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Regulacion de la Expresion del Promotor del gen p8

por las vias de stress de las Rho-GTPasas y MAPKs.
Evaluacion del rol de IP15.

Introduccion

Pancreatitis Aguda

La Pancreatitis Aguda (PA) es una patologia que se caracteriza por un severo dolor abdominal
acompafiado del aumento de las enzimas pancredticas tanto en sangre como en orina; se inicia
como una inflamacion local, la cual, a través de una sefial, probablemente mediada por citokinas,
produce una inflamacién sistémica asociada al reclutamiento de leucocitos, los cuales liberan
mediadores que a su vez también activan otras células inflamatorias dinamizando un fenémeno de
amplificacion en cascada (-23) Los Arcos Reflejos Autonémicos desencadenados en el duodeno

peri-Vateriano son los responsables de gatillar la inflamacién sistémica temprana en la PA “?y

(6)

el cuadro de stress asociado a la noxa lleva a una PA severa
La PA severa es inicialmente un proceso necrético-inflamatorio local-regional susceptible de
transitar hacia una enfermedad multiorgénica. Esta evolucién se debe fundamentalmente a la
accion de las enzimas pancreaticas y a los mediadores pro-inflamatorios’ . El proceso de
autodigestion de la glandula pancreéatica debido a la activacion prematura de los zimogenos tiene
como resultado la sintesis de enzimas proteoliticas activas en el interior del pancreas ©.Si la
agresion es muy severa, los mecanismos de defensa por parte de las células que buscan restaurar
la homeostasis a través de la apoptosis, eliminando las células dafiadas sin un proceso
inflamatorio """, fracasan y se instaura entonces la necrosis y la inflamacion, probablemente
acompaiadas de hemorragia >"*'9.
El sufrimiento de la célula acinar lleva a la activacion del sistema inmunolégico interviniendo
las citokinas y los productos de la citolisis resultantes de la necrosis celular. La anoxia, derivada

del stress oxidativo, y la isquemia, debida a la vasoconstriccion e hipotension, afectan

directamente la actividad mitocondrial teniendo un rol protagénico en la induccién de la necrosis
(15-16)



2
El bloqueo mitocondrial determina un estallido celular con la liberacion de su contenido
incluyendo enzimas potencialmente peligrosas; la pérdida de la integridad de las organelas es
consecuencia de la degradacion del citoesqueleto ante esta eclosién no programada que finaliza
con la muerte por necrosis GBI,

Las alteraciones en la microcirculacion, resultantes de la estimulacion alternada de la vias
adrenérgica y colinérgica ©, exacerban el cuadro de la PA ya que la glandula es muy susceptible
a la hipoxia. La injuria por isquemia y la reperfusién secundaria a la hipoperfusion tienen como
consecuencia final la necrosis. El Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica se manifiesta
cuando la PA grave pasa a ser un sindrome multifocal conocido como Falla Multi-Orgéanica ?*,
lo cual implica una disfuncién orgénica con falla pluriparenquimatosa ?'**%%; las citokinas, los
radicales libres (ani6n superéxido, peréxido de hidrégeno, 6xido nitrico) y el factor de agregacion

plaquetaria (PAF) entre otros, son los protagonistas mayores de este cuadro patolégico %+,



Familia de las Rho-GTPasas

Proteinas de la Familia Rho

Dentro de las proteinas de la familia Rho, pertenecientes a la superfamilia Ras, podemos
identificar en mamiferos las siguientes subfamilias de Rho-GTPasas: Rho (isoformas A-B-C),
Rac (isoformas 1-2-3), Cdc42 (isoformas Cdc42Hs, G25K), Rnd1/Rho6, Rnd2/Rho7,
Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TC10, TTF.

