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Resumen

En cancer metastasico las células cancerosas migran para invadir nuevos
tejidos. Una migracion exacerbada puede deberse a la sobreexpresion de
controladores del citoesqueleto de actina. P-Rex1 es un factor intercambiador
de nucledtidos de guanina que activa a la GTPasa Rac en respuesta a senales
que estimulan a las células a moverse. Vias quimiotacticas de GPCRs-G; aportan
subunidades Gy que pueden activar a P-Rex1. Este GEF podria tener una doble
contribucién para promover mayor migracién. En este proyecto investigamos la
posibilidad de que P-Rex1 sea una plataforma y efector de la via GBy-PI3Ky-
mTORC2-Akt haciendo la senalizacion mas eficiente y promoviendo su propia
activacion. Buscamos a los interactores en la fraccién activa de P-Rex1 y
mediante knockdown evaluamos al GEF como soporte de complejos
macromoleculares. Determinamos su ubicacién como efector con el uso de
inhibidores de cinasas y buscamos acompanantes de sefalizacion en diversos
tipos de cancer. Demostramos que, en efecto, P-Rex1 es una plataforma de
sefalizacidn que puede asociar a Gy y PI3KB/y, activadores sinérgicos del GEF,
y a las cinasas mTORC2 (Rictor) y Akt1. P-Rex1 es efector de la via de
sefalizacidon que eventualmente lo activa y se requiere la actividad de mTORC2
para que Akt1 fosforile el casete catalitico DH-PH. A través de la mineria de
datos, resultaron relevantes P-Rex1 y la via PIBK-mTORC2-Akt1 en lineas
celulares de cancer de mama como acompanantes co-esenciales. La firma
transcripcional constituida por PREX1 y 24 acompahantes de senalizacidn
correlacionod con células epiteliales ER* y con la sefalizacién de mTOR. La alta
expresion de PREX1 correlaciond con baja sobrevivencia de pacientes con
glioma de bajo grado, donde el eje de senalizacion se conformé por 30 genes
correlacionados diferencialmente con PREX1. La firma transcripcional demostré
poder predictivo para la sobrevivencia de pacientes con glioma y en cancer de
pulmon, vejiga y rifidn al someterla a un analisis pan-cancer de los estudios del
TCGA. La expresion de P-Rex1 es un potencial marcador para vigilar en células

cancerosas para interferir con su rol de plataforma y efector.
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Abstract

In metastatic cancer, cancer cells migrate to invade new tissues. An
exacerbated migration can be due to overexpression of actin cytoskeleton
controllers. P-Rex1 is a guanine nucleotide exchanger that activates Rac, a
GTPase that leads cytoskeletal reorganization in the leading edge of migrating
cells. Chemotactic GPCRs transduce via G;, releasing GBy subunits that activate
P-Rex1. This RacGEF could have a dual role promoting cell migration. We
hypothesized that P-Rex1 could be a platform and effector of the GBy-PI3Ky-
mTORC2-Akt pathway, making more effective its signaling output and promoting
its own activation. We looked for these interactors in the P-Rex1 active fraction
and knocked the GEF down to assess whether it serves as a signaling hub. We
use inhibitors to address the role of P-Rex1 as an effector of the mTORC2-Akt
pathway and did data mining searching for signaling companions in different
types of cancer. We found that P-Rex1 is indeed a signaling platform that can
associate GPy and PI3Kp/y (synergic activators of P-Rex1) and the mTORC2
(Rictor) and Akt1 kinases. P-Rex1 is an effector of the signaling pathway that
activates the RacGEF and requires mTORC2 activity for Akt1 to phosphorylate
the DH-PH catalytic module. Through data mining, P-Rex1 and the PI3K-
mTORC2-Akt1 pathway were found relevant in breast cancer cell lines as co-
essential companions. The transcriptional signature consisted in PREX1 and 24
signaling companions that correlated with ER* epithelial cells and mTOR
signaling. PREX1 high expression correlated with low survival of lower grade
glioma patients. Coexpression analysis indicated a potential signaling axis,
formed as a transcriptional signature composed by 30 genes and it exhibited
predictive power for survival of glioma patients. Pan-cancer analysis of the TCGA
studies indicated a predictive value of the P-Rex1 signaling signature in lung,
bladder, and kidney cancer patients. We conclude that P-Rex1 is a potential
cancer biomarker and a signaling hub that represents a potential drug target by

interfering with its role as platform and effector.
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l. Introduccion

Migracion celular direccional

De los diversos procesos biolégicos que realizan las células, individual o
grupalmente, la migracion celular constituye la habilidad de moverse ante
diferentes sefales y circunstancias'. Se requiere para que las células se
muevan hacia una sefial como en la quimiotaxis y cierre de heridas (Fig. 1), o se

alejen de sefales repulsivas como en la guia y crecimiento del cono axonal®#5,

(B) Vigilancia inmunoldgica

(C) Metastasis

(A) Migracion de la
cresta neural .

)
0 @ ®
B 2
Migracion celular .1
direccional
\\\ (\ (D) Cierre de hendas

/"\
A

(E) Migracién c;e células
germinales primordiales
Figura 1 La migracidon celular direccional esta presente en el desarrollo,
estabilidad celular y enfermedad. Durante el desarrollo ocurre migracion de la cresta
neural (A) y de células germinales primordiales (E). Para el mantenimiento
homeostatico, las células inmunitarias vigilan el entorno y migran ante patégenos (B), y
ante dafos se busca restaurar la integridad de los tejidos (D). En cuestiones patolégicas
como cancer metastasico, la migracion celular es controlada por células malignas(C)?

(Modificado de Shellard, A. & Mayor, R., 2020).
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Para que las células puedan moverse, los receptores quimiotacticos reconocen
las senales como péptidosy lipidos desde el medio extracelulary las transducen
a través de diferentes proteinas que al redistribuirse llevan a la creacion de

proyeccionesy a la polarizacién de la célula™®”.

La quimiotaxis consiste en un tipo de migracién direccionada, pues requiere de
gradientes de ligandos, de receptores quimiotacticos como los receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) y de un amplio arsenal proteico al interior de
las células para responder hacia el origen de la sefial (Fig. 2)"2. Las proteinas G
son heterotrimeros transductores esenciales en este proceso. A partir de la
activacion de la proteina G; se disocian las subunidades Ga (Ga-GTP) y Gfy. El
heterodimero Gy contribuye a la migracion celular por medio de la activacién
de efectores como las fosfatidilinositol-3 cinasas de clase | (PI3Ks) y factores

intercambiadores de nucledétidos de guanina de la familia de Rho (RhoGEFs)®°.

. .
/ 7z Frente . e
(AP *’tﬁr ) .
; \3\3\2){ 7;. Y 1,/‘:] . . . ... e P @ ® . .
o (oo eh P . & ~ o °
At (SN . L - / A\ D . o
AS) \for\ . 4 / ‘; A L
e/ { Qé . ., » BT .
e/ v . . / [Rynr, 7/ Fiopdos ® * o e
= 2 GEFs] [ L ) . .
5 ' & . il 74 = ol e
| P | — . \
I [%G) \ Q?\NV *a . - @ e
M & g / N
\r_;,/,/ C s s Te® / N Adnesion /'\ B e o e o
P e ¥ < B . & F‘“‘;‘éf‘e - focal \gryk\}gcaneg\udnl, = . .
/y b\‘ o\ Q ) P ® ~ ] = dioesqueletoy ..
2 %) A )/ . ) - de actina . .
RILD) . - . —3 7 ‘
S N %= . . . @ Jf . . -

? Lamelipodios

Figura 2 Las células responden a senales cambiando su forma. Ante la presencia de
un gradiente de ligandos, las células detectany transducen las senales, redistribuyendo
proteinas transductoras, PI3Ks, RhoGEFs, GTPasas y sus efectores para reorganizar el

citoesqueleto y moverse® (Modificado de Vazquez-Prado, et al., 2016).

Las PI3K de clase | son cinasas productoras de segundos mensajeros lipidicos
como PIP; y los RhoGEFs, como P-Rex1, son activadores indispensables de

GTPasas de la familia de Rho".
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Las GTPasas de la familia de Rho son interruptores moleculares que en su
estado activo llevan a la formacion de estructuras caracteristicas via la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. Las protrusiones que se generan en
el frente migratorio consisten en filamentos de actina polimerizados (que
resultan de la activacion de efectores por las GTPasas Rac y Cdc42) y el polo
contractil en la parte trasera se debe a complejos de actina y miosina (que

dependen de efectores de la GTPasa RhoA)'2.

La transduccién de sefnales desde el reconocimiento del ligando hasta la
activacion de controladores del citoesqueleto es lo que permite que las células

cambien su forma y puedan moverse.

El heterodimero GBy en migraciéon celular
El heterodimero Gy, proveniente de G, es un gran contribuyente quimiotactico
en migracion celular. Esto se debe, en parte, a la abundancia de heterotrimeros

Giy a la liberacion eficiente del heterodimero desde dicha proteina G835,

Tras la activacién de GPCRs-G;, GBy queda libre y disponible en el plano de la
membrana plasmatica para activar a sus efectores, como como las PI3KB y
PI3Ky, RhoGEFs, cinasas GRK, fosfolipasas PLCP, canales (GIRK) y adenilato
ciclasas®'®'’. Los tres primeros son conocidos participantes en migracion
celular, por la produccién de PIP; y activacion de proteinas con dominios PH
como P-Rex1y Akt, y la activacién consecuente de la GTPasa Rac que conduce

a migracion celular (Fig. 2 y 3).

Las PI3K de clase |

Las PI3K son cinasas de lipidos relevantes en transduccién de senales, pues a
través de la fosforilacion de un grupo hidroxilo en la posicion 3 de diversos
fosfoinositidos generan segundos mensajeros como fosfatidilinositol-3,4,5
trifosfato (PIP3), fosfatidilinositol-3,4 bifosfato (PIP,) y fosfatidilinositol-3 fosfato
(PIzP)&19,
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Figura 3 RhoGEFs que interactian con el heterodimero Gfy. P-Rex1, P-Rex2,
PLEKHG2, p114-RhoGEF, ARHGEF5 y MCF2 son RhoGEFs interactores y en algunos
casos efectores de Gy (recuadro azul). Por otro lado, las subunidades Ga-GTP también

pueden activar a diferentes RhoGEFs® (Modificado de Vazquez-Prado, et al., 2016).

La clase | estéa conformada por PI3Ka, PI3KB, PI3Ky y PI3KJ, estas cinasas son
heterodimeros conformados por una subunidad catalitica y una subunidad
regulatoria®®. La clase | se subdivide segun la subunidad regulatoria de la PI3K
que determina las sefiales que puede detectar. La clase IA recibe sefales de
receptores con actividad de tirosin cinasa (RTKs) y la clase IB de GPCRs (Fig. 4).
La clase IA representa a PI3Ka, PIBKB y PI3K6 que poseen las subunidades
cataliticas p110a, p110B y p1100, y las subunidades regulatorias p85a o p85p,
siendo estas ultimas las responsables de la sensibilidad a los RTKs. Cuando se
activan estos receptores se fosforilan tirosinas que sirven como sitios de anclaje

para el dominio SH2 encontrado en las proteinas adaptadoras p852'%.
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Por otro lado, la clase IB sélo consiste en PI3Ky con la subunidad catalitica p110y
y la subunidad regulatoria p101 o p84/87. Tanto p101 como p110y pueden ser
activadas por el heterodimero Gy proveniente de proteinas G; heterotriméricas

estimuladas por GPCRs quimiotacticos?#%.

Una particularidad de PI3Kf es que también es efector de Gy via p110p, por lo
gue PI3Kp puede ser activada tanto por RTKs como GPCRs".

Ligando IR Antigeno T medio
@ de Poliomavirus

%
G-

Lepe

°IX
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en Tyr regulatorias  cataliticas regulatorias cataliticas
Ptdins(3,4,5)P,

Figura 4 Las PI3Ks de clase | responden a RTKs y GPCRs. La subclase IA es activada
por RTKs que al transfosforilarse reclutan a las PI3Ka, PI3KB y PI3KS desde la subunidad
regulatoria p85. La subclase IB se activa por el heterodimero Gy que activa a PI3Ky via
la subunidad regulatoria p101 y a PI3KB via la subunidad catalitica p110p'%2
(Modificado de Vanhaesebroeck, et al., 2012).

El PIP; que generan las PI3Ks lleva al reclutamiento y activacion de diversos
efectores como la cinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDK1), Akt, P-Rex1y

mSin1 (mMTORC2), proteinas que participan en migracién celular'®?’,

Los factores intercambiadores de nucleétidos de guanina de la familia de
Rho

Los RhoGEFs son proteinas multidominio capaces de integrar diferentes sefiales
para llevar a la activacion de alguna de las GTPasas de la familia de Rho. Logran
la activacion de las GTPasas al promover el intercambio del nucleétido GDP por

GTP20,
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Los RhoGEFs consisten en dos familias, una con homologia a Dbl (DH) con 70
miembros y otra, no relacionada filogenéticamente, representada por el GEF
dedicator of cytokinesis (DOCK1), con 11 miembros®'. La familia mas amplia
posee el dominio catalitico DH acompanado del dominio PH, y ademas tiene

dominios variados hacia al amino y al carboxilo terminal (Fig. 5).
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Figura 5 Estructura modular de RhoGEFs regulados por proteinas Ga. RH-RhoGEFs
como p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF y LARG son regulados por Gaiz13. p63RhoGEF, Trio y
Kalirin son regulados por Gag. P-Rex1, p114RhoGEF, PLEKHG2 y Arhgef5 son regulados
por GBy. Los GEFs de la familia de Rho con homologia a Dbl tienen el dominio DH con
un dominio PH vecino. Otros dominios que conforman a los RhoGEFs son RH
(homdlogos a RGS) activados por la proteina Gayz13, dominios SH3 que reconocen
regiones ricas en prolina, dominios DEP (Dishevelled, Egl-10 y Pleckstrina), dominios
PDZ que suelen interactuar con regiones carboxilo terminal de proteinas integrales de

membrana’® (Modificado de Aittaleb, et al., 2010).
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Esta diversidad de dominios sugiere el requerimiento de distintas sefiales y su
integracioén a nivel de los GEFs como controladores rio arriba de las GTPasas de
la familia de Rho. Su ubicacién los vuelve proteinas interesantes para inhibir con
fines terapéuticos cuando la progresion de patologias depende de la activacion

de GTPasas de la familia de Rho.

Las GTPasas de la familia de Rho

Las GTPasas de la familia de Rho son las encargadas de remodelar el
citoesqueleto de actina. Se consideran interruptores moleculares porque solo
pueden encontrarse activas o inactivas, con GTP o GDP unido, respectivamente.
Son 20 GTPasas de la familia de Rho (Fig. 6) y las mas estudiadas son Rac1,

Cdc42 y RhoA3’.

Rnd
subfamily RND2 Rho-like

RND3

subfamily RHOH

RND1
RhoBTB

subfamily

RHOF

RHOJ " cpcaz.ike
subfamily

Rac-like
subfamily RHOU

RHOV

Figura 6 GTPasas de la familia de Rho. Subfamilias y representantes mas estudiadas
indicadas por asteriscos: RAC1, CDC42 y RHOA. Las subfamilias RAC y CDC42 se
parecen mas entre ellas que respecto a la subfamilia RhoA® (Modificado de Lawson, et

al., 2018).

Cada GTPasa de la familia de Rho reorganiza el citoesqueleto de actina de

manera caracteristica. Rac genera lamelipodios, Cdc42 forma filopodios y RhoA
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produce fibras de estrés’. Rac y Cdc42 se localizan en el frente migratorio, las
estructuras que generan se deben a la polimerizacién de actina en
ramificaciones y pequenos haces, respectivamente, produciendo una fuerza de
empuje, mientras RhoA se ubica en la parte posterior para generar contraccion.
Simultdaneamente el frente empuja mientras la parte trasera se contrae para que

la célula avance hacia la senal (Fig. 7).
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Figura 7 Las RhoGTPasas se coordinan para reorganizar el citoesqueleto de actina.
Racy Cdc42 se ubican al frente migratorio produciendo lamelipodios y filopodios. RhoA
se ubica en la parte trasera generando fibras de estrés. Los fenotipos caracteristicos de
cada GTPasa se determinaron al emplear versiones constitutivamente activas en

fibroblastos®'? (Modificado de Vazquez-Prado, et al., 2016 y Hall, A., 1998).

Dado el alcance de los efectos de las distintas GTPasas de la familia de Rho, su
ciclo de regulacion es muy importante, los GEFs controlan su activacion y la
contraparte esta a cargo de los GAPs, proteinas que estimulan la actividad

intrinseca de GTPasa (Fig. 8). Los GEFs promueven el intercambio de GDP por
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GTP y los GAPs hacen que las GTPasas hidrolicen el GTP en GDP y fosfato

inorganico?°.

Efectores

@( >—

Figura 8 Las GTPasas de la familia de Rho son reguladas por GEFs y GAPs. Los GEFs

promueven el intercambio de GDP por GTP, activando a las Rho GTPasas y posteriores
efectores. Los GAPs apagan la senalizacion de las GTPasas al hidrolizar el GTP en GDP

y Pi.

Las GTPasas de Rho activas se unen y estimulan a diferentes efectores que se
encargan del remodelo del citoesqueleto (Fig. 9). Por ejemplo, Rac activa a
WAVE y Cdc42 a WASP llevando a la generacién de centros de nucleacién de
actina. Las proteinas Arp2/3 se integran en la cascada, uniéndose a los efectores
de las Rho GTPasas y promoviendo que se polimerice la actina en forma de
filamentos’. Por su parte, RhoA activa a la cinasa ROCK y lleva a la fosforilacion

de las cadenas ligeras de miosina para generar contraccion®.
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Figura 9 Efectores de las GTPasas de la familia de Rho. Rac y Cdc42 son GTPasas
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afines y generan fenotipos complementarios al frente migratorio, comparten efectores

y suelen prevenir localmente la activacion de RhoA”*2,

P-Rex1, un GEF como plataforma quimiotactica

P-Rex1 es un intercambiador para la GTPasa Rac, dependiente de PIP;,
perteneciente a los RhoGEFs con homologia a Dbl''. Participa en la cascada
SDF-1-CXCR4 que promueve migracion y angiogénesis en células endoteliales

microvasculares humanas (HMECs)®.

