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RESUMEN

Factores intercambiadores de GDP/GTP (GEFs), y sus proteinas G asociadas
son piezas fundamentales en la maquinaria que transduce informacién desde el medio
extracelular hacia respuestas especificas intracelulares. Entre ellas, la cascada de
MAPKSs, representa una via efectora ampliamente representada.

De forma analoga a la activacién de la via ERK-1/2 dependiente de Ras,
miembros de la familia Rho de proteinas G son capaces de activar la cascada de JNK,
al ser cargado GTP, por sus correspondientes GEFs.

En la busqueda de nuevos reguladores de la actividad de JNK, hemos
identificado a EPAC como un fuerte activador de JNK-1. EPAC (Exchange Protein
Activated by cAMP) es un miembro de la creciente familia de GEFs que intercambian
nucleétidos sobre la subfamilia Rap de proteinas G de la familia Ras.

En la presente tesis, reportamos que mientras EPAC activa a JNK varias veces,
una mutante constitutivamente activa de Rap1b (G12V), no es capaz, sugiriendo que
Rap-GTP no es suficiente para transducir sefales dependientes de EPAC hacia la
activacion de JNK. Es mas, la sefalizacion de EPAC a JNK no es bloqueada por la
inactivacion de Rap enddgena, sugiriendo que la activacion de Rap no es necesaria
para esta respuesta.

Consistentemente con estas observaciones, la utilizacion de mutantes que
tienen delecionados dominios proteicos, muestran que el dominio catalitico GEF no es
necesario para la activacion de JNK mediada por EPAC. Estos estudios identificaron
una regiéon que se superpone con el dominio REM de EPAC, como critico para la
activacion de JNK. De hecho, el dominio REM aislado es suficiente para activar JNK.

Mediante a utilizacién de mutantes dominantes negativas de la cascada de JNK,
hemos identificado a la familia Rho de pequefas proteinas G como blanco de EPAC, en
la activacion de JNK. Incluso, una actividad intercambiadora de nucle6tido para Rac y
Cdc42, se encuentra presente en inmunoprecipitados de EPAC, sugiriendo la formacién
de un complejo entre EPAC y un putativo GEF para estas proteinas G.

Concluimos que EPAC sefaliza a la cascada de JNK a través de un nuevo
mecanismo que no involucra su canoénica accién catalitica, ej: intercambio de GDP/GTP
sobre proteinas Rap. Esto representa no solo una nueva via de activacion de JNK, sino

un mecanismo aun no descripto de sefalizacién rio abajo de EPAC.



ABSTRACT

Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEFs) and their associated GTP binding
proteins (G-proteins) are key regulatory elements in the signal transduction machinery
that relays information from the extracellular environment into specific intraceliular
responses. Among them, the MAPK cascades represent ubiquitous downstream effector
pathways. We have previously described that, analogous to the Ras-dependent
activation of the Erk-1/2 pathway, members of the Rho family of small G-proteins
activate the JNK cascade when GTP is loaded by their corresponding GEFs. Searching
for novel regulators of JNK activity we have identified EPAC as a strong activator of
JNK-1. EPAC (Exchange Protein Activated by cAMP) is a member of a growing family of
GEFs that specifically display exchange activity on the Rap subfamily, of Ras small G-
proteins. We report here that while EPAC activates the JNK several fold, a constitutively
active (G12V) mutant of Rap1b does not, suggesting that Rap-GTP is not sufficient to
transduce EPAC-dependent JNK activation. Moreover, EPAC signaling to the JNKs was
not blocked by inactivation of endogenous Rap suggesting that Rap activation is not
necessary for this response. Consistent with these observations, domain deletion mutant
analysis shows that the catalytic GEF domain is dispensable for EPAC-mediated
activation of JNK. These studies identified a region overlapping the REM domain as
critical for JNK activation. Consistent with this, an isolated REM domain from EPAC is
sufficient to activate JNK. Using dominant negative mutants of the JNK cascade, we
identified the Rho family of small G proteins as a target for Epac mediated JNK
activation. Indeed, an exchange activity towards Rac and Cdcd42, is present in Epac
immunoprecipitates, suggesting the formation of a complex between Epac and a
putative GEF for these G proteins. We conclude that EPAC signals to the JNK cascade
through a new mechanism that does not involve its canonical catalytic action, i.e. Rap-
specific GDP/GTP exchange. This represents not only a novel way to activate the JNKs
but aiso a yet undescribed mechanism of downstream signaling by EPAC.
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introduccién

Las células son capaces de responder frente a diversos estimulos que reciben
del medio exterior. Son capaces de percibir sefiales a través de receptores, que se
activan por unién de ligandos especificos. Esto desencadena una sefial que por lo
general llega hasta el nucleo, donde la actividad de factores de transcripcion es
modificada, en general aumentando o disminuyendo el nivel de transcripciéon de
diversos genes blanco.

Un mecanismo bastante conservado para la transmisién de senales, es el que
involucra cascadas de proteinas quinasas. Estas proteinas son activadas rio arriba por
pequenas proteinas G, y rio abajo son capaces de fosforilar factores de transcripcion.
Las diferentes senales extracelulares que pueda censar una célula, pueden integrarse
para dar una respuesta, como proliferacion, diferenciacion o apoptosis.

Las proteinas G son capaces de unir e hidrolizar nucleétidos de guanina
(actividad GTPasa), permaneciendo de forma activa al tener unido GTP, y de forma
inactiva al tener unido GDP. Existen dos clases de proteinas G, unas formando un
complejo de tres subunidades, llamadas “proteinas G heterotriméricas”, y otras de bajo
peso molecular, llamadas “pequenas proteinas G", que son activadas por factores
intercambiadores de GDP/GTP (GEFs). Ambos tipos de proteinas G (GTPasas) son
censores celulares frente a estimulos externos: las proteinas G heterotriméricas, en
general responden a hormonas, las cuales inducen la carga de GTP y posterior
activaciéon. En el caso de las proteinas G de bajo peso molecular, el cargado de GTP
(activacion) por GEFs, se evidencia frente a estimulos tales como factores de
crecimiento, citoquinas o stress ambiental.

Al ser activadas proteinas G heterotriméricas, estas son capaces de aumentar
los niveles intracelulares de AMPc, un segundo mensajero, el cual es capaz de unirse a
la PKA (proteina quinasa dependiente de AMPc), de esta forma aumentando su
actividad quinasa. El AMPc ha encontrado un nuevo bilanco en los ultimos afios con el
descubrimiento de proteinas como Epac (exchange factor directly activated by cyclic
AMP), un GEF especifico para la familia Rap de pequefas proteinas G. La unién de
AMPc a Epac, induce un cambio conformacional, favoreciendo la interaccién y actividad
intercambiadora sobre Rap. De esta manera, Epac seria capaz de brindar un nexo entre

proteinas G heterotriméricas y pequenas.



1.MAPKs

1.1 Senalizacion a través de cascadas de MAPKs

La busqueda inicial de moléculas candidatas para mediar la respuesta
mitogénica de factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que estimulan receptores del
tipo tirosina quinasa, llevaron a la identificacion de una proteina fosforilada en tirosina
de 42 Kd (33, 34), que exhibia similares propiedades electoforéticas que moléculas
conteniendo fosfo-tirosinas detectadas luego de la activacion de PKC mediada por
esteres de forbol (93) o en células transformadas por virus (34). Luego, esta molécula
fue identificada como p42MAPK y fue visto que requeria de una fosforilacion dual en
treonina y tirosina para su completa activacion (160, 174). El clonado de esta molécula y
una altamente relacionada, p44MAPK, revelé que pertenecian a una gran familia de
serinas-treoninas quinasas relacionadas a las quinasas Fus3 (una MAPK de levadura
relacionada a respuesta de feromonas) y Kss1 (quinasa supresora de SST2, una MAPK
de levadura involucrada en el crecimiento filamentoso) de la levadura Sacchromyces
cerevisiae (14, 15), que actua en el ultimo paso de una cascada de quinasas que
participan en la respuesta de maduracién inducida por feromonas (77). En mamiferos
p44MAPK y p42MAPK, también conocidas como ERK1 (extracellular regulated Kinase
1) y ERK2 respectivamente, referidas como MAPKs, son los componentes centrales de

los caminos de proliferacion:

1) Su actividad enzimatica crece con la estimulacion de mitégenos.

2) Elimpedimento de su funcién previene la proliferacion celular en respuesta a
diversos factores de crecimiento (150).

3) La activacion constitutiva de moléculas que actian rio arriba de estas es

suficiente para producir tumorigénesis (124, 181).

Los receptores de factores de crecimiento de la clase tirosina quinasa, en
respuesta a sus respectivos ligandos, son capaces de activar MAPKs. Un ejemplo es la
unién de EGF a su receptor, que produce la fosforilacion de diversas moléculas,

incluidas el mismo receptor (EGFR). Esta auto-fosforilacién, sirve entonces como sitio
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de “docking” para proteinas adaptadoras, que contienen motivos estructurales
involucrados en la interaccion proteina-proteina. Estas proteinas adaptadoras incluyen,
entre otras, a Grb2 y SEM5 (181), las cuales contienen un dominio SH2 (Src homology
2) y dos dominios SH3. Otro ejemplo es Shc (una proteina adaptadora en la via de
Ras), que contiene un dominio de unién a fosfo-tirosinas (PTB), un dominio SH2 y uno
SH3 (221). Ambos, PTB y SH2 se unen a polipéptidos conteniendo tirosinas fosforiladas
(152, 222). Shc también es un sustrato para EGFR, y luego de su fosforilacién se une a
el dominio SH2 de Grb2 (179). Por lo tanto, la activaciéon del EGFR, resulta en la unioén a
el de Grb2, lo que resulta en el reclutamiento de SOS, que se une al dominio SH3 de
Grb2 (52). SOS estimula el intercambio de GDP por GTP en la pequefa proteina Ras
(62), y esta inicia una cascada de proteinas quinasas que incluyen, secuencialmente,
una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), que fosforila y activa una MAPK quinasa
(MAPKK), que a su vez fosforila y activa una MAPK. La MAPK luego fosforila y regula la
actividad de enzimas claves y proteinas nucleares, que finalmente regulan la expresion
de genes esenciales para la proliferacion celular (40). A-Raf, B-Raf y Raf-1 son
ejemplos de MAPKKKs, MEK1 y MEK2 son ejemplos de MAPKKSs.

La especificidad de la via de las MAPKs esta dada también por proteinas que
logran reunir las diferentes MAPKKK-MAPKK-MAPK. Reciben el nombre de proteinas
“scaffold” o de andamiaje y fueron descriptas por primera vez en levaduras: En
Saccharomyces cerevisiae, los factores de mating (a o a) activan un receptor de tipo
GPCR, cuyo agonista es alguna de estas feromonas, que al unirse producen la
disociacion de una proteina G en la subunidad a (GPA1) y las subunidades By (Ste4 y
Ste18) (77). By libres luego pueden activar una serina-treonina quinasa, Ste20, un
proceso que involucra a Cdc42 y su GEF Cdc24 (195, 239), asi activando una cascada
lineal de proteinas quinasas, que incluye secuencialmente a Ste11 (una MAPKKK de
levadura) y Ste7 (una MAPKK de levadura), que fosforila y activa a las MAPKs
homologas de levadura Fus3 y Kss1. Ste5, que se une a By de levaduras, juega un rol
de plataforma o andamio para el reclutaje de Ste11, Ste7 y Kss1 y Fus3 (2, 227). El
complejo Ste5, By, Ste11 , Ste7, Kss1, Fus3 representa un prototipo de médulo de
MAPKKK-MAPKK-MAPK (Ste11-Ste7-Fus3,Kss1).

En la figura 1, se esquematizan las vias de MAPKs mas conocidas en

mamiferos.
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Citoquinas
Factores de = - Factores de
crecimiento Citoquinas Stress crotimisite Stress
Y W | \Y N\ Y w
Proteina G Ras Rac/Cdc42 ?? RhoA ?? ??
| ’ , !
MAPKKK Raf-1 MEKK-MLK PKN/?? MKK3/Cot
¢ t \ L Y
MAPKK MEK MKK4-7 MKK3/6 MKK3/6 MEKS5 MKK6
¢ (SEK1-2)
* \ \ #
MAPK ERK1/2 JNK P38 ERK6 ERK5 SAPK4
| | | |
| | P
Sustrato Elk-1/SAP ATF-2 ATF-2 ATF-2 MEF-2C ATF-2
c-Jun MEF-2C MEF-2C Elk-1
Elk-1 Elk-1 SAP-1

Figura 1. Vias conocidas de MAPKSs. Diversos estimulos activan factores intercambiadores (GEFs), los
cuales cargan GTP sobre pequefias proteinas G (activacion). Estas a su vez, son capaces de activar una
cascada de fosforilacion, finalizando en la fosforilacion y activacion de MAPKs. Las MAPKs activas, son
capaces de fosforilar diversos sustratos, en su mayoria factores de transcripcion.

1.2 MAPKs activadas por stress

En mamiferos, tres grupos de MAPKs han sido identificados (180). Cada uno de
estos grupos es activado por una cascada de proteinas quinasas. EIl primer grupo
incluye a ERK1/2, y estan relacionadas a enzimas encontradas en levaduras con
gemaciones y contienen el motivo dual de fosforilacion Thr-Glu-Tyr, en este grupo
también esta incluida ERKS5. El grupo c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), también
llamado stress-activated MAPK kinase o SAPK, por Stress Activated Protein Kinase,

representa un segundo grupo de MAPKs que fueron identificados en mamiferos. JNK
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contiene el motivo dual de fosforilacion Thr-Pro-Tyr. Existe un tercer grupo de MAPKs
denominado familia p38, que incluye a p38a, SAPK4 (p38p) y ERK6 (p38y). Este grupo
contiene el motivo de fosforilacion dual Thr-Gly-Tyr. En la figura 2 se indican los
aminoacidos presentes dentro de los sitios consenso de fosforilacién, pertenecientes a
cada familia de MAPKs.

Cascada ERK ERK1/2 Thr-Glu-Tyr  T-E-Y
Cascada JNK JNK1 Thr-Pro-Tyr  T-P-Y

Cascada p38 p38a. Thr-Gly-Tyr  T-G-Y

Figura 2. Sitios consenso de fosforilacion en MAPKs por MAPKKSs (quinasas de fosforilacion dual).
Se indican las tres cascadas conocidas de MAPKs, junto con los miembros mas representativos de cada
una. Las MAPKs son reguladas por la fosforilacién dual de residuos treonina y tirosina. La pertenencia a
una dada familia de MAPKs es determinado por el residuo que se encuentra por medio del sitio de
fosforilacion.

Estudios bioquimicos identificaron una “proteina quinasa p54 asociada a
microtubulos” que era activada por cicloheximida, un agente causante de stress (108).
En el ano 1991, se demostréo que el factor de transcripcion c-jun es fosforilado por
MAPKs en las serinas 63 y 73 en respuesta al estimulo con esteres de forbol
(TPA)(157). Como ambas serinas de c-jun, tenian una prolina en su aminoacido c-
terminal inmediato, se buscaron 2 proteinas quinasas, cuya fosforilacién fuese dirigida
por prolinas: las candidatas eran la proteina p54 recientemente aislada (108) y p42/p44
(ERK2/ERK1). Estas MAPKs fueron capaces de fosforilar a c-jun, pero fue p54 la MAPK
que mayormente fosforilaba a este factor de transcripcion. Por ser esta fosforilacion en
la regiébn N- terminal (dominio de trans-activacién), la fosforilacién inducia la activacion
de c-jun (157).

Esta proteina p54, era entonces capaz de fosforilar y activar a c-jun, en

respuesta a factores de stress como cicloheximida. Mas tarde se la denominé JNK (1,

78).
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Posteriormente, JNK fue clonada (49) (107). En el afo 1994, se descubre la
proteina SEK1 ( SAPK/ERK kinase-1), una MAPKK que resultdé ser especifica para
SAPK/JNK p54, y que mas tarde se demostré también era capaz de fosforilar a p38
(41). Junto al descubrimiento de que SEK1 es una quinasa que fosforila JNK, se
demuestra que MEKK1 es una MAPKKK que fosforila SEK1, constituyendo MEKK,
SEK1 y JNK una cascada de fosforilacioén similar a la de Raf, MEK y ERK1/2.

Estaba ampliamente demostrado que Ras al activarse, sefializaba a ERK1/2 en
respuesta a factores de crecimiento y a través de la cascada Ras-Raf-MEK-ERK. Lo
que no quedaba totalmente claro era si Ras también senalizaba a JNK. Varias

evidencias mostraban dependencia de esta proteina G :

1) Ras oncogénico activaba a JNK, fosforilando Ser 63 y 73 de c-jun e
independiente de la activacién de ERK1/2 (225).

2) EGF y NGF activaban JNK mediados por H-Ras, ya que una mutante
inactiva de Ras (Ras N17) bloqueaba esta activacién (137).

Otras evidencias mostraban independencia de Ras:

1) TNF-a no era capaz de cargar GTP sobre Ras, pero era un gran activador de
JNK (137, 138).
2) IL-1 activaba a SAPK p54, pero IL-1 no activa ni Ras ni Raf.

Surgia entonces la idea de que la activacién de JNK, tenia componentes
dependientes e independientes de Ras. Esto motivé la busqueda de intermediarios

especificos para la via de JNK.

1.3 El grupo JNK de MAPK

Para fines de 1994, se estaba evaluando la hipotesis de que la via clasica Ras-
ERK era una via independiente de la via de JNK (137), pero quedaba por encontrar cual
era la pequena proteina G que sefalizaba a JNK, de forma similar a Ras. En el aio
1995, dos trabajos en el mismo volumen de la revista Cell, demuestran que Rac1 y
Cdc42 son las responsables de activar la via de JNK (36, 136). Estas, a su vez, eran
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activadas por diversos factores intercambiadores, como es el caso de Dbl, Ost o Vav
(36, 39).

JNK es activada por tratamiento de células con citoquinas inflamatorias, como
TNF-a (226) e IL-1 (10) y por la exposicion de células a diversas formas de stress
ambiental (Ej.: stress osmético, stress redox y radiacion) (84). Ademas, esta SAPK es
activada por la union del ligandos a receptores acoplados a proteinas G (35), proceso
mediado por las subunidades By de proteinas G heterotriméricas (37).

La fosforilacion de c-Jun en los sitios que son fosforilados por JNK (Serinas 63 y
73) causa un incremento en la actividad transcripcional (157, 196). Ademas, se encontro
que JNK es capaz de fosforilar a otras proteinas de la familia AP1, incluidas JunB, JunD
y ATF2 (84). En cada caso la fosforilacién corresponde a motivos Ser/Thr-Pro presentes
en los dominios de activacién de los factores de transcripcion.

Las proteinas quinasas JNK son codificadas por tres genes. Los genes Jnk1y
Jnk2 son expresados en todos los tejidos. En contraste, el gen Jnk3, tiene un patrén de
expresidn muy restringido a cerebro, corazon y testiculos. Estos genes pueden sufrir
“splicing” alternativo para generar las 10 isoformas conocidas de JNK (69). Los
transcriptos derivados de estos tres genes codifican proteinas que incluyen o no una
extension en el COOH-terminal para crear isoformas que van de 46 a 55 Kd. Una
segunda forma de "splicing" es restringido a los genes Jnk1y Jnk2 e involucra la
seleccion de uno de dos exones alternativos que codifican parte del dominio quinasa.
Este “splicing” alternativo influencia en el reconocimiento del sustrato de las isoformas
de JNK por alterar la habilidad de JNK de interactuar con sitios de “docking” en

sustratos (69).

1.3.1 UNK es activada por dos proteinas quinasas duales especificas

Las proteinas quinasas JNKs, son activadas por la fosforilacién dual en treonina
y tirosina de MKK4 (también conocida por SEK1) y MKK7 (SEK2) (tabla 1). Estas
proteinas quinasas también son expresadas como un grupo de isoformas de "splicing"
alternativo. Tres isoformas de MKK4s con regiones NH2 terminales distintas han sido
identificadas, y seis isoformas de MKK7s con diferentes NH2 y COOH terminales, han
sido descriptas (215).

La proteina quinasa MKK?7 es principalmente activada por citoquinas (Ej.: TNF e
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IL-1) y MKK4 es principalmente activada por stress ambiental. La comparacién de las
propiedades bioquimicas de MKK4 y MKK7 demuestran que mientras ambas pueden
activar a JNK por fosforilacion dual en Treonina y Serina, hay diferencias en la
especificidad del sustrato. Primero, MKK4 pero no MKK7, puede también activar la
MAPK p38 (41). Segundo, a pesar de que MKK4 y MKK7 son quinasas duales y
fosforilan a JNK en ambos residuos (treonina y tirosina), MKK4 fosforilaria
preferentemente a JNK en tirosina y MKK7 preferencialmente en treonina (112). Esta
ultima diferencia, sugiere que MKK4 y MKK7 podrian cooperar para activar a JNK bajo
algunas circunstancias, evidenciando una forma de complementacion (112).

Analisis de inmunofluorescencia demuestran que ambas MKK4 y MKK7 estan
presentes en el citoplasma y en el nucleo (215). Es mas, MKK7 se acumularia en el
nucleo luego de la exposicion de las células al stress (132). La localizacién nuclear de
MKK4 y MKK7 contrasta con la localizacion citoplasmatica de los activadores de ERKSs,
MEK1 y MEK2. JNK entonces, podria ser activada tanto en citoplasma como en el

nucleo.

1.3.2 La via de JNK es activada por un grupo grande de MAPKKK

Diversas MAPKKKs que activan a JNK han sido reportadas. Estas incluyen
miembros del grupo de MEKK (MEKK1 a MEKK4), el grupo de proteinas quinasa mixed-
lineage (MLK1, MLK2, MLK3, DLK y LZK) (210), el grupo ASK (ASK1 y ASK2), TAK1 y
TPL2 (tabla 1). Estas MAPKKKs han sido caracterizadas en su mayoria por transfeccion
y sobre-expresion de estas proteinas, donde se evidencia la activacion de MKK4 y/o
MKK?7. Si bien se han descripto muchas MAPKKKs para JNK, no se puede determinar
todavia cuales son los reguladores fisiologicos de cada una de ellas (59).

1.3.3 Mecanismo de activacion de MAPKKK

Diversas lineas de evidencias indican que la familia Rho de GTPasas median la
activacion de JNK por diversos estimulos (36, 136). Estas GTPasas son mediadoras de
receptores de tipo tirosina quinasa, pero no de citoquinas inflamatorias (136).
Dependiendo del tipo celular, Rac y Cdc42 pueden sefalizar a JNK (36), pero en otros
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tipos celulares, RhoA también es capaz de activar esta cascada (211). Moléculas
efectoras de Rac y Cdc42 activas incluyen diversos miembros del grupo de proteinas
quinasa MLK (mixed-lineages) (210), PAK (p21 activated protein kinase) (136) y el
grupo MEKK de MAPKKK (§9), conteniendo todas estas proteinas un dominio llamado
CRIB (Cdc42/Rac interactive binding domain). Por lo tanto, la familia Rho mediaria la
sefnalizacion a JNK producida por la activacién de receptores tirosina quinasa.

La activacion de JNK por receptores de citoquinas aparentemente seria mediado
por el grupo de proteinas adaptadoras TRAF (116). La activacion del receptor de TNF
lleva al reclutamiento de TRAF2, la cual es requerida para la activacion de JNK (234).

1.3.4 Proteinas scaffold ensamblan moédulos de sehalizacién de JNK

Diversas vias de transduccion de sefales mantienen especificidad de sustratos
gracias a proteinas de andamiaje o “scaffold”, que logran unir médulos de MAPKKK-
MAPKK-MAPK. La primera de estas proteinas, Ste5, fue hallada en levaduras, pero
mas tarde fueron halladas en mamiferos: Por ejemplo, MP1 es capaz de reunir a
MKK1(MAPKK) y ERK1 (180).

Proteinas de andamiaje para la sefalizacibn de JNK también han sido
identificadas. Estas incluyen el grupo de “JNK interacting proteins” (JIP) (tabla 1),
conteniendo las proteinas JIP1, JIP2 y JIP3. Las proteinas JIP1 y JIP2 son proteinas
con gran homologia entre ellas que logran reunir a JNK, MKK7 y a proteinas quinasas
del grupo de mixed-lineage (228, 233). La proteina JIP3 no es estructuraimente
relacionada a JIP1 y JIP2, aunque también ensambla el moédulo JNK, MKK7, y
miembros del grupo de mixed-lineage (94). Una variante de “splicing” de JIP3 ha sido
encontrada (JSAP), que también funcionaria como una proteina de andamiaje de la via
de JNK (85).

El grupo de JIP podria representar solo un grupo de proteinas de andamiaje
para JNK. Por ejemplo, estudios recientes indican que la filamina, una proteina de unidn
a actina, podria funcionar como una proteina de andamiaje para el ensamblaje de un
moédulo de receptor de citoquinas que activa a JNK (113, 126). Estudios de “binding”
demuestran que la filamina interactia con MKK4 y TRAF2. Otra proteina de andamiaje
encontrada es la B-arrestina que ensambla el médulo ASK1-MKK4 -JNK3 (128).
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MAPKKK
ASK1
ASK2
DLK
LZK
MEKK1
MEKK2
MEKK3
MEKK4
MLK1
MLK2
MLK3
TAK1
Tpl-2

MAPKK
MKK4
MKK7

MAPK
JNK?
JNK2
JNK3

Scaffolds
JIP1
JIP2
JIP3

Nombre alternativo
MAPKKK5
MAPKKK®6

MTK1

MST
SPRK,PTK1

Cot

SEK1, SERK1, SKK1, JNKK1
SEK2, SKK4, JNKK2

SAPKy, SAPK1c
SAPKa, SAPK1a
SAPKB, SAPK1b, p49F12

IB1
1B2
JSAP

Tabla 1. Componentes de la via de transduccién de seiiales de JNK en mamiferos. En
color azul se destacan proteinas utilizadas en esta tesis.

12




Introduccién

1.3.5 Rol de JNK en supervivencia o muerte celular

No es claro el mecanismo de activacion de JNK frente al stress. Es posible que
JNK pueda mediar algunos efectos que causa el stress en la célula. Alternativamente, la
activaciéon de JNK podria representar una respuesta protectora que es iniciada frente a
la exposicién al stress. De hecho, la via de JNK ha sido implicada tanto en vias de
apoptosis como de salvataje celular (84).

Los estudios iniciales del rol de la sefalizacién de JNK en
apoptosis/supervivencia fueron investigados por muerte de células neuronales en
respuesta a la abstinencia de factores neurotréficos (232). Usando componentes de la
via de JNK dominantes negativos y constitutivamente activos en transfecciones, fue
demostrado que la via de JNK contribuye a la respuesta apoptotica y que esta era
suprimida por la activacion de vias de salvataje ( Ej.. ERK MAPK y AkKt/PKB).