Rho — Rac — Cdc42 son las principales Rho-GTPasas en mamiferos. Estas proteinas monoméricas
de 20 a 30 KDa que unen guanosina trifosofato (GTP) son GTPasas que se encuentran en dos
formas interconvertibles: GDP (inactiva) y GTP (activa). Cada una de estas GTPasas actia como
una llave de encendido, mantenidas en un estado inactivo unido a GDP y siendo activadas al ser
unidas a GTP. En el estado activo pueden interactuar con moléculas blanco o efectoras para
iniciar una respuesta rio-abajo, mientras una actividad de GTPasa intrinseca lleva a la proteina
nuevamente al estado inactivo unido a GDP para asi completar el ciclo y dar fin a la sefial de
transduccion (figura 1).

El ciclo del estado de union a GDP-GTP-GDP es regulado por varias proteinas celulares que
facilitan el intercambio de GDP por GTP, y se trata de los factores de intercambio de nucledtidos
de guanosina (GEFs). También existen proteinas que aumentan la actividad intrinseca de
hidrélisis de GTP de las Rho-GTPasas conocidas como proteinas activadoras de las GTPasas
(GAPs) y los inhibidores de la disociacion del nucleétido de guanosina (GDIs). El principal
mecanismo por el cual las Rho-GTPasas activan a las moléculas efectoras parece se la inhibicion
de las interacciones intramoleculares de auto-inhibicién, exponiendo los dominios funcionales
dentro de la proteina efectora. Al unirse la GTPasa, la secuencia inhibitoria es desplazada dejando

libre el dominio de la kinasa para que se una a los correspondientes sustratos ?®.

Las proteinas Rho regulan diversas actividades celulares como la estructura del citoesqueleto en
respuesta a estimulos extracelulares, la adhesion celular, la polaridad celular, la endocitosis, el
trafico vesicular, la apoptosis, la progresion a través del ciclo celular y control de la proliferacion,

la diferenciacion, la oncogénesis y metéstasis, la transcripcion génica y la inflamacion.
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Entre las ya estudiadas, la principal funcién de las Rho-GTPasas es regular la formacién y
organizacion del citoesqueleto de actina por lo que se considera que Rho, Rac y Cdc42 regulan
tres vias de transduccion relacionando varios receptores de membrana a la formacion de
filamentos de actina-miosina, lamellipodia y filopodia; por ende, las mismas juegan un rol
importante en procesos celulares que dependen del citoesqueleto de actina tales como la
citokinesis, la fagocitosis, la pinocitosis, la migracion celular, la morfogénesis y la orientacion
axonal @7,
La subfamilia Rho fundamentalmente estd involucrada en la formacién de fibras de stress
(elongacion de ovillos o “bundles” de actina que atraviesan la célula promoviendo el anclaje de la
misma a la matriz extracelular a través de adhesiones focales). RhoA y RhoC estimulan la
proliferacion, opuesto a RhoB que en muchos casos la inhibe. RhoB funciona en vesiculas de
trafico intracelular y esta localizada tanto en la membrana plasmética como en la membrana
externa de los cuerpos multivesiculares (compartimento endosomal tardio). La internalizacion del
receptor de EGF activa a RhoB y a su vez RhoB activado inhibe el transporte del receptor de
EGF al lisosoma. La expresion de RhoC promueve la metéstasis y estd aumentado en carcinomas
invasivos.
Rac estimula la formacion de lamellipodia (extensiones del borde celular) y “ruffles” de
membrana.
Cdc42 estimula la formacion de filopodia (finas extensiones de actina probablemente
involucradas en el reconocimiento del medio extracelular) y une a WASP (Wiscott Aldrich
Sindrome Protein), siendo importante para la polarizacion celular.

