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Abreviaturas

FL: Full Length o forma completa

WT: Wild Type o forma salvaje

MUT: Mutante

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
SAPKs: Stress Activated Protein Kinases
TRE: TPA Responsive Element"

TCF: Ternary Complex Factor

SRE: Serum Response Element

SIE: c-Sis Inducible Element

CRE: Calcium Response Element
GPCR: G Protein Coupled Receptor

PDGF: Platelet Derived Growth Factor (Factor de crecimiento derivado de plaquetas)
EGF: Ephidermal Growth Factor (Factor de crecimiento epidérmico)
PKA: Protein Kinase A (Proteina quinasa dependiente de AMPc

PKC: Protein Kinase C (Proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina)

RSK: Ribosomal S6 Kinase

STATSs: Signal Transducers and Activators of Transcription

TFII: Transcription Factor I

ARE: AU-rich element (secuencias ricas en Adeninas y Uracilos)

AMPc: Adenosina mono fosfato ciclico
GDP: Guanosina di fosfato

GTP: Guanosina tri fosfato

WB: Western Blot

NB: Northern Blot

LPA: 1-oleoyl-lyso-phosphatidic acid
TNF: Tumor Necrosis Factor

SOS: Son of sevenless

JNK: c-Jun NH2-terminal kinase
ERK: Extracellular regulated kinase
cDNA: ADN Copia
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Resumen Espariol

“Eventos regulatorios mediados por MAPKSs sobre el gen

de respuesta temprana c-Fos.”

La induccidén de la expresién génica involucra procesos bioquimicos en los que participan
multiples caminos de transduccion de sefiales. Dependiendo del tipo de estimulo distintas
proteinas quinasas se activan provocando en ultima instancia la fosforilacion de factores de

transcripcién y por lo tanto la regulacion de la expresion génica.

Las MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases) son importantes propagadoras de las
sefales que van desde la membrana celular al nucleo. Son un grupo amplio de enzimas quinasas
entre las cuales se destacan, por ser las mas estudiadas hasta el momento, ERK1/2, JNK 'y p38.
Las quinasas JNK y p38 forman una subfamilia dentro de las MAPKs y se las denomina SAPKs
(Stress Activated Protein Kinases) ya que son generalmente activadas por estrés. Por otro lado,

las quinasas ERK1/2 responden principalmente a sefiales mitogénicas.

Los miembros de las familias de factores de transcripcion que forman AP-1 son codificados
por genes de respuesta temprana. El nivel de expresion de estos genes aumenta rapida y
transitoriamente en respuesta tanto a estimulos mitogénicos como a estimulos que producen
estrés celular. Ejemplos tipicos de miembros de AP-1 son los productos de los proto-oncogenes c-
Jun y c-Fos, cuya actividad prolongada o descontrolada desencadena proliferacion desmedida
que puede dar lugar a una neoplasia.

Las MAPK cumplen un papel importante tanto en la activacién de promotores de genes
tempranos como en la modificacién post-traduccional de las proteinas codificadas por estos genes
al agregarle grupos fosfato, tal como en el caso ampliamente estudiado de la fosforilacién de c-
Jun por JNK.

El factor de transcripcion c-Fos heterodimeriza con proteinas de la familia Jun para formar
el factor de transcripcién AP-1. Su actividad esta finamente regulada a nivel transcripcional, a nivel
de la vida media del mensajero transcripto, a nivel de la vida media de la proteina y a nivel de
modificaciones post-traduccionales que se adicionan sobre la proteina.

A lo largo de este trabajo de tesis nos hemos propuesto investigar la regulacion de c-Fos
por MAPKSs en respuesta a dos tipos de estimulos diferentes.

Estudiamos la interaccién de c-Fos con las p38 SAPKs, su efecto sobre la fosforilacion del
producto de este proto-oncogén ante un estimulo de estrés, radiacién UV y la regulacion de la
actividad transcripcional de c-Fos por SAPKs. Por otra parte, estudiamos la regulacién de c-Fos
desencadenada por un estimulo mitogénico, haciendo hincapié tanto en la regulacién de la
transcripcion de esta proteina como en modificaciones post traduccionales en respuesta al

agonista del receptor muscarinico 1, Carbacol.



Resumen Espariol

Observamos que la exposicion de células HEK 293 a radiacion UV produce la activacion
de las cuatro isoformas de las p38 SAPKSs las cuales, como consecuencia de dicha activacion,
fosforilan a c-Fos en su dominio de transactivacién, de modo analogo a lo ampliamente descripto
para JNK y c-Jun, produciendo un aumento en su capacidad de transactivar genes con sitios de
unién AP-1.

Ademas, observamos que el agonista del receptor muscarinico1, Carbacol, induce la
activacion del promotor de c-fos actuando a través de la activacién de la MAPK ERK2. Esto
produce un aumento en la cantidad de proteina c-Fos presente en las células que seria fosforilada
por multiples MAPKs en su dominio de transactivacion activando su funcion como factor de
transcripcion. Estos resultados proveen nueva informacion acerca de la complejidad de las
respuestas de los productos de genes de respuesta temprana, a estimulos externos actuando a

través de la activacion de MAPKs.
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Resumen Inglés

“MAPKSs mediated regulatory events acting upon the c-Fos early response gene”

Regulation of gene expression involves biochemical processes exerted through signal
transduction pathways. Depending on the sources of stimuli, a variety of protein kinase cascades
activate and finally phosphorylate distinct transcription factors that ultimately regulate the
transcription of several genes.

The mitogen-activated protein kinases (MAPKs) are a family of serine/threonine kinases
that play an essential role in signal transduction by modulating gene transcription in the nucleus in
response to changes in the cellular environment. They include the extracellular signal-regulated
protein kinases ERK1/2, JNKs and p38s. While the former responds mostly to mitogenic signals,
JNK and p38 are generally ignited by sources of stress and have been named SAPKs (Stress
Activated Protein Kinases).

Transcription factors belonging to the AP-1 family are coded by early responsive genes
(ERGS). Its expression levels rise quickly and transiently in response to both mitogenic stimuli
and stress. Typical examples of AP-1 family members are the products of the proto-oncogenes

c-jun and c-fos. Its prolonged expression or activation has been linked to cellular transformation.

MAPKs play an important role both as activators of ERG promoters or in the post-
translational modification of its protein products, adding phosphate groups to key residues, as is
the case for c-Jun and JNK.

The product of the proto-oncogene c-fos forms heterodimers with members of the Jun
family to form the transcription factor AP-1. Its activity is tightly regulated at different levels,
promoter activity, stability of the transcript, and posttranslational modification or half-life of the
protein product.

During this thesis work, we have characterized the regulation of the transcription factor c-
Fos at different levels by MAPKSs in response to stress and mitogenic stimuli.

Our findings indicate that as a consequence of the activation of stress pathways induced by
UV light, endogenous c-Fos becomes a substrate of p38 MAPKSs and, for the first time, provide
evidence that support a critical role for p38 MAPKs in mediating stress-induced c-Fos
phosphorylation and gene transcription activation, acting concomitantly with the activation of c-Jun
by JNK/ MAPKs and thereby contributing to the complexity of AP1-driven gene transcription
regulation.

We also demonstrate that the G-Protein Coupled Receptor M1 regulates c-fos at multiple
levels, activating the c-fos promoter through ERK2 MAPK and modulating the expression and

activation of the c-Fos protein through several MAPKs.
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Introduccion

Las células responden a las senales de su ambiente externo transduciendo los estimulos
que reciben al interior celular mediante activaciones secuenciales de moléculas. Estas
activaciones secuenciales se conocen como “vias de sefalizacion”.

La transduccion de senales generalmente comienza con la unién de ligandos quimicos a
receptores extracelulares o intracelulares que desencadenan eventos dentro de la célula.
Alternativamente se pueden iniciar con la activacion de receptores por estimulos fisicos (distintas
longitudes de onda, temperatura, etc) o mecanicos (estiramiento, etc.). Desde el inicio del estimulo
estan implicadas un numero variable de enzimas y/o segundos mensajeros que participan de la
amplificacién de la sefal, pudiendo asi, un pequeno estimulo provocar una compleja respuesta
celular.

Actualmente gran parte de la biologia celular se centra en el estudio de las vias de
sefalizacion de la membrana celular hasta el nucleo u otros compartimentos de la célula,
intentando entender cdmo la las vias de sefalizacién activadas determinan la respuesta celular.

Una célula puede permanecer quiescente, dividirse, diferenciarse e incluso morir de
acuerdo a lo que ella misma es capaz de “interpretar” que esta ocurriendo en el medio externo.
Este fendmeno de adaptacién de las células a las sefales que recibe del exterior es fundamental
en el desarrollo normal de un organismo. Estudiar los mecanismos que lo regulan, es de gran
importancia debido a que errores en estos sistemas de sefalizacibn ocasionan, como
consecuencia, severas patologias.

Sea cual fuere el destino de la célula que recibe la sefial, este destino esta determinado
generalmente por un cambio en el patron de expresién de sus genes. Esto ocurre porque las
sefales que se transducen llegan hasta el nucleo, donde la actividad de factores de transcripcion
es modificada, en general aumentando o disminuyendo la tasa de transcripcién de diversos genes
blanco. Las respuestas desencadenadas por las sefiales de transduccion también actuan en la
regulacién de vias metabdlicas, cambios en el citoesqueleto, etc., de manera directa, sin que

intervengan necesariamente modificaciones en la expresion de genes.

Entonces, las distintas sefales extracelulares regulan los niveles de expresion de

determinados genes, por medio de un conjunto de mecanismos que comprenden:

1. La captacion de las sefales externas, mediante los receptores celulares que generalmente se
activan por union de ligandos especificos.

2. La generacion y la transmision intracelular de las sefales por medio de interacciones
proteina-proteina.

3. La ejecucion de la respuesta a través de modificaciones conformacionales o por adicion o
sustraccion de residuos quimicos sobre ciertas proteinas que generalmente conducen a cambios

en el patron de expresion de ciertos genes.
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Introduccion

El factor de transcripcion AP-1

El factor de transcripcion AP-1 fue uno de los primeros factores de transcripcion
descubiertos en mamiferos, 20 afos atras (16,189). Actualmente mucho de lo que se conoce
acerca de las caracteristicas de los factores de transcripcién proviene del descubrimiento y del
estudio del mismo.

AP-1 fue identificado en primera instancia como una actividad presentada por ciertas
moléculas capaces de unirse al ADN en sitios especificos de las regiones promotoras de algunos
genes como el gen de la metalotioneina humana, el gen E3 de adenovirus, genes de SV-40 y
regiones de control de genes cuya expresion es estimulada por tratamientos con ésteres de forbol
como el TPA (16,189). Por esta ultima razoén, la zona de ADN a la cual se unen los factores AP-1
se ha denominado elemento de respuesta a TPA ("TPA responsive element" o TRE). Por analisis
de secuencias nucleotidicas de varios TRE se estableci6 la secuencia de consenso
TGA(G/C)TCA o TGA(G/C)TAA como el sitio de union de los factores AP-1.

Los niveles de actividad de AP-1 aumentan luego del tratamiento de células en cultivo con
una variedad de agentes estimulatorios como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), agonistas de receptores acoplados a proteinas G
heterotriméricas (GPCR) y suero. Sin embargo, a diferencia de otros sitios de union para factores
de transcripcion, los sitios que unen AP-1 tienen una actividad basal detectable en varios tipos
celulares, aun en ausencia de factores estimulatorios (18,135).

Las proteinas AP-1 fueron aisladas mediante columnas de afinidad para oligonucledétidos
que contienen la secuencia consenso TRE: 5 TGA(G/C)TCA 3°(223). Estas, en lugar de
presentarse como una entidad molecular Unica y definida, resultaron ser un complejo proteico
formado por varios polipéptidos distintos. Estos ensayos permitieron identificar al producto del
proto-oncogen c-fos y a una proteina asociada de peso molecular 39 kDa (p39) como los
componentes principales de AP-1.

Una combinacion de estudios estructurales e inmunoldgicos llevé finalmente a identificar a c-
Jun como p39 (250). El extremo carboxilo terminal de esta proteina (codificada por otro proto-
oncogen llamado c-jun) presenta una alta identidad de secuencia con el activador transcripcional
Gcn4 que es responsable de inducir la expresion de varios genes involucrados en la biosintesis de
aminoacidos en levaduras (319). Ademas, este ultimo es capaz de unirse en forma de dimero a
secuencias de reconocimiento, intimamente relacionadas con un sitio AP-1. Esos dos hechos
permitieron que se especulara con la idea de que la proteina c-Jun actuara como un activador de
la transcripcidn, lo que posteriormente conllevé a examinar su presencia en complejos AP-1.

Previamente se habian identificado las variantes virales de c-Fos y c-Jun, las oncoproteinas
virales v-Fos y v-Jun en el retrovirus “Finkel-Biskis—Jinkins osteosarcoma virus” y en el retrovirus

aviar “avian sarcoma virus 17" respectivamente (38,75,76). Una amplia variedad de estudios
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Introduccion

muestran que existe un alto grado de conservacidén evolutiva entre especies con respecto a la
estructura génica y funcionamiento de los factores de transcripcién miembros de la familia AP-1.

El factor de transcripcion AP-1 es un complejo dimérico compuesto principalmente por
proteinas de la familia Fos (c-Fos, FosB, Fra-1y Fra-2) y proteinas de la familia Jun (c-Jun, Jun B
y Jun D) (2). Las proteinas de la familia Jun pueden formar homo u heterodimeros con proteinas
de la familia Fos, pero estas, solo puede formar heterodimeros con miembros de la familia Jun.
Ademas algunos miembros de la familia ATF (ATFa, ATF-2 y ATF-3) y JDP (JDP-1 y JDP-2)
pueden unirse a secuencias muy similares a las TRE formando complejos heterodiméricos con
proteinas de las familias Fos y Jun. Cabe destacar que cada una de estas proteinas es expresada
y regulada diferencialmente, por lo que en cada tipo celular y en cada momento del ciclo celular, la

célula tiene un mezcla compleja y diferente de dimeros AP-1 (322).

En la figura 1.1 se representan los miembros de las familias Jun y Fos.

AP-1

Homodimeros Jun-Jun

P p
N . I [ os0  JEER Jcoor
Familia Familia I [ oe0 2R JcooH

Jun Fos
c-Jun c-Fos Heterodimeros Jun-Fos

Jun B E:Z ? NH2| [ oeo [BERR  coow
Fra 2 NH{__| DBD | o [COoH

Figura 1.1.:

Componentes del factor de transcripcion AP-1.

A la izquierda del esquema se mencionan los componentes de las familias de factores de
transcripcion Jun y Fos que forman AP-1. A la derecha se esquematiza un homodimero entre
proteinas de la familia Jun y un heterodimero entre un miembro de la familia Fos y un miembro de
la familia Jun.

Los resultados de experimentos de mutagénesis dirigida muestran que la dimerizacion
ocurre gracias a interacciones hidrofébicas entre sus regiones de cierres de leucinas o "leucine
zippers" (bZip). Estas estructuras presentan 7 leucinas que se repiten en forma peridédica de modo
tal de quedar expuestas siempre hacia el mismo lado de la hélice a en la estructura secundaria de
las proteinas. El enfrentamiento de dos de estas hélices con sus respectivas leucinas intercaladas
permite una serie de interacciones de tipo hidrofébico entre los restantes aminoacidos de la
cadena que estabiliza el dimero, siendo la formacion del dimero un pre-requisito para que AP-1
pueda unirse al DNA (184). La composicién del cierre de Leucinas es responsable de la
especificidad y estabilidad de los dimeros formados (317). Existen evidencias experimentales
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obtenidas en ensayos in vitro que indican que el complejo Jun-Fos se forma extremadamente
rapido y que presenta una mayor afinidad por el ADN que el homodimero Jun-Jun (180). Como
resultado de la dimerizacion, cada uno de sus dos componentes deja expuestas las zonas de
unién al ADN y las zonas de interaccion con otros componentes de la maquinaria transcripcional.

La gran cantidad de combinaciones de diferentes heterodimeros Jun/Fos o Jun/Jun,
resultante de la multiplicidad de sus familias, sugiere la posibilidad de que se pueda generar un
amplio numero de complejos proteicos capaces de regular la expresion génica mediada por AP-1,
partiendo solamente de un pequeio nimero de genes. Este fendbmeno se conoce como “control
combinatorio”. Cada una de esas posibles combinaciones puede o no estar presente en una célula
en diferentes fases de su desarrollo dependiendo de como el entorno celular estimula el nivel de
expresion de los genes que codifican para los distintos factores de transcripcion. O simplemente,
dependiendo del tipo celular en estudio.

Tanto Jun como Fos son proteinas codificadas por lo que han dado en llamarse “genes de
respuesta temprana”. Se llama asi a aquellos genes cuya sintesis es rapida y transitoriamente
estimulada como consecuencia de la estimulacion de las células con agentes que promueven el
crecimiento o la diferenciacién celular (135). Sus mensajeros tienden a acumularse rapidamente
luego de la aparicion del estimulo pero tienen una vida media relativamente corta. Existe una gran
variedad de genes de respuesta temprana, pero la mayoria de ellos codifican para factores de
transcripcién. Los efectos que se producen como consecuencia de la transcripcidn y activaciéon de
los genes de respuesta temprana son cruciales para el funcionamiento apropiado de las células ya
que finalmente determinan la respuesta celular a un estimulo dado.

La actividad AP-1 es inducida por factores de crecimiento, citoquinas, neurotransmisores,
hormonas, interacciones célula-matriz, infecciones bacterianas y virales, estimulos fisicos y de
estrés. Estos estimulos activan vias de sefializacién que involucran MAPKs (Mitogen Activated
Protein Kinases) y estas cascadas de sefales activadas actuan sobre AP-1 fosforilandolo. De esta
manera, los factores de transcripcion AP-1 interpretan la informacién del ambiente y la convierten
en un patron de expresion génica determinado que estd generalmente relacionado con
proliferacion, formacion de tumores o apoptosis. En ciertos casos, componentes de este factor de
transcripcién pueden actuar como supresores de tumores. Como ejemplo, el factor de
transcripcién JunB puede antagonizar los efectos de c-Jun (280). Por lo tanto, AP-1 tiene un rol
central en la decisién de la célula ante determinados estimulos: se divide, queda quiescente o
muere. Finalmente estas “decisiones” individuales a nivel celular tienen su consecuencia en el
organismo como un todo.

Cabe destacar, que la regulacion mediada por AP-1 en procesos como diferenciacién,
proliferacién, apoptosis y transformacion debe ser considerada en el contexto de una red compleja
y dinamica de vias de sefalizacion junto a otros factores de transcripcion actuando

simultdaneamente.
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En resumen:

-AP-1 es un factor de transcripcion dimeérico formado principalmente por proteinas de la familia
Jun y de la familia Fos. Pueden formarse homodimeros Jun-Jun y hetrodimeros Jun-Fos pero no
Fos- Fos.

-La actividad de AP-1 puede ser regulada a multiples niveles como: la constitucion de cada
dimero, la transcripcion de cada uno de los genes que lo componen, estabilidad del RNA
mensajero correspondiente, modificaciones post traduccionales de cada componente y también
mediante la interaccion con otras proteinas.

-Tanto Fos como Jun fueron descubiertos primero como oncoproteinas virales, por lo cual esta
bien establecido su rol en tumorigénesis.

-AP-1 puede ejercer efectos oncogénicos o anti oncogénicos dependiendo del tipo celular, del
- estadio de diferenciacion, del ambiente en que se encuentra la célula, etc.

El factor de transcripcidon c-Fos

La version viral de c-Fos, v-Fos, fue aislada de un retrovirus murino y es responsable de la
patologia denominada osteosarcoma murino. (38,75,76).

Durante el transcurso del afio 1983 se logré clonar el gen de c-fos tanto de células
humanas como de ratén (75,318). La diferencia principal entre c-fos y v-fos, es la delecion de 104
pares de bases en la version viral que corresponden a los aminoacidos del extremo carboxilo
terminal. En esta delecion, se pierde una regién desestabilizante de c-Fos (PEST3, véase mas
adelante) que incluye dos sitios de fosforilacion, la Serina 362 y la Serina 374; la proteina
resultante tiene mayor estabilidad (237) y mayor actividad transformante que c-Fos (74).

El gen c-fos esta localizado en el cromosoma 12924.3-31. Tiene 4 exones altamente
conservados entre especies que codifican para una proteina de 380 aminoacidos con un peso
molecular aparente de entre 55 y 65 KDa (1).

Desde un punto de vista estructural c-Fos presenta tres dominios funcionales, del amino al
carboxilo terminal presenta el dominio de unién al DNA (DBD, “DNA Binding Domain”), el dominio
de dimerizacion (bZip) y el dominio de transactivaciéon, como se esquematiza en la figura |.2.

El factor de transcripcion c-Fos es expresado a muy bajos o indetectables niveles en casi
todos los tipos celulares estudiados pero su transcripcion aumenta abruptamente cuando es
inducido por una gran variedad de estimulos (73,74,237). Ademas, si bien sus niveles de
expresion son muy bajos, varian durante los distintos estadios del ciclo celular (46) y se observé

que se requiere de la expresiéon de c-Fos para la progresion del ciclo ya que utilizando una
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Introduccion

secuencia antisentido inducible de c-fos se inhibe la progresién del ciclo celular en células Swiss
3T3 (144).

Los ratones “knock out” para c-fos son viables y fértiles pero no forman osteoclastos y
desarrollan osteopetrosis (163,327). Ademas estos muestran anormalidades en el sistema
hematopoyético (225).

Como la induccion de c-fos se produce como respuesta a diversos estimulos asociados
con diferenciacion, proliferacién, muerte celular, etc, se cree que regula distintos genes blanco
dependiendo del tipo celular y de la circunstancia particular en que se encuentra la célula en ese

momento (212).

c-Fos
1 380
NH2 DBD | bZip § ¥t} | cooH
1232 T38L - qary
T325

Secuencia aminoacidica de c-Fos:

MMFSGFNADYEASSSRCSSASPAGDSLSYYHSPADSFSSMGSPVNTQDFCADLSVSS
ANFIPTVTAISTSPDLQWLVQPTLVSSVAPSQTRAPHPYGLPTQSAGAYARAGMVKTVSGG
RAQSIGRRGKVEQLSPEEEEKRRIRRERNKMAAAKCRNRRRELTDTLQAETDQLEDEKSAL
QTEIANLLKEKEKLEFILAAHRPACKIPDDLGFPEEMSVASLDLTGGLPEASTPESEEAFTLPL
LNDPEPKPSLEPVKSISNVELKAEPFDDFLFPASSRPSGSETSRSVPDVDLSGSFYAADWEP
LHSNSLGMGPMVTELEPLCTPVVTCTPGCTTYTSSFVFTYPEADSFPSCAAAHRKGSSSNE
PSSDSLSSPTLLAL

Figura 1.2.:

Esquema del factor de transcripcion c-Fos.

Se representa la proteina c-Fos. Desde el extremo amino terminal al carboxilo terminal se
observan el dominio de unién al DNA (DBD), el dominio de dimerizacién (bZip) y luego hacia el
carboxilo terminal se encuentra el dominio de transcactivacion en el que se resaltan los residuos
Serina o Treonina seguidos de Prolina que podrian ser fosforilados por MAPKs. En la parte inferior
de la figura se muestra la secuencia aminoacidica de c-Fos de ratén y en rojo los aminoacidos que
son posibles blanco para MAPKs.

En cualquier evento en que c-Fos forme parte de AP-1 como factor de transcripcién, actua
como heterodimero con proteinas de la familia Jun (73,106), por lo tanto los efectos inducidos por
c-Fos son una consecuencia de efectos combinados sobre los factores c-Fos y Jun que forman
AP-1. Un trabajo reciente muestra también que la heterodimerizacion de c-Fos con proteinas de la
familia Jun regula el trafico de c-Fos entre el nucleo y el citoplasma (195) donde la presencia de c-
Jun inhibe la exportacién de c-Fos del nucleo.

Cabe destacar que ademas de interactuar con Jun puede también interactuar con factores

de transcripcion como CREB y receptores nucleares formando heterodimeros, estos dimeros
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entre distintas familias de factores de transcripcidén se unen a secuencias consenso diferentes a la

secuencia TRE o AP-1 (122,192,315) regulando la transcripcion de otros genes blanco.

Regulacion de la expresioén de c-Fos a nivel de la activacioén transcripcional.

El promotor de c-fos contiene un elemento SRE (“serum response factor”), un elemento
SIE (c-Sis “Inducible Element”), un elemento TCF (“Ternary Complex Factor”) un elemento CRE
(“Calcium Response Element”) y un sitio AP-1/CRE (303) (Figura 1.3). Este promotor se induce en
respuesta a una gran variedad de estimulos, por ejemplo, a través de la activacién del receptor de
EGF (EGFR) un receptor de tipo tirosina quinasa, que activa el promotor de c-Fos actuando a
través de ERK2 (55).

El elemento SRE esta involucrado en la inducciéon de c-Fos en respuesta a factores de
crecimiento y a ésteres de forbol; el SRE une a la proteina SRF (“Serum Response Factor”) en
asociacion con TCF (“Ternary Complex Factor”), un complejo proteico que contiene a la proteina
ELK-1 0 a SAP-1, ambos blancos de fosforilacion mediada por ERK2 o PKC (139,140,308,309) en
respuesta a factores de crecimiento. También se observoé que ELK-1 es fosforilada por JNK en
respuesta a UV, induciendo también la transcripcién de c-Fos independientemente de ERK2 (53) o
fosforilada por p38 en respuesta a LPA en células de la glia (285). Ademas SRE es activado por el
receptor muscarinico M1 (108), un receptor acoplado a proteina G actuando a través de Rho
(108). SIE es un elemento que une STATs (signal transducers and activators of transcription) y
TFII (Transcription Factor Il) (339) y contribuiria a la inducciéon de c-Fos en respuesta a PDGF y a
interferon gamma (255,321). El sitio CRE responde a aumentos en los niveles de AMPc
activandose a través de la fosforilacion de la proteina CREB mediada por PKA (115) o de CaM
Kinasa que fosforila a CREB en respuesta a cambios en el Ca™ intracelular (35,81). El sitio AP-1
adyacente al SRE uniria heterodimeros AP-1 y también factores de transcripcion CREB/ATF2, y
actuaria regulando negativamente la transcripcion de c-Fos por retroalimentacion negativa
(271,272).

AP1/CRE CRE TATA
-211 -63 -33

Figura 1.3.:

Esquema del promotor de c-Fos.

En este esquema se muestran los distintos elementos de unién a factores de transcripciéon del
promotor de c-Fos y la ubicacion de los mismos; de 5'a 3" el elemento SIE (-348), un elemento
TCF (-321), un elemento SRE (-319), un elemento AP-1/CRE (-211) y el elemento CRE (-63).

19




Introduccion

Los factores de transcripcion que activan al promotor de c-fos deben estar fosforilados para
inducir la transcripcion del mismo. La desfosforilacion de los factores de transcripciéon
intervinientes en la expresion de c-fos podria actuar como un importante paso regulatorio en la
persistencia de la expresién de c-fos. Como ejemplos, la fosfatasa PP1 desfosforila a CREB (121)
y PP2A desfosforila a TCF ELK-1 (156), estos factores de transcripcion desfosforilados no son

capaces de activar la transcripcion de sus genes blanco.

Regulacion de la expresion de c-Fos a nivel del RNA mensajero.

El transcripto c-fos es sumamente transitorio. Se degrada rapidamente debido a que
contiene secuencias ARE (“AU-rich element” o secuencias ricas en Adeninas y Uracilos,
generalmente AUUUA) que confieren inestabilidad a los mensajeros que las portan. El transcripto
de c-fos contiene dos secuencias ARE, una se encuentra en la region 3’ no codificante y la otra en
la zona codificante (134). Dichos motivos determinan que la vida media del ARN mensajero
(mRNA) de este proto-oncogén sea de aproximadamente 15 minutos. Se ha propuesto que
durante los momentos de maxima induccién del mRNA c-fos, la maquinaria responsable de la
eliminacion del mismo se satura y no es capaz de degradar todo el mMRNA presente. En esta
instancia la vida media del mismo se puede prolongar llegando hasta aproximadamente 90

minutos (6).

Regulacion de la vida media de c-Fos.

La proteina c-Fos es muy inestable. Se sabe que este factor de transcripcidén es degradado
por el proteasoma aunque la necesidad de ubiquitinacion directa de c-Fos aun no esta bien
establecida (7,8,269). El proto-oncogén c-Fos contiene tres dominios PEST, (PEST1, PEST2 y
PEST3) los cuales son regiones ricas en Prolina, Ac. Glutamico, Ac. Aspartico, Serina y Treonina
que serian dominios desestabilizantes de proteinas (252,257). Particularmente el dominio PEST3
que comprende los veinte aminoacidos del extremo carboxilo terminal de esta proteina seria el
dominio desestabilizante mas fuerte ya que cuando se deleciona la region PEST3, c-Fos es
dramaticamente estabilizada en células NIH y en células HelLa (226,310). Ademas existirian otros
factores determinantes de la estabilidad de la proteina ya que, por ejemplo, en células
asincronicas Balb/c 3T3 la degradacién de c-Fos estaria gobernada por el extremo carboxilo
terminal, PEST3, mientras que en las mismas células pero sincronizadas estaria actuando una
region del extremo amino terminal como factor desestabilizante. Fue hipotetizado que las
condiciones que inducen la expresion de c-Fos, determinan los elementos desestabilizantes que

tendran mayor relevancia en la degradacion de este factor de transcripcion(104).
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Ademas se ha descripto que otros elementos contribuyen a la degradacién de c-Fos, por
ejemplo se ha publicado que la formacién de dimeros Fos-Jun promueve su degradacion
(231,240).

Regulacion de la actividad de c-Fos. Modificaciones post traduccionales.

El factor de transcripcion c-Fos esta regulado finalmente a varios niveles; como
mencionamos previamente es regulado a nivel de la activacion transcripcional de su promotor, a
nivel de la estabilidad del mMRNA y a nivel de la estabilidad de la proteina. Ademas sus funciones
son también reguladas por modificaciones post traduccionales. Una de las mas estudiadas es la
fosforilacion, en parte debido a hallazgos previos que describen que la actividad como factor de
transcripcion de c-Jun es regulada por fosforilacion (151). Esto llevé a estudiar si c-Fos es también
fosforilado, y a investigar en que residuos y cuales son las enzimas involucradas en su
fosforilacion.

Uno de los primeros reportes en los que se estudié la fosforilacion de c-Fos, muestra que
esta proteina es fosforilada in vitro por PKA, PKC y p34cdc2 (2).

Se observo también, que la fosforilacién de c-Fos en sitios ubicados entre los ultimos 20
aminoacidos de c-Fos seria necesaria para que c-Fos pueda actuar como trans-represor de su
propia expresion (224). Luego se determind que c-Fos puede ser fosforilado in vitro en Serinas
362 por RSK'y en Serina 374 por MAPK (56).

También se observo que c-Fos es fosforilado por la quinasa MOS (una quinasa producto
del proto oncogén c-Mos) en Serina 362 y en Serina 374 y que esta fosforilacién lleva a la
estabilizacion de la proteina (226).

En 1994, Nel y colaboradores observaron que c-Fos es fosforilado por una quinasa de 65
KDa entre los residuos 359 y 370 en Linfocitos T y B (220), posteriormente en 1999 el mismo
grupo identificé a RSK como la quinasa de 65 KDa que fosforila a c-Fos en el la Serina 362 (294).

Varios reportes postulan que la fosforilacion de c-Fos en el extremo carboxilo terminal lleva
a aumento en su actividad como factor de transcripcion. Por ejemplo, la fosforilacion de c-Fos en
la Treonina 232 por una quinasa aun no caracterizada de aproximadamente 85 KDa llamada FRK
por “Fos Related Kinase” conlleva un aumento en la capacidad transcripcional de c-Fos (86).

En el afio 1996 se ha reportado que la fosforilacion del extremo carboxilo terminal de c-Fos
activa su capacidad transformante (58) y luego se encontré que este efecto seria dependiente de
la fosforilacion in vivo de las Serinas 362 y 374, por RSK y ERK1/2 respectivamente.

Ademas se ha estudiado que la fosforilacién de c-Fos en Serina 362 y Serina 374, permite
la posterior fosforilacion de las Treoninas 331 y 325 por ERK2 modulando la transformacion
inducida por c-Fos (217). Otro trabajo muestra la fosforilacién en el extremo carboxilo terminal de

c-Fos por ERK2 en las Treoninas 232, 325, 331 y en la Serina 374 en respuesta al factor de
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crecimiento derivado de plaquetas, PDGF, estas fosforilaciones aumentan la actividad
transcripcional de c-Fos y aumentan su capacidad transformante (211).

Otra MAPK, JNK, puede fosforilar a c-Fos en respuesta a H,O,, inhibiendo su degradacion
por el proteasoma (64). El factor de transcripcién c-Fos puede también ser fosforilado por ERK5 y
ensayos de actividad de genes reporteros muestran que lleva a un aumento en su capacidad
transcripcional (301).

Ademas c-Fos puede ser fosforilado en el extremo amino terminal en Tirosinas.
Particularmente la fosforilacién en las Tirosinas 10 y 30 esta involucrada en una funcion de c-Fos
no relacionada con su actividad como factor de transcripcion sino con su capacidad de asociarse a
las membranas del reticulo endoplasmatico activando la sintesis de fosfolipidos (242).

Todos estos estudios muestran que c-Fos es una proteina que puede ser fosforilada en
multiples residuos por distintas quinasas, probablemente en funcién del contexto celular que
induce su fosforilacion. Sin embargo, aun no se comprenden claramente los mecanismos que
llevan a la fosforilacion de c-Fos en respuesta a distintos estimulos ni cuales son las
consecuencias fisioldgicas de dichas fosforilaciones.

Existen otras modificaciones post traduccionales que se adicionan sobre c-Fos, aunque el
estudio de cada una de ellas es todavia mas limitado que el estudio de la fosforilacion. Por
ejemplo c-Fos puede ser isomerisado mediante la isoprolil isomerasa PIN1, una cis-trans
isomerasa que interacciona con proteinas fosforiladas en Serinas o Treoninas seguidas de Prolina
(pS/T-P) que puede unirse a c-Fos fosforilado en el extremo carboxilo terminal aumentando la
capacidad transcripcional de c-Fos en respuesta a PDGF (210). Otro tipo de modificaciones post
traduccionales observada, es la o-glicosilacion de c-Fos la cual fue determinada en nuestro
laboratorio con colaboracion del grupo de Dr. Julio Caramelo. También se ha estudiado que c-Fos
puede ser sumoilado in vivo y que esta sumoilacion lleva al la disminucion de la actividad de c-Fos
como factor de transcripcién (41). Y por ultimo se ha estudiado que c-Fos puede ser ubiquitinado
in vivo aunque esta ubiquitinacién no estaria relacionada con su degradacion (40) ya que no se

requiere que esté ubiquitinada para ser degradada por el proteasoma.

Rol de c-Fos en la transformacién celular.

Andlisis estructurales y funcionales revelaron que para que pueda actuar en transformacion
celular son necesarios los dominios de dimerizacién, de union al DNA y de transactivacion
(110,157,222,275,342).

Se han realizado numerosos estudios en los cuales se induce o se sobreexpresa c-Fos
para encontrar cual es el efecto fisioldgico resultante de la expresion de esta proteina. Se observé
que la acumulacion de c-Fos por encima de sus niveles fisioldgicos es suficiente para inducir

transformacion celular (208) y para inducir tumores de hueso en ratones transgénicos. La
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sobreexpresion de este factor de transcripcion (41,261) produce la transformacion de
condreoblastos y osteoblastos formando osteosarcomas (116), y establece a esos dos tipos
celulares como blancos de la tumorigénesis inducida por c-Fos.

En los osteosarcomas inducidos por c-Fos se observan niveles elevados de ciclina D1
sugiriendo que contribuye a la regulacion de genes responsables de la progresién del ciclo celular
in vivo (291). Ademas se ha observado que en lineas celulares de osteoblastos que expresan c-
Fos de manera inducible, se acelera la proliferacion celular y aumentan los niveles de expresion
de ciclina E y ciclina A en funcién de la expresion de c-Fos (292).

El impedimento de la expresion de este gen de respuesta temprana utilizando un
antisentido inducible de c-fos inhibe la progresion del ciclo celular en fibroblastos de ratén e inhibe
la formacion de tumores de mama en ratones “nude” (23,49,144). En la misma linea de resultados
la microinyeccion de anticuerpos anti c-Fos perjudica la entrada en el ciclo celular estimulada por
suero (175). Ademas c-Fos coopera con c-Jun en la transformacion de fibroblastos de raton (276)
y se requiere para la formacion de tumores de piel (267).