Diversos estimulos que activan a JNK no causan apoptosis. Por ejemplo, la
mayoria de los tipos de stress ambiental no causan apoptosis en condiciones en que
son suficientes para la activacion de JNK. Esto es en parte porque la via de apoptosis
dependiente de JNK puede ser bloqueada por vias de sefalizacion de supervivencia
(232). Ejemplos de estas vias de supervivencia incluyen NF-kB, Akt/PKB y ERK. Por lo
tanto, la via de JNK funcionaria dentro del contexto del estado de activacién de otras
vias de sefalizacion. La ausencia de una respuesta apoptética ante una activacion de
JNK también correlaciona con la curva de tiempo de activacion de JNK: una sostenida
activacion de JNK, pero no transiente, es asociada a la apoptosis (27). Muchas
citoquinas (Ej.: TNF) causan solo una activacion transiente de JNK, que no contribuye a
la respuesta apoptotica (116).

También ha sido involucrada JNK en la formacién de tumores. Esta establecido
que la transformacion inducida por Ras requiere la activacién del factor de transcripcion
c-Jun (86) y que Ras induce la fosforilacion de c-Jun en sitios que son fosforilados por
JNK (157, 196). Es mas, la tumorigénesis que induce Ras es revertida por la
mutagénesis de c-Jun en los sitios de fosforilacién por JNK (8). De hecho, ha sido
reportado que JNK esta constitutivamente activa en varias lineas tumorales y que las
acciones transformantes de varios oncogenes han sido dependientes de la activacion
de JNK (84).
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2. Historia de las proteinas G

2.1 Proteinas G heterotriméricas

Uno de los principales aportes al descubrimiento de las proteinas que unen
nucleétidos de guanina, fue dado por el Dr. Earl W. Sutherland, becario del Dr. Carl
Cori. El demostrd por primera vez que la acciéon de las hormonas podia ser estudiada
fuera del contexto celular.

En la década del 50°, el laboratorio del Dr. Cori estaba estudiando el
metabolismo del Glucdgeno, y como a partir de este se sintetizaba glucosa. En la figura
3 se esquematiza las enzimas conocidas en la actualidad, involucradas en este
proceso:

epinefrina

QN

L Lt S L [

Q

> Fosforilasa
Z

Figura 3. Regulacion de la ruptura del glucégeno por la hormona epinefrina. La union de epinefrina a
su receptor, induce la activacion de la enzima adenilato ciclasa, capaz de generar AMPc a partir de ATP.
El AMPc activa la PKA, que fosforila y activa la enzima fosforilasa. Esta a su vez, fosforila y activa a la
enzima glucégeno fosforilasa, que finalmente genera la ruptura de glucosa a partir de glucégeno
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Habia sido descripto que hormonas tales como epinefrina y glucagon eran
capaces de activar la enzima fosforilasa, limitante en este proceso. Ademas, la
incorporacion del fosfato a la fosforilasa, requeria que la membrana celular estuviese
intacta. Por otro lado, una enzima llamada fosfatasa, habia sido encontrada, y su
funcion era regular a la fosforilasa, removiendo el grupo fosfato.

Un problema mayor con el que se contaba, era que habia que inhibir la accion
de enzimas fosfatasas, ya que si no, era muy dificil evidenciar la acciéon de las
hormonas. Para inhibir esta enzima se utilizaba NaF, pero no era posible ver actividad
de glucagon o epinefrina en presencia de buffers con NaF. En ese momento, Ted Rall,
un post-doc del Dr. Cori, prueba un buffer sin NaF, obteniendo una gran activacion de la
fosforilasa (9).

La respuesta hormonal se perdia si se centrifugaban los homogenatos,
sugiriendo que en las membranas existia un componente necesario que era restituido al
volver a combinar el sobrenadante (citosol) con la fraccién particulada (membranas). Si
se incubaba con hormonas la fraccion particulada, se liberaba un factor estable,
resistente al calor, que lograba activar a la fosforilasa en el sobrenadante (9, 42). Este
factor fue identificado como AMPc, y era producido a partir de ATP (204). La actividad
de convertir ATP en AMPc, fue llamada adenilato ciclasa. En paralelo, Bill Butcher
descubria que la enzima fosfodiesterasa era la responsable de romper el AMPc (22),
pero estaba claro que el glucagon y la epinefrina actuaban incrementando la actividad
adenilato ciclasa, y no inhibiendo la actividad fosfodiesterasa.

Otras hormonas fueron vistas que actuaban via el sistema de adenilato ciclasa-
AMPc: ACTH activaba adenilato ciclasa en preparaciones de adrenales (76), y lo mismo
sucedia con TSH en preparaciones de tiroides (99). Teniendo estas evidencias
experimentales, y el hecho que no se encontrara actividad adenilato ciclasa en
membranas nucleares (42), nacia el concepto de que el AMPc era un segundo
mensajero, ya que era capaz de transmitir la sefial intracelularmente a partir de que una
hormona podia activar un receptor de membrana. En este modelo, la hormona actuaba

como un primer mensajero (203, 205). En la figura 4, se ilustra esta idea.
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Varied [
Stimuli [
/‘L\ 5'- AMP
\
/ \
I Endocrine \
gland I
\ / . 2
\ / Adenyl Cyclic 3,5-AMPorY
\1—/ cyclase  ~ ™ (second messenger(s))
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Hormone X bi
Enzymes, permeability, etc.. ..
(first messenger) ymes, P j %
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Figura 4. Representacion esquematica del concepto de segundo mensajero. Diversas hormonas
(primer mensajero) son capaces de estimular el sistema de adenilato ciclasa, generando AMPc (segundo
mensajero). Figura tomada de (205)

En el afio 1968, el grupo del Dr. Ed Krebs purifica de musculo esquelético de
conejo una proteina quinasa, que dependia de la union de AMPc (223), mas tarde
llamada PKA. Esta proteina quinasa proporcionaba un nexo entre la estimulacién con
hormonas tales como glucagon o epinefrina y la activacién de la enzima fosforilasa, ya
que al aumentar los niveles intracelulares de AMPc por estimulacién con hormonas,
este nucleotido se unia y activaba a la PKA. La PKA era capaz de fosforilar y activar a la
enzima fosforilasa y ademas inhibia la enzima glucégeno sintetasa (67). Es decir, el
AMPc que se producia frente al estimulo con glucagon o epinefrina, tenia como blanco
esta novedosa enzima (figura 3).

El descubrimiento de proteinas que unen GTP surge en el afo 1971, en el
laboratorio del Dr. Martin Rodbell, trabajando con membranas purificadas de higado de
ratas (“ghosts”). El objetivo era estudiar la naturaleza del receptor de glucégeno, y la
relacion entre la union de la hormona y la activacion de la adenilato ciclasa, midiendo
los niveles de AMPc (11, 156, 168-170).

Para el estudio de unién agonista-receptor, marcaban con '®| el glucagon y
median union. Este ensayo era realizado en un buffer que contenia solo sales (20mM
Tris/Cl pH=7.6, 2.5% albumina, 1mM EDTA), llamado buffer Standard. Como ademas

16




Introduccion

de la unién del glucagon a su receptor, querian medir actividad adenilato ciclasa, se

agregaba a este buffer:

a) El sustrato de la enzima: ATP junto a Mg**
b) Fosfocreatinina + creatinina fosfoquinasa, llamado “sistema regenerador de
ATP".

Al medio Standard, cuando se le agregaban estos componentes, se lo
denominaba medio completo.

La gran sorpresa, fue que la unién del glucagon a su receptor bajaba a la mitad
al trabajar con el medio completo, comparando con el medio Standard, indicando que
alguno de los factores agregados, modificaba la unién del glucagon a su receptor. Una
posible explicacién, era que el sistema de adenilato ciclasa se estuviera activando en
presencia de medio completo. Al estar activandose, era inhibida la union del glucagon al
receptor.

Sacando de a uno los componentes agregados al medio completo, se evidencid
que el ATP era el culpable de la bajada en la union del glucagon a su receptor.

Martin Rodbell sabia que era dificil obtener ATP, sin que tuviese contaminacion
de otros nucleétidos trifosfatos. De hecho, la compaiiia Sigma (el proveedor de ATP en
el laboratorio), vendia el ATP contaminado con otros nucle6tidos. Es por eso, que se
realizaron los mismos experimentos, pero en lugar de agregar ATP, se probaron con
otros nucleoétidos.

Los nucleétidos GDP y GTP eran los unicos que mimificaban el efecto del ATP,
y de hecho actuaban disociando la union del 'l-glucagon a su receptor, en
concentraciones de dos o tres ordenes de magnitud menores al ATP.

El ATP y el ion Mg**, eran agregados al medio Standard, ya que eran sustratos
de la adenilato ciclasa. La medicion de la actividad adenilato ciclasa se realizaba en
presencia de ATP-a P, ya que se media la aparicién del producto AMPc *2P.

Para descartar la contaminaciéon de GTP en el ATP, sintetizaron 32P-App(NH)p,
un analogo de ATP, resistente a la hidrolisis por las ATPasas de membrana, que era
capaz de ser utilizado como sustrato de la adenilato ciclasa. En presencia de este
analogo, no se observo actividad adenilato ciclasa al estimular con glucagon, a menos
que GTP estuviese presente, demostrando que el GTP es estrictamente necesario para

la actividad de la adenilato ciclasa en respuesta a hormonas.
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Un analogo no hidrolizable de GTP, Gpp(NH)p, mantenia activa a la adenilato
ciclasa por tres dias a temperatura ambiente, dando la nocién que el transductor de la
sefal, entre el receptor y la adenilato ciclasa, deberia hidrolizar GTP.

En el ano 1977, se demuestra finaimente que las hormonas estimulan la
hidrélisis de GTP a GDP + Pi (24). En ese mismo afio, Thomas Pfeuffer purifica una
proteina de 42Kd que se une a una columna agarosa-GTP (153, 154), siendo la primera
evidencia tangible de la existencia de proteinas Gs, el transductor estimulatorio de la
adenilato ciclasa.

Mas tarde fue demostrados, que el F", en contacto con el silicio de los tubos de
ensayo de entonces (de vidrio), formaba un complejo (AlIF,) capaz de imitar la
estructura trifosfato del nucleétido de GTP, activando la respuesta hormonal, en
ausencia de hormonas. Esto explicaba la razén por la cual, no era posible observar la
accion de las hormonas en presencia de buffers que tuvieran NaF (no era posible
observar la activaciéon de un sistema hormonal que ya se encontraba activo por AlFy).

Las primeras evidencias de que las proteinas G estaban compuestas por tres
subunidades (a, B y y) surgen con la proteina G transducina (G,) (65), capaz de
disminuir los niveles intracelulares de GMPc al ser estimulada por luz.

Hoy sabemos que la subunidad a es capaz de unir e hidrolizar GTP. Hasta la
actualidad, han sido descubiertas 17, divididas en cuatro grupos: Gs, Gi, Gq y Gia,
mientras que se conocen 6 diferentes subunidades B y 11 diferentes subunidades y
(142).

La teoria aceptada en la actualidad, llamada teoria “disociativa” (23), surge de
observar que los analogos no hidrolizables de GTP, Gpp(NH)p y GTPyS, son capaces
de disociar la subunidad o y By. La hormona al estimular a su receptor, disocia la
subunidad a unida a GTP de las subunidades By . Ga unida a GTP es capaz de activar
a la enzima adenilato ciclasa, la cual produce el AMPc. Ademas, By también son

capaces de transmitir sefiales, como es el ejemplo de la activacion de Ras (37).
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2.2 La primera pequena proteina G (Ras)

2.2.1 Oncogenes virales

Los bases que dieron el origen de Ras, se remontan a 1964, cuando Jennifer
Harvey demostraba que la preparacion del virus de Leucemia murino, MSV (Murine
Sarcoma Virus), sacado de una rata leucémica, era capaz de inducir sarcomas en
ratones recién nacidos (74). En 1967 es obtenido el sarcoma de Kirstein, por el pasaje
del virus de leucemia murino en ratas Wister-Furth (97). La existencia de genes que
inducian estos sarcomas, no habian sido identificados, y se los denominaba Ha-MSV
(para el sarcoma de Harvey) y Ki-MSV (para el sarcoma de Kirstein), siendo MSV,
murine sarcoma virus.

En la década del 70, todos los oncogenes retrovirales eran denominados
genéricamente como v-src (viral sarcome). Es decir, los retrovirus conocidos contenian
distintos oncogenes virales, que codificaban para diferentes proteinas, pero se los
denominaba a todos como v-src.

En el afio 1978, R.L. Erikson encuentra una proteina de 60Kd al aislar ARN viral
del virus de sarcoma de ave (ASV) (158), y posteriormente traducida en presencia de
Metionina 3*S con un sistema de traduccién in vitro. Esta proteina llamada Src, fue la
primera proteina obtenida a partir de un oncogen viral.

En 1979 se identifica una fosfo-proteina de 21Kd a partir de células
transformadas con los virus de Sarcoma de Harvey y Kirstein (192), traduciendo in vitro
el ARN viral. Mas tarde, este mismo grupo demostré que esta proteina p21, era el
producto del oncogen ras (193). Al ser esta proteina claramente diferente a Src hallada
en el ASV, se la debia denominar con un acronismo de tres letras: se la llam6 Ras (Rat
Sarcoma), denominandose H-Ras y K-Ras.

p21 tenia la propiedad de ser termo-sensible. Se encontré que el pasaje de esta
proteina de 34°C a 39°C lograba desestabilizarla. A fines de ese afio, encuentran que
p21 proveniente de células NIH infectadas con los virus de sarcoma de Kirstein y
Harvey, podia ser estabilizada al agregar a la incubaciéon GDP o GTP antes de pasar de
la temperatura permisiva a la sensible. Esto fue la primera demostracion de la unién de

nucleétidos de guanina a Ras (186).
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2.2.2 Oncogenes humanos

La existencia de oncogenes fue demostrado por primera vez en 1979, cuando el
grupo de Robert Weinberg, describe la transformacion de fibroblastos de raton NIH 3T3
con ADN gendémico de células de ratdén transformadas mediante métodos de
mutagénesis quimica (190). El mismo grupo en 1981 demuestra que regiones humanas
repetitivas Alu estaban presentes en células NIH 3T3 (la cual carece de regiones Alu)
transformadas con ADN aislado de lineas tumorales humanas (189). En 1982 el grupo
de Robert Weinberg, Michel Wigler y Mariano Barbacid, reportan el clonado de un gen
transformante de las lineas de carcinoma de vejiga T24 y EJ (68, 191), sin dejar dudas

de la existencia de oncogenes humanos.

2.2.3 Relacién entre oncogenes humanos y virales

Por un lado se conocia la existencia de virus inductores de tumores y por otro
lado se habia confirmado la existencia de oncogenes humanos, quedando por
demostrar si habia relacion entre ambos. Channing Der, un post-doc en el laboratorio de
Geoffrey Cooper, aisl6 ADN de carcinoma de vejiga y carcinoma de pulmén humano,
utilizandolo para transformar células NIH 3T3. Al sacar ADN de estas células
transformadas, comprobaron que habia inserciones de K-ras y H-ras, donde se sobre-
expresaban 2-4 veces mas que en las NIH sin transformar. Esta fue la primera
evidencia de que oncogenes humanos y virales estaban relacionados (48). Finalmente,
se descubrié que el homologo humano de v-ras en ratones leucémicos BALB/c, era el
mismo v-ras que se encontraba en virus.

En 1983, se descubre un tercer miembro de la familia Ras, designado N-ras, ya
que fue hallado en una linea de neuroblastoma (194).

2.2.4 Mecanismo de activacion

El clonado de gen normal H-ras, y su alelo oncogénico, mostraba que la Unica
diferencia era una mutacién puntual, que cambiaba una glicina en la posicion 12, por
una valina (161, 207, 209) .
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En el afio 1983, se demuestra que individuos normales, poseen los dos alelos de
Ras normales, pero en un paciente con tumor de vejiga, se encuentran dos alelos: uno
normal, y el otro que poseia la mutacién G12V (144). En tejido de vejiga normal, ambos
alelos se encontraban de forma WT. Aparentemente, esta mutaciéon era dominante por
sobre el alelo WT, dando a este tejido una ganancia de funcién por sobre el tejido que
contiene el gen normal.

En el afio 1984, tres grupos reportan que las proteinas Ras eran GTPasas, y
que esta actividad enzimatica estaba notablemente reducida en la proteina codificada
por el alelo transformante (66, 129, 206). Estos hallazgos, en conjunto con la
observacion de la homologia estructural entre Ras y la subunidad a de las proteinas G
(81), daba una idea de que las proteinas Ras podrian estar cumpliendo un rol de
transduccién de senales a través de la membrana plasmatica.

La primera evidencia concreta del rol de la proteina Ras como un transductor de
senales, aparece en el ano 1984, donde Tohru Kamata y James Feramisco demuestran
que el factor de crecimiento epidérmico (EGF), estimula la unién de nucleétidos de
guanina a Ras (88). En posteriores afos, esta hipétesis fue confirmada, cuando Dennis
Stacey demuestra que la microinyeccion de anticuerpos monoclonales anti Ras,
bloqueaba la sintesis de ADN inducida por suero (141). En otro trabajo del mismo
grupo, microinyectando anticuerpos contra Ras, muestran que este oncogen es
necesario para la transformacion inducida por oncogenes derivados de receptores de
factores de crecimiento y tirosinas quinasas asociadas a membrana plasmatica (Ej.:
Src) (197).

Algo que no quedaba claro, era como una mutacién puntual, como era el caso
de la mutacion de glicina por valina en la posicion 12 de Ras, lograba mostrar un
fenotipo transformante. Ensayo in-vitro, mostraban que la actividad GTPasa (hidrélisis
de GTP) de la proteina WT era solo 3-4 veces mayor que la mutante G12V. Para poder
estudiar realmente las propiedades bioquimicas de Ras WT y la mutante G12V, en el
afio 1987 el grupo de Frank Mc Cormick, emplea oocitos de Xenopus. El ensayo
utilizado, consistia en microinyectar Ras WT o G12V, y medir la maduracién del oocito,
observandose un gran porcentaje de oocitos maduros con la mutante, en comparacion
con la proteina WT. In vivo, la proporciéon de Ras unido a GTP era mucho mayor en la
mutante que no hidrolizaba GTP, pero in vitro la diferencia era mucho mas pequefa. Si
el experimento se realizaba in vitro, pero en presencia de lisado de oocito, los

resultados eran como los de in vivo. Si el lisado era pre-tratado con tripsina o calentado
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a 50°C, se perdia este efecto, evidenciandose que era un factor proteico el que
promovia la actividad GTPasa sobre Ras. A este factor lo llaman GAP (GTPase
activating protein), y dado que la mutante G12V es insensible a proteinas GAPs,
explicaria su capacidad transformante (in vivo, Ras WT tiene 300 veces mayor actividad
GTPasa que Ras G12V) (216). El clonado de dos proteinas GAPs fue hecho por el
mismo grupo en 1988, a partir de placenta humana (217). Las proteinas GAPs eran
efectoras de Ras activo (unido a GTP), pero faltaba encontrar moléculas reguladoras rio
arriba de Ras. Aunque estas proteinas se unian a Ras para inhibir la sefalizacién, eran
llamadas efectoras por unirse a Ras solo cuando esta tenia cargado GTP, y por ser la
unién en el "loop” efector de Ras (residuos 32-40).

Las primeras evidencias de proteinas reguladoras de Ras fueron descubiertas
en 1987, en la levadura Saccharomyces cerevisiae. En estas levaduras, a diferencia de
mamiferos, Ras activa la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de AMPc.

Una cepa mutante, llamada cdc25, tenia tres caracteristicas muy particulares:

a) Bajos niveles intracelulares de AMPc.
b) Baja actividad adenilato ciclasa
c) No crecian a 35°C por presentar a esta temperatura arresto celular en la fase

G1 del ciclo celular

Dado que Ras controlaba la actividad de la enzima adenilato ciclasa, y los
niveles de AMPc y que levaduras y células mamiferas al carecer de Ras, se arrestan en
G1 (141, 213), daba una pauta de que esta cepa poseia una deficiencia en la via de
activacion de Ras.

Al realizar un “screening” de bibliotecas de ADN de levaduras, que
complementaran esta cepa, se pudo aislar el gen que codifica a CDC25. Esta proteina
resultd ser un regulador de Ras. El fenotipo sensible a temperatura era suprimido con
una mutante activa de Ras (RasV19), al igual que los niveles de AMPc.

En el afo 1990 Alan Wolfman y lan Macara, encontraron que en el citosol de
cerebros de ratones, existia una actividad que aumentaba el intercambio de nucleétido
sobre Ras (229). Al mes siguiente el grupo de Robert Weinberg, también publicaba el
descubrimiento de un factor intercambiador de Ras (53). Estos intercambiadores,

aceleraban la disociacion de Ras-GDP, asi un nucleétido de GTP, que se encuentra por
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exceso en el citoplasma, podia unirse a Ras y de esta forma activarla. Recién en el afo
1992 fueron aislados RasGEFs de mamiferos (mSos1, mSos2 y RasGRF).

El nombre Sos deriva de estudios en Drosophila: La neurona R7 en la retina no
se desarrolla al producirse mutaciones en el gen sevenless. Este gen, codifica para un
receptor tipo tirosina quinasa. Otros dos genes, Son of sevenless (Sos)y Dras1,
participan también en el camino de transduccion de sefales desde la proteina
Sevenless hasta el desarrollo de la neurona R7.

Sos funciona rio abajo de Sevenless y del receptor EGF de Drosophila, y es el
homdlogo a CDC25 de Saccharomyces cerevisiae. En base a esto, Sos seria un
activador de Ras en Drosophila (172).

¢ Cual era el mecanismo de activacion entre receptores de tipo tirosina quinasa y
Ras? Estudios genéticos en C. elegans, revelaron que sem-5, era necesario para la
induccién de la vulva, al igual que let-60 (Ras) y let-23 (Receptor EGF), dando un indicio
que estos tres genes participaban de la misma via de sefializacion (31). En mamiferos,
la misma proteina fue descubierta y designada como GRB2 (growth factor receptor-
bound protein 2) (118) o ASH ( abundant src homology) (127). Esta proteina, contiene
dos dominios SH3, involucrados en unién a proteinas con regiones ricas en prolinas, y
un dominio SH2, involucrado en la unién a fosfo-tirosinas.

GRB2, al unirse al receptor de EGF activado, era el nexo que faltaba para
explicar la activacion de Ras por receptores tipo tirosina quinasa, ya que adaptaba el
receptor con el factor intercambiador Sos.

Una vez comprendida la regulacién rio arriba de Ras, quedaba por comprender
los efectores de este oncogen. Por definicion, la interaccion de Ras con un efector debia
darse solo con Ras unido a GTP, y no a GDP.

Las proteinas serinas/treoninas quinasas, c-Raf-1, MEK y ERK1/2, aumentaban
su actividad al ser activada Ras (238). A partir de estas observaciones, surgi6 el
descubrimiento de que c-Raf-1, era una proteina efectora de Ras (238) (140).

Estos descubrimientos, junto con trabajos que mostraban que el oncogen Raf-1
senalizaba a la via de MAPKSs, evidenciaba por primera vez como sefiales mitogénicas,
generadas fuera de la célula, alcanzaban el nucleo y como este proceso podia ser
aberrante en células tumorales.

Otras moléculas efectoras fueron descubriéndose posteriormente, como la
quinasa PI3K (171) y el factor intercambiador de Ral, RalGDS (79, 95, 198).
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2.2.5 Estructura de Ras

Las primeras estructuras cristalograficas de Ras surgieron a fines de la década
del 80', y principios del 90’. La posibilidad de obtener cristales de Ras unida a GDP o
analogos no hidrolizables de GTP, permitié entender las diferencias estructurales del
estado GDP inactivo y del estado GTP activo (45, 105, 135, 151, 182).

Dado que la estructura de Ras no difiere mucho con respecto a la de otras
pequenas proteinas G (Ej.: Rap o familia Rho), la idea general es utilizar las estructuras
generadas de Ras para explicar diferentes comportamientos de diversas mutantes
conocidas, algunas de las cuales seran utilizadas en la presente tesis doctoral.

Ras es una proteina constituida por dominios a-hélices y ldaminas-g, unidos por
conectores llamados “loops” (figura 5). El loop1 (L1) contiene una glicina en la posicién
12 muy conservada, y se encuentra formando una especie de anillo sobre el fosfato f
del GDP/GTP. Este "loop" tiene una gran cantidad de glicinas, el aminoacido mas
pequefio, y esto generaria el espacio necesario para que puedan entrar los grupos

fosfatos del nucleétido de guanina.

Figura 5. Estructura secundaria de Ras. Topologia del dominio G, utilizando los numeros de los
residuos correspondientes a Ras*GppNHp. Las laminas B y sus direcciones estan indicadas por las
flechas, a hélices por los cilindros y los loops son las secuencias conectoras.
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La sustituciéon de la glicina 12 por una valina, introduce una cadena alifatica, que
no modifica demasiado la estructura de Ras, pero produce un corrimiento del fosfato y
del GTP. Por este corrimiento, ahora se encuentra inaccesible para que la glutamina 61
catalice la hidrolisis de GTP, con la ayuda de una molécula de agua. De esta manera, la
mutacién oncogénica G12V, no permite hidrolizar GTP, y la pequefa proteina G
permanece en estado GTP activo, a pesar de que la union de proteinas GAPs es de
similar afinidad a la de la proteina WT.

Ras Q61L presenta la mutacion propiamente dicha en el aminoacido catalitico.
Activando una molécula de agua, es capaz de hidrolizar el fosfato y. Esta mutacién, al
igual que G12V, mantiene a la proteina G en estado GTP activo.

En la figura 6, se esquematizan los aminoacidos involucrados en la union del
nucleétido de guanina (en el esquema se encuentra el analogo no hidrolizable de GTP
GppNHp). Es de destacar la importancia del ion Mg**, uniéndose a oxigenos de los
fosfatos B y y del nucleétido, y de esta manera neutralizando la alta densidad de carga
negativa generada por estos. El ion Mg** es coordinado principalmente por los grupos
OH de la treonina 35 y serina 17.

El aminoacido serina posee un grupo hidroxilo con un par de electrones libres.
Estos electrones ayudan a neutralizar el ion Mg** (figura 6). La mutacién de la serina 17
por otro aminoacido que no posea este hidroxilo (Ej.: mutacion Ras S17N) , no es capaz
de coordinar el Mg**, y este no es estable en la proteina. A la proteina G sin Mg**, no le
es posible mantener los nucleétidos GDP o GTP, ya que el Mg*" neutraliza la carga
negativa de los grupos fosfato (figura 6). La proteina G libre de nucle6tido, tiene una alta
afinidad por factores intercambiadores, de esta manera impide que estos intercambien
GDPI/GTP. Esto explica porque al mutar la serina 17, la pequefa proteina G actia como
una forma dominante negativa, secuestrando reguladores rio arriba, impidiendo la
sefalizacion rio abajo.

Es importante destacar la lisina en la posicion 16 (K16), invariante en todas las
proteinas que unen nucleotidos. Este aminoacido, con el grupo e-NH2, neutraliza otros
dos oxigenos de los fosfatos § y y. La mutacion de esta lisina presente en todas las

proteinas que unen nucleétidos, disminuye la afinidad de la proteina por el nucleétido.