La estructura multidominio de P-Rex1 consiste en el casete DH-PH, dos
dominios DEP, dos dominios PDZ en tdndem y el carboxilo terminal homélogo a
inositol-polifosfato 4- fosfatasa, carente de actividad. Usualmente P-Rex1 se
encuentra autoinhibido (Fig. 10), enrollado sobre si mismo por interacciones
intramoleculares entre los DEPs y los PDZs con el casete DH-PH y el carboxilo
terminal, cubriendo la mitad amino terminal3*3¢. PIP; y GPy activan a P-Rex1 de

manera independiente y sinérgica®’.
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Figura 10 Activacion de P-Rex1 por PIP; y GBy. El carboxilo de P-Rex1 es la primera
region que se remueve de la conformacion inactiva, perdiendo interacciones con la
region amino. Los heterodimeros GPy libres reclutan a P-Rex1 desde los dominios PDZ,
lo que interrumpe interacciones intramoleculares inhibitorias entre los dominios del
amino terminal. Con la produccién de PIP; y mas Gy se termina de desenrollar P-Rex1

y se activa sinérgicamente el casete DH-PH?33°,

P-Rex1 posee diferentes proteinas de senalizacidon y segundos mensajeros
lipidicos como interactores (Fig. 11). El heterodimero Gy interactua con el DH-
PH y los PDZs de P-Rex14°. El PIP3, producido por las PI3Ks, con el dominio PH.
El carboxilo terminal del dominio de cinasa de mTOR con los dominios DEP de
P-Rex1%'. Las subunidades regulatorias de PKA (Rla) y el carboxilo terminal de
S1P; con los dominios PDZ*%. Dado que interactores como Gy y Rla también
pueden activar a P-Rex1, este RacGEF se vuelve un nodo de sefalizacién
relevante al considerar su funcién de GEF y su capacidad de asociar a proteinas

de sefnalizacion.
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Figura 11 P-Rex1 como plataforma quimiotactica gracias a su estructura
multidominio. P-Rex1 puede desempenarse como una plataforma para interactores de
diferentes vias de sefalizacién, por ejemplo, ante la senalizacion de S1P-S1P,, el
carboxilo terminal del receptor interactia con los PDZs. Gy libre y activa puede
interactuar con el DH-PH de P-Rex1, o bien, con el carboxilo terminal del dominio de
cinasa de mTOR. Con la activacién de la via PI3K-Akt-mTOR, el PIP;z interactua con el PH
de P-Rex1, y la cinasa mTOR puede interactuar con los DEPs. Cuando hay produccién
de AMPc se activa la holoenzima PKA, las subunidades cataliticas fosforilan el DEP1 e
inhiben a P-Rex1, mientras las subunidades regulatorias interactuan con los PDZs

activando al RacGEF® (Tomado de Vazquez-Prado, et al., 2016).

Consideramos que P-Rex1 va interactuando secuencialmente con distintas
proteinas, desde los estimulos se pueden ir liberando activadores e interactores
para P-Rex1 que poco a poco lo van desenrollando al interrumpir las
interacciones intramoleculares. Por lo que P-Rex1, con su estructura
multidominio, puede funcionar como una plataforma, un GEF organizador de las

sefales que recibe.

Al referirnos a P-Rex1 como una plataforma quimiotactica contemplamos el

requerimiento de ligandos quimiotacticos como SDF-1 que activen a GPCRs
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guimiotacticos como CXCR4 que liberen a heterodimeros Gy y desde este
punto eventos sucesivos que desenrollen a P-Rex1 haciendo que los dominios
queden expuestos para consolidar interacciones con otras proteinas y la

eventual activacion del RacGEF.

Las cinasas Akt

Las Akts son cinasas de serina/treonina con mas de 100 sustratos
reconocidos*. Usualmente sus fosforilaciones son inhibitorias, por ejemplo, los
sustratos PRAS40 y TSC2 son inhibidores de mTORC1 que al ser fosforilados

permiten la activaciéon del complejo’®.

Comprenden tres isoformas, Akt1, Akt2 y Akt3 que se diferencian en su expresion
y funciones celulares. Akt1 es ubicua, Akt2 se expresa en tejidos que responden

ainsulina y Akt3 esta restringida al cerebro®.

Existen diferencias en la contribucion de Akt1 y Akt2 en cédncer de mama
dependiendo del modelo de estudio. En modelos celulares se ha encontrado
que Akt1 suprime migracién y e invasion, en cambio, Akt2 promueve
diseminacion metastasica**. En cambio, en modelos murinos Akt1 promueve el
crecimiento tumoral de mamay la metastasis hacia los pulmones via neutréfilos
asociados a tumor, mientras Akt2 disminuye el desarrollo tumoral en glandula

mamaria HER2 positivas*.

Akt1 se encontré interactuando con P-Rex1 y la actividad de la cinasa se vio
promovida (Fig. 12). Este aumento también se observd con la interaccion de
Rictor*. Por lo tanto, puede tratarse de un complejo ternario donde alguna de

las proteinas pueda servir como plataforma.
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Figura 12 Akt1 interactia con P-Rex1 y Rictor, mismos que favorecen su
activacion. Akt1 se sobreexpresé en células HEK293 cotransfectadas con P-Rex1 o
Rictor y se evalud la activacién de Akt1 por la fosforilacion de Ser473* (Modificado de

Kim, et al., 2011).

Los complejos mTORC1y mTORC2

La cinasa mTOR es indispensable en todas las células y puede formar dos
complejos. mTORC1 participa en procesos anabdlicos para llevar al crecimiento
de las células, mientras mTORC2 es reconocido como el complejo que lleva a la
maxima activacion de Akt para promover sobrevivencia, ademas participa en el
rearreglo del citoesqueleto y migracion celular?’. Akt se ubica rio arriba mTORC1

y rio abajo mTORC2',

La cinasa es idéntica en ambos complejos, asi como la proteina accesoria GL
(mLST8), son el resto de los acompafnantes quienes los diferencian*®. mTORC1
contiene a Raptor, un componente sensible a la rapamicina, y mTORC2 posee a
Rictor y a mSin1, un acompafante insensible a la rapamicina y una proteina
adaptadora respectivamente*®°. mSin1 es una proteina que al contener un
dominio PH contribuye al reclutamiento de mTORC2 hacia la membrana

plasmatica cuando hay produccién de PIP;?’.

Los complejos de mTOR pueden encontrarse en diferentes compartimentos.
Candnicamente, mTORC1 se localiza en endosomas gracias a la translocacion

por GTPasas Rags®’, en tanto mTORC2 se transloca a la membrana plasmatica
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ante la formacién de PIP; y la presencia de Akt por fosforilar. Recientemente

también se ubicé a mMTORC2 en endosomas y mitocondrias®2.

Tanto en mTORC1 como en mTORC2 se encontré a P-Rex1 como interactor (Fig.
13), pero la capacidad de las células para migrar alin en presencia de un
tratamiento agudo con rapamicina hizo pensar que el GEF es un efector del
complejo 2 (insensible a la accién rapida de la rapamicina), el cual participa en

migracion celular dependiente de Rac*'.

mTORCI1 mTORC2

Rictor

Migracién celular

Figura 13 P-Rex1 interactua con ambos complejos de mTOR, pero solo mTORC2
contribuye a migraciéon. Al inmunoprecipitar a Raptor y Rictor, componentes
diferenciales de los complejos, P-Rex1 se encontré co-inmunoprecipitado en mTORC1
y mTORC2. El uso de rapamicina afectd la migracién celular estimulada por suero y no
por leucina, descartando la participacion de mTORC14' (Modificado de Hernandez-

Negrete, et al., 2007).

Migracion celular en cancer

La migracion celular contribuye al desarrollo de procesos patolégicos como el
cancer metastasico. Las células malignas secretan ligandos para reclutar
células del estroma, como células endoteliales, células del sistema inmunitario
y fibroblastos que utilizan como ventaja para el tumor®®. Por ejemplo, pueden
promover la creacién de vasos sanguineos hacia el tumor (angiogénesis), y

mantener el ambiente inmunolégicamente debilitado y aislado (Fig. 14).
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Figura 14 Las células cancerosas exacerban la migraciéon celular. En el tumor
primario se encuentran células cancerosasy del estroma, como células derivadas de la
meédula ésea, leucocitos y fibroblastos reclutados por las células malignas. En dicho
reclutamiento, para hacerse de oxigeno y nutrientes, invadir nuevos tejidos y hacer
metéastasis, las células cancerosas promueven migracion® (Modificado de Vazquez-

Prado, et al., 2016).

Las alteraciones en cancer son diversas. Puede tratarse de mutaciones en
oncogenes que establecen un contexto promigratorio mediante la hiperactividad
de vias de senalizacion como la de PIBK/Akt/mTOR. Esto puede deberse desde
mutaciones o amplificaciones de RTKs como HER2, mutaciones activantes en la
subunidad catalitica de PI3Ka (PIK3CA)**%® o mutaciones desactivantes en

PTEN®%%7, Con alguna de estas alteraciones es suficiente para la sobreactivacion
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de la via de PI3K. En cambio, aunque Akt también puede encontrarse mutada

(E17K) requiere de otros oncogenes®.

Considerando otras proteinas que participan en migraciéon, tenemos a los
RhoGEFs y RhoGTPasas. A nivel de RhoGEFs las alteraciones consisten en
proteinas muy activas o sobreexpresadas®®%5°, Esto puede resultar problematico
por la posicién en la que se encuentran pues al ser activadores de las GTPasas
de la familia de Rho, provocarian su actividad aberrante y consecuencias
fenotipicas exacerbadas. Por ejemplo, P-Rex1 es un RacGEF que se encuentra
sobreexpresado en cancer de mama®’, préstata®' y melanoma®? lo que conlleva

a migracion dependiente de Rac y metastasis.

En mama se ha caracterizado la contribucién de P-Rex1 en tumores ER+% y
HER2+%3%° donde via la activacién de Rac® provoca motilidad, migracién vy
metdastasis®’. En cancer de prdstata P-Rex1 promueve migracién celular e
invasion en respuesta a EGF y SDF-1%"y puede generar resistencia al tratamiento
antiVEGF-VEGFR®8. En melanoma, P-Rex1 contribuye a la progresion, invasiény

metdastasis debido a su alta expresion®.

Dado que P-Rex1 es un RacGEF sobreexpresado en algunos tipos de cancer, que
dada su estructura multidominio puede interactuar con varios de sus
activadores y que se localiza en una posicién estratégica, resulta un GEF de gran
interés. En este proyecto investigamos la posibilidad hipotética de que P-Rex1
se desempefe como plataforma para proteinas de la via GBy-PI3Ky-mTORC2-
Akt haciendo la sefnalizacion mas eficiente, misma que lo activa y refleja el

aspecto de efector.

29



Il. Justificacion

En cancer de mama, melanoma, y préstata, P-Rex1 se encuentra
sobreexpresado, promoviendo migracion celular dependiente de la GTPasa Rac,
gue en un contexto quimiotactico se acopla a la sefalizacion de GPCRs-Gi-Gpy.
P-Rex1 posee una estructura multidominio capaz de asociarse con proteinas de
la via GPy-PI3Ky-mTORC2-Akt en respuesta a SDF-1, por lo que resulta relevante
caracterizar su cinética de organizacion y activacion, con la finalidad de
reconocer las distintas interfaces que se establecen y cuales pueden ser
inhibidas como parte de una estrategia farmacoldgica que considera a P-Rex1
como plataforma. Este concepto puede ser consolidado identificando
acompanantes de sefalizacién de P-Rex1 en bases de datos omicas de

pacientes con distintos tipos de cancer.
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lll. Hipotesis

P-Rex1 funciona como efector y plataforma de sefalizacién de la via GBy-PI3Ky-
mTORC2-Akt estableciendo un mecanismo de control espaciotemporal,
activado por receptores quimiotacticos. Ademas, el RacGEF puede integrar
cascadas de sefalizacion con repercusion en el prondstico de pacientes con

cancer.
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Figura 15 Modelo de P-Rex1 como plataforma y efector de la via Gpy-PI3Ky-
mTORC2-Akt y en otras cascadas relevantes para la sobrevivencia. Con el estimulo
SDF-1 se activan GPCRs quimiotacticos CXCR4 acoplados a G;. Estos heterotrimeros
liberan eficientemente subunidades Gy que reclutan a P-Rex1 via los dominios PDZ. El
GEF se va desenrollando gracias a la interaccion de la PI3Ky con la regién DEP1-PDZ2,
el PIP3;, producido por la PI3Ky, con el PH y de mas heterodimeros Gy por el lado del
DH-PH. Con P-Rex1 extendido, la cinasa mTOR puede interactuar con los dominios DEP
y fosforilar a su sustrato Akt para activar a P-Rex1 como GEF para la GTPasa Rac. P-Rex1
puede formar otras cascadas de sefalizacion con significado en la evolucion clinica de

pacientes con diferentes tipos de cancer.
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IV. Objetivos

Objetivo General

Caracterizar a P-Rex1 como plataforma de sefializacion y efector de Gfy-PI3Ky-
mTORC2-Akt en respuesta al factor quimiotactico SDF-1 y determinar los
mecanismos de regulacion a los que el complejo se encuentra sujeto, e
identificar acompafantes de senalizacion de P-Rex1 que en conjunto

correlacionen con la evolucidn clinica de pacientes con cancer.

Objetivos Especificos

1. Determinar la dinamica de reclutamiento y activacion de Gy y PI3Ky via P-

Rex1.

2. Estudiar a P-Rex1 como efector de la via GBy-PI3Ky-mTORC2-Akt y determinar

el tipo de regulaciéon que ejercen sobre el GEF.

3. Identificar componentes de la via GPy-PI3Ky-mTORC2-Akt y acompanantes
especificos de P-Rex1 como genes esenciales en lineas celulares de mamay su

correlaciéon con datos clinicos de pacientes con cancer de mama.

4. Identificar acompanantes de sefalizacién de P-Rex1 en pacientes con cancer

cuya sobrevivencia correlaciona con la expresion de PREX1.
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V. Estrategia experimental

1. P-Rex1 como plataforma para la interaccion Gpy-PI3Ky

Dado que P-Rex1 puede interactuar con Gy via dos regiones: DH-PH y PDZ-
PDZ*, y que PI3Ky puede asociarse a P-Rex1 a través del DEP-PDZ (Beltran-
Navarro, Tesis de maestria, 2018), se determiné si P-Rex1 puede ser un puente
que acerque a GPy y PI3Ky, si se forma un complejo ternario y si existe
competencia en la asociaciéon de los componentes. Se realizaron experimentos
de pull-down de P-Rex1 (GST-P-Rex1) y de GBy (GST-GPy) para determinar los

tipos de complejos formados.

2. P-Rex1 como plataformay efector de la via GBy-PISBKy-mTORC2-Akt1y su
regulacion

Se evalud si P-Rex1 puede ensamblar un complejo con Gy, PI3Ky, mTORC2 y
Akt y si depende del estimulo. Se compararon SDF-1 y HGF. Para verificar la
contribucién de P-Rex1 al ensamblado se hizo el knockdown del GEF y se

evaluaron las interacciones y vias de sefalizacién derivadas.

Para determinar que la sefalizacion de la via GBy-PI3Ky-mTORC2-Akt consiste
en un asa positiva hacia P-Rex1, se emplearon inhibidores de mTOR y Akt

(rapamicina, torinay MK-2206) y se evalud el grado de activaciéon del RacGEF.

Se llevaron a cabo ensayos de ganancia de funcion al emplear a Akt
constitutivamente activa (Myr-Akt) como ultimo representante de la cascaday

se evalud su efecto hacia la activacion de P-Rex1.

Para buscar posibles sitios consenso en P-Rex1 a ser fosforilados por Akt se

empled la plataforma Scansite (https://scansite4.mit.edu/#home) con un rigor

medio de busqueda. De acuerdo con estas predicciones, se evalud si las
distintas construcciones de P-Rex1 pueden ser fosforiladas y detectadas con el

anticuerpo que reconoce sustratos fosforilados de Akt (psusAkt).
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3. Algunas lineas celulares de cancer de mama son vulnerables a la
ausencia de P-Rex1, PI3K, mTORC2, Akt1 y un grupo de genes de
senalizacion especificos

La vulnerabilidad de lineas celulares de cédncer de mama se explord via

knockout, knockdown y uso de farmacos (https://depmap.org/portal/). Para

evaluar la esencialidad de P-Rex1, PI3K, mTORC2 y Akt1 se buscé si el CRISPR
de los genes de interés e inhibidores de cinasas afectaron la viabilidad de lineas
celulares de cancer de mama. Ambas estrategias contribuyen a confirmar el
requerimiento del geny de la actividad de la proteina. Para enriquecer la cascada
con acompanantes de sefalizacién se buscaron genes esenciales y exclusivos
en lineas celulares dependientes de PREX71 que no se encontraran en lineas
celulares no dependientes de PREX17 y se correlacionaron con muestras de
pacientes de carcinoma de mama invasivo (BRCA) del Atlas del Genoma del

Cancer (TCGA, https://www.cbioportal.org/).

4. Acompaiantes de senalizaciéon de P-Rex1 en pacientes con cancer cuya
sobrevivencia correlaciona con la expresion de PREX1

Para determinar los tipos de céncer en los que la alta expresion de P-Rex1
correlaciona con baja sobrevivencia de pacientes con cancer se analizd la

expresion de PREX1 en los 32 estudios del TCGA (https://www.cbioportal.org/) y

se analizaron las curvas de sobrevivencia de PREXT en la plataforma Oncolnc

(http://www.oncolnc.org/). Se identificaron los acompafnantes de sefalizacién

exclusivos que correlacionaron con PREX17 y se validaron como firma

transcripcional.

34


https://depmap.org/portal/
https://www.cbioportal.org/
https://www.cbioportal.org/
http://www.oncolnc.org/

VI. Métodos

Modelos celulares

Se emplearon tres lineas celulares distintas: MCF7, células epiteliales de
adenocarcinoma mamario no metastasicas; COS-7, células renales de mono
tipo fibroblastos para transfectar a P-Rex1 completo y construcciones del
RacGEF; y HEK293T, células epiteliales renales para transfectar la mayoria de

los plasmidos.

Los stocks p100 de MCF7, COS-7 y HEK293T se mantuvieron en 10 mL de medio
completo, que se obtuvo al suplementar 450 mL de DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, Merck D-7777) con 50 mL de suero fetal bovino (FBS,
BYPRODUCTOS 90020500) y 5 mL de antibiético-antimicético (Anti-anti 100X,
Gibco 15240-062).

Para resembrar los stocks y dividir las células para experimentos, se lavaron las
cajas p100 con 4 mL de PBS 1X estéril (Merck D5773), se retir6é el PBSy se agregd
1 mL de tripsina-EDTA 1X (Sigma T3924), se dejé actuar segun el tipo celular
(MCF7 y COS-7: 7 minutos, HEK293T: 1 minuto). Para neutralizar la tripsina se

agrega medio completo:

Para cajas p100, se agregan 4mL para obtener una dilucién 1:5, se coloca 1 mL
en una nueva caja p100 con 10 mL de medio completo para mantener el stocky

el resto del volumen puede utilizarse para 4 cajas p100 para experimento.

