKTSTWSGESKTLVLSNLSYSATKETLEEVFE
KATFIKVPQNPHGKPKGYAFIEFASFEDAKEALNSCNKMEIEGRTIRLELQGSNSRSQ
PSKTLFVKGLSEDTTEETLKESFEGSVRARIVTDRETGSSKGFGFVDFNSEEDAKA
AKEAMEDGEIDGNKVTLDWAKPKGEGGFGGRGGGRGGFGGRGGGRGGRGGFG
GRGRGGFGGRGGFRGGRGGGGDFKPQGKKTKFE

Figura 22. Espectrograma m/z para la identificacion de nucleolina. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6n precursor (MS) GFGFVDFNSEEDAK. Los valores de masa/carga (m/z)
para cada i6n de fragmentacién son de 262.23, 333.33, 462.30, 591.44, 651.12,
678.42, 792.50, 939.45, 1054.55, 1153.50 y 1357.56 para los picos b(3), y(3), a(4),
y(4), y(5), y(11)™, y(6), y(7), y(8), ¥(9), y(10) y y(12) respectivamente. B)
Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la

secuencia blanco.
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B MAMVSEFLKQARFLENQEQEYVQAVKSYKGGPGSAVSPYPSFNVSSDVAALHKAI
MVKGVDEATIIDILTKRTNAQRQQIKAAYLQENGKPLDEVLRKALTGHLEEVVLAML
KTPAQFDADELRGAMKGLGTDEDTLIEILTTRSNEQIREINRVYREELKRDLAKDITS
DTSGDFRKALLALAKGDRCQDLSVNQDLADTDARALYEAGERRKGTDVNVFTTIL
TSRSFPHLRRVFQNYGKYSQHDMNKALDLELKGDIEKCLTTIVKCATSTPAFFAEKL
YEAMKGAGTRHKALIRIMVYSRSEIDMNEIKVFYQKKY GISLCQAILDETKGDYEKILV
ALCGGN

Figura 23. Espectrograma m/z para la identificacion de anexina Al. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacién (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6on precursor (MS) GGPGSAVSPYPSFNVSSDVAALHK. Los valores de
masa/carga (m/z) para cada ion de fragmentacion son de 356.38, 409.30, 427.37,
464.91, 513.66, 526.39, 613.68, 737.33, 866.46, 909.96, 959.41, 995.06 para los
picos b(5), b°(6), b(6), y(9)*", y(10)**, b(7), b(8), b°(16)™", y(16)™", y(17)*", y(18)"" y
y(19)** respectivamente. B) Alineamiento de todos los péptidos identificados

(secuencia en rojo) contra la secuencia blanco.
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B MSTVHEILCKLSLEGDHSTPPSAYGSVKPYTNFDAERDALNIETAVKTKGVDEVTIVN
ILTNRSNVQRQDIAFAY QRRTKKELPSALKSALSGHLETVILGLLKTPAQYDASELKA
SMKGLGTDEDSLIEIICSRTNQELQEINRVYKEMYKTDLEKDIISDTSGDFRKLMVALA
KGRRAEDGSVIDYELIDQDARELYDAGVKRKGTDVPKWISIMTERSVCHLQKVFER
YKSYSPYDMLESIKKEVKGDLENAFLNLY QCIQNKPLYFADRLY DSMKGKGT RDKVLI
RIMVSRSEVDMLKIRSEFKRKYGKSLYYYIQQDTKGDYQKALLYLCGGDD

Figura 24. Espectrograma m/z para la identificacibn de anexina A2. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6n precursor (MS) TPAQYDASELK. Los valores de masa/carga (m/z) para
cada i6n de fragmentacion son de 199.21, 260.34, 398.28, 468.18, 561.226 y
662.22 para los picos b(4)**, y(2), b(4), z(8)**, y(10)**, y y(6) respectivamente. B)
Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la

secuencia blanco.
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B MEALIPVINKLQDVFNTVGADIHQLPQIVVVGTQSSGKSSVLESLYGRDLLPRGTGVV
TRRPLILQLVHVSPEDKRKTTGEENGKFQSWRVEAEEWGKFLHTKNKLYTDFDEIR
QEIENETERISGNNKGV SPEPIHLKVFSPNVVNLTLVDLPGMTKVPVGDQLKDIELQI
RELILRFISNPNSIILAVTAANT DMATSEALKISREVDPDGRRTLAVITKLDLMDAGTDA
MDVLMGRVIPVKLGIIGVVNRSQLDINNKKSVTDSIRDEYAFLQKKYPSLANRNGTK
YLARTLNRLLMHHIRDCLPELKTRINVLAARYQSLLNSYGEPVDDKSATLLQLITKFAT
EYCNTIEGTAKYIETSELCGGARICYIFHETFGRTLESV DPLGGLNTIDILTAIRNAT GP
RPALFVPEVSFELLVKRQIKRLEEPSLRCVELVHEEMQRIIQHCSNYSTQELLRFPKL
HDAIVEVVTCLLRKRLPVTNEMVHNLVAIELAYINTKHP DFADACGLMNNNIEEQRRN
RLARELPSAGSRDKLIQDNRRETKNVPSAGGGIGDGGQEPTTGNWRGMLKTSKAE
ELLAEEKSKPIPIMPASPQKGHAVNLLDVPVPVARKLSAREQRDCEVIERLIKSYFLIV
RKNIQDSVPKAVMHFLVNHVKDTLQSELVGQLYKSSLLDDLLTESEDMAQRRKEAAD
MLKAL QGASQIIAEIRETHLW