Estudios en células Swiss 3T3 mostraron que Cdc42, Rac y Rho estén organizados en cascadas
jerarquicas. El Cdc42 activado activa a Rac, el cual a su vez activa a Rho. También existe una

cascada independiente de Cdc42 que vincula Ras a Rac y por ende a Rho @72¥,

Las Rho-GTPasas también regulan otras vias bioquimicas independientes de la actina tales
como los factores de transcripcion, factor de respuesta sérica (SRF) y factor nuclear kappa B
(NF-kB), las vias de las MAPKs a partir de JNK y p38, el complejo de fagocitosis NADPH
oxidasa, la progresion del ciclo celular en G), el ensamblado de los contactos celulares que

contienen cadherina, la secrecion en mastocitos, la polaridad celular y la transformacion celular.
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La sobre-expresion de las formas activadas de Rac y Cdc42 llevan a la activacion de las

MAPKs JNK y p38 en varios tipos celulares. La activacion de JNK por ciertos factores de

crecimiento y citokinas (ej. EGF, TNFa, TGFp) estd inhibida ante la presencia de la forma

dominante negativa de Rac y Cdc42, aunque esto no se puede generalizar ya que la induccioén de

JNK por TNFa no depende de Cdc42 en las células Swiss 3T3. Las tres Rho-GTPasas estian
implicadas en el ensamblaje y/o mantenimiento de los contactos celulares.

Las actividades celulares que involucran a Rho — Rac y Cdc42 estén sintetizadas en la tabla 1.

Mientras que los roles de RhoA, Rac y Cdc42 relacionados a la motilidad celular son similares
en la mayoria de los tipos celulares, su funcion en células epiteliales es mas compleja. En este
contexto, parecen ser necesarias tanto la adhesion célula-célula como la motilidad. Por ejemplo,
la funcion de Rac y Rho es requerida para establecer nuevas juntas o “junctions” mediadas por
cadherina-E, a la vez que mantienen las ya existentes. En células Madin-Darby renales caninas
(MDCK), la hiperactivacion de Racl lleva a la acumulacién tanto de cadherina-E como de actina
cortical en los bordes de membranas laterales, y previenen la migracion celular inducida por Ras
oncogénico o por el factor de crecimiento del hepatocito (HGF). Cdc42 puede también participar
en el ensamblaje de las juntas de adhesion.

En forma opuesta, la inhibicién de la funcién de Racl bloquea la migracion celular en MDCK
en los ensayos “wound-healing assay” en respuesta al HGF, sugiriendo que Rac también regula
positivamente la migracion epitelial como lo hace en fibroblastos y otras células no epiteliales.

Las células epiteliales adquieren mayor motilidad y un fenotipo fibroblastico en un proceso
referido como transicion epitelial-mesenquimal (EMT). Ejemplos de EMT se dan tanto en el
desarrollo normal (ej. gastrulacién, migracion celular de cresta neural) y procesos patologicos
tales como la metéstasis. Un evento temprano en EMT tanto “in vivo” como “in vitro” es la
pérdida de las “adherens junctions”, lo que se correlaciona con la internalizacién de complejos de
cadherina-E de la membrana plasmatica. La cadherina-E es la molécula de adhesién primaria del
epitelio. La desregulacion en la expresion o funcién de la cadherina es una caracteristica comin

de los canceres epiteliales, habiéndose identificado a la cadherina-E como un supresor tumoral®”.
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MAPK

La principal via de sefializacion que vincula la activacion de RTKs (Receptores de Tirosin
Kinasas) al nicleo corresponde a la via del Ras que es una pequeiia proteina monomérica de
membrana que une GTP. Luego de ser activada, Ras estimula una cascada de kinasas proteicas
del tipo serina/treonina llamadas, Kinasas Proteicas Asociadas a Mitogenos (MAPKSs) las cuales
transmiten el mensaje al nicleo. Las MAPKs al activarse fosforilan a varias proteinas reguladoras
de genes alterando su habilidad para regular la transcripcion génica y por ende influenciando la
proliferacion celular, la sobrevida, la migracion y/o diferenciacion. Esta cascada de MAPKs esta
altamente conservada entre las especies eucariotas ©”.