Para preparar cajas p60 para experimento se agregan 10 mL de medio completo,

de la diluciéon 1:11 se coloca 1 mL del inéculo en 3 mL de medio completo.

Para una caja de 6 pozos (p35) se toma 1 mL de una dilucién 1:5y se disuelven
en 7 mL de medio completo, de esta dilucién 1:8 se coloca 1 mL del inéculo en

1 mL por pozo.
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Plasmidos

Se emplearon los siguientes plasmidos:

pCEFL-GST-GP:, pCEFL-3XFlag-GB:, pCEFL-Gy,, pcDNAS3-EE-PI3Ky-p110y,
pcDNA3-EE-PI3Ky-p101,  pEF1HisA-PI3Ka-p1100,  pEF1HisC-PI3KB-p110B,
pcDNA3-p850, pCEFL-GST, pCEFL-GST-P-Rex1-DH-PH, pCEFL-GST-P-Rex1-
DEP1-DEP2, pCEFL-GST-P-Rex1-PDZ1-PDZ2, pCEFL-GST-P-Rex1-DEP1-PDZ2,
pCEFL-GST-P-Rex1-DEP1, pCEFL-3XFlag-P-Rex1-Nter, pCEFL-EGFP-CAAX,
pCEFL-EGFP-P-Rex1-DH-PH-CAAX, pCEFL-Flag-P-Rex1, pCEFL-HA-Myr-Akt.

Anticuerpos

Cell Signaling Technology: P-Rex1, 13168S; PI3 Kinase p110a, 4249; PI3 Kinase
p110pB, 3011; PI3 Kinase p101, 5569; PI3 Kinase p110y, 4252; Rictor, 2114; p-
Akt1/2/3, 9271; psusAkt, 9614; p-ERK1/2 (T202/Y204), 9101, p-PRAS40, 2997;
PRAS40, 2691; p-S6, 2215. Sigma: Akt1, P2482. Santa Cruz Biotechnology: P-
Rex1, sc-85806; GST, sc-138; GPi, sc-166123; ERK2, sc-154; p-Akt1/2/3
(Serda73), sc-7985-R; S6, sc-74459; GFP: sc-9996. Bethyl: Rictor, AS00-459A.
KPL: anti-mouse, 074-1802; anti-rabbit, 074-1516.

Diluciones de anticuerpos

Anticuerpo primario Dilucion
P-Rex1 1: 1000
p110a 1: 5000
p110B 1: 5000
p101 1: 5000
p110y 1: 5000
Gpn 1: 500 - 1:5000
Rictor 1: 1000
psusAkt 1: 5000
p-Akt1/2/3 (Serd73) 1: 5000
Akt1 1: 5000
p-ERK1/2 (T202/Y204) 1: 10 000
ERK2 1: 10 000
p-S6 1: 5000
S6 1: 5000
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Anticuerpo primario Dilucion

GST 1: 1000

EGFP 1: 500

Flag 1: 5000

Anticuerpo secundario | Dilucion
anti-mouse 1:10000-1:40 000
anti-rabbit 1:10000-1: 40000

Mapeo P-Rex1-PI3Ky

1.

2.

Preparar caja de seis pozos: incubar con poli-D-Lisina durante 15 minutos,
lavar con PBS 1X, agregar 1 mL de medio completo y colocar 1 mL de la
suspension de células HEK293T.

Transfeccién con PEI 1X

*Realizar mezclas de plasmidos: en 75 pyL de medio de ayuno (DMEM sin
suero, ni antibiético) por condicion.

Pool de subunidades de PI3Ky (p110y, p101 500 ng/p35).

Mapeo 1: GST (50 ng/p35), GST-N ter (500 ng/p35), GST-C ter (1000 ng/p35).
Mapeo 2: GST (50 ng/p35), GST-N ter (500 ng/p35), GST-DH-PH (750 ng/p35),
GST- DEP1-PDZ2 (250 ng/p35).

Mapeo 3: GST (50 ng/p35), GST- DEP1-PDZ2 (500 ng/p35), GST-DEP1 (500
ng/p35), GST-DEP2 (500 ng/p35), GST-PDZ1 (250 ng/p35) y GST-PDZ2 (250
ng/p35).

*Realizar mezcla de PEIl: en 75 pyL de medio de ayuno agregar 6L de PEI por
condicion (calentar a 70°C dos minutos antes de usar).

*Agregar mezcla de PEIl a cada condicidn e incubar a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

Preparar células para transfeccion: lavar con 2 mL de PBS 1Xy agregar 1 mL
de medio de ayuno.

Agregar mezcla de transfeccidn y dejar toda la noche.

. Al dia siguiente, retirar medio de transfeccion y agregar 2 mL de medio

completo.

Ayunar con 2 mL de medio de ayuno por pozo durante 16 horas.
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10.

11.
12.
13.

14.

. Lisis*

Incubar con 500 pL de buffer de lisis suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (aprotinina (A-1153), leupeptina (L-2884),
ortovanadato de sodio (S-6508), fluoruro de sodio (S-7920), B-glicerol fosfato
(G-9422) y PMSF (P-7626)) durante 5 minutos y lisar el pozo raspando con
paleta durante 30 segundos.

Resuspender el lisado celular tres veces con la micropipeta y recolectar en

tubos eppendorf previamente etiquetados.

. Centrifugar a 4°C, 13 000 rpm, 10 minutos.

Repartir 100 uL del lisado en tubos eppendorf con 34 yL de buffer de muestra
Laemmli 4X previamente colocado y los 400 L restantes se colocan en tubos
eppendorf con 30 yL de perlas de glutation sefarosa (GE Healthcare, cat. 17-
0756-05) para pull-down*.

Incubar el pull-down en hielo y shaker (“rocking”) durante 45 minutos.
Centrifugar a 5000 rpm durante dos minutos a 4°C.

Aspirar el sobrenadante cuidando no succionar el pellet, agregar 1 mL de
buffer de lisis suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas y
repetir dos veces mas para un total de tres lavados.

Agregar 30 pL de buffer de muestra Laemmli 1X a cada tubo y junto con los
tubos de lisado total hervirlos durante 5 minutos, centrifugarlo durante 5
minutos y guardar a -20°C hasta correr el western blot* (minigel bifasico

8%/10%).

P-Rex1 puede interactuar con otras PI3Ks

1.
2.

Preparar cuatro pozos de una caja de seis pozos con células HEK293T.
Transfeccién con Turbofect

Mezclar plasmidos en 200 pL de medio de ayuno por condicion.

*Pull-down de PI3Kp: transfectar ambas subunidades de PI3KP para dos
condiciones (p110p, p85a, 500 ng/p35).
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*Pull-down de PI3Ky: transfectar ambas subunidades de PI3Ky para dos
condiciones (p110y, p101, 500 ng/p35).

Dividir el volumen en dos, agregar GST a la condicién uno (50 ng/p35) y GST-
P-Rex1-DEP1 (500 ng/p35) a la condicién dos.

. Agregar Turbofect (2uL/p35) a cada condicidén e incubar a temperatura

ambiente durante 15 minutos.

Preparar células para transfectar y agregar mezcla, incubar durante 16 horas.
Al dia siguiente retirar medio de transfeccién y agregar 2 mL de medio
completo.

Ayunar con 2 mL de medio de ayuno por pozo durante 16 horas.

Lisis*

Pull-down*

Western blot*

Efecto de GPy en la interaccion P-Rex1-PI3Ky

1.
2.

Preparar tres cajas p35 con células HEK293T para transfectar.

Transfeccion con PEI 1X

*Realizar mezclas de plasmidos: en 75 pL de medio de ayuno por condicién.
Pool de subunidades de PI3Ky (p110y, p101, 500 ng/p35).

Mezclar y dividir volumen en tres tubos. Agregar GST (50 ng/p35) a la primera
condicion, GST-DEP1 (500 ng/p35) a la segunda y tercera condicion y 3XFlag-
GPB1y Gy2 solo en la tercera condicién (250 ng/p35).

*Realizar mezcla de PEl: en 75 pL de medio de ayuno agregar 6L de PEI por
condicion (calentar a 70°C dos minutos antes de usar).

*Agregar mezcla de PEl a cada condicidon e incubar a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

Preparar células para transfeccion: lavar con 2 mL de PBS 1Xy agregar 1 mL
de medio de ayuno.

Agregar mezcla de transfeccion y dejar toda la noche.

Al dia siguiente, retirar medio de transfeccién y agregar 2 mL de medio
completo.
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Ayunar con 2 mL de medio de ayuno por pozo durante 16 horas.
Lisis*
Pull-down*

Western blot*

P-Rex1 como plataforma para PI3Ky y Gy

1.
2.

© ©® N ©

Preparar caja de seis pozos con células HEK293T.

Transfeccion con Turbofect (Thermoscientific R0531)

Mezclar plasmidos en 200 puL de medio de ayuno por condicion.

*Pull-down de P-Rex1 (cuatro condiciones): transfectar GST-P-Rex1-N ter
para cuatro condiciones (500 ng/p35). Transfectar Gy en las condiciones
dos y cuatro: 3XFlag-Gf, (250 ng/p35), Gy. (250 ng/p35). Transfectar ambas
subunidades de PI3Ky (p110y, p101 500 ng/p35) en las ultimas dos
condiciones.

*Pull-down de GPBy (cinco condiciones): transfectar GST-GB1 y Gy. en las
condiciones dos a cuatro (250 ng/p35). Transfectar 3XFlag-P-Rex1-Nter en
las ultimas tres condiciones (250 ng/p35). Transfectar ambas subunidades

de PI3Ky (p110y, p101 250 ng/p35) en las primeras tres condiciones.

. Agregar Turbofect (2uL/p35) a cada tubo e incubar a temperatura ambiente

durante 15 minutos.

Preparar células para transfectar, agregar mezcla de transfeccién e incubar
durante 16 horas.

Al dia siguiente retirar medio de transfeccidon y agregar 2 mL de medio
completo.

Ayunar con 2 mL de medio de ayuno por pozo durante 16 horas.

Lisis*

Pull-down*

Western blot*
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Ensayo de activacion de P-Rex1

1.

Preparar caja de 6 pozos con células MCF7 (1 mL de una suspension 1:7 en

1 mL de medio completo por pozo).

. Ayunar durante 24 horas con 1.5 mL de medio de ayuno por pozo.

Estimular con 1.5 mL de medio de estimulo 2X: 1.5 mL con 30 pL de SDF-1
([50 ng/uL], Peprotech, cat. 300-28A) sobre el medio de ayuno. Para una
curva de activacion se inicié con el tiempo mas largo hasta el mas corto para
lisar en conjunto. Los tiempos de estimulo fueron 60, 30, 15, 5y 2 minutos.

Proceder a lisis*.

. Pull-down* de 1 hora con 30 pL de perlas GST-RacG15A para aislar la

fraccion de P-Rex1 activa.

. Western blot*

Inmunoprecipitacion de P-Rex1y p110p

1.
2.
3.

Preparar 3 cajas p100 con células MCF7.
Ayunar durante 24 horas con 10 mL de medio de ayuno.
Preparar medio de estimulo (1X)
*SDF-1: 6 mL de medio de ayuno y 60 pyL de SDF-1 [50 ng/uL].
*SDF-1 vs HGF: 3 mL de medio de ayuno y 30 pL de SDF-1 [50 ng/pL].
3 mL de medio de ayunoy 30 pL de HGF-1 [50 ng/uL]
(R&D Systems, cat. 294-HGN).
Retirar medio de ayuno y estimular con 3 mL de medio de estimulo:
*SDF-1: durante 15 minutos (caja 3) y pasados diez minutos estimular
durante 5 minutos (caja 2) para lisar en conjunto.
*SDF-1 vs HGF: durante 15 minutos (caja 2y 3).
Lisar con 2 mL por caja de buffer de lisis-CHAPS 0.3% (Sigma C-3023)
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (incubar durante 5
minutos, raspar durante 1 minuto).
Centrifugar a 4°C ,13 000 rpm, 10 minutos.
Repartir 100 pL para lisado total, 950 pL para incubar con 10 pL anti P-Rex1
(sc-85806) y 950 pL para incubar con 1 pyL anti p110p (CST 3011). Hervir los
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8.

9.

tubos de lisado total durante 5 minutos tras colocar el buffer de muestra
Laemmli 4X y centrifugar durante 5 minutos para guardar a -20°C. Para
inmunoprecipitar a P-Rex1y p110p colocar parafilm a los tubos, colocar en
hielo e incubar toda la noche.

Al dia siguiente preparar tubos con 30 pL de proteina A/G (Protein A Agarose
M16-125, Protein G Agarose fast flow M16-266) para la inmunoprecipitacion
de P-Rex1 y 30 pL de proteina A para la inmunoprecipitacion de p110p.
Incubar durante 4 horas y proceder con los tres lavados con buffer de lisis
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas.

Western blot*

Knockdown de P-Rex1

1.

Apartar una caja de 6 pozos para células MCF7 que se noquearan por

transfeccién reversa.

. Se requieren preparar tres mezclas de transfeccién (mix):

Mix 1: 250 pL de OptiMEM (Gibco 31985-070) y 3 pL de Lipofectamina
RNAIMAX (Invitrogen, cat. 56532) por pozo (6 pozos).

Mix 2: 250 pL de OptiMEM y 12 pL de esiRNA GFP (Sigma-Aldrich, EHUEGFP)
por pozo (3 pozos).

Mix 3: 250 pL de OptiMEM y 12 pL de esiRNA P-Rex1 (Sigma-Aldrich,
EHU136571) por pozo (3 pozos).

. Se mezclan los tubos y se reparte a la mitad el volumen del Mix 1 a los Mix 2

y Mix 3, estos complejos se incubaran en la caja de 6 pozos (500 pL por pozo)
a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Pasados los 20 minutos se dividen las células MCF7, a diferencia de la
resiembra comun, se utilizan 4 mL de DMEM con suero fetal bovino al 5% sin

antibidtico-antimicético para la resuspensiony se colocan 250 pL por pozo.

. Se agitan los complejos con la suspensioén celulary se incuban toda la noche.

. Al dia siguiente se retira el medio de transfeccion, se lava con 1 mL de PBS

1X por pozo y se agregan 2 mL de medio completo por pozo. Las células se
procesaran 72 horas después.
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7. Ayunar por 24 horas: se lavan los pozos con 1 mL de PBS 1Xy se agregan 2
mL de medio de ayuno.

8. Al dia siguiente se preparan los estimulos 1X: 1 mL de medio de ayuno con
10 pyL de SDF-1 o0 HGF ([50 ng/uL]) por pozo, se incuban durante 15 minutos.

9. Retirar el medio de ayuno de los pozos que serdn estimulados vy
posteriormente se agregan los estimulos 1X y se incuban durante 15
minutos.

10.Proceder con lisis*

11. Pull-down* de P-Rex1 activo con 30 pL de perlas recombinantes GST-
RacG15A durante 1 hora.

12.Western blot*

Tratamiento crénico con Rapamicina
Del stock de Rapamicina (Sigma R0395) de 2000 ng/mL se requieren 10 pL/mL
para obtener una concentracién de trabajo de 20 ng/mL y se deja actuar durante

24 horas.

1. Preparar caja de 6 pozos con células MCF7 (1 mL de una suspensién 1:7 en
1 mL de medio completo por pozo).

2. Ayunar durante 24 horas
*DMSO (Sigma D2650): 1.5 mL de medio de ayuno con 15 pL de DMSO 100X
por pozo (tres condiciones).
*Rapamicina: 1.5 mL de medio de ayuno con 15 pyL de Rapamicina 100X por
pozo (tres condiciones).

3. Al dia siguiente, estimular con medio de estimulo 2X sobre el medio de
ayuno:
*SDF-1: 1.5 mL con 30 pyL de SDF-1 [50 ng/pL].
*HGF: 1.5 mL con 30 pL de HGF [50 ng/pL].

4. Proceder a lisis*.

5. Pull-down* de 1 hora con 30 pL de perlas GST-RacG15A para aislar la

fraccion de P-Rex1 activa.
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6. Western blot*

Mapeo de fosforilaciones de P-Rex1 por Akt1

1.

Preparar una caja de 6 pozos con células HEK293T para transfectar al dia
siguiente.

Preparar mezclas de plasmidos en 200uL de medio de ayuno:

*Pull-down tandems de P-Rex1: GST-DH-PH (750 ng/p35), GST-DEP-DEP
(500 ng/p35) y GST-PDZ-PDZ (250 ng/p35) por pozo (dos pozos). Dividir el
volumen en dos partes y compensar una serie (tubos 1, 3y 5) con plasmido
vacio pCEFL (500 ng/p35) y agregar a la otra serie HA-Myr-Akt (500 ng/p35)
(tubos 2, 4y 6).

*Pull-down de P-Rex1-DEPs: HA-Myr-Akt (250 ng/p35) por condicién (cuatro
condiciones), mezclar y repartir en cuatro tubos. Agregar GST en la primera
condicién (50 ng/p35). Agregar GST-P-Rex1-DEP-DEP (1000 ng/p35) en el
tubo dos, GST-P-Rex1-DEP1 (500 ng/p35) en el tubo tres y GST-P-Rex1-DEP2
(500 ng/p35) en el tubo cuatro.

. Agregar 2 uL de Turbofect por condicién e incubar durante 16 horas.

Al dia siguiente retirar el medio de transfeccion y agregar 2 pL de medio

completo.

. Ayunar las células, lavar con TmL de PBS 1X por pozoy agregar 2 mL de medio

de ayuno. Incubar durante 16 horas.

Lisis*

. Pull-down* con 30 pL de glutatidon sefarosa por tubo durante 45 minutos.

Western Blot*

Ensayo de ganancia de funcion con Myr-Akt

P-Rex1-DH-PH

1.

Preparar dos cajas p35 con células COS-7 para transfectar.
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7.
8.
9.

Preparar pool de cDNA de P-Rex1 con 200 pL de medio de ayuno y 250 ng del
plasmido EGFP-P-Rex1-DH-PH-CAAX por pozo, mezclar y dividir el volumen
a la mitad, compensar el tubo uno con 125 ng de plasmido pCEFL vacio y
agregar 125 ng del plasmido HA-Myr-Akt al tubo dos.

Agregar 2 pL de Turbofect por condicién e incubar a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

Durante este tiempo preparar las células para agregar los complejos de
transfeccion. Lavar con 1 mL de PBS 1X por pozo y agregar 2 mL de medio

completo.

. Agregar los 200 pL de los complejos e incubar toda la noche.

. Al dia siguiente retirar el medio de transfeccién y agregar 1 mL de medio

completo.
Ayunar 16 horas con 2 mL de medio de ayuno por pozo.
Lisis*

Pull-down* con 30 pL de perlas recombinantes RacG15A durante 1 hora.