Figura 25. Espectrograma m/z para la identificacion de dinamina 1. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del i6n precursor (MS) SQLDINNKK. Los valores de masa/carga (m/z) para cada
ion de fragmentacion son de 187.25, 276.38, 390.45, 505.47, 618.52, 733.56,
846.64 para los picos z(3)*, y(2), y(3), y(4), y(5), y(6), y y(7) respectivamente. B)
B) Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia en rojo) contra la
secuencia blanco. DE: deamidacion.
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B MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQ
CPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMAD
CCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKY LYEIARR
HPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCA
SIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDR
ADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDV
CKNYQEAKDAFLGSFLYEY SRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYS
TVFDKLKHLVDEPQNLIKQNCDQFEKLGEY GFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVS
RSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNR
RPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEE
QLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Figura 26. Espectrograma m/z para la identificacion de albumina. A)
Espectrograma m/z de los iones de fragmentacion (MS/MS) (picos en color rojo)
del ién precursor (MS) GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK. Los valores de masa/carga
(m/z) para cada i6on de fragmentacion son de 143.11, 171.15, 355.43, 383.42,
436.57, 496.45, 567.58, 644.37, 714.78, 782.61, 846.65, 890.49, 999.47, 1055.59,
1112.04 y 1161.45 para los picos a(2), b(2), a(4), b(4), y(7)**, b(5), b(6), y(10)**,
b(7), y(12)*, y(13)™, y(14)™, y(15)™™, y(16)™, b(18)*", y(18)" y y(19)™
respectivamente. B) Alineamiento de todos los péptidos identificados (secuencia

en rojo) contra la secuencia blanco.
La informacién adicional para cada una de las 18 proteinas identificadas se

encuentra descrita en la Tabla 3. Cabe sefalar, que en algunos casos se

identificaron mas de una proteina en el mismo spot.
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Tabla 3. Proteinas identificadas por espectrometria de masas (ESI-LC-MS/MS)

Proteina
(spot)
Numero GI
(NCBI)

PM*/pl*

Péptidos
encontrados

Cobertura

de la
proteina

(%)

Secuencia
de los
péptidos
MS/MS
Puntaje en
MS-BLAST

Puntaje en

Mascot

Chaperonina con gi|5295992

subunidad teta TCP-1 (1)

Proteina complejo T 1 gi|228954

(Tep-1) (1)

Factor de crecimiento tipo
insulina 1 (Igf1) (1)
Cinasa Dyrk1B (Dual
Specificity Tyrosine-
Phosphorylation-
Regulated Kinase 1b) (1)
Proteina de choque
térmico 60 kDa (Hspdl)
1)

0i|148689512

0i|6753698

gi|76779273

Precursor con repetidos 0i|164607126

de leucina 32 (1)

Fosfolipasa C
alfa/Disulfuro isomerasa
3(1)

Vimentina (2)

0i[200397

0i|2078001

54/5.1

60/5.8

18/6.1

65/9.1

60/8.0

72/5.6

54/5.6

53/5.0

N

22

2

3

22

[ee)

69

62

AVDDGVNTFK
DVDEVSSLLR
FAEAFEAIPR
LFVTNDAATILR

SSFGPVGLDK
YPVNSVNILK

SPSLSTNK

333 (+)

134 (+)
53 (+)

LPGGGWTLR 64 (+)

2343
*)

GVITVK

IGIEIIKR

SDGVAVLK

VGLQVVAVK

IGIEIIKR

NAGVEGSLIVEK
DIGNIISDAMKK
TVIIEQSWGSPK
GYISPYFINTSK
TLNDELEIEGMK
GVMLAVDAVIAELKK
CEFQDAYVLLSEK
VGEVIVTKDDAMLLK
AAVEEGIVLGGGCALLR
CIPALDSLKPANEDQK
ISSVQSIVPALEIANAHR
TLNDELEIIEEGMKFDR
KISSVQSIVPALEIANAHR
ALMLQGVDLLADAVAVTMGPK
KPLVIIAEDVDGEALSTLVLNR
QSKPVTTPEEIAQVATISANGDK
ILQSSSEVGYDAMLGDFVNMVEK
LVQDVANNTNEEAGDGTTTATVLAR

LLGETPR
LYLQGNPLSCCGNGWLAAQLHQGR

QAGPASVPLR
TADGIVSHLK
LAPEYEAAATR

FANYIDK
DNLAEDIMR
FADLSEAANR
VELQELNDR
EYQDLLNVK
ILLAELEQLK
LGDLYEEEMR
EEAESTLQSFR
NLQEAEEWYK
MALDIEIATYR
QVQSLTCEVDALK
KVESLQEEIAFLK
ILLAELEQLKGQGK
ISLPLPTFSSLNLR
TNEKVELQELNDR
ETNLESLPLVDTHSKR
ETNLESLPLVDTHSK

183(+)

236 (+)

1732 (+)

N
N

61

42

37

496

43

44

347



Factor eucariota de inicio gi|47682703
de la traduccion 3,F
(elf3f) (3)