Por lo menos hay tres MAPKs distintas. Estas incluyen las kinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERKs), las kinasas amino terminales de c-Jun (JNKs) y las p38 MAPKs. La
especificidad de las interacciones de MAPKSs con la molécula efectora que estimula depende en
gran medida del subtipo de MAPK estimulada (7 MAPKKs, 14 MAPKKKs, 12 MAPK). Por
ejemplo, ERKs son estimulados principalmente por factores de crecimiento y modulan la
proliferacion celular y la diferenciacion, mientras que JNKs y p38 MAPKSs son activadas mas
cominmente por el stress (irradiacion, shock térmico) y citokinas (TNF-o, IL-1B) estando
involucrados en la proliferacion celular, diferenciacion, sobrevida, apoptosis y produccion de
citokinas.

La activacién de JNK mediada por la proteina G puede ser dependiente o independiente de Ras
segin el GPCR (receptor asociado a la proteina G) y tipo celular involucrados. Hay evidencias
que indican que la via independiente de Ras que lleva a la activacién de JNK involucra a las
pequefias GTP-asas de la familia Rho, (Rho A, Rac-1 y Cdc 42). Ambas pueden regular la
actividad de JNK independiente de la cascada Ras/MAPK " (figuras 2 y 3).



"(op) BIA ] 2P BANR[aI B1ouRLIodwI B B[RUas B B P 105013 [

"BJORIIPUI UQIXAUOD BUN UBDIpUI sepeajund SBYO3[J SB| ‘BJoaJIp UQIXAUOD BUN UBDIPUI SBSANIJ SBYd3[J Se]
*SEPEBOSED Q1JUS UQIOROIUNIIOD B[ U SISBJUD UOD

(41D ® uaun as anb Iejnosjow osad ofeq ap seursjoid) oYy A sey 9p BIjIWe] B 9p SOIQUIAIUW B SBPRIOOSE

(3IV4 ‘T NAd 01S) sa103daoar owrod uenjor ou anb euisour) ap seseury sej ap jo1 ofojdwos [op ewanbsy

o

epease] NH3

Neld




10

‘uorodiiosues) ap $21030e} ‘OpIoA
‘of01 :53 3)ud1puOdsaliod S2I0J0d 3P 031pod 17 “CrIa/A
SN “(jeutuua)-N ung eseurs) JNF (S
“(eseury] NAVIN) W/ AIVIN "SOJexSnS SNS 3

o

AV

SHNAVYIN
i
wous
$512€) P yaargn &3 ormusi XRWIE) PYAILY g
»na ANP g b IE] Aeagitg

SoaajTmen o S JVIA SU1 9P BIA ¢

$2I0pR[NF2I-09 ‘0INISO [NZE {s9[ewIosod|onu seurajoid “93s9]90
‘ofeqe-ou1 seseury ‘ofjlrewe ‘sHJVIA efuereu SSYNAVIN
JVIA eseuny ) AW ‘(epuesd HdVIN)
arejnjaoenxa safeyas jod epe[ndal eseuny) MY
p soun3[e £ sdVIA 2P SEIA 58] 3p ewanbsyg



Proteina p8 .

En condiciones fisiologicas, la proteina p8 presenta un bajo nivel de expresion en el pancreas;
dicha expresion se encuentra notablemente aumentada durante la fase aguda de la pancreatitis et
33y elevada, pero en menor medida, en otras situaciones de injuria pancredtica. A su vez
también se comprobé un aumento de la trascripcion del gen p8 en varios tejidos como respuesta a
la administracion sistémica de LPS y en el cerebro luego de una isquemia transitoria. La sobre-
expresion de p8 en respuesta al sufrimiento celular estaria indicando que el mismo constituye
parte de un programa general destinado a la defensa contra la injuria y el stress celular ¢*3°3637,