10. Western blot*

P-Rex1 completo

1.
2.

Preparar cuatro cajas p60 con células COS-7 para transfectar.

Preparar pool de cDNA de P-Rex1 con 500 pL de medio de ayuno y 1000 ng
del plasmido Flag-P-Rex1 por caja (cuatro cajas), mezclary dividir el volumen
a la mitad, compensar el tubo uno con plasmido pCEFL vacio (250 ng/p60,
condiciones uno y tres) y agregar el plasmido HA-Myr-Akt al tubo dos (250
ng/p60, condiciones dos y cuatro).

Agregar 2 uL de Turbofect por condicién e incubar durante 15 minutos.
Durante este tiempo preparar las células para agregar los complejos de
transfeccion. Lavar con 1 mL de PBS 1X por pozo y agregar 2 mL de medio
completo.

Agregar los 500 pL de complejos e incubar toda la noche.
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9.

. Al dia siguiente retirar el medio de transfeccién y agregar 1 mL de medio

completo.

. Ayunar 16 horas con 2 mL de medio de ayuno.

. Agregar elinhibidor MK-2206 (sc-364537) en las cajas tres y cuatro (2 pL/mL),

dejar actuar durante dos horas.
*El stock de MK-2206 se encuentra a TmM en DMSO por lo que se requieren
2 uL/mL para obtener una concentracion de trabajo de 2 pM.

Lisis*

10. Pull-down* con 30 pL de perlas recombinantes RacG15A durante 1 hora.

11. Western blot*

Efecto de activadores de P-Rex1 en su funcion de plataforma y efector

1.
2.

Preparar cuatro cajas p60 con células COS-7 para transfectar.

Preparar pool de cDNA de P-Rex1 con 500 pL de medio de ayuno y 1000 ng
de Flag-P-Rex1 por caja (cuatro cajas), mezclary dividir el volumen en cuatro
tubos. Agregar 3xFlag-Gf: y Gy, (750 ng/p60) a los tubos dos y cuatro y HA-
Myr-Akt (250 ng/p60) al tubo tres y cuatro. Compensar los tubos uno, dos y

tres con plasmido pCEFL vacio.

. Agregar 6 uL de Turbofect por condicién e incubar durante 15 minutos.

Preparar las células para agregar los complejos de transfeccién. Lavar con 1

mL de PBS 1X por pozo y agregar 2 mL de medio completo.

. Agregar los 500 pL de complejos e incubar toda la noche.

. Al dia siguiente retirar el medio de transfeccién y agregar 3 mL de medio

completo.

. Ayunar 16 horas con 5 mL de medio de ayuno.

. Lisis*

Pull-down* de P-Rex1 activo con 30uL de perlas recombinantes RacG15A

durante 1 hora.

10. Western blot*
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Dependencias de genes y farmacos

Dada la expresién de P-Rex1 en células de cancer de mama exploramos la
plataforma Depmap (https://depmap.org/portal/). A partir de los datos de
esencialidad por CRISPR pudimos filtrarlos a genes especificos que participan

en una cascada de senalizacion particular: P-Rex1-PISK-mTORC2-Akt1.

La version DepMap 21Q2 Public+Score (CERES) contenia informaciéon de 43
lineas celulares. A partir del efecto del CRISPR de PREX1 se determind un punto
de corte cercano a -0.5 y se seleccionaron cinco lineas celulares donde PREX1
fue esencial, estas cinco lineas celulares también se identificaron en las nubes
de distribucién de los estadisticos T de genes de la cascada, como PREX2,

PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG, MTOR, RICTOR, AKT1, AKT2 y AKT3.

Para investigar cudles actividades son esenciales en el contexto de lineas
celulares de cancer de mama se exploré en la plataforma DepMap el efecto de

diferentes farmacos.

Expresion de ARNm de lineas celulares

Para validar los efectos por CRISPR y farmacos se exploraron los niveles de
expresion de transcritos de los genes de interés. Se descargaron los datos de
expresion 21Q2 Public (log2(TPM+1)) del portal Depmap para cuatro de las cinco
lineas celulares donde PREX1 fue esencial (OCUBM no posee datos de
expresion) y se ordenaron de mayor a menor nivel de acuerdo con los valores de

PREX1.

Para analizar la correlacion entre la expresion de los transcritos y el efecto de su
respectivo CRISPR se empled el portal Depmap donde se calcularon los

coeficientes de Pearson.

Acompanantes de senalizacion de PREX1
Nos propusimos identificar genes de sefalizacidon co-esenciales, genes cuyo
noqueo fuera relevante junto con el de PREX1, y que fueran acompafantes

exclusivos. Para ello designamos dos grupos de lineas celulares de cancer de
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mama como dependientes e independientes al CRISPR de PREX1 de acuerdo
con los valores del estadistico T cercanos a -0.5. Con valores mas negativos
fueron lineas donde PREX1 fue esencialy con valores positivos donde PREX7T no

fue esencial.

Ademas del criterio de co-esencialidad en alguna de las cinco lineas celulares
dependientes de PREX1, se correlacioné con la informacion de pacientes del
estudio de carcinoma de mama invasivo (BRCA) del TCGA

(https://www.cbioportal.org/study/summary?id=brca_tcga_pan_can_atlas_201

8). Setomod en cuenta la correlaciéon de los genes co-esenciales con la expresion
de PREX1 en las muestras de pacientes y que tuvieran un buen nivel de expresion

del transcrito en dichas muestras.

Marcadores de tipos celulares

Los 24 genes de sefalizacidn, co-esenciales y acompafiantes exclusivos de
PREX1 conformaron una firma transcripcional cuya correlacién con marcadores
de células de cancer de mama se compard con la de PREX71. Los genes
designados para los tipos celulares fueron ESR71 y ERBB2 para células
epiteliales, CD3G (células T), MS4A1 (células B) y CD74 (macréfagos) para

células inmunitarias y HTRA1 (fibroblastos) para células del estroma.

Fosfoproteémica y enriquecimiento de vias de senalizacion de la firma
transcripcional

A partir de los genes de senalizacidon esenciales y exclusivos y genes esenciales
compartidos se filtraron los que ademas estuvieran como proteinas fosforiladas

en muestras de pacientes (RPPA, TCGA).

Resultaron 15 genes esenciales con proteinas fosforiladas en pacientes que
junto con PREX1 se sometieron como firma transcripcional a Metascape
(https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1) para determinar el

enriquecimiento de vias de senalizacion establecidas.
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Acompahnantes de senalizacion de P-Rex1 en pacientes con cancer cuya
sobrevivencia correlaciona con la expresion de PREX1

Para determinar en cudles contextos cancerosos PREX1 es relevante para el
prondstico de pacientes, se analizaron 21 estudios disponibles del TCGA en la

plataforma Oncolnc (http://www.oncolnc.org/). Se segregaron los pacientes de

acuerdo con la media de expresion (50:50) de PREX1.

Los estudios donde hubo correlacion con la sobrevivencia continuaron al

analisis de expresién de ARNm (cBioportal-TCGA) y esencialidad (Depmap).

En cBioportal se descargaron los datos de expresién de PREX71 (RSEM (Batch
normalized from Illumina HiSeq_RNASeqV2)) de los estudios LGG, LAML, KIRC y
LUAD. Respecto al efecto del CRISPR de PREX1 se buscaron lineas celulares

representativas de esos cuatro estudios del TCGA.

Para seleccionar el estudio con mayor correlacion entre la alta expresién de
PREX1 y baja sobrevivencia, se compararon los valores estadisticos, y se
seleccion¢ el estudio LGG para profundizar en la busqueda de acompahnantes
esenciales de PREX1. Se exploraron genes y actividades esenciales en la linea
celular 42MGBA, representativa de glioma. De los genes blanco encontrados se
buscd si existia correlacion entre su alta expresion y la de PREX7 en pacientes

con LGG (TCGA).

Para explorar la posibilidad de alteraciones (mutaciones, deleciones,
amplificaciones) relacionadas con la alta expresion de PREX1, se comparo la
tasa de alteracion de los diez genes principales segregando a los pacientes con
LGG en baja y alta expresion de PREX71. De acuerdo con los genes alterados
exclusivamente en pacientes con alta expresion de PREX1 se compard la
expresion del ARNm de P-Rex1 al separar a los pacientes segun su estado

silvestre y alterado (mutado, amplificado, eliminado).

Para identificar acompanantes de sefalizacién coexpresados con PREX1

exclusivamente, se identificaron los genes que participan en senalizacion, si
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correlacionaban con PREX1 en el grupo de baja o alta expresidon, o en ambos y
que tuvieran una diferencia de al menos 0.05 al comparar los coeficientes de
correlacién de Spearman con la expresion de PREX1. Se aplicaron estos filtros
para diferentes proteinas de senalizacidon, como agonistasy receptores, cinasas

y fosfatasas, y demas proteinas con dominios de sefalizacién.

Se determind si genes de alguna categoria o subcategoria de senalizacion se
enriquecieron en el grupo de alta expresion de PREX1. Se comparé el nUmero de
genes encontrados en el cuartil superior con el numero de genes esperado en
una cuarta parte del total de genes. Un valor superior a uno indicaria que se
encontraron mas genes que lo esperado y, por lo tanto, habria un

enriquecimiento.

De los genes de sefalizaciéon correlacionados con PREX1 exclusivamente en el
grupo de alta expresion se buscaron cuéles de ellos también correlacionan con
baja sobrevivencia cuando se dividen los pacientes con LGG por su media de
expresion. Un comportamiento similar al de PREX1 podria guiar a la formacion
de una firma transcripcional relevante en LGG que pudiera correlacionar con un

peor prondstico para los pacientes.

Validacién de la firma transcripcional

PREX1 y los genes de senalizacidon que cumplieron los criterios de coexpresion
se probaron como una firma transcripcional en el estudio de LGG (TCGA). En la
plataforma Kaplan-Meier plotter

(http://www.kmplot.com/analysis/index.php?p=service&cancer=custom_plot#)

se analizo si la firma transcripcional correlaciona con menor sobrevivencia de
acuerdo con elriesgo acumulado. Los resultados fueron validados usando datos
de otro grupo de pacientes no relacionado (datos del Chinese Glioma Genome

Atlas, CGGA, http://www.cgga.org.cn/).
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Para probar el poder predictivo de la firma transcripcional encontrada en LGG,
se comparoé el grado de correlaciéon de los acompanantes de senalizacidon con
PREX1 en los 31 estudios restantes del TCGA. Se evalud si la firma

transcripcional representa mayor riesgo acumulado.

Correlacion de la firma transcripcional con marcadores de tipos celulares
cerebrales

Se identificaron genes que representen a los diferentes tipos celulares en los
tumores cerebrales de acuerdo con marcadores reconocidos y utilizados en
RNASeq. Para marcadores de células cerebrales se establecieron GFAP para
astrocitos, MBP para oligodendrocitos, TMEM119 para microglia y ALDH1A1
para células cancerosas troncales. Para marcadores de células del estroma se
utilizaron PECAMT1 para células del endotelio, PTPRC para células inmunitarias,
ITGAM para macréfagos, CSPG4 para pericitos y EPCAM para células
epiteliales®®”'. Se compard el grado de correlacién de PREX1 y sus genes de

sefalizacién acompafantes con cada uno de los marcadores.

Se realizé un andlisis de correlacidn reciproco, entre los marcadores de las
poblaciones cerebrales y marcadores especificos de macroéfagos, células Ty
endoteliales, que resultaron exclusivos, con PREX1 al segregar a los pacientes

con bajay alta expresion de este.

Se analizé el puntaje de poblaciones inmunitarias y estromales establecidas por
el algoritmo ESTIMATE (cBioportal) de los pacientes con baja y alta expresién de
PREX1 en LGG. Se utilizaron otros algoritmos que determinan proporciones de
poblaciones celulares para analizar la de macréfagos y linfocitos T por XCELL,
TIMER y EPIC (http://timer.comp-genomics.org/) y determinar si representan un

mayor riesgo para la sobrevivencia de los pacientes en LGG.
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Anadlisis estadistico

Las pruebas t de Student no pareadas con correccién de Welch, ANOVA de una
via seguida de comparaciones multiples Dunnett o Tukey y las pruebas log-rank
(Mantel-Cox) se realizaron en GraphPad Prism (6.01). Los modelos multivariados

de riesgos proporcionales se analizaron en la plataforma KM plotter/Custom

(http://www.kmplot.com/analysis/index.php?p=service&cancer=custom_plot#)
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VIl. Resultados
PI3Ky interactua con el amino terminal de P-Rex1

P-Rex1 es un RacGEF multidominio con variadas interacciones reportadas,
como la de su dominio PH con el segundo mensajero lipidico PIP; producido por

PI3Ks de clase I”2.

Para determinar si existe una interaccion entre la PI3Ky con P-Rex1 se mapearon
distintas regiones del RacGEF. Se compararon las regiones amino y carboxilo
terminal, al realizar el pull-down de estas construcciones se encontrd que la
subunidad catalitica p110y y la subunidad p101 interactuan especificamente

con el amino terminal de P-Rex1 (Fig. 16A).
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Figura 16 PI3Ky interactia con el dominio DEP1 de P-Rex1.

A, PI3Ky interactia con el amino terminal de P-Rex1 (n=3). B, PI3Ky interactia con la
region DEP-PDZ de P-Rex1 (n=3). C, PI3Ky interactia con los dominios DEP1 y PDZ2
(n=2). Se transfectaron las subunidades de PI3Ky (p110y y p101) y las diferentes
construcciones de GST-P-Rex1 en células HEK293T para realizar los mapeos.

Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023.

La region amino terminal contiene los dominios DH, PH, DEP-DEP y PDZ-PDZ en
tandem y para encontrar regiones de interacciéon menores, se dividié el amino

terminal en el casete catalitico DH-PH y la region DEP1-PDZ2. Se observo una
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mayor asociacion de las subunidades de PI3Ky con la construccién DEP1-PDZ2
(Fig. 16B). Por lo tanto, se continué dividiendo dicha construccion en los
dominios individuales y se determiné que PI3Ky interactua con el dominio DEP1
y PDZ2 (Fig. 16C). La regién minima de interaccion estaria conformada por PI3Ky
y P-Rex1-DEP1 por la afinidad de la construccion ante el enriquecimiento en el

pull-down.

En cuanto a la especificidad de interaccion de las PISK de clase I, elegimos a P-
Rex1-DEP1 para probar la interaccion minima con PI3KB. Encontramos que la
subunidad catalitica p110f3 también interactia con el dominio DEP1 de P-Rex1
(Fig. 17A), tal como PI3Ky (Fig. 17B). Sugiriendo que el dominio DEP1 puede

establecer contacto con diversas PI3Ks de clase |.
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Figura 17 PI3Kp y PI3Ky interactidan con P-Rex1-DEP1.

A, PI3Kp interactia con el DEP1 (n=2). B, PI3Ky interactia con el DEP1 (n=3). Se
transfectaron las subunidades de PI3Ky (p110yy p101), GST (control negativo) y GST-P-
Rex1-DEP1 en células HEK293T para realizar pull-down de GST. Manuscrito en
preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023. Inciso B obtenido con apoyo de Irving Garcia

Jiménez.
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P-Rex1 como plataforma para la interaccion Gpy-PI3Ky
Respecto a la interaccion de GBy con P-Rex1 se encontré que el heterodimero
interactua con el casete catalitico DH-PH y con los dominios PDZ-PDZ. El

dominio PDZ1 resulté como la regién minima de interaccién para Gpy*.

Para evaluar si P-Rex1 puede ser un puente para GPy y PI3Ky se realiz6 un pull-
down del amino terminal del GEF, pues contiene los dominios en los que ambas
proteinas pueden interactuar. Encontramos las interacciones esperadas entre
el amino terminal de P-Rex1 con GPy y PI3Ky por separado y la interaccion con
ambas proteinas cotransfectadas (Fig. 18A). En el pull-down de Gfy se
detectaron tres complejos: PI3Ky-Gy, PI3Ky- P-Rex1-GPy y P-Rex1-Gfy (Fig.
18B).

Ya sea que se aisle desde P-Rex1 o Gy, pudimos encontrar un complejo ternario
que puede representar la capacidad del amino de P-Rex1 de funcionar como

plataforma para Gy y PI3Ky.
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Figura 18 El amino terminal de P-Rex1 puede formar un complejo ternario con Gy
y PI3Ky.

A, P-Rex1-N ter interactia con Gy y PI3Ky por separado y juntas a la vez (n=2). B, GBy
interactua con PI3Ky, con P-Rex1-N ter y con ambas proteinas simultdaneamente (n=2).

Se realizaron pull-downs de GST de células HEK293T transfectadas.

55



Aprovechando la interaccién minima del dominio DEP1 de P-Rex1 con PI3Ky se
realizé el pull-down de dicha regién para evaluar el efecto de GBy. P-Rex1-DEP1
aislé a PI3Ky y la presencia de GBy no alteré dicha unién, ni se aisloé con el
complejo DEP1-PI3Ky (Fig. 19). Por lo tanto, la PI3Ky que aislé P-Rex1-DEP1 no
traia consigo al heterodimero ni influyé en la cinasa.

PI3Ky

Flag-Gpy Flag-Gpy

GST DEP1DEP1 GST DEP1 DEP1 kDa

p110y
100

p101 100

3XFlag-G§,

GST

PD: GST TCL

HEK-293T

Figura 19 Gpy no interactua con el complejo DEP1-PI3Ky.

Se transfectaron las subunidades de PI3Ky (p110yy p101) con GST (control negativo) o
con el dominio DEP1 de P-Rex1, sin y con 3XFlag-Gfy en células HEK293T. Se realizé
pull-down de GST (n=2).
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P-Rex1 funciona como plataforma para la via Gpy-PI3SK-mTORC2-Akt1
Para caracterizar a P-Rex1 como plataforma se realizd6 un curso temporal
estimulando con SDF-122 a células MCF7 y aislando la fraccién activa con perlas

recombinantes de Rac libre de nucledtido (RacG15A).

SDF-1 logro activar a P-Rex1y en esta fraccién encontramos a Gy, p110p, Rictor
y Akt1, proteinas que coinciden en una misma via de sefalizacién. Dicha unién
dependid del estimulo y coincidié con la maxima activacién de P-Rex1. La

asociacion de Akt1y GPy se observé de manera basal (Fig. 20).

*
*

FE

e

(Activo/Total)
© o
NS

P-Rex1 activo

0.015% kDa
SDF-1(min) - 2 5 15 30 60 260
P-Rex1
activo
GST-
RacG15A

PD:
Rac
G15A

p110p

100

Rictor

Akt1

@
>

P-Rex1 TCL

p110p

-

00

——_ -260
Rictor W e ““\

Akt1

50
37

Gp,
MCF-7

Figura 20 P-Rex1 activado por SDF-1 interactia con Gy, p110p, Rictor y Akt1.
Curva de activacion de P-Rex1 en células MCF7 estimuladas con SDF-1 [50 ng/uL].
ANOVA de una via seguida de Dunnett para comparaciones multiples. *p<0.05 (n=3).

Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023.

Las células MCF7 son un excelente modelo para analizar la activacién de P-Rex1
enddgeno y probar las interacciones. Ademas de analizar la fraccion activa

probamos inmunoprecipitando a P-Rex1. Comparando la condicion basal con
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las estimuladas a cinco y quince minutos con SDF-1. Encontramos que p110By
p110a interactuan con P-Rex1 dependiendo del estimulo, mientras que la unién

de Rictor, Akt1y GPy se observé desde el basal (Fig. 21A).

Se probdé si la unidon de p110B a P-Rex1 era reciproca. Al realizar la
inmunoprecipitacién de p110p se encontré a P-Rex1 co-inmunoprecipitado (Fig.

21A, seccion media).

Para determinar que las interacciones fueran especificas se compararon las
proteinas co-inmunoprecipitadas cuando se estimulé con SDF-1 o HGF. Las
proteinas p110B, p1100, Rictor, Akt1 y GPy se observaron co-
inmunoprecipitadas ante ambos estimulos con cierta preferencia cuando el

estimulo fue SDF-1 (Fig. 21B).

Para analizar el rol de plataforma de P-Rex1 también realizamos
inmunoprecipitaciones del RacGEF en células MCF7, estimulando con SDF-1y
evaluando el efecto de inhibidores de mTOR y Akt. Como resultados preliminares
obtuvimos que en presencia de torina, p110B, p110a, Rictor, Akt1 y Gpy
continuaron asociados a P-Rex1. Interesantemente, con la presencia del
inhibidor alostérico MK-2206, p110f3, p110a y Akt1 se encontraron asociados a
P-Rex1 en menor proporcién cuando hubo estimulo, incluso la interaccidn basal
de Akt1 se vio inhibida por MK-2206. En cambio, Gy se encontré mas asociada
a P-Rex1 en presencia del inhibidor. Esto sugiere la influencia de Akt1 en la

estabilidad del complejo formado por P-Rex1-PI3K-Akt, independientemente de

GPy.
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Figura 21 PI3Kp y PI3Ka interactian con P-Rex1 activado por SDF-1.

A, PISKB y PI3Ka interactian con P-Rex1 estimulado por SDF-1 [50 ng/uL] e
inmunoprecipitado en células MCF7. P-Rex1 interactia con p110f inmunoprecipitada
(n=3). B, Efecto de SDF-1y HGF [50 ng/uL] (15 minutos de estimulo) en la interaccion de
p110B, p110a, Rictor, Akt1 y GBy con P-Rex1 inmunoprecipitado en células MCF7. P-
Rex1 interactia con p110B inmunoprecipitada en células MCF7 (n=2). Manuscrito en
preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023. Incisos Ay B obtenidos con apoyo de Dante

Gustavo Juan Guadarrama.
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La via Gpy-PISBK-mTORC2-Akt1 requiere a P-Rex1

Dadas las asociaciones encontradas de Gy, PI3K, Rictor y Akt1 con P-Rex1 en
células MCF7 se determind, mediante analisis de captura de GEF activo, si estas
proteinas de transduccion de sefiales interactuaban de manera preferencial con
P-Rex1 durante su activacion. Mediante el knockdown de P-Rex1 evaluamos las

interacciones con proteinas de la via en esta misma linea celular.

En experimentos en los que el knockdown de P-Rex1 resultd efectivo se
observaron dos comportamientos en cuanto a las interacciones. La unién de Gy
dependié completamente de P-Rex1, mientras que la de p110p, Rictor y Akt1
dependio parcialmente (Fig. 22A). La variabilidad de contribucién de P-Rex1
puede deberse a la participacidon de otros RacGEFs que también hayan podido

aislarse con las perlas recombinantes de RacG15A.
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Figura 22 Gy, p110p, Rictor y Akt1 se asocian a P-Rex1 y el RacGEF contribuye a
la senalizacion de la via GBy-PISK-mTORC2-Akt1.

A, Andlisis de interactores de P-Rex1 y efecto del knockdown del GEF en células MCF7
estimuladas con SDF-1 o HGF [50 ng/uL] durante 15 minutos (n=3). B, Contribucién de
P-Rex1 a vias de sefalizacién (n=3). Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al.,

2023.
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Se evaluaron vias de sefializacion derivadas del complejo que ensambla P-Rex1,
como la activacion de Akt como efector de mTORC2, comparandola con la de S6
como efector de mTORC1 y la de unavia independiente como la de las MAPK. Se
encontré que el knockdown de P-Rex1 afectd la activacién de Akt y la de su
efector PRAS40, la de S6 y la de Erk (Fig. 22B). El complejo que forma P-Rex1

puede contribuir a coordinar mejor la sefalizacién de mTORC2 hacia Akt.
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P-Rex1 es efector de la via Gpy-PISK-mTORC2-Akt1
Para evaluar si la activacién de P-Rex1 se ve favorecida gracias al complejo

multiproteico que ensambla, se utilizaron inhibidores de mTOR y de Akt1.

Al emplear rapamicina en un tratamiento de 24 horas se inhibio a mTORC2 vy se
observd menor activacion de P-Rex1 (Fig. 23). La fosforilacion de Akty S6 se vio
disminuida, tal como se esperaba. En el caso de S6 también se inhibié a

mTORC1 por la duracién del tratamiento con rapamicina.

DMSO Rapamicina (24h)
- SDF-1 HGF - SDF-1HGF

PD:
Rac
G15A

P-Rex1 Activo

GST-RacG15A

TCL
P-Rex1

Figura 23 P-Rex1 es efector de mTORC2.
Captura de GEF activo en células MCF7 tratadas con DMSO o Rapamicina [20ng/pL]
durante 24 horas, y estimuladas con SDF-1 o HGF [50 ng/pL] durante 15 minutos (n=3).

Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023.

En experimentos preliminares se utilizé torina durante 30 minutos, resultando
muy efectiva para inhibir efectores de mTORC1 y mTORC2, como S6 y Akt1,
respectivamente. En cuanto a P-Rex1, se observd menor activacion ante los
estimulos en presencia de torina. Dado que Akt1 es la ultima cinasa de la
cascada, se empled el inhibidor alostérico MK-2206. Sorpresivamente, P-Rex1
se encontré mas activo en presencia del inhibidor de Akt1. Lo que sugiere que

en una cascada estimulada por agonistas, Akt1 podria tener un efecto dinamico
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que dependa no solo de su actividad de cinasa sino de sus interacciones con P-
Rex1. Por lo tanto, ubicamos a P-Rex1 como efector de mTORC2 al requerir la
actividad de este complejo para su activacién y encontramos que la regulacion
por Akt parece ser particularmente compleja, ya que parece tener un efecto
regulador al que contribuye no sélo su actividad de cinasa sino también las
interacciones proteina-proteina, mismas que a su vez parecen estar reguladas
por fosforilacion. Considerando que el inhibidor usado es alostérico, resulta
importante investigar el efecto de inhibidores de la actividad de cinasa, ya que el
inhibidor alostérico podria estar afectando interacciones de Akt con otras

proteinas y con segundos mensajeros lipidicos.
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Akt1 activa a P-Rex1 mediante fosforilacion
Consideramos que P-Rex1 es activado gracias al complejo que forma, en el que
se requieren las actividades e interacciones con mTORC2 y Akt. Por lo que nos

preguntamos si P-Rex1 podria ser fosforilado por Akt.

La busqueda en Scansite reveld la existencia de tres sitios consenso en P-Rex1
para ser fosforilados por Akt: la Ser319 en el dominio PH, la Thr437 en el dominio
DEP1yla Ser993 en el carboxilo terminal. Por lo que se mapearon estas posibles
fosforilaciones en construcciones de los tdndems de P-Rex1. Se encontraron
fosforilados el casete catalitico DH-PH y el tdndem DEP-DEP al emplear un
anticuerpo anti-fosfosustratos de Akt. La fosforilacién del DH-PH fue inducida
por la presencia de Akt miristoilada (constitutivamente activa) y la del DEP-DEP
ademas tuvo una alta fosforilacion basal (Fig. 24A). Al dividir el tdndem DEP-DEP
en los dominios individuales, se encontré el DEP1 fosforilado por Akt,
coincidiendo con la prediccidon (Fig. 24B). A pesar de un sitio predicho en el
carboxilo terminal, cuando mapeamos las fosforilaciones en el amino y en el

carboxilo, este ultimo no se detectd fosforilado (datos no mostrados).

Que el casete DH-PH reciba una fosforilacion por parte de Akt nos llevd a
investigar su naturaleza activante o inhibitoria. Se probd la version
constitutivamente activa del DH-PH de P-Rex1y en presencia de Akt se capturé
mas activo, sugiriendo que la fosforilacion que recibe, probablemente en la

Ser319 del dominio PH, es activante (Fig. 25A).

Para corroborar el efecto de Akt en el RacGEF completo, realizamos un pull-
down de P-Rex1 activo. Akt miristoilada llevé a una mayor activacion y captura
del GEF completo y el inhibidor alostérico de Akt, MK-2206, evito tal activacion

(Fig. 25B). Por lo tanto, Akt fosforila y activa a P-Rex1.
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Figura 24 Akt1 fosforila el DH-PH y el DEP1 de P-Rex1.

A, Akt1 fosforila el DH-PH y el tdndem DEP-DEP de P-Rex1 (n=3). B, Akt fosforila el
dominio DEP1 de P-Rex1 (n=3). Pull-downs de GST-P-Rex1 en células COS-7
transfectadas con las construcciones de P-Rex1 y Akt miristoilada. Manuscrito en
preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023. Incisos Ay B obtenidos con apoyo de Rodolfo

Daniel Cervantes Villagrana.

A EGFP- B
P-Rex1- Flag-P-Rex1
DH-PH- I
CAAX MK-2206
Myr - Akt kDpa Myr - Akt - Akt kDa

PD:
Rac
G15A

PD:
P-Rex1 activo

G15A -
GST-RacG15A o o v
ac . o2

-37
TCL
75 TCL
EGFP-P-Rex1 Flag-P-Rex1 150
50
50

COs-7

P-Rex1 activo

GST-RacG15A

Akt1

COs-7

Figura 25 Akt1 activa a P-Rex1.

A, Akt1 activa el DH-PH de P-Rex1 (n=3). B, Akt1 activa a P-Rex1 completo (n=3).
Captura de P-Rex1 activo en células COS-7 transfectadas con el mdédulo catalitico
constitutivamente activo de P-Rex1 (A) o Flag-P-Rex1 completo (B) y Akt miristoilada.
Inhibicién con MK-2206 [2uM] durante 2 hrs. Manuscrito en preparacién, Beltran-
Navarro, et al., 2023. Incisos Ay B obtenidos con apoyo de Rodolfo Daniel Cervantes

Villagrana.
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Con la intencién de analizar el efecto activador de Akt1, respecto al de Gy, en
P-Rex1 como plataforma y efector en distintos tipos celulares, se aislo la
fraccion activa del GEF en células COS7 transfectadas con el P-Rex1 completo,

Gy y Akt miristoilada.

La combinacién de activadores Gy y Akt resulté la mas efectiva para que se
asociaran p110B y Rictor a P-Rex1 activo (Fig. 26). Lo que sugiere que Gy y Akt
activan a P-Rex1 hasta cierto grado, y que en conjunto la activacion es mayor,
provocando una mejor disponibilidad de los dominios de P-Rex1 para que se

asocien proteinas de la via Gfy-PISBK-mTORC2-Akt1.
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Figura 26 P-Rex1 activado por GBy y Akt constituye una plataforma mas eficiente.
Captura de P-Rex1 activo en células COS-7 transfectadas con GPy y/o Akt miristoilada
(n=2). Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023. Resultado obtenido con

apoyo de Rodolfo Daniel Cervantes Villagrana.
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P-Rex1 es esencial en algunas lineas celulares de cancer de mama y es

acompanado por PI3K, mTORC2, Akt1

Para examinar la relevancia de P-Rex1 y de proteinas del complejo multiproteico
que ensambla, se exploré la plataforma Depmap en cuanto a datos de
esencialidad por CRISPR y con el uso de farmacos en lineas celulares

cancerosas.

Se compararon los valores de los estadisticos Ty se encontraron cinco lineas
celulares donde el knockout de PREX1 disminuy¢ la viabilidad celular, siendo
SKBR3, MCF7, SUM52PE, T47D y OCUBM. A comparacion de PREX1, el knockout
de PREX2 no resultdé esencial en las lineas de cancer de mama. De las PI3Ks,
PIK3CA y PIK3CB resultaron esenciales en varias lineas celulares, pero no
PIK3CG. De mTORC2, MTOR fue esencial en todas las lineas celulares de cancer
de mama, coincidente con mMTOR como una cinasa esencial en todas las células,
mientras el knockout de RICTOR afectd algunas lineas celulares. De las Akts,
soOlo AKT1 fue esencial, pues el knockout de AKT2 y AKT3 no afectd la viabilidad
celular de ninguna linea (Fig. 27A). Por lo tanto, PREX1, PIK3CA, PIK3CB, MTOR,
RICTOR y AKT1 pueden considerarse vitales en algunas lineas celulares de
cancer de mama, lo que es consistente con la idea de que actuan como

componentes de una via integrada.

Similar a los datos de esencialidad por CRISPR, se compararon los estadisticos
T del efecto de diversos farmacos que disminuyeran la viabilidad de lineas
celulares de cancer de mama. Esto apuntd a los blancos de dichos farmacos 'y
sus actividades como esenciales. Se ordenaron los valores de estadistico T de
mayor a menor y se identificaron los blancos de los farmacos. Resaltamos
farmacos que tuvieran como blanco a cinasas del complejo P-Rex1-PI3K-
mTORC2-Akt1. Encontramos dos inhibidores de mTOR, tres inhibidores de PI3K
y seis de Akt (Fig. 27B).
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Figura 27 Efecto del CRISPR y farmacos en lineas celulares de cancer de mama.

A, Estadisticos T para PREX1, PREX2, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG, MTOR, RICTOR, AKT1,
AKT2 y AKT3 en lineas celulares de cancer de mama. Punto de corte para considerar
lineas celulares vulnerables: valores cercanos o mas negativos a -0.5. Las lineas SKBR3,
MCF7, SUM52PE, T47D y OCUBM se identificaron con colores. B, FArmacos y blancos
correspondientes. Se resaltaron los farmacos que tuvieron a PI3K, mTOR y Akt1 como

blancos. Manuscrito en preparacién, Beltran-Navarro, et al., 2023.

Al correlacionar los datos de esencialidad por CRISPR y farmacos consideramos
que PI3Ka, PIBKB y Akt1 son acompanantes diferenciales de P-Rex1. Aunque los
inhibidores funcionan contra diferentes isoformas, solo el knockout de PIK3CA,

PIK3CB y AKT1 afecté la viabilidad de lineas celulares de cancer de mama.

Para que estos ensayos de pérdida de funciéon fueran efectivos se requirié la
presencia de los transcritos, por lo que en la misma base de datos buscamos la
informacion respecto a los niveles de ARNm. Salvo PREX2 y PIK3CG, todos los
demas genes se encontraron expresados en las lineas celulares de cancer de
mama, independientemente de la expresion de PREX1 (Fig. 28). Solo la
expresion de PREX1 correlacion6 con un mayor efecto del CRISPR del mismo gen

(Fig. 29).
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Figura 28 Expresion de ARNm de PREX1 y proteinas de la via PIBK-mTORC2-Akt en

lineas celulares de cancer de mama.
Datos de expresion de PREX1, PREX2, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG, MTOR, RICTOR, AKT1,

AKT2 y AKT3 en lineas celulares de cancer de mama. Manuscrito en preparacion,

Beltran-Navarro, et al., 2023.
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Figura 29 La alta expresion de PREX1 correlaciona con mayor efecto de CRISPR.
Correlacion entre la expresion de PREX1 y el efecto de su CRISPR. Coeficiente de

correlacidon de Pearson calculado en Depmap. Manuscrito en preparaciéon, Beltran-

Navarro, et al., 2023.
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P-Rex1 es acompanado por un grupo de genes de senalizacion especificos
Con P-Rex1 y proteinas de la via GBy-PIBK-mTORC2-Akt1 encontrados como
esenciales en lineas celulares de cancer de mama, nos preguntamos qué otras
proteinas podrian enriquecer al complejo. Analizamos las cinco lineas celulares
que resultaron dependientes de PREX7 para buscar acompafiantes de
senalizacidn especificos, por lo que comparamos con los genes encontrados en
otras cinco lineas celulares donde el knockout de PREX1 no tuvo efecto (Fig.
30A). Encontramos 482 genes de senalizacion esenciales y exclusivos en lineas
celulares dependientes de PREX1 (fondo lila), 349 genes de sefializacién en
lineas celulares independientes de PREX1 (fondo gris) y 538 genes esenciales

compartidos (fondo azul, Fig. 30B).

A Lineas celulares s oy B
Estadistico T
de cancer de mama
SKBR3 -0.751314968 Genes de Sefalizacion Esenciales
] ; MCF7 0.491701242 Lineas celulares Lineas celulares
g S w o dependientes independientes
2388 SUMS2PE -0.478586935 de PREX1 de PREX1
S22 T47D -0.454374564
X OCuBM -0.451825801
HCC1395 0.032159596
285X HCC1937 0.062523873 482 538 349
2 g 2x HCC38 0.069647195
SiEggniD MDAMB157 0.075300604
L
d HCC1954 0.145338549

Figura 30 Genes de sefalizacion esenciales, exclusivos y compartidos en lineas
celulares de cancer de mama dependientes e independientes de PREX1.

A, Clasificacion de lineas celulares de cancer de mama como dependientes e
independientes de PREX7 de acuerdo con el efecto del CRISPR. B, Anélisis de
exclusividad de genes de sefalizacion esenciales en lineas dependientes e

independientes de PREX1. Manuscrito en preparacién, Beltran-Navarro, et al., 2023.

Los 482 genes de sefializaciéon esenciales y exclusivos se filtraron a 24 genes que
ademas correlacionaron con la expresion de PREX7 en pacientes con carcinoma
de mama invasivo (BRCA) y que estaban expresados en los mismos pacientes

(Fig. 31).
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Figura 31 Veinticuatro genes de seinalizacion esenciales correlacionan con PREX1
en muestras de pacientes con cancer de mama y exhiben buena expresion.