Ribonucleoproteina gi|19527048
nuclear heterogénea F

©)

Beta-actina (3) gi|49868
Gamma-actina (3) 0i|809561
Proteina Psmd11 (4) gi|33585718
Nucleolina (5) 0i|13529464
Anexina Al (5) 0i|124517663

37/5.2

45/5.3

42/5.2

42/5.3

46/6.0
110/4.6

35/6.6

12

12

17

12

19

44

42

12

94

VEVERDNLAEDIMR
LQDEIQNMKEEMAR
DGQVINETSQHHDDLE
EMEENFALEAANYQDTIGR
LQEEMLQREEAESTLQSFR

YAYYDTER
FLMSLVNQVPK
TMGVMFTPLTVK
LHPVILASIVDSYER

YIEVFK

GLPFGCTK
TEMDWVLK
VHIEIGPDGR
DLSYCLSGMYDHR
ITGEAFVQFASQELAEK
ATENDIYNFFSPLNPVR

RGILTLK

AVFPSIVGR

DLTDYLMK
GYSFTTTAER
EITALAPSTMK
QEYDESGPSIVHR
IWHHTFYNELR
QEYDESGPSIVHR
SYELPDGQVITIGNER
VAPEEHPVLLTEAPLNPK
YPIEHGIVTNWDDMEK
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR

RGILTLK

DLTDYLMK
GYSFTTTAER
EITALAPSTMK
AVFPSIVGRPR
QEYDESGPSIVHR
IWHHTFYNELR
QEYDESGPSIVHR
SYELPDGQVITIGNER
VAPEEHPVLLTEAPLNPK
YPIEHGIVTNWDDMEK
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR

TGQAAELGGLLK

GIAYIEFK
VTLDWAKPK
ETLEEVFEK
SVSLYYTGEK
EVFEDAMEIR
GLSEDTTEETLK
TLVLSNLSYSATK
GFGFVDFNSEEDAK

ALLALAK
ALDLELK

SEIDMNEIK

DITSDTSGDFR

TPAQFDADELR

CATSTPAFFAEK

DITSDTSGDFRK

GVDEATIIDILTK
GTDVNVFTTILTSR
ALTGHLEEVVLAMLK
FLENQEQEYVQAVK
GLGTDEDTLIEILTTR
AAYLQENGKPLDEVLR
CQDLSVNQDLADTDAR
AAYLQENGKPLDEVLRK
YGISLCQAILDETKGDYEK
GGPGSAVSPYPSFNVSSDVAALHK

364 (+)

603 (+)

1109 (+)

1103 (+)

75 (+)
704 (+)

1460 (+)

58

61

109

279

278

41
157

257



Anexina A2 (5)

Dinamina 1 (6)

Albumina (7)

0i|6996913

0i|22036081

0i[30794280

37/7.5

60/6.3

69/5.5

4

2

33

12

73

ELYDAGVK 226 (+)
QDIAFAYQR

TPAQYDASELK

TNQELQEINR

LGIIGVVNR 128 (+)
SQLDINNKK

GACLLPK 2903 (+)
LVTDLTK

AEFVEVTK

YLYEIAR

LVVSTQTALA
KQTALVELLK
LVNELTEFAK
FKDLGEEHFK
HPEYAVSVLLR
HLVDEPQNLIK
TVMENFVAFVDK
SLHTLFGDELCK
RHPEYAVSVLLR
YICDNQDTISSK
ETYGDMADCCEK
LGEYGFQNALIVR
EYEATLEECCAK
DDPHACYSTVFDK
DAFLGSFLYEYSR
LKPDPNTLCDEFK
KVPQVSTPTLVEVSR
MPCTEDYLSLILNR
YNGVFQECCQAEDK
ECCHGDLLECADDR
MPCTEDYLSLILNR
RPCFSALTPDETYVPK
HPYFYAPELLYYANK
LFTFHADICTLPDTEK
CCAADDKEACFAVEGPK
LKPDPNTLCDEFKADEK
RHPYFYAPELLYYANK
ECCHGDLLECADDRADLAK
DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK

45

84

1975

*, Valores tedricos; MW, Peso molecular (kDa); pl, Punto Isoeléctrico; (+), Identificacién validada en MS-BLAST.
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Regulacion a la alta de Anxal, Anxa2, eEf3f y Dyrk1B por privacién de suero
en células NIH3T3 (PS/NIH3T3)

Los cambios en la expresion de Anxal, Anxa2, Dyrk1B, Ncl, Igfl y elf3f se
validaron por RT-gPCR. Los resultados confirmaron la regulacion a la alta de
dichas proteinas. En privacion de suero (PS/NIH3T3), los analisis mostraron un
incremento relativo de 5.8, 3.1, 30 y 7.2 en la expresion de Anxal, Anxa2, Dyrk1B
y elf3f, respectivamente; mientras que Igfl y Ncl no presentaron cambios
significativos (Figura 27A). Adicionalmente, se verificoO por western blot que Gasl,
Anxal, Anxa2 y DyrklB también se regularon a la alta a nivel de proteina en
PS/NIH3T3 (Figura 27B-E).