La expresion del ARNm de la p8 de rata es rapida y fuertemente activada luego de inducir la
pancreatitis aguda experimentalmente. El estudio del cDNA de p8 indica que la secuencia del
ARNm presenta un solo marco de lectura abierto, dos metioninas ubicadas en las posiciones 52 y
55 son los posibles sitios de iniciacion de la traduccion. La caracteristica mas importante de la
secuencia consenso es una A en la posicién —3 y una G inmediatamente después del codéon ATG
la cual esta presente en la posicion 55 aproximadamente, por lo que la sintesis de p8
probablemente comience en el nucledtido 55. La region 3’ consiste de un codén de finalizacién
TGA en la posicion —295 seguido por 292 nucledtidos de un mensaje que no es traducido
(excluyendo el tramo de poliA). Un sitio candnico de reconocimiento de la poliadenilacion
(AATAAA) se encontr6 18 nucleétidos rio-arriba de la cola de poliA ¥ (figura 4).

La p8 es un polipéptido de 82 aminoacidos y peso molecular estimado de 8955 Da cuya
localizaciéon es nuclear. Se trata de una fosfoproteina con un pl teérico de 9.45 en la cual se
encuentra un motivo hélice-vuelta-hélice tipico de las familias de proteinas que interactiian con el
DNA si bien este motivo no tiene una homologia significativa con otros motivos hélice-vuelta-
hélice encontrados en otros genes (figura 5). Desde el punto de vista bioquimico y biofisico la
proteina p8 puede ser clasificada dentro del grupo de proteinas de alta movilidad (HMG-I/Y)
aunque muestre un bajo grado de homologia en cuanto a la secuencia primaria ©*.

A partir de un grafico de hidrofobicidad se demostr6 una alta hidrofilicidad a lo largo de toda la
longitud de la proteina salvo en el centro donde hay una region ligeramente hidrofoébica. Hay una
alta probabilidad que p8 carezca de péptido sefial (score — 6,82) sugiriendo esto que no se trata de
una tipica proteina de secrecion. La proteina p8 no tiene regiones de transmembrana y es muy

baja la probabilidad de que se trate de una proteina mitocondrial, lisosomal o de anclaje en el
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reticulo endoplasmatico. La proteina p8 presenta una potencial sefial bipartita de blanco nuclear
en la posicion 63 (RKLLTKFQNSERKKAWR) sugiriendo esto que la funcién de p8 reside en el
nucleo (figura 6).

Basados en la estructura y en estudios funcionales se puede asumir que la proteina p8 funciona
como un cofactor de trascripcion dado que, por ejemplo, facilita la actividad transcripcional de
las proteinas Smad en respuesta al TGF-f. Estimulos pro-apoptéticos inducen la expresion de p8,
indicando que la misma tiene entonces una funcién anti-apoptética, observandose a su vez que
esta aumentada en algunos tejidos tumorales, lo que remarca que seria esencial para la progresion
tumoral y el establecimiento de metéstasis como se observo en el estudio de ratones deficientes
en p8 ®**Y). En contraposicion se observo que en lineas celulares de cancer de pancreas Pancl, p8

@142 Esto lleva a suponer que p8 actia como un co-factor de

inhibe la proliferacion
transcripcion que se une a la regién promotora del gen modulando la transcripcion de manera tal
que segun el tipo celular y el entorno puede actuar estimulando o inhibiendo la proliferacion
celular. Por ultimo, los ratones deficientes en el gen p8 son incapaces de responder
apropiadamente a insultos como la pancreatitis aguda o a la administracion sistémica de LPS. La
p8 participa en el cambio del patrén de expresion génica que ocurre en respuesta a esas

agresiones y su falta provoca una respuesta celular incompleta (43-44:4546)
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Proteina IP15

Con el objetivo de identificar nuevos genes pancredticos activados por el stress celular que se
generan durante la pancreatitis aguda “”), se realizé un analisis utilizando el microarray de alta
densidad de cDNA de ratén sobre aproximadamente 8.000 genes “®). Se compar6 el patron de
expresion génica de un pancreas sano versus uno con pancreatitis, identificandose asi varios
genes, entre ellos un nuevo gen de ratén que codifica para una proteina que es inducida por el
interferon, a esta proteina se la denominé IP15 (proteina inducida por interferén) “%).