Analisis de exclusividad de genes por categoria de senalizacion (izquierda). Genes de
sefalizacidon co-esenciales en lineas celulares dependientes de PREX1 (fondo lila).
Correlacion con la expresion de PREXT en muestras de pacientes con carcinoma de
mama invasivo (mapa de calor, coeficiente de correlacién de Spearman calculado en
cBioportal). Expresion de ARNm de genes correlacionados (derecha). Manuscrito en

preparacién, Beltran-Navarro, et al., 2023.

Entre los 24 acompanantes de PREX7 se encontraron a dos GPCRs, PTGER3 y
GRM4, una proteina G, GNA11, y adenilato ciclasas, ADCY5 y ADCY®6, dos
factores de crecimiento, AGGF1y BMP4, tres RTKs, ERBB3, FGFR3y EPHAS3, tres
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adaptadores de RTKs, FRS2, EPN2 y GAB2, un receptor fosfatasa de tirosina,
PTPRA, cinco cinasas de serina/treonina, TSSK6, MAPK3, NLK, NEK4 y TEX14,
una fosfatasa de serina/treonina, PPP3CB, una fosfatasa dual, DUSP28, dos

fosfatasas de tirosina, PTPN1y PTP4A2, y una proteina con dominio SH3, LASP1.

Para probar estos 24 acompanantes de senalizacibn como una firma
transcripcional analizamos su correlacion con marcadores de células
epiteliales, inmunitarias y estromales y los comparamos con el grado de
correlaciéon de PREX1. PREX1 correlacioné con células que expresaron el
receptor de estrogenos (ESR1) y el receptor HER2 (ERBBZ2). Congruentemente, la
mayoria de los 24 genes acompanantes también correlacionaron positivamente
con ESR1 y con ERBB2 (Fig. 32). PREX1 y estos 24 acompahantes de
sefalizacién constituyen una firma transcripcional que puede encontrarse en

células de cancer de mama ER*y HER2".

Con el objetivo de identificar vias de sefalizacion representadas por los genes
acompanantes encontrados, buscamos genes esenciales y de senalizacion
tanto en lineas celulares dependientes como independientes del knockout de

PREX1 y que tuvieran datos de fosfoprotedémica de pacientes.

Encontramos nueve genes esenciales exclusivos (YAP1, RICTOR, ERBB3, ESR1,
BAD, MAPK3, STAT3, ERBB2 y AKT1) y seis genes esenciales compartidos
(PDPK1, TBX1, CHEK1, MTOR, MYH9 y RPS6) con sus versiones proteicas con

residuos fosforilados (Fig. 33).

Tomamos los quince genes esenciales junto con PREX17 y los sometimos como
una firma transcripcional en Metascape para que esta plataforma nos indicara
cuales vias de senalizacion estan enriquecidas. Las fosfoproteinas
acompanantes de P-Rex1 correlacionaron con vias de resistencia de inhibidores
de tirosin cinasas, senalizacion de RTKs y en concordancia con el hallazgo de

RICTOR, AKT1y MTOR se encontr¢ la via de senalizacion de TOR (Fig. 34).
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Figura 32 PREX1 y la firma transcripcional que lo acompafa correlacionan con
marcadores epiteliales.

Correlacidon con ESR1y ERBB2 como marcadores de subtipos de cdncer de mama, con
CD3G, MS4A1y CD14 como células inmunitarias (linfocitos T, linfocitos B y macréfagos,
respectivamente), y con HTRA71 como marcador del estroma (fibroblastos). Mapa de
calor de los coeficientes de correlaciéon de Spearman (calculados en cBioportal).

Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023.
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Figura 33 Genes co-esenciales cuya version proteica se encuentra fosforilada.

Genes co-esenciales exclusivos de lineas dependientes de PREX71 (fondo lila) y

compartidos en lineas dependientes e independientes de PREX71 (fondo azul) con

fosfoproteinas presentes en muestras de pacientes con cancer de mama. Manuscrito

en preparac

ién, Beltran-Navarro, et al., 2023.

Fosfoproteinas de senalizacién acompanantes de P-Rex1

WP4806: Resistencia a inhibidor de cinasa de tirosina EGFR

WP2034: Via de sefalizacion de leptina+

R-HSA-9006934: Senalizacion por receptor de tirosin cinasa+

G0:0051345: Regulacion positiva de actividad de hidrolasa+
G0:0031929: Sefalizacién TOR+

G0:0008283: Proliferacion de poblacion celulard
R-HSA-9700206: Senalizacién por ALK en cancer
G0:0030307: Regulacion positiva de crecimiento celular+
hsa05170: Infeccion de virus de inmunodeficiencia humana+
WP4538: Circuitos regulatorios de la via de sefializacién STAT34
hsa05206: MicroRNAs en cancer+

G0:0009792: Nacimiento del embrion o eclosion del huevo+
G0:0097191: Via de senalizacién apoptética extrinsecas
G0:0040007: Crecimiento+

G0:0030036: Organizacion de citoesqueleto de actina+
G0:0045596: Regulacion negativa de diferenciacion celular

Figura 34 Vias de senalizacidn enriquecidas correlacionadas con

fosfoproteinas acompafnantes de PREX1.
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PREX1 y las fosfoproteinas de sefializacién acompafnantes se sometieron como firma

transcripcional en Metascape para comparar con cascadas de sefializacién conocidas.

Manuscrito en preparacion, Beltran-Navarro, et al., 2023.
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P-Rex1 es acompanado por un grupo especifico de genes que constituyen
una firma transcripcional y correlacionan con menor sobrevivencia en
glioma de bajo grado

Para evaluar si la expresién de PREX1 correlaciona con la sobrevivencia de
pacientes de los estudios del TCGA, analizamos los grupos de baja y alta
expresion (50:50) en los 21 estudios de sobrevivencia disponibles en la
plataforma Oncolnc. Encontramos que en cuatro de esos tipos de cancer hubo
correlacién significativa entre la expresion de PREX1 y la sobrevivencia de los
pacientes. Estos tipos de cancer fueron: glioma de bajo grado (LGG) y leucemia
mieloide aguda (LAML), que correlacionaron la alta expresion de PREX1 con baja
sobrevivencia y carcinoma renal de células claras (KIRC) y adenocarcinoma
pulmonar (LUAD) que correlacionaron con mayor sobrevivencia (Fig. 35A).
Corroboramos los niveles de PREX71 de estos cuatro estudios en cBioportal
(TCGA), encontramos que LGG y LAML fueron los estudios de mayor expresion

de PREX1 correlacionando con un peor pronéstico (Fig. 35B).
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Figura 35 La alta expresion de PREX1 correlaciona con sobrevivencia en pacientes
con LGG, LAML, KIRC y LUAD.

A, Curvas de sobrevivencia de acuerdo con la media de expresidon de PREX71 en LGG,
LAML, KIRC y LUAD. B, Expresidn de PREX1 en los estudios de A. Barras de error
representan media y SD. ANOVA de una via, ***p<0.0001. C, Lineas celulares

representativas de los estudios de A vulnerables tras el CRISPR de PREXT.
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De los cuatro estudios buscamos datos de esencialidad en lineas celulares que
los representaran, hubo varias lineas correspondientes a LAML, seguidas de una
linea celular de glioma, 42MGBA (Fig. 35C). Esta ultima fue seleccionada para
buscar acompanantes de sefializaciéon de PREX1, teniendo en cuenta que el
estudio LGG fue el de mayor correlacion entre la alta expresion de PREX7 y la

baja sobrevivencia de los pacientes.

En la linea celular 42MGBA se encontraron 26 genes esenciales, seis por
CRISPR, diecisiete por RNAi y cuatro con el uso de farmacos (Fig. 36A).
Encontramos algunos acompafantes de PREX71 minando la plataforma Depmap
que también se han determinado experimentalmente como PRKARIA,
subunidad reguladora de PKA, y RPTOR, componente de mTORC1. MET se
encontré como gen esencial por RNAI y via el inhibidor PHA-665752, el doble
hallazgo apunta al requerimiento del geny de la actividad del MET. Los 26 genes
se analizaron como genes coexpresados con PREX1 al segregar a los pacientes
de LGG (TCGA) con baja y alta expresion de PREX1. PRKAR1A, ACVR1, KIF2C,
TEX14, MET y PDGFRB correlacionaron positivamente con PREX7 en el grupo de
alta expresion, mientras RPTOR y PLPPR5 correlacionaron negativamente (Fig.

36B).
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Figura 36 Genes de sefnalizacion esenciales acompaian a PREX1 en la linea celular
42MGBA y en pacientes con LGG.

A, Identificacion de genes co-esenciales por CRISPR, RNAi y con el uso de farmacos en
la linea celular de glioma 42MGBA. B, Genes co-esenciales que correlacionan con

PREX1 en muestras de pacientes con LGG.
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Para determinar si existe un trasfondo mutacional que correlacione con una
mayor expresion de PREX1, comparamos las frecuencias de alteraciéon de los
diez genes mas alterados. IDH1 fue el gen mas alterado en LGG, FLT3 en LAML,
VHL en KIRC y TP53 en LUAD (Fig. 37A). También analizamos la tasa de
alteracion de PREX1 y no se encontraron valores elevados, por lo que la alta
expresion de PREX1 en pacientes con LGG no se debe a mutaciones,

eliminaciones o amplificaciones del propio gen.
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Figura 37 Pacientes con alteraciones en EGFR, NF1 y PTEN exhiben mayor
expresion de PREX1.

A, Mapa de calor de la frecuencia de alteracion de los 10 genes mas alterados por
estudio. B, Frecuencia de alteracion de los 10 genes mas alterados en LGG en pacientes
con baja y alta expresién de PREX1. C, Expresidon de PREX1 en pacientes con LGG con
EGFR, NF1 o PTEN silvestres o alterados.
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Continuando con el estudio LGG, analizamos a detalle los 10 genes mas
alterados al separar a los pacientes por baja y alta expresion de PREX7. Al
comparar los porcentajes de alteraciéon encontramos que solo EGFR, NF1 'y
PTEN correlacionaron diferencialmente en el grupo de alta expresion de PREX1
(Fig. 37B). Pacientes con mutaciones y amplificaciones de EGFR, y mutaciones

de NF1y PTEN exhibieron mayor expresion de PREX1 (Fig. 37C).

Para encontrar acompanantes de PREX7 analizamos los datos de coexpresion
de pacientes con LGG. Primero segregamos a los pacientes con baja y alta
expresion de PREX1, obtuvimos las listas de genes coexpresados con PREX1 e
identificamos genes exclusivos del grupo de baja y alta expresiéon y genes que
fueran compartidos. De alrededor de 20 000 genes por lista, se analizaron los
cuartiles y se filtraron solo los genes de sefializacién. Encontramos 1041 genes
de senalizacion correlacionados con PREX7 con un coeficiente de Spearman de

almenos 0.2 en el grupo de pacientes con alta expresion de PREX1 (Fig. 38A).
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Figura 38 Genes de senalizacidon correlacionados con PREX1 exclusivamente en
pacientes con alta expresion de PREX1 en LGG y enriquecimiento de agonistas y
receptores.

A, Diagrama de exclusividad de genes coexpresados con PREXT en el cuartil superiory
busqueda de agonistas y receptores correlacionados. B, Enriquecimiento diferencial de

agonistas y receptores.
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Por genes de senalizacion se consideraron genes que codificaron para péptidos
agonistas y para proteinas como receptores, cinasas, fosfatasas, proteinas
fosforilables y con dominios de senalizacion. Para los receptores, se observd un
enriquecimiento de los GPCRs quimiotacticos, un poco de factores de
crecimiento y RTKs, ligandos para receptores para TNFy TCRs en pacientes con

alta expresion de PREX1 (Fig. 38B).
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Figura 39 Agonistas y receptores correlacionados con PREX1 en LGG.
Analisis de exclusividad de agonistas y receptores en el cuartil superior (izquierda).
Agonistas y receptores correlacionados diferencialmente con PREX7 en pacientes con

alta expresion de PREX1 (barras rojas).
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Se encontraron cuatro ligandos de GPCRs, ocho GPCRs, cuatro factores de
crecimiento, cuatro RTKs, siete citocinas, dos ligandos para receptores con
actividad de serina/treonina, dos ligandos para receptores para TNF, dos TCRs y
dos receptores para TNF correlacionados con PREX1 exclusivamente en el grupo
de alta expresion (Fig. 39). A la izquierda se muestran recuadros con el nUmero
de genes encontrados solo en pacientes con bajay alta expresiéon o compartidos

en ambas listas.

Posteriormente se analizaron los agonistas y receptores correlacionados en
cuestion de sobrevivencia. Se obtuvieron las curvas de sobrevivencia al segregar
a los pacientes (50:50) de acuerdo con la expresidon de cada gen. Once genes
exhibieron un comportamiento similar a PREX1, la alta expresion de FZD6,
GPR82, CXCR3, TIMP1, ANGPTL6, CLCF1, CMTM3, NAMPT, IL7, BMP1 vy

TNFRSF11B correlaciond con menor sobrevivencia en pacientes con LGG

(Fig. 40).
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Figura 40 La alta expresion de agonistas y receptores correlaciona con menor
sobrevivencia de pacientes con LGG.
Curvas de sobrevivencia de agonistas y receptores dividiendo a los pacientes con LGG

por media de expresioén (50:50). Valores p igual o mas significativos que el de PREX1.

De las cinasas encontramos enriquecidas a la familia STE de las cinasas de
serina/treonina y a la familia SYK/ZAP70 de las cinasas de tirosina. De las
fosfatasas estuvieron enriquecidas las fosfatasas duales (PTPc) y fosfatasas de

tirosina (PTPc, Fig. 41).
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Acompanantes de sefalizacion
de P-Rex1 normalizados
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Figura 41 Cinasas y fosfatasas enriquecidas en pacientes con alta expresion de

PREX1.

Enriquecimiento diferencial de familias de cinasas y fosfatasas.
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Figura 42 Cinasas y fosfatasas correlacionadas con PREX1.
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PREXT1 (barras rojas).
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Correlacionaron ocho cinasas de serina/treonina, dos cinasas duales y dos
cinasas de tirosina. Asi como una fosfatasa de serina/treonina, dos duales y

cuatro fosfatasas de tirosina (Fig. 42).

La alta expresion de las cinasas MAP3K1, NEK8, RPS6KA3, DYRK3, MAP2K3 y
ZAP70, y de las fosfatasas PTPN2 y PTPN22 correlaciond con menor

sobrevivencia de los pacientes con LGG (Fig. 43).
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Figura 43 Cinasas y fosfatasas que correlacionaron con menor sobrevivencia.
Curvas de sobrevivencia de cinasas y fosfatasas de acuerdo con la media de expresién

(50:50) en pacientes con LGG. Valores p igual o mas significativos que el de PREX1.

De acuerdo con las cinasas que encontramos correlacionadas con PREX1
buscamos los sustratos fosforilados por las mismas. Nueve genes que codifican
para proteinas fosforiladas correlacionaron con PREX1 (Fig. 44). Se identificaron
los dominios de los sustratos y se coloc6 el mas representativo a la izquierda del

geny la cinasa responsable de la fosforilacion a la derecha.

Para encontrar otras proteinas efectoras, buscamos dominios de senalizacion
frecuentes y exclusivos. Encontramos siete genes de proteinas efectoras y
adaptadoras correlacionados con PREX1 en pacientes con alta expresion de
este (Fig. 45). En conjunto, la alta expresidon de los fosfosustratos CFLAR,
BRCA1, KPNA2, SHC1, FADD y ZYX, y de los efectores MACC1, IQGAP2, PLCET,
FBX0O22 y SFN correlaciond con menor sobrevivencia de pacientes con LGG,

similar a PREX1 (Fig. 46).
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Figura 44 Fosfosustratos correlacionados con PREX1.
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Figura 45 Otros efectores y adaptadores correlacionados con PREX17 en LGG.

Genes correlacionados diferencialmente con PREX1 (barras rojas) cuya versién proteica

contiene dominios de senalizacién.
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Figura 46 Fosfosustratos y adaptadores acompafiantes de PREX71 cuya alta

expresion correlaciona con menor sobrevivencia de pacientes con LGG.

Curvas de sobrevivencia de fosfosustratos y adaptadores por media de expresion

(50:50) en LGG. Valores p igual o mas significativos que el de PREXT.
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Posteriormente, analizamos la correlacion de la firma transcripcional de PREX1
con marcadores de distintos tipos celulares. PREX1 correlaciond con los
marcadores de astrocitos (GFAP), oligodendrocitos (MBP), microglia
(TMEM119), células endoteliales (PECAMT1), células inmunitarias (PTPRC) y
macroéfagos (ITGAM). Acorde al acompanamiento de la firma transcripcional, los
genes también correlacionaron con esos mismos marcadores y el grado de
correlacién fue mayor con los marcadores del estroma, apuntando a la firma
transcripcional de PREX1 presente tanto en células cerebrales tumorales, como

en células del estroma (Fig. 47).

De manera reciproca se analizo la correlaciéon de los marcadores celulares con
PREX1 al segregar a los pacientes. Los marcadores de células cerebrales
correlacionaron con PREX1 en el grupo de baja expresiéon y los de macréfagos,
linfocitos Ty células endoteliales correlacionaron diferencialmente con PREX1
en el grupo de alta expresion (Fig. 48A, B). La carga de células inmunitarias y
células estromales de todos los pacientes con LGG pudo analizarse al separar a
los pacientes por baja y alta expresion de PREX1. Los pacientes con alta
expresion de PREX1 correlacionaron con una mayor proporcién de células

inmunitarias y estromales (Fig. 48C).

Por la alta correlacion de la firma transcripcional de PREX1 con células
inmunitarias, especificamente macréfagos y linfocitos T, comparamos si estas
poblaciones pudieran constituir mayor riesgo para los pacientes. A través de los
algoritmos XCELL, TIMER y EPIC de la plataforma TIMER2.0, encontramos que
macroéfagos y linfocitos CD4* representaron mayor riesgo para los pacientes,
sugiriendo un infiltrado inmunitario que puede contener la firma transcripcional

de PREX1 (Fig. 49).
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Figura 47 El eje de seinalizacion de PREX1 correlaciona con astrocitos, microgliay
células del estroma.

Correlacion de PREX1 y sus acompanantes de sefalizacion con marcadores de células
cerebrales y estromales. Células cerebrales: astrocitos (GFAP), oligodendrocitos
(MBP), microglia (TMEM119) y células troncales cancerosas (ALDH1A1). Células del
estroma: células endoteliales (PECAMT), células inmunitarias (PTPRC), macrofagos

(ITGAM), pericitos (CSPG4) y células epiteliales (EPCAM).
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Figura 48 Pacientes con alta expresion de PREX1 exhiben una mayor proporcion de
células inmunitarias y del estroma.

A, Correlaciéon diferencial de marcadores de células cancerosas con PREX71 en
pacientes con baja expresion de PREX1 (barras azules). B, Correlaciéon diferencial de
marcadores de macroéfagos, linfocitos Ty células endoteliales con PREX7 en pacientes
con alta expresidon de PREX1 (barras rojas). C, Proporciones de poblaciones

inmunitarias y estromales en pacientes con baja y alta expresion de PREXT.