Cabe sefalar que a pesar de que Ncl no presentd cambios en su expresion
(niveles de ARN mensajero), se realiz6 un experimento adicional por western blot
para verificar sus niveles de proteina, ya que esta reportado que Ncl es una
proteina que se regula a la baja por actividad auto-proteolitica en células en
arresto (S H Fang y Yeh, 1993). Los resultados confirmaron la regulacion a la baja
de Ncl en PS/NIH3T3, ya que la banda de 110 kDa que corresponde a la proteina
intacta observada en las células en proliferacion (Pro/NIH3T3), no se detect6 en
las células privadas de suero PS/NIH3T3 (Figura 27F). La Figura 27G muestra los

niveles de B-actina como proteina normalizadora.
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Figura 27. Cuantificacion de los niveles de ARNm y proteina of Anxal, Anxa2,
Dyrk1B, elf3f, Igf1 y Ncl en Pro/NIH3T3 y PS/NIH3T3. A) Cuantificacion por RT-
gPCR de los niveles de ARNm en PS/NIH3T3 con respecto a Pro/NIH3T3
utilizando el método 224€T, B-G) Niveles de proteina en PS/NIH3T3 y Pro/NIH3T3
analizados por western blot y cuantificados por densitometria; la B-actina fue
utilizada como proteina normalizadora. El andlisis estadistico se realizd por la
prueba t de student. Las barras representan la media + la desviacion estandar
(DE). *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.
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Inhibicion de la proliferacion en las clonas NIH3T3-iGAS1 por la

sobreexpresion de GAS1

Para determinar el efecto exclusivo de la sobreexpresion de GAS1 sobre la
proliferacion y viabilidad celular, descartando el efecto de la privacion de suero, se
realizaron ensayos con los cultivos de las clonas NIH3T3-iGAS1 en presencia de
10% de suero fetal bovino (SFB 10%). Estos cultivos ademas, se realizaron en
ausencia (-TET) o presencia (+TET) de tetraciclina (2 ug/mL) como inductor de la
expresion de GASL. Los resultados mostraron una reduccion de la proliferacion de
25% producida exclusivamente por la sobreexpresion de GAS1 (Figura 28A); sin
embargo el porcentaje de viabilidad celular no se vi6 afectado significativamente
(Figura 28B). Estos resultados se compararon con los resultados obtenidos por la
privacion de suero (PS/NIH3T3 vs Pro/NIH3T3), en donde se observo que la
ausencia de suero no solamente reduce la proliferacion en un 51% (Figure 28C);
sino que también aumenta tres veces el porcentaje de células no-viables respecto
a las células proliferantes (Figura 28D). Estos resultados dejan en claro que la
privacion de suero tiene un impacto mayor en la proliferacion y la viabilidad celular

gue la sola sobreexpresion de GASL.
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Figura 28. Ensayos de proliferacion en NIH3T3-iGAS1 y NIH3T3. Método de
exclusion con azul de tripano para determinar células viables y no-viables en
clonas NIH3T3-iGAS1 y NIH3T3 silvestres: A-B) Clonas NIH3T3-iGAS1
sobreexpresando GAS1 por induccibn con tetraciclina (+TET), y sin
sobreexpresion de GAS1 (sin tetraciclina, -TET). Ambos cultivos fueron
mantenidos en SFB 10%. C-D) Células silvestres NIH3T3 en condiciones de
proliferacion (Pro/NIH3T3) y privacion de suero (PS/NIH3T3). ElI analisis
estadistico se realizd por el método t de student. Las barras representan la media
* la desviacion estandar (DE). ***, p<0.001.
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Regulacion a la alta de Anxal, Anxa2 y Dyrk1B inducida por GAS1

Tomando en cuenta que existen antecedentes en la literatura que relacionan a las
proteinas Anxal, Anxa2, Dyrk 1B y Ncl con el proceso del ciclo celular, estas
proteinas se seleccionaron para validar si su regulacién a la alta en las células
privadas de suero (PS/NIH3T3) estaba relacionada con la expresion de Gasl en
tales condiciones. Para este fin, se realizaron ensayos con cultivos de las clonas
NIH3T3-iGAS1 en presencia de suero (SFB 10%) y en ausencia (-TET) o
presencia (+TET) de tetraciclina (2ug/mL) como inductor de la sobreexpresion
GAS1. Se evaluaron los niveles de proteina (western blot) y ARN mensajero
(ARNm) (RT-gPCR) de Anxal, Anxa2, DyrklB y Ncl producidos por la
sobreexpresion de GAS1 con respecto a la condicion testigo (sin sobreexpresion
de GAS1). Los resultados mostraron que la sobreexpresion de GAS1 incrementd
53.4, 1.9, 8.6, y 4.6 veces los niveles de proteina de GAS1, Anxal, Anxa2, y
Dyrk1B, respectivamente; mientras que Ncl no mostr6 cambios significativos
(Figura 29A-B). En tanto que, los niveles de ARNm de GAS1, Anxal, Anxaz2, y
Dyrk1B tuvieron incrementos significativos de 14.4, 3.1, 16.8, y 7.7 veces,
respectivamente, debido a la sobreexpresion de GAS1; los niveles de ARNm de