También se ha estudiado que c-Fos aumenta la expresion de genes relacionados con
invasién celular y angiogénesis como metaloproteasas y colagenasas (MMP-1, MMP-9, MMP-13,
colagenasa tipo | y colagenasa tipo V) (13,17,31,183), sugiriendo para esta proteina un fuerte rol
en la invasividad de tumores (146). Consistentemente, la sobreexpresion de c-Fos promueve el
crecimiento invasivo de células sobre geles de colageno (253).

Sin embargo, otros reportes muestran que Stem cells y fibroblastos que no expresan c-Fos
pueden proliferar normalmente en cultivo (49) o que se necesita microinyectar un conjunto de
anticuerpos anti cada uno de los miembros de la familia c-Fos juntos para que se pueda detener la

progresion del ciclo celular (175).

Rol de c-Fos en Apopftosis.

Diversos estudios postulan a c-Fos como un agente pro-apoptotico. Por ejemplo, se ha
observado que se induce la expresiéon de c-Fos en la involucidn del tejido mamario y durante la
regresion de la prostata inducida por castracion (51,202). Otros trabajos muestran que la
expresion ectopica de c-Fos induce la muerte celular de linfocitos B inmaduros y en una linea
celular mieloide (147).

Sin embargo, la apoptosis ocurre normalmente en células del sistema nervioso de ratones
neonatos deficientes de c-Fos, y en el timo y ovarios de ratones adultos c-fos -/-(256).

Algunos reportes que postulan a c-Fos como anti-apoptético muestran por ejemplo que la
expresion de c-Fos correlaciona negativamente con muerte neuronal en hipocampo (347). Otro
grupo observa que timocitos c-Fos -/- son hipersensibles a la apoptosis inducida por agentes
diversos (154).
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La transcripcién de c-Fos es inducida por UV y ademas se ha observado que el mRNA de
c-fos es estabilizado en respuesta a luz UV (36). La ausencia de c-Fos (fibroblastos c-Fos -/-) en
células expuestas a agentes que danan el DNA muestra que estas células son hipersensibles a la
apoptosis y a danos en el DNA, proponiendo nuevamente a c-Fos como una agente anti-

apoptotico (164).

Las controversias del rol de c-Fos tanto en apoptosis como en transformaciéon celular
podrian explicarse teniendo en cuenta los multiples mecanismos que regulan su funcion, los
diferentes contextos celulares en los que se estudia a c-Fos y la variedad de heterodimeros en los
que puede formar parte, regulando de esa manera la expresion de grupos de genes diferentes que

determinen el destino final de la célula.

En resumen:

- -c-Fos Forma parte de AP-1 :
-La expresion de c-Fos es regulada a multiples niveles que incluyen la activacion del promotor, la
estabilidad del mensajero y la estabilidad de la proteina.
-c-Fos es una proteina que se hiperfosforila en respuesta a una amplia variedad de estimulos y
que también puede sufrir otras modificaciones post-traduccionales como isomerizacion,
%sumoilacién, etc. Todas las modificaciones post traduccionales estudiadas le confieren a la
proteina diferentes propiedades que tienen una implicancia directa en su actividad.
: -La actividad de c-Fos también esta regulada a nivel de la dimerizacién con otros factores de |
transcripcion. Si bien la heterodimerizacion c-Fos/c-Jun es la mas estudiada puede dimerizar con
otros miembros de la familia de factores de transcripcion Jun e inclusive con otros factores de
transcripcién como CREB.
-c-Fos estas relacionada con transformaciéon celular, con proliferacion y en cierfos casos con

efectos anti o pro-apoptdticos.

Otros componentes de la familia Fos.

Fra

Utilizando anticuerpos anti-Fos se identificaron entre los polipéptidos de AP-1 purificados
por cromatografia de afinidad, otras proteinas diferentes a c-Fos. Dado su parentesco a nivel

antigénico, estas fueron bautizadas Fra (por “Fos Related Antigens”) (61) Fra-1 y Fra-2, que son
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inducidas en circunstancias similares a las que inducen c-Fos. Como es logico de esperar a partir
de los datos de reactividad inmunolégica cruzada, todas ellas presentan numerosas regiones de
homologia pero carecen del dominio de transactivacion. Sin embargo la sobreexpresion de Fraly
Fra2 en ratones transgénicos lleva a la formaciéon de tumores de pulmén y epiteliales
respectivamente, y a un aumento de la masa ésea en estos ratones (160). Se postula que la
dimerizacion con un miembro de la familia Jun con su dominio de transactivacion intacto es
suficiente para que el dimero pueda activar su capacidad transcripcional sobre promotores que
unen AP-1. Los ratones “Knock out” para Fra1 son letales en el estado embrionario E 9.5 y los
“‘Knock out” para Fra2 son letales al nacimiento, afectdndose la placenta y tejidos

extraembrionarios en el caso de Fra1 y hueso, corazén y estdmago en el caso de Fra2 (94).

Fos B

Por medio de un rastreo de ADN copia (cDNAs) a baja rigurosidad utilizando como sonda
un fragmento de c-fos, Zerial y colaboradores (346) identificaron un nuevo miembro de la familia
de genes relacionados con fos. Este gen llamado fosB, codifica para una proteina que presenta un
70 % de homologia con c-Fos y Fra1 cuyo mensajero se induce fuertemente tras la activacion de
la proliferacién de células estacionarias en cultivo. La existencia de una zona de clara divergencia
con la secuencia de c-Fos permite anticipar que FosB posee caracteristicas Unicas que la
diferenciarian funcionalmente de los otros miembros de la familia Fos. Ademas por “splicing”
alternativo se puede expresar una variante llamada AFosB con caracteristicas propias. A pesar de
tener una alto potencial oncogénico in vitro la sobrexpresion de FosB en ratones transgénicos no

conlleva al desarrollo de tumores (116).

Proteinas de la familia JUN.

c-Jun

Como mencionamos previamente el oncogén v-jun fue descubierto como parte del genoma
del virus del sarcoma aviar 17 el cual fue encontrado en un sarcoma espontaneo de pollo adulto.

Su homologo en mamiferos, c-Jun, contiene en su secuencia aminoacidica varias zonas
caracteristicas. Desde el extremo amino-terminal hasta el extremo carboxi-terminal existen en este
orden: una zona o dominio de transactivacion, un dominio de union al ADN y un dominio de
dimerizacion (Esquema en la figura 1.1.).

La proteina c-Jun es fosforilada en 5 sitios principalmente (151). Dos de esos sitios estan
situados en el extremo amino-terminal y corresponden a las serinas 63 y 73. A principios de la
década del ‘90 fue postulado que las MAPKs dependientes de Ras (ERK1/2) serian responsables

de estas fosforilaciones. Sin embargo, una serie de elegantes estudios permitieron descubrir y
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caracterizar a JNK como la quinasa que fosforilaba a c-Jun. La zona de c-Jun ubicada
inmediatamente hacia el extremo amino terminal de las Serinas 63 y 73 es necesaria para la unién
con la proteina quinasa JNK, la cual cuando es activada por los componentes de su cascada de
transduccion fosforila dichas Serinas liberando un factor transcripcional c-Jun activo.

Otros tres sitios de fosforilacion, estan localizados en el dominio de unidon a ADN y son
Treonina-231, Serina-243 y Serina-249. Estos sitios son desfosforilados por expresién de varios
oncogenes aumentando la actividad de union al ADN de c-Jun. La fosforilacién en estos tres sitios
presenta un efecto negativo o inhibitorio sobre la actividad transcripcional.

El factor de transcripcién c-Jun puede homodimerizarse, dimerizarse con miembros de su
propia familia o heterodimerizarse con miembros de la familia Fos u otros factores de transcripcion
como CREB. La regulacién de su actividad es ampliamente estudiada. Al igual que sucede con c-
Fos, la actividad de c-Jun esta relacionada con formacion de tumores y con apoptosis
dependiendo del contexto celular (137). Los ratones “knock out” para c-Jun son letales en el
periodos embrionario E 12.5, afectdandose principalmente el desarrollo del higado, corazén y
cresta neural (94).

Jun B y Jun D.

Preparaciones de AP-1 realizadas por cromatografia de afinidad contienen numerosos
polipéptidos en el rango de peso molecular de 35 a 50 KDa. Ademas de las que ya hemos
mencionado, otras proteinas han sido identificadas en esas preparaciones, tal es el caso de los
componentes de la familia multigénica de c-Jun llamados JunB y JunD de 42 y 43 kDa
respectivamente (262,263). Estas dos proteinas comparten entre si y con c-Jun regiones de
homologia en el extremo carboxilo terminal (dominio de unién al ADN y dominio de formacion del
cierre de leucinas) y en el extremo amino terminal (dominio de activacién génica). Se ha
comprobado que todas las proteinas Jun pueden formar homo y heterodimeros.

Los ARN mensajeros que codifican para estas tres proteinas estan presentes en una gran
variedad de tejidos de raton y en diferentes lineas celulares. Al contrario de lo que ocurre con la
transcripcion de c-jun y de junB que son fuertemente estimulados por tratamiento con suero o con
TPA de fibroblastos NIH3T3 en reposo, la transcripcion de junD no es estimulada
significativamente es esas condiciones y sus niveles de expresion son mas bien altos y
constantes. De ese modo junD parece estar regulado en forma diferente de los otros dos genes.
También existe una notable diferencia en la distribucion en tejidos de los ARN mensajeros de junD
con respecto a los de c-jun y junB. Todo esto sugiere que cada uno de estos productos génicos
relacionados a Jun podrian tener un rol diferencial en el control de la actividad génica y en el
crecimiento de los organismos (332).

Tanto c-Jun como JunB y JunD muestran similares especificidades de unién al ADN.
También presentan similitud en su capacidad de interactuar con Fos. Los sitios de ADN que
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reconocen AP-1 (TRE) son también reconocidos por dimeros de JunB y JunD, pero mientras que
c-Jun es un eficiente inductor de la actividad transcripcional, JunB y JunD no parecen serlo (87).
Por el contrario, un exceso de cuatro veces JunB sobre c-Jun inhibe la transactivacion de genes
reporteros bajo el control de elementos TRE. Este efecto se debe a la sustitucion de cuatro
residuos aminoacidicos clave en los dominios de unién al ADN y de dimerizacion. Cuando por
mutagénesis puntual, esos aminoacidos en Jun B son reemplazados por los correspondientes en
c-Jun, el Jun B mutante que resulta de dicha manipulacion se convierte en un fuerte
transactivador. Aun asi, se ha reportado que la forma salvaje de JunB podria actuar como
activador en ciertas condiciones particulares, como es el caso en los que en un promotor hay
varios sitios AP- 1 juntos ubicados en tandem (137). Los ratones “Knock out” para JunB son
letales en el estado embrionario E10 y se ven principalmente afectados los &rganos
extraembrionarios como la placenta (94).

La proteina JunD regula negativamente la proliferacion celular y su rol anti-oncogénico esta
bien establecido (236), sin embargo, ratones “knock out” para JunD son viables y no desarrollan
tumores espontaneamente (302). Por otra parte los ratones “Knock out” para JunD machos son
infértiles (94).

MAPKs

Que son las MAPKs?:

Se conocen como cascadas de proteinas quinasas a los eventos secuenciales de
fosforilacion en los cuales una serie de proteinas quinasas fosforila y regula la actividad de la
siguiente.

Un ejemplo clasico de este fendmeno esta dado por la cascada de proteinas quinasas
activada por mitégenos (“Mitogen Activated Protein Kinases” o MAPKSs), la cual es activada como
respuesta celular a una gran variedad de estimulos. Filogenéticamente las MAPKs pertenecen al
grupo de proteinas quinasas CMGC (“Coeliac Mesenteric Ganglion Complex”), que también
incluye a las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), a las quinasas de la familia de Glicégeno
sintetasa y a las quinasas CDKs-“Like” (166,196). Las MAPKs son enzimas ubicuas que se
encuentran muy conservadas en Hongos, Plantas y animales. Cada MAPK encontrada posee con
ERK1 (la primera MAPK descubierta), aproximadamente un 40% de identidad en la secuencia
aminoacidica del dominio con actividad quinasa.

Definimos a las MAPKs como proteinas quinasas que son activadas por fosforilacion dual
de los aminoacidos Treonina y Tirosina, los cuales se encuentran separados por un residuo,
conformando el motivo TXY, donde la letra X puede representar varios aminoacidos distintos. La

identidad del aminoacido presente en la posicion indicada por "X" define a las distintas subfamilias
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de MAPKSs. Actualmente estan siendo descriptas un niumero creciente de enzimas relacionadas y
estas presentan, al menos, tres tipos distintos de aminoacidos entre Treonina y Tirosina, lo cual
implica que, por lo conocido hasta el momento, se pueden definir tres subgrupos o subfamilias
(subfamilia ERK, subfamilia p38 y subfamilia JNK) (figura 1.4.).

No obstante, no todas las MAPKs son reguladas de esta manera, ya que este motivo TXY
esta ausente en ERK3 y en ERK4 en donde una Glicina o un acido Glutamico reemplaza a la
Tirosina. ERK7 contiene el motivo TXY, que no seria fosforilado por una MAPKK, sino por

autofosforilacion (68).

TEY
Cascada ERK: ERK1/2 THR-GLU-TYR T-E-Y
Cascada JNK: JNK1/2/3 183-185 THR-PRO-TYR T-P-Y
&
Cascada p38: p38a/Bly/d (180-182) THR-GLY-TYR T-G-Y

Figura 1.4.:

Sitios consenso de fosforilacion por MAPKKs (quinasas de fosforilacion dual) sobre
MAPKs. Se indican las tres cascadas mas estudiadas de MAPKSs, junto con los miembros mas
representativos de cada una. Las MAPKs son reguladas por la fosforilacion dual de residuos
freonina y tirosina en los aminoacidos que se muestran en blanco en los esquemas. La
pertenencia a una dada familia de MAPKs es determinada por el residuo que se encuentra entre
los sitios de fosforilacion.

Las MAPKSs son de localizacion predominantemente citoplasmatica en células quiescentes.
Sin embargo activacion de las células con suero resulta en un aumento considerable de la
cantidad de enzima presente en el nucleo. Las MAPKs pueden traslocar la membrana nuclear y
esa traslocacion estaria relacionada con su estado de activacién (167). De hecho, algunos autores
muestran como indice inequivoco de activacién la presencia de una mayor cantidad de enzima
localizada en el nucleo. Esta caracteristica es compatible con el hecho de que la mayoria de los
sustratos de MAPKSs son proteinas que se unen en forma directa al ADN y regulan la sintesis de

ARN mensajeros (factores de transcripcién).
Cascadas de activacion de MAPKs.
En mamiferos se conocen 14 genes para MAPKs y 7 vias de sefalizacién (68).

Las cascadas que involucran MAPKs estan clasicamente organizadas en pasos

secuenciales que involucran distintas proteinas quinasas. La primera quinasa que debe activarse
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para iniciar la cascada es la MAPKKK (MAP quinasa quinasa quinasa, o sea, una quinasa que
fosforila a la quinasa de la MAPK), luego una MAPKK (MAP quinasa quinasa, una quinasa que
fosforila a la MAPK) y por ultimo la MAPK propiamente dicha. Una vez activadas por fosforilacion,
las MAPKs puede fosforilar a una gran variedad de sustratos presentes en diferentes
compartimentos intracelulares.

Se postula que la diferencia en el aminoacido que define las subfamilias seria importante
en el reconocimiento de la MAPK por su MAPKK activadora, dando especificidad a las vias de
activacion.

Las MAPKs han sido llamadas frecuentemente "enzimas dirigidas por prolina" dado que
fosforilan Serinas o Treoninas presentes en motivos Ser-Pro o Thr-Pro (277). Estos pares pueden
estar dentro de una mas compleja secuencia consenso que es ampliamente aceptada como la
secuencia de reconocimiento para sus sustratos [(Pro/residuo no polar)-Leu-(Ser/Thr)-Pro]. La
figura 1.5. muestra una lista de sustratos para miembros de distintas MAPKs junto con sus
secuencias de fosforilacion consenso.

Cada subgrupo presenta una especificidad de sustrato restricta, sin embargo, tanto
proteinas del nucleo como del citoplasma son blanco de la accién de las MAPKs. Como ejemplo
se pueden mencionar: factores de transcripcion, enzimas metabdlicas, proteinas del citoesqueleto,

reguladores del ciclo celular, y también, otras quinasas.

ELK-1 PRO-ARG-SER-PRO
Nucleo c-Jun PRO-LEU-SER-PRO
c-MYC PRO-LEU-SER-PRO
Superficie Celular | EGF-T PRO-LEU-THR-PRO
PLA-2 PRO-LEU-THR-PRO
Quinasas MAPKAP2 PRO-GLN-THR-PRO

Figura L.5.:

Secuencias consenso de reconocimiento y fosforilacion por proteinas quinasas.

Se incluyen una variedad de sustratos para las distintas MAP quinasas indicando si son proteinas
nucleares, de membrana o quinasas solubles y se detalla la secuencia aminoacidica que rodea a
la Serina o Treonina blanco.
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Comienzo de la activacion.

La manera clasica en que se inicia la activaciéon de las vias de MAPKs es a través de la
activacion de distintos tipos de receptores, por ejemplo, receptores acoplados a proteinas G o
receptores del tipo Tirosina quinasa.

Los receptores Tirosina quinasa, experimentan una secuencia de activacion que incluye
cambios conformacionales y fosforilaciones (autofosforilaciones) de residuos de Tirosina
localizados en la porcién citoplasmatica del receptor. Esto da como resultado la activacion de la
actividad Tirosina quinasa del receptor, que ahora es capaz de fosforilar proteinas citoplasmaticas
que pueden transmitir la sefal en el interior de la célula (204). Las proteinas fosforiladas por el
receptor pueden ser de dos tipos: proteinas adaptadoras que pueden reclutar a otras proteinas
transductoras, o bien factores o enzimas directamente transductores/as que tras unirse al receptor
son fosforilados por éste, pasando de un estado inactivo a otro activo como las proteinas G
pequenas (Ras, Rac, Rho, cdc42) que luego llevan a la activacion de las MAPKKKSs.

Inclusive sefales ambientales como luz UV o H,O, podrian actuar activando esta clase de
receptores. Por ejemplo, Huang y colaboradores muestran la activacion del receptor de EGF
(“Epidermal Growth Factor Receptor”) por UV y por H,O,, y sugieren que la formacion de radicales
libres de oxigeno que se produce en la célula como consecuencia de estos estimulos seria el
factor activador del EGFR (150) en estos casos.

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) constituyen una gran superfamilia de
proteinas que actuan como transductores de senales a través de la membrana celular: en el
exterior reciben un ligando (o un foton), y en el interior celular activan proteinas G
heterotriméricas. El receptor presenta una estructura caracteristica con siete pasos de membrana,
su extremo amino terminal proyectado hacia el exterior y su extremo carboxilo terminal hacia el
lado citoplasmico en donde se acopla una proteina G heterotrimérica. Estas, compuestas por las
subunidades o, B y y se encuentran acopladas al receptor cargadas con GDP mediante la
subunidad a del complejo. Cuando el receptor se activa, la subunidad o intercambia el GDP por
GTP y el complejo se disocia en la subunidad a y el dimero B—y. Tanto la subunidad o como la B—y
pueden activar vias de senalizacion pero el camino clasico o mas estudiado es el que involucra la
activacion a través de la subunidad a (113).

De esta manera, estos receptores controlan la actividad de las distintas MAPKs llevando a
la activacién de la MAPKKK que as su vez activa a la MAPKK y esta a la MAPK (119,201).

Un ejemplo de receptores acoplados a proteinas G efectoras es el receptor muscarinico
M1. Este receptor se ha utilizado como modelo en el estudio de senales proliferativas activadas

por receptores acoplados a proteinas G (120) ya que induce la transformacién celular cuando es

30



Introduccion

estimulado con el agonista Carbacol. Se ha observado que la activacion de M1 induce la
activacion de JNK actuando a través de las proteinas G pequefias Rac y Ras (67).

Suele ocurrir que un mismo estimulo active varias vias de senalizacion por MAPKs. El
destino celular final seria el resultado del balance de la activaciéon de las diferentes vias. En la

figura |.6. se esquematizan las cascadas clasicas de MAPKs.
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Figura 1.6.:

Cascadas de MAPKs. 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.

Apagado de las vias de senalizacion.

El apagado de la sefial se debe, al menos en parte, a la accion de fosfatasas sobre las

quinasas intervinientes (228). Las enzimas de las cascadas que involucran MAPKs (MAPKKK,
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MAPKK y MAPK) se activan por fosforilacién y es por ello que diversas fosfatasas tienen un rol
fundamental en la regulacion de la actividad de estas quinasas.

Participan en la desfosforilacién de las MAPKSs las fosfatasas de especificidad dual, DSP
(“dual specificity phosphatases”), que defosforilan tanto a las Tirosinas como a las Treoninas del
sitio de activacion. Las fosfatasas duales que actian sobre MAPKs se llaman MKPs, por “MAPK

Phosphatases”.

Un poco de historia.

A comienzos de los afos noventa se dedicé un gran esfuerzo al estudio de varios
oncogenes tal como la Tirosina quinasa v-Src, la Serina-Treonina quinasa como v-Raf y la
pequeina proteina G (que une GTP) codificada por el oncogén v-ras. En conjunto, estos estudios
permitieron determinar la gran importancia del proceso por el cual los receptores para factores de
crecimiento de tipo Tirosina quinasa transmiten sefiales hacia el interior de la célula.

Por autofosforilacion de residuos de Tirosina en el receptor mismo, se promueve la unién
de proteinas adaptadoras con sitios de uniéon a fosfo-Tirosina, SH2 (Src “Homology” 2). Una de
estas proteinas (Grb2) es capaz de unirse a través de su dominio SH2 al receptor fosforilado y por
medio de sus dominios SH3 (Src “Homology” 3) a la proteina SOS, quien es a su vez un
intercambiador de nucledétidos para Ras. Esta union produce una aceleracion del intercambio de
GDP por GTP, lo cual resulta en una proteina Ras (Ras-GTP) activada, la cual es capaz de
transducir la sefial a sus moléculas efectoras (60).

Durante la busqueda inicial de proteinas quinasas que fueran activadas por factores de
crecimiento que estimulan receptores del tipo Tirosina quinasa, Cobb y colaboradores (62,63)
encontraron una nueva proteina quinasa de 42 KDa activada por Insulina, a la que llamaron
ERK1, Extracellular Regulated Kinase 1 o p42MAPK. Luego otros grupos observaron que requiere
de la fosforilacion dual en Treonina y Tirosina para su completa activacion (251,258) y que una
vez activada fosforila residuos Serina o Treonina. En los afos siguientes lograron clonar y
caracterizar otras dos ERKs activadas por factores de crecimiento, ERK2 y ERK3, describiendo
que estas quinasas podrian servir de intermediarias entre la activacién de receptores y la
fosforilacion en Serinas y Treoninas de ciertas proteinas intracelulares (43).

Las quinasas ERK1y ERK2 han sido ampliamente estudiadas y se encontr6 que su funcién
es importante en proliferacion celular, supervivencia, diferenciacién, etc (97,98).

En pocos anos, otras MAPKs fueron rapidamente identificadas, se clonaron las MAPKs de
la subfamilia de SAPKs (“Stress activated proteina Kinases”) como JNK 'y p38 MAPKs (88,124).

Ademas han sido clonadas y estudiadas otras MAPKs como ERK 5, 7, 8; y los otros
miembros de la familia de p38 (p38p, p38y, p383). En algunos reportes a las p38y y p386 se las
llama ERK6 y SAPK4 respectivamente.
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Una gran variedad de trabajos se han enfocado al estudio de las caracteristicas
estructurales de las MAPKs y se han cristalizado ERK1/2, p38 y JNK (188). Estos estudios
mostraron que estructuralmente estas enzimas estan compuestas por dos dominios, un dominio
amino terminal compuesto por laminas B y dos hélices a y un dominio carboxilo terminal con
varias hélices, cuatro hojas  cortas y varios residuos involucrados en la catalisis (312). El sitio
catalitico, en donde se une el ATP y dos iones de Magnesio, esta ubicado entre el carboxilo y el
amino terminal. Lo que distingue a las MAPKs de otras quinasas es una insercion de
aproximadamente 50 aminoacidos “the MAPK insertion” en el extremo carboxilo terminal de la

proteina (60).

Proteinas de andamiaje.

La eficiencia y especificidad de cada via de MAPKs esta dada entre otras cosas por
proteinas que logran reunir los diferentes médulos de MAPKKK-MAPKK-MAPK. Reciben el
nombre de proteinas “scaffold” o de andamiaje y fueron descriptas por primera vez en levaduras
(214).

Las proteinas de andamiaje organizan a la cascada y permiten que los distintos
componentes se encuentren e interaccionen, formando un moddulo funcional. Por ejemplo, la
fosforilacion dual de ERK por MEK (su MAPKK) no se realiza en solucidon pero si en presencia de
su proteina de andamiaje (172).

Se conocen diferentes tipos de proteinas de andamiaje. El ejemplo mas conocido es el de
Steb, la proteina de andamiaje que en levaduras permite la interaccion de Fus3 (homdlogo de
ERK) con Ste7 (homodlogo de MEK) permitiendo que funcione la cascada que involucra a Ste11
(MAPKKK), Ste 7 (MKK) y Fus3 (MAPK) (Figura I.7.).

En el caso de Hog1 (homologo de p38 en levaduras) no participa una de andamiaje
propiamente dicha, sino que el activador rio arriba de Hog1 funciona como tal, en donde ademas
de permitir la interaccién con p38 y fosforilarlo, sirve de plataforma para su propia quinasa
activadora, Ste11 (Figura 1.7.). Esto ejemplifica como una misma MAPKKK, Ste11, puede activar
distintas MAPKs en funcién de cual sea la proteina de andamiaje a la que se une.

Otro ejemplo conocido es el que involucra al factor de transcripcion de levaduras Ste12,
que es activado por las quinasas Fus3 y Kss1, que activa diferentes grupos de genes

dependiendo del estimulo y de que quinasa lo activa (345).
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Figura I.7.:

Proteinas de andamiaje.

Esquema que muestra como las proteinas intervinientes en las cascadas de MAPKs pueden
activarse por fosforilacién al anclarse a las proteinas de andamiaje correspondiente. De izquierda
a derecha: esquema general, esquema que muestra la via de ERK1/2 en Levaduras y por ultimo
la via de p38 en Levaduras.

ERK1/2

Durante la busqueda inicial de moléculas mediadoras de la respuesta mitogénica a
factores de crecimiento se identific6 una proteina fosforilada en Tirosina de 42 Kd (62,63). 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.
Estas enzimas de levaduras actian en el ultimo paso de una cascada de quinasas (43,44) que
participan en la respuesta de maduracion inducida por feromonas (136). Las versiones de
mamiferos, p44MAPK y p42MAPK, también conocidas como ERK1 (“Extracellular Regulated
Kinase” 1) y ERK2 respectivamente, son componentes centrales de los caminos de proliferacion,

se expresan en todos los tejidos estudiados y comparten un 83% de identidad.
Activacion de ERK1/2.
Como mencionamos previamente, distintos receptores de membrana como los receptores

de factores de crecimiento de la clase Tirosina quinasa o los receptores acoplados a proteinas G

son capaces de activar MAPKs. Cuando los ligandos se unen a sus receptores especificos se
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desencadenan eventos de activacion secuencial de proteinas quinasas que llevan a la activacion
de MAPKSs.

Las quinasas ERK1 y ERK2 son activadas por la fosforilacion dual de los residuos
Treonina 183 y la Tirosina 185 por la MAPKK MEK1 o MEK2 que a su vez se activa por la MAPKK
Raf en respuesta a factores de crecimiento, suero, etc.

La primera cascada en ser caracterizada desde la membrana celular a la MAPK involucra:
al receptor para factores de crecimiento activado, a Ras y la via de sefalizacion Raf-MEK-Erk,
junto con las proteinas scaffold o de andamiaje que permiten que se complete la cascada. El
ejemplo mas estudiado de activacion de ERK2 por receptores de tipo Tirosina quinasa es el que
involucra al receptor de EGF (EGFR). Cuando el EGF se une a su receptor produce la
fosforilacion de diversas moléculas, incluidas el mismo receptor (314). Esta auto-fosforilacion,
sirve como sitio de anclaje para proteinas adaptadoras que incluyen, entre otras, a Grb2 (274).
Por lo tanto, la activacion del EGFR, permite la unién de Grb2, lo que resulta en el reclutamiento
de la proteina SOS (“Son of Sevenless”). Esta proteina estimula el intercambio de GDP por GTP
en la pequena proteina Ras (una pequenfia proteina G que une GTP) (92). Ras unido a GTP inicia
la cascada de proteinas quinasas que incluyen, secuencialmente, a la MAPK quinasa quinasa
(MAPKKK) “Raf”, que fosforila y activa a la MAPK quinasa (MAPKK) “MEK?”, que a su vez fosforila
y activa a la MAPK, “ERK1/2” (233,270,316). La MAPK luego fosforila y regula la actividad de
distintas enzimas y de proteinas nucleares que finalmente regulan la expresion de genes
esenciales para la proliferacion celular (79).

Las enzimas MAPKKK y MAPKK se encuentran en el citoplasma y ERK transloca al nucleo
después de ser activada. De esta manera se completa el circuito capaz de transducir mensajes

desde la membrana plasmatica hasta factores nucleares que activan la transcripcién génica.

Regulacion por fosfatasas.

La desfosforilacion de la fosfo-Tirosina o de la fosfo-Treonina del sitio de activacion de
ERK1/2 causa el decaimiento de su actividad. La MAPK fosfatasa, MKP3 defosforila a ERK2 (348)
tanto en la Treonina como en la Tirosina del sitio de activacion de ERK2. Ademas actuan
desfosforilando a ERK1/2 las MKS-X y MKP-4 (228). Se postula que las mismas vias que actuan
activando a ERK1/2 inducirian la expresion de estas fosfatasas (93,287)

Otro importante regulador de ERK1/2 es la fosfatasa PP2A (“Protein phosphatase” 2A),
pero en este caso actua de manera activadora, ya que desfosforila sitios inhibitorios de la

MAPKKK Raf, permitiendo de esta manera que se active la via (91).

35



Introduccion

Inhibidores quimicos de la via ERK1/2.

Actualmente se utilizan varios inhibidores para esta via como por ejemplo el U0126 o el
PD98059 (12,101). Son inhibidores no competitivos, es decir que no compiten por el sitio de union
de ATP. Estos inhibidores actuan sobre MEK1. Se cree que se unirian a MEK1 y estabilizarian las
conformaciones que no son activas impidiendo que esta quinasa fosforile, y por lo tanto active, a
ERK1 y a ERK2. Por lo tanto no permiten discriminar cuales son los efectos de estas dos quinasas

en los estudios en que se utilizan.

Ratones “Knock outs” para ERK1/2.

Los ratones “Knock out” para ERK1, ERK1-/-, resultaron viables, fértiles y de tamafio
normal, aunque tienen defectos en el desarrollo de los timocitos (229). La ausencia de expresion
de ERK1 afectaria también la formacion de adipocitos ya que los ratones “Knock out” tienen
disminuidos los niveles de estas células y no aumentan de peso a pesar de ser alimentados con
dietas ricas en grasas (42). Otros grupos observaron que los ratones ERK1-/- tienen capacidades
de aprendizaje mejoradas y mayor memoria de largo término que los ratones salvajes (203), se
hipoteiza que estas “mejoras” se deberian a un aumento en la actividad de ERK2 y a la falta de
inhibicion de ERK2 por ERK1 que se piensa podria ocurrir en los ratones salvajes.

Los ratones “Knock out” para ERK2, ERK2-/-, mueren en estado embrionario al dia E6.5.
(264), y no pueden ser rescatados por la activacién de ERK1, por lo tanto si bien ERK1 y ERK2
son generalmente estudiadas en conjunto y hay pocos reportes en donde se logra demostrar que
cada una tiene funciones especificas, los estudios en ratones Knock outs sugieren que cada una

de estas enzimas cumplirian roles diferentes.

Efectos de Ia activacion de ERK1/2.

Las vias de transduccion de sefiales que involucran a ERK1/2 estan implicadas en
multiples procesos fisioldgicos como proliferacion celular, diferenciacion y supervivencia celular.
Las quinasas ERK1/2 fosforilan una variedad de sustratos que incluyen quinasas, receptores,
proteinas del citoesqueleto y factores de transcripcion (234,341).

Algunos factores de transcripcion fosforilados por ERK1/2 son c-Myc, c-Fos y p62/TCF
(312). Este ultimo es uno de los principales componentes que se une al elemento de respuesta a
suero (SRE) en el promotor de c-fos, y de esta manera se puede activar la transcripcion de este

gen.
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La influencia de ERK1/2 sobre el metabolismo celular se evidencia por ejemplo, en la
capacidad de ERK1/2 de fosforilar a la proteina reguladora de la traduccién llamada PHAS-1, de
esta manera PHAS-1 se libera del CAP del RNA mensajero y asi se puede traducir (21).

También se ha observado que componentes del citoesqueleto, como la proteina asociada
a microtubulos MAP-2, son susceptibles a la fosforilacién por MAPKs. Se especula con que estas
enzimas contribuyen a regular la dinamica de los microtibulos. En particular este fendmeno se
hace evidente durante el rearreglo de la red microtubular que ocurre en la transiciéon entre las
fases G2 y M del ciclo celular (277).

La activacion de ERK1/2 induce senales proliferativas que contribuyen tanto al crecimiento
celular normal como al canceroso (70,197). Su actividad enzimatica crece con la estimulacion de
mitdgenos y el impedimento de su funcion previene la proliferacion celular en respuesta a diversos
factores de crecimiento (230). Consistente con esto, es el hecho de que moléculas que activan la
via de ERK1/2 como por ejemplo Ras, se encuentran generalmente mutadas en distintos tipos de
cancer (145) y que la activacién constitutiva de moléculas que actuan rio arriba de éstas es
suficiente para producir tumorigénesis (197,274).

La via de ERK1/2 ha emergido como un regulador central de la proliferacion celular
controlando la progresion del ciclo celular y actualmente se sigue realizando una amplia variedad

de estudios para entender los mecanismos de accion de esta via de senalizacion.

JNK

Las proteinas de la familia JNK son proteinas quinasas activadas principalmente por estrés
y citoquinas (80). Distintos grupos clonaron a las proteinas quinasas llamadas actualmente JNKs
(c-Jun NH2-terminal “Kinase”) (88,138,181,182). Las proteinas JNKs son codificadas por tres
genes. Los genes Jnk1 y Jnk2 son expresados en todos los tejidos. En contraste, el gen Jnk3,
tiene un patrén de expresidén muy restringido a cerebro, pero también a corazén y testiculos. Estos
genes pueden sufrir “splicing” alternativo para generar las 10 isoformas conocidas de JNK (118).
Los transcriptos derivados de estos tres genes codifican proteinas que incluyen o no una
extension en el carboxilo terminal para crear isoformas que van de 46 a 55 Kd. Una segunda
forma de "splicing" es restringido a los genes Jnk1 y 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 (118).

En el afio 1991, se demostro 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) (246). Como ambas

serinas de c-Jun, poseian una Prolina, a continuacién se buscaron 2 proteinas quinasas, cuya
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fosforilacion fuese dirigida por prolinas: las candidatas eran las proteinas JNK recientemente
aislada (88,138) y p42/p44 (ERK2/ERK1). Estas MAPKSs fueron capaces de fosforilar a c-Jun, pero
fue JNK, la MAPK que mayormente fosforilaba a este factor de transcripcion. Esta fosforilacion se
produce en la regién amino terminal de c-Jun, que corresponde al dominio de trans-activacién, y

por ello la fosforilacién induce la activacién de c-Jun (246).

La fosforilacién de c-Jun en los sitios que son fosforilados por JNK causa un incremento en
la actividad transcripcional (246,286). Ademas, se encontré que JNK es capaz de fosforilar a otras
proteinas de la familia AP1, incluidas JunB, JunD y ATF2 (153). En cada caso la fosforilacién
corresponde a motivos Ser/Thr-Pro presentes en los dominios de activacion de los factores de

transcripcion.

En el afio 1994, se descubre la proteina SEK1 ( SAPK/ERK kinase-1), una MAPKK que
resulté ser especifica para JNK (79). Junto al descubrimiento de que SEK1 se demuestra que
MEKK1 es una MAPKKK que fosforila SEK1, constituyendo MEKK, SEK1 y JNK una cascada de
fosforilacion analoga a la de Raf, MEK y ERK1/2.