Algoritmo . _ Zescore
(riesgo incrementado p<0.05)
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Figura 49 Microambiente inmunitario en tumores LGG.
Evaluacion del riesgo por presencia de macrdfagos y linfocitos T CD8" y CD4" en

pacientes con LGG. Puntajes calculados por los algoritmos XCELL, TIMER y EPIC.

Comparamos el eje de sefializacion de PREX1 encontrado en LGG con otras

firmas caracteristicas de distintos tipos celulares en la plataforma Metascape.
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Acorde a la correlacion con poblaciones de células inmunitarias y del estroma
los tipos celulares mas correlacionados fueron monocitos y células endoteliales

(Fig. 50).
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Fan Ovario CL1 GPRC5A TNFRS12A Foliculo de alta seleccion Células Estromales
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-log10(P)
Figura 50 Firmas de tipos celulares correlacionadas con el eje de senalizaciéon de

PREX1.
Correlacion de PREX1 y sus acompafantes de sefializacién con firmas de tipos

celulares establecidas.

Todos los genes de sefnalizacién correlacionados con PREX7 exclusivamente en
pacientes con alta expresién de PREX1 se consideraron como acompafnamiento
especifico y junto con PREX1 constituyeron una firma transcripcional en LGG.
Para validar la firma transcripcional, analizamos su impacto en sobrevivencia.
PREX1 y los 30 genes acompafantes representaron mayor riesgo para los
pacientes con LGG, incluso con mayor poder predictivo que PREX1 por si solo
(Fig. 51A). Esta firma también se validé con dos grupos de datos independientes

de la base de datos Chinese Glioma Genome Atlas (CGGA, Fig. 51B, C).
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Figura 51 Validacion de la firma transcripcional del eje de senalizacion de PREX1.
A, Curva de sobrevivencia de la firma transcripcional de PREX1 en LGG (TCGA). B-C,
Curvas de sobrevivencia de la firma transcripcional de PREX7 con datos del Chinese
Glioma Genome Atlas (CGGA).
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Los 30 genes de sefalizacién acompanantes de PREX1 en LGG se compararon

en los 31 estudios del TCGA restantes (Fig. 52).
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Figura 52 Genes acompaiantes de PREX1 en los 32 estudios del TCGA.
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Correlacion de los genes acompafiantes con la expresidon de PREX1 en los estudios del

TCGA.

Tres tipos de cancer diferentes: adenocarcinoma pulmonar (LUAD), carcinoma

de vejiga (BLCA) y carcinoma renal (KIRC) tuvieron a la firma transcripcional de

PREX1 con valor prondstico en sobrevivencia, representando mayor riesgo

acumulado (Fig. 53).
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Figura 53 La firma del eje de sefalizacién de PREX1 (LGG) correlaciona con menor
sobrevivencia en LUAD, BLCA y KIRC.

Curvas de sobrevivencia de la firma transcripcional de PREX7 en LUAD (A), BLCA (B) y
KIRC (C).

LUAD y KIRC fueron estudios donde la alta expresion de PREX1 correlacioné con
mayor sobrevivencia, pero al agregar a los genes acompafantes, la firma

transcripcional correlacioné con un mal pronéstico.

A través de la mineria de datos encontramos a PREX1 con baja expresién en
células cerebrales y alta expresién en células del estroma acompanado de 30
genes que como firma correlaciond con menor sobrevivencia de los pacientes

con LGG (Fig. 54).

Astrocito Oligodendrocito - i

v

Expresién de PREX1
Figura 54 Modelo de correlacidon de la expresion de PREX1 con distintos tipos
celulares.
En células cerebrales se expresa poco PREX1, mientras en células del estroma hay alta
expresion de PREX1 y es acompafnado por una firma transcripcional que correlaciona

con baja sobrevivencia de pacientes con distintos tipos de cancer.
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VIII. Discusion

Con el desarrollo de este proyecto encontramos que P-Rex1 es un GEF relevante
en varios contextos cancerigenos, desde la comprobacién experimental hasta
interesantes perspectivas a través de la mineria de datos. Determinamos la
interaccion novedosa de P-Rex1 con PI3K, el efecto activador de Akt1 sobre P-
Rex1 mediante fosforilacién, la validacién de P-Rex1 acompanado de proteinas
de la via PIBK-mTORC2-Akt1 como genes esenciales en lineas celulares de
cancer de mama, la correlaciéon de la alta expresiéon de P-Rex1 con baja
sobrevivencia en pacientes con glioma de bajo grado (LGG) y leucemia mieloide
aguda (LAML) y la ganancia de valor pronéstico del eje de senalizacién de P-Rex1
conformado por acompafantes de sefalizacién especificos en distintos tipos de

cancer.

Al evaluar a P-Rex1 como plataforma para Gy y PI3Ky, primero determinamos si
la PI3Ky podia interactuar con el GEF. Fuimos mapeando las regiones desde el
amino terminal, a la region DEP-PDZ hasta los dominios DEP1 y PDZ2. Elegir al
DEP1 como la regiéon minima se basé en dos cuestiones, la poca existencia de
dominios DEP en las proteinas y el mayor grado de afinidad de las subunidades
p110yy p101 por el dominio, que con un buen enriquecimiento en el pull-down
mantuvo la interaccion (Fig. 16C). Los analisis y experimentos que involucren a

los dominios DEP pueden indicar una mayor especificidad.

La interaccién novedosa P-Rex1-PI3Ky contribuye a ampliar la relacion entre el
GEF y la cinasa, pues ademas del reclutamiento y activacién por PIP; debido al
dominio PH en P-Rex1, las PI3K productoras de este fosfolipido podrian

contribuir al desenrollamiento y activaciéon del GEF.

Probamos otras PI3Ks considerando que la coexpresion de P-Rex1 con PI3Ky
sucede en neutrofilos’. PIBKP es ubicua y encontramos que también interactuia
con P-Rex1-DEP1 (Fig. 17A). Por lo tanto, la PIBKB podria sustituir a PI3Ky en la
via GPy-PI3Ky-mTORC2-Akt en células como las epiteliales, donde P-Rex1

también estéa presente. Esto concuerda con la redundancia de funcién de p110f
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y p110y en diferentes células y ante sefiales provenientes de GPCRs’* como

proponemos para la via de sefalizacion desencadenada por SDF-1.

Una vez que agregamos al heterodimero Gfy al complejo P-Rex1-PI3Ky se volvié
un triangulo interesante, ya que son activadores e interactores reciprocos, es
decir, Gy puede activar a P-Rex1y a PI3Ky, PI3Ky puede interactuar con P-Rex1
y activarlo via PIP;, y P-Rex1 puede ser una plataforma para GPy y PI3Ky. El
aspecto de plataforma conlleva otorgar espacio en la proteina para que se
ensamblen complejos de proteinas de senalizacion y se coordine la
transducciéon de sefales’®, al encontrar complejos ternarios via el amino

terminal de P-Rex1 se ve reflejada la parte del ensamble (Fig. 18).

Al evaluar el efecto de Gfy sobre la interaccion minima de P-Rex1-DEP1 con
PI3Ky sabiamos que GPy no vendria unida al DEP1 porque el heterodimero no
interacciona con los DEPs, sino con el DH-PH y PDZ14°, por lo que hubiera sido
solo a través de PI3Ky. Al no encontrar a GPy interactuando con la cinasa, que se
aislé con el DEP1, sugiere que la interfaz P-Rex1-DEP1 con PI3Ky podria ser la
misma que se establece entre PI3Ky y GBy (Fig. 19). Dado que se conocen las
regiones de interaccion entre PI3Ky y GBy*, podemos hipotetizar que P-Rex1
interactua con la region linker entre el dominio C2 y el dominio helicoidal de la
subunidad catalitica p110y y/o con el carboxilo terminal de la subunidad

regulatoria p101.

Encontramos que P-Rex1 puede ser una plataforma enddgena para la via Gfy-
PIBKB-mTORC2-Akt1 en células de cancer de mama MCF7. Al aislar al RacGEF
activo estimulado con SDF-1, en la misma fraccién encontramos a Gy, p110p,
a Rictor (representante de mTORC2) y a Akt1 (Fig. 20). Acorde a las
caracteristicas de plataformas proteicas, P-Rex1 activo puede ensamblar un
complejo macromolecular que incluye a estas proteinas que participan en una

misma via de senalizacion.
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Una particularidad interesante es el estado activo del RacGEF, por lo que
determinamos si el P-Rex1 inmunoprecipitado también podia aislar proteinas de
lavia de interés. Encontramos la interaccidon de p110B y p110a con dependencia
del estimulo, lo que refleja el efecto activador de SDF-1 sobre la conformacion
de P-Rex1. Ademas, la co-inmunoprecipitacion de las proteinas interactoras fue

mayor con SDF-1 que con HGF (Fig. 21).

La subunidad p110 es relevante en contextos cancerigenos donde la fosfatasa
PTEN se encuentra inactiva, como en cancer de proéstata’®. Existen pocos
interactores preferenciales para p110p, talcomo CRKL, una proteina adaptadora

gue regula la sefalizacién de p110p independientemente de p110a”’.

Es interesante la semejanza de contextos alterados por deficiencia de PTEN y
por la mutacién activante de PI3Kao (PIK3CA), pues generan hiperactividad de la
sefalizacidon de PI3Ks. El primer contexto es el de cancer de préstata y el
segundo el de cancer de mama, como en las células MCF7 donde encontramos

ap110By p110ainteractuando con P-Rex1.

Las interacciones de Gy, PI3K, Rictor y Akt1 con P-Rex1 se pusieron a prueba
mediante el knockdown del RacGEF. Encontramos que P-Rex1 contribuye como
plataforma al ensamblado de dichas proteinas con diferencia en el grado de
dependencia. Con la disminucion de P-Rex1y su menor activacion, Gy ya no se
encontré asociada, en cambio p110f, Rictor y Akt1 no se vieron afectadas (Fig.
22A). Esto puede deberse a una poblacién residual de P-Rex1 en complejo con
dichas proteinas independientemente del estimulo, complejos preformados, o

bien, la participacién de otros RacGEFs activos, como Tiam1787°,

P-Rex1 es una plataforma efectiva para la activacién de la cascada mTORC2-
Akt1, pues al disminuir la expresion del GEF se observé una senalizacidn
atenuada de Akt1 (Fig. 22B). La presencia de P-Rex1 y mTORC2 puede activar
selectivamente a Akt1¢ y consideramos que P-Rex1 acerca temporalmente a

mTORC2 y a Akt. La activacion de Akt sucede rapidamente y después del

92



ensamblado, pues en nuestros experimentos no encontramos a Akt activa

interactuando con P-Rex1 activo.

El P-Rex1 inmunoprecipitado puede representar a diferentes poblaciones del
GEF, una suma de la fraccién activa e inactiva, esta ultima afin al aspecto
tradicional de otros GEFs funcionando como plataformas. Por ejemplo, Arhgef5
se desempeha como plataforma para Src y PI3K para la formacion de
podosomas®. Los motivos ricos en prolina de Arhgef5 se unen al dominio SH3
de Src y una regién del amino terminal del GEF se une a PISK. En este complejo
ternario Src fosforila a Arhgef5 llevando a la activacién de RhoA, y la presencia
de PI3K funciona como un asa positiva para Src y Arhgef5 al producir PIP;. Otro
ejemplo es un GAP que involucra a un GEF en el complejo. IQGAP1 es una
plataforma pro-migratoria para CD13, integrinas 1, un GEF para ARF (EFAS6) y
ARF6 activo, el complejo se ubica al frente migratorio para reciclar a las

integrinas y que las células puedan continuar migrando efectivamente®'.

En el complejo que P-Rex1 ensambla con Gy, PIBK, mTORC2 y Akt1 existe la
posibilidad de mecanismos alternos para el reclutamiento de las proteinas. Una
interpretacion del significado de las interacciones P-Rex1-Rictor y P-Rex1-Akt1
que determinamos (Fig. 20) es que pudiera existir un complejo ternario donde
mTOR sea el reclutador al ser un complejo mas grande y con la evidencia de Akt

interactuando tanto con P-Rex1 como con Rictor*®.

Otra alternativa se puede dar por el lado de Rac, ya que en el plano de la
membrana plasmatica puede reclutar a mTORC2 y este complejo podria servir
de plataforma para P-Rex1%. Esto contrasta con la dindmica que proponemos
para el complejo ensamblado por P-Rex1, consideramos que primero sucede el
acomodo de proteinas de la via sobre P-Rex1y como consecuencia tanto la via
de senalizacion como el GEF se activan, obteniendo posteriormente la
activacion de Rac. En la via alterna podria tratarse de cascadas independientes

que llevan a la activacién de Rac’®’° para reclutar a mTORC2 y P-Rex1.
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Ademas de plataforma, propusimos a P-Rex1 como efector de la via GBy-PI3K-
mTORC2-Akt1. Esto lo corroboramos con el uso de inhibidores de mTOR y Akt1.
El tratamiento crénico de rapamicina por 24 horas ubicé a P-Rex1 como un
efector de mTORC2 (Fig. 23). La inhibicion de mTORC2 provocd menor
activacion de P-Rex1, en concordancia con la interaccion del GEF con dicho

complejo y su estado activo promoviendo migracién via Rac*'.

Datos preliminares contrastan el efecto de torinay MK-2206 en la interaccion de
proteinas de la via con P-Rex1 inmunoprecipitado. Mientras torina no tuvo
efecto, MK-2206 provocd menor asociacién de p1103 y p110a cuando hubo
estimulo. Interesantemente Akt1 no se encontré interactuando con P-Rex1
desde la condicion basal, sugiriendo el requerimiento de Akt1y su actividad para

estabilizar el complejo que forma P-Rex1.

La influencia en la actividad de P-Rex1 al ser efector de cinasas de la via también
refleja otra caracteristica de ser una plataforma, en este caso es el efecto
positivo que tiene el ensamble de proteinas de senalizaciéon de la via sobre P-
Rex17°. Dicho efecto positivo resulté por la fosforilacion de Akt en los dominios
DH-PH y DEP-DEP de P-Rex1 (Fig. 24A) y su activacidon a nivel del casete
catalitico que se mantuvo en el GEF completo (Fig. 25). Se trata de
fosforilaciones novedosas a cargo de Akt hacia P-Rex1 que, al correlacionar la
informacion de Scansite, corresponderian a la Ser319 en el PH y la Thr437 en el
DEP1. La fosforilaciéon en el dominio DEP1 la confirmamos por la disponibilidad
de las construcciones (Fig. 24B), por lo que nos quedaria por confirmar si el PH

por si solo se detecta fosforilado con el anticuerpo para fosfosustratos de Akt.

En PhosphoSitePlus® se encuentran diez estudios que determinaron una
fosforilacion en la Ser319 de P-Rex1, ocho emplearon espectrometria de masas
y dos utilizaron otras estrategias como inmunoprecipitacion, western blot y
fosfoanticuerpos. Segun estas fuentes, la senalizacidon neuregulina-ErbB lleva a
la desfosforilacién de las Ser313 y Ser319 y fosforilacion de las Ser605 y

Ser1169%. Posteriormente se identific6 a PKCd como la responsable de la
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fosforilaciéon en S3138. Asi que Akt1 puede ser la cinasa responsable de la
fosforilacion en la Ser319 del PH de P-Rex1. Ademas, hay una nueva funcién en
PhosphoSitePlus® (enero 2023), al seleccionar el residuo fosforilado Ser319 en
P-Rex1 se puede acceder a la biblioteca de cinasas (KL: Kinase Library) y hacer
una prediccion de las cinasas que pueden fosforilar dicho residuo. Akt1 aparece

en lugar 86.

Con la fosforilacion del DEP1 por Akt (Thr437, Fig. 24B) se derivan cuestiones
interesantes pues se trata de un residuo contiguo al sitio fosforilado por PKA
(Ser436)%*. Por un lado, queda determinar si la naturaleza de dicha fosforilacion
es activante o inhibitoria como su vecina y cdmo se integra con la fosforilacién
activante en el DH-PH. Con los resultados obtenidos con P-Rex1 completo se
sugiere que la suma de ambas fosforilaciones es activante (Fig. 25B). Por otro
lado, podria investigarse como coexisten estas dos fosforilaciones y si alguna

tiene mayor jerarquia.

Combinando los aspectos de plataformay efector de P-Rex1 obtuvimos que Gy
y Akt activaron al GEF y se encontraron interactuando con P-Rex1 activo (Fig.
26). La combinacion de estos activadores resulté en una mayor interaccidon con
p110pB y Rictor, lo que sugiere una conformacién de P-Rex1 mas disponible para

interactuar cuanto mas activo esté.

Por lo tanto, llegamos al siguiente modelo (Fig. 55): con la sefal quimiotactica
SDF-1-CXCR4, se activan proteinas G; que disocian a las subunidades Ga y Gfy.
GPy ayuda a desinhibir a P-Rex1 al reclutarlo desde los dominios PDZ, y continda
el desenrollamiento con la presencia de interactores y activadores. PI3Kp/y
puede ser reclutada como efector de GByy como interactor novedoso de P-Rex1
al asociarse al dominio DEP1. PI3K activa generara PIP; que interactua con el
dominio PH del GEF. Otras subunidades Gy pueden interactuar con el DH-PH
de P-Rex1 y junto con el PIP; activan sinérgicamente al RacGEF. mTOR puede
asociarse a los dominios DEP de P-Rex1, quien acerca a Akt para ser activado

por mTORC2. Akt1 activa puede fosforilar el DH-PH y activar a P-Rex1.
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Figura 55 P-Rex1 es plataforma y efector de la via GBy-PISKB-mTORC2-Akt1 en

células de cancer de mama. Modelo del complejo multiproteico que ensambla P-Rex1

a medida que es activado por cascadas quimiotacticas.

Con la evidencia experimental de P-Rex1 ensamblando y formando parte de la
via GBy-PIBK-mTORC2-Akt1 en células de cancer de mama investigamos en
bases de datos de lineas celulares y muestras de pacientes la posible relevancia

clinica de los componentes de este complejo.

El encontrar a PREX1, PIK3CA, PIK3CB, MTOR, RICTOR y AKT1 como genes
esenciales en lineas celulares de cancer de mama (Fig. 27A) coincide con
estudios experimentales donde llevaron a cabo silenciamientos y knockouts de
estos genes. El knockdown de P-Rex1, Akt1 y mTORC2 (via Rictor) reveld su
requerimiento para migracioén, invasiéon y metastasis de cancer de ovario*. En
cancer de mama, el knockdown de P-Rex1 en el tumor primario disminuyo la
metdstasis a hueso® y aumenté la sobrevivencia de modelos murinos al afectar
la cooperacién oncogénica entre P-Rex1 y Neu®, y en este proyecto
encontramos que el knockdown de P-Rex1 afecta su papel de plataforma hacia

GBy (Fig. 22A).