25



Introduccién
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Figura 6. Secuencias conservadas de Ras. En este esquema se indican los residuos que coordinan
el nucledtido de GTP, utilizando Ras*GppNHp. Se destacan los aminoacidos que estabilizan los
grupos fosfatos: Ser17 y Thr35 utilizan su grupo OH para coordinar el Mg™* y la Lys16 que coordina
los oxigenos B y y del fosfato a través de su amino lateral(e-NH2).
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3. La familia Rho de pequeiias proteinas G

3.1 Caracteristicas generales

Con la importancia creciente que estaba tomando la proteina G Ras, comenzd la
busqueda de nuevas pequefias proteinas G. Se utilizaron métodos dentro de la biologia

molecular, al igual que métodos dentro de la genética de levaduras:

* Generacion de familias de oligonucleétidos degenerados dentro de areas
conservadas
* Hibridacién en condiciones poco rigurosas

* Genética de levaduras

Mientras que la proteina Rho fue inicialmente descubierta en 1985 en Aplysia,
como un ADN copia (cDNA) codificante para una GTPasa relacionada a Ras (121), el
gen que codificaba para Cdc42 fue encontrado en levaduras, por ser importante en el
desarrollo de la polaridad celular (199). Su homélogo en humanos, G25K, fue clonado
utilizando oligonucleotidos degenerados de secuencias aminoacidicas conocidas de
esta proteina (143). A partir de otra busqueda con oligonucleétidos degenerados,
disefiados a partir de una secuencia aminoacidica conservada de G25K, se encontraron
dos proteinas, llamadas Rac1 y Rac2, por ser homélogas a Ras y por ser sustrato de la
toxina botulinica C3 (ras-related C3 botulinum toxin substrate) (50).

Actualmente, la familia Rho de proteinas G consta principalmente de Rho
(A,B,C), Rac (1,2,3) y Cdc42 o G25K. La principal diferencia de esta familia con Ras es
que tienen una insercion de 13 aminoacidos (residuos 123-135 de Rac), llamada “insert
region”.

Al igual que Ras, la familia Rho es prenilada para su posterior ubicaciéon en
membrana (el lipido es genaril genariol). Entre otras modificaciones post-traduccionales,
la proteina RhoA, es junto con las proteinas de la familia Rap, las unicas pequefas
proteinas G que se fosforilan por PKA (110).

Las GTPasas de la familia Rho son modificadas por un gran nimero de toxinas y
exoenzimas. La mas estudiada ha sido la transferasa C3, una exoenzima producida por
Clostridium botulinum que ADP-ribosila Rho en el residuo Asparragina 41, produciendo
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su inactivacion (120). Por otro lado las toxinas A y B de Clostridium difficile, glucosilan e
inactivan Rho, Rac y Cdc42 (87). Otras toxinas, como por ejemplo, CNF-1 (cytotoxic
necrotizing factor-1) de E. Coli, deamidan el GIn63 de Rho (GIn 61 de Rac/Cdc42),
transformandolo en Glu. La modificaciéon de este residuo catalitico, produce una version
constitutivamente activa de estas pequenas proteinas G (54, 61).

3.2 Intercambio de nucledtidos y factores intercambiadores

La tasa de intercambio de nucleédtido intrinseca de las proteinas Rho es muy
lenta en concentraciones fisiologicas de Mg** (187). Mutaciones que alteran la
estabilidad del nucleétido (como Phe28 por Leu en Cdcd42, que coordina la base
nitrogenada de guanina), activan la proteina al entrar GTP, que se encuentra por
exceso en la célula (115). Este intercambio de nucleétidos se da con la ayuda de
factores intercambiadores de GDP/GTP o GEFs.

En general los GEFs de la familia Rho poseen un dominio intercambiador
caracteristico, llamado DH (Dbl homology) y un dominio PH (pleckstrin homology)
adyacente. Fueron referidos como la familia “Dbl”, luego de la identificacion del primer
intercambiador hallado (justamente llamado Dbl). Este poseia la capacidad de
transformar células NIH 3T3 (58). El dominio DH es esencial para la transformacion
celular, y es el minimo dominio capaz de intercambiar nucle6tido sobre Rho, Rac y
Cdc42 (72).

El dominio PH seria requerido para la correcta localizacién y orientaciéon del
dominio DH en la membrana plasmatica (26, 240, 241), donde se encontrarian las
proteinas G blanco.

La mayoria de los GEFs pertenecientes a la familia Dbl, son capaces de
intercambiar nucleétido sobre todas las GTPasas de la familia Rho in vitro, aunque
pareceria que in vivo habria preferencias de GEFs sobre diferentes proteinas G.

Dicha preferencia es evidenciada al sobre-expresar diferentes GEFs, que
resultan en una distinta morfologia celular. Dado que rearreglos de la actina son
mediados por la activacién de diferentes proteinas G de la familia Rho, es posible
evidenciar cual proteina G en particular es activada por un determinado GEF (ver mas

adelante en "Rearreglo del citoesquelo”).
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La presencia de una mayor cantidad de GEFs que de GTPasas de la familia
Rho, presenta una aparente contradiccién, aunque esto tiene una explicacion al
encontrar que GEFs de la familia Dbl muestran distintos patrones de expresion: Por
ejemplo Vav, se expresa solo en células hematopoyéticas. Tiam-1 se expresa en gran
cantidad en cerebro, aunque se encuentra en todos los tejidos (70, 220). También es
posible que diferentes GEFs actuen ante diferentes estimulos extracelulares. Otra
posibilidad es que cada GEF pueda ensamblar diferentes GTPasas de la familia Rho,
con distintas moléculas efectoras. Esta ultima posibilidad, podria explicar por qué
diferentes GEFs activan PAK1, pero no JNK, aunque formas constitutivamente activas
de Rac y Cdc42 pueden activar ambas quinasa (243).

Versiones oncogénicas de la familia Dbl de GEFs no poseen la regién amino
terminal (25), sugiriendo que esta regién regula negativamente su funcién y que un
cambio conformacional es requerido para su actividad.

Recientemente, una nueva familia de GEFs para la familia Rho ha sido
descubierta, cuya caracteristica es que carece del dominio DH-PH. EI miembro
fundador de esta familia fue DOCK180, y aproximadamente diez miembros han sido
descubiertos (38, 131). DOCK180, necesita una proteina cofactor (ELMO) para
intercambiar nucleétidos sobre Rac (20), pero otros miembros de esta familia parecerian
no necesitar un cofactor (38).

Otro ejemplo de regulacion de GEFs a GTPasas de la familia Rho, es la
localizacion diferencial: Tiam-1 migra desde el citoplasma a la membrana plasmatica en
respuesta a estimulacion con factores de crecimiento, requeridos para la actividad de
Rac (134).

Con el objeto de analizar la funcién especifica de cada GTPasa, formas
dominantes negativas de proteinas Rho (S17N en Rac y Cdc42 y S19N en Rho) han
sido muy utilizadas. Estas mutantes promueven la inhibiciéon de sus respectivas
GTPasas enddgenas, compitiendo por la uniéon de GEFs (60). Asimismo, mutantes por
delecion de proteinas efectoras como PAK, son capaces de secuestrar formas activas
de Rac y Cdc42, pero no de Rho (100), brindando una herramienta para evidenciar la

activacion diferencial de distintas proteinas G.
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3.3 Mecanismos inhibitonos: proteinas GAPs y GDls

Al igual que las proteinas G de la familia Ras, la familia Rho presenta una baja
actividad de hidrolisis de GTP, siendo las proteinas GAPs las que incrementan la tasa
de hidrélisis de GTP.

Proteinas GAP de la familia Rho comparten un dominio de 140 aminoacidos
llamado “RhoGAP domain”. Este dominio es el minimo necesario que presenta actividad
GAP.

Las proteinas Rho preniladas, son mantenidas en un estado GDP inactivo en el
citoplasma al unirse proteinas GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors), hasta
que un estimulo produce la disociacion del complejo y la union de Rho a la membrana
(208). In vitro, la unién de proteinas GDI, previene el intercambio de nucleétido,
impidiendo su activacién. También la unién de GDIs inhibe la actividad GTP intrinseca,
al igual que la resultante de la estimulacion por proteinas GAPs, impidiendo su
desactivacion.

La sobre-expresién de proteinas GDI, generalmente inhibe la sefalizacién por
proteinas Rho, incluyendo la reorganizacion de la actina y la activacion de JNK (146,
208), consistentemente con la idea de ser proteinas regulatorias negativas de la
sefalizacién de proteinas Rho. No se conoce un analogo de GDI para otras pequefias
proteinas G.

Ademas de la prenilacién de Rho para ser reconocida por proteinas GDI, otras
regiones serian necesarias. La “insert region” de Cdc42 no es necesaria para la union
de GDls, pero es necesaria para la inhibicion de la disociacion del GDP y para la
hidrolisis de GTP (231), sugiriendo que esta regién, no presente en proteinas de la
familia Ras, podria interaccionar con RhoGDI.

Ademas de mantener inactivas en el citoplasma a las proteinas Rho, GDlIs

podrian estar regulando la translocacién de las proteinas a la membrana plasmatica

3.4 Senalizacién desde factores de crecimiento a proteinas Rho

Los trabajos publicados en la revista Cell por Anne Ridley y Alan Hall en el afo
1992 (166, 167), describen por primera vez la sefializacidon desde la superficie celular
hasta las proteinas Rho. LPA fue establecido como un activador de Rho, e
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independientemente bombesina demostrd ser un activador de Rho y Rac. Factores de
crecimiento, como PDGF, EGF e insulina estimulan Rac, llevando subsecuentemente a
la activacion de Rho, y agonistas de PKC, como PMA, fueron descriptos como capaces
de activar a Rac, sin activar Rho. LPA activa un receptor acoplado a proteina G
(GPCR), que disocia las subunidades G,1213. Estas subunidades se unen al dominio
RGS de GEFs para Rho, llevandolos a la membrana y activandolos (73, 102). GEFs
para Rho que contienen un dominio RGS, como p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF y LARG,
son capaces de ser activados por proteinas G heterotriméricas (64). PMA estimula PKC
y PKC activado es capaz de aumentar el intercambio sobre Rac mediado por Tiam-1
(133). PMA no es capaz de activar Rho, de hecho, PKC es capaz de activar
p190RhoGAP (una proteina GAP para Rho) a través de la actividad de c-Src (19). Esto
lleva a pensar que distintos estimulos activan diferencialmente a diferentes miembros
de la familia Rho.

Diversos GEFs para Rac son activados por PIP2 o PIP3 (133, 183). Por ejemplo,
la unién de PIP3 al dominio PH de Tiam-1, es capaz de reclutarlo a la membrana y
activarlo. Otro mecanismo de activacién de Rac, involucra un complejo que contiene el
GEF para Ras Sos1, junto con Eps8 y Abi1/E3B1 (145, 185). Sos1, unido a Eps8 y
Abi1/E3B1, tiene la capacidad de intercambiar nucleétido sobre Rac. Este complejo se
localiza en la membrana al unirse a la subunidad regulatoria de PI3K p85 (83).

La activacién de Tiam independiente de PI3K también ha sido descripta. Tiam
posee un sitio de unién a Ras-GTP, al igual que Raf. Ras-GTP incrementa la actividad
GEF para Rac de Tiam al unirse a dicho dominio (109). La estimulacion de PDGF en
fibroblastos Swiss 3T3, provoca una activacién de Tiam dependiente de fosfolipasa C y
de la proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina. Esta ultima fosforila a Tiam,
localizandola en membranas y activandola (133).

3.5 Sefializacién desde receptores de adhesion a proteinas Rho

Diversas clases de moléculas de adhesiéon se han descripto capaces de afectar
la actividad de Rho, Rac o Cdc42, incluyendo integrinas (46), caderinas (18) y miembros
de la superfamilia de 1g (212).

Al formar uniones célula-célula las caderinas, son capaces de activar a Rac y
Cdc42. La activacidén de estas proteinas G, ayudaria a las funciones de las caderinas,
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mostrando un “feed-back” positivo. Por otro lado, la interacciéon entre caderinas, seria
inhibitorio de la funciéon de Rho, al incrementar la actividad de p190RhoGAP (148).

3.6 Proteinas de la familia Rho re-arreglan el citoesqueleto

Como se menciond con anterioridad, la funcién mas estudiada de la familia Rho
de GTPasas ha sido la modificacidén del citoesqueleto. Las estructuras del citoesqueleto
predominantes en células en cultivo son las fibras de stress o “stress fibers” y unas
estructuras protruyentes llamadas “membrane ruffling”.

Dos trabajos de Alan Hall en el aiio 1992, del mismo volumen de la revista Cell
(166, 167), mostraban que Rho era capaz de inducir la formacién de fibras de stress y
contactos focales y que Rac era capaz de regular la formacién de "membrane ruffling” y
lamelopodia, otro tipo de estructura del citoesqueleto, en respuesta a la estimulacion
con factores de crecimiento. Ademas, en otro trabajo de Alan Hall del afio 1995, se
demuestra que Rho, Rac y Cdc42 pueden activarse de manera jerarquica para la
remodelacién del citoesqueleto (147).

Las fibras de stress, consisten en paquetes contractiles de filamentos de actina
asociados a filamentos de miosina y otras proteinas. La contractilidad de estas fibras
esta dado por la polimerizacion de las fibras de actina, o por la actividad de la miosina,
que es capaz de unir las fibras de actina.

La presencia de fibras de stress es modulada por el tipo de proteinas presentes
en la matriz extracelular y en el medio en el que las células son cultivadas. Las fibras de
stress se encuentran conectadas a la membrana plasmatica a través de complejos
multi-proteicos, conocidos como contactos focales, donde las integrinas trans-
membrana se asocian directa o indirectamente a un gran numero de proteinas
estructurales y de sefalizacion (21).

Lamelopodia y “membrane ruffling” estdan muy relacionados y usualmente se
pueden usar ambos términos para la misma estructura. Lamelopodia son estructuras
finas protruyentes de la célula, generadas en la parte que lidera la movilidad de células
moviles. Frecuentemente, lamelopodia se convierte en “ruffles” , cuando estas

protrusiones de membrana no logran adherirse y son dirigidas a la superficie dorsal.
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La formacion de filopodios por Cdc42, otro tipo de estructura del citoesqueleto,
importante para células con movilidad, fue vista por primera vez en el afno 1995 (103,
147).

La importancia de estos hallazgos reside en que una célula en cultivo al
dividirse, debe despegarse del sustrato (en este caso la placa de cultivo), siendo la
estructura predominante la de “membrane ruffling”. Las células ya divididas, ahora
deben adherirse al sustrato para su crecimiento. Esto se consigue al aumentar el
numero de contactos focales y estructuras como fibras de stress.

Entender como factores de crecimiento afectan la estructura del citoesqueleto y
cuales son las vias de sefnalizacion involucradas, resulta importante para el

entendimiento de los mecanismos de division celular.

3.7 Efectores rio abajo: Rho, fibras de stress y tension

El ensamblaje de fibras de stress mediado por Rho, es el resultado de la
contractilidad de fibras de miosina. Rho activa es capaz de fosforilar la cadena liviana
de miosina (MLC) y de esta manera aumenta su actividad contractil (30). Por otro lado,
fue demostrado que un efector de Rho, Rho-kinase (ROCK o ROK), también eleva los
niveles de MLC fosforilado al inhibir la fosfatasa de MLC (96). Ademas, ROK es capaz
de tomar el lugar de la quinasa de MLC (MLCK), fosforilando directamente la subunidad
regulatoria de MLC, incrementando la actividad contractil de miosina (5). Todos estos
datos indicarian que Rho promueve la contractilidad de la miosina y la tensién resultante
converge en la formacién de fibras de stress y adhesiones focales.

Otra proteina efectora de Rho es mDia (mammalian homolog of diaphanous)
(224). La sobre-expresion de esta proteina en su forma activa induce el ensamblado de
finas fibras de stress, menos empaquetadas que las formadas por la expresién de Rho
activo o ROK. La densidad y apariencia de las fibras de stress pueden modificarse
experimentalmente expresando diferentes niveles de ROK y mDia (224). A diferencia de
ROK que actuaria sobre las cadenas livianas de la miosina, mDia actuaria en la

polimerizacion de la actina (114).
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3.8 Efectores rio abajo: Rac y protrusiones de membrana

El mecanismo basico de formacion de “membrane ruffles” por Rac es la
polimerizacion de la actina. Rac activa es capaz de disociar la proteina WAVE de un
complejo. WAVE disociada, es capaz de promover la polimerizacién de actina por
Arp2/3 (56). Otro efector de Rac (también de Cdc42) es la proteina PAK (p21 activated
kinase). La expresion de esta quinasa es capaz de formar lamelopodia (188) e inhibir la
formacion de fibras de stress y contactos focales (123).

La activacién de Rac mediada por factores de crecimiento, antagoniza la
formacion de fibras de stress y contactos focales inducidos por Rho (178). Una
explicacion es que PAK, al ser activada por Rac, fosforila e inhibe la actividad quinasa
de la cadena liviana de miosina (MLCK), inhibiendo la fosforilacion de MLC (177).
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4. Rap

Rap1 fue inicialmente descripta como una proteina que lograba revertir el
fenotipo transformante de células NIH/3T3 transformadas con el oncogén K-Ras, de ahi
que su primer nombre fue K-revl (por K-ras revertant) (98), pero también fue
identificada en trabajos donde se buscaban proteinas homoélogas a Ras (92, 155).

A pesar de que Rap1 muestra un 50% de homologia con Ras, sus dominios
efectores son indistinguibles (219), pudiéndose pensar en funciones similares o
antagénicas de estas dos proteinas.

El hecho de poseer un dominio idéntico, y lograr revertir células transformadas
por K-Ras, dio indicios que Rap podria ser un antimitogénico, funcionando como
antagonista de Ras (237). Esta idea fue apoyada por el hecho de que la interacciéon de
Rap1 con moduladores (75) y efectores (82) de Ras, no resultaba en su activacion
(218).

Surgié un simple modelo en el que se postulaba a Rap1 como antimitogénico
por su habilidad de formar complejos no productivos con efectores de Ras. Varios

ejemplos ilustran esta hipotesis:

a) Una sobre-expresion de Rap1 en su forma constitutivamente activa
(G12V) es capaz de inhibir la activacion de ERK1/2 en células Rat-1 (32).

b) En experimentos de transfecciones transientes, la activacion del
promotor de c-Fos por K-Ras, pero no por c-Raf-1, es bloqueada por
Rap1 activa (176).

c) En células Jurkat , la transcripcién de IL-2 dependiente de Ras, es

inhibida por la expresién de Rap1 activa (16).

Rap es activada en presencia de AMPc (adenosina mono fosfato ciclico) (3).
Este segundo mensajero ha sido descripto como un inhibidor de la cascada de ERK1/2
en células como Rat-1 o NIH3T3, ya que agentes que suben los niveles intracelulares
de AMPc, como FK (forskolina) e IBMX (metil isobutil xantina), son capaces de bloquear
la fosforilacion de ERK1/2 mediada por EGF (epidermal growth factor).

Los mecanismos de inhibicion de la proliferacion mediados por altos niveles de
AMPc, involucran el bloqueo de ERK1/2, uno dependiente (32) y otro independiente de
Rap (230). Dos evidencias indican la participaciéon de la MAPKKK Raf-1:
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a) Laformacién de un complejo no productivo entre Rap y Raf-1 (32).

b) La PKA (proteina quinasa A), el ser estimulada por AMPc, es capaz de
fosforilar a Raf-1 en la Ser 43 y de esta forma pierde la afinidad por Ras in
vitro (230).

El AMPc no ha sido reportado solamente como un antimitogénico: en células
como WRT o CI-3 (células de Tiroides), la TSH, hormona que actua elevando los
niveles de AMPc, promueve la proliferacion celular (165). Ademas en células
corticotréfas, como AtT-20, CRH al subir los niveles de AMPc, también activa Rap y
aumenta los niveles de ERK1/2 fosforilados (101).

Surge entonces, la idea de que Rap podria desempefiar un rol proliferativo en
sistemas donde el AMPc es mitogénico. Tres evidencias avalan esta teoria: a) La
microinyeccién de Rap1b en fibroblastos Swiss 3T3 (células donde el AMPc es
mitogénico), promueve, en presencia de Insulina, una transiciéon G1/S dependiente de
Rap-GTP (236), b) En estas mismas células Rap1b, es mitogénica y oncogénica,
pudiendo formar tumores en ratones nude (4) c) En células PC-12, el AMPc induce
diferenciacion celular, y este proceso es mediado por Rap1. Incluso se ve que el EGF
induce una activacion transciente de MAPKs (ERK1/2), mediada por Ras, promoviendo
la proliferacién celular, mientras que una activacion sostenida de MAPKs mediada por
Rap1, por estimulacion con NGF, es capaz de provocar diferenciacion celular (235).

Aun no estan del todo claro, que caracteristicas deberia presentar un tipo celular
para que Rap actie como un mitogénico o como un anti-mitogénico, pero una clave
podria ser la presencia de una MAPKKK analoga a Raf-1 llamada B-Raf. A diferencia de
Raf-1, B-Raf puede ser activada por Rap, y esto lleva a la activacion de MAPKs (201).

El AMPc no es la unica molécula que estaria modulando la activacion de Rap1,
también el DAG y el Ca' son mediadores, por union de estas moléculas a GEFs
(CalDAG-GEF 1 y ll) (62, 119, 244).

Ademas de segundos mensajeros, como AMPc, Ca'* y DAG, Rap es capaz de
ser activada por receptores de tipo tirosina quinasa. Un ejemplo de esto se vio en
células HEK293, donde el HGF (hepatocyte growth factor/scatter factor), es capaz de
activar a C3G, un GEF de Rap (175) o en células Swiss 3T3, donde PDGF activa a Rap

(4).
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Rap, junto con Rho, son las unicas pequeias proteinas G fosforiladas por PKA.
En el caso de Rap, la fosforilacion se da en una serina adyacente al dominio CAAX (Ser
180 en Rap1A y Ser 179 en Rap1B) (3). Esta fosforilacion podria afectar el
procesamiento y/o localizacién de Rap1.

Estudios realizados en células Cos-7 muestran que la unién de Rap1a a Raf-1
es inhibitoria al unirse a la region rica en cisteinas de Raf-1 (CRR). Rapia al ser
fosforilada, pierde esta habilidad, no exhibiendo una inhibicién sobre Raf-1 (80).

Recientes evidencias en células de tiroides Cl-3 al ser estimuladas con TSH, dan
a la fosforilacion en Rap, un rol fundamental en la respuesta mitogénica inducida por
ésta hormona (165). Por otro lado, la inhibicién de Akt por AMPc, involucra también la

activacion y fosforilacion de Rap1 (117).
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5. Epac

5.1 Caracteristicas generales

EPAC (exchange factor directly activated by cyclic AMP) es un intercambiador

de GDP/GTP exclusivo para proteinas Rap. Fue descubierta por dos grupos

independientes en forma simultanea:

a)

b)

El primero, lo hizo buscando en bases de datos secuencias que tuvieran
homologia a GEFs para Ras y Rap, ademas de secuencias de union al
AMPc (44), ya que se habian encontrado GEFs de Ras que podian unir
directamente Ca*" y diacilglicerol (55).

El segundo grupo, lo hizo buscando genes relacionados a transduccion
de sefales en cerebro y enfocados en clones que tuviesen motivos
proteicos conocidos de segundos mensajeros. Este grupo encuentra dos
genes, que los llama cAMP-GEFI (o Epac1) y cAMP-GEFII (o Epac2)
(91).

Epac1 es expresado en todos los érganos, pero es particularmente abundante

en rifidn y corazon (44), también es expresado en varias partes del cerebro del neonato.

Epac2 es expresado principalmente en cerebro adulto (91).

Este novedoso GEF es una proteina de 881 aa, que contiene varios dominios

caracteristicos:

a)

d)

El dominio GEF contiene una alta homologia a C3G, un GEF especifico
para Rap y R-Ras (44 , 91), y es el encargado del intercambio de
nucleétido propiamente dicho.
El dominio REM (Ras exchange motif) fue hallado en todos los GEFs de
la superfamilia Ras y le conferiria estabilidad a la proteina.

E! dominio DEP (Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin) que estaria involucrado
en el anclaje a la membrana.

El dominio CBD, el cual une AMPc, homoélogo al encontrado en las
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subunidades regulatorias de la PKA y el canal olfatorio (olf), regulado

también por la unién de AMPc.

Un esquema de los dominios presentes en Epac1 y Epac2 es representado en la

figura 7.

Epac 1

Figura 7. Factores intercambiadores Epac. Se destacan los dominios GEF (guanosine nucleotide
exchange factor), REM (ras exchange motif), CBD (cyclic AMP binding domain) y DEP (Dishelleved Egl-
10 Pleckstrin). En Epac 2 se encentra un segundo sitio de unién a AMP (CBD) de baja afinidad, en su
extremo N-terminal.

La actividad intercambiadora de este GEF es regulada por el AMPc, siendo
posible activarlo por analogos no hidrolizables de esta molécula o por FK, un conocido
activador de la adenilato ciclasa.

Se puede obtener un GEF constitutivamente activo delecionando el dominio de
unién del AMPc (EpacAcAMP o AEpac), lo cual deja expuesto el dominio intercambiador

(44).

5.2 Caracterizacion de la activacion de Epac por AMPc

Dado el importante descubrimiento de otra proteina diferente a PKA que une
AMPc, y que diversos procesos biologicos en respuesta a AMPc podrian ser mediados
por Epac, es importante caracterizar su sitio de unién del AMPc, principalmente para
encontrar analogos de AMPc que permitan diferenciar distintas respuestas biolégicas
mediadas por este GEF o por PKA.

La familia de Epac (Epac1 y Epac2 ) es capaz de activar tanto a Rap1 como a

Rap2. Epac2 tiene dos sitios de union de AMPc, uno de baja afinidad (70uM Kd, sitio A)
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situado en su extremo amino terminal y otro de alta afinidad (1uM Kd, sitio B). A
diferencia de la uniéon del AMPc en la PKA, no hay cooperatividad de estos sitios.
Aparentemente, la unién del AMPc al sitio de alta afinidad es suficiente para
intercambiar sobre Rap y este, al igual que el sitio unico presente en Epac1, son
inhibitorios en ausencia de AMPc (43).

El dominio de uniéon a AMPc aislado de Epac1 tiene una constante de equilibrio
(Kd) de 4uM, medido por competencia con un analogo fluorescente de AMPc¢ (8-MABA-
cAMP), y este equilibrio es muy dinamico. A pesar de que el AMPc activa la regién
catalitica de Epac, la presencia de esta regidbn no modifica la unién del segundo
mensajero, sugiriendo que no posee un rol inhibitorio en la unién de AMPc. Epac, al
estar unido a Rap1b, baja su afinidad por AMPc cinco veces, sugiriendo que la unién al
sustrato (Rap1b), estabiliza el nucleétido (104). En este mismo trabajo, utilizan
nucleotidos fluorescentes desarrollados por los autores para medir unién del AMPc a
Epac. Estos nucleétidos son incapaces de activar a Epac, de este resultado concluyen
que la unién de AMPc y la activacion de Epac son procesos desacoplados. De hecho,
estos andlogos podrian ser utilizados como moléculas inhibitorias (104).