Este gen inducido por el interferon genera una proteina que probablemente es de
transmembrana. Este gen es activado en células acinares pancredticas de raton en un estadio
temprano de pancreatitis aguda desencadenada por lipopolisacaridos (LPS) y en el intestino ante
la infeccion por Salmonella. La sobre-expresion de IP15 inhibe fuertemente la proliferacion
celular *,

Por inmunohistoquimica se demostrd, a través de la sobre-expresion de la proteina IP15
fusionada a un "tag", que se trata de una proteina de membrana. Esta proteina no es constitutiva,
su sintesis es inducida por procesos inflamatorios y la interaccion entre células.

IP15 es un blanco especifico del IFN-a pero no de otros agentes como sucede con otros genes
asociados a la pancreatitis. Dado que los interferones (IFNs) son una familia de citokinas
relacionadas que median un rango de diversas funciones incluyendo la actividad antiproliferativa
se corrobord que la sobre-expresion de IP15 afecta la proliferacion. Esto fue corroborado a través
de experimentos realizados en el laboratorio del Dr. Iovanna en los que se evidencié que la
proteina IP15 participa en la respuesta generada por el contacto intercelular llevando también a la
inhibicién de la proliferacion. Estos hallazgos indican que el gen IP15 genera una proteina de
membrana en respuesta al INF-o la cual inhibe la proliferacién celular .

El ARNm de IP15 estd ausente en el pancreas sano pero es activado por la pancreatitis “in
vivo” y por una serie de agentes inductores de stress “in vitro”; en particular el gen
correspondiente a IP15 es fuertemente inducido por el IFN-a/y. Estudios “in vivo” demostraron
que IP15 es una proteina de fase aguda activada en las células al ser agredidas. En la pancreatitis
aguda inducida por ceruleina (analogo de la colecistokinina) el ARNm de IP15 es rdapidamente

inducido en las primeras 3 horas con un maximo a las 6 horas decreciendo luego a valores
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basales. Por lo tanto la actividad de IP15 es requerida en la fase temprana de la pancreatitis aguda
preferentemente en comparacion a la fase tardia de regeneracion post-traumatica. IP15 parece
estar involucrada en la respuesta de la célula acinar inducida por la injuria, situacion en la que
posiblemente exista una produccién de IFN “9,

IP15 se expresa en las células acinares pero no se encuentra en los islotes de Langerhans,
ductos, infiltrado inflamatorio y tejido estromal pancreético como se observé por hibridizacion
“in situ”. A su vez, también se hallo en células epiteliales intestinales una alta expresion del
ARNm de IP15 luego de 6 horas de infeccion por Salomonella. La localizacion subcelular de
IP15 se detecta como una distribucién vesicular puntiforme agrupada densamente en el espacio
perinuclear y ausente en el nucleo. Esta localizaciéon de IP15 sugiere una asociacion a la
membrana por parte de IP15 7.

Un solo marco abierto de lectura fue hallado en la correspondiente secuencia del ARNm. La
metionina ubicada en la posicién 116 es posiblemente el sitio de inicio para la traduccién; a su
vez, el codén de inicio estd rodeado por una secuencia motivo altamente conservada. La
caracteristica mas importante de la secuencia consenso es una A en la posicion-3 que se encuentra
aproximadamente alrededor de la posicién 116. Por lo tanto la sintesis de [P15 probablemente
comience en el nucledtido 116. La region 3’ consiste de un codén stop TAA en la posicion 527
seguido por 108 nucleétidos que no son traducidos (excluyendo la cola de poli A). Un sitio
canonico de poli-adenilacion (AATAAA) fue encontrado 18 nucleétidos rio-arriba de la cola de
poliA (figura 7). A partir del analisis de la estructura de IP15 usando computadoras, se dedujo la
estructura primaria de la proteina codificada por el gen de la IP15 murina; esta proteina consta de
137 amino acidos; el pl tedrico es 7,5 y el peso molecular predicho es de 14950 Da. A pesar que
el andlisis de la estructura primaria de IP15 no manifiesta un péptido sefial, la presencia de dos
hélices de transmembrana indican que es una proteina de membrana con los extremos carboxi y
amino terminales ubicados fuera de la célula. El estudio de la secuencia hidrofobica muestra que
IP15 es una proteina de membrana plasmatica con una seguridad del 70% (PSORT) y tiene un
fragmento intracelular de 25 amino 4cidos con posibles sitios de fosforilacion en las serinas
ubicadas en las posiciones 81 y 84 y la tirosina ubicada en la posicion 99 “9.