Tanto p110a como p110p se asociaron a P-Rex1 ante estimulos (Fig. 21). La
esencialidad de diferentes isoformas de PISK como PIK3CA y PIK3CB tiene que

ver con el contexto mutacional de los tipos de cancer. Cuando los tumores
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tienen mutado RTKs de la familia de ErbB, PIK3CA o Ras se ha observado
dependencia de PIK3CA®8 en cancer de mama. En cambio, en tumores
deficientes de PTEN y con la participacion de cascadas de GPCRs la PI3K
esencial es PIK3CB, esto se ha observado en cancer de prdstata, cerebro y
mama®. Por este trasfondo mutacional es importante identificar las
alteraciones en los pacientes para idear mejores estrategias terapéuticas hacia

proteinas y vias de sefalizacion tratables.

Que hayamos encontrado a Rictor interactuando con P-Rex1 activo (Fig. 20) nos
llevd a considerar al complejo mTORC2, el cual logra silenciarse a través de este
componente diferencial. Ademas de lineas celulares, Rictor también es esencial
para eldesarrollo tumoral en modelos murinosy humanos de cancer de prdstata
con pérdida de PTEN®" y para el crecimiento tumoral independiente de anclaje

en cancer de mama®.

Resulté de gran interés la esencialidad diferencial de AKT7 respecto a AKT2 (Fig.
27A), a pesar de que los inhibidores de las tres isoformas de Akt afectaron la
sobrevivencia de lineas celulares de cancer de mama (Fig. 27B), y de la
expresidon comparable de AKT7 y AKT2 en las lineas celulares (Fig. 28), solo el
knockout de AKT1 afectd la sobrevivencia. Esto estaria acorde a la contribucién
especifica de Akt1l, y no de Akt2, en cancer de mama promoviendo el

crecimiento del tumor y metastasis*546.

Entre los inhibidores de PI3K, Akt y mTOR identificados por mineria de datos en
base a su efecto letal en células de cancer de mama, los més frecuentes fueron
los de las cinasas Akt (Fig. 27B). Seis inhibidores afectaron la viabilidad de
células de cancer de mama, GDC-0068 (Ipatasertib), MK-2206, Akti-1/2 (Akt
Inhibitor VIII), canertinib, AZD5323 y GSK2110183 (Afuresertib). Este ultimo es el
unico inhibidor selectivo de Akt1 del grupoy aligual que GDC-0068 (Ipatasertib),
MK-2206 y canertinib se encuentran en estudios clinicos en fase 2
(https://clinicaltrials.gov/ct2/home;https://www.selleckchem.com/subunits/Ak

t1_Akt_selpan.html).
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MK-2206 es un inhibidor alostérico de Akt utilizado ampliamente en cuestiones
experimentales, antiguo pero muy efectivo, tal como lo observamos en
experimentos preliminares. Su mecanismo de accidn consiste en unirse al
dominio PH de Akt impidiendo su unién al PIP;. Si comparamos las estrategias
de pérdida de funcién, el uso de inhibidores como MK-2206 puede considerarse
mas efectivo por su espectro de accidén amplio, a diferencia del uso de esiRNAs
contra las Akts. En cuanto al efecto sorprendente de MK-2206 en la activacion
de P-Rex1 podemos considerar que este inhibidor podria afectar el
reclutamiento de los complejos a la membrana plasmatica donde se genera
PIP;, ya que varios componentes de la via que ensambla P-Rex1 poseen
dominios PH que pueden ser reclutados por este segundo mensajero, iniciando

por P-Rex1y continuando con mSin1 de mTORC2 y Akt.

En cuanto al inhibidor Apitolisib, que tiene como blancos a PI3Ks de clase ly a
mTOR, se ve reflejada la homologia de mTOR con las PI3K al corresponder a la

familia de cinasas relacionadas a PI3Ks (PIKKs).

El hallazgo de las PI3Ks de clase | (PIBKB y PI3Ky) interactuando con P-Rex1 en el
dominio DEP1 como regién minima (Fig. 17B) es consistente con la interaccion
del dominio de cinasa de mTOR con los dominios DEP-DEP de P-Rex1%'.
Podriamos considerar, hipotéticamente, que en el complejo ensamblado por P-
Rex1, PI3K y mTOR se unen a superficies contrarias en el RacGEF y por ello
encontramos simultdneamente a las subunidades cataliticas de PI3K y a Rictor.
Seria interesante investigar el efecto del dominio DEP1 como modulador de la
actividad de PI3Ky mTORC2. Gracias al mapeo se obtuvo una regién minima de
interacciony esto puede servir de guia para el desarrollo de moléculas pequenas

que bloqueen la interfase de interaccion con posible aplicacién terapéutica.

Identificamos 24 genes de senalizacidon esenciales acompafiando de manera
exclusiva a P-Rex1 al comparar los genes de lineas celulares donde tuvo efecto
el knockout de P-Rex1 contra las lineas celulares en las que el CRISPR no afecté

la sobrevivencia (Fig. 31). Entre los 24 genes de sefalizacion encontramos a

98



PTGER3, GNA11, ERBB3, FGFR3, FRS2, GAB2 y MAPK3. ERBB3 y MAPK3 son los
genes para las proteinas HER3 y Erk1, respectivamente, que han sido estudiadas
en el contexto de la senfalizacion de P-Rex1. Encontrar acompanantes de
senalizacion de P-Rex1 previamente conocidos valida nuestra estrategia de
mineria de datos, y para los nuevos acompafnantes representa la posibilidad de

estudiarlos experimentalmente como reguladores de P-Rex1.

PTGERS3 codifica para el receptor EP3, si bien este receptor no se ha asociado a
P-Rex1, si se ha estudiado un receptor de la misma familia. El receptor EP2 es
un GPCR acoplado a Gs que lleva a la produccién de AMP,, a la activacién de la
holoenzima PKA que se separa en las subunidades regulatorias y cataliticas
capaces de regular a P-Rex142. En cambio, EP3 se encuentra acoplado a G, y
podria ser un regulador novedoso afin a las cascadas quimiotacticas en las que

participa P-Rex1 gracias a la liberacion de heterodimeros Gfy.

GNA11 codifica para la proteina Ga1 que pertenece a la subfamilia G, de las
proteinas Go. Considerando a Go.¢ funcionalmente redundante a Gog, se
esperaria que también logre evitar la activacion de P-Rex1 al mantener unido al
heterodimero Gy para evitar la activacién del RacGEF y dirigir la sefalizacion

hacia la activacién de Rho?®®.

ERBB3 codifica para HER3, un RTK cuyo dominio de cinasa es inactivo, pero que
forma dimeros con HER2 causando resistencia a tratamientos empleados en
cancer de mama. Su hallazgo como acompanante exclusivo de P-Rex1 apoya la
via de sefnalizacidn alterna a la de GPCRs quimiotacticos, pues P-Rex1 también

puede ser activado por RTKs como HER2/3545,

FGFR3, FRS2, GAB2 y MAPK3 pueden formar una pequefa cascada funcional al
tratarse de un RTK, dos adaptadores y la cinasa Erk1, respectivamente. P-Rex1
podria participar en esta cascada rio abajo teniendo en cuenta la participacion
de PI3Ko del lado de RTKs. FGFR3 podria unirse a otros RTKs que activan a P-
Rex1 como PDGFRp, IGF-1R y MET?*-91,
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Encontrar a MAPK3 como acompafante de PREX7 apoya la participacion del
RacGEF en vias mitogénicas, como en el asa positiva para la activacion de PI3K-
Akt y MEK-ERK via el receptor para el factor de crecimiento similar a lainsulina 1
(IGF-1R)®. La participacién de P-Rex1 en la activacion de Erk es una cuestion
que ha estado en debate, pues dependiendo de los modelos celulares de cancer
de mama se ha encontrado relacionado con la via mitogénica o se ha
especificado que en lineas luminales P-Rex1 sélo contribuye a motilidad via
Rac®2.. De manera que P-Rex1 podria integrar diferentes cascadas de
sefalizacién con los acompanantes novedosos que identificamos, virtualmente

hasta el momento, y con vision a probarlas experimentalmente.

La correlacién de PREX1 y los acompanantes de senalizacion con marcadores
de subtipos de cancer de mama (Fig. 32), en especial con ESR7 (receptor de
estréogenos o) apunta a la posible existencia de esta firma transcripcional en
cancer de mama luminal tal como nuestro modelo en células MCF7, y en menor
proporciéon en tumores HER2*, subtipos en los que P-Rex1 se ha estudiado

ampliamenteg®36590.92,

Las fosfoproteinas identificadas como acompanantes de sefalizacién de P-
Rex1, esenciales en lineas celulares y presentes en muestras de pacientes,
consistieron en varios genes cuyos productos proteicos participan en cancer de
mama como ERBB3y ESR1. Apoyando la relevancia de la via GBy-PI3K-mTORC2-
Akt1-P-Rex1 y su actividad en cancer de mama encontramos a RICTOR, AKT1y
MTOR como proteinas fosforiladas, asi como a BAD y RPS6 como sustratos de
estas cinasas (Fig. 33). El haber encontrado a fosfoproteinas como
acompanantes correlacionados con PREX1 se tradujo en un enriquecimiento de
vias de senalizacion relevantes en cancer de mama y acorde a la participacion
del complejo ensamblado por P-Rex1 que proponemos, como resistencia a
inhibidores de EGFR, senalizacién de RTKs y de mTOR (Fig. 34). Consistente con
esta posibilidad, recientemente se descubrié que P-Rex1 contribuye a la

resistencia de bevacizumab, como terapia dirigida en cancer de proéstata, a
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través de su unién con neuropilina 2 y posterior activacion de Rac, por lo que

inhibir a P-Rex1 resulta en la recuperacion de sensibilidad al tratamiento®.

Para indagar si P-Rex1 es relevante en otros tipos de cancer analizamos los
estudios del TCGA y encontramos que la alta expresidon de PREX1 correlaciona
con menor sobrevivencia en glioma de bajo grado (LGG) y en leucemia mieloide
aguda (LAML, Fig. 35A). Estos dos estudios estan incluidos en 21 estudios del
TCGA con datos de sobrevivencia disponibles. En contraste, en otros dos
estudios la alta expresion de PREX1T correlacioné con mayor sobrevivencia, en
carcinoma renal de células claras (KIRC) y adenocarcinoma pulmonar (LUAD).
Esto puede significar que P-Rex1 participa diferencialmente en el desarrollo del
cancer, segun el contexto patolégico, de acuerdo con las sefiales que puede

recibir e integrar y en cuales tipos celulares esté presente.

Profundizamos los anélisis posteriores en el estudio LGG por exhibir el mayor

significado estadistico entre la alta expresion de PREX1 y baja sobrevivencia.

En la busqueda de acompanantes de sefalizacién de P-Rex1 analizamos lineas
celulares de glioma y muestras de pacientes. Por el lado de co-esencialidad
encontramos a PRKAR1A, RPTOR y MET en astrocitoma (Fig. 36A), un conjunto
de lineas celulares de glioma como la 42MGBA donde PREXT1 fue esencial (Fig.
35C). Estos acompanantes corresponden a la subunidad regulatoria de PKA,
Rla, que puede activar a P-Rex142, al componente diferencial de mTORC1 donde
P-Rex1 se ha encontrado interactuando?*', y al RTK activado por HGF que
participa en la progresion de glioma®. Su identificacion mediante mineria de
datos valida la estrategia y es consistente con la relacion funcional establecida
por P-Rex1 y sus acompanantes de sefalizacion identificados como
coesenciales en células cancerosas y altamente correlacionados en expresion

en muestras de pacientes.

Por el lado de las muestras de pacientes, analizamos el trasfondo mutacional de

LGG y encontramos que ante mutaciones y/o amplificaciones de EGFR, NF1y
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PTEN hay mayor expresion de PREX1 (Fig. 37C). Estos genes se han identificado
en tamizajes genéticos de glioma difuso®% y podrian estar llevando a la
activacion de factores transcripcionales que actuen sobre el promotor de P-
Rex1, o bien, logrando la estabilizacidon del mensajero de P-Rex1 por diversos

mecanismos.

Para encontrar a los acompafantes de sefializacidon realizamos un anélisis
exhaustivo de genes cuya expresion mostré correlacion exclusiva y diferencial
con PREX1. Entre agonistas, receptores, cinasas, fosfatasas y proteinas
adaptadoras, resultaron 30 acompahantes que potencialmente conforman un
eje de senalizacidon integrado por P-Rex1 en LGG (Figs. 39, 42, 44-45).
Encontramos a CXCR3y FZD6, GPCRs que participan en migracioén e invasiéon de
gliomas®*” y que podrian sumarse a CXCR4 como GPCRs que activan a P-Rex1
via GBy-PI3KB/y, y PTPN22, una fosfatasa que interfiere con la respuesta inmune
antitumoral®®. PTPN2, CLCF1 y RPS6KA3 (RSK2) codifican para proteinas
estudiadas como blancos terapéuticos en otros tipos de cancer y que al ser
potenciales acompanantes de P-Rex1 abren el panorama de estudio en otros

contextos®191,

La obtencidén de la firma transcripcional de PREX7 con sus acompafantes de
sefializacidon tuvo como determinante la correlacién con menor sobrevivencia
(Figs. 40, 43, 46). Dicha correlacién genera la perspectiva de un valor prondstico
sobre como les ird a los pacientes y resulta informativa sobre potenciales

relaciones entre proteinas que pueden estudiarse experimentalmente.

PREX1 correlaciond con marcadores de astrocitos, oligodendrocitos y microglia
del lado de células cerebrales que pueden verse alteradas en gliomas y con
células endoteliales, inmunitarias (en general) y macroéfagos del lado de células
estromales (Fig. 47). En cuanto a los acompafiantes de sefializacién de la firma
hubo notable correlacion con las células estromales, sugiriendo una
contribucién de PREX1 y compania en procesos angiogénicos y un infiltrado

inmunitario que podria contribuir a agravar el prondstico de los pacientes™%1%,
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Hubo cinco marcadores para macrofagos que se encontraron enriquecidos en
el grupo de alta expresion de PREX1 (Fig. 48B) y que pueden representar la
poblacién de macréfagos asociados a tumor (TAMs)®:1% distintos a la microglia
con la que también se observé correlacion en el grupo de baja expresiéon de

PREX1.

Resultd todavia mas interesante que al probar a PREX1 con los 30
acompanantes como una firma del eje de senalizacion la correlacién con menor

sobrevivencia gano significancia, validando la firma transcripcional (Fig. 51).

Al comparar el perfil de correlacidon de los 30 acompanantes de sefalizacién en
LGG contra los 31 estudios del TCGA resultd evidente que el posible eje de
sefalizacién integrado por P-Rex1 es relevante en otros tipos de cancer,
reflejando una participacion global, por ejemplo, en algunos tipos de céancer, la
coexpresion de P-Rex1 con CXCR3, ZAP70, GPR82, PTPN22 e IQGAP2 tuvo un

mayor grado de correlacion respecto a LGG (Fig. 52).

La firma transcripcional de PREX1, que incluye a 30 acompafantes de
sefializaciéon, demostré valor pronéstico en adenocarcinoma pulmonar (LUAD),
carcinoma de vejiga (BLCA) y carcinoma renal (KIRC), sugiriendo la participacion
de las cascadas que puede integrar P-Rex1 en diferentes tipos de cancer (Fig.

53).

Asi pues, determinamos que el RacGEF P-Rex1 es una plataformay efector de la
via GBy-PI3K-mTORC2-Akt1, una cascada relevante en cancer de mama y que
mediante el analisis de estos componentes por mineria de datos ampliamos los
potenciales interactores de P-Rex1 que, en conjunto, pueden servir como
huellas para identificar, vigilar y tratar farmacolégicamente a pacientes con

varios tipos de cancer.
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IX. Conclusiones

1. Las PI3K de clase | pueden interactuar con P-Rex1 en respuesta a SDF-1.
p110ay p110p se unen endégenamente a P-Rex1 en células MCF7. p110B y
PI3Ky se asocian al dominio DEP1. P-Rex1 permite la formacién de un

complejo ternario con PI3Ky y Gfy.

2. P-Rex1 es efector de la via GBy-PISBK-mTORC2-Akt1 que ensambla y Akt1

contribuye fosforilando el casete catalitico del GEF, activandolo.

3. P-Rex1, PISK, mTORC2 y Akt1l son componentes esenciales en lineas
celulares de cancer de mamay los acompanantes especificos determinados
por mineria correlacionan con células epiteliales ER* y la via de senalizacion

de mTOR.

4. El eje de sehnalizacion de P-Rex1 acompafnado por 30 genes es indicativo de
infiltrado de células estromales y correlaciona con baja sobrevivencia en
pacientes con LGG. La firma transcripcional demostré poder predictivo en

cancer de pulmaon, vejigay rindén.
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X. Perspectivas

Con los hallazgos de este proyecto nos interesa profundizar en la caracterizacion
del complejo GPy-PISBK-mTORC2-Akt1-P-Rex1 desde la parte temporal y
espacial, asi como el aprovechamiento de la mineria de datos. Consideramos

los siguientes estudios a futuro:

- Identificacion de firmas transcripcionales pan-cancer integradas por P-Rex1.
Un analisis in silico para identificar acompafantes de sefalizacion de P-Rex1
compartidos en multiples tipos de cancer hasta la evaluacién experimental
de cascadas de sefializacion novedosas.

- Mecanismos de contribucién de la firma transcripcional de P-Rex1 al
infiltrado inmunitario en cancer de pulmén, vejiga y rinén.

- Fosfoproteoma asociado a P-Rex1-Akt1 en cancer.

- Dado el complejo ternario P-Rex1-Gfy-PI3Ky, determinar por microscopia la
localizacién del complejo y si P-Rex1, como puente entre las proteinas, tiene
algun efecto fenotipico.

- Aprovechando la regién minima de interaccion entre PI3Ks y P-Rex1, emplear
el dominio DEP1 como péptido bloqueante en ensayos de cierre de heriday
migracion.

- Porladeteccion de P-Rex1-DH-PH fosforilado por Akt1, generar la mutacion
S319Avy evaluar la version de P-Rex1 no fosforilable por Akt1.

- Dada la fosforilacion de P-Rex1-DEP1 por Akt1, caracterizar si resulta en
activacion o inhibicion del GEF y codmo conviven las cinasas Akt1 y PKA al
fosforilar el mismo dominio.

- Uso de inhibidores selectivos de Akt1 para corroborar la contribucidn

especifica de esta isoenzima al complejo ensamblado por P-Rex1.
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