Activacion de JNK.

Las proteinas JNKs, son activadas por la fosforilacion dual en Treonina y Tirosina por
SEK1 (también llamada MKK4) y MKK7 (SEK2) (10).

La proteina quinasa MKK7 es principalmente activada por citoquinas (Ej.: TNF e IL-1) y
MKK4 es principalmente activada por estrés ambiental. La comparacién de las propiedades
bioquimicas de MKK4 y MKK7 demuestra que mientras ambas pueden activar a JNK por
fosforilacion dual en Treonina y Tirosina, hay diferencias en la especificidad del sustrato. Primero,
MKK4 pero no MKK7, puede también activar la MAPK p38 (80). Segundo, a pesar de que MKK4 y
MKKY7 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 (185). Esta
ultima diferencia, sugiere que MKK4 y MKKY7 podrian cooperar para activar a JNK bajo algunas
circunstancias, evidenciando una forma de complementacion (185).

Andlisis de inmunofluorescencia demuestran que ambas MKK4 y MKK7 estan presentes
en el citoplasma y en el nucleo (307). Es mas, MKK7 se acumularia en el nucleo luego de la
exposicion de las células a estrés (207). La localizaciéon nuclear de MKK4 y MKK7 contrasta con la
localizacion citoplasmatica de los activadores de ERKs, MEK1 y MEK2. JNK entonces, podria ser

activada tanto en citoplasma como en el nucleo.

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,
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MLK3, DLK y LZK) (300), el grupo ASK (ASK1 y ASK2), TAK1 y TPL2. No obstante, aun no
pueden determinarse con precision cuales son los reguladores fisioldgicos de cada una de ellas o

el contexto fisiolégico en el cual actuan (100).

Apagado de la senal.

Se reportaron distintas MKPs que pueden actuar sobre JNK, entre ellas, MKP-7 y VH5, las
cuales pueden también actuar sobre p38a y p38p. Otras MKPs como MKP6, MKP2, MKP4 y
MKP5 también podrian actuar sobre JNK (15). Se necesitan aun muchos estudios para determinar

la especificidad y en que circunstancias actuan cada una de estas MKPs.

Inhibidores especificos

El inhibidor SP600125 es actualmente el inhibidor de JNK mas utilizado. Inhibe a las tres
isoformas de JNK, compite con el ATP por el sitio de unién de ATP de la enzima y por lo tanto
impide la fosforilacién de los sustratos de JNK. Actualmente se estan ensayando otros inhibidores
de la via como por ejemplo inhibidores de las MAPKKK como la familia de las MLKs que llevan a
la activacién de JNK (98).

Ratones “Knock out” para JNKs.

Se han obtenido ratones Knock out para cada una de las JNKs. Los ratones Knock out
para JNK1, JNK1-/-, presentan problemas en el desarrollo del sistema inmune (89,90), tolerancia
a las dietas ricas en grasas sin volverse obesos y mayor sensibilidad a la insulina (142). Por otro
lado, los ratones JNK2-/-, tienen la caracteristica de convertirse en obesos cuando se les

suministra una dieta rica en grasas (273).

La proteina JNK3 se expresa predominantemente en cerebro, sin embargo no se observan
diferencias entre los ratones JNK3+/+ y los JNK3-/- y los animales “Knock out” se comportan como
los salvajes. Sin embargo se observo que JNK3 tendria cierto rol en la prevencion de la apoptosis

de células neuronales (338).

Cruzando animales “Knock out” para cada uno de estos genes lograron obtener ratones
doble “Knock out”. Tanto los ratones JNK1/JNK3 doble KO como los ratones JNK2/JNK3 doble KO
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sobrevivieron normalmente. Sin embargo los ratones JNK1/JNK2 doble KO fueron letales en el
estado embrionario, en el dia E11.5 y presentaban una fuerte desregulacién de la apoptosis en el
cerebro (176,265). Ademas, estudiando otro tipo celular del mismo organismo, células T dobles
KO para JNK1/UJNK2, se observd que tienen mayor tasa de proliferacién que las células
provenientes de ratones Salvajes (89). Se ha descripto también que fibroblastos dobles KO para
estos genes son mas resistentes a la apoptosis inducida por UV (306). Estos estudios muestran la

gran importancia de JNK1 y JNK2 en la muerte celular programada.

Efectos de Ila activacion de JNK.

Diversos estimulos activan JNK, por ejemplo, radicales libres de oxigenos (ROS), TNF,
H,0O,, sorbitol, etc (305). JNK esta involucrada en produccién de citoquinas, en la funcién del
sistema inmune, en respuesta inflamatoria, en apoptosis inducida por estrés y durante el
desarrollo, en la reorganizacion de actina y en transformacion celular. Puede fosforilar sustratos
en el citoplasma, en el niucleo y en membranas (329). Los estudios de activacion de JNK la
sefalan como un factor clave en la decisién entre supervivencia o muerte celular (153).

JNK mediaria algunos efectos que causa el estrés en la célula. Aunque aun no esta claro
el mecanismo de activacion de JNK por estrés, la activaciéon de JNK podria representar una
respuesta protectora que es iniciada frente a la exposicion al estrés.

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 (336). Usando componentes de la via de JNK dominantes negativos y
constitutivamente activos en transfecciones de células en cultivo, fue demostrado que la via de
JNK contribuye a la respuesta apoptética y que esta era suprimida por la activacion de vias de
salvataje (Ej.: ERK MAPK y Akt/PKB) (77).

Por otro lado, diversos estimulos que activan JNK no causan apoptosis. Por ejemplo, la
mayoria de los tipos de estrés 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 seria bloqueada por vias de sefalizacién de supervivencia (336). Ejemplos de estas vias de
supervivencia incluyen NF-xB, Akt/PKB y ERK. Por lo tanto, la via de JNK funcionaria dentro del
contexto del estado de activacién de otras vias de sefializacion. La ausencia de una respuesta
apoptoética ante una activacion de JNK también correlaciona con la curva de tiempo de activacion
de JNK: una sostenida activacion de JNK, no transiente, es asociada a la apoptosis (59). Muchas
citoquinas (Ej.:-TNF) causan solo una activacion transiente de JNK, que no contribuye a la

respuesta apoptética (191).

40



Introduccion

JNK también ha sido involucrada en la formacién de tumores. Esta establecido que la
transformacién inducida por Ras requiere la activacion del factor de transcripcién c-Jun (162) y
que Ras induce la fosforilacion de c-Jun en sitios que son fosforilados por JNK (246,286). Es mas,
la tumorigénesis que induce Ras es revertida por la mutagénesis de c-Jun en los sitios de
fosforilacion por JNK (29). 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 activaciéon de JNK (153).

p38

La primera isoforma de p38 que se aisld corresponde a p38a, y es a la que habitualmente
la comunidad cientifica se refiere cuando habla acerca de "p38”. Fue encontrada como una
proteina de 38 KDa que se fosforila rapidamente en respuesta a la estimulacion con
lipopolisacaridos (LPS) (124,125).

Posteriormente , el clonado de p38a, permitio la identificacion de otras tres isoformas; p38p3
(158), p38y (ERK6, SAPK3) (186,190) y p385 (SAPK4) (159,178). Las cuatro isoformas comparten
entre si un 60-70% de identidad en sus secuencias aminoacidicas. p38a y p38p son ubicuas,
mientras que p38y y p38d se expresan solo en algunos tejidos (190).

Se ha reportado la activacién de p38 MAPKs en respuesta a una gran variedad de
estimulos y en organismos diferentes. Fueron clonados homdlogos de p38 en levaduras (Hog1 &
Spc/Sty1) (47) gusano (pmk-2) (32), mosca (124) y sapo (p38) (259).

En levaduras, las vias de senalizacion que involucran a Hog1 y Spc/Sty1 estan implicadas
en osmorregulacion, respuestas a estrés y ciclo celular (47,282,283). En mamiferos, también
estan involucradas en la respuesta a una gran variedad de estimulos como radiacion UV, cambios
de temperatura, shock osmético, citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento
(105,105,107,239,248,278,279).

La activacion de las p38 MAPKSs por cualquiera de los estimulos mencionados producen ya
sea respuestas inflamatorias, apoptosis, ciclo celular y transformacién dependiendo del estimulo y
del tipo celular en estudio (219,227,344). Sin embargo, al igual que ocurre con JNK, estan

generalmente involucradas en la respuesta a agentes que causan estrés.

Activacion de p38 MAPKs.

Las cuatro isoformas de las p38 MAPKs son activadas predominantemente por las
MAPKKs MKK3 y MKKB6. (99), mientras que MKK4 sélo activa a p38a (45,88,159) y MMK7

activaria a p38o (148). La activacion de estas MAPKKs lleva a la fosforilacion de la Treonina 180 y
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la Tirosina 182 en un dominio Treonina-Glicina-Tirosina (TGY) de las p38 que una vez fosforilado
determina la activacion de estas quinasas (127).

El hecho de que p38 pueda responder a una cantidad de estimulos tan amplia podria
deberse en parte a la variedad de MAPKKKs que participan en la activacién de p38. Estas
incluyes TAK1 (213) ASK1/MAPKKK5 (152) DLK/MUK/ZPK (141,313) y MEKK4 (296). La
sobreexpresion de cualquiera de estas quinasas lleva a la activacién de las p38 MAPKs y
generalmente también a la activacion de JNK, lo que explicaria porque estas dos vias de
sefalizacién generalmente son co-activadas.

También contribuyen a la activacion de p38 pequefas proteinas G de la familia de Rho,
como Rac1 y Cdc 42 (26,349), que inducen la activacion de MAPKKKs en las cascadas de
sefalizacion.

Ademas existen formas de activacién de p38 que son independientes de las MAPKK. Por
ejemplo, p38a puede activarse por autofosforilacién cuando interacciona con la proteina TAB1
(TAB-“activated protein kinase 1-binding protein”) (112), otro ejemplo es la activacion por
fosforilacion independiente de MAPKKs en la Tirosina 323 inducida por el receptor TCR (T cell
receptor) (268).

Apagado de la senal.

En condiciones fisiologicas, la activacion de MAPKs es generalmente transitoria. Esto se
debe a la desfosforilacién de las MAPKs por fosfatasas duales de Tirosinas y Treoninas, MKPs
(MAP” kinase phosphatase (MKP) family”) (289).

Varios miembros de las MKPs pueden desfosforilar p38ay p38p (52,215). Mientras que
p38y y p385 son resistentes a todas las MKPs conocidas.

Ademas se conocen otros tipos de fosfatasas como la fosfatasa de Serinas/Treoninas
PP2C (protein phosphatase 2C). Esta fosfatasa actua sobre la MAPK HOG1 (homologo de p38 en
levaduras) y también sobre las MAPKKs humanas MKK6 y MKK4 tanto in vitro como in vivo
(193,243,295,335). Esto sugiere que las diferentes isoformas de p38 son diferencialmente
reguladas dependiendo de los niveles de expresion y de la especificidad de las distintas de

fosfatasas.

Inhibidores de p38 MAPKs.

Las p38 SAPKs son activadas por diversos estimulos como estrés, radiacion UV, calor,

cambios osmoticos, citoquinas y factores de crecimiento (178). La isoforma p38a es la mas

estudiada y tal vez sea la de mayor relevancia fisiologica. Se estudié ampliamente su rol en
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procesos inflamatorios y actualmente es la MAPK en la cual se estan invirtiendo mayores
esfuerzos para el descubrimiento de un inhibidor especifico que permita tratar enfermedades
inflamatorias (241). Es un blanco aceptado de distintas enfermedades como psoriasis, artritis
reumatiodea y enfermedad de Crohn, y actualmente también se postula su relevancia en cancer,
mal de Alzheimer y enfermedades cardiovasculares.

En el laboratorio, el estudio de p38 MAPKs ha sido facilitado por el uso de inhibidores
derivados de imidazoles biciclicos como el SB 203580 (343). Este inhibidor es el que mayormente
se utiliza en la actualidad (98) y es especifico para las isoformas a y B de p38 pero no tiene efecto
sobre las isoformas y o 3. Impide el funcionamiento de p38 porque se une al sitio en el que se
uniria el ATP, entonces no puede fosforilar a sus sustratos.

Recientemente se ha descripto una nueva clase de inhibidores de p38 SAPKs, son
compuestos derivados de diaryl, con poca similitud con los derivados de pyridinyl-imidazoles como
el SB203580 (232). Entre estos compuestos, el BIRB 796 es el que comienza a ser mas utilizado
porque ademas de inhibir fuertemente a las isoformas p38a y p38p puede también inhibir a las
isoformas p38y y p385. Este inhibidor en comparacion con SB 203580 puede servir para
encontrar sustratos especificos para p38y y p386 (177). Sin embargo todavia es necesario

encontrar inhibidores especificos para cada una de las isoformas de p38 SAPKs.

Ratones”Knock out” de p38 MAPKs.

Estudios en ratones KO para p38a demostraron que tiene un importante rol en desarrollo y
diferenciacion y en este sentido, se ha observado que los ratones p38a-/- mueren durante la
embriogénesis (9,14,216,298). Mudgett y colaboradores (216) encontraron que ademas de
defectos en el desarrollo de la placenta, desarrollan alteraciones en la angiogénesis del saco
embrionario y del embriéon mismo.

Se sabe que las células madre embrionarias en cultivo pueden diferenciar hacia
cardiomiocitos 0 neuronas y se observd que las células p38a-/- diferencian espontaneamente a
neuronas y son defectuosas para diferenciarse a cardiomiocitos, sugiriendo que la actividad de
p38 seria clave en los estadios tempranos de diferenciacion celular. Asi en células en donde p38
es activa diferenciarian hacia cardiomiocitos y células en que p38 es inactiva, hacia neuronas (19).
Ademas se observo que células madre embrionarias p38-/- expresan marcadores de adipogénesis
sugiriendo que la actividad de p38 inhibe la adipogénesis en estas células (20). La proteina p38a
MAPK también esta involucrada en el desarrollo del musculo regulando a la proteina MEF2C, un
factor de transcripcién que promueve la actividad de varios genes que codifican para proteinas

estructurales de musculo (82).
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Sin embargo se observé que ratones KO para p38p y los doble KO para p38yy & permiten
el desarrollo de ratones normales sin fenotipos alterados visibles (28,266). Esto sugiere, que
entre las cuatro isoformas de p38 MAPKSs solo p38a seria importante en el desarrollo embrionario,

y que la falta de cualquiera de las otras isoformas, B, y y 8, podria ser compensada por p38a.

Efecto de la activacion de p38s.

Gracias al uso de inhibidores de p38 y de mutantes inactivas o constitutivamente activas
de MKK3 y MKK®, se pudieron identificar una gran variedad de genes regulados por p38. Entre los
genes regulados por p38 se encuentran citoquinas, factores de transcripcion, receptores de
membrana, etc.

El primer sustrato de p38 identificado fue MAPKAPK2 o MK2, (MAP “kinase- activated
protein kinase” 2) (107,205,259). MAPKAPK2 y otro miembro de esta famila de proteinas quinasa,
MK3, activan varias proteinas incluyendo HSP27 (small heat shock protein 27) (288) y LSP1
(“lymphocyte-specific protein”) (149).

Resulta evidente que las p38 MAPKSs tienen un rol importante en la regulacion de la
expresion de varios genes a nivel transcripcional ya que aproximadamente la mitad de los
sustratos conocidos para p38 son factores de transcripcion. Algunos ejemplos son ATF-1/2/6
(“activating transcription factor’1, 2 & 6) , SAP1 (SRF “accessory protein”), CHOP (“growth arrest
and DNA damage inducible gene” 153, or GADD153), p53, C/EBPb, MEF2C (“myocyte enhance
factor” 2C), MEF2A, MITF1 (“microphthalmia-associated transcription Factor’), ELK1 (ETS-
“‘domain transcription factor”) , NFAT (“nuclear factor of activated T cells”), HBP1 (“high mobility
group-box protein” 1) (114,123,132,156,248,299,325,331,350). También se observé que fosforilan
a CREB (cAMP “response element-binding protein”) (299) y a SRF (“serum response factor”)
(133).

A partir del trabajo de esta Tesis podemos agregar un nuevo sustrato para p38, c-Fos, un
factor de transcripcion miembro de la familia de factores de transcripcion AP-1.

Otra proteina activada al ser fosforilada por p38 es MSK1, “Mitogen-and stress-activated
protein kinase”-1, de esta manera p38 también influye en la activacién transcripcional de diversos
genes ya que MSK1 puede activar al factor de transcripcién CREB (83,238).

La MAPK p38 también fosforila a otras quinasas, como por ejemplo a MNK1 (MAPK-
“interacting protein kinases”) que esta involucrada en la iniciaciéon traduccional debido a que es
una quinasa que fosforila al factor de iniciacion elF-4E (“eukaryotic initiation factor’-4e) (109,328).

Por otra parte, fosforila sustratos que no son ni quinasas ni factores de transcripcion.
Algunos ejemplos de este tipo de sustratos son: cPLA2 (“phospholipase A2 family”), un grupo de
enzimas intracelulares conocidas como fosfolipasas A que median la producciéon de productos

lipidicos en respuesta a estimulos extracelulares; NHE-1 (Na+/H+ “exchanger isoform”-1) una
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proteina integral de membrana involucrada en la regulacion del pH intracelular; tau (Microtubule-
associated protein tau) cuya funcion principal esta en el ensamblaje y estabilizacion de la red
microtubular de las células y keratina 8 (intermediate filament protein keratin 8), una proteina de
los filamentos intermedios, uno de los tres sistemas filamantosos del citoesqueleto

(103,179,254).

Adicionalmente, las p38 SAPKs estarian involucradas en la regulacion del nivel de RNA
mensajero de ciertos transcriptos como el mMRNA de TNF (Tumor necrosis factor) (173,174) en
donde la delecion del sitio ARE (AU rich element) conservado en el transcripto primario de TNF
lleva a la sobreproduccion de TNF y en concordancia con estos resultados se encontrd
recientemente que MAPKAPK2, una proteina quinasa activada por p38, fosforila a TTP,
tristetraprolin, una proteina que desestabiliza el RNA mensajero (194).

Esta gran diversidad de sustratos sugiere que p38 tiene una amplia variedad de funciones.
En este aspecto, es muy probable que la respuesta celular a la activacion de p38 (y cuales son los
sustratos que finalmente fosforile ante un estimulo dado) dependa por un lado del estimulo en si
mismo (ya que seguramente activa varias vias y es el balance de todas las vias lo que determina
la respuesta), pero también del tipo celular y momento en la vida de la célula en que recibe el

estimulo.

Rol de p38 en distintos procesos fisiolégicos.

Como mencionamos, las p38 MAPKs estan involucradas en una amplia variedad de
procesos fisiologicos.

La relacion entre las vias de sefalizacién de p38 e inflamaciéon esta bien establecida.
Enfermedades como Artritis Reumatoidea, Mal de Alzheimer y enfermedad de Bowel estan
reguladas al menos en parte por la via de p38 (143,161,235). En concordancia se ha reportado su
accionar en la proliferacion y diferenciacién de células del sistema inmune (157,166). Ademas, la
activacion de las vias que involucran a esta quinasa llevan a la produccion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF (117); a la inducciéon de enzimas como COX-2, que
controla el remodelado de tejido conectivo durante condiciones patolégicas (25); a la expresion de
enzimas intracelulares como iINOS, un regulador de estados de oxidacion intracelular (71,78); a la
induccion de VCAM-1 y otras proteinas de adherencia (239), etc.

También existe una gran cantidad de trabajos que adjudican a p38 un importante rol en
apoptosis dependiendo del estimulo y del tipo celular. La sefializacion por p38 induce muerte
celular en ciertos tipos celulares mientras que en otros su activacion esta relacionada con un
aumento de la supervivencia, el crecimiento celular y diferenciacién (320).

Las p38 MAPKs estdan también involucradas en la regulacién del ciclo celular. La

participacion de p38a ha sido observada tanto en levaduras como en mamiferos (297). Las p38s
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estan involucradas en la regulacion de las fases G1 y G2/M del ciclo, por ejemplo, el arresto en G2
de células HelLa causada por radiacién y es dependiente de p38y. Otros ejemplos muestran que la
sobrexpresion de p38 en levaduras lleva a que la proliferaciéon sea mas lenta (209,324,340).
También se sabe que p38a se activa en células arrestadas en fase M (209). Y se ha demostrado
que p38a y p38y son necesarias para el arresto en G2 inducido por UV (326). Estos efectos
podrian atribuirse a la fosforilacién de proteinas reguladoras del ciclo celular por las p38 MAPKs.
Se observo que la quinasa p38a fosforila proteinas directamente involucradas en el ciclo celular,
como p21, un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDK) que previene la progresién de
G1 a S blogueando la actividad de CDKs.

En algunos tipos celulares se ha descripto que p38a (en concordancia con los resultados
de los ratones KO) y p38p estan involucradas en diferenciacion. Por ejemplo, estan involucradas
en la diferenciaciéon de la linea celular 3T3-L1 en adipocitos, o en la diferenciacion de células
PC12 en neuronas (96,218). Recientemente se ha propuesto un modelo de “cross talk” entre la
vias de transduccion de p38 y la via de PI3 kinase/Akt, en la diferenciacion a mioblastos (155).
Por otra parte, se demostré6 que la MAPK p386 seria necesaria para la diferenciacién de
keratinocitos (95).

La MAPK p38 esta también involucrada en senescencia y supresiéon tumoral, ya que varios
trabajos muestran que estaria involucrada en la senescencia inducida por el acortamiento de
telomeros, exposicion a H,O, activaciéon permanente de la via de RAS y activacion de MKK3 o
MKKB6 (50,128,323).

Si bien se han descripto una gran variedad de efectos producidos por la activacion de las
distintas isoformas de p38, aun no esta claro cual es el rol fisiolégico de cada una de las p38
MAPKs y en general se les atribuyen las mismas caracteristicas a las distintas isoformas
(102,227), sin embargo, algunos trabajos postulan que existe un importante antagonismo entre las
isoformas p38a, p38B y p38y, p385 en donde las isoformas de p38a y p38B activarian la
transcripciéon de genes con sitios de respuesta a AP-1 mientras que p38y y p38d la inhibirian
(24,244,247). También se ha reportado un antagonismo ente las isoformas p38a y p38p en células
Hela y en cardiomiocitos en donde p38a induce apoptosis y p38p supervivencia celular (221,326).

Por lo tanto, la respuesta fisiologica observada ante la activacién por las vias que
involucran a las p38 dependera de que p38 MAPK se active, del tipo celular en el que se produce
la activacion y del contexto celular (que proteinas se expresan, en que cantidad y que vias de

sefalizacion se activan en ese momento).
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Otras MAPKs

ERKS5

ERK5, también conocida como BMK1 o big MAPK 1, tiene el doble de tamafio que las
otras MAPKSs (131,337,351). La porcién amino terminal contiene el dominio quinasa que es similar
al de ERK1/2 y tiene el motivo TEY para su activacion. EI dominio carboxilo terminal tiene
caracteristicas unicas.

Luego de un estimulo los miembros de la MAPKKK MEKK2 y MEKK3 activan a la MAPKK
especifica de ERK5, MEK5 (54,170,290). Subsecuentemente MEKS5 fosforila y activa ERKS5, la
cual activada puede fosforilar distintos sustratos como por ejemplo MEF2 (171). La regulacion y
funcion de ERKS5 ha sido hasta el momento menos estudiada que la de otras MAPKs. Los ratones
Knock out para ERK5 mueren en estado embrionario entre los dias 9.5 y 10.5 debido a fuertes
defectos en el desarrollo cardiovascular y en la vasculogénesis (130).

Ademas de fosforilar diversos sustratos ERKS5 tiene una caracteristica que la hace unica
entre las MAPKSs, su porcion carboxilo terminal tiene actividad transcripcional y puede inducir por

si misma la expresion de varios genes (11,169,301).

ERK 7

ERKY7 es una proteina de 546 aminoacidos y esta secuencia es 40% idéntica a la de
ERK1/2. (4). El extremo c-terminal de ERK7 no tiene similitud con el de ninguna otra MAPK. El
loop de activacién de ERK7 contiene el motivo TEY pero sus mecanismos de activacion aun no se
conocen aunque se sabe que puede autofosforilarse ya que cuando es expresada y purificada de
bacterias se autofosforila (3), Es una proteina con una vida media muy corta ya que es
rapidamente degradada por el proteasoma luego se ser ubiquitinada (4). Tampoco esta muy claro
aun que estimulos producen su activacion ni cuales son las funciones fisiolégicas de esta quinasa
(68).

ERK8
Erk8 es una proteina de 60 KDa con un dominio caracteristico TEY. Tiene un 69% de
identidad con ERKY. Es principalmente expresada en pulmoén y rifidn y hasta el momento se sabe

que es activada por suero (5). El rol fisiologico de ERK8 aun necesita ser estudiado (68).

ERK3
Se identifico como una proteina de 62 KDa en rata y de aproximadamente 100 KDa en
humanos y ratéon. Es una proteina con un vida media muy corta, de 30-40 minutos (69). Se

expresa en mamiferos de manera ubicua pero aun no se ha observado su expresion en otros
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organismos como c. elegans (43). La expresién de ERK3 coincide con la organogénesis temprana
en los embriones y luego decae (311). Tanto su funcidén como su activacién aun necesitan muchos

estudios para ser comprendidas.

ERK4
Es una proteina de 45 KDa. Esta predominantemente distribuida en el citoplasma. (68). Y

aun no se conoce su modo de activacion ni como esta regulada ni cual es su rol fisioldgico.

En resumen (MAPKs):

gLas MAPKs son proteinas quinasas que se activan en respuesta a una gran variedad de
estimulos.
; Se ha descripto un amplio nimero de MAPKs, siendo las MAPKs de la familia ERK1/2, de la ;
familia p38 y JNK las mejor caracterizadas.

Las MAPKs ERK1 y ERK2 suelen estar asociadas a procesos que involucran proliferacion celular.
Las MAPKs de la familia p38 y JNK se activan generalmente en respuesta a agentes que
; producen estrés y se las denomina SAPKs por Stress Activated Protein Kinases. |
Las MAPKs se activan por fosforilacion dual de aminoacidos Treonina y Tirosina en un contexto
TXY muy conservado por una MAPKK que a su vez es activada por una MAPKKK.
Las MAPKs fosforilan una gran variedad de sustratos en residuos Serina o Treonina seguidos de
Prolina.
Las MAPKs estan relacionadas con diferenciacion celular, proliferaciéon, apoptosis, etc por
fosforilacion de proteinas directamente involucradas en estos procesos o actuando a través de la
fosforilacion de factores de transcripcion que determinan cambios en el patron de expresion

génica de la célula en que las MAPKs se activan.
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Objetivos

Como se expuso previamente, el oncogén c-Fos forma parte del factor de transcripcion AP-
1. Este factor de transcripcién esta compuesto por proteinas que son generalmente reguladas a
nivel de su expresion y actividad por proteinas quinasas de la familia de las MAPKs, tal como
ocurre con la regulacion de c-Jun por JNK. Hasta el momento, la regulacion de c-Fos por MAPKs

ha sido menos estudiada.

Sobre la base de las consideraciones mencionadas anteriormente, el objetivo global de

esta tesis es analizar la relacion funcional entre el factor de transcripcion c-Fos y diversas MAPKSs.

Los objetivos especificos son:

- Estudiar aspectos generales de los distintos niveles de interaccion (fisica y funcionalmente) entre
c-Fos y MAPKs

- Estudiar la regulacién de c-Fos por SAPKs a nivel post traduccional en respuesta a un estimulo
que produce estrés celular como la radiacion UV.

- Estudiar la regulacion de c-Fos por MAPKs en respuesta a un estimulo proliferativo como el
agonista de receptores acoplados a proteinas G, Carbacol, tanto a nivel de la expresién del mRNA

de c-fos y del producto proteico correspondiente como a nivel post traduccional de la proteina.
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Resultados

Explorando la identidad de proteinas capaces de interactuar fisicamente con MAPKs
encontramos que el factor de transcripcion c-Fos y la MAPK p38y interaccionan fisicamente en un

sistema de doble hibrido en levaduras (figura R.1).

Este resultado abrid en nuestro laboratorio una nueva linea de investigaciéon enfocada en la

regulacion de c-Fos por MAPKSs.

El estudio fue dividido en tres partes:

1- Estudiar si la interaccién entre p38y y c-Fos se produce también en células de mamifero y si

esta interaccion contribuye a la propagacion de la sefal que p38y transduce.

2- Estudiar la regulacion de c-Fos que ocurre luego de exponer a las células a un agente que

produce estrés.

3- Estudiar la regulacién a la que es sujeto c-Fos luego de exponer a las células a un estimulo

mitogénico.
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1- Busqueda de proteinas que interactuen fisicamente con p38y. Estudio de la interaccion entre

p38 y c-Fos.

Rastreo de proteinas que interaccionen con p38y en un ensayo de doble hibrido

Con el propésito de encontrar nuevas proteinas que interactuen con p38y realizamos un
ensayo de Doble Hibrido no tradicional o Sistema de Recrutamiento de SOS (22). En este sistema
de Doble Hibrido se utiliza una cepa de levaduras que es termosensible (cdc25s). Esta cepa de
levaduras no prolifera a 37°C, ya que tiene una mutacion en el intercambiador de GTP de Ras de
levaduras, cdc25, que impide la carga de GTP sobre Ras a la temperatura restrictiva (puede
crecer a temperaturas inferiores, por ejemplo su crecimiento es normal a 28°C). Esta mutacion
puede ser complementada utilizando el intercambiador de GTP de Ras Humano, hSOS si este es
anclado a la membrana. De esta manera solo proteinas que permitan que hSOS se acerque a la
membrana y posibiliten la carga de GTP sobre Ras reestableceran un camino de transduccion de

sefales que permite proliferar a 37°C (figura R.1A).

El Dr. Aronheim nos proporcioné el cDNA de una libreria de células HelLa fusionado a una
sefal de miristoilacion (permite que las proteinas que poseen esta senal se anclen a membrana) y
el Dr. Omar Coso fusiond la carnada, en este caso p38y, a la secuencia codificante para el factor
intercambiador de GTP de Ras, hSOS. Las proteinas codificadas por los plasmidos de la libreria
que interactuan con SOSh, acercan a hSOS a la membrana y reestablecen el crecimiento de la
levadura a 37°C. Utilizando este sistema de Doble Hibrido en nuestro laboratorio, Federico

Coluccio identifico varias proteinas que interaccionarian con p38y.

En la figura R.1B se observa que las levaduras conteniendo el clon que codifica para c-Fos
junto con la carnada pueden crecer a 37°C, mientras que las levaduras que fueron co-
transfectadas con la carnada (Fusionada a hSOS) y un plasmido vacio (que codifica solamente
para la senal de miristoilacién) no logran crecer a la temperatura restrictiva. Ademas, se muestran
los controles positivos y negativos del ensayo (control positivo, c-Jun como carnada y c-Fos
fusionado a la senal de miristoilacion, ya que son dos proteinas que se sabe que interaccionan

entre si, y como control negativo c-Jun como carnada mas un plasmido vacio).

El clon de c-Fos aislado contiene la secuencia que codifica para los aminoacidos 137 al
239; esta porcién involucra parte del dominio de union al ADN de c-Fos y parte de su dominio de
transactivacién, ademas cuenta con un sitio consenso de fosforilacién por MAPKSs, la Treonina
232.
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RAS — RAS — Crecimiento de las levaduras (37 °C)

Figura 1:

El factor de transcripcidon c-Fos interacciona con p38y en un ensayo de doble
hibrido.

A. Esquema del ensayo de Doble Hibrido. La MAPK p38y fue subclonada en un vector
que permite expresarla como una proteina de fusién con hSOS. Ademas una libreria
de ADN copia es subclonada en un vector que permite expresar a las proteinas con
una sefial de miristoilaciéon para que puedan ser ancladas en la membrana. Solo las
levaduras en que se exprese una proteina de la libreria que pueda interaccionar con
p38y, acercara a SOS a la membrana y se restituira la capacidad de la levadura de
crecer a 37°C (temperatura restrictiva).

B. Se observa que todas las levaduras pueden crecer a 28°C mientras que a 37°C
solo pueden crecer aquellos clones en los cuales se este expresando una proteina de
la libreria que interaccione con la carnada. En la foto se muestra que el clon que
expresa a p38y y a una porcion de c-Fos (aminoacidos 137 al 239) restituye el
crecimiento a 37°C, mientras que p38y sola no puede restituirlo. También se muestra
como control positivo un clon que expresa a c-Jun como carnada y a c-Fos fusionado
a una sefial de miristoilaciéon y como control negativo un clon en el que se transformé
al plasmido que expresa a c-Jun y un plasmido vacio.
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Estos resultados indican que c-Fos puede interaccionar con p38y en un ensayo de

doble hibrido de levaduras.

Para continuar el estudio clonamos la porcion del cDNA de c-Fos codificante para los
aminoacidos 220 al 335, estos aminoacidos forman parte del dominio de transactivacion de c-Fos
y se superponen en parte con la region expresada por el clon que se aislé en el ensayo de doble
hibrido.

Brevemente, realizamos una PCR utilizando como molde cDNA de células NIH 3T3, el
producto de la PCR fue purificado y digerido con las enzimas de restriccion BamHI y Notl, (cada
primer fue disefiado con la secuencia de corte para uno de estos sitios). En paralelo se digirieron
con las mismas enzimas los vectores elegidos y se purificaron. El fragmento y el vector purificados
(en este caso pGEX4T3) fueron ligados y el producto de la ligacion se utilizé para transformar
bacterias. Se aislaron colonias de transformaciéon y se realizaron minipreparaciones de DNA
plasmidico para realizar chequeos por restriccion. Como el vector pGEX4T3 permite inducir la
expresion de la proteina clonada al agregar al cultivo bacteriano IPTG pudimos seleccionar
insertos que expresen la proteina de fusion del tamafo apropiado, a la cual denominamos GST c-

Fos sh. Estos clones se secuenciaron y se eligié uno de ellos para continuar el estudio.

Luego subclonamos c-Fos sh en otros vectores como el pCEFL-HA y pCEFL-AU5, estos
vectores permiten expresar a c-Fos sh en células de mamifero. Asi pudimos obtener los plasmidos
pCEFL-HA c-Fos sh, pCEFL-AUS5 c-Fos sh y pGEX4T3 c-Fos sh que expresan al fragmento de c-

Fos “Fos sh”, los dos primeros en células eucariotas y el ultimo en bacterias.

Estudios de interaccidn in vivo entre p38y vy c-Fos. Ensayos de co-inmunoprecipitacion.

El resultado de la interaccion entre c-Fos y p38y en levaduras nos llevd a preguntarnos si

esta interaccion se produce también en células de mamiferos.

Para investigar si c-Fos y p38y pueden interaccionar in vivo realizamos ensayos de co-
inmunoprecipitacion, sobrexpresando estas proteinas en células HEK 293 (Human Embrionic
Kidney 293) en cultivo. Elegimos trabajar con células HEK 293 porque son células que se

transfectan con muy alta eficiencia y que tienen gran capacidad de expresion.

Plaqueamos 3.10° células en placas de cultivo celular de 10 cm. Al dia siguiente estas
células fueron co-transfectadas con 1ug de pCEFL-AUS5 c-Fos sh y 1ug pCEFL-HA p38y utilizando

el método de Fosfato de Calcio. 48 hs después de la transfeccién las células fueron colectadas y
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lisadas para realizar las inmunoprecipitaciones. Una vez lisadas se centrifugaron y los
sobrenadantes se incubaron con anticuerpos anti epitope HA o AU5. El inmunoprecipitado se
sometio a electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS PAGE), se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa o de PVDF y se realizé un Western Blot revelando con el anticuerpo
HA o AU5 segun corresponda; esto es: si se inmunoprecipitd con anticuerpo anti AU5, se reveld
con anticuerpo anti HA y si se inmunoprecipitd con anticuerpo anti HA se reveld con anticuerpo
anti AUS.

Como se muestra en los Western Blots de la figura R.2, al inmunoprecipitar AU5 c-Fos sh

con el anticuerpo anti AUS coinmunoprecipita HA p38y y viceversa.

Estos resultados indican que c-Fos sh y p38ypueden interaccionar in vivo en

células humanas en cultivo.

Analisis de la fosforilacion de c-Fos sh por p38y. Ensayos de fosforilacion in vitro.

Como mencionamos, las MAPK son proteinas mediadoras del pasaje de sefiales
extracelulares al nucleo y su accién sobre factores de transcripcién determina cambios en la
expresion génica en las células. Sabemos que un paso clave en los procesos de transactivacion

es la fosforilacion por proteinas quinasas especificas, como ocurre en el caso de c-Jun y JNK.