Ncl no presentaron cambios significativos (Figura 29C).
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Figura 29. Regulacién a la alta de Dyrk1B, Anxal y Anxa2 inducida por la
sobreexpresion de GASL1 en las clonas NIH3T3-iGAS1. A) Andlisis de los niveles
de proteinas por Western Blot en las clonas NIH3T3-iGAS1 con sobreexpresion
inducida de GASL1 por tetraciclina (+TET), y condicién testigo sin sobreexpresion
inducida de GAS1 (-TET). B) Andlisis por densitometria de los niveles de proteina
con base en el cociente de las densidades de +TET/-TET. C) Cuantificacién por
RT-gPCR de los niveles de ARNm en clonas NIH3T3-iGAS1 con sobreexpresion
inducida de GAS1 por tetraciclina (+TET) con respecto a la condicidn testigo sin
sobreexpresion inducida de GAS1 (-TET), utilizando el método 2-24€T, El andlisis
estadistico se realizé por la prueba t de student. Las barras representan la media +
la desviacion estandar (DE). *, p<0.05; *** p<0.001.
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Validacién funcional de la relacion GAS1-Dyrk1B

Se realizaron experimentos de validacion funcional con cultivos de las clonas
NIH3T3-iGAS1 en presencia de suero (SFB 10%), ausencia (testigo) o presencia
de tetraciclina (2ug/mL) como inductor de la sobreexpresion GAS1; y ademas, en
ausencia o presencia de un inhibidor de Dyrk1B (230 nM) (INDY). Los resultados
mostraron que en condiciones de sobreexpresion de GAS1 y en presencia del
inhibidor de Dyrk1B (TET+, INDY+), hubo una tendencia a la alta en el nUmero de
células totales respecto a la condicion testigo (TET+, INDY-), sin embargo el
aumento no fue estadisticamente significativo (Figura 30A). No obstante, el
porcentaje de viabilidad mostré6 un aumento significativo en el nimero de células
no-viables en presencia del inhibidor (TET+, INDY+) (Figura 30B). Estos
resultados sugieren fuertemente una estrecha relacion funcional entre Gasl y

Dyrk1B, asi como una posible cooperacion entre ambas proteinsas.
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Figura 30. Validacién de la relacion funcional entre GAS1 y Dyrk1B. Efecto de
Gasl mediado por DyrklB sobre la proliferacion y supervivencia celular en
presencia de un inhibidor de DyrklB. A) Clonas NIH3T3-iGAS1 con
sobreexpresiéon inducida de GASL1 por tetraciclina (+TET), y en presencia (+) o
ausencia (-) del inhibidor INDY a 230nM (inhibidor de Dyrk1B). El analisis
estadistico se realizé por el método t de student. Las barras representan la media

+ la desviacion estandar (DE). *, p<0.05.
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DISCUSION

Esta ampliamente demostrado que el ARNm de Gasl se regula a la alta en células
NIH3T3 al ser privadas de suero (Schneider et al., 1988); y, que se expresa
preferencialmente en células que se encuentran en arresto. En el presente trabajo,
se reporta que Anxal, Anxa2, y DyrklB se regulan a la alta tanto a nivel
transcripcional como a nivel traduccional cuando las células NIH3T3 son privadas
de suero para inducir la expresion de Gasl. Mientras que Ncl, por el contrario, fue
regulada a la baja, pero solamente a nivel traduccional, ya que sus niveles de ARN
mensajero se mantuvieron sin cambios. Posteriormente, se demostr6 que la
regulaciéon a la alta de Anxal, Anxa2, y Dyrk1B, a nivel transcripcional y
traduccional, podia ser inducido por la sola sobreexpresion de GAS1 en un
sistema de expresion ectopica regulado por tetraciclina, eliminando los efectos
globales de la privacion de suero. En el caso de Ncl, se demostré6 que la
regulacion a la baja a nivel traduccional, observado por la privacion de suero, no
tiene relacion con la sobreexpresion de Gasl. Con estos argumentos, se
demuestra que Anxal, Anxa2, y DyrklB son regulados a la alta a nivel
transcripcional y traduccional inducidos por GAS1. Finalmente, se demostré que
existe una relacion funcional entre GAS1 y DyrklB, lo que sugiere fuertemente
que GASL1 a través de Dyrk1B conduce a la célula no solamente al arresto celular,
sino que también contribuye al mantenimiento de la viabilidad celular. Las

anteriores conjeturas, seran discutidas de manera detallada mas adelante.

Spots diferenciales en células PS/NIH3T3
Los perfiles proteicos bidimensionales (E-2D) mostraron una adecuada resolucion

en el gradiente de pH 3-10, ya que fue posible detectar siete spots diferenciales en
tales condiciones sin necesidad de ampliar el rango de pH. Es importante sefialar
qgue a pesar de que en el perfil E-2D podemos detectar los spots diferenciales, es
necesario realizar una validacion de la expresién diferencial después de la
identificacion de las proteinas por espectrometria de masas, tal y como se realizo
en el presente trabajo para las proteinas de interés, una validacion por Western
Blot y RT-gPCR.
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Identificacidn por espectrometria de masas
La identificacién por espectrometria de masas es una técnica analitica de alta

resolucion y sensibilidad; sin embargo, en el presente trabajo se utilizé para un
analisis cualitativo (identificacibn) mas que cuantitativo, por lo que posterior a la
identificacion de proteinas y la seleccidén de proteinas de interés, el siguiente paso
fue la validaciéon de la expresion diferencial. Cabe sefialar, que de un mismo spot
se identificaron varias proteinas, como es el caso de los spots 1, 3 y 5, esto se
debe a que a pesar de que los spots tienen una adecuada resolucion, es posible
gue al momento de la manipulacién para extraer las proteinas del spot, estas se
contaminen con proteinas de spots adyacentes. Esto reafirma aun mas la

importancia de la validacion de la expresion diferencial posterior a la identificacion.