El sitio de unién de AMP (CBD), se encuentra muy conservado en proteinas que
unen este nucleétido ciclico. El glutamato (E), muy conservado, que en Epaci1 se
deberia encontrar en la posicién 405, no se encuentra presente ni Epac1 (Q), ni en el
sitio B de Epac2 (K) (figura 8).

Epac1 FGQLALVNDA - - - - - - - PRAATII
Epac2-B FGKLALVNDA - - - - - - - PRAA SIV
PKARIa-A FGELALIYGT ---- - -- PRAATVK
Olfatorio FGEISI LNIKGSKMGN - RRTAN IR
Marcapasos FGEMVHLYAK PGKSNADVRALTYC
CAP | GELG LFEEGQE RS- AWVRAKTAC

Figura 8. Alineacion de los sitios de union de AMPc de Epac, PKA, Canal olfatorio, canal
marcapasos y la proteina bacteriana CAP. El sitio de unién de AMPc tiene un residuo acido glutdmico
(E) muy conservado, que no esta presente en proteinas Epac. Esta observacién permitié disefar el
analogo de AMPc especifico para proteinas Epac, 8CPT-2Me-cAMP
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A partir de esta observacion, se desarrollé un analogo de AMPc con una
sustitucion en la posicion 8 de la base de adenina, 8-(4-cloro-feniltio)-2'-O-
metiladenosin-3',5' monofosfato ciclico (BCPT-2-Me-cAMP). Este analogo, activa a Epac
y no a PKA in vivo e in vitro. La activacion media de Rap por Epac, utilizando este
analogo fue de 2.2uM, en comparacion con 30uM utilizando AMPc. Este analogo
permitid por primera vez descubrir cuales efectos del AMPc son debidos a Epac y
cuales a PKA (57).

En enero del ano 2003, el grupo de Alfred Wittinghofer publica la estructura
cristalografica de la region regulatoria de Epac2, con una resoluciéon de 2.5A. Esta
region consta de los dos sitios de unién al AMPc y del dominio de unién a membrana
DEP. A diferencia de la estructura cristalografica de la subunidad regulatoria de PKA
(202), esta es la primera vez que se cristaliza el sitio de unién al AMPc en ausencia de
nucleétido, permitiendo la comparacién de esa estructura con y sin nucleétido. Dicha
comparacion permitié dilucidar cual es el cambio conformacional inducido por la unién
de AMPc (figura 9) (162). Las mayores diferencias se presentan en el sitio de unién del
nucleétido (PBC, phosphate ribose binding cAMP). Esta region, forma un especie de
bolsillo donde se inserta el AMPc (162).

Al unirse el AMPc, una regién bisagra, llamada “Hinge”, permite que otra region
llamada “Lid” (tapa), que es una a-hélice, proteja al nucledtido dentro del PBC. Es decir,
que la unién del AMPc induce que la regién “Lid" proteja al nucleétido del solvente en el
PBC. Este cambio conformacional reorienta la Leu408 del PBC y la Phe435 de la regién
bisagra, invariantes en todas las proteinas que unen nucleétidos ciclicos (162) (figura
9).

El cambio conformacional producto de la unién del AMPc y la posterior
proteccién de este nucleétido, empuja la regién c-terminal catalitica, exponiéndola y

permitiendo su interaccién con proteinas blanco, como Rap (162) (figura 9).
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c HINGE

Epac2-B v Ala

Thr / Ser

Figura 9. Comparacion de los sitios de union al AMPc de la subunidad regulatoria de PKAII-B (en
presencia de AMPc) y de Epac2 (en ausencia de AMPc). La comparacién de ambas estructuras
permite comprender el cambio conformacional producido por la unién del AMPc: 1) La regién “Hinge" de
Epac se acerca al PBC. 2) La regién “Lid", no observada en la figura, y que se encuentra hacia la parte c-
terminal de la regiéon “Hinge” protege al nucleétido que se encuentra dentro de la region PBC 3) El
dominio GEF, que se encuentra en el extremo c-terminal de Epac, queda ahora expuesto al solvente,
capaz de intercambiar nucleétidos sobre proteinas Rap.
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En un trabajo publicado por el mismo grupo que cristalizé la region regulatoria de
Epac2, se demuestra que la a-hélice “Lid”, juega un rol fundamental en la comunicacion
entre la region regulatoria N-terminal y la region catalitica C-terminal. La estructura de la
region “Lid", contiene una secuencia muy conservada VLVLE y se ubica
inmediatamente hacia el extremo C-terminal del dominio CBD, donde se une el AMPc.
Si bien mutaciones en esta estructura no afectan la unioén del nucleétido, una mutante
Ala5, donde los cinco residuos son mutados por alaninas, confiere a Epac1 un fenotipo
constitutivamente activo en el intercambio de nucledétido. Esto se da, porque el dominio
GEF catalitico, se encuentra unido a la secuencia VLVLE, de esta manera
manteniéndolo inactivo. Al unirse el AMPc, esta region ahora interacciona con el

nucleétido, dejando libre el dominio GEF para el intercambio (figura 10) (163).

Figura 10. Regulacion por la region “Lid” de la actividad GEF de Epac. Modelo esquematico de la
participacion de la region “Lid” y su secuencia VLVLE en la comunicacién entre la regién regulatoria y
catalitica de Epac. En ausencia de AMPc, la secuencia VLVLE de la region “Lid" interacta con el dominio
GEF (CDC25). Al unirse el AMPc, la region “Hinge" empuja a “Lid" hacia el PBC, protegiendo al nucleétido
del solvente y permitiendo que se libere la regién catalitica (REM-CDC25), para que pueda intercambiar
nucleétidos sobre Rap
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En la busqueda de analogos de AMPc, se observa que los clasicos analogos de
AMPc permeables a la membrana, tales como 8-Br-AMPc u 8-CPT-AMPc, activan a
PKA y Epac, de forma similar al AMPc. Cambios en la posicién 6 de la base
nitrogenada, tales como N°®-benzoyl-AMPc, son buenos activadores de la PKA, pero
muy pobres activadores de Epac. Modificaciones en el 2’0OH de la ribosa, dan un
analogo capaz de activar mas fuertemente a Epac que el mismo AMPc, pero son solo
agonistas parciales de PKA. La sustitucién del 2’0OH por un grupo alquilo, aumenta de
10 a 100 veces la selectividad por Epac. Sustituciones en la posicién 8 de la adenina
por MeO o ClI, dan una mayor selectividad por Epac. La combinacién de 8-pCPT- y 2'-O-
metil aumentan la selectividad por Epac en tres 6rdenes de magnitud (29).

La utilizacion de estos analogos, ha demostrado que la estimulacion con NGF
(neuronal growth factor) de células PC-12, desencadena un sinergismo entre la PKA y
Epac, promoviendo su diferenciacion a neuronas (29).

Estudiando la especificidad de AMPc, se demostrd que otros nucleétidos ciclicos
son capaces de unirse a Epac con ordenes de magnitud similares (AMPc= 3.3uM;
GMPc= 14uM; IMPc= 6.4uM; XMPc= 20uM), pero solo el AMPc es capaz de inducir la

activacion de su funcion como GEF (164).

5.3 Epac como mediador en respuestas biolégicas

Epac podria mediar diversas respuestas biolégicas frente al estimulo de
hormonas que aumentan los niveles intracelulares de AMPc. Un ejemplo, es la
sefializacion hacia integrinas, al estimular con isoprotenerol el receptor p,-adrenérgico,
proceso que involucra la activacion de Epac-Rap (159).

La activacion por adrenalina del receptor p.-adrenérgico, transfectado en células
HEK 293, o del receptor endégeno de prostaglandina E1 en células de neuroblastoma
N1E-115, inducen la movilizacion de calcio y la estimulacién de la PLC (fosfolipasa C).
Este proceso estaria dado por la formacion de AMPc, pero es independiente de PKA y
dependiente de la via Epac-Rap (184).

En el afio 2002, se demuestra que el AMPc es capaz de activar a la proteina
quinasa B (PKB), via la activacién de Epac. Por otro lado, el AMPc es capaz de inhibir a
PKB via PKA, mostrando un rol dual del AMPc. El efecto neto, dependera de la
concentracion intracelular de Epac y/o PKA (130). Ademas en este trabajo, mutando
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una arginina (R279E) muy conservada para la union del nucleétido, construyen una
forma dominante negativa de Epac, incapaz de unir AMPc e intercambiar nucleétido.

En el ducto colector renal de rata, la bomba H,K-ATPasa es estimulada en
respuesta a calcitonina e isoprotenerol. Esta activaciéon es mimificada con agentes que
aumentan los niveles de AMPc. Anticuerpos anti Epac1, anti Rap1 o anti B-Raf, son
capaces de bloquear la sefalizacion de calcitonina a la bomba H,K-ATPasa,
demostrando que la calcitonina senaliza a partir de esta via (111).

El AMPc es capaz de inducir secreciéon en diversos tejidos. Epac2 (o cAMP-
GEFII), posee un rol fundamental en procesos de exocitosis. Este es capaz de formar
un complejo con la pequena proteina Rab3, y con Rim2 (una proteina efectora de
Rab3). Si bien Epac2 no es capaz de intercambiar nucleétido sobre Rab3, la union de
AMPc es necesaria para la secrecién de hormonas tales como GH (growth hormone) o
insulina, ya que mutantes de Epac2, incapaces de unir este nucleétido (G114E,
G422D), no inducen secrecion (149). De hecho, este complejo Epac2-Rim2, participa
también en la potenciacion de la secrecion de insulina en condiciones de alta glucosa
en sangre, y ademas se encuentra en la via de dos hormonas que participan en la
secrecion de insulina: GLP-1 y GIP (90).

Epac2-Rim2 es capaz de formar un complejo con la proteina Piccolo, un censor
de Ca®". El proceso de exocitosis necesita de este ion divalente. El AMPc, al unirse a
Epac2, y Ca™ al unirse a Piccolo, participan en este proceso de exocitosis (63).

Kang y Holz, trabajando con el analogo especifico de Epac, 8-pCPT-2'-O-Me-
AMPc, demuestran que este intercambiador esta involucrado en la liberacion del Ca*"
intracelular, proceso necesario por las células B del pancreas para la secrecién de

insulina (89).
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1. Células

Todos los ensayos presentes en esta tesis fueron realizados en células HEK
293T (human embrionic kidney inmortalizadas con el antigeno T). Estas celulas fueron
mantenidas en medio Dulbeco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) de alta glucosa
(GIBCO BRL), con 10% FBS (suero fetal bovino), 10% penicilina-estreptomicina y 1%
gentamicina (G/BCO BRL).

Las células fueron repicadas cada 48/72hs segun su confluencia, con una
solucién de tripsina al 0.5% (G/BCO BRL). Previo a este paso, las células fueron

lavadas con una solucién de PBS 1X.

SOLUCIONES UTILIZADAS

« PBS 10X: NaCl 1.37M , KCI 26.8mM, KH,PO, 14.7mM, NaH,PO, 43mM. Lievar
apH=7.4

2. Transformacion de bacterias

Se transformaron bacterias competentes con diferentes plasmidos, con el fin de

amplificarlos.

A 100u! de bacterias competentes (DH5a) se les afiade 50-100ng de ADN
plasmidico y se agita suavemente para mezclar

Se incuba 10’ en hielo

Se incuba 1.5' a 42°C

Se deja 5’ en hielo

Se agrega 0.9ml de LB y de deja 1 hora a 37°C

Se plaquea en LB/ampicilina toda la noche a 37°C, y se pican las colonias para

la preparacioén plasmidica.

SOLUCIONES UTILIZADAS

« LB (1litro): 0.5% p/v extracto levadura, 1% p/v bacto-triptona, 1% p/v NaCl
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* LB agar: LB + 1.5% p/v bactoagar
* LB/ampicilina: 100mg/ml (tanto en medio sélido como liquido)

3. Preparacién de ADN plasmidico.

3.1 Minipreparacién

En la mayoria de los casos se utilizd el método alcalino descripto en

“Current protocols in Molecular Biology” (7).

3.2 Preparaciones a gran escala

En algunos casos se utilizaron columnas de intercambio iénico "Tip 500"
del kit "Plasmid Maxi" de QIAGEN, siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Este protocolo esta basado en un procedimiento de lisis alcalina modificado,
seguido de una purificacion del DNA plasmidico por medio de una columna de
intercambio i6nico. El DNA se une a la columna, y luego se remueve el RNA, proteinas,
solventes e impurezas de bajo peso molecular con una concentracién media de sal.
Finalmente el DNA es eluido con un buffer de alta salinidad, concentrado y desalado por
precipitacion con 0.7 volumenes de isopropanol y posterior lavado con etanol 70%. El
rendimiento de estas maxi preparaciones es aproximadamente de 500ug de ADN

plasmidico.

SOLUCIONES UTILIZADAS

buffer P1: 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 50-100 mg/ml RNasa A (SIGMA,
bajo grado de pureza)

* buffer P2: 0,2 N NaOH, 1 % SDS

* buffer P3: 3 M KacO, pH 5,2

TE: 10mM Tris-HCI PH=8, 1mM EDTA pH=8
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3.3 Geles de agarosa nativos.

Los geles de agarosa utilizados se prepararon con buffer TBE 1X o TAE
1X al 0.7-1.5 % con 0.5 pg/m! de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se
realizaron a 5-10 V/cm. Antes de sembrar, las muestras se resuspendieron con el
correspondiente volumen de buffer de siembra 6x. Los geles fueron visualizados y
fotografiados con luz ultravioleta (UV), utilizando un equipo FOTODYNE. Se utilizaron
distintos marcadores de peso molecular seguin el tamano del fragmento corrido. Estos
son: 1Kb Ladder y 100 bp, ambos de New England Biolabs, o la combinacion de estos.

SOLUCIONES UTILIZADAS

e TBE 10X: (1 litro) 108g Tris base, 55g acido bérico, 40ml 0.5M EDTA pH=8
e TAE 50X: (1 litro) 242g Tris base, 57.1ml acético glacial, 100ml 0.5M EDTA
pH=8

3.4 Cuantificacion de ADN.

Las muestras de ADN, se cuantificaron por medicion de la absorbancia a
260 nm (Azo). Las concentraciones se calcularon conociendo la Ao y teniendo en
cuenta que 1 unidad Az es equivalente a 50ng/ug de ADN. También se cuantificaron
muestras de ADN por electroforesis en gel de agarosa, comparando las intensidades
observadas bajo luz UV con las intensidades dadas por cantidades conocidas de ADN
del fago Lambda digerido con la enzima Hind Il (Lambda Hind /I, GIBCO BRL).

3.5 Digestion de ADN con enzimas de restriccion.
El analisis de ADN por digestién con enzimas de restriccion se realizé en
las condiciones de temperatura y salinidad indicadas por el manual del fabricante

(Promega). Se utilizaron las unidades enzimaticas y los buffers alli recomendados para

cada enzima.
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3.6 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN se purificaron utilizando el kit Geneclean Il
(Bio101). Los fragmentos de ADN a purificar se separaron por electroforesis en geles de
agarosa en buffer TAE 1X . La banda correspondiente al fragmento de interés se cortd

bajo luz UV, y se siguieron las instrucciones del fabricante.

3.7 Reacciones de ligacion y transformacion.

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo, intentando respetar una
relacion inserto:vector de 3:1. A modo de ejemplificar una reaccioén tipica, se utilizaron
50 ng de vector y 25 ng de inserto. La reaccién se llevo a cabo en 20 pl de volumen
final. Se utilizé6 1 U de la enzima ADN ligasa del fago T4 (Promega). La incubacién fue a
16°C durante toda la noche. Como control se incubé el vector con enzima y buffer, pero
sin agregar inserto. Se transformaron bacterias competentes con 5 pl de la reaccién de
ligacién (con y sin ligasa), como ya fue descripto en 2. Se plaquearon 200 pl de cada

transformacion y se dejé durante una noche en una estufa a 37°C.

4. Purificacién de GST-ATF2 (96)

Se inoculé un cultivo de 20ml de LB/Amp de bacterias transformadas con un
plasmido que codifica para la proteina de fusion GST-ATF2 (96). Una vez saturado el
cultivo, se pas6 a un matraz erlenmeyer conteniendo 500ml de LB/Amp. Se dej6 por
una hora hasta que el cultivo estuviese en crecimiento exponencial y se agregé6 IPTG
(0.2mM). Luego de 3 horas de crecimiento, se colectaron las bacterias a 6000g por 15'.

Se procedié a la purificacion de la proteina de fusion:

¢ Resuspender el pellet en 10ml de 1% Triton X-100, 1mM EDTA,1mM PMSF/PBS
* Congelar y descongelar en nitrégeno liquido y en bafio a 37°C dos veces

¢ Sonicar las muestras 3 veces por 10seg.

* Centrifugar por 15' a 14.000RPM

e Agregar al sobrenadante 500ul de glutatién-agarosa.

49



Materiales y Métodos

* Dejar incubando en agitacion por 1 horaa 4°C

* Centrifugar a 3000RPM por 5'

» Descartar el sobrenandante y diluir con 1ml 1% Triton-X, 1mM PMSF en PBS y
pasar a tubo limpio.

e Lavar las bolitas 3 veces con 1% Triton-X,100mM PMSF en PBS

* Lavar las bolitas 2 veces con 1mM PMSF en PBS

* Resuspender las bolitas en una solucién de 0.03g de glutation en 10ml de Tris
0.25M, pH=7.5-8. Se resuspende por 5'a4°C

¢ Centrifugar y colectar el sobrenadante

¢ Repetir 2 veces los pasos 11 y 12, combinando los sobrenadantes.

* Agregar 2X freezing solution (imM EDTA, 1mM DTT, 20% glicerol). Se
cuantifica en gel de poliacrilamida con standards de BSA.

e Guardar la proteina a -20°C.

La proteina purificada se mezcla con Laemmli buffer (llamado también “cracking”
buffer) para ser corrida en un gel de poliacrilamida. La cuantificacion se realiza con
estandares de BSA y posterior tincion con el colorante Coomasie Blue. Las proteinas se

evidencian al someter el gel tefiido a la solucion decolorante.

SOLUCIONES UTILIZADAS

e 5X de Laemmli buffer: 0.3125M Tris pH=6.8; 10% SDS; 25% glicerol; 0.05% bromo
fenol blue; 10% p-mercaptoetanol

» 5X Buffer Tris-glicina-SDS (corrida):para 1litro: 15.1g Tris base; 94g glicina; 50ml de
una solucién 10% SDS

¢ Solucion Coomasie blue: 0.05p/v Coomasie Blue en 30% metanol; 10% acido
acético glacial.

¢ Solucién decolorante: 30% metanol; 10% acido acetico glacial.
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5. Transfecciones transientes

5.1 Transfeccién con fosfato de calcio

Células HEK 293T sobre-confluentes en placa de 10cm, fueron separadas 1/6 el
dia anterior a la transfeccién, con Tripsina 0.25% (G/BCO BRL) en placas de 10cm,
obteniéndose placas con un 50-70% de confluencia.

Luego de aproximadamente 24hs, se transfectaron con la técnica de Ca3(PO.).:

Solucion 1 (por placa a transfectar)

e 0.86ml H,O

*  12ul DNA carrier (50mg/16.2 ml)

¢ 125ul de CaCl,

* Plasmido a transfectar (se agrega el plasmido de expresion que contiene la quinasa

cuya actividad se pretende medir, la cual va en todas las placas)

Solucion 2 {por placa a transfectar)

« 1mlHN
«  22.5ul PO*

En tubos tipo Falcon de 15ml estériles se agregan luego los plasmido que expresan
las proteinas que se desean ensayar (activadoras o dominantes negativas) y se vuelca
1ml de la solucién 1.

Esta solucién (conteniendo la quinasa a medir y el plasmido a ensayar), se
homogeniza. Luego, se toma con una pipeta y se vuelca gota a gota sobre 1ml de
solucién 2 que se encuentra en agitacion constante por burbujeo, en otro tubo tipo
Falcon. Se deja 20'-30' para que se forme el precipitado que contiene fosfato de calcio y
el ADN. Una vez formados estos complejos se agrega sobre la placa gota a gota y se

agita suavemente hasta que se observe una solucién homogénea .
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Luego de 12-16hs se aspira el medio, se lava con PBS y se agrega medio
completo para que las células continuen dividiéndose.

Al dia siguiente se aspira el medio, se agrega medio sin suero y se deja por dos
horas (esto permite bajar la activacion de quinasas mediada por factores de crecimiento
que se encuentran en el suero fetal bovino, pero no baja la activacion por el plasmido
transfectado, con lo cual se consigue reducir los niveles de activacion basales). Esto se
conoce en la jerga del laboratorio por el nombre de “hambrear”. Por ultimo, se lava con
PBS y se agrega 1ml de buffer de lisis para quinasas y se deja en hielo. Se colecta y se
comienza el ensayo de actividad quinasa o se congela a -20°C para comenzar el

ensayo otro dia.

SOLUCIONES UTILIZADAS

e HN: 50mM Hepes pH=7.1, 280mM NaCl
* CaCl, 2M

* NaH,PO4 70mM pH=7.1

* DNA carrier: 30ug/ul (Boehringer)

5.2 Transfeccion con FuGene

FuGene es un reactivo comercial, siendo un producto modificado a partir
de lipidos catiénicos. Este tiene la capacidad de formar micelas conteniendo el plasmido
dentro de ellas y de densidad de carga positiva, las cuales son capaces de penetrar la
membrana plasmatica.

Las transfecciones transientes con FuGene fueron realizadas en placas de 6
pocillos, con 350.000 celulas/pocillo. Se utilizaron entre 500ng y 1ug de ADN plasmidico
por pocillo. El protocolo de transfeccion utilizado, fue el recomendado por el fabricante
(Roche).
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6. Ensayos de medicion de actividad quinasa

Un esquema basico del ensayo de medicion de la actividad quinasa, se

representa en la figura 11.

+ Ab anti epitope
FLAG - HA - AU1 - AUS
1-2 horas

Cultivo celular
Transfectado + Proteina A/G sefarosa

v 15 - 30 minutos

l Centrifugar y Lavar

PAGE - SDS
+y32P-ATP
Buffer quinasas
— Sustrato
v 30’ a 30°C

Figura 11: Esquema de un ensayo de medicién de actividad quinasa. Células HEK son transfectadas
con la quinasa a medir, fusionada a un epitope HA o AUS. Al cabo de 48hs, las células son lisadas y se
inmunoprecipita la quinasa con el anticuerpo anti epitope por 1-2 horas, y se precipita el inmunocomplejo
con proteina A/G sefarosa por 15-30". Luego de lavar las bolitas, se incuban en presencia de sustrato
(GST-ATF2) y y”P-ATP. Terminada la reaccion, se corren en gel PAGE-SDS las muestras y se cuantifica
la banda correspondiente a GST-ATF2 fosforilado.
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6.1 Actividad de c-JUN quinasa (JNK)

Una vez transfectadas las células con pCEFL AUS5-JNK o pCEFL HA-JNK y los
demas plasmidos, se dejan por 48hs y se las "hambrea” por 2 horas con medio DMEM
de alta glucosa (G/IBCO BRL), se las lava con PBS y se las lisa con 1ml de buffer de
lisis para ensayos de quinasa.

Una vez colectadas las células, se centrifugan 15' a 10.000 RPM a 4°C y se
pasa el sobrenadante a tubos tipo eppendorf conteniendo 1pl del anticuerpo anti AUS
(Babco) o anti HA (Babco). Se deja incubando por 90’ en hielo.

Los inmunocomplejos son recobrados con la ayuda de bolitas de “gammabind”
sefarosa (Santa Cruz), los cuales se dejan por 30’ a 4°C en agitacion.

Una vez precipitado los complejos por centrifugacion (30", 14.000 RPM) se

procede a los lavados con las siguientes soluciones:

* 3X Buffer 1 de quinasa
« 1X Buffer 2 de quinasa
* 1X Buffer 3 de quinasa

Las muestras son luego incubadas 30’ a 30°C en 30ul de buffer 3 de quinasa
conteniendo 10pCi [y-2PJATP, 1ug de GST-ATF2, 1mM DTT y 20uM rATP.

La reaccion es terminada por el agregado de 10ul de 5X de Laemmii buffer. Las
muestras son calentadas a 95°C por §' y analizadas por corrida electroforética en un gel
de poliacrilamida al 12%, ya que el sustrato GST-ATF2 (96) tiene un peso molecular de
38Kd, permitiendo una buena separaciéon de éste, y el radioactivo libre. Se analiza la
intensidad de la banda correspondiente a 38Kd con placa autoradiografica (Agfa).

6.2 Actividad de p38 MAPK
El plasmido utilizado para medir la actividad de la MAPK p38 es pCEFL HA-p38.

El ensayo es realizado en idénticas condiciones que el de medicidn de la actividad de
JNK, descripto en 6.1.

54



Materiales y Métodos

SOLUCIONES UTILIZADAS

* Buffer de lisis para quinasa: 25mM HEPES pH=7.5, 0.3M NacCl, 1.5M MgCl,, 0.2mM
EDTA, 1% Triton X-100, 20mM B-glicerofosfato, 1imM NaVO, y en el momento se
agrega 1TmM DTT y 1mM fenilmetilsulfonilfloruro (PMSF) todo a 4°C.

+ Buffer 1 de quinasa: 1%NP-40, 2mM NaVO, en PBS

* Buffer 2 de quinasa: 100mM Tris pH=7.5, 0.5M LiClI

* Buffer 3 de quinasa: 12.5mM MOPS pH=7.5, 12.5mM B-glicerofosfato, 7.5mM
MgCl;, 0.5M EGTA, 0.5mM NaF, 0.5mM NaVO,

7. Westerns Blot

De un volumen total de 1ml de lisado de células, se toman 100pl para el
ensayo de Western Blot (WB). Se agregan 20ul de 5X Laemmli buffer y se hierve por 5'.
Se deja en hielo hasta sembrar.

La corrida se hace en minigeles al 10% acrilamida con un marcador de
peso molecular “Rainbow Marker" (Amersham) como referencia, a un voltaje de entre
60V y 100V. La transferencia se hace por una hora a 100V en frio, sobre membrana de

nitrocelulosa (G/BCO BRL). Se procede al tratamiento de la membrana :

* Se bloquea por 2 horas con 5% leche descremada. Esto tiene como objeto que no
haya pegado en toda la membrana del primer anticuerpo. Las proteinas de la leche
se pegaran a toda la membrana en donde no haya proteina pegada.

¢ Se hacen 3 lavados con TTBS de 5' cada uno. Esto es para sacar el exceso de
proteinas de la leche.

* Se agrega el primer anticuerpo 1:1000 y se deja por 1 hora.