Sabiendo que p38y y c-Fos interactian en células de mamifero in vivo nos propusimos
explorar si dicha interaccion tiene algun efecto en el estado de fosforilacién de c-Fos. Para ello
realizamos ensayos de fosforilacidon in vitro en los que se incuba a la proteina quinasa con el
posible sustrato en presencia de yYATP P*y luego se analiza si el sustrato incorpor6é el ATP

radioactivo.

En estos ensayos se transfectaron células HEK 293 con el plasmido pCEFL-HA p38y. A las
48 horas de la transfeccioén las células se incubaron durante 2 a 4 horas en medio 1% suero (para
disminuir los niveles de activacion de las cascadas celulares). Luego se estimularon por 20
minutos con NaCl 100uM o con anisomicina 5 uM (para activar a p38y) (206) y transcurridos 20
minutos desde el estimulo, las células se lisaron y los extractos celulares se inmunoprecipitaron
con un anticuerpo anti HA. De esta manera obtuvimos a la quinasa p38y activada en el
inmunoprecipitado. Luego la incubamos con ATP radioactivo (yATP P*?) y con la proteina GST c-
Fos sh purificada de bacterias durante 30 minutos a 30°C o con GST vacio o GST ATF2 -sutrato

conocido de p38- como controles negativo y positivo respectivamente.
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Transfeccion:
A AUS5 c-Fos sh HA p38
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B Transfeccion:

AUS5 c-Fos sh HA p38 ¢
WB: § <
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Figura 2:

Las proteinas c-Fos y p38y co-inmunoprecipitan in vivo.

Se observan Western Blots de Inmunoprecipitaciones de lisados de células HEK 293
transfectadas con plasmidos de expresién para las proteinas de fusién HA p38 y y
AUS5 c-Fos Sh.

A: Las inmunoprecipitaciones realizadas se indican en la figura, de izquierda a
derecha: inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpo IgG, Lisado total (LT) sin
inmunoprecipitar, IP con anticuerpo anti HA, IP con anticuerpo anti AU5. EI WB fue
revelado con anticuerpo anti AU5.

B: Las inmunoprecipitaciones realizadas se indican en la figura de izquierda a
derecha: IP con anticuerpo IgG, Lisado total sin inmunoprecipitar, IP con anticuerpo
anti AU5, IP con anticuerpo anti HA. EI WB fue revelado con anticuerpo anti HA.

En los paneles inferiores de las figuras A y B se observan los WB de los Lisados
Totales antes de inmunoprecipitar.
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A

Gel SDS-PAGE GST
Tenido con Coomasie Blue GST c-Fos
[

GST Fos sh—> SN

B

Ensayo de fosforilacion Inmunoprecipitadaciones con
in vitro por p38y anticuerpo anti HA
GST
Sustratos:  ATF2 ~ GST  Fos sh

PATED :|P-FOS sh

Figura 3:

El factor de transcripcion c- Fos es sustrato de p38y in vitro.

A: Gel de poliacrilamida desnaturalizante tefiido con coomasie blue en el que se
corrieron las purificaciones de las proteinas GST ATF2, GST y GST Fos Sh. Estas
proteinas fueron purificadas a partir de cultivos de bacterias transformadas inducidos
con IPTG.

B: Autorradiografia de un ensayo de fosforilacién in vitro realizado utilizando el
inmunoprecipitado con anticuerpo anti HA células transfectadas con pCEFL HA p38y,
32P yATP, y las distintas proteinas purificadas de extractos de bacterias (GST ATF2,
GST yGST Fos sh) como sustrato. En la figura se indican a las proteinas fosforiladas
como P-proteina (P-ATF2 o P-Fos sh).
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En la figura R.3A se observa la proteina de fusion GST c-Fos sh purificada y tefida con
coomasie blue. Las proteinas fusionadas a GST utilizadas como sustrato en este tipo de ensayos
fueron purificadas de cultivos bacterianos utilizando columnas de Glutatién Sefarosa (explotando
la afinidad del dominio GST por el Glutation). Las proteinas de fusion a GST se eluyeron de la
columna, se cuantificaron, y se analizaron para evaluar que no estuvieran degradadas mediante

electroforesis en SDS PAGE vy tincidon con coomasie blue.

En la autorradiografia de la figura R.3B se observa que la proteina GST no es fosforilada
por p38y, que fosforila a GST ATF2 tal como fue previamente reportado (187,259), y que puede

fosforilar a GST Fos sh in vitro.

Estos resultados muestran que c-Fos sh es sustrato de p38y in vitro.

Andlisis de la fosforilacion de la Treonina 232 de c-Fos sh por p38y. Ensayos de

fosforilacion in vitro.

Las proteinas de la familia de las MAPKSs fosforilan a sus sustratos en Serinas o Treoninas
seguidas de Prolinas presentes dentro de una secuencia consenso (tal como se describe en la
introduccion de este trabajo). Analizando la secuencia de c-Fos sh, pudimos observar que

contiene una Treonina (T232) seguida de Prolina con potencialidad de ser fosforilada por MAPKSs.

Para investigar si este residuo es fosforilado por p38y en un ensayo de quinasas in vitro
construimos una version de la proteina c-Fos sh, que tiene mutada la Treonina 232, c-Fos sh
MUT. Para ello disefiamos primers que permitieron sustituir esta Treonina por una Alanina,
(residuo incapaz de ser fosforilado). Amplificamos el fragmento con los primers especificos para
introducir la mutacion puntual y lo clonamos en el vector pGEX4T3. Seleccionamos varios clones
que fueron luego secuenciados para confirmar la presencia de la mutacion. En la figura R.4 se
observa una autorradiografia de la secuenciacién realizada, en donde se observa el cambio de

bases introducido (ACU a GCU, mutacién puntual de A a G).

Una vez confirmada la mutacion en la proteina c-Fos sh MUT, la misma se purifico de
bacterias y se corrié en geles SDS-PAGE junto con la proteina GST c-Fos para corroborar la
utilizacion de cantidades equivalentes de cada una de las proteinas en los ensayos de quinasas
(figura R.5A).

Se transfectaron células en cultivo, luego se incubaron en medio 1% suero y a las 4 horas
se estimularon con NaCl o Anisomicina, tal como se mencioné previamente. se colecté a los 20

minutos post estimulacion, se inmunoprecipité la quinasa transfectada con anticuerpo anti epitope
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Fos shWT Fos sh MUT

Secuenciacion de los 3’
Insertos clonados en
pGEX 4T3, pGEX 4T3
Fos shWT y MUT

WT:ACC (Treonina)

UT:GCC (Alanina)

5!

T A CGTACG

Figura 4:

Secuenciacién de los insertos de c-Fos sh y c-Fos sh Mutante (MUT) clonados
en pGEX4T3.

Se muestra una autorradiografia de una secuenciacion realizada con el método de
Sanger en donde se observa una parte de la secuencia de nucledtidos de los
insertos Fos sh y de Fos sh Mutado en la Treonina 232. Se indica en la figura el
cambio de bases que lleva al cambio de aminoacidos de Treonina a Alanina en el
mutante.
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A

Gel SDS-PAGE GST GST
Tefiido con Coomasie Blue Fos sh WT Fos sh MUT

GST Fos sh—» sl

B

Ensayo de fosforilacién Inmunoprecipitadaciones con
in vitro por p38y anticuerpo anti HA
GST GST
Sustratos: ATF2 GST Fossh Fossh
WT MUT

P-GST Sustrato —»

Figura 5:

El factor de transcripcion c-Fos es fosforilado in vitro en la Treonina 232.

A: Gel SDS-PAGE tefiido con coomasie blue en el que se corrieron las proteinas
purificadas de bacterias que expresan a las construcciones GST Fos sh WT y GST
Fos Sh MUT utilizadas para el ensayo de fosforilacion in vitro.

B: Autorradiografia de un ensayo de fosforilacion in vitro realizado utilizando a la
quinasa HA p38y inmunoprecipitada con anticuerpo anti HA de células transfectadas
con pCEFL HA p38y, 32P yATP, y las distintas proteinas purificadas de extractos de
bacterias (GST ATF2, GST, GST Fos sh WT y GST Fos sh MUT) como sustrato. En la
figura se indican a las proteinas fosforiladas como P-GST Sustrato.

61



Resultados

y la HA p38y inmunopreciptada se incubd esta vez con yATP P*? y GST c-Fos sh o GST c-Fos sh
MUT.

Como se observa en la figura R.5B, cuando la Treonina 232 fue reemplazada por Alanina

c-Fos sh no puede ser fosforilado por p38y.

Estos resultados senalan que la T232 de c-Fos sh es un residuo fosforilado por

p38yin vitro.

El estudio se amplia a todos los miembros de las SAPKSs.

La proteina p38y es una quinasa activable por estrés, existen otras MAPKs activables por
estrés como p38a, p38p, p386 y JNK. En base a los resultados obtenidos anteriormente decidimos
ampliar el analisis y estudiar la regulacion de c-Fos por todas las MAPKs activadas por estrés o
SAPKs (“Stress Activated Protein Kinases”).

Para ello realizamos nuevas construcciones de c-Fos, por un lado clonamos el cDNA de c-
Fos completo y por otro lado el dominio de transactivacion (TAD). Utilizamos distintos vectores: un
vector de expresion en bacterias como fusién con GST, pGEX4T3, y vectores de expresion
eucariota como pCEFL-GFP, HA o AU5 o vectores que permiten realizar analisis de genes
reporteros como pGAL4DBD (que porta el dominio de union al DNA de GAL4 para obtener
proteinas de fusion con c-Fos entero o su dominio de transactivacion). Otras construcciones
necesarias para este estudio fueron cedidas gentilmente por el Dr. Silvio Gutkind y miembros de

Su grupo.

Analisis de la fosforilacion del dominio de transactivacion de c-Fos por SAPKs. Ensayos de

fosforilacién in vitro.

Se sabe que la fosforilacion en el dominio de transactivacion (TAD) de los factores de
transcripcién lleva a la activaciéon de los mismos aumentando su capacidad de transactivar a la
RNA polimerasa y por lo tanto, inducir la sintesis de RNA (167). En c-Fos, el dominio de
transactivacién se encuentra en el extremo carboxilo terminal de la proteina (33). Esta region
contiene al menos cuatro residuos dentro de un consenso de fosforilacion por MAPKs,
Serina/Prolina o Treonina/Prolina. Estos sitios son la T232 (como se menciond previamente),
T325, T331 y S374, los cuales se encuentran conservados tanto en la secuencia de c-Fos

humano como de raton.
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Figura 6:

La proteina c-Fos es sustrato de todas las SAPKs in vitro.

Se transfectaron células HEK 293 con vectores de expresién para HA p38a, HA p38p,
HA p38y, HA p385, HA JNK o HA ERK2 conjuntamente con los plasmidos que
expresan a los activadores de estas quinasas, MKK6, MEKK o MEKEE segun
corresponda.

Los lisados celulares obtenidos fueron divididos en dos alicuotas iguales e
inmunopecipitadas con anticuerpo anti HA. Cada inmunoprecipitado fue utilizado para
realizar un ensayo de quinasas con GST c-Fos TAD como sustrato (panel superior) o
con un sustrato que se sepa es fosforilado por estas quinasas como control positivo
(paneles del medio). En paralelo se realizaron Western blots de los lisados totales para
confirmar la expresidn de las quinasas transfectadas (panel inferior).
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Para estudiar si otra quinasa miembro de las SAPKs era capaz de fosforilar a c-Fos in vitro
realizamos ensayos de fosforilaciéon sobre la proteina de fusion GST-FOS TAD (el dominio de
transactivacién del factor de transcripcion en estudio como quimera con GST) purificada de

bacterias.

Se transfectaron células HEK 293 con vectores conteniendo las secuencias de las distintas
SAPKs, pCEFL-HA p38a, p38B, p38y o p385 o pCEFL-HA JUNK. Para activarlas fueron co-
transfectadas con la MAPKK activadora rio arriba, o sea MKK6 o MKK3 para las p38 MAPKs o la
MAPKKK MEKK para JNK. Se colectaron las células 48 horas después de la transfeccién y los
lisados celulares se dividieron en dos alicuotas. Se inmunoprecipité la quinasa en estudio de cada
fraccion y luego se la incubé con el sustrato y yATP P*. Los sustratos utilizados fueron GST c-
Fos TAD (figura R.6 panel superior) o como control de la actividad de las kinasas transfectadas,
GST ATF2 o MBP (figura R.6 paneles del medio). La transfeccion de pCEFL-HA ERK2 con su
MAPKK activadora MEKEE se realiz6 como control positivo del ensayo de fosforilacién ya que

esta reportado que puede fosforilar al dominio de transactivacion de c-Fos (211).

El Western Blot del panel inferior de la figura R.6 fue revelado con un anticuerpo anti HA y
muestra la expresion de las MAPKs transfectadas en los lisados celulares antes de

inmunoprecipitar.

Como se muestra en el panel superior de la figura R.6, todas las SAPKs pueden fosforilar a

c-Fos TAD in vitro.

Estos resultados sugieren que c-Fos podria ser un blanco de fosforilacion para las
SAPKs in vivo.

Analisis de la fosforilacion de c-Fos por SAPKS in vivo.

Para estudiar si c-Fos es también fosforilado in vivo, analizamos la movilidad
electroforética de c-Fos en geles SDS-PAGE seguidos de Western Blots, ya que la presencia de
bandas de menor migracién -o mayor peso molecular aparente- esta relacionada con el estado de
fosforilacion de este factor de transcripcién (57,211). Vale aclarar que c-Fos es una proteina
hiperfosforilable y que al momento de realizar estos estudios no existian anticuerpos anti residuo
especifico fosforilado. La manera aceptada de estudiar fosforilacién era (y continua siendo) a
través de la observacion del retardo en la migracion de las proteinas en una corrida electroforética

seguida de Western Blot.
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Entonces, para evaluar si c-Fos es fosforilado in vivo por SAPKs, co-transfectamos células
HEK 293 con pCEFL-AU5 c-Fos FL (cDNA completa de c-Fos) y pCEFL-HA p38a 0 p38B o p38y

o p383 o pCEFL-HA JNK y sus correspondientes activadores rio arriba.

En el Western Blot de la figura R.7 (panel superior) se observa que las cuatro isoformas de
las p38 inducen un retraso en la movilidad electroforética de c-Fos. Este cambio en la movilidad
electroforética es dependiente de la activacion de las SAPKs ya que en ausencia de MKKG6 el
retardo en la migracién no se produce. Cabe destacar que el retardo no se produce cuando c-Fos
es co-transfectado con JNK aunque la quinasa se encuentre activada por la co-transfeccion con
MEKK. En el panel inferior de la figura R.7 se observa un Western Blot de los mismos lisados
celulares revelado con anticuerpo anti HA en el que se corrobora la expresion de las quinasas

transfectadas.

Se sabe que la fosforilacion de los dominios de transactivacion de los factores de
transcripcién tienen un rol determinante en la activacién del mismo (167). El dominio de
Transactivacion de c-Fos, tal como mencionamos anteriormente, posee cuatro residuos dentro del
consenso de Fosforilacion por MAPKs. Esto nos llevo a investigar si el retardo observado en la
movilidad electroforética de la proteina c-Fos full lenght se debia a la fosforilacion por las p38s en

el extremo c-terminal (c-Fos-TAD).

Para ello realizamos experimentos similares al descripto anteriormente pero co-
transfectando con pCEFL-GFP-c-Fos-TAD, o sea, la porcion carboxilo terminal de c-Fos, su

dominio de transactivacion, fusionado a GFP y las distintas SAPKs con sus activadores rio arriba.

Observamos que el retardo en la movilidad electroforética solo ocurre en presencia de
cualquiera de las cuatro isoformas de p38 activadas, y no en presencia de JNK activada (figura
R.8).

Estos resultados sugieren que c-Fos es un sustrato in vivo de todas las isoformas
de p38 SAPKS pero no de JNK SAPK y que las fosforilaciones que ocurren en el extremo
carboxilo terminal son suficientes para producir una menor movilidad electroforética de c-

Fos en una corrida electroforética en geles SDS PAGE.

Analisis de la actividad transcripcional de c-Fos en respuesta a la activacion de las p38
SAPKs.

Sabiendo que las p38 SAPKs podian fosforilar a c-Fos in vivo y en particular, que pueden
fosforilarlo en residuos de su dominio de transactivacion, decidimos estudiar si esta fosforilacion

tiene algun efecto en la capacidad de transactivar de c-Fos.
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Figura 7:

La proteina c-Fos es fosforilada in vivo por las 4 isoformas de p38.

Células HEK 293 fueron co-transfectadas con pCEFL-AU5-c-Fos (FL: Full lenght o
secuencia completa) y las distintas pCEFL-HA-SAPKs conjuntamente con MKK6 o
MEKK, los activadores rio arriba de p38s y JNK respectivamente.

Los lisados celulares fueron analizados por Western Blot utilizando anticuerpos anti
AU5 (panel superior) —para evaluar la migracion electroforética de c-Fos- o anti HA
(panel inferior) —para corroborar que las quinasas transfectadas se estén expresando-.
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Figura 8:
El dominio de transactivacion de c-Fos es fosforilado in vivo por las distintas
p38 SAPKs.

Células HEK 293 fueron co-transfectadas con pCEFL-GFP-c-Fos TAD (TAD: dominio
de transactivacion) y las distintas pCEFL-HA-SAPKs conjuntamente con MKK6 o
MEKK, los activadores rio arriba de p38s y JNK respectivamente.

Los lisados celulares fueron analizados por Western Blot utilizando anticuerpos anti
GFP (panel superior) —para evaluar la migracién electroforética del dominio de
tranasactivacion de c-Fos- o anti HA (panel inferior) —para corroborar que las quinasas
transfectadas se estén expresando-.
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Realizamos ensayos con el sistema de expresion génica de GAL4, un sistema heterdlogo
en el cual el dominio de transactivacion de c-Fos es expresado como proteina de fusion con el
dominio de union al DNA del factor de transcripcién de levaduras GAL4 (pGAL4-c-Fos-TAD). Esta
proteina quimera, cuando esta activada, puede activar la transcripcion del gen de Luciferasa
clonado rio abajo de un promotor minimo conteniendo la secuencia del DNA a la que se une GAL4
(pGAL4 LUC).

Los plasmidos pGAL4 LUC y pGAL4-c-FOS-TAD se co-transfectaron en células NIH 3T3

junto con los plasmidos que expresan a las distintas isoformas de p38 y a MKK®6.

Como se observa en la figura R.9 la co-transfeccion con las disitintas p38s y MKK6 activa
la capacidad de c-Fos de activar la transcripcion del gen de Luciferasa, siendo especialmente
fuerte el efecto de transactivacion cuando p38a y p38p estan activadas. También observamos que
la actividad transactivadora de c-Fos TAD es leve cuando se expresa con p385 especialmente al
comparar los resultados obtenidos con el efecto transactivador de las otras p38s sobre c-Fos.
Ademas no se observa un aumento o cambio en la capacidad de c-Fos TAD de activar la

transcripcion al cotransfectar con JNK.

Estos resultados sugieren que la fosforilacion del dominio de transactivaciéon de c-
Fos por las p38a, By y activadas es suficiente para activar la capacidad transcripcional de

c-Fos.

Alternativamente, para estudiar cual isoforma de p38 enddgena es la responsable de la
capacidad transcripcional de c-Fos-TAD, utilizamos variantes dominantes negativas de las p38
SAPKs. Estas variantes no pueden activarse debido a que los residuos Treonina y Tirosina del
dominio T X Y, que permiten su activacién, se encuentran mutados (la Treonina 183 fue

reemplazada por una Alanina y la Tirosina 185 por Fenilalanina).

Transfectamos células NIH3T3 con pGAL4 LUC, pGAL4-c-Fos-TAD y pCDNA3-MEK3EE
(una forma constitutivamente activa de MKK3, una MAPKK que activa fuertemente a las p38s)
(198) conjuntamente con alguno de los dominantes negativos para las p38, p38a AF, p38p AF,
p38y AF o p383 AF (244).

Como se muestra en la figura R.10, cuando MEK3EE es co-expresada junto a las
versiones de p38s que actian como dominantes negativos para las p38s enddgenas, la capacidad
transcripcional de c-Fos TAD disminuye. Se observa que todas las formas dominantes negativas
de las isoformas de p38 inhiben la capacidad transactivacional de c-Fos, especialmente las

isoformas a y B.
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Figura 9:

Las SAPKs activan la transcripcion mediada por c-Fos (1).

Se transfectaron células NIH 3T3 con el plasmido reportero pGAL4 LUC, el plasmido
que expresa la proteina de fusion GAL4 c-Fos TAD (pCDNA3 GBDX-c-Fos) y pRNull,
junto con pCEFL HA-p38a, HA-p38p, HA-p38y, HA-p385, o HA-JNK, junto con los
activadores rio arriba de p38 or JNK (MKK6 o MEKK, respectivamente). 24 horas
después de la transfeccion las células fueron cosechadas. Se determiné la actividad
de Luciferasa y de Renilla como control de transfeccion, para normalizar.
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Figura 10:

Las SAPKs activan la transcripcion mediada por c-Fos (2).

Se transfectaron células NIH 3T3 con el plasmido reportero pGAL4 LUC, el plasmido
que expresa la proteina de fusién GAL4 c-Fos TAD (pCDNA3 GBDX-c-Fos) y pRNull,
junto con las formas dominantes negtivas (AF) de HA-p38a, HA-p38p3, HA-p38y o HA-
p38d y el activador rio arriba de las p38s, MKEK3 EE. 24 horas después de la
transfeccion las células fueron cosechadas y de los lisados celulares se determind la
actividad de Luciferasa y de Renilla como control de transfeccién, para normalizar.
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Figura 11:

Las SAPKs activan la transcripcion mediada por c-Fos (3).

Células NIH3T3 fueron transfectadas con pCEFL AU5 c-Fos, pRNull, pCDNAIII GST
MKK6 y pCEFL HA-p38a, HA-p38p3, HA-p38y o HA-p385 como se indica en la figura.
24 horas después de la transfeccion las células fueron cosechadas y se determiné la
actividad de Luciferasa y de Renilla (para normalizar) en los correspondientes lisados.

71



Resultados

Estos resultados muestran que las p38 SAPKs, en particular las p38a y p38p,
inducen la actividad transcripcional de c-Fos y sugieren que esta actividad es controlada

diferencialmente por los distintos miembros de las p38 MAPKs.

Efecto de la transactivacién de c-Fos sobre sitios de respuesta a AP-1.

La proteina c-Fos es un factor de transcripcion que dimeriza con proteinas de la familia Jun

para activar la transcripcion de genes que contengan sitios AP-1 en su promotor.

Decidimos investigar si c-Fos activado por las p38 MAPKs afecta la transcripcién de un
promotor minimo que contiene varios sitios AP-1. Para ello utilizamos un plasmido reportero que
contiene 7 elementos de respuesta AP-1 repetidos (en tandem) rio arriba del gen de Luciferasa.
Este plasmido fue transfectado en células NIH 3T3, conjuntamente con las p38 MAPKs y MKKG6 en

presencia o ausencia de c-Fos FL (secuencia completa).

La figura R.11 muestra que la sola presencia de c-Fos aumenta la actividad Luciferasa, o lo
que es equivalente, activa al promotor con sitios AP-1 del gen reportero Luciferasa. También se
observa un fuerte efecto de las p38 a y B activadas sobre la actividad AP-1 al compararlo con el
efecto obtenido con las p38 y y 3, siendo p38 a y B capaces de activar la transcripcion dirigida por
los elementos AP-1 aun en ausencia de c-Fos transfectado. Asimismo se observa que c-Fos
potencia fuertemente la actividadad Luciferasa de todas las quinasas activadas llegando a 42 y 25

veces de induccion al ser co-transfectada con p38 o y p38 B respectivamente.

Estos resultados muestran que la transactivacion de c-Fos por p38 MAPKs
(especialmente las isoformas p38a y p38p) induce la actividad de AP-1 y sugieren que
actuando a través de la fosforilaciéon de c-Fos, las p38 MAPKs regularian la expresiéon de

genes que contienen sitios de respuesta AP-1.
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2- Requlacién post-traduccional de c-Fos inducida por luz UV. Ejemplo de requlacién de c-Fos por

sefales inductoras de estrés.

Fosforilacion de c-Fos in vivo inducida por radiacion UV.

Los estimulos extracelulares que inducen estrés celular son activadores tanto de p38 como
de JNK. (79,284).

Este hecho nos llevé a buscar un agonista que induzca la fosforilacién de c-Fos in vivo.

Para ello transfectamos células HEK 293 con el plasmido pCEFL AU5 c-Fos FL. Estas
células se incubaron en medio sin suero toda la noche para inhibir la actividad de quinasas
intracelulares y al dia siguiente se las estimulé con radiacién UV (120J/m?) o anisomicina (5uM), o
con otros estimulos que inducen la activacion de MAPKs como TNF(10ng/ml) o LPA (50uM) por
media hora (249,334). Las células fueron colectadas a distintos tiempos y los lisados celulares se
resolvieron en geles SDS PAGE para luego realizar Western Blots utilizando un anticuerpo anti
AUS.

En la figura R.12A observamos que dos estimulos que producen estrés celular, radiacién
UV y anisomicina, inducen el retraso en la movilidad electroforética de c-Fos mientras que no lo

inducen otros estimulos que también activan MAPKs como LPA o TNF.

En los Western blots de la Figura R.12 B se observa que la disminucion en la migracién
electroforética de c-Fos se va incrementando a medida que transcurre el tiempo después del
estimulo, tanto para las células estimuladas con radiacion UV como para las células estimuladas

con anisomicina.

Estos resultados sugieren que estimulos que produzcan estrés celular inducen la

fosforilacion de c-Fos.

Para confirmar que los cambios en la movilidad electroforética se deben a fosforilacion
incubamos muestras de células transfectadas con AU5 c-Fos previamente tratadas o no con luz
UV y las sometimos a un tratamiento con la fosfatasa de Serinas y Treoninas, PP2A. La
acumulacion de bandas de menor movilidad en el SDS PAGE se redujo en presencia de PP2A (no
mostrado) reafirmando que el retardo observado en la corrida electroforética es dependiente de la

adicién de grupos fosfato en residuos de Serina o Treonina.

Estos resultados muestran que c-Fos es un blanco de fosforilaciéon en condiciones

en donde las células son sometidas a agentes que causan estrés.
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Figura 12:

La radiacidon UV induce la fosforilacion de c-Fos.

A. Células HEK 293 fueron transfectadas con pCEFL-AU5-c-Fos. Luego de 12 horas
de la trasnsfeccion fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche. Al dia
siguiente las células fueron estimuladas con radiacion UV (100J/m2), Anisomicina
(5uM), LPA (50uM) o TNF (10ng/ml) y colectadas 45 minutos después del estimulo.
Los lisados celulares se analizaron por WB utilizando un anticuerpo anti AU5.

B. Células HEK 293 fueron transfectadas con pCEFL-AU5-c-Fos. 24 horas después
las células fueron estimuladas con radiacion UV o con Anisomicina y colectadas a
diferentes tiempos post-estimulacion segun se indica en la figura. Los lisados
celulares fueron analizados por WB usando anticuerpo anti AU5.
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Efecto de la radiacion UV sobre la activacion de las SAPKS.

Antes de estudiar si las p38 fosforilan a c-Fos en respuesta a radiacion UV, analizamos si
los estimulos que producen estrés, anisomicina o radiacion UV activan a las SAPKs. Un modo de

evaluar si las MAPKs se encuentran activadas es analizando su nivel de fosforilacion.

Para ello realizamos Western Blots de células transfectadas con las distintas quinasas en
estudio (HA p38a, HA p38p, HA p38y, HA p383 o HA JNK), incubadas en medio 1% suero toda la

noche y luego estimuladas o no con UV o anisomicina por veinte minutos.

Como se observa en los paneles superiores de la figura R.13, todas las SAPKs son
activadas en respuesta a ambos estimulos. En los paneles inferiores se observa el control de

expresion de las quinasas transfectadas.

Estos resultados muestran que todas las SAPKs son activadas en respuesta a

radiacion UV y a anisomicina.

Efecto de las p38 SAPKs activadas por radiacion UV sobre la fosforilacion de c-Fos.

Hasta el momento observamos que las SAPKs se activan en respuesta a UV, que la luz

UV induce la fosforilacién de c-Fos y que las p38 SAPKs fosforilan a c-Fos.

En base a estos resultados decidimos analizar si las p38 MAPKs fosforilan a c-Fos en

respuesta a UV.

Para ello realizamos experimentos en los cuales analizamos la movilidad electroforética de

c-Fos en respuesta a radiaciéon UV en células transfectadas con las diferentes SAPKs.

Sabiendo que a los 5 minutos de estimulacién con UV el retardo en la corrida
electroforética de c-Fos aun no es muy notorio (figura R.12), analizamos muestras colectadas 5
minutos post estimulo. En esta situacion inferimos que resultaria mas sensible la observacion del

efecto de las p38 sobrexpresadas, sobre la movilidad electroforética de c-Fos.

Células HEK 293 fueron co-transfectadas con pCEFL-AU5 c-Fos y las plasmidos que
expresan a las diferentes SAPKs. Estas células se incubaron toda la noche en medio 1% suero y
a la manana siguiente se colectaron a los 5 minutos post estimulacion con radiacién UV, se lisaron

y los lisados totales se analizaron por Western Blots utilizando un anticuerpo anti AU5.

Se observa en la figura R.14 que la co-transfeccion con cualquier isoforma de p38 aumenta

considerablemente la fosforilacion de c-Fos en respuesta a UV, mientras que al cotransfectar con
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Figura 13:

Todas las SAPKs se acivan en respuesta a radiacién UV.

Se transfectaron vectores de expresion para las distintas HA-SAPKs en células HEK
293. 24 horas después de la transfeccion las células fueron incubadas en medio con
1% suero y estimuladas con UV o anisomicina. A los 20 minutos post-estimulacion las
células fueron colectadas y los lisados celulares se analizaron por WB con anticuerpos
anti proteinas fosforiladas: anti Fosfo-SAPKs (P-SAPKSs), anti Fosfo p38 (P-p38) o anti
Fosfo JNK (P-JNK) segun corresponda (paneles superiores), o con anticuerpo anti HA
para evaluar que las SAPKSs se estén expresando (paneles inferiores).
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JNK no se observa el mismo efecto. El tratamiento con anisomicina en experimentos equivalentes
produjo el mismo efecto (no mostrado). En el panel inferior de la figura R.14 se observa el control

de expresion de las quinasas transfectadas.

En base a estos resultados inferimos que la fosforilacién de c-Fos producida en

respuesta a radiacion UV es mediada por las p38 SAPKs.

En la secuencia aminoacidica del dominio de transactivacion de c-Fos existen cuatro
residuos que podrian ser fosforilados por MAPKSs, los aminoacidos Treonina 232, Treonina 325,
Treonina 331 y Serina 374. Para confirmar que el retardo en la movilidad electroforética observado
se debe a que las p38 MAPKs fosforilan esos residuos, utilizamos un plasmido que lleva la
secuencia del dominio de transactivacién de c-Fos con los cuatro residuos consenso para

fosforilacion por MAPKs mutados a Alanina, c-Fos-MUT.

Transfectamos células HEK 293 con pCEFL-AUS c-Fos-MUT junto con los vectores que
expresan las diferentes SAPKs y analizamos los respectivos lisados por SDS-PAGE seguidos de

Western Blots revelados con un anticuerpo anti AUS.

Como se observa en la figura R.15, no hay cambios en la movilidad electroforética de AU5
c-Fos-MUT al estimular con radiacion UV independientemente de la sobreexpresién de las
SAPKs, por lo que el retardo en la movilidad electroforética inducida por UV se deberia a la
fosforilacion de c-Fos por las p38 SAPKs en los sitios consenso de fosforilacion para MAPKs del

dominio de transactivacion de c-Fos.

Nuevamente en el panel inferior se exhibe un Western Blot en el que se controla la

expresion de las quinasas transfectadas.

Estos resultados muestran que las cuatro isoformas de p38 MAPKs son
responsables de la fosforilacion de c-Fos en respuesta a UV en los sitios consenso de

fosforilacion para MAPKs del dominio de transactivacion de c-Fos.

Alternativamente utilizamos el inhibidor de p38a. y p38p3, SB 203580 (304) para estudiar si
la fosforilacion de c-Fos inducida por UV se debe a la activacion de las p38. Se utilizd solo este
inhibidor porque que actualmente no se cuenta con inhibidores que actuen sobre las otras

isoformas que estén disponibles comercialmente.

Se transfectaron células HEK 293 con pCEFL-AUS5 c-Fos FL, y se incubaron en medio 1%
suero durante toda la noche. Una hora antes de estimular las células fueron preincubadas con el
inhibidor SB 203580 y luego se procedio a estimularlas con UV. Se colectaron a los 20 minutos

después del estimulo y los lisados se analizaron por Western Blot utilizando un anticuerpo anti
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Figura 14:
La fosforilacion de c-Fos que ocurre en respuesta a radiacién UV es mediada por

las p38 SAPKs.

Células HEK 293 fueron co-transfectadas con pCEFL AUS5 c-Fos (wild type), pCEFL
HA-p38a, HA-p38p3, HA-p38y, HA-p3835, or HA-JNK, incubadas en medio 1% suero toda
la noche y estimuladas con UV. Los lisados se analizaron por WB utilizando un
anticuerpo anti AU5 para evaluar la movilidad electroforética de c-Fos FL (FL: Full
lenght) o con anticuerpo anti HA para controlar la expresiéon de las SAPKs

transfectadas.
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Figura 15:
Las p38 SAPKs fosforilan a c-Fos en el dominio de transactivacidon en respuesta

alaradiacion UV.

Células HEK 293 fueron co-transfectadas con pCEFL AU5 c-Fos MUT (Treoninas 232,
325, y 331 y Serina 374 reemplazadas por alaninas) , pPCEFL HA-p38a, HA-p38p, HA-
p38y, HA-p383, or HA-JNK, incubadas en medio 1% suero toda la noche y estimuladas
con UV. Los lisados celulares se analizaron por WB utilizando un anticuerpo anti AU5
para evaluar la movilidad electroforética de c-Fos MUT o con un anticuerpo anti HA
para controlar la expresion de las SAPKs transfectadas.
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AU5. Como se observa en la figura R.16 el retardo en la movilidad electroforética disminuye con el
agregado del inhibidor por lo que podemos inferir que al menos p38 a y B estarian involucradas en
la fosforilacion de c-Fos en respuesta a UV. Como control se utilizaron los inhibidores de JNK (SP
600125) (30) y de MEK (U 0126) (101) con los cuales, no se observé ningun efecto sobre la
movilidad electroforética de c-Fos en respuesta a UV, por lo que ni JNK ni ERK2 estarian

involucradas en la fosforilacién en respuesta a UV (no mostrado).

Para confirmar estos resultados evaluamos si la proteina c-Fos enddgena es también
fosforilada en respuesta a radiacion UV de manera dependiente de p38a y/o B. Para ello
realizamos un experimento como el de la figura R.16 pero utilizando células sin transfectar. Los
lisados celulares fueron analizados por Western Blot utilizando un anticuerpo anti region carboxilo

terminal de c-Fos.

Como se observa en la figura R.17 se produce una inhibicién del retardo de c-Fos, lo que

indica que las isoformas o y B de p38 fosforilan a la proteina endégena in vivo en respuesta a UV.

Resultados similares se obtuvieron al co-transfectar c-Fos con la forma dominante negativa
de p38a, p38a AF, ya que al estimular con radiacion UV, no se produce el retardo en la migracion

electroforética de AU5 c-Fos (figura R.18).

En conjunto estos resultados indican que la radiacion UV induce la fosforilacion de

c-Fos a través de las p38 SAPKs.

Estudio de la localizacion de c-Fos en respuesta a UV.

Distintos trabajos muestran que las MAPKs translocan al nucleo después de ser
estimuladas (234) y que la localizacion subcelular de c-Fos puede variar en funcién de las

condiciones en las que se encuentre la célula (140,151,242).

Nos propusimos investigar cual es la localizacién del factor de transcripcion c-Fos luego
de que las células son estimuladas con UV, evaluando también si su ubicacién esta

correlacionada con la localizacién de las p38 MAPKs.