Validacion de la expresion diferencial

La validacion de la expresion diferencial confirmé que Anxal, Anxa2, Dyrk1B y Ncl
tienen un perfil diferencial durante el arresto celular por privacion de suero
(PS/NIH3T3). En el caso de Ncl, se corroboré la regulacion a la baja de los niveles
de proteina, como se habia reportado previamente por otros autores (Shih Hua
Fang y Yeh, 1993). Para Anxal y Anxa2, este es el primer trabajo que reporta su
regulacion a la alta (ARNm vy proteina) en células en arresto por privaciéon de
suero. En el caso de DyrklB, existen reportes previos de que sus niveles

aumentan en células NIH3T3 en arresto (Deng et al., 2004).

Sin embargo, hasta este punto, no se contaba con la evidencia experimental
suficiente para establecer un vinculo entre Anxal, Anxa2, Dyrk1B y Ncl y la
expresion de Gasl. No obstante, este fue el primer paso para una posterior
validacion que nos permitiera relacionar a dichas proteinas. Esto fue posible
gracias a la utilizacion de las clonas NIH3T3-iGAS1, que son células modificadas
genéticamente por la integracion a su genoma de lentivirus clonados para
expresar de manera regulable la proteina heterdloga de humano GASL1 en células
NIH3T3. Con esto se eliminé el efecto de la falta de nutrientes y factores de

crecimiento que intervienen en el arresto celular por privacién de suero.
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Arresto celular inducido por GAS1

Las clonas NIH3T3-iGAS1, fueron inducidas con tetraciclina para expresar la
proteina GAS1 (como se describe en la figura 7). Bajo estas condiciones, se
determind la capacidad de GASL1 para inducir arresto en este modelo celular, y se
comparé con el arresto celular producido por privacion de suero. Con estos
experimentos, se valido la capacidad de GAS1 para inducir arresto celular. Los
resultados mostraron que a pesar de que el arresto celular es mayor cuando las
células son privadas de suero (PS/NIH3T3), la sola expresion de GAS1 es capaz
de inducir arresto celular; y ademas, de mantener la viabilidad de la células
arrestadas, algo que no sucede con la privacion de suero. Cabe sefialar que para
diferenciar el efecto de la privacion de suero del efecto de la expresion de GAS1,
esta Ultima se realiz6 en presencia de SFB 10 %. El hecho de que GAS1 sea
capaz de arrestar y mantener la viabilidad celular, tiene particular importancia
debido a que es una de las caracteristicas del arresto celular reversible, en el cual
se expresan no solamente genes involucrados en la regulacion del crecimiento y
division celular, sino también genes supresores de la apoptosis, supresores de la
diferenciacion celular y aquellos genes involucrados en la comunicacion

intercelular (Coller et al., 2006).

Por otro lado, por medio de las clonas NIH3T3-iGAS1, se comprobdé que la
expresion de Anxal, Anxa2 y Dyrk1B es inducida por la expresion de GAS1, y no
unicamente por la privacion de suero. No fue el caso de Ncl, cuya regulacién a la
baja solo se observo en las células NIH3T3 arrestadas por privaciéon de suero. En
conjunto, estos resultados sugieren que existe una cooperacion entre GAS1 y
Anxal, Anxa2 y Dyrk1B durante el arresto celular; por lo que fue necesario realizar

una validacién funcional para corroborar esta hipétesis.

Dados los antecedentes en la literatura que describen a DyrklB como una
proteina involucrada en el arresto celular y el mantenimiento de la viabilidad
celular, dos eventos claramente observados en el arresto celular inducido por
GASL1, el presente trabajo se enfocé en la validacion de la relacion funcional entre

GAS1 y DyrklB durante el arresto celular. Estos experimentos de validacion
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funcional se realizaron con las clonas NIH3T3-iGAS1 utilizando un inhibidor de
Dyrk1B (INDY).

Validacion funcional GAS1-Dyrk1B

La presencia del inhibidor de Dyrk1B (INDY) durante el arresto celular inducido por
GASL1, puso en evidencia la cooperacion que existe entre GAS1 y Dyrk1lB. Al
inhibir a Dyrk1B, se observo una ligera tendencia a incrementar el nimero total de
células, lo que sugiere que GASL1 inhibe la proliferacion a través de Dyrk1B. Es
probable que para observar un efecto estadisticamente significativo, sea necesario
incrementar la concentracion de INDY. Por otro lado, en presencia de INDY, el
namero de células no-viables aumenté significativamente, lo que demuestra que
Dyrk1B también esta involucrado en el mantenimiento de la viabilidad celular.
Ambos roles, el arresto celular y la proteccién celular, se han descrito previamente
para Dyrk1B (Mercer y Friedman, 2006).