* Se hacen 3 lavados con TTBS de §' cada uno (se saca el primer anticuerpo en
exceso)

e Se agrega el segundo anticuerpo 1:25000 anti “mouse” y se deja por 30'. Este
anticuerpo reconoce la Fc (fraccion constante) del primer anticuerpo por estar hecho
en raton y tiene acoplado la proteina HRP (horse-radish peroxidase) que reacciona

con ECL para dar quimioluminiscencia.
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Se hacen 3 lavados con TTBS de 5' cada uno, para sacar exceso de segundo
anticuerpo.
Se agrega reactivo de quimioluminiscencia (ECL, Amersham), y se deja 1.

Se expone con placa radiografica hasta ver la proteina.
SOLUCIONES UTILIZADAS

5X de Laemmli buffer: 0.3125M Tris pH=6.8; 10% SDS; 25% glicerol; 0.05% bromo
fenol blue; 10% B-mercaptoetanol

5X Buffer Tris-glicina-SDS (corrida):para 1litro: 15.1g Tris base; 94g glicina; 50ml de
una solucién 10% SDS

10X Buffer Tris-glicina (transferencia, para Westerns Blot):para 1 litro; 29g glicina;
58g Tris base; 3.7g SDS; en el momento la solucién 1X se prepara con 20% metanol
TTBS: Tris 20mM pH=7.5, NaCl 9g/litro, 0.05% Tween 20

. Analisis de expresion de genes reporteros

8.1 Transfeccién y cosecha de las células

Células HEK 293T fueron transfectadas con un plasmido que expresa el gen

reportero CAT bajo el promotor de c-Jun (pJUN-CAT). Otras células fueron
transfectadas con un plasmido que expresa el sitio de trans-activacién de ATF2 unido al
sitio de union al ADN del gen de GAL4 (GAL4-ATF2), junto a otro plasmido que contiene
la secuencia de ADN que une GAL4 y el gen reportero CAT (GAL4-CAT).

Las células fueron lavadas con PBS y lisadas a las 48hs de transfectadas con un

buffer comercial Reporter Lysis Buffer (Promega). Se dejé actuar al buffer por 15’ y se
pasé a tubo tipo eppendorf. Se centrifugd por 5' a 10.000 RPM para sacar restos

celulares y se tomo el sobrenadante.
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8.2 Medicion de la actividad CAT

De 200ul de lisado, correspondiente a un pocillo de placa de 6 pocillos, se

toman 25ul y se le agregan 75ul de una mezcla que contiene:

-1ul de cloranfenicol marcado con **C
-5ul de n-butiril CoA (sustrato)
-69ul de Tris/Cl 250mM pH=7.5

Se incuba toda la noche a 37°C para que la enzima CAT transfiera el n-butiril al
cloranfenicol marcado radioactivamente.

Al dia siguiente se mezcla la reacciéon con 200ul de un mix de dos solventes
organicos, en relacion 2:1 (xylenos). Se mezcla en vortex por 2', y se centrifuga por 2' a
maxima velocidad en microcentrifuga.

Se toman 150ui de la fase organica y se agregan 3ml! de liquido de centelleo. Se
mide el numero de CPM (cuentas por minuto) del “C, en un contador de centelleo

(Beckman instruments, inc)
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9. Activacion de Rap in vivo

Un esquema basico del ensayo empleado para medir la activacion de Rap1
(unida a GTP), se representa en la figura 12.

l Lisado

GDP-Rap
GDP-Rap GTP-Rap) \GTP-Rap
GDP-Rap | (GTP-Rap GTP-Rap) | GDP-Rap

| Incubacién GsT-RalGDS

‘- RaIGDS

l Centrifugacion

WB anti Rap

Rap-GTP |[— a——

Figura 12: Esquema de un ensayo para la medicion de Rap-GTP (activa). Células HEK son
transfectadas con HA-Rap WT. Al cabo de 48hs, las células son lisadas. 10% de lisado se utiliza para
normalizar la expresién de HA-Rap, y el resto se incuba por 1 hora con GST-RalGDS unido a una matriz
de sefarosa. Terminada la incubacion, se lavan los complejos, y se corren en gel PAGE-SDS. Ambos,
lisados totales y complejos, son revelados con anticuerpo anti HA, en un ensayo de Western Blot. La
presencia de una mayor cantidad de HA-Rap en los complejos, indica una mayor cantidad de Rap-GTP.
En este ejemplo, se utiliza FK como activador de Rap.
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9.1 Purificaciéon de GST-RalGDS (RBD)

Bacterias E. Coli transformadas con un plasmido que expresa la proteina
de fusién GST-RalGDS (RBD) fueron crecidas toda la noche a 37°C hasta saturacién en
medio LB/Amp (20ml). Al dia siguiente, fueron pasadas a LB/Amp diluyendo
aproximadamente 1/10 del original (250ml). Se crecieron en agitacion a 37°C hasta una
ODep=0.6-0.8. Una vez llegada a esa OD, fueron incubadas por tres horas con IPTG
0.2mM. Se centrifugaron y se congelé el pellet de bacterias para la purificacién de la

proteina GST:

* Se resuspende en 5mi de PBS con inhibidores de proteasas (Chalbiochem)

*» Se agrega 100ul de una solucion de lisozima 10mg/ml preparada en el
momento. Se deja 15’ en hielo.

* Se pone 700ul de sarkosyl 10%p/v en PBS

» Se sonica 4 veces de 15", dejando en hielo cada vez 15"

* Se centrifuga a 20.000RPM por 20’ a 4°C

» Se toma el sobrenadante y se agrega glicerol 100%, para dejar 10% final

» Se alicuota de a 500ul y se congela a -80°C

Con el fin de contar con proteina GST fresca para cada ensayo, 100ul del lisado
congelado se descongela para cada ensayo. Se completan con 400u! de “buffer de
fishing”, y se incuba con glutatién reducido unido a una matriz de sefarosa (GSH-
sefarosa) (Amersham) por 1 hora a 4°C. Luego de 4 lavados con “buffer de fishing”, la

proteina purificada se combina con los lisados celulares provenientes de la transfeccion.

9.2 Verificacion de la proteina GST-RalGDS (RBD)

Una vez purificada la proteina GST-RalGDS (RBD), debiamos comprobar
que era capaz de discriminar a la proteina Rap en su estado unido a GDP, de su
estado unido a GTP. Para tal fin, se lisan células y se utiliza la proteina Rap enddgena.
La idea era cargar esta proteina con GDP o un analogo no hidrolizable de GTP

(GTPyS), y ensayar con estas muestras la proteina de fusion. El lisado celular se realiza
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en ausencia de Mg**, ya que el primer paso involucra la salida del nucleétido de la
proteina G con EDTA.

* Células HEK 293T fueron lisadas con 1ml de “buffer de fishing” sin MgCl,

» Se agrega 10ul de 500mM EDTA pH=8 (10mM final). Se deja 10’ en hielo

» Se separa el lisado en 2 X 500ul y se agrega 5ul de GTPyS 10mM (0.1mM final)
(Sigma) y 5ul de GDP 100mM (1mM final) (Sigma)

e Seincuba 15" a 30°C en agitacién

* Se pasa a hielo y se agrega 32ul de MgCl, 1M (60mM final)

El lisado fue incubado por 1 hora con aproximadamente 10ug de GST-RalGDS
(RBD) pre-acoplado a GSH-sefarosa. Se lava 3X con buffer fishing y un uitimo lavado
se realiza con PBS. Se agrega 20-30ul de cracking buffer 1X, se hierve y se corre en gel
de poliacrilamida. El ensayo de WB se realiza con un anticuerpo anti Rap1 (Santa

Cruz).

9.3 Ensayo con células transfectadas

Las células transfectadas con un plasmido que expresa HA-Rap1b y demas
plasmidos a ensayar, fueron lisadas con “buffer de fishing” a las 48hs de haber sido
transfectadas. Una pequena parte del lisado (10%) fue utilizado para comparar los
niveles de expresion (lisados totales) y el 90% fue incubado por 1 hora con
aproximadamente 10ug de GST-RalGDS (RBD) unido a glutation-sefarosa. Se lavaron
las proteinas unidas a GST-RalGDS 3 veces con “buffer de fishing” y un ultimo lavado
fue realizado con PBS. Se agregd 20-30ul de cracking buffer 1X. Las muestras fueron

hervidas y corridas en gel de poliacrilamida para el WB con anticuerpo anti HA.

SOLUCIONES UTILIZADAS

o Buffer fishing: 50mM Tris/Cl pH=7.5; 1%NP-40; 200mM NaCl;, 25mM
MgCl,; 10% glicerol; inhibidores proteasas.

60



Materiales y Métodos

10. Activacion de Rac/Cdc42 in vivo

Un esquema basico del ensayo empleado para medir la activacion de Rac y
Cdc42 activas (unidas a GTP), se representa en la figura 13. En esta figura se

esquematiza con Rac, pero el mismo ensayo se realiza para Cdc42.

l Lisado

GDP-Rac
GDP-Rac
GDP-Rac GDP-Rac

l Incubacion GST-PBD

@ o

l Centrifugacion

WB anti Rac

Rac-GTP — L

Figura 13: Esquema de un ensayo para la medicion de Rac-GTP (activa). Células HEK son
transfectadas con HA-Rac WT. Al cabo de 48hs, las células son lisadas. 10% de lisado se utiliza para
normalizar la expresion de HA-Rac, y el resto se incuba por 1 hora con GST-PBD unido a una matriz de
sefarosa. Terminada la incubacién, se lavan los complejos, y se corren en gel PAGE-SDS. Ambos,
lisados totales y complejos, son revelados con anticuerpo anti HA, en un ensayo de Western Blot. La
presencia de una mayor cantidad de HA-Rac en los complejos, indica una mayor cantidad de Rac-GTP.
En este ejemplo, se utiliza la sobre-expresion de Dbl como activador de Rac.
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Los ensayos de activacion de Rac y Cdc42 in vivo, fueron realizados en
idénticas condiciones que los de activacion in vivo de Rap1. La unica diferencia fue que
se utilizé la proteina GST-PBD(CRIB), que se purifico igual que GST-Ral-GDS(RBD).
Se utilizaron aproximadamente 40ug de proteina de fusion GST para cada ensayo.

Los ensayos para verificar que la proteina GST-PBD(CRIB) discriminase
a Rac/Cdc42 unidas a GDP o GTP, fueron realizados en idénticas condiciones que los
de Rap y fueron revelados con Anticuerpos anti Rac1 o anti Cdc42 (Santa Cruz).

11. Co-Inmunoprecipitacion RacN17 - N-Epac

Células transfectadas con plasmidos que expresan proteinas de fusiéon HA-Rac
N17 y myc N-Epac, fueron lisadas con buffer de lisissfEDTA. EI EDTA cumple la funcion
de quelar el Mg** de la pequefa proteina G, aumentando su afinidad por GEFs.

Las inmunoprecipitaciones fueron realizadas con aproximadamente 10ul de
anticuerpo anti HA, unido covalentemente a una matriz de sefarosa (Babco).

Luego de 1 hora de agitacion a 4°C, se lavaron los inmunocomplejos 4-5 veces
con buffer de lisis. El ultimo lavado se hizo con PBS.

Las muestras se corrieron en gel SDS PAGE y el resultado se obtuvo al revelar

el ensayo de WB con un anticuerpo anti Myc.

SOLUCIONES UTILIZADAS

« Buffer de lisissEDTA: 50mM Tris/Cl pH=7.5; 0.5% NP-40; 150mM NacCl;
5mM EDTA,; inhibidores proteasas (Chalbiochem).
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12, Interaccion Rac N-Epac in vitro

12.1 Obtencion de proteinas GST y carga de nucleétidos

Las proteinas de fusion GST-Rac y GST-Cdc42 y la proteina GST, fueron
purificadas de forma similar a la descripta para GST-RalGDS(RBD). La unica diferencia
fue que se lisaron con un buffer conteniendo Tris/Cl pH=7.5; 50mM NaCl; 5mM MgCl,
en ves de PBS, con el objeto de mantener el nucleétido de GDP asociado a la proteina,
y asi mantener su integridad. Se congelaron los lisados de las proteinas obtenidas con
10% glicerol, con el fin de obtener proteina fresca en cada ensayo.

Una vez obtenidas las proteinas de fusion unidas a una matriz de glutation-
sefarosa, fueron cargadas con GDP y GTPyS como se indica en la seccion 9.2. La
proteina libre de nucleétido siguié el mismo protocolo, pero no le fue agregado
nucleétido alguno, y fue dejada todo el tiempo en presencia de EDTA. La proteina GST
fue sometida al mismo protocolo de carga de nucleétido como control.

12.2 Traduccién in vitro de N-Epac

Para la obtencion de N-Epac marcado con metionina *S, se utilizé el kit de
Promega “TNT® T7 Quick”. Como molde, se utilizaron productos de PCR generados a
partir de un plasmido que expresa N-Epac. El protocolo fue el recomendado por el

fabricante.

12.3 Ensayo de interaccion

Aproximadamente 10ug de GST-vector, GST-Rac y GST-Cdc42, cargados con
GDP o GTPyS fueron incubados con N-Epac marcado con metionina **S. La incubacion
fue realizada por 1 hora a 4°C en agitacién en 500ul de un buffer que contenia 50mM
Tris/Cl pH=7.5; 150mM NaCl; 5mM EDTA; 10% glicerol; inhibidores de proteasas.
Terminada la incubacion, se lavo 4 veces con el mismo buffer de reaccion y un ultimo

lavado se hizo con PBS.
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La separacion de las proteinas GST de las bolitas, se realizé con cracking buffer.
Las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida 12%. Una vez corrido, el gel fue
enjuagado por 20-30' en el reactivo Amplify (Amersham), segun instrucciones del
fabricante. Este paso tiene por objeto amplificar la baja sefial que da la metionina **S. Al

termino de este paso, el gel fue secado por 2 horas a 80°C en secadora y expuesto con

placa radiografica (Agfa) a -80°C, hasta ver la sefal.
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13. Activacion de Rac/Cdc42 in vitro

Un esquéma basico del ensayo se muestra en la figura 14. En el ejemplo,
se ilustra con Rac, pero el protocolo para la medicion con Cdc42 es el mismo

Purificacion E. coli Transfeccion myc N-Epac

l .

—GST-Rac GDP IP myc
| v
Rac GDP @ mycN-Epac

l

1.EDTA/mant-GDP Elusidn con
2.Mg++ péptido myc

l |

Rac mant-GDP N-Epac en solucion

N g

Ensayo de intercambio

Figura 14: Esquema de un ensayo para la medicion actividad GEF en inmunoprecipitados de N-
Epac. Por un lado, proteina Rac es purificada de bacterias en presencia de GDP frio. La proteina de
fusién es cortada con trombina para obtener proteina sin GST. Esta proteina es cargada con el nucleétido
fluorescente mant-GDP. Por otro lado, se inmunoprecipita myc N-Epac de células transfectadas. Luego
de lavar los inmunocomplejos, se eluyen con exceso de péptido myc (9E10). N-Epac y proteinas
asociadas, ahora en solucién, son ensayadas con Rac mant-GDP, con el objeto de encontrar actividad
GEF presente en los inmunocomplejos.
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Con el objeto de estudiar si N-Epac era capaz de interactuar con algun GEF de
la familia Rho, se realizaron ensayos de intercambio de GDP/GTP sobre Rac/Cdc42 in
vitro mediante técnicas fluorimétricas (173). La idea del ensayo es ver si era posible

observar una actividad GEF asociada a inmunoprecipitados de N-Epac.

13.1 Purificacion GST-Rac y GST-Cdc42

Bacterias transformadas con plasmidos que expresaban GST-Rac1 o GST-
Cdc42 fueron inducidas con IPTG de manera similar a la realizada para la obtencion de
GST-RalGDS(RBD). Posteriormente fueron centrifugadas y congeladas a -80°C. Las

bacterias fueron lisadas para la obtencién de la proteina de fusion:

e Se resuspende el pellet en 5ml de 50mM Tris/Cl pH=7.5; 50mM NaCl;
5mM MgCl,; 0.1mM GDP; inhibidores de proteasas (buffers de lisis con
PBS, pueden quelar el Mg** de la proteina G y desnaturalizarla)

» Se agrega 100ul de una solucién de lisozima 10mg/ml preparada en el
momento. Se deja 15’ en hielo

» Se agrega 700ul de sarkosyl 10%p/v en PBS

» Se sonica 4 veces de 15", dejando en hielo cada vez 15"

« Se centrifuga a 20.000RPM por 20’ a 4°C

» El sobrenadante se incuba por 2 horas a 4°C en agitacion con 250ul de
50% glutation-sefarosa/buffer lisis. Estas bolitas fueron lavadas 4-5 veces
con PBS y un ultimo lavado se realiza con el mismo buffer de lisis.

e Se precipitan las bolitas GST-sefarosa y se lavan 5 veces con el mismo
buffer de lisis

» Selava 2X PBS y se dejan en PBS hasta la digestion con trombina

13.1.1 Digestién con trombina
Dado que el epitope GST es muy voluminoso e interfiere en los ensayos
de activacion in vitro, fue digerido de la proteina de fusion. Las bolitas de glutation-

sefarosa que contienen la proteina de fusién, fueron incubadas con 0.5ml de buffer para
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digestiéon con trombina y 5 unidades de trombina (Amersham). La digestion fue
realizada en agitaciéon a 4°C, toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugé por 1’ a
temperatura ambiente y se colecté el sobrenadante. Como a veces luego de la
digestion, la proteina digerida quedaba unida inespecificamente a las bolitas, se las
incubd por 2' a 4°C con buffer de alta sal/DTT. Se centrifugé igual que antes y se
juntaron ambos sobrenadantes.

Con el objeto de remover la trombina, el sobrenadante fue incubado con 10ul de
una solucién al 50% de p-amino-benzamidina-agarosa (Sigma) por 30' a 4°C en
agitacion. Se centrifugo y tomé el sobrenadante.

Las proteinas Rac y Cdc42 fueron concentradas utilizando una columna Amicon-
4 (Millipore) de 10Kda de MWCO (molecular weight cut off), segun instrucciones del
fabricante. Usualmente, obteniamos 50-100ul de proteina concentrada.

La proteina concentrada fue cuantificada corriendola en gel de poliacrilamida,
con estandares conocidos de BSA, y posterior tincién con el colorante Coomasie Blue.

La proteina fue cargada con GDP o GTPyS, y ensayada con GST-PBD(CRIB),
con el objeto de medir su capacidad para cargar nucleétidos de guanina, de una forma

similar a los ensayos de puesta a punto de “Activacion de Rac/Cdc42 in vivo".

SOLUCIONES UTILIZADAS

« Buffer digestion trombina: 50mM Tris/Cl pH=8; 150mM NaCl; 2.5mM
CaCly; 5mM MgClz; TmM DTT

e  Buffer de alta sal/DTT: 50mM Tris/Cl pH=7.5; 150mM NaCl; 5mM MgCl,;
imM DTT

13.2 Carga de nucleétido mant-GDP

* Aproximadamente 100uM de proteina Rac o Cdc42 fue incubada con
1mM de mantGDP (en exceso 10 veces con respecto al GDP presente
en la proteina, que se encuentra en relacion 1:1 proteina:GDP) con buffer
de cargado, en hielo.

e Al cabo de 90', el mantGDP (Molecular Probes) unido a la proteina G se
estabilizo con el agregado de 10mM final de MgCl,. Se dej6é 30’ en hielo.
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* El exceso de nucleétido se elimin6 al pasarlo por una columna de filtrado
Micro spin-6 (Biorad), previamente equilibrada con 50mM Tris/Cl pH=7.5;
50mM NaCl; 20mM MgCl,.

» La proteina cargada con mantGDP se alicuoté y congelé rapidamente al
tirarla dentro de un recipiente con N; liquido. Se guardé a -80°C hasta su

uso.

SOLUCIONES UTILIZADAS

» Buffer de cargado 4X: 80mM Tris/Cl pH=7.5; 200mM NaCl; 16mM EDTA;
4mM DTT

13.3 Obtencién de inmunoprecipitados
13.3.1 Inmunoprecipitacién de myc N-Epac

Células HEK293T crecidas en placa de 10cm fueron transfectadas con FuGene
con un plasmido que expresa la proteina de fusién myc N-Epac. Ademas, otra placa de
10cm sin transfectar fue inmunoprecipitada en similares condiciones como control
(mock). Al cabo de 48Hs, se lavaron con PBS y se lisaron con 1ml de buffer de lisis
Triton. Se centrifugaron por 15’ a 13.000 RPM a 4°C y se tomaron los sobrenadantes.

* Los sobrenadantes fueron incubados con 20ul de anticuerpo anti myc
(9E10) unido covalentemente a bolitas de sefarosa (Babco).
» Se dejaron incubando por 1-2 horas a 4°C en agitacion

+ Se lavaron 4 veces con buffer de lavado

SOLUCIONES UTILIZADAS

» Buffer de lisis Triton: 50mM Tris/Cl pH=7.5; 1% Triton X-100; 150mM
NaCl; 10mM NaPP; 10mM NaF; 10mM ortovanadato Na; inhibidores

proteasas
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» Buffer de lavado: 20mM Tris/Cl pH=7.5; 0.1% Triton X-100; 150mM NaCl;
10% glicerol; 10mM NaF; 10mM ortovanadato Na; inhibidores proteasas

13.3.2 Elusidn del inmunoprecipitado

Una vez obtenidos los inmunoprecipitados, se procedié a la elusién de N-Epac y
las proteinas asociadas a esta mutante, para ensayar la presencia de una actividad
intercambiadora para Rac/Cdc42. Por experimentos realizados a diferentes
temperaturas, se decidi6 realizar la elusién a temperatura ambiente. Dos incubaciénes
de 20' con 50ul de una solucién de péptido 9E10 (Babco) 1ug/ul en PBS fueron
realizadas y los sobrenadantes fueron mezclados. Estos 100ul, producto de la elusién
de células transfectadas con myc N-Epac y células controles (mock), fueron utilizados

en los ensayos de intercambio in vitro.

13.4 Ensayo de intercambio in vitro
13.4.1 Ensayo pilotos con EDTA

Los primeros ensayos fueron ensayos de puesta a punto del
experimento. Para tal fin, fue utilizado EDTA, que esperabamos que actuase de la

siguiente manera:

1) EI EDTA titula el Mg** de la proteina G

2) Al no haber Mg**, el mantGDP es desestabilizado (al no estar unido a la proteina
G. no emite fluorescencia)

3) El GDP frio, que se encuentra por exceso en la reaccion, es capaz de entrar a la

proteina G, de esta forma disminuyendo la fluorescencia.

El ensayo fue realizado en placas de 96 pocillos, en un fluorimetro modelo
VICTOR® V 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer). El volumen final que se utilizo para
los ensayos fue de entre 50 y 200ul. Los experimentos de puesta a punto con EDTA

fueron realizados de la siguiente manera:
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- 25ul de buffer reaccién (MgCl; final queda 10mM)

- 2.5ul de proteina Rac o Cdc42 (aproximadamente 1uM)
- 1ul de GDP 100mM (2mM final)

- 20.5ul de H,O

La fluorescencia fue medida 250 veces con intervalos de 5" a 25°C. El tiempo
total del ensayo fue de 1250". La longitud de onda de exitacion fue de A=360nm y la
longitud de onda de emision fue de A.n=440nm, segun lo indica el espectro de emision

del mantGDP.
Una vez medidas las proteinas en estado basal, fue agregado a los

pocillos correspondientes 2ul de EDTA 500mM pH=8, quedando una concentracion final

de 20mM (queda el doble de concentracion que el MgCl; para asegurarse que se titule
este ion). Se realizaron otra vez las mediciones, con el objeto de evaluar el intercambio

en presencia de EDTA.

13.4.2 Ensayo con inmunoprecipitado de N-Epac

La reaccion de intercambio fue realizada de manera similar a los ensayos con

EDTA, pero en un volumen final de 200ul:

- 50ul de buffer reaccion (MgCl; final queda 10mM)

- 2ul de proteina Rac o Cdc42 (aproximadamente 1uM)
- 1ul de GDP 100mM (2mM final)

- 47ul de H;0

Una vez medido, y verificado que la fluoresencia se mantiene constante, se

introdujo en los pocillos los eluidos correspondientes a los inmunoprecipiados de N-

Epac y de las células no transfectadas (mock). Se volvieron a medir las muestras.
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El conjunto de resultados presentes en esta tesis fueron obtenidos a partir de la
hipétesis de que Rap1b, una pequena proteina G de la familia de Ras, pudiese de
alguna manera sefalizar hacia JNK, una MAPK que responde frente a stress celular,
entre otras cosas.

Esta hipétesis surge de la observacion de que células Swiss 3T3, que sobre-
expresaban establemente Rap1b, poseen un fenotipo diferente al de las mismas células
que no sobre-expresar Rap1b, mostrando una mayor adherencia a la placa de cultivo.

Las células en cultivo, son capaces de adherirse a la placa de cultivo via
integrinas. Los puntos de contacto no aparecen en toda la superficie celular, sino que
hay sitios especificos de anclaje, llamados contactos focales. La tincion de vinculina
(una proteina marcadora de contactos focales) de las células transfectadas con Rap1b,
muestra que las células que sobre-expresan Rap1b, poseen una mayor cantidad de

contactos focales (figura 15).

Figura 15: Formacion de fibras de stress y contactos focales en células Swiss 3T3.
Inmunohistoquimica, revelando la presencia de vinculina, un marcador de contactos focales. A)
Células transfectadas establemente con un plasmido control. B) Células transfectadas
establemente con la proteinas Rap1b

¢, Como es entonces que surge la hipdtesis de activacion de Rap a JNK ? Dos

son las evidencias experimentales con las que contabamos:
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a) Las células Swiss transfectadas establemente con Rap1, muestran una
morfologia similar a la que se observa al sobre-expresar Rho/Rac/Cdc42 en
las mismas células (166, 167).

b) La activacion de la familia Rho de pequenas proteinas G (Rho, Rac y Cdc42)
es capaz de activar a JNK (36).

c) La familia Rho de proteinas G, al ser activada, induce un re-arreglo del

citoesqueleto como el observado en las células Swiss 3T3 (147).

La hipétesis de activacion de Rap1 a JNK, a partir de observaciones en Swiss
3T3, no podria ser abordada en esta linea celular, ya que son células muy refractarias
a incorporar ADN en ensayos de transfecciones transientes. Con el objeto de practicar
ensayos bioquimicos, en los cuales podamos comprobar la hipétesis planteada,
decidimos trabajar con células HEK 293T como modelo, un tipo celular facilmente
transfectable y extensamente utilizado para caracterizar relaciones entre moléculas

transductoras de seiiales.

1. Epac activa caminos de transduccion de senales a JNK, independiente de Rap

1.1 Rap1 G12V, una forma activa de Rap1, es incapaz de activar a JNK

El método utilizado en el laboratorio para estudiar la pertenencia de una
molécula a un camino de transduccion de sefiales es la transfeccion transiente. De esta
manera, la sobre-expresion de proteinas en la célula, nos informa si hay alguna relacion
entre proteinas transfectadas o entre proteinas transfectadas y proteinas celulares.