Transfectamos células HEK 293 con pCEFL-GFP c-Fos FL junto con las distintas
isoformas de pCEFL-HA p38. Las células se incubaron en 1% suero durante toda la noche y al
otro dia fueron estimuladas con UV. A los 30 minutos post estimulacién se fijaron y se incubaron
con anticuerpo 1™ anti-HA y luego con un anticuerpo 2™ acoplado al fluorocforocromo TRITC.
Finalizado el proceso de inmunocitoquimica las células se observaron en un microscopio de

fluorescencia.
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Figura 16:

La fosforilacién de c-Fos en respuesta a radiacion UV es inducida por p38 (1).
Se transfectaron células HEK 293 con el plasmido pCEFL AU5 c-Fos. Las células
transfectadas fueron incubadas en medio con 1% suero toda la noche y a la mafana
siguiente se preincubaron o no durante una hora con el inhibidor de las isoformas de
p38 a y B, SB203580, en una concentracion final de 10 uM. Se estimularon con
radiaciéon UV y se colectaron 20 minutos post estimulacion. Los lisados celulares
fueron analizados por Western Blot, utilizando un anticuerpo anti AUS.
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Figura 17:

La fosforilacion de c-Fos en respuesta a radiacion UV es inducida por p38 (2).
Células HEK 293 fueron incubadas en medio con 1% suero toda la noche y a la
manana siguiente se preincubaron o no durante una hora con el inhibidor de las
isoformas de p38 o y B, SB203580, en una concentracion final de 10 uM. Se
estimularon con UV y se colectaron 20 minutos post estimulacion. Los lisados
celulares fueron analizados por Western blot, utilizando un anticuerpo anti c-Fos.
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Figura 18:

La fosforilacidn de c-Fos en respuesta a radiacion UV es inducida por p38 (3).
Células HEK 293 fueron transfectadas con pCEFL AU5 c-Fos y el plasmido que
expresa la forma dominante negativa de p38a. Fueron incubadas en medio con 1%
suero toda la noche y a la mafiana siguiente se estimularon con radiacién UV y se
colectaron 20 minutos post estimulacion. Los lisados celulares fueron analizados por
Western blot, utilizando un anticuerpo anti AUS.
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En las figura R.19 observamos que después de la estimulacion con radiacion UV la
proteina GFP c-Fos transloca al ndcleo donde también translocan las p38a, p38B y p38y.
Curiosamente cuando co-tranfectamos con p389, resulta evidente que ni GFP c-Fos, ni p386

translocan al nucleo, por el contrario, quedan retenidas en el citoplasma.

Estos resultados sefialan que la radiacion UV provoca una redistribucion de las
proteinas quinasas p38 SAPKs y de c-Fos dentro de la célula. En particular, las isoformas
p38a, p38p y p38y, sobrexpresadas translocan al nucleo junto con c-Fos en respuesta a
radiacion UV, mientras que ante el mismo estimulo la sobreexpresion de p385 produce una

retencioén citoplasmatica de c-Fos y la proteina quinasa.

Habiendo observado que la luz UV induce cambios en la localizacién de GFP c-Fos,
utilizamos el inhibidor SB 203580 como herramienta alternativa para evaluar la ubicacién

subcelular de GFP c-Fos en respuesta a UV, y si esta localizacion es dependiente de las p38.

Células HEK 293 fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche y luego estimuladas
con luz UV. Estas células fueron tratadas o no con el inhibidor una hora antes del estimulo. Luego
se colectaron y se fraccionaron nucleos y citoplasmas. Ambas fracciones celulares se analizaron
por Western Blot utilizando un anticuerpo anti c-Fos. La intensidad de las bandas
correspondientes a c-Fos fue analizada y se compard la relacion de cantidad de c-Fos entre

nucleo y citoplasma en cada condicion.

Se utilizaron anticuerpos anti actina y anti histona H2B para confirmar la pureza de cada

una de las fracciones.

Este resultado se muestra en la figura R.20. Los valores obtenidos para la relacion en la
acumulacion de c-Fos entre el nucleo y el citoplasma son de 0.38 en la condicién control, 3.33 en
respuesta al estimulo y 0.45 en presencia del estimulo mas el inhibidor SB 203580, indicando el
reestablecimiento de la condicion control. Por lo que después de la estimulacion con UV, c-Fos
enddgeno transloca al nucleo y esta acumulacion de c-Fos en el nucleo se impide en presencia el
inhibidor SB 203580.

Este resultado indica que la actividad de p38 a y/o [es necesaria para que la

proteina c-Fos endogena transloque al niucleo en respuesta a UV.
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Figura 19:

La radiacién UV induce la translocacién al nucleo de c-Fos y de distintas p38
SAPKs.

Se transfectaron células HEK 293 sobre cubreobjetos con GFP c-Fos y las distintas isoformas
de HA-p38. 16 horas después de incubarlas en medio 1% suero, se trataron o no con radiacién
UV y alos 20 minutos se fijaron. Luego se realizé la técnica de inmunofluorecencia indirecta con
anticuerpo anti HA para observar la localizacion de p38 en cada condicién, ademas se observo
c-Fos en el microscopio de fluorescencia ya que fue expresado como proteina de fusiéon con
GFP. Se realizé también una tincion nuclear con DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). Las fotos
mostradas son representativas de entre 5-10 campos diferentes.
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Figura 20:

La translocacidn de c-Fos al nicleo en respuesta a UV es mediada por las p38s (1).
Células HEK 293 fueron estimuladas con UV luego de haber sido pre-tratadas o no con el
inhibidor SB 203580. Se colectaron las células y se extrajeron las fracciones nuclear y
citoplasmatica. Se realiz6 una electroforesis en gel SDS-PAGE de ambas fracciones, se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se realiz6 un Western Blot utilizando un
anticuerpo anti c-Fos.

Las bandas correspondientes a c-Fos fueron digitalizadas y cuantificadas.

Estas cuantificaciones fueron graficadas como barras que representan la cantidad de c-
Fos en cada fraccion. Las barras negras representan a las fracciones nucleares y las
blancas a las citoplasmaticas. Ademas se cuantificd la cantidad de c-Fos presente en el
nucleo con respecto a la cantidad presente en el citoplasma para cada condicion. Este
cociente se indica como lineas que abarcan a las dos columnas de cada condicién y sobre
las que se ubica el valor de intensidad relativa de c-Fos en el nucleo con respecto al
citoplasma.
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Figura 21:

La translocacion de c-Fos al nlicleo en respuesta a UV es mediada por las p38s (2).
Se sembraron células HEK 293 sobre cubreobjetos y se transfectaron con plasmidos de
expresion para GFP c-Fos conjuntamente con vector vacio o con un vector de expresion
de MEK3AA, el dominante negativo de MEK3. Luego de incubar por una noche en medio
1% suero, las células fueron estimuladas con UV y fijadas 20 minutos post estimulacion.
Luego fueron tratadas con ioduro de propidio para marcar los nucleos y fueron
observadas en un microscopio confocal, para determinar la localizacion subcelular de c-
Fos en cada condicion.
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Ademas, utilizamos el dominante negativo del activador de p38 MAPKs, MEK3AA (198)

para analizar la localizacion de GFP-c-Fos en respuesta a UV.

Células NIH 3T3 fueron transfectadas con pCDNA3 MEK3AA y pCEFL-GFPc-Fos, luego
de incubarlas en medio 1% suero se estimularon con radiacién UV y se fijaron 20 minutos
después del estimulo para ser observadas por microscopia confocal. Asumimos que en las células
en las que se esta expresando GFP c-Fos también se esta expresando el dominante negativo. En
estos experimentos se obtuvieron resultados similares a los expuestos en la figura R.20, en donde
observamos que en presencia del dominante negativo, GFP c-Fos se mantiene en el citoplasma

aun después de ser estimuladas por UV (figura R.21).

Todos juntos estos resultados indican que c-Fos transloca al nucleo en respuesta a
radiacién UV de manera dependiente de la actividad las quinasas p38a y p38p. Sugiriendo
fuertemente que después del estimulo, c-Fos transloca al nucleo si es fosforilado por las
p38 SAPKs activadas por UV.

Estudio de la formacién de complejos AP-1 conteniendo c-Fos sobre sitios TRE en

respuesta a radiacion UV.

La translocacion de c-Fos al nucleo como resultado de la fosforilacion inducida por UV nos
llevé a investigar la presencia de c-Fos en complejos proteicos que se unen a los sitios AP-1 o
sitios TRE (“TPA Responsive Element”).

Para ello realizamos experimentos de EMSA (“Electromobility shift assays”) en los cuales
marcamos radioactivamente oligonucledétidos con la secuencia consenso AP-1 y los incubamos
con extractos nucleares de células HEK 293 que fueron previamente estimuladas con UV en
presencia o ausencia del inhibidor SB 203580. Como se observa en la figura R.22 los extractos
nucleares provenientes de células estimuladas con radiacion UV producen un fuerte retraso en la
movilidad electroforética del oligonucleétido AP-1 (figura R.22, columna 2). También se observa
que el nivel de retraso disminuye al utilizar extractos nucleares de células tratadas con el inhibidor

de p38a y p38p (tercer columna de la autorradiografia mostrada).

Ademas, para determinar si c-Fos esta presente en el complejo que se une a AP-1 cuando
las células son estimuladas con UV, incubamos a los extractos nucleares con el oligonucleotido

AP-1 en presencia de un anticuerpo anti extremo carboxilo terminal de c-Fos. En este caso,
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Figura 22:

La radiacién UV promueve la formacion de complejos AP-1 sobre sitios TRE de

modo p38 dependiente.

Se realizaron ensayos de EMSA (“Electromobility shift assays”) utilizando extractos
nucleares de células HEK 293 tratadas o no con radiacion UV.Los extractos nucleares
fueron incubados con el oligonucleétido marcado que posee la secuencia de union de
AP-1, TRE (“TPA responsive element”). Ademas se utilizaron nucleos provenientes de
células que habian sido pre tratadas con SB203580. Como control se incubaron los
nucleos con sonda sin marcar y para asegurarnos de que c-Fos se encuentre formando
parte de los complejos AP-1, los complejos nucleos/sonda se incubaron con anticuerpo

anti c-Fos.
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observamos que se forma una segunda banda de retardo que corresponde al complejo proteinas

nucleares+anticuerpo anti c-Fos+ oligonucleétido AP-1.

Estos datos muestran que en células estimuladas con radiacién UV, aumenta la
union de complejos proteicos a sitios AP-1 que contienen a c-Fos y que se requiere la

actividad de las p38 para que se produzca esta interaccion.

En conjunto, los resultados de las figuras R.13 a R.22 ponen de manifiesto un
importante rol para las p38 en la activacion del factor de transcripcion c-Fos en la

respuesta celular a un estimulo que produce estrés celular como la irradiaciéon UV.

Andlisis de la fosforilacion de los sitios consenso para MAPKs del dominio de

transactivacion de c-Fos por p38 SAPKSs.

Luego de determinar el rol de las p38 activadas por UV en la fosforilacion y activacion de c-
Fos decidimos investigar la contribucién de la fosforilacion de cada sitio del dominio de

transactivacion de c-Fos dentro del consenso de fosforilacion de MAPKSs.

Los cuatro residuos consenso de fosforilacion de MAPKs (1232, T325, T331 y S374)

fueron analizados independientemente utilizando construcciones mutantes del TAD de c-Fos.

Mediante mutagénesis dirigida, el cDNA de la proteina c-Fos TAD mutante (que habia sido
utilizado previamente figura R.15) en donde los residuos T232, T331 T325 y S374 fueron
reemplazados por Alaninas, fue utilizado para reincorporarle individualmente cada uno de los

residuos que podrian ser fosforilados por MAPKs en el laboratorio del Dr. Gutkind.

De esta manera se obtuvieron cuatro nuevas construcciones portando cada una, uno de
estos sitios wt y los otros tres mutados a Alaninas. Estos nuevos c-Fos TAD fueron llamados c-
Fos TAD T232 o T331 o T325 o S374 segun cual sea el residuo WT (salvaje) que codifican. Y
fueron subclonados en nuestro laboratorio en los plasmidos pCEFL GFP, en pGAL4 y en
pGEX4T3.

En la figura R.23A, se muestra un esquema de los distintos c-Fos TAD utilizados.

Para evaluar que isoforma de p38 fosforila cada residuo realizamos construcciones que
permiten expresar todas las variantes del dominios de transactivacion de c-Fos en bacterias como
proteina de fusiéon a GST, utilizando para ello el plasmido pGEX4T3 (pGEX 4T3 c-Fos TAD WT,
MUT, T232, T331, T325 o S 374). Luego, las proteinas de fusién a GST fueron expresadas y

purificadas de bacterias, luego utilizaron como sustratos para ensayos de fosforilacion in vitro.
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Figura 23:

Purificacién de las distintas mutantes del TAD de c-Fos fusionadas a GST
utilizadas como sustratos en ensayos de quinasas.

A. se esquematizan los distintos GST c-Fos TADs que seran utilizados en ensayos
de fosforilacion in vitro. Se observan los 4 residuos que podrian ser fosforilados por
las p38s (Treonina 232, Treonina 325, Treonina 331 o Serina 374) ya que se
encuentran dentro de un consenso de fosforilacion para MAPKs. Estos residuos se
esquematizan como o6valos llenos cuando estan todos los residuos presentes y con
Ovalos vacios en el caso en que hayan sido mutados a alaninas.

B. Gel de poliacrilamida tefiido con Coomasie blue en que se observan las
cantidades equivalentes de las proteinas GST c-Fos TAD que se utiizaron en
ensayos de fosforilacion in vitro. Estas proteinas provienes de la purificacion de
bacterias inducidas con IPTG.
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Figura 24:

La Treonina 235 seria el sitio principalmente fosforilado por todas las isoformas
de las p38 SAPKs.

A la izquierda se esquematizan los diferentes GST c-Fos TADs (WT y mutantes
puntuales) utilizados como sustratos para los ensayos de fosforilacion in vitro que se
observan en las autorradiografias contiguas. Los ensayos de quinasas fueron
realizados inmunoprecipitando a las distintas isoformas de HA-p38 de células HEK
293 previamente transfectadas con o sin el vector de expresion del activador de las
p38s, MKK®6, y con p38a o0 p38p o p38y o p385. Estos inmunoprecipitados fueron
incubados con las distintas proteinas de fusiéon GST c-Fos TADs que habian sido
purificadas de bacterias previamente.

92



Resultados

En La figura R.24 B se observa una electroforesis en un gel SDS-PAGE tefiido con
coomasie blue mostrando las proteinas de fusion a GST purificadas y sembradas en cantidades

equivalentes que fueron utilizadas luego para los ensayos de fosforilacion.

Para realizar los ensayos de quinasas, los plasmidos pCEFL-HA p38 MAPKs fueron
transfectados en células HEK 293, conjuntamente o no con pCEFL-GST MKK6. Las HA p38

MAPKSs fueron inmunoprecipitadas y utilizadas para el ensayo de fosforilacién in vitro.

Como se muestra en la figura R.24 la fosforilacion del c-Fos TAD por p38a, p38p y p385 no
se produce cuando se utiliza como sustrato al TAD de c-Fos con los cuatro sitios consenso
mutados a Alanina. En el caso de p38y, se observa una fosforilacién mas débil que podria deberse

a la accién de esta quinasa en un sitio no canoénico para MAPKSs.

Analizando cada residuo en particular, es interesante notar que el Unico sitio con capacidad
de ser fuertemente fosforilado (cuando es el unico aminoacido WT) es la Treonina 325. Por otro
lado el aminoacido T232 es fosforilado por p38p y p38y, y en particular para p385 la fosforilacién
que se observa en T232 no seria mayor a la leve fosforilacién marginal que aparece con GST c-
Fos TAD MUT como sustrato. p38a. no tendria ningun efecto en la fosforilacion de la T 232 in vitro.
La Treonina 331 es levemente fosforilada por p38a y p38p y no hay fosforilacion inducida por
p38y o0 p383d. Con respecto al residuo S374, la fosforilacion por p38a es casi indetectable mientras

que por p38 By & es leve.

Estos resultados muestran que cada sitio puede ser fosforilado in vitro
diferencialmente por las diferentes isoformas de p38 MAPKs, sugiriendo que existe un
patron en el cual cada quinasa posee distinta capacidad de fosforilar cada uno de los sitios

del dominio de transactivacion de c-Fos.

Contribucién de cada sitio de fosforilacion del dominio de transactivacion de c-Fos a la

capacidad transcripcional del factor de transcripcion activada por las p38 SAPKSs.

Para averiguar si individualmente cada sitio de fosforilacion consenso para MAPKs es
capaz de activar la capacidad de transactivacién de c-Fos subclonamos cada c-Fos TAD WT,
MUT, T232, T325, T331 o S374 en un vector de expresion eucariota que permite que se expresen
como proteinas de fusion con el dominio de unién al DNA de GAL4 para realizar ensayos de

actividad reportera como los descriptos anteriormente (figura R.25).

Transfectamos células NIH 3T3 con las diferentes variantes de pGAL4 c-Fos TAD, pGAL4
LUC, las diferentes pCEFL-HA p38 MAPKs y su activador pCEFL-GST MKKG6. Se midié la
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actividad Luciferasa en cada condicién para cada c-Fos TAD con cada una de las p38 sobre-

expresadas y se relativizé el resultado a la actividad -galactosidasa de cada extracto celular.

Para cada p38 se tomd como 100% de activacion a la actividad de Luciferasa obtenida con

el GAL4 c-Fos TAD WT y la activacion obtenida con cada mutante fue relativizada a ese 100%.

En la figura R.25 se observa que individualmente ningun sitio logra recomponer el 100% de
activacion del GAL4 c-Fos TAD WT con ninguna de las quinasas transfectadas. Solo la proteina c-

Fos TAD WT puede activar la transcripcion del gen reportero.

Estos datos muestran que aunque los sitios consenso para MAPKs pueden ser
fosforilados por las distintas isoformas de p38 in vitro, estas fosforilaciones no son
suficientes para que c-Fos pueda transactivar. Indicando que se requieren multiples sitios

fosforilados para activar la capacidad transactivacional de c-Fos.
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Figura 25:

Analisis del efecto transcripcional de cada sitio de fosforilacion del domino de
transactivaciéon de c-Fos por las p38 SAPKs.

Células NIH 3T3 fueron transfectadas con los plasmidos pTATA GAL4-LUC, pRNull,
pCEFL-GST-MKK®, alguna de las diferentes pCEFL-HA-p38 SAPKs y cada una de las
c-Fos TADs, pCDNAIIIGBDX-c-Fos TAD, como se indica en la figura. 24 horas
después de la transfeccion las células fueron lisadas y se analizd la actividad
Luciferasa de los extractos celulares. Los datos de Luciferasa estan normalizados con
la actividad Renilla. Los datos se expresan como porcentaje de induccion relativo al
control. Se observa que para que c-Fos sea transcripcionalmente activo necesita la
fosforilacion de mas de un sitio consenso para MAPKs en el dominio de
transactivacion.
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3- Requlacioén de c-Fos ante un estimulo mitogénico.

Luego de estar enfocados en el estudio de la activacidon post-traduccional de c-Fos en
respuesta a UV, decidimos estudiar la regulacién de c-Fos en respuesta a un estimulo mitogénico

como Carbacol.

La activacion del receptor muscarinico M1 en presencia de su agonista Carbacol induce la
sintesis de DNA y la formacion de focos de transformacion en células NIH 3T3 transfectadas

establemente con dicho receptor (120)

En el afno 1995 Omar Coso y colaboradores estudiaron la activacion de JNK en respuesta
a Carbacol. Observaron que distintos miembros de la familia AP-1 se transcriben y activan en
respuesta al estimulo Carbacol en células que expresan el receptor muscarinico M1. A partir de
ese descubrimiento, el laboratorio del Dr. Gurkind continué trabajando en las vias de sefiales que
se activan luego de estimular M1 con Carbacol, pero enfocandose principalmente en la regulacion
de c-Jun por JNK (66,67,201). En esta etapa del trabajo intentamos entender la regulacién del

factor de transcripciéon c-Fos por MAPKSs en respuesta a Carbacol.

Estudio de la activacion de la transcripcion de c-fos por Carbacol.

Para estudiar la regulacién de c-fos por MAPKs utilizamos células NIH 3T3 que expresan
establemente el receptor muscarinico M1, “células m1.2”, caracterizadas por el Dr. Silvio Gutkind y
colaboradores (72) que expresan aproximadamente 20.000 receptores por célula. Como c-fos es
un gen de respuesta temprana y normalmente no estas expresado en las células decidimos

estudiar primero los efectos de las MAPKs sobre el promotor de este gen.

Transfectamos células m1.2 con un plasmido que expresa el promotor de c-Fos murino rio
arriba del gen de la Luciferasa. Luego de incubar toda la noche a las células en medio 1% suero
se estimularon con Carbacol o con suero -como control positivo de la activacion del promotor de c-

fos- y se midié actividad Luciferasa.

Como se muestra en la figura R.26, los niveles de Luciferasa alcanzados en presencia de

Carbacol son tres veces mayores que el control.

Luego, para examinar la activacion del promotor de c-fos enddgeno, realizamos curvas de

tiempo de activacion del promotor en respuesta a Carbacol.
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Figura 26:

El agonista Carbacol (Ch) induce la activacion del promotor de c-Fos (1).
Células NIH 3T3 transfectadas establemente con el receptor muscarinico M1,
células m 1.2, fueron transfectadas con el plasmido p-c-Fos Luc, que porta el
promotor de c-Fos rio arriba del gen de luciferasa. Las células fueron incubadas toda
la noche en medio 1% suero y luego se estimularon con 100 uM del agonista
carbacol (Ch). Luego de 8 hs las células se lisaron y se midid actividad de
Luciferasa. Los valores obtenidos fueron normalizados midiendo actividad pB-
galactosidasa.
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Figura 27:

El agonista Carbacol (Ch) induce la activacion del promotor de c-Fos (2).

Células m 1.2 fueron incubadas toda la noche en medio 1% suero. A la mafana
siguiente se estimularon con 100 uM de Carbacol y se colectaron a diferentes tiempos
post-estimulacion. Se extrajo RNA total, se corrio en gel de agarosa desnaturalizante y
se transfirié a una membrana de nitrocelulosa sobre la que se agregé una sonda de c-
Fos marcada radioactivamente para realizar el Northern Blot (NB).

En la figura se muestra una autorradiografia obtenida luego de realizar el NB, y en el
panel inferior, se observa una foto de la membrana de nitrocelulosa después de la
transferencia para observar el estado y la cantidad de RNA total transferido.
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Figura 28:

El agonista Carbacol (Ch) induce la activacion del promotor de c-Fos (3).

Células m 1.2 fueron incubadas toda la noche en medio 1% suero. A la mafana
siguiente se estimularon con 100 uM de Ch y se colectaron a diferentes tiempos post-
estimulacion. Se extrajo RNA total, se cuantifico y se realiz6 PCR Reversa para
obtener cDNA de cada condicién. Luego se realizé una PCR cuantitativa utilizando
primers especificos para c-Fos. Se observa un experimento representativo de tres
realizados.
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Para ello realizamos Northern Blots utilizando como sonda el cDNA de c-Fos marcada
radioactivamente. En estos experimentos estimulamos células m1.2 con Carbacol por distintos
tiempos. Luego se colectaron las células con TRIZOL, se extrajo el RNA, se cuantificd, se corrid
en geles de agarosa desnaturalizantes, se transfirié a una membrana de nylon por capilaridad y se
incubd con una sonda especifica (cDNA de c-Fos) marcada radioactivamente. En la figura R.27 se
muestra una autorradiografia en donde se observa que a la media hora posterior al agregado de
Carbacol se encuentra el pico maximo de acumulacion de transcripto de c-fos. Si bien a la hora se

sigue observando RNA acumulado pasado este tiempo, los niveles decaen fuertemente.

Para corroborar estos resultados realizamos PCRs cuantitativas. Se realizé un experimento
similar al de la figura R.27 en donde luego de purificar y cuantificar el RNA, se retrotranscribieron
iguales cantidades de RNA para obtener cDNA. Luego, el cDNA obtenido se utiliz6 como molde

en una PCR cuantitativa utilizando primers especificos para c-Fos (Figura R.28).

En estos experimentos observamos nuevamente que a la media hora post estimulacion se
encuentra el punto maximo de acumulacion del transcripto de c-fos y que luego va disminuyendo

en funcion del tiempo.

Estos resultados permiten afirmar que el promotor de c-Fos se activa como
respuesta al agregado de Carbacol en las células m 1.2. Ademds, muestran que el punto
maximo de acumulaciéon del RNA de c-Fos se encuentra a la media hora post estimulacion

del receptor M1 con Carbacol.

Activacion de MAPKSs en respuesta a Carbacol.

Para investigar que MAPKs se activan en respuesta a Carbacol realizamos curvas de
activacion de las distintas MAPKs. Al no disponer de anticuerpos especificos para cada una de
estas quinasas realizamos las curvas de activacion transfectando en células m1.2 los plasmidos
que codifican para las distintas MAPKs fusionadas a un epitope HA. Las células fueron incubadas
en 1% suero toda la noche y luego estimuladas con Carbacol. Se colectaron a distintos tiempos y
se inmunoprecipitaron las quinasas transfectadas utilizando anticuerpos anti HA. Luego se
incubaron por 30 minutos con los sustratos especificos para cada quinasa y yATP P*2. Se
resolvieron en geles SDS PAGE, luego se secaron los geles y se expusieron a placas
autorradiograficas. La radioactividad incorporada se cuantificé en funcién del tamafio de banda
obtenida en la placa autorradiografica utilizando el programa de computacion Scion image for
windows. Esto nos permiti6 observar las curvas de activacion de cada quinasa en funcién del

tiempo de agregado de Carbacol. En la tabla de la figura R.29 se observa que los picos de
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Jiempo
qui%\ control | 5 min 10 min | 20 min | 30 min 1h
ERK2 + +4++ +4++ + + +
ERK5 + 4+ 4+ ++ ++ +
JNK + + ++ o e+ +
p38a + + 4 o +H++ +
p38p + + ++ ot o+ +
p38y + + ++ 4 e+ +
p383 + ++ ++ 4+ - ++
Figura 29:

Tabla que muestra los tiempos de activacion de MAPKSs.

Se transfectaron células m1.2 para realizar ensayos de fosforilacién in vitro con los
plasmidos que expresan a las distintas MAPKs como proteinas de fusidon con un
epitope. Se incubaron a las células toda la noche en medio 1% suero y se las
estimuld con Carbacol. Se lisaron las células a distintos tiempos post-estimulacién,
se inmunoprecipitaron las quinasas con anticuerpos especificos anti epitope y se
realizaron los ensayos de fosforilacion in vitro utilizando sustratos especificos
purificados previamente de bacterias y yATP 32P. Una vez realizado el ensayo, se
corri6 en SDS PAGE, se secaron los geles y sobre ellos se expusieron placas
radiograficas. Luego se digitalizaron las bandas de las autorradiografias y se
determind el tiempo aproximado de activacion de las MAPKs ERK1, 2y 5, JNKs 1y

2 y las 4 isoformas de p38s.
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activacion para las quinasas son de 5 minutos para ERK2 y ERK5 y de aproximadamente 20

minutos para las SAPKs.

Estos resultados muestran que la activaciéon del receptor M1 por Carabacol induce la

activacion de todos los miembros de las MAPKs.

Estudio de la activacién del promotor de c-Fos por MAPKS.

Para investigar si las MAPKs estan involucradas en la activacion del promotor de c-fos,
transfectamos células m1.2 con los plasmidos correspondientes a las HA-MAPKs pCEFL-HA
ERK2, ERKS5, JNK1, p38a, p38p3, p38y o p383d, en presencia de un plasmido pCEFL-HA vacio o de
sus respectivos activadores rio arriba (un plasmido que expresa MEKEE para ERK2, MEKS5 para
ERK5, MEKK para JNK y MKK6 para las p38s). Ademas se co-transfectaron con el plasmido
pCDNAS B-galactosidasa para normalizar la actividad Luciferasa a la eficiencia de transfeccion de

cada condicion.

Las células se incubaron en medio 1% suero y luego de 16 horas se colectaron y se midié
actividad Luciferasa de los lisados celulares. Los valores de Luciferasa obtenidos se relativizaron
a los de B-galactosidasa y luego se expresaron los resultados como veces de induccion de
Luciferasa con respecto al control. En la figura R.30 se observa que al transfectar con MEKEE
mas ERK2 se obtienen unas 4.5 veces de induccion de la actividad Luciferasa, y que inclusive
MEKEE en ausencia de ERK2 puede activar al promotor obteniéndose unas 2 veces de induccion
de la actividad Luciferasa, sugiriendo que MEKEE estaria actuando sobre la proteina ERK2
enddégena. Ademas se observa que las otras quinasas en estudio no producen la activacion del

promotor de c-fos del plasmido reportero.

De este resultado se desprende que ERK2 es capaz de activar el promotor de c-Fos

en células m1.2.

Estudio de la activacién del promotor de c-Fos por MAPKS en respuesta a Carbacol.

Para investigar si el agregado de Carbacol induce la activacién del promotor de c-fos a
través de MAPKs comenzamos transfectando el plasmido pc-Fos Luc junto con las distintas
MAPKs (pCEFL-HA ERK2, ERKS5, JNKT1, p38a, p38p, p38y o

p385) y pCEFL pB—galactosidasa. Despues de incubar toda la noche en medio 1% suero, las
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Figura 30:

El promotor de c-Fos es activado por ERK2.

Células m1.2 fueron tranfectadas con el plasmido p-c-Fos Luc, un plasmido que
expresa fB-galactosidasa rio debajo de un promotor minimo cuya actividad no es
inducible por MAPKSs y los plasmidos que expresan a las distintas MAPKs en estudio,
en presencia o ausencia de sus activadores rio arriba como se indica en la figura
(MEKEE para ERK2,MEK5 para ERK5, MEKK para JNK y MEK3EE para las p38s).
Las células fueron colectadas después de 18 hs de incubacion en medio 1% suero y
de cada extracto celular se midié actividad Luciferasa. Ademas se midi6 actividad B-
galactosidasa para normalizar.
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Figura 31:

La activacion del promotor de c-Fos inducida por Carbacol es mediada por ERK2(1).
Células m1.2 fueron tranfectadas con el plasmido p-c-Fos Luc, el plasmido que expresa
B-galactosidasa y los plasmidos que expresan a las distintas MAPKs en estudio (ERK2,
ERKS5, JNK, p38s). Las células fueron incubadas en medio 1% suero durante toda la noche
y luego estimuladas con Ch. Las células se colectaron después de 8 hs de agregado el
estimulo. De cada extracto celular se midié actividad Luciferasa y B-galactosidasa para
normalizar.
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células se estimularon con Carbacol y se colectaron 8 horas después del estimulo. Se midié
actividad Luciferasa y p-galactosidasa de cada extracto y se graficaron los resultados en funcion
de las veces de activacion de la actividad Luciferasa con respecto al control. Como se muestra en
la figura R.31, cuando ERK2 es activada con Carbacol se observa un fuerte aumento de la
actividad Luciferasa, mientras que no se observa potenciacion de la activacién con ninguna otra

de las quinasas.

Hasta el momento trabajamos con un plasmido que porta el promotor de c-fos rio arriba del
cDNA de Luciferasa transfectado en células m1.2. Para estudiar la activaciéon del promotor
endogeno de c-fos en respuesta a la activacion del receptor muscarinico M1 realizamos ensayos
de Northern Blot y de PCR cuantitativa de células m1.2 que fueron pre-incubadas con distintos

inhibidores para MAPKSs y estimuladas con Carbacol.

Brevemente, células m1.2 fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche, y luego
incubadas con: DMSO (solvente de los inhibidores); Inhibidor de la quinasa activadora de ERK2,
PD 098059; inhibidor de p38a y p38B, SB 203580 e inhibidor de JNK, SP 600125. Una hora
después del agregado de los inhibidores las células se estimularon con Carbacol y se levantaron
en TRIZOL media hora después de la estimulacién. Se extrajo el RNA, se cuantifico, y luego,
dependiendo de cual fuera el ensayo que fuéramos a realizar, se retrotranscribié (para PCR

cuantitativa) o se corrié en geles de agarosa desnaturalizantes (para Northern Blots).

En la figura R.32 se muestra el resultado de un Northern Blot en donde se observa que al
inhibir ERK2 se reduce fuertemente la transcripcion de c-fos, también se observa que ni el

inhibidor de p38 ni el de JNK reducen la cantidad de transcripto presente.

Alternativamente, cuando realizamos PCRs cuantitativas (figura R.33) obtuvimos
resultados similares a los obtenidos por Northern Blot, donde se observa que ERK2 es la MAPK

responsable de activar el promotor de c-fos en respuesta a Carbacol.

Todos juntos, estos resultados nos permiten afirmar que el promotor de c-fos es

activado por ERK2 en respuesta a Carbacol.
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Figura 32:

La activacion del promotor de c-Fos por Carbacol es mediada por ERK2 (2).
Células m1.2 fueron incubadas toda la noche en medio 1% suero. A la mafana
siguiente se pre-incubaron con 10 uM de los inhibidores PD 098059, inhibidor de la
quinasa activadora de ERK o SB203580, inhibidor de p38 o y o SP 600125, inhibidor
de JNK. Después de una hora del agregado de los inhibidores se estimularon con 100
uM de Carbacol y se colectaron a la media hora post-estimulacion.

Se extrajo RNA total, se corrié en un gel de agarosa desnaturalizante y se transfirié a
una membrana de nitrocelulosa sobre la que se agregd una sonda de c-Fos marcada
radioactivamente para realizar un Northern Blot.

En la figura se muestra una autorradiografia obtenida luego de realizar el NB, y en el
panel inferior, se observa una foto de la membrana de nitrocelulosa después de la
transferencia para observar el estado y la cantidad de RNA total transferido.
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Figura 33:

La activacion del promotor de c-Fos por Carbacol es mediada por ERK2 (3).
Células m 1.2 fueron incubadas toda la noche en medio 1% suero. A la mafana
siguiente se incubaron con los inhibidores PD 098059, SB 203580 o SP 600125
segun se indica en la figura y una hora despues se estimularon con 100 uM de ch. A
la media hora se colectaron, se extrajo RNA total, se cuantificé y se realiz6 PCR
reversa para obtener el ADN copia de cada condicion. Luego se realizd una PCR
cuantitativa utilizando primers especificos para c-Fos.
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Expresion de c-Fos en respuesta a Carbacol.

Para investigar si el fuerte aumento en la cantidad de transcripto de c-fos en respuesta a
Carbacol se correlaciona también con un aumento en la cantidad de proteina c-Fos enddgena
realizamos ensayos de Western Blot de células m1.2 estimuladas con Carbacol utilizando un

anticuerpo anti c-Fos.

Para ello incubamos células m1.2 durante toda la noche en medio 1% suero y a la mafana
siguiente las estimulamos con 100uM de Carbacol. Luego levantamos a distintos tiempos post-
estimulaciéon como se muestra en la figura R.34. Se purificaron los nucleos celulares y se corrieron
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes para realizar luego Western Blots revelando con un

anticuerpo anti c-Fos.

En la figura R.34 se observa que a los 30 minutos ya comienza a notarse la presencia de
c-Fos llegando a un maximo de expresion a las 2 horas, el cual se mantiene hasta las 4 horas. A
tiempos mayores la cantidad de proteina presente comienza a decaer. Ademas se observa que a
medida que c-Fos se va sintetizando aumenta la cantidad de bandas de migracién lenta en la
corrida electroforética sugiriendo que a medida que c-Fos se sintetiza se modifica post-

traduccionalmente por fosforilacion en respuesta a Carbacol.

Este resultado indica que el agonista del receptor muscarinico M1 Carbacol induce

la expresion de la proteina c-Fos y ademads estaria induciendo la fosforilacion de la misma.

Estudio de la formacién de complejos AP-1 conteniendo c-Fos sobre sitios TRE en

respuesta Carbacol.

La presencia de c-Fos en el nucleo como resultado de la estimulacion de células m1.2 con
Carbacol nos llevo a investigar la presencia de c-Fos en complejos proteicos que se unen a los
sitios AP-1 o sitios TRE.

Para ello realizamos experimentos de EMSA en los cuales marcamos radioactivamente
oligonucledtidos con la secuencia consenso AP-1 y los incubamos con extractos nucleares de
células m1.2 que fueron previamente estimuladas con Carbacol por distintos tiempos. En la figura
R.35 se observa que el agonista Carbacol induce la formacion de complejos proteicos-
oligonucledtido de manera tiempo dependiente, observandose a las 4 horas el punto de mayor

cantidad de complejos formados.
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Figura 34:

El agonista Carbacol induce la expresion de c-Fos.

Células m1.2 fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche y luego estimuladas
con Carbacol y colectadas a distintos tiempos post estimulacion. Se extrajeron los
nucleos celulares y se sembraron en un SDS PAGE. Luego se realiz6 un Western Blot
utilizando un anticuerpo anti c-Fos.
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Figura 35:

El agonista Carbacol promueve la formacién de complejos AP-1 sobre sitios
TRE.