GASly Anxal

Anxal es una proteina pleiotopica que participa en diversos procesos celulares,
tales como apoptésis (Shao et al., 2012; Vago et al.,, 2012; Li et al., 2011) y
proliferacion celular (Alldridge y Bryant, 2003; Petrella et al., 2008; Zhang et al.,
2010). Se ha demostrado que la sobreexpresion de Anxal reduce la proliferacién
celular en diferentes lineas celulares, tales como A7r5 (células de musculo liso de
rata), RAW 264.7 (macréfagos de raton) y HEK293 (células embrionarias de rifidén
humano). El efecto de Anxal sobre la proliferacién celular estd estrechamente
relacionado a su capacidad para regular a la baja a la ciclina D1, a través de la
modulacién de la activacion de ERK (Alldridge y Bryant, 2003). De igual forma, se
ha descrito que Anxal ejerce un efecto anti-proliferativo en diversas lineas
celulares de leucemia por medio de la induccion de la expresion de p21, un
regulador negativo de la progresion del ciclo celular, que a su vez activa de
manera constitutiva a ERK (Petrella et al., 2008). Por otro lado, también se ha
reportado que Anxal tiene actividad anti-apoptética cuando se sobreexpresa en

células ganglionares de retina de rata (RGC-5) privadas de suero; en donde se
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observd que al sobreexpresar Anxal, los niveles de ARNm de las proteinas pro-
apoptoéticas Bax y caspasa-3 se regularon a la baja, mientras que Bcl2 (anti-
apoptotica) se reguld a la alta. Los cambios producidos por Anxal en las proteinas
citadas anteriormente, sugieren la activacion de un mecanismo pro-supervivencia
mediado por Anxal (Shao et al., 2012). Estos resultados reportados por otros
autores, son consistentes con los hallazgos descritos en el presente trabajo, en el
cual se demuestra que Anxal se regula a la alta, a nivel transcripcional y
traduccional, tanto en células NIH3T3 privadas de suero como en las clonas
NIH3T3-iGAS1 sobreexpresoras de GAS1. Estos resultados sugieren que Anxal
podria estar relacionada a la capacidad de GAS1 para inducir arresto celular, ya
que se observé una reduccion en la proliferacion celular en las células arrestadas
por la sola sobreexpresibn de GAS1l. Respecto a los mecanismos pro-
supervivencia activados por Anxal, no es posible establecer conjeturas claras
aun; ya que, aunque el numero de células no-viables encontrado en las clonas
NIH3T3-iGAS1 sobreexpresoras de GAS1 se redujo significativamente, cuando el
andlisis se hizo con base en el porcentaje de células no-viables respecto al

namero de células totales, no se encontro diferencia significativa.

GAS1y Anxa2

Anxa2 es otro de las proteinas que también se encontrd regulada a la alta en
células NIH3T3 privadas de suero y en las clonas NIH3T3-iGAS1 sobreexpresoras
de GAS1. Anxa2 es una proteina multifuncional involucrada en diversos procesos
celulares, como son la replicacién del ADN vy proliferacion celular (Vishwanatha y
Kumble, 1993; Chiang et al., 1993), la adhesiéon celular (Rescher et al., 2008),
metastasis (Lokman et al., 2013), invasion celular y migracion (Zhai et al., 2011;
Liu et al., 2003), apoptésis (Huang et al., 2008; Wang et al., 2009), entre otros. En
reportes previos, se ha descrito que Anxa2 se regula a la alta durante el ciclo
celular, con un pico maximo en la fase de sintesis (S) (Chiang et al., 1993; Wang
et al., 2009); ademas, su expresion es necesaria en la fase temprana de la
citocinesis (Benaud et al., 2015). Recientemente, se reportd que un incremento en

la expresion de Anxa2 promueve la viabilidad celular en células de cancer cervical
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(CaSki) y en células troncales progenitoras neurales de raton (Lei Cui et al., 2017).
A pesar de que no existen otros reportes que describan la regulacion a la alta de
Anxa2 en células en arresto o por la sobreexpresion de GAS1, en el presente
trabajo se sugiere que Anxa2 podria estar involucrada en la reduccién de la
proliferacion producida por la sobreexpresion de GAS1, como en el caso de

Anxal. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para clarificar este punto.

GAS1y Ncl

Ncl es una proteina de 110 kDa, y es la fosfoproteina mas abundante del nucleolo;
aunque también se encuentra en el ndcleo y citoplasma. Es una fosfoproteina
multifuncional involucrada en la maduracion del ARN ribosomal (ARNr) y la
biogénesis de los ribosomas (Tajrishi et al., 2011; Ginisty et al., 1998), asi como
en los procesos de organizacion de la cromatina y la proliferacion celular. La
expresion de Ncl correlaciona con una alta tasa de proliferacion celular, mientras
gue sus niveles proteicos son bajos en células no-proliferantes y células en arresto
por privacion de suero, debido a la activaciéon de su actividad auto-proteolitica
(Tuteja y Tuteja, 1998; Ginisty et al., 1998; Fang y Yeh, 1993; Chen et al., 1991;
Xu et al., 2012). En el presente trabajo, se observd, en células NIH3T3 privadas de
suero (PS/NIH3T3), Ncl no sufre cambios en su regulacién transcripcional, pero si
se regula a la baja a nivel traduccional como se describe en reportes previos.
Debido a los cambios encontrados en Ncl a nivel de proteina, se realizaron
estudios posteriores para evaluar si la regulacién de Ncl tenia alguna relacién con
la expresion de Gasl. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles ni de
ARNmM ni de proteina cuando las clonas NIH3T3-iGAS1 fueron arrestadas por la
sola sobreexpresion de GAS1. Por lo tanto, la regulacién a la baja de Ncl
observada en las células privadas de suero, no parece tener relacion con la

expresion de GASL.