El primer ensayo que realizamos para observar si Rap era capaz de sefializar a
JNK, fue sobre-expresar transientemente en células HEK una mutante activa de Rap. Si
esta mutante era capaz de activar a esta MAPK, deberiamos ver al cabo de 48hs de
transfecciéon, que JNK se encuentra mas activa en comparacion con células
transfectadas con igual cantidad de plasmido vacio (control negativo).

Las proteinas G ciclan entre un estado unido a GDP, inactivo y un estado GTP,
activo. La baja actividad GTPasa intrinseca de las pequefias proteinas G, es estimulada
por la accion de proteinas GAPs, que vuelven a llevar a la proteina G a un estado unido

a GDP, para un posterior ciclo de activacion.
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La mutacién G12V no es capaz de hidrolizar GTP, ni es sensible a la accion de
proteinas GAPs. La pequefia proteina G permanece en un estado activo, aumentando
el estado estacionario unido a GTP. Decidimos utilizar esta mutante para verificar si Rap
activa (Rap-GTP) era capaz de activar a JNK. Como muestra la figura 16, la sobre-
expresion de HA-RapG12V en células HEK, es incapaz de promover la activacion de
JNK.

N
1

Actividad JNK
(Unidades relativas)
g

Control Aniso

Figura 16: Una forma constitutivamente activa de Rap no es capaz de activar JNK. Se co-ntransfectd
AUS JNK con HA RapG12V o Rac Q61L. Al cabo de 48hs, las células HEK 293T fueron estimuladas con
Anisomicina 10ug/ml por 20’, como control positivo, y lisadas. Posteriormente se midié actividad JNK en
los inmunoprecipitados con un anticuerpo anti AUS. Se muestra un gel representativo de un resultado que
fue obtenido tres veces independientemente. Gel superior. Las barras corresponden al promedio de los
valores obtenidos de estos experimentos. Gel inferior. Western blot contra AU5 muestra que las
diferencias de actividad no son debidas a diferencias en la expression de AU5 JNK

La falta de activacion puede deberse a la no-pertenencia a la cascada que
sefializa hacia JNK o a que el constructo utilizado no expresa Rap, sin embargo el WB

de la figura 17 muestra que la proteina HA-RapG12V se expresa correctamente.
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Figura 17: Expresion de HA-RapG12V. Lisado total de
A las células transfectadas en el ensayo de la figura 16. El
ensayo de Western Blot con un anticuerpo anti HA,
muestra la expresién de HA Rap1 G12V

Control HA-RapG12V

La activaciéon de JNK fue medida por su capacidad de fosforilar un sustrato
(GST-ATF2) en presencia del nucledtido ATP, marcado con el isétopo *P en el fosfato
y. La idea basica del ensayo, es que si JNK se encuentra activa, tiene una mayor
capacidad de fosforilar un sustrato in vitro: por esto, una mayor marca radioactiva en la
banda de GST-ATF2, es indicativo de mayor actividad JNK.

Rac1 Q61L es una mutante de Rac1, que al igual que la mutacién G12V, le
confiere una deficiente actividad GTPasa, aumentando los niveles de Rac1 en estado
activo. Dado que Rac unido a GTP es capaz de sefializar a JNK, la transfeccion de esta
proteina mutante fue utilizada como control positivo, mostrando una activacion de mas
del doble con respecto al control.

En el panel inferior, un Western Blot contra AUS-JNK, muestra que la diferencia
de actividad no se debe a diferencias de expresion de JNK, sino a la presencia de un

factor activador.

Dada la incapacidad de la mutante Rap G12V de activar a JNK, este
resultado es sugerente de la independencia de la seiializacion de Rap hacia esta
MAPK.

1.2 El factor intercambiador Epac activa JNK

Un modo alternativo de estudiar la pertenencia de una pequena proteina G a un
camino de transduccién de sefiales, es sobre-expresando un GEF correspondiente, el
cual deberia activar la proteina G endégena.

Decidimos transfectar a Epac, un factor intercambiador de GDP/GTP (GEF)
especifico de la familia Rap y cuya actividad GEF se evidencia exclusivamente en
presencia de AMPc.

Como control positivo, utilizamos Anisomicina, un inhibidor de la sintesis
proteica. Ademas Dbl, un GEF conocido de Rac/Cdc42, fue utilizado como un
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intercambiador capaz de activar a JNK, a través de promover la carga de GTP sobre
estas pequefas proteinas G enddgenas.

La figura 18, muestra que la sobre-expresion de Epac, es capaz de activar a
JNK al mismo nivel que Dbl, indicando la participacion de este GEF en la activacion de
JNK.
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Figura 18. Epac activa JNK. Se co-ntransfectdé AU5 JNK con Epac, Dbl o plasmidos controles. Al cabo
de 48hs, las células HEK 293T fueron estimuladas con Anisomicina 10pug/ml por 20° como control positivo
y lisadas. Posteriormente se midi6 actividad JNK en los inmunoprecipitados con un anticuerpo anti AUS.
Se muestra un gel representativo de un resultado que fue obtenido tres veces independientemente. Gel
superior. Las barras corresponden al promedio de los valores obtenidos de estos experimentos. Gel
inferior. Western blot contra AU5 muestra que las diferencias de actividad no son debidas a diferencias
en la expresion de AUS JNK

Este resultado sugiere que Epac, podria estar senalizando hacia JNK, dado

que su sobre-expresion es capaz de aumentar los niveles de JNK activa.
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Si tomamos en cuenta los resultado obtenidos por la activacién de JNK de las
figuras 16 y 18, podemos elaborar dos posibies especulaciones para explicar estos

resultados:

a) Epac podria estar cargando GTP sobre Rap, y ademas activando otra via
necesaria para la activacion de JNK. En este contexto, Rap seria necesario,
pero no suficiente para la activacion de JNK

b) La activacion de JNK debida a la sobre-expresiéon de Epac es independiente

de la activaciéon de Rap y estaria activandose por una via diferente.

Ambas hipétesis estan esquematizadas en la figura 19.

Epac

AMPc / \x

Rap

N/

JNK

Figura 19: Posibles mecanismos de activaciéon de Epac a JNK. La sobre-expresion de Epac podria
estar activando a Rap, y esta sefializando hacia JNK. Alternativamente, la activacion de JNK, podria ser
independiente de la activacion de Rap, por un mecanismo aun no descripto.

Dos evidencias experimentales adicionales, nos indicaban que la hipétesis mas

probable, era la que sugeria la independencia de la via de Rap, en la activacion Epac-
JNK:

a) Los ensayos en los cuales Epac activa JNK, no fueron realizados en
presencia de agonistas que incrementasen los niveles intracelulares de
AMPc. Dada la necesidad AMPc por Epac para el intercambio sobre Rap
(como sera observado en la figura 27), concluimos que los niveles de Rap-

GTP eran bajos al sobre-expresar Epac.
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b) En ensayos realizados por nosotros y por otros grupos de investigacion (51,
71), la presencia de factores que incrementan AMPc, como es el caso de FK,
bajan los niveles de JNK activa. Esto evidencia que en condiciones en las
cuales Epac/FK activa a Rap, JNK es inhibida (como se observa en la figura
20).
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Figura 20: El incremento de los niveles de AMPc inhibe la activacion de JNK. Células HEK 293T,
fueron transfectadas con Epac o con un plasmido control. Al cabo de 48hs, fueron estimuladas con FK
20uM por 20’. Terminada la induccion, las células fueron lisadas, y se procedié a medir la actividad de
AU5-JNK de similar manera que en los ensayos anteriores. Las barras son indicativas de los promedios
de tres experimentos independientes
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1.3 Epac FL y AEpac activan a JNK al mismo nivel

Epac presenta varios dominios caracteristicos, dentro de los cuales se encuentra
el dominio CBD (cAMP binding domain) en su regién N-terminal, responsable de la
union del AMPc.

Con la union de este nucleétido, se induce el cambio conformacional necesario
para intercambiar GDP/GTP sobre Rap. Es decir, que en la porcion N-terminal se
encuentra la region regulatoria de Epac. Basicamente, el cambio conformacional
inducido, promueve la liberacién del dominio GEF, en la regiéon C-terminal.

AEpac es una mutante de Epac que carece de la region regulatoria N-terminal.
Al no tener la regién regulatoria, no es necesaria la presencia de AMPc para el
intercambio sobre Rap, dando como resultado una proteina constitutivamente activa en
el intercambio.

Si el intercambio de Epac sobre Rap es necesario para la activacion de JNK,
deberiamos ver una mayor activacion al comparar la sobre-expresion de AEpac con
respecto a Epac FL (“full length”). Como se ve en la figura 21, no se evidencia una

mayor activacion de AEpac dentro de una curva lineal de activacion.
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Figura 21: Doésis respuesta de la activacion de JNK por Epac y AEpac. Células HEK 293T fueron
transfectadas transientemente con cantidades crecientes de plasmidos que expresan las proteinas Epac
y AEpac, junto con AU5-JNK. La mediciéon de la actividad JNK fue realizada de similar forma que la
descripta con anterioridad. Las barras representan el promedio de tres experimentos realizados en forma
independiente
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Esto resultado es indicativo de que la actividad intercambiadora de GTP

sobre Rap, no estaria involucrada en el proceso de activacion de JNK.

1.4 La region N-terminal de Epac, es responsable de la activacion a JNK

Si la actividad intercambiadora de Epac sobre Rap no estaba involucrada en la
activacion de JNK, una mutante de Epac carente del dominio intercambiador, deberia
también ser capaz de activar a esta MAPK, al igual que Epac FL. Por otro lado, si la
actividad GEF sobre Rap fuese necesaria, una mutante de Epac, carente del dominio
GEF, no podria sefializar hacia JNK

Construimos una mutante de Epac que no poseia el dominio GEF, pero si la
region regulatoria N-terminal. Como se ve en la figura 22, la mutante N-Epac es capaz

de activar a JNK de una manera dosis dependiente.

Activacion JNK
(Unidades relativas)
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Myc N-Epac —p

Figura 22: La region N-terminal de Epac es la responsable de la activacion de JNK. A) Células HEK
293T fueron transfectadas transientemente con AU5-JNK y cantidades crecientes de un plasmido que
expresa la proteina N-Epac. Panel superior. Se observa la actividad quinasa en respuesta a cantidades
crecientes del plasmido myc N-Epac, medida de forma similar a experimentos anteriores. Las barras
muestran el promedio de tres experimentos realizados independientemente. Panel inferior. El WB de
AUS5-JNK muestra similares patrones de expresion en todos los tratamientos. B) WB contra myc
mostrando la expresion de la mutante N-Epac, correspondiente a las tres cantidades de plasmido
utilizadas en A).

Este resultado, es para nosotros, la prueba mas fuerte de que la funciéon
intercambiadora sobre Rap, no esta involucrada en la sefalizacion hacia JNK,

confirmando el resultado obtenido en la figura 21.

1.5 RapGAP y RapN17: dos proteinas inhibitorias sobre la activacion de Rap

Una tercera alternativa para estudiar la pertenencia de una pequefia proteina G
a un camino de transduccion de sefales, es usar proteinas inhibitorias.

Si la activacion de Rap era necesaria por Epac para activar a JNK, sobre-
expresando proteinas que tuviesen una funcion inhibitoria sobre esta, deberian bloquear

dicha activacion. Dos proteinas inhibitorias fueron ensayadas:

a) La proteina RapGAP, cuya unién a Rap produce un incremento de la
actividad GTPasa de Rap, y acelera la hidrélisis del GTP, volviendo a Rap a
su estado GDP inactivo.

b) La proteina mutante de Rap, Rap S17N, donde la mutacién serina por
asparragina produce una menor afinidad por el Mg™. Sin este ion, la
pequefa proteina G no puede soportar la densidad electronica negativa de
los grupos fosfatos, y el nucleétido se libera. La proteina libre de nucledétido,
posee ahora una gran afinidad por factores intercambiadores, de esta

manera titulandolos, impidiendo que puedan activar a Rap.
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En la figura 23, se observa que ambas proteinas son expresadas correctamente.
El siguiente paso consistia en ensayar estas proteinas inhibitorias en la activacion de
JNK.

HARapGAP —»  Jl

Figura 23: Expresion de HA-RapGAP y HA-
RapN17. Lisado total de células transfectadas
con HA-RapGAP y HA-RapN17, mostrando que
ambas tienen un alto nivel de expresion. El
ensayo de WB fue realizado revelado con un
anticuerpo anti HA.

HA RapN17 —p -—

1.5.1 RapN17, pero no RapGAP, bloquea la activacion de Epac a JNK

Como se observa en la figura 24, la activacion de Epac a JNK es insensible a
RapGAP, sugiriendo otra vez independencia de esta. Sin embargo, la mutante N17 si
es capaz de inhibir la activaciéon de JNK. Este dato, aparentemente contradictorio,
podria explicarse dado que RapGAP es una proteina inhibitoria que actua directamente
sobre Rap, mientras que RapN17 bloquea la sefalizacion a Rap al unirse a factores
intercambiadores, como seria en este caso, Epac.

Como en general, las mutantes S17N de pequefas proteina G, se unen a los
dominios GEFs de factores intercambiadores, decidimos realizar la misma serie de
ensayos, pero en lugar de activar JNK con Epac, lo hicimos con N-Epac: un fuerte

activador de JNK, que carece del dominio intercambiador.
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Figura 24: RapN17, pero no RapGAP, es capaz de bloquear la activacion de Epac a JNK. A) Células
HEK 293T fueron transfectadas transientemente con un plasmido que expresa AU5-JNK, y myc-Epac,
ademas de las proteinas HA-RapGAP y HA-RapN17 segun corresponde. Panel superior. Las barras
corresponden al promedio de tres ensayos realizados en forma independiente. Panel inferior. El| WB de
AU5-JNK muestra similares patrones de expresion en todos los tratamientos. B) WB contra myc,
mostrando que la expresion de myc Epac es similar en todos los tratamientos.

El resultado de la sobre-expresion de RapGAP indicaria nuevamente la
independencia de la activacion de Rap, mientras que el resultado con la mutante

RapN17, seria el producto del bloqueo de Epac, a través de su dominio GEF.
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1.5.2 RapN17 y RapGAP no bloquean la activacion de N-Epac a JNK

La inhibicion observada en el punto anterior, podria ser por la union de RapN17
al dominio intercambiador de Epac, de esta forma impidiendo que Epac interactiue con
una potencial molécula activadora en la via de JNK, sin representar un bloqueo
especifico de la via Epac-JNK. Si los mismos experimentos se realizaran con N-Epac,
una mutante que carece de dominio intercambiador, deberiamos ver que dicha
activacion es insensible tanto a RapGAP como a RapN17.

Como se ve en la figura 25, la activacion mediada por N-Epac a JNK es
insensible a la sobre-expresion tanto de RapGAP como de RapN17, sugiriendo una vez

mas, que la via de Epac-Rap no esta involucrada en la activacion de JNK.
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Figura 25: RapN17 yRapGAP, son incapaces de bloquear la activacion de N-Epac a JNK. A) Células
HEK 293T fueron transfectadas transientemente con un plasmido que expresa AU5-JNK, y myc N-Epac,
ademas de las proteinas HA-RapGAP y HA-RapN17 segun corresponde. Panel superior. Las barras
corresponden al promedio de tres ensayos realizados en forma independiente. Panel inferior. EI| WB de
AU5-JNK muestra similares patrones de expresion en todos los tratamientos. B) WB contra myc,
mostrando que la expresion de myc N-Epac es similar en todos los tratamientos.

83




Resultados

A diferencia del resultado anterior, RapN17 no es capaz de bloquear a la
mutante N-Epac, por carecer del dominio GEF. Esto es indicativo de que el dato
anterior era especifico solo para Epac FL, y no la mutante N-Epac. El presente
resultado, sugiere que ambas proteinas inhibitorias (RapGAP y RapN17),
mostrarian la independencia de la activaciéon de Rap, en la seiializacién de Epac a
JNK.

1.6 Activacion de Rap: Expenmentos de carga de GTP

Como se mencioné anteriormente en la seccién resultados, el hecho de que la
sobre-expresion de Epac activase a JNK, en ausencia de agonistas que aumentaran los
niveles de AMPc intracelular, nos daba la idea de que Rap no estaba involucrado. Para
comprobar esto, realizamos ensayos de activacion de Rap. La idea general es poder
comparar la proporciéon de Rap unida a GTP entre distintos tratamientos, ya sea por
agonistas o por sobre-expresion de proteinas y correlacionarlo con los datos obtenidos
para la actividad de JNK.

Ral-GDS es una proteina efectora de Rap, que se une solamente a Rap unido a
GTP (62). GST-RalGDS es una proteina de fusibn que tiene el minimo dominio de
interaccién de RalGDS con Rap, llamado RBD (Rap binding domain). Utilizando GST-
RalGDS unida a una matriz de glutation-sefarosa, es posible “pescar” a Rap unida a
GTP. Como ejemplo, en figura 26, se muestra un lisado celular el cual fue cargado con
GDP o GTPyS. Esto significa que todas las proteinas G, van a tener unido GTPyS. Este
lisado, fue posteriormente incubado con GST-RalGDS y un western blot con anticuerpo
anti-Rap fue realizado, observandose que GST-RalGDS es capaz de discriminar a Rap
unido a GDP o GTP, validando el método utilizado.



Resultados

LISADO GDP GTPyS

PULL-DOWN RalGDS

Figura 26. Puesta a punto de ensayos de activacion de Rap. Lisados celulares fueron cargados con
GDP o GTPyS e incubados con GST-RalGDS. La presencia de Rap unida a RalGDS (activa), fue
revelada mediante un ensayo de WB, utilizando un anticuerpo anti Rap. Una alicuota de lisado total fue
corrida para verificar la expresion de Rap endégena.

Este resultado valida el método de medicion de activacion de Rap, ya que
la proteina purificada GST-RalGDS es capaz de discriminar a Rap unida a GTP de
la unida a GDP.

En nuestro método experimental, no estaba demostrado formalmente que la
sobre-expresién de Epac, en ausencia de factores que incrementasen AMPc, era
incapaz de activar a Rap.

En la figura 27 se observa que no es suficiente la sobre-expresion de Epac para
activar a Rap, sino que este GEF puede activar a Rap solo en presencia de altos niveles
de AMPc. Si tomamos en cuenta que los ensayos de activaciéon de JNK (figura 18),
fueron realizados en condiciones equivalentes a la calle 2 del presente ensayo,

podemos sugerir que Rap se encontraba en estado inactivo, unido a GDP.
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Figura 27: La activacion de Rap mediada por Epac es estrictamente dependiente de la presencia
de AMPc. Ceélulas transfectadas con HA-Rap1 y myc-Epac segun corresponda, fueron estimuladas o no
con FK 20uM por 20'. Panel superior. Ensayo de activacion de Rap con proteina GST-RalGDS. Panel
inferior. WB revelando Rap total, mostrando que los niveles de expresion son similares en todos los
tratamientos. El ensayo fue revelado con anticuerpo HA.

El presente resultado refuerza la hipétesis de la independencia de Rap, ya
que muestra que en condiciones en las que Epac activa a JNK, Rap permanece en

estado inactivo, unido a GDP.

Otra afirmacion que debiamos corroborar, era que a diferencia de Epac FL,
AEpac era una mutante constitutivamente activa en el intercambio de nucleétido para
Rap, sin ser necesaria la union de AMPc. En la figura 28, se compara la activacion de

Rap al sobre-expresar Epac FL con AEpac.

Control AEpac

HA Rap-GTP —

HA Rap total b ‘

Figura 28. La mutante AEpac se comporta constitutivamente activa en el intercambio sobre Rap.
Células HEK fueron transfectadas con HA-Rap WT y la mutante AEpac o un plasmido control. Al cabo de
48hs, las células fueron lisadas. Panel superior. Ensayo de activacion de Rap con proteina GST-
RalGDS. Panel inferior. WB revelando Rap total, mostrando que los niveles de expresiéon son similares
en todos los tratamientos. El ensayo fue revelado con anticuerpo HA.
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Este resultado complementa el obtenido en la figura 21, ya que confirma
que AEpac, es efectivamente, una mutante activa de Epac en el intercambio sobre

Rap.

N-Epac, una mutante de Epac que carece del dominio intercambiador, no
deberia ser capaz de cargar GTP sobre Rap. En la figura 29, se observa que N-Epac no
solo no activa Rap, sino que incluso su sobre-expresion es inhibitoria, de una manera

dosis-dependiente.

A Control N-Epac
HA Rap-GTP ‘i
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Figura 29. La mutante N-Epac inhibe el intercambio sobre Rap. A) Células HEK 293T fueron
transfectadas con HA-Rap WT, en conjunto con N-Epac y un plasmido control. Panel superior. Ensayo
de activacion de Rap con proteina GST-RalGDS. Panel inferior. WB revelando Rap total, mostrando que
los niveles de expresion son similares en todos los tratamientos. B) Células HEK 293T fueron
transfectadas con HA-Rap WT, en conjunto con Epac y cantidades crecientes de la mutante N-Epac
segun corresponda. Al cabo de 48hs, las células fueron estimuladas con FK 20uM por 20' y lisadas. Se
midié activacion de Rap con la proteina GST-RalGDS. Ambos ensayos fueron revelados con anticuerpo
anti HA.

87




Resultados

La incapacidad de la mutante N-Epac de activar a Rap, refuerza la hipétesis
de independencia de Rap, dado que N-Epac es capaz de activar a JNK, al mismo

nivel que Epac FL.

Como se menciond con anterioridad, la sobre-expresion de RapGAP deberia
aumentar la actividad GTPasa de Rap, incrementando la tasa de hidrélisis de GTP. En
la figura 30, se observa que la activaciéon de Rap mediada por AEpac es inhibida por la

expresion de RapGAP.

AEpac - + +
RapGAP < . G

e ; HA Rap-GTP

mw HA Rap total

Figura 30. La proteina RapGAP disminuye los niveles de Rap-GTP. Células HEK fueron transfectadas
con HA-Rap WT, la mutante AEpac y la proteina RapGAP, segun corresponda. Al cabo de 48hs, las
células fueron lisadas. Panel superior. Ensayo de activacion de Rap con proteina GST-RalGDS. Panel
inferior. WB revelando Rap total, mostrando que los niveles de expresién son similares en todos los
tratamientos. El ensayo fue revelado con anticuerpo HA.

La capacidad de RapGAP de inhibir el intercambio sobre Rap, en conjunto
con el resultado de que la activacion de Epac a JNK no es inhibida por RapGAP

(figuras 24 y 25), confirmaria que Rap no es activada cuando Epac sefializa a JNK.

Todos estos ensayos, muestran la independencia de Rap en la activacion
de Epac a JNK y tienen como objetivo validar los ensayos de activacion de JNK

realizados con anterioridad.
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2. Epac presenta dos dominios efectores claramente diferenciados
2.1 El dominio REM de Epac como posible responsable de la activacién de JNK

Una vez confirmada la independencia de Rap y sabiendo que el dominio
intercambiador de Epac no era necesario, decidimos buscar que region de Epac estaba
involucrada en la activacion a JNK. De los ensayos realizados con anterioridad,
sabiamos que las mutantes AEpac y N-Epac eran capaces de activar a JNK al mismo
nivel que Epac FL.

En la figura 31, se muestra que la superposicion de ambas mutantes y la forma

salvaje da como resultado el dominio REM (Ras exchange motif).

N-Epac

oep | coo [rem cEr

AEpac

Figura 31. El dominio REM como posible responsable de la activacion de Epac a JNK. Esquema de
la proteina Epac, resaltando las mutantes N-Epac y AEpac, ambas fuertes activadoras de JNK. La
superposicion de ambas mutantes, da como resultado el dominio REM

Decidimos aislar mediante el uso de PCR el dominio REM. El dominio DEP
también fue aislado como control. Ambos fragmentos fueron clonados en un vector de
expresion eucariota, rio abajo de un epitope GST.

La razdén por la cual utilizamos este epitope, es que al ser fragmentos tan
pequefos (8-10Kd), no lograbamos expresarlos establemente en células eucariotas. Por
ejemplo, ninguno de estos dominios pudo ser expresado como proteina de fusiéon con el
epitope HA.

En la figura 32, se observa que tanto GST-REM (35Kd), como GST-DEP (38Kd)
y GST vacio (27Kd) expresan correctamente y con el peso molecular esperado.
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Figura 32. Expresion de los dominios DEP y REM aislados. Células HEK fueron transfectadas con
plasmidos que expresan las proteina de fusion GST-DEP y GST-REM, asi como la proteina GST sola. Al
cabo de 48hs, las células fueron lisadas, y se realizé un ensayo de WB, revelado con anticuerpo anti GST.

En ensayos de transfeccion transiente, se puede observar en la figura 33, que el
dominio REM activa JNK al mismo nivel que N-Epac, confirmando que REM seria el

minimo dominio de Epac involucrado en esta sefnalizacion.
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Figura 33. El dominio REM es capaz de activar a JNK. Células HEK fueron transfectadas con HA-JNK
y plasmidos que expresan N-Epac, GST, GST-DEP y GST-REM segun corresponde. Al cabo de 48hs, las
células fueron lisadas y se midi6 actividad JNK. WB revelando el anticuerpo HA, muestra que las
diferencias de actividad no son debidas a diferencias en la expresiéon de HA-JNK

Este resultado demostraria, que ademas del dominio intercambiador
(GEF), especifico para el intercambio sobre proteinas Rap, el dominio REM

de Epac también es capaz de transmitir sefales.
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3. Especificidad de la senalizacion de Epac

3.1 Epac es incapaz de activar a p38 MAPK

JNK es un miembro representativo de la familia de SAPKs (stress activated
protein kinases). Otro miembro de esta familia, es p38, una MAPK cuya actividad,
también es modulada frente a diversos tipos de stress.

Como un control de especificidad, decidimos ensayar si Epac era capaz de
activar a p38 MAPK. Los resultados de la figura 34, muestran que los niveles de p38
MAPK activo no se ven modificados significativamente por la sobre-expresion de N-
Epac, y que la expresion de p38 MAPK no varia al sobre-expresar de N-Epac. En
paralelo, en la figura 34c, se muestra que bajo las mismas condiciones, N-Epac es

capaz de incrementar los niveles de JNK.
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Figura 34. Epac no es capaz de activar a p38 MAPK. A) Células HEK 293T fueron transfectadas con un
plasmido que expresa HA-p38 y cantidades crecientes de N-Epac. Al cabo de 48hs, las células fueron
lisadas y se midid actividad p38. Panel superior. Las barras son el promedio de tres ensayos
independientes. Panel inferior. WB revelando el anticuerpo HA, muestra que las diferencias de actividad no
son debidas a diferencias en la expresion de HA-p38. B) Lisado total fue corrido y revelado con anticuerpo
anti myc, mostrando la expresion de la mutante N-Epac C) En paralelo, el mismo ensayo fue realizado,
utilizando HA-JNK en lugar de HA-p38.