Células m1.2 fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche y luego estimuladas
con carbacol y colectadas a distintos tiempos post estimulacion. Se extrajeron los
nucleos celulares y se incubaron con el oligonucleétido macado que posee la
secuencia de unién de AP-1, TRE (“TPA Responsive Element”). Los complejos se
corrieron en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes. Se observa una
autorradiografia obtenida luego de exponer los geles (secados previamente) en un
placa radiografica.
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Figura 36:

El factor de transcripcion c-Fos forma parte de los complejos que se forman
sobre sitios TRE en resuesta a Carbacol.

A. Células m1.2 fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche, estimuladas con
Carbacol y colectadas a distintos tiempos post estimulacion. Se purificaron los
nucleos celulares, se incubaron con el oligonucleétido macado que posee la
secuencia TRE y con anticuerpo anti c-Fos, (panel izquierda). Los complejos se
corrieron en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes, se secaron y se expusieron
junto a una pelicula autorradiografica.

B. idem punto A. pero se incubaron extractos nucleares de células colectadas a las 2
hs de estimulacién con Carbacol o sin anticuerpo o con anticuerpo anti c-Fos, anti c-
Jun -como control positivo- o anticuerpo anti ATF2 -como control negativo-, (panel
derecho).
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Luego se realizaron curvas de formacion de complejos en funcién del tiempo post-estimulo
incubando también con un anticuerpo anti c-Fos para evaluar la presencia de c-Fos en los

complejos formados (“super shift”).

En la figura R.36 A se observa que a las dos horas post estimulacion la presencia de c-Fos
en los complejos es maxima y continua presente aunque en menor medida a las 4 horas post
estimulacion. Como control se realizaron super-shifts utilizando extractos de células colectadas a
la hora de estimular con Carbacol utilizando anticuerpo anti c-Jun (se sabe que esta presente en
los complejos AP-1 que se unen a los oligos utilizados) y ATFII (no se une a los oligos utilizados),

tal como se observa en la figura R.36 B.

De estos resultados podemos afirmar que el estimulo mitogénico Carbacol induce la

unién del factor de transcripcién c-Fos a los sitos de respuesta AP-1.

Estudio de la activacion de un promotor minimo con sitios de unién para AP-1 por c-Fos.

Para investigar si la union de c-Fos a los sitios TRE que fue descripta en la figura R.36
tiene alguna implicancia en la activacion transcripcional de un promotor que contenga sitios AP-1
transfectamos células m1.2 con un plasmido que contiene 7 sitios TRE (sitios a los que se une
AP-1) en tandem rio arriba del gen de Luciferasa (pAP-1-LUC), un plasmido que expresa (-
galactosidasa y cantidades crecientes de pCEFL-HA c-FOS y decrecientes del vector pCEFL
vacio. Las células fueron incubadas en medio 1% suero toda la noche y se colectaron a la
mafana siguiente. Se midié actividad Luciferasa de los extractos celulares y actividad B-
galactosidasa para normalizar, luego, los valores de activacién se graficaron como veces de

induccioén de la actividad Luciferasa con respecto al control.

Como se observa en la figura R.37, a medida que aumentamos las cantidades de plasmido

pCEFL-AUS5 c-Fos aumentan los valores de Luciferasa obtenidos en cada extracto celular.

Este resultado muestra que c-Fos induce la activacion de un promotor que contiene
sitios TRE y sugiere que la presencia de c-Fos en células m1.2 induce la activacion de

promotores que contengan sitios de unién de AP-1.
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Figura 37:

c-Fos induce la activacion transcripcional de un promotor minimo que
contenie sitios TRE.

Células m1.2 fueron transfectadas con un plasmido que contiene sitios TRE (sitios a
los que se une AP-1) rio arriba del gen de luciferasa, un plasmido que expresa B-
galactosidasa y cantidades crecientes de pCEFL HA c-FOS y decrecientes del
vector pCEFL vacio para que todas las condiciones tengan igual cantidad de DNA.
24 horas después de la transfeccion se incubaron en medio 1% suero toda la noche
y se colectaron a la mafana siguiente. Luego se midié actividad Luciferasa vy
actividad p-galactosidasa para normalizar.
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Activacion de un promotor minimo con sitios TRE por c-Fos en respuesta a Carbacol.

Para investigar si el agonista Carbacol incrementa la activacion transcripcional inducida por
c-Fos sobre un promotor que contenga sitios AP-1 realizamos experimentos en los cuales
transfectamos células m1.2 con pAP-1 LUC, pCDNA3 B-galactosidasa y distintas cantidades de
plasmido pCEFL-HA c-Fos (100 o 500 ng). 24 horas después de la transfeccion las células se
incubaron en medio 1% suero toda la noche y a la manana siguiente se estimularon o no con
Carbacol. A las 8 horas post estimulacion las células se colectaron y se midié actividad Luciferasa

y actividad pB-galactosidasa para normalizar.

La figura R.38 muestra que cuando las células son estimuladas con Carbacol en presencia
de c-Fos se potencia la activacion del promotor entre 2 y 3 veces con respecto a la activacion que

se obtiene con Carbacol en ausencia de c-Fos.

Estos resultados muestran que Carbacol potencia la activaciéon transcripcional del
promotor pAP-1 Luc inducida por c-Fos, sugieriendo que en respuesta a Carbacol c-Fos

activa la transcripcion de promotores que contengan sitios TRE.

Analisis de la activacidn transcripicional de c-Fos en respuesta a Carbacol.

Ya que nuestras observaciones muestran que el agregado de Carbacol induce la unién de
c-Fos a sus sitios blanco, TRE, decidimos estudiar si este agonista tiene algin efecto en la

capacidad de transactivar que posee el factor de transcripcion c-Fos.

Para ello realizamos ensayos de expresion del gen reportero Luciferasa con el sistema de
expresion génica GAL4, tal como se menciona en la figura R.10. Se co-transfectaron los
plasmidos pGAL4 LUC y pGAL4-c-Fos TAD WT en células m1.2. Se colectaron a las 6 o 24 horas
después de estimular y se midié actividad Luciferasa. Como se observa en la figura R.39, el

agregado de Carbacol induce la actividad transcripcional de c-Fos.

Ademas, realizamos experimentos similares pero utilizando el plasmido pGAL4-c-Fos TAD
MUT en lugar del WT. En este caso no se observa efecto del agregado de Carbacol en la

actividad transcripcional de c-Fos (figura R.39).

Esto sugiere que la actividad transcripcional de c-Fos inducida por Carbacol es

dependiente de la fosforilacién en los sitios consenso para MAPKs.
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Figura 38:

El factor de transcripcién de c-Fos potencia la activacion transcripcional del gen
reportero p-AP-1 Luc inducida por Carbacol.

Células m1.2 fueron transfectadas con un plasmido que contiene sitios TRE (sitios a
los que se une AP-1) rio arriba del gen de luciferasa, un plasmido que expresa B-
galactosidasa y 100 o 500 ng de pCEFL HA c-Fos.

24 horas después de la transfeccion se incubaron en medio 1% suero durante toda la
noche y a la mafiana siguiente se estimularon con Carbacol. 8 horas post estimulacién
se midi6 actividad Luciferasa y actividad B-galactosidasa para normalizar.
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Figura 39:

El agonista Carbacol induce la actividad transcripcional de c-Fos.

Se transfectaron células m1.2 con el plasmido reportero pGAL4 LUC, p CDNAIII B-
galactosidasa y el plasmido que expresa la proteina de fusién GAL4 c-Fos TAD WT
0 GAL4 c-Fos TAD MUT. 24 horas después de la transfeccidnlas células fueron
incubadas toda la noche en medio 1% suero. A la mafana siguiente fueron
estimuladas con Ch y luego fueron cosechadas a las 6 o 24 horas despues del
estimulo. Se determiné la actividad de Luciferasa y de B-galactosidasa como control
de transfeccion, para estandarizar.

116



Resultados

pGAL4 LUC
pGAL4 c-Fos TAD

Veces de induccion actividad luciferasa

Figura 40:

La actividad transcripcional de c-Fos activada por carbacol es mediada por
MAPKS.

Se transfectaron células m1.2 con el plasmido reportero pGAL4 LUC, pCDNAIII -
galactosidasa y pGAL4 c-Fos TAD WT. 24 horas después de la transfeccion las
células fueron incubadas toda la noche en medio 1% suero. A la mafiana siguiente
se pre-incubaron con los distintos inhibidores de MAPKs -como se muestra en la
figura- durante una hora y luego se estimularon con Carbacol. Fueron cosechadas 8
después de que se agrego el estimulo. Se determiné la actividad de Luciferasa y de
B-galactosidasa como control de transfeccion para normalizar.
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Esto nos llevo a investigar el rol de cada MAPK en la activacion transcripcional de c-Fos
inducida por Carbacol, para ello transfectamos células m1.2 con pGAL4 LUC y pGAL4-c-Fos TAD
WT, luego de incubarlas toda la noche en medio 1% suero, se preincubaron con los distintos
inhibidores para MAPKs disponibles: PD 098059 20uM (para inhibir ERK) y 50uM (para inhibir
ademas ERKS5), SB 203580 20uM (inhibe p38) y SP 600125 20uM (inhibe JNK). Una hora
después del agregado de los inhibidores, las células se estimularon con Carbacol y se colectaron
luego de 8 horas. En la figura R.40 se observa que luego del agregado de carbacol, la actividad
Luciferasa se induce 2,5 veces, mientras que en presencia de cualquiera de los inhibidores
utilizados nunca se alcanzan dichos valores. No solo se observa que la activacion transcripcional
disminuye sino que ademas el cociente entre las condiciones control y estimulado para cada
inhibidor es menor que 2,5. Se observa que ningun inhibidor logra anular abolir completamente la
actividad Luciferasa. Esto sugiere que todas las MAPKs podrian activar a c-Fos en respuesta a
Carbacol y ademas, en base a los resultados de la figura R.39, sugiere que las quinasas estarian
actuando a través de la fosforilacidon de los sitios consenso de fosforilaciéon para MAPKs del

dominio de transactivacion de c-Fos.

De estos resultados se desprende que la activacion del receptor M1 por Carbacol
induce la activacion de c-Fos como factor de transcripcion y que varias MAPKs estarian
involucradas en su activacion fosforilando sitios que responden al consenso Serina o

Treonina seguida de Prolina en su dominio de transactivacion.

Estudio de la fosforilacidon de c-Fos inducida por Carbacol.

En la figura R.34 observamos como el agregado de Carbacol induce la expresion de c-Fos,
pero ademas observamos que a medida que pasa el tiempo post estimulacion aparecen mayor
cantidad de bandas de menor movilidad elecroforética, sugiriendo que a medida que c-Fos es
sintetizado se va fosforilando en respuesta a Carbacol. Ademas los resultados de las figuras R.39
y R.40 indicarian que c-Fos es fosforilado por MAPKs en las Serinas o Treoninas que responden

al consenso.

Para verificar que c-Fos es fosforilado en los aminoacidos blanco de MAPKs, se
transfectaron células m1.2 con pCEFL-AUS c-Fos utilizando Lipofectamina. Se incubaron en
medio 1% suero toda la noche y luego, se estimularon con Carbacol y se colectaron a distintos
tiempos. Los lisados celulares se sometieron a inmunoprecipitaciones con anticuerpo anti fosfo-
Serina o anti fosfo-Treonina, luego se corrieron en un SDS PAGE y se realizaron Western Blots

anti AU5. Como se observa en la figura R.41, hay un pico de fosforilacién en Serinas de c-Fos a
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Figura 41:

La proteina c-Fos es fosforilada en Serinas y Treoninas.

Células m1.2 transfectadas con pCEFL-AU5 c-Fos fueron estimuladas por distintos
tiempos con Carbacol. Las células fueron colectadas y los lisados celulares fueron
inmunoprecipitados con anticuerpo anti Serina fosforilada seguida de Prolina (P-
Serina) o anti Treonina fosforilada (P-Treonina). Las inmunoprecipitaciones se
corrieron en geles SDS PAGE y luego se analizaron por Western Blots realizados
utilizando un anticuerpo anti AU5.
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Figura 42:

El agonista Carbacol induce la fosforilacion de c-Fos en el dominio de
transactivacion.

Se transfectaron células m1.2 con los plasmidos pCEFL GFP c-Fos TAD WT o
pCEFL GFP c-Fos TAD MUT. Las células transfectadas fueron incubadas en medio
1% suero toda la noche y luego estimuladas con Carbacol. Luego, las células se
colectaron a distintos tiempos post-estimulacion, como se indica en la figura. Se
purificaron los nucleos de los extractos celulares y se corrieron en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante para realizar un Western Blot utilizando un
anticuerpo anti GFP.
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Figura 43:

La inhibicibn de una Unica quinasa no impide el retardo en la movilidad
electroforética de c-Fos.

A. Células m1.2 fueron pre-incubadas con los inhibidores de MAPKs SB 203580 y SP
600125 y a la media hora se agregd Carbacol. El inhibidor PD 098059 se agregd
media hora después de agregado el estimulo para permitir la expresion de la proteina
c-Fos.

Las células se colectaron 4 horas despues del agregado el estimulo. Se purificaron
los nucleos y se sometieron a una electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante para realizar un Western Blot utilizando un anticuerpo anti c-Fos.

B. Para controlar el funcionamiento de los inhibidores utilizados, células m1.2 fueron
co-transfectadas con las quinasas ERK2, JNK o p38, sus respectivos activadores rio
arriba (MEKEE, MEEK o MEKK®6 respectivamente), los plasmidos que expresan a
sustratos conocidos de cada quinasa como proteina de fusién con el dominio de
unién al DNA de Gal4 (Gal4-ELK1, Gal4-ATF2 o GAL4-c-Jun) como se muestra en la
figura, junto con el gen reportero pGal4 Luc. Estas células fueron incubadas toda la
noche en medio 1% suero y colectadas a la manana siguiente. Se midié actividad
Luciferasa de cada lisado celular y actividad p-galactosidasa para normalizar.
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los 30 minutos post estimulacién, el cual luego decae en funcidn del tiempo (panel superior).
Ademas se observa que inmunoprecipitando con anticuerpo anti Treonina fosforilada la
fosforilacion del AU5S c-Fos aumenta a los 30 minutos post estimulo y se mantiene constante a la

hora, comenzando a decaer a las dos horas post estimulacion.

Estos resultados indican que c-Fos es fosforilado en respuesta a Carbacol en

Serinas y Treoninas.

Luego se transfectaron células m1.2 con pCEFL-GFP c-Fos TAD WT o pCEFL-GFP c-Fos
TAD MUT. Estas células, despues de ser incubadas toda la noche en medio 1% suero, fueron
estimuladas con Carbacol y colectadas a distintos tiempos post estimulacion. Como se observa en
la figura R.42 cuando transfectamos con el plasmido que porta el TAD de c-Fos WT, se produce el
retardo en la movilidad electroforética de c-Fos que se evidencia a las 4 horas post-estimulacion.
Ademas, cuando las células fueron transfectadas con pCEFL-GFP c-Fos TAD MUT, no se
observa dicho retardo, sugiriendo que el dominio de transactivacién de c-Fos es fosforilado por

MAPKSs en respuesta a Carbacol.

En un intento alternativo por averiguar que MAPKs estan involucradas en la fosforilacién de
c-Fos enddgeno en respuesta a Carbacol utilizamos los inhibidores de MAPKs PD098059 (20uM y
50uM), SB203580 (20uM) y SP600125 (20uM). Células m1.2 en cultivo, luego de haber sido
incubadas en medio 1% suero, se estimularon con Carbacol media hora después de que se les
hayan agregado los inhibdores SB 203580 o SP 600125 para evaluar si p38 o JNK estan
involucradas en la fosforilacién de c-Fos. Para evaluar el efecto de ERK2 y ERKS5, el inhibidor se
agregd media hora después del estimulo, ya que como observamos anteriormente ERK2 esta
involucrada en la activacion del promotor de c-Fos, y si utilizamos el inhibidor media hora antes no
hubiéramos obtenido proteina c-Fos para evaluar su fosforilacion. Las células fueron colectadas a
las 4 horas post estimulacion. En la figura R.43A se observa un Western Blot donde se analizan
los extractos nucleares extraidos. Se muestra que ni el inhibidor de p38 ni el inhibidor de JNK
logran disminuir la presencia de las bandas de menor migracién electroforética. Ademas en la
segunda calle se observa el estado de c-Fos en las células, transcurridos 30 minutos del agregado
de Carbacol, momento en el que se agregé PD 098059. También se puede observar que el
agregado de PD 098059 tampoco disminuye la presencia de bandas de menor movilidad
electroforética. En la figura R.43B se observa el control del funcionamiento de los inhibidores

utillizados.

Este resultado conjuntamente con el resultado de la figura R.40 en el que todos los
inhibidores tienen un efecto en la actividad transcripcional de c-Fos sugieren que c-Fos es
fosforilado en respuesta a Carbacol por multiples MAPKs y que no habria una unica

responsable de activar a c-Fos como factor de transcripcion.
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La expresién génica esta controlada por una gran variedad de sefiales extracelulares que
varian a lo largo de la vida de las células en funcién de su estado nutricional y de la arquitectura y
el entorno del 6rgano del cual forman parte. Las MAPKs actian como mediadoras del pasaje de
sefales extracelulares a intracelulares ejerciendo su accion sobre factores de transcripcion que
determinan cambios en la expresién génica en las células (65,168)

La respuesta de una célula ante un estimulo involucra cambios en la tasa de transcripcion
de determinados genes. Cuando comienza la respuesta se activan los genes de respuesta
temprana (ERG) que son aquellos cuya sintesis es estimulada rapida y transitoriamente como
consecuencia del estimulo. De esta manera, las proteinas codificadas por ERGs pueden
desencadenar una respuesta celular rapida y de manera controlada, ya que las proteinas
codificadas por estos genes son velozmente degradadas como mecanismo de regulacion de la
sefal.

La actividad prolongada de estas proteinas o su desregulacion suele estar asociada a
transformacion celular en los casos en que activen genes que codifiquen para proteinas
implicadas en la regulacion de la divisidn celular y proliferacion.

El factor de transcripcion c-Fos estd codificado por un proto oncogén de respuesta
temprana. Su actividad esta finamente regulada a nivel transcripcional, a nivel de la vida media del
RNA mensajero transcripto, a nivel de la vida media de la proteina y a nivel de modificaciones post

traduccionales que se adicionan sobre esa proteina.

A lo largo de este trabajo de tesis hemos contribuido al conocimiento de la regulacion de c-
Fos por MAPKs a varios niveles, y a la vez hemos abierto interrogantes, algunos de los cuales se

continuaran investigando en el laboratorio.

De este estudio como un todo, mostramos evidencias de que la exposicion de las células a
radiacion UV lleva a la activacion de miembros de la subfamilia de p38 SAPKs las cuales, como
consecuencia de dicha activacion, fosforilan a c-Fos en su dominio de transactivacion produciendo

un aumento en su capacidad de transactivar genes con sitios de union AP-1.

Ademas, observamos que el agonista del receptor muscarinico 1, Carbacol, induce la
expresion de c-fos activando su promotor a través de la MAPK ERK2; luego, c-Fos seria
fosforilado por multiples MAPKs en su dominio de transactivacion activando su funcion como

factor de transcripcion.
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1- Busqueda de proteinas que interactuen fisicamente con p38y. Estudio de la interaccién

entre p38 y c-Fos.

Logramos identificar a c-Fos en varios insertos de clones positivos para interaccion con la
carnada p38y en el ensayo de doble hibrido en Levaduras, (tal como se puede observar en la
figura R.1). Este resultado fue el iniciador de todo este trabajo ya que introdujo la posibilidad de
que c-Fos interaccionara con la MAPK p38y en células de mamifero y de que esta interaccion
tuviera consecuencias dentro de la célula que aun no habian sido descriptas. Entonces, nos
propusimos investigar las consecuencias bioquimicas y biolégicas de dicha interaccién.

Para ello realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacion utilizando un plasmido que
expresa una variante de c-Fos a la que llamamos c-Fos sh, que incluye casi toda la porcién de c-
Fos que fue levantada en el ensayo de doble hibrido y un plasmido que expresa a HA p38y. En
estos ensayos observamos que estas proteinas pueden interaccionar in vivo en células de
mamifero y ademas que para que estas dos proteinas puedan interaccionar es suficiente con que
esté presente la porcién de c-Fos representada en c-Fos sh (figura R.2). La confirmacién de la
interaccion entre estas dos proteinas in vivo en una linea celular nos permitié seguir avanzando en
el estudio.

Al ser c-Fos un factor de transcripcion y p38y una MAPK, hipotetizamos que podria estar
ocurriendo una regulacién analoga a la que ocurre entre JNK y c-Jun, o sea, que p38y estuviera
fosforilando a c-Fos. Por ello intentamos primero responder si c-Fos es un sustrato de la proteina
quinasa p38y. En ensayos de fosforilacion de c-Fos sh in vitro se demostré que p38y puede
fosforilarlo, y ademas que la Treonina 232 de c-Fos es un residuo fosforilable por esta quinasa
(figuras R.2, R.3y R.5).

Posteriormente decidimos ampliar el estudio a todas las SAPKs (a las 4 isoformas de p38
y a JNK). Realizamos ensayos de fosforilaciéon in vitro para analizar la funcién de c-Fos como
sustrato de las distintas SAPKs. Encontramos que las p38s inmunoprecipitadas de células en
cultivo efectivamente transfieren el grupo fosfato gamma del ATP a la proteina GST Fos
expresada previamente en bacterias. También encontramos que JNK puede fosforilar a c-Fos in
vitro (figura R.6).

Las fosforilaciones de sustratos in vitro no necesariamente reflejan una interaccién
funcional in vivo ya que las dos proteinas que se estan evaluando como quinasa-sustrato se
encuentran fisicamente de modo forzado. El hecho de que estemos incubando a una proteina
quinasa con un exceso de una proteina “sustrato” que contiene sitios consenso para ser
fosforilados por esa familia de quinasas podria llevar a un resultado falso positivo. Sin embargo,

no siempre es facil determinar fosforilaciones in vivo, por ello, los resultados in vitro son validos ya
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que orientan al investigador y lo guian en su estudio. Estos experimentos sirven para investigar en
primera instancia si una proteina podria ser sustrato de otra in vivo.

Cambios en la movilidad electroforética de c-Fos estan considerados como cambios en el
estado de fosforilacion de esta proteina (27,57). Investigamos la fosforilacion de c-Fos in vivo
observando su movilidad en Western Blots de extractos de células en cultivo que expresaban a las
distintas SAPKs y a sus respectivos activadores. Cabe destacar que c-Fos es una proteina que se
hiperfosforila y por lo tanto resulta muy dificil obtener anticuerpos anti residuo especifico de c-Fos
fosforilado; cuando realizamos estos estudios no existian disponibles comercialmente este tipo de
anticuerpos.

En estos experimentos observamos una marcada disminucion en la movilidad de c-Fos
cuando las células fueron transfectadas con las distintas p38s y MKK®6, su activador rio arriba,
pero no con JNK (figura R.7). EI mismo retardo en la movilidad electroforética se observé cuando
transfectamos el plasmido que expresa solo al dominio de transactivacion de c-Fos, c-Fos TAD,
confirmando que el retardo en la movilidad electroforética se debe a modificaciones inducidas por
las p38s sobre el TAD de c-Fos in vivo (figura R.8). Estos resultados mostraron que en nuestras
células c-Fos es un sustrato de p38 SAPKs in vivo pero no de JNK, evidenciando que no todas las
SAPKs llevan a la fosforilacion de los mismos factores de transcripcion, inclusive cuando todas
pueden fosforilarlo in vitro.

En el momento en que realizabamos estos estudios, se habian publicado pocos trabajos
en los que estudiaran fosforilacion de c-Fos, y hasta el momento solo se habian descripto
claramente fosforilaciones residuo especifica por la quinasa RSK2 en la Serina 362 de c-Fos
(293), por lo que a nuestro entender nuestros resultados eran los primeros en los que se
observaba fosforilacion de c-Fos por MAPKSs in vivo. Sin embargo, rapidamente salieron a la luz
distintos reportes que hablaban de fosforilacion de c-Fos por ERK2 en respuesta a suero o a
PDGF, ambos estimulos mitogénicos (211,217), y en el momento en que nuestro trabajo estaba
en mano de los evaluadores, se report6 la fosforilaciéon de c-Fos por JNK en respuesta a H,O,, un
estimulo que produce estrés celular (64). Estos trabajos nos sirvieron para reforzar el hecho de
estudiar la fosforilacion de c-Fos analizando el cambio en la movilidad electroforética del mismo
mediante Western Blots, y a su vez nos permitieron asegurarnos que c-Fos podia ser sustrato de
MAPKSs. Por otro lado, abrieron el interrogante de cuales son los estimulos que determinan que
este factor de transcripcion sea fosforilado por una u otra MAPK.

Como se ha descripto, c-Fos contiene un dominio de activacion transcripcional localizado
en su extremo carboxilo terminal. La fosforilacién de c-Fos en este dominio (TAD) por las p38s
promueve su actividad transcripcional, tal como se observa cuando utilizamos el sistema
heterélogo GAL 4 c-Fos TAD en las condiciones en que las p38 se encuentran activadas (figura

R.9). Corroboramos este resultado al observar que la supresion de la actividad de las p38
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enddgenas mediante la utilizacion de formas dominantes negativas de las mismas llevé a una
actividad limitada del reportero GAL4 Luciferasa (figura R.10).

Por otra parte, el hecho de que la sobre-expresion de JNK y su activador MEKK no
produzca modificaciones en los valores de actividad Luciferasa en el ensayo de la figura R.9
resulta concordante con los resultados anteriores en los que no observamos cambios en la
movilidad electroforética de c-Fos en presencia de JNK y MEKK.

En las figuras R.9 y R.10 se observa que si bien todas las p38s activarian la capacidad
transcripcional de c-Fos, existen diferencias en la intensidad de activaciéon en funcién de la p38
SAPK estudiada. P38a y p38p serian los activadores mas potentes mientras que p38y y p386
producirian una activacion mas modesta a pesar de que puedan fosforilar a c-Fos tanto in vivo
como in vitro.

Resultados similares en cuanto a la activacién de c-Fos por distintas p38s se obtuvieron
utilizando un plasmido que expresa AU5 c-Fos y un sistema reportero en el cual sitios AP-1 estan
repetidos dentro de un promotor minimo que se encuentra rio arriba del gen de Luciferasa (figura
R.11). Aqui observamos que c-Fos potencia la activacion del gen reportero AP-1 LUC cuando las
p38s estan activadas, principalmente p38a y p38p, postulando que cuando c-Fos es activado por
las p38s forma parte de dimeros AP-1 que activan la transcripcion del gen reportero y muy
probablemente de varios genes que contengan sitios de respuesta TRE. También se observa que
p38a y p38p son capaces de activar la transcripcién del gen reportero aun en ausencia de c-Fos
transfectado, sugiriendo que estas quinasas podrian estar actuando sobre la proteina c-Fos
enddgena.

Existe también la posibilidad de que la diferencia en las activaciones al trasfectar con las
distintas quinasas se deba al efecto de estas quinasas sobre otros factores de transcripcién que
componen AP-1. Por ejemplo un trabajo del laboratorio del Dr. Chen (55) muestra que p38a
puede fosforilar a c-Jun y activar AP-1 mientras que p38y y p38& inhiben el efecto de AP-1
inhibiendo la sintesis de c-Jun. Si esto esta ocurriendo también en nuestras células es posible que
el menor efecto que observamos en la activacion del gen reportero cuando utilizamos p38y o p385
se deba al efecto conjunto de la falta de activacién de c-Jun y la menor activacion de la capacidad
transcripcional de c-Fos, que como vimos en los experimentos del sistema GAL4-c-Fos TAD
actuando sobre el gen reportero GAL4 Luc es menor que la transactivacion que se induce al co-
transfectar con las isoformas de p38a o p38p.

Todos juntos estos resultados sugieren que la capacidad de regular a c-Fos de las
diferentes p38s seria atribuible no solo a la capacidad de estas quinasas de fosforilar a c-Fos sino
también a la posibilidad de que estas quinasas recluten diferencialmente componentes adicionales

a la maquinaria de transcripcion que dependiendo de cual sea la p38 SAPK involucrada, serian
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criticos para que ocurran cambios en la actividad transcipcional. Ademas, la localizacion
subcelular de las proteinas involucradas podria también estar influyendo en la activacion de c-Fos

como factor de transcripcion.

2- Regulacién post-traduccional de c-Fos inducida por luz UV.

Ejemplo de regulacién de c-Fos por sefiales que inducen estrés.

Si bien todas las SAPKs se activan en repuesta a radiacién UV solo las p38 SAPKs
intervienen en la fosforilacion de c-Fos inducida por dicho estimulo (figuras R.13 y R.14). Como
mencionamos previamente mientras nuestro trabajo se encontraba en manos de revisores otros
grupos publicaron la fosforilacion de c-Fos en respuesta a H202 por JNK en cardiomiocitos (64), y
no por las p38 SAPKs. Esto sugiere que el estimulo que la célula recibe desencadena sefales
intracelulares que determinarian especificamente que interaccidon quinasa-sustrato va a ocurrir.
Ademas, es posible que el contexto o tipo celular que recibe la sefal sea también un factor
determinante de cuales interacciones pueden suceder.

En la misma linea de lo comentado anteriormente, observamos que el pre-tratamiento de
las células con el inhibidor SB 203580 (304) reduce el cambio en la movilidad elecroforética de c-
Fos inducida por la radiacion UV, por lo que podemos afirmar que p38a y/o p38p fosforilan a c-
Fos en respuesta a luz UV (figuras R.16 y R.17). El inhibidor SB 203580 es un compuesto
ampliamente utilizado y aceptado ya que resulta especifico para las isoformas de p38a y B en la
concentracion utilizada, sin embargo, como todo farmaco, podria llegar a estar actuando
inespecificamente sobre alguna otra quinasa a la que desconocemos que inhibe. Por esta razén
este resultado fue corroborado utilizando una forma dominante negativa de p38a (figura R.18),
que si bien tiene la desventaja de estar introduciendo otro plasmido y otra proteina a la célula,
tiene la ventaja de ser especifico para inhibir la via de sefalizacion en cuestion.

El inhibidor de MEK, U0126 (101), no produce ningun efecto en la migracién electroforética
de c-Fos en células estimuladas con UV ni tampoco lo producen la sobreexpresion de las
quinasas ERK2 y ERK5 activadas (no mostrado), indicando que en contraste con lo que se
observa luego de la activacion de receptores de tipo Tirosina quinasa, la via de senalizacion que
involucra a ERK no estaria involucrada en la respuesta de c-Fos a UV (211,217,301), haciendo
foco nuevamente en las diferentes consecuencias bioquimicas intracelulares de cada estimulo en
un contexto celular determinado.

SB 203580 inhibe también la formacion de complejos AP-1/oligonucleétido radioactivo
producidos en respuesta a radiacion UV en los EMSA mostrando la dependencia de la actividad

de p38 para la formacion de los mismos. Podemos asegurar que c-Fos forma parte de los
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complejos AP-1 en respuesta a luz UV analizando el “supershift’” que se produce al agregar el
anticuerpo correspondiente (figura R.22).

Ademas, observamos que SB 203580 también inhibe la translocacion de c-Fos al nucleo
en respuesta a radiacion UV, por lo que las p38a y p38p estarian involucradas en la translocacion
de c-Fos al nucleo en respuesta a luz UV (figuras R.19 y R.20). Nuestros resultados muestran
diferencias en la localizacion sub-celular de las distintas isoformas de p38. Mientras que después
de la exposicion a UV, las quinasas HA p38a y p38p transfectadas se observan
predominantemente en el nucleo de las células junto con c-Fos, p38y se observa en el nucleo
inclusive antes de que las células fueran expuestas a luz UV. Ademas p38y se observa tanto en el
ndcleo como en el citoplasma, al igual que fue observado por Paramanik y colaboradores
(24,244). Asimismo, observamos que p385 colocaliza con c-Fos principalmente en el citosol. El
hecho de que p38a, p38B y p38y colocalizen en el ndcleo con c-Fos mientras que p386
permanezca citosoélico serviria para entender las diferencias observadas en la capacidad de
transactivar de c-Fos en los ensayos con genes reporteros.

Estos resultados ayudarian a explicar porque las p38 AF (formas dominante negativas)
pueden inhibir la transactivacion de c-Fos inducida por MEK3EE, ya que los mutantes AF podrian
estar secuestrando a c-Fos en el citosol o simplemente, impididiendo que se fosforilen.

Con respecto a las diferencias observadas en la localizacion de las p38 SAPKs en
respuesta a radiacién UV, podemos mencionar que si bien muchos trabajos postulan que las
distintas p38s cumplirian roles similares (102,227) algunos reportes recientes muestran
antagonismos entre distintos miembros de las p38s, sugiriendo que cada isoforma podria regular
funciones especificas (221,244,247). Por ejemplo, observan que las distintas isoformas de p38
tienen efectos opuestos sobre la transcripcién dependiente de AP-1 a través de la regulacion
diferencial de c-Jun, donde p38p regula positivamente la actividad de AP-1 mientras que p38y y
p385 la regulan de modo negativo ya que estimulan o inhiben la fosforilacion de c-Jun
respectivamente (244). Otro grupo postula un antagonismo entre p38a y p38y también actuando
sobre c-Jun (247), en este caso postulan que cuando p38a es activado inhibe la transcripcion de
p38y y ademas estimula su degradacion por el proteasoma de manera dependiente de c-Jun.
Ademas observan que p38y es activado principalmente ante estimulos mitogénicos como Ras
mientras que p38a es activado en respuesta a sefales de estrés o que activan apoptosis. Estos
trabajos ejemplifican el delicado equilibrio entre las actividades de las distintas MAPKs y la
especificidad de las mismas al transducir sefiales en funciéon del estimulo recibido que van a
afectar el destino de la célula.

Aunque el inhibidor SB 203580 no permite medir la participacion de p38y y p386 en la

fosforilacion de c-Fos, el hecho de que p38a y p38pB sean los activadores mas potentes de la
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transactivacién de c-Fos junto con que el efecto de la luz UV sobre la fosforilacion de c-Fos, la
translocacion al nucleo y la capacidad de unirse a AP-1 sean casi abolidas en presencia de SB
203580 indica que estas isoformas tienen un rol predominante en la sefalizacion activada por UV
que actua sobre c-Fos (figuras R.10-12; R.16-17; R.19-20; R.22). Por otro lado, el hecho de que
cuando sobre-expresamos c-Fos MUT no se produce el retardo en la movilidad electroforética
(figura R.15) y que este es revertido con el tratamiento con la fosfatasa PP2A (no mostrado)
indicarian que los cambios observados en la movilidad electroforética se deben a la adicion de
grupos fosfato en estos residuos.

En ese sentido, y dado el notorio cambio en la movilidad electroforética, no descartamos
que ofras modificaciones post-traduccionales ocurran como consecuencia de esta primera
fosforilacion y que también contribuyan al aumento en el peso molecular aparente de c-Fos.

Con respecto al andlisis de la participaciéon de cada sitio en la transactivacion de c-Fos, la
situacion pareciera ser mas compleja que en el caso de la fosforilacion de c-Jun por JNK donde
solo dos sitios, Serina 63 y 73, son los residuos criticos que determinan la actividad transcripcional
de c-Jun. La Treonina 325 parece ser el sitio de eleccién para ser fosforilado por las distintas p38s
in vitro, sin embargo, cuando este sitio se encuentra como unico sitio WT (que podria ser
fosforilado por MAPKs) en el TAD de c-Fos no se restaura la actividad transcripcional de la
proteina sugiriendo que se necesita la fosforilacién de varios sitios a la vez para que pueda
transactivarse (figura R.25).

Cabe destacar que la intensidad de las fosforilaciones observadas in vitro con los mutantes
no necesariamente reflejan lo que ocurre in vivo, ya que es probable que se produzcan
fosforilaciones secuenciales en donde una vez que ha ocurrido la fosforilacién de un sitio en
particular se produzca un cambio en la estructura de la proteina que permita que otro sitio sea
posteriormente fosforilado. Un ejemplo conocido de este tipo de fosforilaciones secuenciales sobre
c-Fos es la fosforilaciéon de las Serinas 362 y Serina 374 por RSK2 y ERK2 respectivamente,
donde estas fosforilaciones llevan a un aumento de la estabilidad de la proteina (226) y ademas
producen un cambio conformacional en el que se expone un sitio de uniéon para ERK2 (58). Solo
después de que han ocurrido todos estos cambios se puede fosforilar la Treonina 325 de c-Fos en
respuesta a PDGF.