GAS1y DyrkiB

En el presente trabajo, la proteina Dyrk1B (dual-specificity tyrosine-regulated
kinase) o Mirk (minibrain-related kinase) se encontro regulada a la alta, a nivel

transcripcional y traduccional, tanto en las células NIH3T3 privadas de suero como
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en las células arrestadas por la sola sobreexpresion de Gasl. DyrklB es una
tirosina cinasa que juega diferentes roles en diversos procesos celulares, tales
como diferenciacion (Deng et al., 2003; Deng et al., 2005), migracién celular (Zou
et al., 2003), proliferacion (Masuda et al., 2012), supervivencia celular (Gao et al.,
2012; Gao et al., 2009), progresion del crecimiento tumoral (Friedman, 2011; Yang
et al., 2010) y arresto del ciclo celular (Gao et al., 2013; Mercer and Friedman,
2006).

Ademas, un estudio reciente mostré que Dyrk1B inhibe el crecimiento de gliomas,
sugiriendo su rol como supresor tumoral (Lee et al., 2016). También se han
reportado altos niveles de DyrklB en células NIH3T3 en arresto (Deng et al.,
2004), lo cual es consistente con los resultados reportados en el presente trabajo.
En el 2009, otro estudié demostr6 que Dyrk1B mantiene la viabilidad de células
pancreéticas cancerosas, a traves de la reduccion de los niveles de especies de
oxigeno reactivo (Deng et al.,, 2009). Recientemente, también se reportd una
reduccion en la expresion de Dyrk1lB durante la muerte de células neurales
inducida por hierro, indicando un aumento en la vulnerabilidad al estrés oxidativo
por la disminucibn de DyrklB (Bautista et al., 2016). Adicionalmente, esta
demostrado que Dyrk1B fosforila y desestabiliza a la ciclina D1 y D3, lo que es
esencial para la ubiquitinacién y degradacién de ambas en el proteosoma, y para
mantener a las células arrestadas (Zou et al., 2004). Ademas, DyrklB también
fosforila a p27 y p21, dos inhibidores de cinasa dependientes de ciclina, un
proceso que es critico en la regulacién negativa del ciclo celular. En este proceso,
Dyrk1B fosforila a p27 y la estabiliza, aumentando sus niveles en el nucleo; esto a
su vez lleva a la célula a arrestarse en la fase Go/G1. Por otro lado, cuando p21 es
forforilada por DyrklB, p2l1 se transloca del nucleo al citoplasma, en donde
funciona como mediador de supervivencia cellular al bloquear moléculas pro-

apoptéticas (Mercer et al., 2005).

En el presente trabajo, se demuestra que la sobreexpresion de GAS1 induce la
regulacion a la alta de DyrklB, tanto a nivel transcripcional como traduccional.

Ademas, con experimentos de validacién funcional, se demostré6 que Dyrk1B
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contribuye al arresto celular y al mantenimiento de la viabilidad celular inducidos
por GAS1. Esta conclusién se basa en el hecho de que el porcentaje de células
no-viables se incrementa cuando el inhibidor de Dyrk1B esti4 presente en los
cultivos de las clonas sobreexpresoras de GAS1, lo que pone en evidencia el
papel protector o pro-supervivencia de Dyrk1B inducido por GAS1. Ademas, en las
clonas sobreexpresoras de GAS1, la proliferacion celular mostré una tendencia a
incrementar en presencia del inhibidor de Dyrkl1B. Asi, este trabajo presenta
evidencia solida de que GAS1 a través de Dyrk1B conduce a las células NIH3T3
no solamente al arresto celular, sino también al mantenimiento de la viabilidad

celular.
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CONCLUSION

En conclusion, GAS1 es una proteina capaz de inducir arresto celular cuando se
expresa de manera ectopica en células NIH3T3. Cuando GAS1 induce arresto
celular, induce también la expresion de Anxal, Anxa2 y Dyrk1B, lo que sugiere la
participacion de dichas proteinas durante el proceso de arresto. Finalmente, se
valido la relacion funcional entre GAS1 y Dyrkl1B, demostrando que GASL1 induce
el arresto celular mediado por DyrklB, la cual simultaneamente protege a la

célula, manteniendo su viabilidad.
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PERSPECTIVAS
Las perspectivas del presente trabajo contemplan la validacion de la relacion

funcional entre Anxal, Anxa2 y Gasl, e integrar la informacion con las evidencias
generadas para Dyrk1B. Esto, en conjunto, contribuird a enriquecer la informacién
sobre los mecanismos moleculares inducidos por Gasl para ejercer su rol de

proteina promotora de arresto celular y proteccion celular durante el arresto.

Parte de los resultados aqui presentados se encuentran publicados en el trabajo
“Annexin A1, Annexin A2, and Dyrk 1B are upregulated during GAS1-induced
cell cycle arrest” en la revista Journal of Cellular Physiology. Volume 233, Issue 5
May 2018 Paginas 4166—4182. DOI: 10.1002/jcp.26226.
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