Estos resultados sugieren que la activacion mediada por Epac a JNK es
especifica de esta SAPK, y no un fendmeno resultante de stress inespecifico,

generado tal vez, por la alta expresion de una proteina celular.
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4. La activacion de JNK por Epac no es suficiente para promover la actividad

transcripcional

4.1 La activacion de JNK mediada por Epac no es capaz de senalizar hacia factores de

transcripcién como c-Jun o ATF-2

JNK fue descubierta como una MAPK, capaz de fosforilar al factor de
transcripcion c-Jun (157). La fosforilacion de c-Jun en los residuos 63 y 73 produce la
activacion de este, aumentando la expresion de diversos genes blanco. Ademas de c-
Jun, JNK es capaz de fosforilar y activar otros factores de transcripciéon de la familia
AP-1, tales como JunB, JunD y ATF2 (84).

Si tenemos en cuenta estos datos, la activacion de JNK por Epac, deberia
aumentar la expresion génica mediada por sustratos de JNK.

Ensayos de trans-activacion fueron realizados para observar si la activacion de
JNK mediada por Epac, también era capaz de incrementar la actividad de los factores
de transcripcion c-Jun o ATF-2. Para tal fin, se utilizaron genes reporteros:

a) pJUN-CAT (promotor de c-Jun unido al gen reportero CAT): este reportero
permite medir la actividad de c-Jun y ATF2, entre otros miembros de la
familia AP-1.

b) GAL4-ATF2 (dominio de union al ADN de GAL4 fusionado al dominio de
activacion de ATF2) + pGAL-CAT (secuencia de unién al ADN de GAL4
unida al gen reportero CAT): estas construcciones permiten medir la
actividad de ATF-2

Los ensayos de trans-activacion fueron realizados en celulas HEK 293T,
transfectando transientemente las construcciones reporteras, junto con plasmidos que
expresaban Epac. MLK-3, una MAPKKK que activa a JNK, fue utilizada como control
positivo de trans-activacion.

Si bien MLK-3 es capaz de activar los factor de transcripcion ATF2 y c-Jun
varias veces respecto del control, Epac no logra aumentar la actividad transcripcional de
ninguno de los factores de transcripcién ensayados (figura 35). Similares resultados

fueron obtenidos para el factor de transcripcion AP-1 (datos no mostrados).
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Figura 35. La activacion de JNK mediada por Epac, no es capaz de activar los factores de
transcripcion ATF2 y c-Jun. A) Células HEK 293T fueron transfectadas con los plasmidos GAL4-ATF2 y
GAL4-CAT, junto con las proteinas a ensayar. B) Células HEK fueron transfectadas con el plasmidos c-
Jun-CAT, junto con las proteinas a ensayar.

Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas y se midié la actividad CAT. Las barras indican los promedios
de los resultados obtenidos de tres experimentos independientes.

Estos resultados indicarian que la activacion de JNK mediada por Epac no
es suficiente para la activacion de factores de transcripcion. Alternativamente,
Epac podria estar sefalizando hacia una via inhibitoria rio abajo de JNK,

resultando en la incapacidad de esta de activar factores de transcripcion.
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5. Epac envia senales a la cascada de JNK a niveles rio arriba al intercambio de
GTP sobre Rac/Cdc42

Las MAPK son proteinas quinasas activadas por una cascada de proteinas
quinasas rio arriba. Dos son las MAPKK que activan a JNK: SEK1 (0 MKK4) y SEK2 (o
MKK?7), que a su vez son fosforiladas y activadas por una gran variedad de MAPKKKs,
como es el ejemplo de MEKK (MEKK1 a MEKK4), el grupo de proteinas quinasas
“mixed-lineage” (MLK1, MLK2, MLK3, DLK y LZK), el grupo ASK (ASK1 y ASK2), TAK1
y TPL2 (84). La activacion de MAPKKKs ocurre por la unién directa a pequefias
proteinas G. Para el caso de JNK, ha sido demostrado que la familia Rho
(Rho/Rac/Cdc42) de pequefias proteinas G, es la responsable de dicha activacion (36).
A su vez, estas proteinas G son activadas al ser cargadas con GTP, mediante la
actividad de GEFs, como es el ejemplo de Dbl, Ost, Vav, Vav2, etc. Estos
intercambiadores son activados al ser reclutados a la membrana por receptores
activados mediante proteinas adaptadoras. A esta cascada de activacion de JNK, la
denominaremos clasica o conocida.

Para entender el mecanismo de activacion de Epac a JNK, debiamos encontrar
cuales eran las proteinas involucradas. Esto significaba encontrar cuales eran las
moléculas intermediarias reguladas al sobre-expresar Epac.

Los ensayos realizados apuntaban a resolver si Epac podia estar activando JNK
a través de una novedosa via, o si este podia estar activando algun intermediario de la
via clasica de activacion de JNK

Experimentos transfectando formas dominantes negativas de la cascada clasica
de JNK fueron realizados para resolver dos aspectos:

a) ¢Epac esta activando alguna proteina de la cascada conocida de JNK?

b) ¢Donde se encuentra dicha interaccion?

5.1 SEK1 KR, una forma dominante negativa de SEK, bloquea Epac-JNK

Como se menciond con anterioridad, SEK1 es una MAPKK que fosforila y activa
a JNK. Como toda quinasa, une ATP, para luego transferir el fosfato-y a un sustrato,
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como seria en este caso JNK. La mutacion SEK1 Lys 129 Arg (KR), elimina la lisina que
coordina el ATP, impidiendo que este nucleétido se una a SEK1 . De esta manera,
blogqueando la activacién de JNK.

Si la cascada de fosforilacién se encuentra dentro de via de activacion de Epac,
la sobre-expresion de SEK1 KR deberia bloquear la activaciéon de JNK mediada por
este GEF.

Como un control de especificidad, ensayamos esta mutante activando JNK con
Vav, un factor intercambiador de la familia Rho de pequefias proteinas G, capaz de
sefalizar hacia esta MAPK. En la figura 36, se observa que SEK1 KR es capaz de

bloquear la activaciéon de JNK mediada por Vav.
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Figura 36. La mutante SEK1 KR bloque la activacion de JNK mediada por Vav. Células HEK 293T
fueron transfectadas con HA-JNK y plasmidos que expresan Vav y SEK1 KR segun corresponde. Al
cabo de 48hs, las células fueron lisadas y se midi6é actividad JNK, en similares condiciones a los
experimentos anteriores

El proximo paso era ensayar esta mutante de SEK1 en la activacion mediada
por Epac o N-Epac. En la figura 37 se observa que ambas formas de Epac son
bloqueadas por SEK1 KR, sugiriendo que la cascada de fosforilacion conocida de JNK,

estaria siendo activada al sobre-expresar Epac.
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Figura 37. La mutante SEK1 KR bloque la activacion de JNK mediada por Epac y N-Epac. A)
Células HEK 293T fueron transfectadas con HA-JNK y plasmidos que expresan Epac y SEK1 KR segun

corresponde. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas y se midi6 actividad JNK. B) El mismo ensayo
realizado en A), pero se transfecté con N-Epac en lugar de Epac.

Estos resultados sugieren que Epac estaria activando algun intermediario
de la via clasica de JNK, que se encuentra rio arriba de la MAPKK SEK1.
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5.2 PAK-N, el dominio N-terminal de PAK, bloquea la activacion de Epac a JNK

La familia PAK de proteinas quinasas, fueron las primeras proteinas
identificadas que contenian el dominio CRIB ( Cdc42/Rac-interactive binding). Este
dominio une formas activas de Rac y Cdc42 y su unién induce la actividad quinasa de
PAK (100).

PAK-N es una mutante de PAK que contiene solamente su regién amino
terminal. Esta regiéon es capaz de unir formas activas de Rac y Cdc42, pero al no poseer
el dominio quinasa, no es posible la transmision de la sefial, secuestrando Rac y Cdc42
unidos a GTP (136).

La sobre-expresion de esta mutante deberia bloquear la activacion de Epac a
JNK, si Epac esta ejerciendo su efecto por medio de la activacion de Rac o Cdc42.

En la figura 38, a modo de control, se observa que PAK-N es capaz de bloquear
la activacion de JNK mediada por el factor intercambiador Dbl, pero no es capaz de
bloguear la activacion mediada por MLK-3. Este ultimo resultado nos indica que no es
un bloqueo inespecifico, dado que MLK-3 se encuentra rio debajo de Rac/Cdc42 en la
cascada de activacion de JNK.

Activacion JNK
(Unidades relativas)

Corlltrol Vec':tor

GST- ATF2 (96) —» e
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Figura 38. La mutante PAK-N bloque la activacion de JNK mediada por Dbl, pero no por MLK-3. A)
Células HEK 293T fueron transfectadas con HA-JNK y plasmidos que expresan Dbl y PAK-N segun
corresponde. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas y se midi6 actividad JNK. B) El mismo ensayo
realizado en A), pero se transfecté con el activador MLK-3 en lugar de Dbl.

Una vez puesto a punto el ensayo de inhibicion con la mutante PAK-N, se
ensayd bajo similares condiciones con N-Epac. En la figura 39, se observa que la
activacion de JNK por N-Epac, es inhibida por la sobre-expresion de PAK-N. Resultados

similares fueron obtenidos al activar con Epac FL (dato no mostrado).

99




Resultados

(6}
]

N w »
1 1 1

Activacion JNK
(Unidades relativas)

[N
1

Control Vector

GST- ATF2 (96) —p

Figura 39. La mutante PAK-N bloque la activacion de JNK mediada por N-Epac. Células HEK fueron
transfectadas con HA-JNK y plasmidos que expresan N-Epac y PAK-N segun corresponde. Al cabo de

48hs, las células fueron lisadas y se midié actividad JNK. Las barras representan los promedios de las
actividades de tres experimentos independientes

Los resultados obtenidos con la mutante PAK-N, sugieren un aumento de
los niveles de Rac/Cdc42 activas (unidos a GTP), en respuesta a la sobre-

expresion de Epac. Estas pequeiias proteinas G activas, podrian ser las
responsables de activar la cascada de sefalizacion hacia JNK.
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5.3 Formas dominates negativas de Rac y Cdc42 inhiben la activacién Epac-JNK

Los ensayos realizados con anterioridad, sugerian lo siguiente:

a) La cascada clasica de fosforilacion de JNK estaria involucrada (Por el
bloqueo de SEK KR).
b) Racy Cdc42 activas son necesarias (Por el bloqueo de PAK-N).

La hipotesis que surgio luego de estos resultados, especialmente el descripto en
el punto b), era que Epac podria estar involucrado en el aumento de la cantidad de Rac
y Cdc42 unidos a GTP, siendo este el nexo entre Epac y la cascada clasica de JNK.

Para tal fin, utilizamos formas dominantes negativas de Rac/Cdc42 que son
capaces de titular y bloquear factores intercambiadores de GDP/GTP.

Rac1 y Cdc42 son dos pequenas proteinas G, conocidas por su capacidad de
sefalizar hacia JNK. De una manera similar a RapN17, Rac y Cdc42 S17N, son
capaces de unirse con una alta afinidad a factores intercambiadores de la familia Rho,
titulandolos, y evitando el intercambio sobre Rac y Cdc42 endogenas.

En la figura 40, a modo de control, se observa que tanto Rac, como Cdc42 N17,
son capaces de bloquear la activacion de JNK mediada por el factor intercambiador Dbl.
Ya sea por una mayor expresiéon o por una mayor afinidad a este intercambiador, se
evidencia que Rac N17 logra inhibir en forma mas eficiente la activacion mediada por
Dbl.
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Figura 40. Las mutantes Rac y Cdc42 N17 bloquean la activacion de JNK mediada por Dbl.
Células HEK 293T fueron transfectadas con HA-JNK y plasmidos que expresan Dbl y las mutantes N17
de Rac y Cdc42 segun corresponde. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas y se midié actividad
JNK. Las barras indican los promedios de las actividades de dos experimentos independientes.

Como se muestra en la figura 41, ambas mutantes son capaces de inhibir la
activacion de JNK mediada por N-Epac. Este resultado, no solo muestra que la
activacion de Epac a JNK se da rio arriba de Rac/Cdc42, sino que sugiere que habria

una actividad intercambiadora aumentada para Rac y Cdc42.
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Figura 41. Las mutantes Rac y Cdc42 N17 bloquean la activacion de JNK mediada por N-Epac.
Células HEK 293T fueron transfectadas con HA-JNK y plasmidos que expresan N-Epac y las mutantes
N17 de Rac y Cdc42 segln corresponde. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas y se midid

actividad JNK. Las barras indican los promedios de las actividades de dos experimentos
independientes.

Estos resultados sugieren que la sobre-expresion de Epac, podria llegar a
estar activando un potencial GEF para Rac/Cdc42. Dicha activacion podria ser

bloqueada al titular este potencial GEF, con formas dominantes negativas de Rac
y Cdc42.
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6. Epac promueve, de modo indirecto, la carga de GTP sobre Rac/Cdc42

6.1 Epac aumenta los niveles de Rac/Cdc42-GTP

A partir de la hipétesis en la que Epac podria estar acoplandose a la cascada de
JNK, activando el intercambio de GDP/GTP sobre Rac/Cdc42, quedaba por demostrar
si habia un GEF capaz de aumentar Rac y/o Cdc42 unidos a GTP, cuya actividad era
aumentada al sobre-expresar Epac. En este escenario, la sobre-expresion de Epac,
deberia aumentar el estado estacionario de Rac y/o Cdc42 unidos a GTP.

Ensayos de pull-down con la proteina GST-PBD (Pak binding domain) fueron
realizados con tal fin. La idea basica del ensayo es similar al ensayo realizado para ver
activacion de Rap, pero en lugar de GST-RalGDS, se utiliza la proteina de fusion GST-
PBD, especifica para “pescar” Rac y Cdc42 unidas a GTP.

La afinidad de Rac/Cdc42 por PBD es varios ordenes de magnitud mayor
cuando estan unidas a GTP, que a GDP. En la figura 42, se muestra un ensayo donde
un lisado celular se carga con GDP o GTPyS y posteriormente se lo precipita con GST-
PBD. El resultado se observa al revelar con anticuerpos contra Rac o Cdc42 en un
ensayo de Western blot. Una mayor presencia de proteina, indica una mayor cantidad
de esta unida a GTP. Este ensayo, nos sirvié para corroborar que la proteina GST-PBD
purificada en E. Coli estaba funcionando adecuadamente y era capaz de discriminar

entre el estado unido a GDP del estado unido a GTP.

LISADO GDP GTPyS

PULL-DOWN PBD

Figura 42. Puesta a punto de ensayos de activacion de Rac. Lisados celulares fueron cargados con
GDP o GTPyS e incubados con GST-PBD. La presencia de Rac unida a GST-PBD fue revelada mediante
un ensayo de WB, utilizando un anticuerpo anti Rac. Una alicuota de lisado total fue corrida para verificar
la expresion de Rac endégena.
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Con la proteina GST-PBD funcionando, decidimos realizar un ensayo de
activacion de Cdc42 in vivo, en similares condiciones en las que luego ibamos a
ensayar a Epac. Para tal fin, sobre-expresamos un intercambiador de Rac/Cdc42 como
es el caso de Vav2.Como se observa en la figura 43, la sobre-expresion de Vav2

aumenta la carga de GTP sobre Cdc42, validando los ensayos de intercambio in vivo.

Control Vav2

HACAoA2GTP . WD

HA Cdc42 total ‘ i,

Figura 43. Vav2 induce la activacion de Cdc42. Células HEK fueron transfectadas con HA-Cdc42 y
Vav2 o un plasmido control. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas. Panel superior. La activacion de
Cdc42 fue ensayada con la proteina GST-PBD. Panel inferior. Una muestra de lisado total fue corrida
para verificar que la diferencia de Cdc42-GTP se debia a una mayor activacién y no a diferencias en la
expresion. El ensayo fue revelado con anticuerpo anti HA.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, la sobre-expresiéon de Epac, o de
sus mutantes, que fuesen capaces de activar JNK, deberian ser capaces de cargar
GTP sobre Rac/Cdc42. En la figura 44, se ve que altos niveles de Epac o N-Epac
aumentan la cantidad de Cdc42 unida a GTP.
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Figura 44. Epac y N-Epac inducen la activacion de Cdc42. Células HEK 293T fueron transfectadas con
HA-Cdc42 y plasmidos que expresan Epac o la mutante N-Epac. Vav2 fue utilizada como control positivo
de carga de GTP sobre Cdc42. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas. Panel superior. La activacion
de Cdc42 fue ensayada con la proteina GST-PBD. Panel inferior. Una muestra de lisado total fue corrido
para verificar que la diferencia de Cdc42-GTP se debia a una mayor activacion y no a diferencias en la
expresion. El ensayo fue revelado con anticuerpo anti HA.

En otro ensayo, pero esta vez con Rac1, se observa que GST-REM también es
capaz de cargar GTP sobre esta proteina G (figura 45). Estos geles son representativos

de experimentos realizados por triplicado.

GST-
Control REM

HA Rac-GTP R

HA Rac total Nl

Figura 45. El dominio REM activa a Rac. Células HEK 293T fueron transfectadas con HA-Rac y GST-
REM o un plasmido control. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas. Panel superior. La activacion de
Rac fue ensayada con la proteina GST-PBD. Panel inferior. Una muestra de lisado total fue corrido para
verificar que la diferencia de Rac-GTP se debia a una mayor activacién y no a diferencias en la expresion.
El ensayo fue revelado con anticuerpo anti HA.
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Dada la buena eficiencia de transfeccion en células HEK 293T, decidimos
transfectar Epac, y observar si era suficiente para activar Rac1 endégena. En la figura
46, se observa que la sobre-expresion de Epac aumenta los niveles de Rac1 enddgena
unida a GTP.

Control Vav2 Epac

Rac-GTP ————— i

Figura 46. Epac induce la activacion de Rac endégena. Células HEK fueron transfectadas con
Vav2, Epac o un plasmido control. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas y la activacion de Rac
endoégena fue ensayada con la proteina GST-PBD. El ensayo fue revelado con anticuerpo anti Rac1.

Los resultados de los ensayos de activacion de Rac/Cdc42, estarian
sugiriendo que Epac podria estar sefializando a JNK, al aumentar los niveles de
Rac/Cdc42 unidos a GTP.

6.2 RacN17 forma un complejo con N-Epac

Los datos presentados hasta aqui, indican que Epac promueve la carga de GTP
sobre Rac y Cdc42. Si bien es posible que Epac sea per se el GEF que activa Rac y
Cdc42, creemos que esta hipdtesis no concuerda con el hecho de que la mutante N-
Epac o el dominio REM aislado, ambas proteinas carentes del dominio GEF, sigan
siendo capaces de aumentar el estado estacionario de Rac y Cdc42 unidas a GTP
(figuras 44 y 45).

Una alternativa, es que Epac/REM esté estabilizando el estado unido a GTP de
estas proteinas G, mostrando una interaccion directa entre REM y Rac/Cdc42. Por

ultimo, Epac/REM podria estar activando un GEF de la familia Rho, y podriamos
encontrar a Epac/REM y Rac/Cdc42 en un mismo complejo, ahora interaccionando en

forma indirecta, a través de este potencial GEF.
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Decidimos realizar ensayos de co-inmunoprecipitacion, para verificar si
podiamos encontrar a Epac y Rac en un mismo complejo proteico.

Dada la posibilidad de que Epac pudiese estar formando un complejo con Rac y
un potencial GEF, decidimos utilizar la mutante RacN17. La idea era formar un
complejo estable dentro de la célula entre RacN17 y un GEF de la familia Rho. Al
inmunoprecipitar RacN17, el GEF asociado podria estar uniéndose a Epac (o como en
este caso, a N-Epac).

HA RacS17N y myc N-Epac fueron transfectadas en forma transiente, y al cabo
de 48hs, se lisaron las células en presencia de EDTA, con el fin de titular Mg**, y
favorecer la interaccion de Rac S17N con un potencial GEF.

En la figura 47, se observa que en la inmunoprecipitacion con HA-

RacN17, se detecta la presencia de N-Epac.

Myc-V + -
Mvc N-Epac + +
HA- RacN17 + - +
60Kd -
50Kd -

anticuerpo anti myc.

Figura 47. Rac y N-Epac forman un complejo in vivo. Células HEK fueron transfectadas con HA-
RacN17, Myc N-Epac o plasmidos vacios como control. Al cabo de 48hs, las células fueron lisadas e
inmunoprecipitadas con anticuerpo anti HA. El WB observado es dicha inmunoprecipitacion, revelada con
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Este resultado sugiere la existencia de un complejo conteniendo Rac S17N
y N-Epac in vivo.

La observacion de la existencia de un complejo in vivo, nos plantea dos hipétesis:

a) Launion de Rac y N-Epac es a través de un complejo con un GEF.

b) Launién de Rac y N-Epac es directa.

6.2.1 N-Epac y Rac no interaccionan in vitro

El resultado mostrado con anterioridad, sugiere la interaccion entre Rac1 y N-
Epac. Para estudiar la posibilidad de una interaccion directa, decidimos trabajar in vitro
con proteinas purificadas.

Proteinas GST-Rac y GST-Cdc42 purificadas a partir de bacterias y unidas a
una matriz de glutation-sefarosa, fueron cargadas con GDP, GTPYS o dejadas libres de
nucleétido, con el fin de obtener a estas proteinas G, en sus tres estados posibles.
GST-V, que fue utilizado como control, fue tratado en idénticas condiciones que las
proteinas G. En la figura 48, se muestran las proteinas GST-Rac y GST-Cdc42

purificadas.
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Figura 48. Purificacion de proteina GST-Rac y GST-Cdc42. Proteinas GST-Rac, GST-Cdc42 y GST
(no mostrado en este gel) fueron purificadas de bacterias como se describe en materiales y métodos.

Una alicuota de las proteinas purificadas fueron corridas para cuantificarlas, utilizando una curva de
concentracion de BSA conocida. La tincién con Coomasie blue permite la visualizaciéon de las proteinas.

N-Epac fue traducido in vitro con Metionina marcada con *S, e incubado con las
proteinas de fusion GST, para verificar si podian formar un complejo.

En la primera calle, junto con el marcador de peso molecular, se incluye un
control de carga. Este control cuenta con cincuenta veces menos proteina N-Epac Met
%3, que la utilizada en el ensayo. La razén por la cual se utiliza mucho menor cantidad
de proteina marcada en el control es que demasiada proteina marcada, podria dificultar
la deteccion de la marca en calles vecinas. Ademas, esto nos dio la ventaja de
comprobar que la cantidad de **S N-Epac utilizada, era mas que suficiente para detectar
la interaccion. Como se observa en la figura 49 , no se detecta la presencia de N-Epac
Met *S en la precipitacién de las proteinas de fusién GST, sugiriendo que no hay
interaccion directa entre N-Epac y Rac/Cdc42.
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En el panel inferior de la figura 49 se muestra el mismo gel tefiido con el
colorante Coomasie blue, verificando la integridad y consistencia de cantidades de las
proteinas de fusion GST.

GST-Cdc42 GST-Rac GST-V

GTPyS GDP - GTPyS GDP - GTPyS GDP - N-Epac*

Figura 49. Rac y Cdc42 no interaccionan con N-Epac in vitro. Proteinas GST-Rac, GST-Cdc42 y GST
unidas a una matriz de glutation-sefarosa, fueron sometidas al protocolo de carga de nucleétido descripto
en materiales y métodos. Luego, estas proteinas fueron incubadas con N-Epac traducido in vitro,
marcado radioactivamente. Al cabo de la incubacién y los lavados, las proteinas GST fueron corridas en
gel SDS-PAGE. Panel superior. El gel fue secado y expuesto, con el fin de detectar la presencia de
marca en un complejo con GST-Rac o GST-Cdc42. En la Ultima calle, se incluye una alicuota de proteina
N-Epac radioactiva como control de carga, aproximadamente 50 veces menor a la utilizada en los
ensayos con las proteinas GST. Panel inferior. El mismo gel tefiido antes de ser expuesto, con el fin de
observar las proteinas GST.

Este resultado sugiere que Rac y N-Epac no son capaces de interaccionar
en forma directa, sino a través de alguna proteina intermediaria. Esta proteina

intermediaria, podria ser un GEF para la familia Rho.
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6.3 Medicion de actividad intercambiadora en inmunoprecipitados de N-Epac

Diversos resultado nos indicaban que Epac podria estar activando JNK, al

interaccionar con un GEF de la familia Rho de GTPasas:

a) Los ensayos de carga de GTP sobre Rac/Cdc42, donde la sobre-expresiéon
de Epac aumenta Rac y Cdc42 unidos a GTP (figuras 44, 45 y 46).

b) Los ensayos de inhibicion mediados por Rac/Cdc42 N17, donde las
mutantes N17 bloqueaban la activacion de JNK mediada por Epac (figura
41).

c) Los ensayos de co-inmunoprecipitacion de RacN17 y N-Epac, que sugieren

la existencia de un complejo entre estas dos proteinas (figura 47).

Si lograbamos detectar una actividad intercambiadora sobre Rac/Cdc42 en
inmunoprecipitados de N-Epac, estariamos demostrando que efectivamente hay un
GEF de la familia Rho, formando forma un complejo con N-Epac.

El ensayo consiste en cargar a Rac o Cdc42 con un nucledtido fluorescente
(mant-GDP). Este nucleétido solo es capaz de fluorescer al estar unido a la proteina, y
no cuando se encuentra libre. La incubacion de un factor intercambiador junto a
Rac/Cdc42-mantGDP, en presencia de un exceso de GDP frio, deberia dar como
resultado un decaimiento exponencial de la fluorescencia, debido al intercambio de
GDP-mant por GDP frio.

Antes de poder practicar este tipo de ensayos, era necesario la verificacién de

varios pasos, que seran detallados mas adelante:

Purificacion de proteinas Rac y Cdc42 libres de GST.

2. Verificar que las proteinas purificadas sean capaces de cargar
nucleétidos de guanina, al igual que las proteinas endogenas.

3. Inducir la liberacién del nucleétido de las proteinas, por ejemplo, en
presencia de EDTA.

4. Obtener inmunoprecipitados de N-Epac, junto a proteinas asociadas.
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6.3.1 Preparacion de proteina Rac/Cdc42

Las proteinas GST-Rac y GST-Cdc42, fueron purificadas de similar manera a la
purificada en los ensayos de interaccion in vitro con Bg N-Epac. Normalmente, las
proteinas purificada se obtienen unidas a GDP. Como la proteina sin nucleétido se
desnaturaliza y precipita, se tomé la precaucion de purificarlas en presencia de 5mM
Mg™ y 0.1mM GDP, con el fin de lograr que el GDP permaneciese estable en la
proteina G.