Resulta también interesante el hecho de que p38y puede fosforilar a c-Fos in vitro inclusive
cuando los cuatro residuos consenso para fosforilacion por MAPKs se encuentran mutados a
Alanina. Esto podria deberse a la fosforilacion directa en un sitio no consenso para MAPKs por
p38y o también, podria ser la consecuencia de una fosforilacion indirecta por alguna quinasa que
esté co-inmunoprecipitando con p38y a pesar de los fuertes lavados que se realizan en la co-
inmunoprecipitacion. Por los resultados de los experimentos con el sistema reportero de GAL4,

esta fosforilacion no seria un inductor de la capacidad transcripcional de c-Fos (figura R.26). Esto
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indicaria que se necesita que varios sitios estén fosforilados para que c-Fos pueda ser
transactivado. Podira ocurrir que esta fosforilaciéon no esté involucrada en la activacion de c-Fos
como factor de transcripcion sino que influya en otras funciones celulares del mismo.

Se sabe por ejemplo que c-Fos puede estimular la sintesis de fosfolipidos al asociarse al
reticulo endoplasmatico dependiendo del estado de fosforilacién de las Tirosinas 10 y 30 del
extremo amino terminal (242). Existe la posibilidad de que otras fosforilaciones estén participando
en la regulacion de este tipo de actividad o de otra aun no descripta y que no estén asociadas a
un cambio en la actividad transcripcional de c-Fos.

Se han reportado efectos sobre el promotor de c-Fos inducidos por radiacién UV (245,330).
Nuestros datos agregan informacién a la regulacion de c-Fos por luz UV ya que muestran por
primera vez que p38 promueve la fosforilacion del factor de transcripcion c-Fos afectando su
localizaciéon subcelular y su capacidad transactivacional.

La luz UV activa multiples vias de sefalizacion que estimulan la activacion de los
promotores c-Fos y c-Jun (284) y aumentan la actividad transcripcional de AP-1 a través de la
fosforilacion de c-Jun por JNK como ha sido ampliamente descripto (37,333). En base a los
resultados aqui reportados, proponemos un modelo en el cual la estimulacién celular con
radiacion UV contribuye también a la actividad de AP-1 actuando a través de la fosforilacién de c-

Fos por las p38s como se muestra aqui por primera vez (figura D.1).
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Figura D. 1.:

La radiaciéon UV activa AP-1 induciendo la fosforilacién de c-Fos y c-Jun.

En el esquema se observa que luego de la irradiacion UV, se activan vias de sefalizacion
paralelas que convergen sobre el factor de transcripcion AP-1. Nuestros resultados muestran que
c-Fos es fosforilado en respuesta a radiacion UV por las p38 SAPKs contribuyendo asi a la

activacion de AP-1 de modo analogo al descripto previamente para c-Jun y JNK.

3- Regulacion transcripcional de c-Fos inducida por la activacion del receptor M1.

Ejemplo de regulaciéon de c-Fos por sefiales que inducen proliferacion.

En el laboratorio del Dr. Silvio Gutkind se demostré que en células que expresan
establemente el receptor muscarinico M1 se induce la sintesis de DNA y se producen focos de
transformacion en cultivo, cuando son incubadas en presencia del agonista Carbacol (120).

Posteriormente trabajos derivados del mismo laboratorio mostraron que la activacion del receptor
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acoplado a proteina G, M1, activa la transcripcion de varios genes de respuesta temprana (65) y
se estudio principalmente la regulacién del gen de respuesta temprana c-Jun como consecuencia
de la activacién de receptores acoplados a proteinas G (65,67,199). Con el objetivo de estudiar la
regulacion de c-Fos por MAPKs en respuesta a un estimulo mitogénico, retomamos la linea de
trabajo mencionada pero ahora enfocandonos en la activacion del otro componente mayoritario de
AP-1, c-Fos.

Observamos mediante distintas técnicas complementarias que el promotor de c-fos es
inducido por Carbacol y que se necesita de la activacion de ERK2 para que este promotor se
active (figuras R.26-28 y R.30-33).

En los ensayos de Northern Blot con los inhibidores para distintas MAPKs se observa
claramente que el agregado de PD 098059 produce una gran disminucion de la cantidad de
transcripto de c-fos acumulado en células estimuladas con Carbacol, sin embargo, no es abolido
completamente por lo que ademas de ERK2 podrian estar actuando otras vias de sefializacion,
como por ejemplo, la via de PKA tal como ocurre al activar otros receptores acoplados a proteinas
G (281).

Ademas hemos observado que el agregado del inhibidor SB 203580 no solo no disminuye
sino que lleva a un aumento en la cantidad de transcripto de c-fos. La cantidad de mensajero
presente se debe a un balance entre la sintesis del mensajero y la degradacion del mismo.
Postulamos distintas hipotesis que expliquen lo observado.

Por un lado, y esta es la hipétesis que actualmente estamos investigando, creemos que
ese efecto se debe a la regulacién de la estabilidad del mensajero de c-fos por p38 SAPKs.

Una caracteristica del mRNA de c-fos es su corta vida media, que estaria regulada por
elementos ARE (elementos ricos en Adeninas y Uracilos) en la regién 3" no codificante y en la
parte codificante del transcripto. Estos elementos ARE permiten la unién de proteinas AUBPs (AU-
rich element-binding proteins) que estan directamente involucradas en la estabilidad del
mensajero (260), ademas se sabe que p38 esta involucrada en la regulacion de la estabilidad de
varios mensajeros, como por ejemplo de citoquinas inflamatorias (84,85) y que puede fosforilar a
proteinas AUBPs como TTP (Tristetraprolin). Existe una variedad de proteinas que pueden unirse
a las secuencias ARE, incluidas TTP (48,129).

Analizando la secuencia aminoacidica de dichas proteinas hemos encontrado que
contienen varios sitios potencialmente fosforilables por MAPKs. Un dato curioso, que apoya la
teoria de que las p38 MAPKSs estarian regulando la estabilidad del RNA mensajero de c-fos es que
mientras que el inhibidor SB 203580 aumenta significativamente la cantidad de RNA mensajero,
no tiene el mismo efecto sobre los valores de actividad Luciferasa de un plasmido reportero bajo el

control del promotor de c-fos (no mostrado). Este hecho apoya nuestra hipétesis de que los
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efectos del inhibidor de p38 observados en las figuras R.32 y R.33 no se deben a una accién
sobre el promotor sino sobre los transcriptos del ERG en estudio. En ese sentido, la figura D.2
muestra que el agregado de SB 203580 en células estimuladas con Carbacol impide el

decaimiento del RNA de c-fos.
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Figura D.2.:

Las p38 SAPKs regularian la estabilidad del mensajero de c-fos

Células m1.2 fueron incubadas en medio 1% suero y a la mafana siguiente se incubaron o no en
presencia del inhibidor SB 203580. A la hora se estimularon con Carbacol y se colectaron media o
una hora después de la estimulacion. Luego se extrajo el RNA, se retrotranscribié y se realizé una

PCR cuantitativa utilizando primers anti c-fos.

Otras posibilidades involucrarian la regulacién de la actividad de ERK2 por p38, a través de
la posible regulacion diferencial de MKPs (MAPKs fosfatasas) que podrian actuar sobre ERK2
cuando son activadas por p38, (y en este caso al no estar p38 activada no se regularia la actividad
de ERK2 por desfosforilacidén) o al posible aumento de la activacion del promotor de c-Fos por
mecanismos que en presencia de p38 activada no ocurririan, como por ejemplo la posibilidad de
que p38 active algun inhibidor transcripcional de c-Fos. También es posible que una combinacion
de mecanismos sean los que estan determinando el aumento de la cantidad de mensajero de c-
fos en presencia de SB 203580.
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El aumento en la transcripcion observado se continia con el posterior aumento de la
proteina c-Fos presente. Como se muestra en la Figura R.34, a medida que pasa el tiempo
después del estimulo, c-Fos se va acumulando y a su vez su movilidad electroforética disminuye.

Para investigar si el cambio en la movilidad se debe a la fosforilacién de c-Fos por MAPKs
realizamos Westerns Blots utilizando anticuerpos dirigidos contra Serinas fosforiladas seguidas de
Prolina o Treoninas fosforiladas. De esta manera pudimos observar que c-Fos es fosforilado in
vivo en respuesta a Carbacol tanto en Serinas seguidas de Prolinas como en Treoninas, residuos
blanco de MAPKs (figura R.41).

Ademas sobre-expresamos a las proteinas c-Fos TAD WT y c-Fos TAD MUT vy luego
estimulamos a las células con Carbacol (figura R.42). Solo observamos el retardo en la corrida
electroforética en la proteina c-Fos TAD WT por lo que podemos afirmar que c-Fos es fosforilado
en los sitios consenso para MAPKs del dominio de transactivacion o bien, que el retardo en la
movilidad electroforética es una consecuencia de esta fosforilacion.

La gran diferencia en la intensidad de bandas que se observa en estos experimentos con
respecto a lo observado en experimentos anteriores, se debe a que estamos transfectando células
m1.2 que son un tipo celular que incorpora DNA exdgeno con muy baja eficiencia con todos lo
métodos que hemos evaluado. Creemos que la disminucién de la movilidad electroforética de c-
Fos se evidencia recién a las 4 hs porque es alli cuando la mayoria de las moléculas de c-Fos
alcanzaron el mayor peso molecular posible por la adicion de Fosfatos o de otras modificaciones
post traduccionales dependientes de la fosforilacién por MAPKS.

Entre las modificaciones post traduccionales que puede sufrir c-Fos (ademas de las
multiples fosforilaciones) se encuentran sumoilacion (41), ubiquitinacion (39) e isomerizacién
(210). La sumoilacién de c-Fos produce un aumento del peso molecular aparente de la proteina
pero este aumento es mucho mayor que el reportado por fosforilacion y estaria alrededor de los
88 Kda. En cuanto a la ubiquitinacién, se sabe que c-fos puede ser ubiquitinado in vivo, pero
nuevamente esta ubiquitinacion le otorga a la proteina un peso molecular aparente que va desde
aproximadamente 67KDa hasta mas de 97 Kda, ademas es solo una pequena porcion de la
proteina la que se encuentra ubiquitinada, y es muy probable que no lograramos verla en el tipo
de experimentos que nosotros realizamos (39). Con respecto a la isomerizacion, Pin1 es una
enzima que produce la isomerizacién de cis a trans de enlaces peptidil-prolyl correspondientes a
prolinas que se encuentran junto a Treoninas o Serinas fosforiladas. Se observé que c-Fos es
isomerizado por Pin 1 luego de ser fosforilado por ERK2, por lo que no descartamos que en
nuestros experimentos estemos observando el resultado de la isomerizacion que se produce
luego de que c-Fos sea fosforilado.

Por ultimo, observamos que algunos factores de transcripcion pueden o-glicosilarse (165).

La o-glicosilacion une el OH- de GalNAc (N —acetilglucosamina con el OH- de grupos Serina o
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Treonina de proteinas intracelulares. En colaboracion con el grupo del Dr. Julio Caramelo
observamos que c-Fos es O-glicosilado luego de ser traducido, pero no encontramos que esta O-
glicosilacién esté regulada por el agregado del estimulo Carbacol (no mostrado).

Para tratar de identificar a las MAPKs responsables de la fosforilacion de c-Fos en
respuesta a Carbacol utilizamos los inhibidores para las MAPKs JNK y p38, y el inhibidor indirecto
de ERK (SP 600125, SB 203580 y PD 098059 respectivamente). Hasta el momento nuestros
resultados sugieren que multiples MAPKs estarian actuando sobre c-Fos ya que ninguno de los
inhibidores utilizados cambia la movilidad electroforética de c-Fos en los Western Blots de la figura
R.43. Ademas, sobre-expresando a c-Fos con cada una de las MAPKs en estudio y estimulando a
las células con Carbacol observamos que el retardo en la movilidad electroforética no se produce
ni mas rapidamente ni es mayor que el observado en células transfectadas con plasmido control
(no mostrado). En base a estos resultados creemos que no hay una Unica quinasa fosforilando a
c-Fos sino que estarian actuando multiples MAPKs en conjunto.

Cabe mencionar que en un principio supusimos que las SAPKs serian las responsables de
la fosforilacién de c-Fos en respuesta a la activacién de M1 ya que se produce un pico de
activacion de estas quinasas alrededor de los 25 minutos post estimulacion, tiempo suficiente para
que se hayan sintetizado varias moléculas de c-Fos, mientras que el pico de activacién de ERK2
se produce a los 5 minutos del agregado de Carbacol y luego disminuye casi a niveles basales. En
base a los resultados obtenidos podemos afirmar que mientras ERK2 es responsable de la
activacion del promotor de c-fos en respuesta a Carbacol, aun no podemos determinar cuales son
las multiples MAPKSs involucradas en la fosforilacion de esta proteina.

Cuando evaluamos la capacidad transcripcional de c-Fos al activar el receptor M1
observamos que la activacion del receptor M1 promueve la transactivacion de GAL4 c-Fos TAD.
Evaluamos si esta activaciéon depende de la fosforilaciéon de c-Fos por MAPKSs utilizando el
plasmido pGAL4 c-Fos TAD MUT en comparacion con pGAL4 c-Fos WT y observamos un
aumento en la actividad Luciferasa en respuesta a Carbacol solo al utilizar la version WT, por lo
que las MAPKs estan involucradas en la transactivacion de c-Fos (figura R.39). Adicionalmente
utilizamos inhibidores especificos de estas quinasas y observamos que todas las MAPKs en
estudio estarian fosforilando a c-Fos y activan su capacidad transcripcional, ya que inhibiendo a
cualquiera de ellas disminuimos solo parcialmente la capacidad de transactivar de c-Fos (figura
R.40). Esto refuerza la idea de que es probable que varias MAPKs puedan fosforilar a c-Fos,
ademas estas quinasas podrian estar compitiendo por los mismos sitios o fosforilando sitios
independientes.

Si cada sitio es fosforilado por una quinasa diferente, la inhibicién de la actividad de una
Unica quinasa no lleva a un cambio en la movilidad electroforética ya que no se impide que los

otros sitios sean fosforilados. De esta manera, la capacidad de transactivar de c-Fos disminuiria
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(ya que no estan todos los sitios necesarios fosforilados) pero a la vez se continuaria produciendo
el cambio en la movilidad electroforética.

En el caso de que las MAPKs compitieran por los mismos sitios es probable que cada
quinasa tenga cierta “preferencia” o cierta eficiencia sobre cada residuo particular y por ello se
observaria menor transactivacion pero no se impediria el retardo en la movilidad electroforética ya
que finalmente habria moléculas de c-Fos fosforiladas en todos los sitios consenso.

Observamos que con el agregado de Carbacol se induce la formacion de complejos entre
oligos con secuencias TRE y el factor de transcripcion AP-1; la formacion de estos complejos
muestran un pico maximo a las dos horas, tiempo suficiente para que la proteina c-Fos sintetizada
luego del estimulo forme parte del complejo tal como se muestra en ensayos de Super Shift
(figuras R.35 y R.36). Ademas luego del estimulo se induce la actividad del gen reportero AP-1
Luc y esta se potencia al transfectar c-Fos, sugiriendo que la activacion de este factor de
transcripcion por Carbacol induce la transcripcion de genes que contengan sitios AP-1 en sus

promotores (figuras R.37 y R.38).

Actualmente estamos realizando varios experimentos de los que aun no hemos obtenido

resultados concluyentes:

1- Inmunoprecipitaciéon de la cromatina (CHIP) sobre los promotores de las Metaloproteasas
MMP-1, MMP-9 y MMP-13. Se ha publicado que estas metaloproteasas se transcriben en
respuesta a c-Fos, por lo que nos proponemos investigar si la activacion de c-Fos en respuesta a
carbacol, puede aumentar la actividad de estos promotores.

2- Para dilucidar cual MAPK fosforila cada sitio en respuesta a carbacol se estan
transfectando distintas contrucciones pCEFL GFP c-Fos TAD WT o MUT o0 T232 0 T325 0 T331 o
S374 en células m1.2 y evaluando la movilidad electroforética de cada una de estas proteinas en
presencia o ausencia de inhibidores de MAPKs y ademas en presencia o ausencia de la

sobreexpresion conjunta de cada MAPK en estudio.

Otros estudios que realizaremos en breve gracias a la reciente reincorporacion al equipo

de trabajo del Dr. Federico Coluccio:

- Se utilizara la técnica “in gel Kinase Assay” en un intento adicional por encontrar cuales quinasas
fosforilan a c-Fos en respuesta a Carbacol. En estos experimentos se realizan geles SDS-PAGE
que se polimerizan con el sustrato, en este caso, con GST c-Fos purificado de bacterias. Luego se

realizara una electroforesis de lisados de células m1.2 control y estimulados. Posteriormente el gel
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se somete a tratamientos renaturalizantes y se le agrega *’P yATP. De esta manera, uno puede
identificar sitios en el gel en donde ocurrieron fosforilaciones, y como primero se corrié en un SDS-
PAGE uno puede determinar el Peso Molecular (al menos el peso molecular aparente) de las
quinasas que estan fosforilando al sustrato. Estos ensayos también se realizaran con las
diferentes mutanes GST c-Fos TAD T232 0T325 o0 T331 0 S374 o MUT.

- Otra herramienta que utilizaremos para analizar la fosforilacién de c-Fos en respuesta a Carbacol
es la espectrometria de masa. Se realizaran transfecciones en células m1.2 con el plasmido
pCEFL GFP c-FOS TAD en presencia o ausencia de los inhibidores de MAPKSs disponibles. Luego
se inmunoprecipitara GFP c-Fos TAD y se lo enviara a realizar espectrometria de masa (MALDI
TOF) para determinar que sitios son fosforilados por cada quinasa.

- Por ulitmo, hemos conseguido anticuerpos dirigidos contra sitios de c-Fos fosforilados como anti
S374 o T325 fosforiladas, los cuales no estaban disponibles comercialmente con anterioridad. Se
utilizaran estos anticuerpos para estudiar la fosforilacion de c-Fos transfectando en células m1.2 el
plasmido PCEFL GST c¢c-FOS TAD, que hemos construido recientemente. De esta manera
podremos purificar al dominio de transactivacion de c-Fos a partir de lisados de celulas m1.2
estimuladas con Carbacol utilizando resinas de Sefarosa-Glutatién y luego realizaremos Western

Blots utilizando los anticuerpos mencionados.

Podemos destacar que si bien esta parte del estudio aun no ha sido concluida en su
totalidad, intenta abarcar la regulaciéon de un factor de transcripcion por MAPKs a multiples
niveles.

Por un lado, a nivel de la induccién del promotor, por otro lado a nivel de las fosforilaciones que
ocurren sobre este factor de transcripcion que producen su transactivacion, y por otro lado, ya que
si bien escapa al trabajo de esta tesis se desprende de ella, a nivel de la regulacion de la
estabilidad del mensajero de c-Fos por MAPKSs (estos experimentos estan siendo continuados por
la Lic. Sol Degese quien esta desarrollando su Tesis Doctoral en base a preguntas abiertas por la

presente).

Por ultimo, mostramos un modelo (figura D.3) originado a partir de estos resultados en el
cual se muestra a las MAPKs involucradas en la regulacién de la actividad de c-Fos de varios
modos. Es interesante destacar que mientras que las MAPKs de activacion temprana como ERK2
(figura R.29) activan la sintesis del mMRNA de c-Fos, otras de activacién mas tardia como las p38
se encargarian de desestabilizar a la molécula del mensajero. Esto habla del modo elegante con
que la naturaleza modula la regulaciéon concertada de varios caminos de transduccién de senales
frente a un estimulo externo de modo de permitir que un gen de respuesta temprana como c-fos

sea activo de manera rapida vy, a la vez, transitoria.
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Citoplasma
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-
TGAGICTTAN
Expresién génica
Figura D. 3.:

La activacion del receptor muscarinico M1 regula la expresién y actividad de c-Fos
actuando a través de distintas MAPKs.

En el esquema se observa que luego del agregado de Carbacol, se activan distintas vias de
MAPKs involucradas en la actividad de c-Fos. Se muestra que las MAPKs ERK1/2 activan la
tfranscripcion de c-fos en respuesta a la activacion del receptor M1. Una vez traducido el
mensajero, la proteina c-Fos sintetizada en respuesta a Carbacol es fosforilada por MAPKs entre
las que se incluirian a las SAPKs y a ERK 1/2. Estas fosforilaciones activan la capacidad
transcripcional de c-Fos y por lo tanto llevan a la activacion del factor de transcripcion AP-1
regulando la transcripcion de genes con sitios de respuesta TRE. En linea punteada roja se
muestra que las p38 MAPKs estarian involucradas en la regulaciéon de la estabilidad del RNA
mensajero de c-fos actuando sobre proteinas que se unen a secuencias ARE del extremo 3" no
codificante del transcripto.
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Del conjunto de resultados de este trabajo podemos resaltar que c-Fos es un factor de
transcripcién cuya actividad, se encuentra diferencialmente regulada tanto a nivel transcripcional

como post-traduccional por distintas MAPKs y en funcion del estimulo suministrado.

Ademas de haber determinado la interaccién por doble hibrido de p38y y el factor de
transcripcion c-Fos en levaduras, observamos que estas proteinas co-inmunoprecipitan,
mostrando su capacidad de interaccionar en células de mamifero in vivo. También advertimos que
c-Fos puede ser sustrato de fosforilaciéon de todas las SAPKs in vitro. Asimismo observamos que
las p38 SAPKs fosforilan a c-Fos in vivo en su dominio de transactivacion, regulando la actividad
de este factor de transcripcion al activar su capacidad transactivacional. También observamos que
estas quinasas son responsables de la localizacién nuclear de c-Fos y de la fosforilacion de c-Fos
en respuesta a radiacion UV. En base a estos resultados postulamos un modelo en el cual ante un
estimulo que produce estrés como la radiacion UV, las células responden activando las vias de
SAPKs, luego las p38 SAPKs fosforilarian a c-Fos y JNK fosforilaria a c-Jun, permitiendo que el

factor de transcripcién AP-1 se active y regule la transcripcion de sus genes blanco.

Por otro lado, trabajando con un estimulo mitogénico, observamos que el agonista del
receptor Muscarinico1, Carbacol, induce la activacién del promotor de c-fos. Esto produce un
aumento en la cantidad de transcripto de c-fos y también de la proteina c-Fos. Se observa ademas
que a medida que transcurre el tiempo después del agregado de Carbacol, la proteina c-Fos se va
fosforilando y esta fosforilacion estaria mediada por multiples MAPKs actuando sobre c-Fos en
respuesta a Carbacol. Estas fosforilaciones en su dominio de transactivacién activan su funcién
como factor de transcripcién, activando su capacidad transactivacional y aumentando la expresion

de genes que contengan sitios AP-1.

Si bien esta parte del trabajo forma parte de un proyecto que continua en la actualidad,
hasta el momento podemos postular que ante un estimulo proliferativo como Carbacol, las células
activan las vias de MAPKs y regulan a c-Fos a diferentes niveles. Por un lado, la sola activacion
de ERK1/2 lleva a la activacion del promotor de c-fos. Por otro lado, c-Fos seria fosforilado en los
sitios consenso para MAPKSs de su extremo carboxilo terminal por multiples MAPKs, entre las que
podemos mencionara p38, JNK y a ERK2, las cuales activarian su capacidad de transactivar
genes con sitios de union AP-1. Por ultimo, el trabajo provee evidencias que dejan sentadas las
bases para estudiar la regulacion por MAPKs de la estabilidad del transcripto de c-fos, mas

especificamente por p38 MAPKs.
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En su conjunto, este trabajo presenta una vision integral sobre la regulacién de la
expresion y actividad del producto del gen de respuesta temprana c-fos por MAPKs. De modo
analogo a lo que ocurre con el principal socio de Fos en AP-1, c-Jun, se muestra como las MAPKs
regulan c-fos por mecanismos alternativos, actuando a nivel del promotor del gen y de la actividad
de la proteina resultante. Adadiendo un nuevo giro a la investigacioén, los resultados de esta tesis

abren el estudio de la regulacion de la estabilidad del mensajero de c-fos por MAPKSs.

142



MATERIALES Y METODOS

143



Materiales y Métodos

Cultivo de lineas Celulares:

HEK 293T: (células embrionarias humanas de higado, “human embrionic kidney”, inmortalizadas
con el antigeno T) fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) alta
glucosa (Gibco BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), glutamina 2 mM (Gibco
BRL), penicilina 100 pug/ml y estreptomicina 80 ug/ml (Gibco BRL), a 37°C y 5 % de CO..

NIH 3T3: (Fibroblastos de raton) fueron cultivadas en medio DMEM alta glucosa (Gibco BRL)
suplementado con 10% de suero de ternera (CALF) (Hyclone), glutamina 2 mM (Gibco BRL),
penicilina 100 ug/ml y estreptomicina 80 ug/ml (Gibco BRL), a 37°C y 5 % de CO.,.

M1.2: Fibroblastos NIH 3T3 que expresan aproximadamente 20,000 receptores por célula del
receptor Muscarinico humano M1 (72) fueron cultivados en las mismas condiciones que las NIH
3T3.

Las células se repicaron cada 48/72hs segun su confluencia, con una solucién de tripsina

al 0.5% (GIBCO BRL). Previo a este paso, las células fueron lavadas con una solucién de PBS
1X. (PBS 10X: NaCl 1.37M , KCI 26.8mM, KH,PO, 14.7mM, NaH,PO, 43mM. pH=7.4).

Transfecciones:

Transfeccion con fosfato de calcio

Células HEK 293T semi-confluentes en placa de 10cm, fueron separadas 1/6 el dia
anterior a la transfeccién, con Tripsina 0.25% (GIBCO BRL) en placas de 10cm, obteniéndose

placas con aproximadamente 50-70% de confluencia.

Luego de aproximadamente 24hs, se transfectaron con la técnica de Caz(PQO,), utilizando

una masa total de 2 ug de ADN.

En tubos tipo Falcon de 15ml estériles se agregan los plasmidos a utilizar y se le agrega
1ml de la solucion 1. Esta solucién se homogeneiza y tomandola con una pipeta se vuelca gota a
gota sobre 1ml de solucién 2 que se encuentra en agitacion constante por burbujeo, en otro tubo
tipo Falcon estéril. Se deja 20’-30’ para que se forme el precipitado que contiene fosfato de calcio
y el ADN. Una vez formados estos complejos se agregan los 2 ml finales sobre las células gota a
gota y se agita suavemente hasta que se observe una solucion homogénea (no se retira el medio

sino que se agregan estos 2 ml a ese medio).
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Luego de 12-16hs se observan las células al microscopio para evaluar su estado, se aspira
el medio, se lava con PBS a 37 °C y se agrega medio completo (con suero y antibiéticos) para

que las células continten dividiéndose.

Solucion1 (por placa a transfectar)(0.86ml H,O, 12ul DNA carrier 30ug/ul (Boehringer),125ul de
CaCl, 2M).

Solucioén 2 (por placa a transfectar) (1ml HN (HN: 50mM Hepes pH=7.1, 280mM NacCl, 22.5ul
NaH,PO, 70mM pH=7)

Transfeccion con liposomas catiénicos
El principio general de este método de transfecciones es la adsorcién del ADN a lipidos

cargados que luego se fusionan con las células.

El dia previo a la transfeccion se plaquearon aproximadamente 3 x10° células NIH 3T3 o
M1.2 en placas de seis pocillos, de 3 cm. de diametro. Al dia siguiente se agregaron el ADN (entre
2-3 ug de ADN por pocillo) y los liposomas (Lipofectamina + Plus Reagent, invitrogen) siguiendo el
protocolo del fabricante. Las células fueron incubadas durante tres horas con medio sin suero + la

mezcla de liposomas. Las estimulaciones se realizaron al dia siguiente a la transfeccion.

Plasmidos

Varios

El plasmido pAP-1 LUC fue obtenido de Statagene. Este plasmido fue realizado insertando
7 repeticiones en tandem de elemento de respuesta AP-1 (TGA C TAA) rio arriba del gen de
luciferasa en el vector pA3 (111)
El plasmido pGAL4-LUC fue disefado insertando seis copias en tandem del elemento de
respuesta al factor de transcripcion GAL4 y un promotor minimo TATA en lugar del SV40 del
vector pGL3 de Promega. (199)
Para estandarizar transfecciones se utilizé pRL-null (plasmido que expresa la enzima Renilla de
Renilla reniformis) o pCDNAS3 beta-galactosidasa.

Se utilizaron los plasmidos de expresién en bacterias pGEX 4T3 c-Jun (65,65)
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c-Fos, Principio de la Tesis:

A partir de una library de cDNA proveniente de células NIH3T3 se clond la region del cDNA
de c-Fos que corresponde a los aminoacidos 220 (S 220) al aminoacido 353 (C 353) utilizando los

siguientes primers:

Primer5:5" TCCCTGGATTTGACTGGAGGTCTG3',
Primer3’:5’ACAGCTTGGGAAGGAGTCAGCS'.

El producto de amplificacion se clon6 primero en el plasmido de expresién en bacterias
pGEX 4T3 (Amersham Pharmacia ) utilizando los sitos de clonado en los sitios Bamh I- Not I. Se
corroboré su expresiéon purificando la proteina expresada. El plasmido resultante se denominé
pGEX 4T3 Fos short.

Posteriormente se sub-cloné en vectores de expresion eucariota pCEFL AU5 y pCEFL HA.

Estos plasmidos se llamaron pCEFL AU5 Fos sh y pCEFL HA Fos sh. Los plasmidos
pCEFL son una versiéon modificada del vector de expresion pCDNA3 que contiene al promotor de
EF-1 en marco de lectura con el epitope AU5 o HA segun el caso (199)

Ademas se realiz6 una mutacion puntual en la Treonina 232 y se clon6 también en pGEX 4T3,

dando como resultado al plasmido pGEX 4T3 Fos short mut.

Tanto el fragmento de c-Fos WT como el mutante fueron clonados en el vector pGBDX,
que es una version modificada del pCDNA l1ll en el cual se clon6 el dominio de unién al DNA
(DBD) del factor de transcripcién de levaduras GAL 4 (pCDNA3-GBDEX).

c-Fos, Plasmidos utilizados posteriormente:

Se utilizaron plasmidos que portaban el cDNA de c-Fos (codifica para los aminoacidos 209 al 380)
en pCEFL AU5, HA o GFP, llamados pCEFL AU5 c-Fos FL o pCEFL HA ¢c-FOS TAD, segun
portaran el cDNA completo o solo la regidén correspondiente al dominio de transactivacién de c-

Fos

Ademas se utilizaron las versiones mutantes de estos plasmidos, pCEFL AU5 c-Fos MUT
FL y pCEFL AUS c-Fos TAD MUT (obtenido con el kit QuikChange multisitedirected mutagenesis
de Stratagene, ademas los mutantes TAD MUT, T232, T325, T331, y S374 en donde la Treonina o
la Serina correspondiente fue reemplazada por Alanina utilizando el método de mutagénesis
dirigida de stratagene (QuikChange site-directed mutagenesis). Estos plasmidos fueron
gentilmente cedidos por el Dr. Silvio Gutkind (211). También obtuvimos del laboratorio del Dr.

Gutkind el plamido pGBDEX c-Fos TAD y las versiones mutantes.
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Luego subclonamos en los vectores pCEFL GFP y en pGEX 4T3, en sitios Bamh |-Not I,
los fragmentos correspondientes a c-Fos TAD MUT, y a las versiones mutantes T232, T325, T331
y S374.

Quinasas

Los vectores de expresion para pCEFL HA JNK, ERK2, ERKS, p38a, p38p, p38y, y p383,
pCEFL-MEKK, pCEV29-MEKEE, pCEFL-GST-MKK6, pcDNA3-MEK3EE y AA, y pGEX4T3-ATF2
fueron descriptos en trabajos del Dr. Silvio Gutkind (200). Los dominantes negativos AF (en donde
la T183 fue reemplazada por una A y la Y185 por F) de las distintas isoformas de p38 fueron
obtenidas del laboratorio de Dr. Han (244)

Estimulos utilizados:

UV: Células HEK 293 fueron irradiadas en un UV Stratalinker (Stratagene) con 100 J/m2 UV C.

Suero: Se estimula con 10 % suero células que fueron hambreadas (desprovistas de suero)

durante toda la noche.
Carbacol: Se utiliza una concentracién final de 1 mM de Carbacol.

NaCl: Se utiliza una concentracion final de 100 uM de NaCl. El estimulo fue de 20 minutos y luego

se colectan las células.

Anisomisina: Se utiliza una concentracion final de 10 pg/ml durante 20 minutos.

Anticuerpos utilizados:

Anticuerpos anti regiéon carboxilo terminal de c-Fos: normal y 10X, Santa Cruz
Biotechnology (Sc52 y Sc 52X). Anticuerpos anti epitopes: AU5, Covance, (MMS 135R) ; HA,
Covance, (HA.11); GFP, Santa Cruz Biotechnology (Sc 9996). Anticuerpos anti formas
fosforiladas de p38 y JNK, Cell Signaling Technology. Anticuerpos anti Mouse o anti Rabitt

conjugados a peroxidasa, Santa Cruz Biotechnology.

Inhibidores utilizados:

SB 203580 (Calbiochem): inhibidor de p38 alfa y beta; SP 600125 (Calbiochem): inhibidor
de JNK; PD 098059 (Calbiochem): inhibidor de MEK1/2, sirve para inhibir la activacién de ERK de

manera indirecta.
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Secuenciacion:

Se realizé el método de Sanger utilizando un kit comercial desarrollado en 1974. Se utilizd
el kit comercial de pharmacia “Pharmacia commercial Sanger dideoxy sequencing” segun las

especificaciones del fabricante.

Preparacion de Bacterias Competentes:

Bacterias Escherichia coli cepa DH5alfa fueron utilizadas como fuente de bacterias
competentes. Para alcanzar la competencia, las bacterias fueron sembradas en una placa de LB-
agar libres de antibiético, suficientemente diluidas como para obtener colonias individuales, e
incubadas a 37°C por 16 hs. Al dia siguiente, una colonia fue picada y crecida durante 16 hs en 5
ml de medio LB en agitacién (200 rpm, 37°C). Una vez alcanzada la saturacion, se inocularon 200
ml del LB nuevo que se incubd en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad optica de
0.5 medida a 600 nm para estimar el crecimiento del cultivo. Luego se centrifugaron por 10 min a
3000 rpm vy el pellet bacteriano fue resuspendido en 100 ml de cloruro de calcio 100 nM pre-
enfriado en hielo. La suspensién de bacterias se centrifugé nuevamente a 4°C por 10 min a 3000
rpm. El pellet fue resuspendido en 5 ml de cloruro de calcio 100 nM e incubado en hielo por 30
min. Posteriormente 200 pul de la suspension de bacterias fueron alicuotadas en tubos eppendorf
con el agregado de glicerol hasta alcanzar una concentracion final del 15%. Finalmente las

bacterias fueron conservadas a —80°C.

Transformacién Bacteriana:

Se siguid un protocolo de transformacion modificado a partir del original de Hanahan (126).
En este protocolo, 50-100 pl de bacterias competentes DH50. (eficiencia de al menos 1 X 10°
colonias/ml), almacenadas a —80°C son descongeladas lentamente en hielo granizado. Una vez
que se descongelan se agregan entre 50 ng y 1 ug de plasmido, y se las incuba 30 min en hielo.
Luego se les aplica un shock térmico de 90 seg a 42°C y nuevamente se las coloca en hielo. Se
agregan 700 ul de medio LB sin antibidtico durante 45-60 min a 37°C. Finalmente, se toman
cantidades variables de bacterias en LB (entre 50-500 pul), dependiendo de la calidad y cantidad

inicial del plasmido y se plaquean en placas de LB con el antibiético correspondiente.
Soluciones utilizadas:
LB (1 litro): 0.5% p/v extracto levadura, 1% p/v bacto-triptona, 1% p/v NaCl

LB agar: LB + 1.5% p/v bactoagar
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LB/ampicilina: 100mg/ml (tanto en medio sélido como liquido)

Preparacion de Plasmidos a Pequefia Escala o Minipreparaciones:

Se utilizdé el método de Birnboim y Doly (34). Tubos de vidrio conteniendo 3 ml de medio
LB con el antibiético de seleccidén correspondiente, fueron inoculados con bacterias provenientes

de colonias individuales portadoras del plasmido de interés.

Los cultivos se mantienen por 20 hs aproximadamente a 37°C en agitacion a 200 rpm.

Luego, 1.5 ml de cultivo son trasvasados a tubos tipo eppendorf y centrifugados a 2000 rpm 5 min.

El pellet celular es resuspendido en 300 ul de P1 (Tris-HCI 50 mM, pH:7.5; EDTA 10 mM)
conteniendo RNAsa A (50 pug/ml). Luego se agragan 300 ul de P2 (NaOH 0.2 N; SDS 1%), se
mezcla por inversion y se mantiene por 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregan 300 ul de
P3 (KAcO 3M, pH:5.2) fria. Se incuba la mezcla en hielo durante 20 min y se centrifuga a 10.000
rom durante 10 min a temperatura ambiente. 700 ul del sobrenadante son precipitados con un
volumen de isopropanol, y el pellet se lava con 1 ml de etanol 70%. El pellet finalmente se deja

secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 20-100 ul de agua.

Preparacion de Pld&smidos a gran Escala o Maxipreparaciones:

Las maxipreparaciones fueron llevadas a cabo mediante el uso de columnas de afinidad
(QIAGEN). Este protocolo esta basado en un procedimiento de lisis alcalina modificado, seguido

de una purificacién del DNA plasmidico por medio de una columna de intercambio iénico.

Brevemente, 300 ml de medio LB con el antibiético de seleccién adecuado para la
seleccion, es inoculado con una alicuota de bacterias provenientes de colonias individuales
portadoras del plasmido de interés. Los cultivos son mantenidos por 20 hs aproximadamente a
37°C en agitacion a 200 rpm. Los cultivos en fase logaritmica de crecimiento son trasvasados a
botellas de policarbonato de 500 ml y centrifugados a 6000 x g por 15 min a 4°C. El sobrenadante
se descarta y el pellet celular es resuspendido en 10 ml de P1 (Tris-HCI 50 mM, pH:7.5; EDTA 10
mM) conteniendo RNAsa A (50 microgramos/ml). Luego se agregan 10 ml de P2 (NaOH 0.2 N;
SDS 1 %) se mezcla por inversion y se agregan otros 10 ml adicionales de P3 (KAcO 3 M,
pH:5.2)fria, se incuba la mezcla en hielo durante 20 min y luego se centrifuga a 20.000 xg durante
10 min a 4°C. Durante la centrifugaciéon se equilibran las columnas QIAGEN-tip 500 con buffer
QBT. El sobrenadante se filtra en un embudo con gasa y se vuelca en la columna. La columna se
vacia por gravedad y se lava dos veces con 30 ml de buffer de lavado QC. Finalmente el DNA

atrapado en la columna es eluido con 15 ml buffer de elucion QF.
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El DNA del eluato se precipita con 0.7 volumenes de isopropanol en tubos COREX vy
centrifugado a 15000 xg. EI DNA precipitado fue lavado dos veces con etanol 70 % y el pellet se
seca al aire durante 20 min y resuspende en 300 ul de H,O. La calidad del DNA plasmidico se
verifica por geles de agarosa y la concentracion final se mide por espectrofotometria. El

rendimiento de estas maxi-preparaciones es aproximadamente de 500ug de ADN plasmidico.

Cuantificacion del ADN plasmidico:

Una vez disuelto en agua, el ADN plasmidico fue cuantificado midiendo la absorbancia de
la solucion a 260 nm en un Gene Quant (Pharmacia). Las concentraciones se calcularon
multiplicando el valor de absorbancia obtenido por el factor de dilucion por la constante de
asbortibidad molar teniendo en cuenta que 1 unidad A260 es equivalente a 50ng/microlitros| 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 Ill, GIBCO
BRL).

Chequeo de Plasmidos por Enzimas de Restriccion:

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron chequeados mediante mapeos por

enzimas de restriccién para asegurar la utilizacién de los plasmidos correctos.

Para ello el DNA plasmidico fue sometido a digestiéon por enzimas de restriccion siguiendo
el siguiente protocolo: aproximadamente 1 ug de DNA plasmidico, 2 ul de buffer de restriccion
correspondiente 10X, 1 U de la/las enzima de restriccion escogida y agua hasta completar 20 pl
de volumen final. Se incuba durante 2 hs a 37°C. Luego se realizan electroforesis en geles de
agarosa de entre 0.6-2 % en buffer TAE 1X(TAE 50X: (1 litro) 242g Tris base, 57.1ml acético
glacial, 100ml 0.5M EDTA pH=8) con bromuro de etidio. El porcentaje final de agarosa de los
geles es determinado segun el tamafio de las bandas esperadas. Finalmente las bandas se

obsrevan mediante exposicion a luz UV.

Geles de agarosa nativos:

Los geles de agarosa utilizados se prepararon con buffer TAE 1X (TAE 50X: para 1 litro:
2429 Tris base, 57.1ml acético glacial, 100ml 0.5M EDTA pH=8) al 0.7-1.5 % con 0.5 pg/ml de
bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm. Antes de sembrar, las

muestras se resuspendieronn con el correspondiente volumen de buffer de siembra 6x
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(conteniendo un 20 % de Glicerol y Azul de Bromofenol). Los geles fueron visualizados y
fotografiados con luz ultravioleta (UV), utilizando un equipo FOTODYNE, pudiéndose fotografiar

en papel térmico.

Se utilizaron distintos marcadores de peso molecular segun el tamano del fragmento
corrido. Estos son: 1Kb Ladder y 100 bp, ambos de New England Biolabs, o la combinacién de

estos.

Purificacién 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 (low meeting
point) en buffer TAE 1X. Las muestras se sembraron en un buffer conteniendo un 20 % de Glicerol
y Azul de Bromofenol como colorante indicativo del frente de la corrida. La banda correspondiente

al fragmento de interés se cortd bajo luz UV, y se siguieron las instrucciones del fabricante.

Ligaciones:
Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo, intentando respetar una relaciéon

inserto:vector de 3:1. A modo de ejemplificar una reaccion tipica, se utilizaron 50 ng de vector y
25 ng de inserto. La reaccién se llevo a cabo en 20 ul de volumen final. Se utilizé 1 U de la enzima
ADN ligasa del fago T4 (Promega). La incubacién fue a 16°C durante toda la noche. Como control
se incubd el vector con enzima y buffer, pero sin agregar inserto. Se transformaron bacterias
competentes con 5 pl de la reaccion de ligaciéon (con y sin ligasa), como ya fue descripto. Se

plaguearon 200 pl de cada transformacion y se dejé durante una noche en una estufa a 37°C.

PCR, Reaccién en Cadena de la Polimerasa:

La reaccién de PCR se realizé utilizando 2,5 U de Tag DNA polymerase (Promega) en 50
Ml de reaccién que contiene 5 pl de buffer de reaccion 10X, 1,5 mM MgCI2, 200 mM de dNTPs y
100 pM de cada primer. Las condiciones de ciclado térmico fueron la siguientes: Primero,
desnaturalizacion a 94°C por 1 min; luego “annealing” o anillado a 55-65°C (dependiendo de cada
par de primers); luego elongacion a 72°C por 2 min, Estos pasos se repitieron durante 30 ciclos y
finalmente se realizé un paso adicional de extension a 72°C por 10 min. Los primers utilizados
para clonar la zona del cDNA de c-Fos codificante para los aminoacidos 220 (S 220) al

aminoacido 353 (C 353) son los siguientes:

Primer5 & TCCCTGGATTTGACTGGAGGTCTG 3
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Primer 3 5 ACAGCTTGGGAAGGAGTCAGC 3’

El producto de PCR se resuspendié en el buffer de siembra 6X (0.25 % p/v de Azul de
bromo fenol; 0.25 % p/v de Xylen Cyanol; 0.30 % p/v de glicerol) antes de sembrar.

El producto de PCR y un marcador de peso molecular en nuestro caso el 1 Kb Ladder
(New England Biolabs) se sembraron en un gel de agarosa 1 % en buffer TBE 1X (8,9 mM Tris
base; 8,9 mM &cido bodrico; 2 mM EDTA) con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio. La corrida
electroforética se realizé a 100 V durante 1 h. Los geles fueron visualizados y fotografiados con

luz ultravioleta, utilizando un equipo FOTODYNE.

Preparacion de cDNA:

Para la sintesis de DNA complementario a partir del RNA extraido, el RNA contenido en 5
ul fue desnaturalizado a 65°C por 5 min, incubado a 0°C por 2 min y mezclado con 15 pul de una
solucion “Mix” conteniendo Tris-HCI 50 mM pH:7.3; KCL 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT 10 mM, 20 U
de RNAsin (Promega, Madison, WI, EUA), dNTPs 400 uM, Oligo dT 2.5 uM y 300 U de
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). Los tubos fueron
incubados a temperatura ambiente por 10 min, luego a 35°C durante 60 min y finalmente la

enzima fue desnaturalizada durante 95°C durante 5 min.

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real:

Se aislé RNA de células M1.2 estimuladas con Carbacol y fue retrotranscripto.
El cDNA obtenido fue sujeto a PCR en tiempo real.

En el caso de la PCR en tiempo real es un requisito indispensable obtener un Unico
producto que correlacione con un unico pico de fluorescencia detectado por el termociclador. La
obtencion de un unico pico asi como la forma final de ese pico dependen criticamente de una
serie de factores como la concentracion de CI2Mg, la temperatura de “annealing”, la calidad del
cDNA vy la secuencia de los primers. Se determind la concentracién de Magnesio 6ptimo para

cada par de primers variando inicialmente entre 2,5 y 4,5 mM de Magnesio.

Durante la puesta a punto de cada primer, ademas de la concentracion de Magnesio, se
realizd6 una curva de temperaturas de annealing en la cual se probaron simultaneamente 12
reacciones con diferentes temperaturas de anillado en una misma corrida. Luego se eligi6 la

adecuada para cada primer.
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Para los primers de c-Fos la concentracion de Magnesio éptima fue de 4 mM y para beta-actina de
3 mM.

La temperatura de annealing 6ptima para c-Fos fue de 68,5 °C y para beta actina de 61°C.

Se realizaron las mezclas de reaccion correspondientes, segun la concentracion de
Magnesio requerida, junto con 1 microlitro de Taq polimeasa, 2,5 microlitros de buffer de reaccion
10X, primers correspondientes, dNTPs 1 micromolar con el agregado de Cybergreen (0.025

microlitros por reaccién de una solucion de trabajo 1/30 en DMSO).
Los primers utilizados fueron:

beta-actina:

Primer5 5-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3

Primer 3 5-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG -3’

Fos:

Primer 5 5-TCCCTGGATTTGACTGGAGGTCTG-3’

Primer 3 5-ACAGCTTGGGAAGGAGTCAGC-3

Todos ellos dieron un pico unico en la PCR de tiempo real y fue el que se utilizé para los

estudios de expresion del mensajero.
Para las PCR se utilizaron ciclos con las siguientes caracteristicas:
1- 95°C por 10 min
2- 95°C por 30 seg.
3- 68°C 0 61°C por 1 min (para c-Fos o actina respectivamente)
4- 72°C por 1 min
5- 78°C por 2 seg.
6- Leer placa
7- Ir al paso 2, 35 veces
8- 65 °C 1 min
9- Curva de melting: de 65°C a 95°C, leer cada 0.3°C, 8 segundos
10-  Incubar a 4°C 15 hs.

La intensidad de fluorescencia fue graficada en funcién de los ciclos utilizando un algoritmo

provisto por los fabricantes.
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Extraccion del RNA:

En este procedimiento se utilizé Trizol y se siguieron las especificaciones del fabricante.

Se lavan las células con PBS y se agrega 1 ml de Trizol (Invitrogen) por placa de 10 cm.
Se pipetea varias veces cada placa hasta observar que todas las células se despegan y que se
obtiene una solucidon homogénea. Luego se transfiere a tubos eppendorf y se agregan 200 pl de
cloroformo, se agita a mano y se incuba durante 2 minutos.

Posteriormente se centrifuga a 11,500 rpm por 15 min at 4°C.

Luego se extrae la fase acuosa (la de arriba) y se transfiere a otro eppendorf.

Se agregaron 500 pl de Isopropanol y se mezcla por inversion 4-5 veces. EI RNA se
precipita a —20 °C durante entre 2h a toda la noche.

Luego se centrifuga a 11,500 rpm por 15 min at 4°C. Se descarta el Isopropanol y se
agrega 1 ml de Etanol 70%. A continuacion se centrifuga nuevamente, se descarta el Etanol y se
deja secar el pellet aproximadamente 10 minutos, hasta que se torna transparente. Luego el RNA
se resuspende en H,0. Para lograr resuspenderlo bien se incuba a 55°C por 10 minutos.

Para la cuantificacién del RNA se utilizé una dilucion 1/100 de la muestra en agua y se midio la
absorbancia a 260 y 280 nm. La pureza de las muestras se determind mediante el indice de
absorbancia a 260/280 nm. Una relacién de 1,8-2 de este indice es indicativo de una alta pureza del
RNA obtenido.

Previamente a la realizacion de la reaccién de transcripcion reversa o de los ensayos de
Northern Blot, la calidad y cantidad relativa de las muestras fue chequeada mediante electroforesis
a 30 V/cm en geles de agarosa 1 % en buffer TBE 1X tefidos con bromuro de etidio. Solo fueron

utilizadas aquellas muestras que no mostraron ningun grado de degradacion.

Electroforesis de RNA:

Las muestras de RNA se prepararon de la siguiente manera para sembrarlas en la

electroforesis:

MOPS(10x) 2l
Formaldehido 3.5ul
Formamida 10 pl
RNA 4.5
Total 20

Se incuban a 65 °c por 10 min. Se enfrian en hielo inmediatamente por 2 minutos.
Luego se agrega el RNA “loading” (buffer de siempbra) buffer (3-4 ul del 10x) y 1 ul de

bromuro de etidio por muestra.
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El Gel se prepara disolviendo la agarosa en H,O (1% gel : 1 g in 85 ml water ), luego se
deja enfriar hasta aproximadamente 50 °C y se le agrega MOPS y Formaldehido (MOPS(10x) 10
ml ( 1x ), Formaldehido 37% 5.4 ml (2%)).

A continuacion se realiza la electroforesis a 70-80 V

Northern Blot:

Transferencia de RNA a la memrana de Nylon:

Al finalizar la electroferesis, el RNA fue transferido a una membrana de nylon (Hybond-N;
Amersham). Para ello se colocd el gel en contacto con la membrana de nylon previamente
hidratada se utilizé la transferencia por capilaridad durante 18 hs utilizando una soluciéon 20 X SSC
(NaCl 3M; citrato de sodio 0.3M). Luego las membranas transferidas se expusieron a UV por 50-
60 segundos en un transiluminador, al mismo tiempo que se observo la integridad del RNA. La
visualizacién de las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28 Sy 18 S se utiliz6 como
indicativo de la integridad del RNA total corrido. Luego las membranas son guardadas a 4°C para
la posterior deteccion por hibridizacién con sondas radiactivas de la expresién de genes
especificos.

El procedimiento se esquematiza a continuacion:

| —» Peso
» Vidrio

‘ ——  » Papel absorvente (5-10 cm)

| » Papel Whatman

| »>gel

»Papel Whatmann
—+—— > SSC 20X

Marcacién de la Sonda

Se purificé el fragmento correspondiente a c-Fos short, proveniente de la digestion del
plasmido pGEX 4T3 Fos Sh con las enzimas Not I-Eco RI.

Se utilizé el kit de Promega “Probe preparation” y se marcé con el método de random-
primer. En este método los hexanucleotidos contenidos en el buffer de reaccién funcionan como
primers inespecificos y mediante la extension de la cadena por la enzima se incorpora el

nucleétido marcado radiactivamente. Se obtuvieron entonces productos marcados radiactivamente
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de tamanos diversos complementarios al DNA utilizado como molde. Para una reaccion, se
hierven entre 25 a 50 ng de RNA y se enfria en hielo rapidamente. Luego se realiza una Mix
conteniendo: 10 ul de 5x buffer (random primers), 2 ul de BSA (10 mg/ml), 2 microlitros de dNTPs
( JATP+dTTP+dGTP), 25 ul de H,O y un ul de enzima Klenow. Posteriormente se agregan 40 pl
de premix al DNA, junto con 5 pl de [a**P] dCTP. A continuacién se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Para eliminar la marca no incorporada, se utilizaron columnas G-50 de Amesham-
Pharmacia siguiendo las instrucciones del fabricante.

La eficiencia de la marcacién se determind mediante el conteo de la radiactividad
incorporada al DNA utilizando un contador  Beckman (Beckman Coulter Inc). La sonda marcada

se guarda luego a —20°C para su posterior utilizacion.

Hibridizacién con sondas radiactivas

Para la deteccién en las membranas de nylon de los niveles de expresién de genes
especificos se utilizé la hibridizacion por complementariedad utilizando para ello las sondas
radiactivas. Las membranas fueron prehibridizadas por un minimo de 2 hs a 50°C, en una solucion
de prehibridizacion para bloquear los sitios inespecificos “Express Hybridization Solution”
(Clontech). Se agregé luego la sonda marcada (10.000 cpm/cm?) previamente desnaturalizada a
100°C de y se hibridizé durante dos horas a 55°C.

Finalizada la hibridizaciéon se procedié a realizar lavados sucesivos en condiciones de
astringencia cada vez mayores con el objetivo de liberar la radiactividad incorporada
inespecificamente en la membrana. Los lavados fueron: 2 de 15 min a temperatura ambiente (2X
SSC, SDS 0.1 %); 30 min a 42°C (1 x SSC, SDS 0.1 %), 15-30 min a 42-60°C (0.1 X SSC, SDS
0.1 %), dependiendo de la sonda utilizada. Los filtros se expusieron con placas intensificadoras en
cuarto oscuro a la pelicula autorradiografica (Kodak-XOMAT, Sigma, MO, EUA). La exposicion es

realizd a -80°C por el tiempo necesario para tener una senal apreciable.

Ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA):

Preparacion de los extractos proteicos nucleares

Brevemente, las células en estudio con un 70-80% de confluencia fueron lavadas dos
veces con PBS 1X frio y se les agregd 1 ml de PBS 1X frio por placa de 10 cm. Luego fueron
levantadas de la placa utilizando un “rubber”. Se transfirieren a tubos eppendorf y se centrifugan a
3000 rpm for 30 sec a 4 °C. El pellet se resuspende en 400 pul de buffer A frio y se incuba en hielo

durante 15 minutos. Se agregan 25 ul de una solucion 10% NP-40 y se mezcla con un vortex por
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10 segundos. Luego se centrifuga a 13,000 g (11,600 rpm in Sorvall Biofuge fresco)/4°C for 30
sec). En este paso, en el sobrenadante quedan las proteinas citoplasmaticas y el RNA. El pellet
es resuspendido en 50 ul de buffer C2, e incubado en frio en agitacion constante durante 15
minutos. Por ultimo se centrifuga 5 min a 4°C y el sobrenadante que contiene el extracto nuclear
se guarda a -80°C para su posterior utilizacion. (Por lo general se obtienen entre 2 y 4
microgramos/microlitro de proteina).

Soluciones:

Buffer A: 10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA.

Buffer C2: 20 mM Hepes, pH 7.9, 0.42 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA.

A ambas soluciones se le agregan antes de usar: 1 mM DTT,1 ug/ml Aprotinina, 1 ug/ml
Leupeptina, 0.5 mM PMSF.

Marcacion del oligonucledtido

El oligonucleétido doble cadena utilizado en los ensayos de EMSA corresponde al sitio de
unién del factor de transcripcion AP-1 (Promega).

Para la marcacién se prepara una mezcla de 50 ng de oligonucleétido doble cadena con
50 pCi de [*P]-y-ATP; 1 ul de enzima T,PNK (Promega); 2 ul de buffer T,PNK 10X y H,0O
destilada c.s.p. 20 pl. Luego se incuba 15 min a 37 °C.

El oligonucledtido marcado se purificd utilizando una columna G-25 (Amersham

Biosciences) segun las indicaciones del fabricante.

Reaccion de Binding

Una vez determinada la concentracion de proteinas de los extractos nucleares, 2 ug de
proteina fueron incubados 15 minutos en hielo con 1 pug de poly(dl-dC) y 0.1 microgramos de
DNA de esperma de Salmén en 20 [l de Buffer de reaccion (12 mM HEPES, pH 7.8, 60 mM KClI,
2 mM MgCl2, 0.12 mM EDTA, 0.3 mM DTT, 0.3 mM PMSF, 12% glycerol). Luego, se agrega el
oligonucledtido marcado (aproximadamente 10,000 cpm) y se incuba 20 minutos a temperatura
ambiente. Se agregan 2 microlitros de buffer de siembra (40% glyceol, 50% K buffer, 0.2% Xylene

cyanol, 0.2% Bromophenol blue). Se siembra y se realiza la electroforesis.

Super shift:
Cuando se realizaron ensayos de Super-shift, se realizé el mismo protocolo que el

mencionado para la reaccion de binding, pero luego de la incubacién de 20 minutos a temperatura
ambiente, se agregd 1 ug del anticuerpo utilizado y se incubd por 20 minutos mas a temperatura

ambiente. Luego se procedio de la misma manera que la descripta previamente.
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Geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

Los complejos entre DNA y proteina fueron resueltos en un gel 5 % de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes.

Este gel se realizo de la siguiente manera: 40 ml de un gel de acrilamida 5%: 5 ml
acrylamide bis (19:1, 40% = AccuGel™ sequencing grade, 40% (w/v) 19:1 acrylamide:bis-
acrylamide), 8 ml TGE 5X , 27 ml H,O, 200 ul 10% APS, 50 ul TEMED. (TGE 5X buffer: Tris
48.449 g, EDTA 7.4g, Glycina 202.4g, para un volumen de 2 litros). Luego el gel se pre-corrio
durante 30 minutos a 200 V a 4°C y se sembraron las muestras.

La electroforesis se realiza a 200 V a 4°C. Luego los geles se secaron por 2 horas a 80°C

y los resultados fueron visualizados por autorradiografia de los geles secos.

Cuantificacion de Proteinas:

La determinacion de la concentracién de proteinas se realizé utilizando el método de
Bradford. Brevemente se mezclaron 5 ul del extracto (diluidos en 395 ul de H,O) con 100 ul del
reactivo de Bradford 5X (Bio-Rad). La concentracion se determind a partir de la medicion de la
absorbancia a una longitud de onda de 580 nm en un espectrofotometro y la extrapolacion de la

misma en una curva estandar de BSA (0.5-10 pg/ul).

Fraccionamiento Celular y Ensayos de Translocacion al ndcleo:

Los extractos nucleares y citoplasmaticos se obtuvieron como fue descripto anteriormente,
en los ensayos de EMSA, utilizando buffers hipoténicos.

Se tomaron fracciones nucleares y citoplasmaticas y se realizd electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturlizantes (SDS-PAGE), luego se transfiieron a membranas de PVDF
Immobilon-P membranas y se detectd c-Fos por Western Blot.

Como control de que no estuvieran contaminadas las fracciones nucleares vy
citoplasmaticas con proteinas citoplasmaticas y nucleares respectivamente se utilizaron
anticuerpos anti actina o anti Histona H2B.

Las placas autorradiograficas resultantes de los Western Blots fueron digitalizadas y se
midié la intensidad de cada banda. El analisis se realizd utilizando el programa de analisis de

geles “NIH image” o el programa “Scion image for windows”.

Ensayos de deteccidn de la actividad luciferasa:

Cosecha de las células

158



Materiales y Métodos

Luego de estimular, se lavan las monocapas con PBS 1X. Se agregan 200 ul de buffer de
lisis (56X Reporter Lysis Buffer, Promega) por pocillo de una placa de 6 pocillos y se incuba 10 min
a temperatura ambiente. Se trasvasan los lisados a tubos eppendorf y se centrifugan a 10.000
rom durante 10 min. Se recuperan los sobrenadantes sobre los que se ensaya la actividad

enzimatica.

Deteccion de la actividad Luciferasa:

Para medir la actividad presente en los extractos se toman 15 ul de extracto y se pasa a
tubos para luminémetro de 5 ml. Luego se agregan 50 pl del reactivo para el ensayo de luciferasa
(kit: Luciferase Assay System Freezer 1-Pack, de Promega) que contiene luciferina y ATP y se

midié en un lumindmetro Junior Berlthold realizando una lectura de 30 segundos para cada tubo.

Como blanco se utilizé el buffer de lisis sin extractos celulares o con extractos de células no
transfectadas con genes reporteros.

Se anotan los valores obtenidos de las Unidades Relativas de Luciferasa (URL) y se
procede al analisis de los datos, normalizando estos valores con los obtenidos para el ensayo de

de B-galactosidasa, es decir el cociente entre URL y los valores de -galactosidasa.

Medicién de la actividad de B-galactosidasa.

En tubos eppendorf se mezclan: un volumen de buffer B-gal 2X (0.2 M Fosfato de sodio pH
7,4; 2 mM MgCly; 0.1 M B-mercaptoetanol; 1.33 mg/ml (ONPG) Orto-nitro-fenil-galactopirandsido)
y un volumen del extracto de células transfectadas. Las reacciones se realizaron en un volumen

final de 100 pl. Luego Se incuba a 37 °C hasta la aparicion de color amarillo moderado.

Se detiene la reaccién con 1 volumen (respecto del volimen de reaccién) de 1M Na,CO;
que intensifica el color amarillo de la reaccién y se cuantifica la aparicion del producto coloreado
(orto-nitro-fenol) midiendo la absorbancia a 415 nm en un lector de Elisa (Bio Rad, Hercules, CA,
EUA).

Western Blot:

Preparacion de los extractos celulares

Se prepara el buffer de lisis agregando a ultimo momento el DDT y el PMSF (25 mM
HEPES, pH7.5, 0.3 M NaCl, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 1% Triton X-100, 0.1%
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SDS, 20 mM beta-glycerophosphate, 1 mM sodium vanadate, and 1 mM PMSF, and 0.4 M NacCl).

Se lavan las células con PBS 1X frio, y se agrega buffer de lisis (1 ml para una placa de 10 cm).

Se obtienen los extractos nucleares para WB lisando células en cultivo que estan a 80% de
confluencia. Una vez que los lisados celulares se pasaron a tubos eppendorfs se dejan en hielo
durante 10-20 minutos y luego se centrifugan a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

En caso de necesitar romper nucleos, se agrega NaCl 400 micromolar 10 minutos en hielo
antes de centrifugar.

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

hasta sembrar.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12 %* o al 10 %** de 1,5 mm de espesor. Luego
de la siembra de las muestras, la corrida electroforética fue llevada a cabo en una cuba de
eletroforesis (mini Protean I, Bio-Rad) a 150 V constante en buffer de electroforesis (15.1g Tris;
94 g glicina; 50 ml de SDS 10 %) durante 2 hs.

Preparacion de geles:

* Gel de poliacrilamida al 12 % (gel de resolucion): 3.3 ml de agua destilada; 2,5 ml de buffer (1,5
M Tris-HCI pH: 8,6); 4 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 ul de TEMED; 100 ul de
SDS 10 % y 100 pl de persulfato de amonio 10%.

** Gel de poliacrilamida al 10 % (gel de resolucién): 4 ml de agua destilada; 2,5 ml de buffer (1,5 M
Tris-HCI pH: 8,6); 3,3 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 ul de TEMED; 100 pul de SDS

10 % y 100 ul de persulfato de amonio 10%.
Gel de poliacrilamida concentrador. 3 ml de agua destilada; 1,25 ml de buffer (0,5 M Tris-HCI pH:
6,8); 0,65 ml de acrilamida 30 %/ bisacrilamida 0,8 %; 10 ul de TEMED; 50 pul de SDS 10 % y 50 ul

de persulfato de amonio 10%.

Se utilizé un marcador de peso molecular “Rainbow Marker” (Amersham) como referencia.

Transferencia a membranas de PVDF

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de PDVF,
polyvinylidene fluoride (Amersham Biosciences) o HyBond (Amersham) utilizando un equipo Mini
trans blot (Bio-Rad). La transferencia se realiza una hora a 100V en frio. Esto permite transferir

proteinas cargadas negativamente, mediante una corriente eléctrica, desde el gel a la membrana.
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Luego la membrana se bloquea una hora con 5% leche descremada. (Con la finalidad de
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 a temperatura ambiente o a 4°C toda la noche. Se realizan
3 lavados con TTBS de 5 cada uno (se saca el primer anticuerpo en exceso) Se agrega el
segundo anticuerpo 1:25000 anti “mouse” y se deja por 30’. Este anticuerpo reconoce la Fc
(fraccién constante) del primer anticuerpo por estar hecho en ratéon y tiene acoplado la proteina
HRP (horse-radish peroxidase) que reacciona con ECL para dar quimioluminiscencia. Se realizan
3 lavados con TTBS de 5 cada uno, para sacar exceso de segundo anticuerpo. Se agrega
reactivo de quimioluminiscencia (ECL, Amersham), segun las indicaciones del fabricante. Se
expone con placa radiografica y se revela mediante exposicion a placas radiograficas.

Soluciones:

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 solucion
10% SDS.

10X Buffer Tris-glicina (transferencia, para Westerns Blot): para 1 litro; 299 glicina; 58g Tris base;
3.7g SDS; en el momento la solucion 1X se prepara con 20% metanol

TTBS: Tris 20mM pH=7.5, NaCl 9g/litro, 0.05% Tween 20.

Ensayos de inmunoprecipitacién y co-inmunoprecipitacion:

Inmunoprecipitacion:

Se inmunoprecipitd la proteina deseada con el anticuerpo especifico durante 2 hs a 4°C de
lisados celulares obtenidos como fue descripto en la explicacién de Western blot. Las proteinas
inmunoprecipitadas se recuperaron del resto de las proteinas del lisado celular mediante el uso de
bolitas A/G sefarosa que se unen a inmunoglobulinas (Pharmacia). Estas bolitas se incubaron con
los lisados durante 40 min a los cuales se los agité por inversion cada 5 min. Finalmente las
proteinas inmunoprecipitadas se lavaron 1 vez con PBS (el cual contiene 1 % de NP-40y 2 mM
de vanadato) y se resuspendieron en 40 ul de este mismo buffer a los que se le agregé 10 pl del
buffer Laemli 5X (0.3125 M Tris pH 6.8; 10 % SDS; 25 % glicerol; 0,05 % Bromo Fenol Blue; 10 %
B-mercaptoetanol). Por ultimo las muestras se incubaron durante 5 min a 95 °C y se sembraron en

un gel de poliacrilamida para realizar ensayos de Western Blot.
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Co-inmunoprecipitacion:

Aproximadamente 6x10° células HEK 293 previamente transfectadas con 1 microgramo de
pCEFL AUS5 c-Fos short o pCEFL HA quinasa fueron cosechadas usando un buffer de lisis que
contiene: Tris-Hcl 50 mM, pH 7.4; EGTA 1 mM; NP-40 1%; CINa 150 mM; orthovanadate 2 mM,;
PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM; Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics
GmbH). Luego el extracto fue inmunoprecipitado usando un anticuerpo anti-c-Fos o anti-quinasa o
sus respectivos epitopes. Se lavo tres veces con el buffer de lisis y una vez con PBS 1X,
realizando centrifugaciones a 3000 rpm durante 30 segundos en cada lavado. El extracto
inmunoprecipitado fue corrido en geles de poliacrilamida desnaturalizante. Las membranas luego
fueron incubadas con los el anticuerpo correspondiente a la proteina que se sobreexpresé pero
que no fue inmunoprecipitada (si use el anticuerpo anti epitope de Fos para precipitar revelo con
el anticuerpo anti epitope de la quinasa) y la senal se detect6 como fue descripto con

anterioridad.

Inmunofluorescencias:

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia indirecta células HEK 293T fueron
plagueadas sobre coverslips y transfectadas con Lipofectamina y Plus Reagent (invitrogen). Las
células fueron hambreadas durante 16 hs y estimuladas con UV. Luego se lavaron con PBS1X, se
fijaron y permeabilizaron con Formaldehido 4% y 0.05% Triton X-100 en PBS 1X por 10 min.
Luego las células se bloquean en BSA 1% 20 minutos y a continuacién se incuban con anti-HA
(Covance) (1:500) como anticuerpo primario por 1 h. Luego de esa incubacién las células son
lavadas tres veces con PBS 1X e incubadas con los anticuerpos secundarios (1:200) conjugados
con tetramethylrhodamine B isothiocyanate (Jackson ImmunoResearch).

El medio de montaje utilizado contiene DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole, (Vector
Laboratories). Las muestras se observaron utilizando un microscopio Zeiss “Axiophot
photomicroscope” equipado con epifluorescencia.

Para analizar la localizacién subcelular utilizando inhibidores de p38 seguimos el mismo
protocolo pero utilizamos un microscopio confocal Olympus, “Fluoview FV300 laser-scanning

confocal microscope”.

Purificacién de Proteinas expresadas en bacterias fusionadas a GST:

Se inoculd un cultivo de 20ml de LB/Amp de bacterias transformadas con un plasmido que
codifica para la proteina de fusion GST-X. Una vez saturado el cultivo, se pasé a un matraz
erlenmeyer conteniendo 500ml de LB/Amp. Se dejé por una hora hasta que el cultivo estuviese en
crecimiento exponencial y se agregé IPTG (0.2mM). Luego de 3 horas de crecimiento, se

colectaron las bacterias a 6000g por 15'. Se procedid a la purificacién de la proteina de fusion
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utilizando el siguiente protocolo: Resuspender el pellet en 10ml de 1% Triton X-100, 1mM
EDTA,1mM PMSF/PBS. Congelar y descongelar en nitrégeno liquido y en bafo a 37°C dos
veces. Sonicar las muestras 3 veces por 10seg. Centrifugar por 15" a 14.000RPM. Agregar al
sobrenadante 500ul de glutation-agarosa. Dejar incubando en agitacion por 1 hora a 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. Lavar 3 veces con 1% Triton-X,100mM PMSF en PBS. Lavar
2 veces con 1mM PMSF en PBS. Resuspender en una solucién de 0.03g de glutation en 10ml de
Tris 0.25M, pH=7.5-8. Se resuspende por 5' a 4°C. Centrifugar y colectar el sobrenadante. Repetir
2 veces los pasos 11 y 12, combinando los sobrenadantes. Agregar 2X freezing solution (1mM
EDTA, 1mM DTT, 20% glicerol). Se cuantifica en gel de poliacrilamida con standards de BSA.

Guardar la proteina a -20°C.

Unos microlitros de 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 al gel tefido a la solucién decolorante.
Soluciones:

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 solucion
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.

Ensayos de Fosforilacion in vitro:

Los ensayos de actividad de MAPKSs se realizaron segun el protocolo descripto por Coso y
colaboradores en 1995 (66). Brevemente lo que se hizo fue transfectar células HEK 293 o M1.2
con 0,5 ug de pCDNA-HA-Quinasa. se ajustd la cantidad total de plasmido a 3 ug por pocillo
usando plasmido vacio. Un dia después de la transfeccion las células fueron hambreadas durante
2 hs en medio sin suero. Luego las células fueron estimuladas, lavadas con PBS frio y lisadas
con el buffer de lisis (25 mM Hepes pH 7,5; 0,3 M NaCl; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA, 0,5 mM
DTT; 1 % Triton X-100; 0,5 % vanadato de sodio; 1 mM PMSF; 20 ug/ml de leupeptina) a 4 °C. Se
centrifugaron y el sobrenadante fue incubado con el anticuerpo correspondiente durante 1 hora a
4°C. Las proteinas inmunoprecipitadas se recuperaron del resto de las proteinas del lisado celular
mediante el uso de bolitas de sefarosa que se unen a inmunoglobulinas (Pharmacia), luego se

lavaron 1 vez con buffer 1 (PBS 1X; 1 % NP-40; 2mM de vanadato de sodio) una vez con buffer 2

163



Materiales y Métodos

(100 mM Tris pH 7,5; 0,5 M LiCl) y una vez con buffer de reaccion de quinasas (12,5 mM MOPS
pH 7,5; 12,5 mM B-glicerofosfato; 7,5 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA; 0,5 mM de fluoruro de sodio; 0,5
mM de vanadato de sodio). Posteriormente para ensayar la actividad quinasa, las proteinas
inmunoprecipitadas fueron resuspendidas en 30 pl del buffer de reaccién conteniendo 1 pCi de
[*?P]-y-ATP, 20 uM de ATP frio y 1ug de sustrato (GST-ATF2 o GST-GR segun se indique) e
incubadas 30 min a 30 C. La reaccién se detuvo con el agregado de 10 ul del buffer Laemli 5X
(0.3125 M Tris pH 6.8; 10 % SDS; 25 % dlicerol; 0,05 % Bromo Fenol Blue; 10 % B-
mercaptoetanol). Por ultimo las muestras se incubaron durante 5 min a 95 °C y se sembraron en
un gel de poliacrilamida 12 %. Luego el gel se sec6 2 hs. a 80 °C y finalmente se lo expuso a una

placa radiografica durante 1 dia a temperatura ambiente.
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