Debido a que el epitope GST es muy voluminoso (27Kd), e incluso es mas
grande que Rac o Cdc42 (21Kd), decidimos sacarlo para que no interfiera en la union al
factor intercambiador que esperabamos se uniese a N-Epac. Utilizamos la proteasa
trombina, capaz de cortar la proteina de fusién, dejando a Rac y Cdc42 libres de GST.
En la figura 50, se observan las proteinas Rac y Cdc42 luego del corte con trombina.
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Figura 50. Digestion con trombina de las proteinas GST-Rac y GST-Cdc42. Proteinas GST-Rac y
GST-Cdc42 purificadas y unidas a una matriz de sefarosa, fueron sometidas a digestién con trombina
toda la noche, con el fin de cortar el GST y obtener las proteinas G solas. Al cabo de la digestion, se
centrifugaron las muestras y se tomé el sobrenadante, conteniendo Rac y Cdc42. Una alicuota de este
sobrenadante fue corrido y tefiido con Coomasie blue. La curva de BSA fue utilizada para la cuantificacion
de las proteinas purificadas.
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Una vez obtenidas Rac y Cdc42, y previo al paso de cargado de Rac y Cdc42
con el nucledtido fluorescente, necesitdbamos confirmar que ambas proteinas
mantenian la capacidad de cargar tanto GDP como GTP: Ensayos de pull-down, como
los descriptos con anterioridad, fueron realizados. Rac y Cdc42 purificados fueron
cargados con GDP o GTPyS e incubadas con GST-PBD. En la figura 51, se observa en
el Western Blot contra Rac o Cdc42, que ambas proteinas se comportan de una forma

similar a las endégenas (ver figura 42).

Rac purificada Cdc42 purificada
GDP GTP GDP GTP
Pull-down Pull-down
GST-PBD GST-PBD

Figura 51. Validacion de Rac y Cdc42 purificadas. Proteinas Rac y Cdc42 purificadas fueron cargados
con GDP o GTPyS e incubados con GST-PBD. La presencia de estas proteinas G unidas a GST-PBD
(cargadas con GTP) fue revelada mediante un ensayo de WB, utilizando un anticuerpo anti Rac o anti
Cdc42. Una alicuota de ambas proteinas fue corrida para verificar el reconocimiento de ambos
anticuerpos.

El proximo paso consistia en cargar estas proteinas con mant-GDP: Proteina
purificada fue incubada en presencia de EDTA y un exceso de 100X de mant-GDP con
respecto al GDP unido a Rac o Cdc42. El EDTA cumple la funcién de desestabilizar el
GDP unido a la proteina. Al poner un exceso de mant-GDP, este compite eficientemente
con el GDP frio, que se libera de la proteina y se une de una forma inestable (por la
ausencia de Mg""). Finalmente, la reaccion finaliza al agregar un exceso de Mg", que
estabiliza el mant-GDP en la proteina.

Los primeros ensayos realizados fueron controles. La proteina cargada
con mant-GDP mostraba un cierto valor de fluorescencia al ser medida en el fluorimetro.
En estas condiciones, la proteina fue incubada en presencia de un exceso de GDP frio
y EDTA. La idea basica es la misma que cuando cargamos el mant-GDP sobre

Rac/Cdc42: desestabilizar el nucledtido mantido por el secuestro de Mg™, y que el
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exceso de GDP frio compita con la proteina, mostrando un decaimiento exponencial en
la fluorescencia. En este caso, el EDTA estaria actuando como un GEF. Este fenémeno

se observa en la figura 52 .

A = Rac mant-GDP
s Cdc42 mant-GDP
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Figura 52. Ensayos controles de medicion de actividad GEF in vitro. Proteinas Rac y Cdc42
cargados con mantGDP, en presencia de exceso de GDP frio, se les midio la fluorescencia, con el objeto
de observar la tasa de intercambio intrinseca de las proteinas G purificadas. Una vez agregado EDTA a
la reaccion (flecha), se continué con la medicion de fluorescencia.

6.3.2 Obtencioén de inmunoprecipitado de N-Epac

Células HEK 293T crecidas en placas de 100 mm fueron transfectadas con un
plasmido que expresa la proteina myc N-Epac. Al cabo de 48hs, las ceélulas fueron
lisadas. La inmunoprecipitacion fue realizada con un anticuerpo anti myc (9E10) unido
covalentemente a una matriz de sefarosa.

Myc N-Epac, junto con las proteinas celulares asociadas, fueron liberadas del
anticuerpo con un exceso de péptido 9E10. La idea es que este péptido, al estar en

exceso, pueda competir por el anticuerpo, y desplazar a myc N-Epac.
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Esta elusion no es posible realizarla con alta concentracion de sales o bajando
el pH, dado que lo que se pretende medir es una actividad enzimatica. Para buscar las
mejores condiciones de la elusion, se procedié a ensayar distintas temperaturas.

En la figura 53 se muestra un ejemplo con myc Epac, donde se eluyé a
diferentes temperaturas. La idea era aumentar el equilibrio dinamico entre el anticuerpo
y la proteina de fusion myc, haciendo que el péptido pueda competir mas eficientemente

por el anticuerpo.

4°C 20°C 30°C 37°C

El Ip El

LT Ip El Ip =l Ip
I S T

Figura 53. Elusion de proteinas inmunoprecipitadas. Células HEK fueron transfectadas con un
plasmido que expresa myc-Epac. Al cabo de 48hs, las células fueron inmunoprecipitadas con un
anticuerpo anti myc unido covalentemente a una matriz de sefarosa. Una vez lavados los
inmunocomplejos, se eluyeron las proteinas unidas al anticuerpo con un exceso de péptido myc. El
péptido fue incubado a diferentes temperaturas, indicadas en la figura

6.3.3 El inmunoprecipitado de N-Epac tiene asociado actividad intercambiadora

Los ensayos de intercambio sobre Rac/Cdc42 fueron realizados en fluorimetro
en placas de 96 pocillos, excitando a 355nm y leyendo a 460nm, a una temperatura de
25°C. Las mediciones se realizaron cada 5 segundos, completando un total de 250
repeticiones.

Cdc42 mostr6 una mayor fluorescencia comparada con Rac, seguramente
debida a una mayor eficiencia en el cargado de mant-GDP. Con el agregado de EDTA,
Cdc42 nos mostré ademas una mayor ventana entre el estado unido al mant-GDP y el
unido al GDP frio (ver figura 52). Debido a estas diferencias, decidimos realizar los
ensayos con esta pequefa proteina G y no con Rac.

Cdc42 GDP-mant (2uM), en presencia de 2mM de GDP frio, fue incubado con

el inmunoprecipitado de N-Epac.
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En la figura 54, se observa que el inmunoprecipitado de N-Epac trae consigo
una actividad GEF, dado el decaimiento exponencial de la fluorescencia sobre Cdc42.

Este dato experimental, nos permitié confirmar la presencia de un factor intercambiador

en un complejo con Epac.
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Figura 54. Actividad GEF presente en inmunoprecipitados de N-Epac. Cdc42 cargada con mantGDP,
en presencia de exceso de GDP frio, fue medida su fluorescencia. Luego, esta fue incubada con el
producto de la elusién del inmunoprecipitado de N-Epac, o un inmunoprecipitado control, sin transfectar

(mock).

Este resultado, avala la hipoétesis, en la cual Epac podria estar formando un
complejo con un GEF para Rac/Cdc42. La existencia de este complejo, podria
explicar el aumento de Rac y Cdc42 unidas a GTP, al sobre-expresar Epac, y la

posterior activacion de JNK.
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Los mecanismos de transduccion de sefiales que involucran proteinas que unen
e hidrolizan GTP, constituyen una pieza fundamental en el proceso de sefializacién
desde factores de crecimiento a proteinas MAPKs.

En el presente manuscrito, hemos descripto novedosas propiedades para el
factor intercambiador Epac y la MAPK JNK:

1) Epac activa a JNK, independiente de Rap.

2) La estimulacion de Epac a JNK, no esta relacionada con su actividad GEF
dependiente de AMPc.

3) Epac, a través del dominio REM, promueve el intercambio de GTP sobre las

pequefias proteinas Rac y Cdc42

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los experimentos de intercambio
de nucledtido in vivo e in vitro, sugerimos que la sobre-expresion de Epac, es capaz de
activar un potencial GEF para Rac/Cdc42. El hecho de que N-Epac, una mutante de
Epac carente del dominio GEF, sea capaz de formar un complejo con una forma
dominante negativa de Rac (RacN17), sumado al resultado que muestra que no fuimos
capaces de encontrar una interaccién directa entre Epac y Rac, sugiere que Rac no se
estaria uniendo directamente a Epac, sino a través de un putativo GEF.

Recientemente, se ha descubierto que los GEFs PDZ-RhoGEF, LARG y p115
RhoGEF para la GTPasa Rho, son capaces de formar hetero-oligdmeros (28). Un
posible mecanismo de activacion de JNK, involucraria la hetero-oligomerizacion de
Epac y otro GEF, cuya actividad intercambiadora, en este caso para Rac/Cdc42, sea
incrementada.

Diversos abordajes, todavia sin resultados concretos, se han realizado con el fin

de encontrar un potencial GEF para Rac/Cdc42 asociado a Epac:

1. Mediante el uso de proteinas purificadas en bacterias: GST-REM y GST
(como control) purificadas, y unidas a una matriz de glutation-sefarosa,
fueron incubadas con lisados celulares de HEK 293T, cuyas proteinas
totales fueron marcadas con metionina **S. Luego de la incubacion,
proteinas diferenciales entre GST y GST-REM fueron detectadas al correr

las muestras en un gel PAGE SDS, y posteriormente expuestas a una placa
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radiografica. Con este tipo de ensayos, hemos encontrado una proteina

celular de aproximadamente 35Kd, que interacciona con el dominio REM.

2. Transfectando transientemente myc N-Epac: Células HEK 293T
marcadas con metionina **S, fueron transfectadas con myc N-Epac o sin
transfectar (como control). Al inmunoprecipitar, corrimos los
inmunocomplejos en gel SDS PAGE e hicimos el mismo analisis realizado

en el punto anterior, sin haber podido detectar alguna proteina diferencial.

3. Ensayo de doble hibrido en levaduras: Utilizando la mutante N-Epac
como “bait”, estamos realizado un ensayo de doble hibrido en levaduras, sin

haber obtenido resultados todavia.

Las aproximaciones experimentales descriptas en el punto 1 y 2, tenian como
finalidad realizar el mismo ensayo sin marcar las proteinas celulares y en una mayor
escala (mayor numero de células). El gel corrido, podia ser tefiido con algun colorante
tipo Coomasie blue, y analizar bandas de interés con el método de espectrometria de
masa (MALDI TOF).

Epac no es el unico GEF para la familia Rap, capaz de activar a JNK. C3G, otro
activador de Rap, también es capaz de activar a JNK, pero mediante la pequefia
proteina G R-Ras (139). Asimismo, otros GEFs tales como Dbl, Ost, Vav, mSos1, Ras-
GRP/CalDag-GEFIl y Ras-GRF (36, 139, 145), son capaces de activar a JNK, pero a

diferencia de Epac, en todos los demas casos, la actividad GEF es requerida.

Otro grupo creciente de intercambiadores para Rac y Cdc42 (Ejemplos:
Dock180-ELMO, Zizimin) han sido descriptos, cuya propiedad principal es que carecen
del dominio Dbl, caracteristico de los GEFs de la familia Rho (20, 131). Es posible
especular con que Epac pertenezca a esta familia de GEFs, pero a diferencia de estos
intercambiadores, Epac no es capaz de unirse a Rac directamente, y por lo tanto, seria

incapaz de actuar como un GEF per se.

A diferencia de otros GEFs, Epac necesita para activar a Rap de la union directa

de un factor soluble, como es el caso de AMPc. La union de este nucleétido, induce un
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cambio conformacional que expone el dominio GEF (162). Para nuestro conocimiento,
ninguna otra funcién de Epac que no involucre la unién de AMPc se ha descripto hasta

el momento fuera de los resultados aqui descriptos.

A pesar de estar mostrando una nueva funciéon de Epac, un ejemplo precedente
también muestra la independencia del AMPc en la funcién de la proteina quinasa
dependiente de AMPc: LPS induce la fosforilacién de p65 NFkB mediada por PKA,
independiente de AMPc (242).

Numerosos trabajos muestran que Epac2 es capaz de formar un complejo con la
proteina Rim2 y la pequefa proteina G Rab3 (63, 90, 149). Este complejo, involucrado
en procesos de exocitosis, no es capaz de cargar GTP sobre Rab3, revelando otro
ejemplo de una funcién asociada a Epac que no involucra el intercambio de nucleétido.
Sin embargo, a diferencia de los datos presentados aqui, la funcionalidad del complejo
Epac2-Rim2-Rab3 necesita el sitio de union de AMPc intacto, sugiriendo que este
proceso es dependiente de la union de AMPc a Epac2 (149).

El dominio REM de Epac ha sido identificado por este trabajo como el minimo
dominio capaz de sefalizar a JNK. Este dominio es el dominio comun que poseen Epac
FL, N-Epac y AEpac, todos buenos activadores de JNK. Todos los intercambiadores de
la familia Cdc25 para Ras y Rap contienen este dominio REM (13). A pesar de esto,
para nuestro conocimiento, ninguno de ellos capaz de activar a JNK, mostrando que el
dominio REM de Epac posee caracteristicas particulares, comparandolo con los otros
dominios REM. Basado en la estructura cristalografica del complejo Ras-Sos (12), ha
sido sugerido que el dominio REM no posee una funcién directa en el intercambio de
nucleétido, aunque participa en la estabilizacién de la estructura de Ras compatible con

la salida del GDP, y posterior entrada del GTP.

Nuestros resultados revelan que el dominio REM sefnaliza a JNK, dejando el
interrogante de cuales podrian ser las proteinas blanco de Epac-REM, capaces de
sefalizar a esta SAPK. Recientemente, una nueva funcién del dominio REM
perteneciente al GEF Sos ha sido atribuida: la uniéon de una proteina Ras activa (Ras-
GTP), a una regién de Sos que involucra al dominio REM, promueve un cambio
alostérico en Sos, tal que es favorecido el intercambio de GDP/GTP de una segunda
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molécula de Ras (125). Esto podria sugerir un rol similar para el dominio REM de Epac:
Epac/REM podria estar uniendo Rac o Cdc42 activas (unidas a GTP). El complejo
Epac/REM-Rac activa, podria interactuar con un GEF de la familia Rho, promoviendo el
intercambio de otras moléculas de Rac y/o Cdc42. Esto podria explicar como el dominio
REM aislado es capaz de activar a Rac (figura 45).

La utilizacion de mutantes dominantes negativas de diversas moléculas (ej:
Rac/Cdc42 N17, PAK-N, SEK1 KR) nos ha brindado la informacién de que la sobre-
expresion de Epac es capaz de aumentar la actividad de un potencial GEF para la
familia Rho de GTPasas. El bloqueo de dicha activacién por la sobre-expresion de la
mutante Pak-N, nos indica que Rac y/o Cdc42 unidos a GTP son necesarios, mientras
que la inhibicién por Rac y Cdc42 N17 sugiere la presencia de un GEF para estas

pequenas proteinas G.

El escenario aqui descripto, involucra a Epac con capacidad de activar a otras
pequenas proteinas G no pertenecientes a la familia Rap de GTPasas. Un ejemplo
andlogo, recientemente publicado, es la activacion de Rac por Sos (83, 145). Esta
interaccion entre GEFs y GTPasas no canénicas, involucra la formacion de complejos
multiproteicos (83). Intercambiadores con multiples dominios, como Sos o Epac, podrian
dar un marco de cross-talk entre pequenas proteinas G, dependiendo a que proteinas

se asocian.

Un dominio DEP se encuentra en la region amino terminal de Epac. A pesar de
que reportes previos muestran que algunos dominios DEP pueden sedializar a JNK (17),
hemos demostrado que este dominio de Epac no esta involucrado en la activacion de

JNK, por dos evidencias experimentales:

1) AEpac, una mutante que carece del dominio DEP y CBD, es capaz de
activar a JNK, de similar manera que Epac FL.
2) GST-DEP, una proteina de fusién que contiene este dominio aislado, es

incapaz de activar a JNK

Un resultado que nos extraid, fue comprobar mediante los ensayos de
activacion de Rap in vivo, que la sobre-expresion de N-Epac era capaz de bloquear la
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activacion de esta proteinas G mediada por Epac/AMPc (FK). Tres interpretaciones

encontarmos para este resultado:

a) N-Epac podria competir con Epac por co-factores necesarios en el
intercambio sobre Rap.

b) N-Epac, al contener el dominio DEP de localizacion a membrana,
podria estar desplazando a Epac, impidiendo su correcta
localizacion.

¢) Epac podria no actuar como mondémero, y N-Epac podria formar
complejos no productivos con Epac, por ejemplo un heterodimero
Epac/N-Epac.

Un trabajo recientemente publicado, muestra que GEFs de la familia Rho, que
contienen dominios RGS, son capaces de formar oligémeros, a través de sus regiones

C-terminales. Este descubrimiento, podria avalar la hip6tesis c) aqui planteada (28).

La fosforilacién y activacion de factores de transcripcion se encuentra vinculado
a procesos de proliferacion, diferenciacion o muerte celular inducidos por la activacion
de MAPKs. En el caso particular de JNK, diversos factores de transcripcion son
fosforilados en respuesta a factores de crecimiento, citoquinas y stress ambiental (84).
Por ejemplo, en esta tésis, mostramos como control que MLK-3, una MAPKKK rio arriba

de JNK, logra activar factores de transcripcion como ATF-2 y c-jun.

La sobre-expresion de Epac, N-Epac o AEpac, todos fuertes activadores de JNK,
no logran activar la capacidad reguladora de la transcripcién de c-Jun o ATF-2. Si bien
JNK, al ser activada por Epac, es capaz de fosforilar a ATF-2 en los ensayos de
activacion in vitro (los ensayos de activacion de JNK utilizan una region de ATF-2 como
sustrato), no hemos podido observar esta induccién en ensayos in vivo, con proteinas

reporteras. Dos posibles explicaciones encontramos para este resultado:
a) La sobre-expresion de proteinas como MLK-3 son capaces de activar a JNK,

y a otra via de sefalizaciéon. En este escenario, es necesario la activacion de

JNK y otra proteina X, para activar los factores de transcripcion tales como c-
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Jun y ATF-2. Epac podria estar activando solamente a JNK, y por eso no
aumenta la actividad de estos factores
b) Epac podria estar activando ademas de JNK, algin mecanismo inhibitorio,

que bloquee la activacién de los factores de transcripcion.

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio, muestran que Epac y N-Epac son
capaces de aumentar la expresion de la proteina KLF-6. Esta proteina es capaz de
inhibir la activacién del factor de transcripciéon c-Jun (J.L. Bocco, N. Koritschoner, dato
no publicado). Estos resultados avalan la segunda hipétesis planteada, donde la

activacion de factores de transcripcién se ve enmascarada por mecanismos inhibitorios.

Una posible explicacion del mecanismo de activacion de Epac a JNK, es que
dicha activacién fuese inespecifica, y que la sobre-expresién de Epac, fuese censada
por la célula como un mecanismo de stress. El resultado de que otra SAPK, como es el
caso de p38, no fuese sensible frente a la expresion de Epac, sugeriria que no es un
mecanismo general de stress lo que se produce al sobre-expresar Epac, sino la
activacion de una via especifica de senalizacién. A pesar de que la familia de p38
cuenta con por lo menos cuatro miembros (descriptos en la seccidén Introduccion), los
ensayos fueron realizados con p38a, prototipo de esta familia.

Un importante interrogante es que rol juega el AMPc en esa novedosa via. En
este trabajo, utilizando ensayos de activacién de Rap, mostramos que la estimulacion
de células HEK con FK es capaz de activar la via de Epac-Rap. Por otro lado, la
estimulacién con este mismo inductor de AMPc, es capaz de bloquear la activacion JNK
mediada por Epac. Este ultimo resultado se correlaciona con un reporte previo, que
mediante la utilizacion de células de tiroides, demuestran que altas dosis de TSH (una
hormona que aumenta los niveles de AMPc) inhibe la activacién de JNK, pero bajas
dosis de TSH es capaz de activar JNK, mostrando una dosis-respuesta bifasica,
dependiendo de la concentracién de AMPc (71).

JNK es activada en diversos procesos apoptéticos (47, 214, 232). Un trabajo
recientemente publicado, demuestra que la apoptosis en células § mediada por
palmitato, un acido graso saturado, es prevenida en forma dosis dependiente por AMPc:
altas dosis de AMPc, inducidas por FK + IBMX (un inhibidor de la fosfodiesterasa), son
capaces de inhibir apoptosis y son independientes de PKA, ya que no se bloquea el
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efecto anti-apoptotico con H89 o KT5720, dos fuertes inhibidores de la PKA. De hecho,
este rol protector es mimificado con 8CPT-2Me-cAMP, un analogo de AMPc especifico
de Epac, sugiriendo un rol antiapoptético para este GEF (106). Sorprendentemente,
bajas concentraciones de AMPc, inducidas por la hormona GLP-1, también tienen un rol
anti-apoptético, pero dependiente de PKA (106). Posiblemente, una alta concentraciéon
intracelular de AMPc determine la activacion de Epac y un potencial rol de
supervivencia, y una baja concentracion de este permita que Epac senalice a JNK,
promoviendo un proceso de muerte celular. Esta hip6tesis es coherente con la
observacion de que JNK es necesaria para la apoptésis neuronal en respuesta a la falta

de factores neurotréficos (232).

Las proteinas amieloides B (Ap) son uno de los mayores componentes de las
personas con el mal de Alzheimer y derivan del precursos APP, a través de la accion de
B y y secretasas . Sin embargo, la via de la a-secretasa, produce a partir de APP, la
secresion de sAPPa, un producto secretado al medio extracelular, que no posee
caracteristicas amieloidogénicas y posee efectos potenciando la memoria. La activacion
del receptor de serotonina con el agonista 5-HT,, aumenta los niveles de AMPc y
secreta la proteina sAPPa. Este proceso, es dependiente del incremento de AMPc, pero
no de la activacion de PKA. Mediante el uso de ensayos de transfecciones transientes,
deducen que el AMPc es capaz de activar Epac, el cual aumenta la carga de GTP sobre
Rap. Rap-GTP, es capaz de aumentar el estado unido a GTP de Rac (122). Este
mecanismo de sefalizacion entre Epac y Rac, es diferente al descripto por nosotros, ya
que involucra la activacién de Rap. Igualmente, es interesante destacar ejemplos donde

Epac puede sefalizar hacia otras pequeiias proteinas G diferentes de Rap.

Un aspecto de Epac aun no tomado en cuenta, es el de su capacidad de
sefalizacion en ausencia de AMPc. De esta manera, el concepto de proteina activa
sefalizando y proteina inactiva no transmitiendo sefales, podria no ser tan lineal.

Ejemplos de este concepto se encuentran para pequenas proteinas G:

a) La sobre-expresién de la mutante unida a GDP de Ras, RasN17, es capaz
de bloquear la fosforilacion y activacion del factor de transcripcion Elk-1
inducido por PMA (phorbol myristate acetate), aunque no logra bloquear la
actividad y fosforilacién de ERK1 cotransfectada. Ademas, una mutante
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b)

unida a GTP, no mimifica a RasN17, sugiriendo la especificidad de Ras
unida a GDP. Por otro lado, la formaciéon de focos en células NIH 3T3
inducida por la sobre-expresién de RasV12, es bloqueada por la sobre-
expresion de RasN17. Todos estos puntos, sugieren que Ras-GDP (N17) no
solo es capaz de actuar inhibiendo GEFs, sino tendria otra funcién asociada
a su “estado inactivo” (200).

RasGRF es un GEF que sefaliza a Ras/MAPK. El mantenimiento de Cdc42
unido a GDP por la sobre-expresién de Rho-GDI, inhibe la sefalizacion de
RasGRF a Ras de forma basal o inducido por LPA o ionomicina. Esta
inhibicion, no puede mimificarse con Cdc42-GTP o moléculas efectoras de
Cdc42 activa, sugiriendo que Cdc42-GDP propiamente dicha seria la
responsable de la inhibicién. Estos resultados sugeririan que la funcion de
Cdc42 no solo seria activar a moléculas efectoras en su estado unido a GTP,
sino que Cdc42-GDP estaria actuando al inhibir vias paralelas de

sefalizacion (6).

Teniendo en cuenta los ejemplos mostrados, podria ser posible que Epac

este sefalizando en ausencia de AMPc hacia JNK a través de Epac/REM, y en

condiciones en las cuales los niveles de AMPc aumentan pueda activar la via

de Rap/ERK. En la figura 55 se muestra un esquema donde se representa esta

hipétesis.
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Figura 55. La activacion de Epac hacia via de MAPKs podria depender de la concentracion de
AMPc intracelular. Altos niveles de AMPc podrian favorecer la actividad intercambiadora de Epac
sobre proteinas Rap, generando un aumento de los niveles de ERK1/2 activo. Bajos niveles de AMPc
podrian favorecer la activacion de Epac/REM a un potencial GEF de la familia Rho (en la figura indicado
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La independencia de Rap en la activacion de Epac a JNK, y la sefalizacion de la
mutante N-Epac, carente del dominio GEF, representa a nuestro entender, la primera
evidencia de senalizaciéon de Epac independiente de su funcién como GEF a través de
un nuevo dominio efector, agregando nuevos ingredientes en el complejo escenario de
la sefalizacion por GEFs.

Una implicacién importante de este trabajo, es la posibilidad de encontrar una
funcion estimulatoria asociada a Epac-REM/JNK, a partir de la estimulacion de un
agonista aun no identificado. A pesar que las sefales rio arriba de Epac no han sido
identificadas en este trabajo, nuevos activadores de JNK, como nutrientes, factores de
crecimiento, osmolaridad, temperatura, pH, radiaciéon, etc., podrian utilizar la
sefnalizacion de Epac, independiente de AMPc y proteinas Rap. Nuestros resultados
sugieren un mecanismo independiente de AMPc, para la transmicion de senales del

medio ambiente que son discriminadas por Epac en la activacion de JNK.

s

~ 0.4. Cogn

N\
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Abreviaturas



FL: Full length o forma completa

WT: wild type o forma salvaje

AMPc: Adenosina mono fosfato ciclico

MAPK: mitogen-activated protein kinase

GDP: Guanosina di fosfato

GTP: Guanosina tri fosfato

WB: Western Blot

GEF: guanine nucleotide exchange factor o factor intercambiador de GDP/GTP
FK: Forskolina

ATP: Adenosina tri fosfato

RalGDS(RBD): Dominio RBD (Rap binding domain) de RalGDS
PBD(CRIB): Dominio CRIB (Cdc42 Rac interacting binding domain)
HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos

DAG: Diacil glicerol

CRH: Hormona liberadora de corticotrofina

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PIP2: Fosfoinositol bi fosfato

PIP3: Fosfoinositol tri fosfato

PMA: Phorbol myristate acetate

PKA: Proteina quinasa dependiente de AMPc

PKC: Proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina
RGS: Regulator of G protein signaling

LPA: 1-oleoyl-lyso-phosphatidic acid

TSH: Hormona estimulatoria de tiroides

SOS: Son of sevenless

SAPK: stress-activated protein kinase

GAP: GTPase-activating protein o proteina activadora de la actividad GTPasa
JNK: c-Jun NHz-terminal kinase

ERK: Extracellular regulated kinase

GST: Glutathione S-transferase
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DEP: Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin
REM: Ras exchange motif

CBD: cAMP binding domain

HA: Hemaglutinina
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