IP15 estd ubicada en la posicion 131,3 Mb en el cromosoma 7 del ratén segin

http://www.ensembl.org/ Mus_musculus. El extremo 5° del gen contiene un elemento de
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respuesta inducido por interferon (ISRE). IP15 se encuentra préximo a 2 genes estructuralmente
relacionados (los tres genes estan ubicados en una regién de 60 kb) )

En la rata hay un conjunto similar de genes en el cromosoma 1. En la rata y el ratén estos genes
codifican para proteinas de 137, 144 y 134 amino 4cidos respectivamente. En el genoma humano
los genes 1-8U, 1-8D y Leul3/9-27 fueron identificados en un fragmento de DNA geonémico de
menos de 18 kb en el cromosoma 11, pero en este caso las proteinas son de 133, 132 y 125 amino
acidos respectivamente. Estas proteinas son similares en su estructura y la tnica region altamente
conservada corresponde al dominio intracelular de 25 amino acidos “9)

La estructura predicha para IP15 se asemeja a la de un receptor cuyo dominio intracelular de 25
amino 4cidos tiene 3 sitios posibles de fosforilacion sugiriendo un posible dominio de
fosoforilacion/defosforilacion. El andlisis de la secuencia de amino &cidos predice que IP15

posiblemente se encuentra en la membrana plasmatica .
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Hipétesis

Dado que la IP15 es una proteina de membrana que se expresa durante el desarrollo de procesos
inflamatorios, suponemos un posible vinculo con el mecanismo de expresion génica de la p8, otra

proteina que se expresa durante procesos inflamatorios, isquémicos y de injuria.

Objetivo

Evaluar la influencia de la proteina IP15 sobre el promotor del gen p8. Determinar si la
expresion de IP15 modifica la actividad del promotor de p8 a fin de investigar si parte de la
actividad del gen correspondiente a IP15 se vincula a p8. Finalmente, investigar como se
manifiestan las modificaciones que puedan ser inducidas por IP15 en relacién a las Rho-GTPasas

y las MAPKSs, vias usuales en los procesos de stress celular.
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Procedimientos

Aspectos Generales
Células de la linea celular Cosl fueron transfectadas en forma transitoria con las distintas

construcciones de plasmidos; de cada plasmido se utiliz6 1 ug de DNA. Luego de 24 horas de
haber sido transfectadas las células, las distintas vias de las MAP kinasas fueron inhibidas
farmacolégicamente durante 6 horas a través de los inhibidores especificos para p38 (SB
203580), ERK (U0126) y JNK (SP600125). La concentracién de los inhibidores fue de 10 uM
segtin lo indicado por la bibliografia (50512 En todos los casos se utiliz6 el plasmido pCMV/p-
galactosidasa como control de la eficiencia de transfeccion. La actividad de CAT se midio

3 mientras que el dosaje de B-galactosidasa se efectué

siguiendo el método de extraccion de fase
segun Dussetti et al. ®». La actividad CAT se normaliz6 a través de la actividad de beta-

galactosidasa. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes.

Linea celular y condiciones de cultivos

Se utilizo la linea celular Cosl derivada de células renales simias CV-1 transformadas por
SV40 cuya morfologia se corresponde a la del fibroblasto. Dichas células fueron cultivadas en
incubadora a 37 °C y 5% de CO; en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, L-glutamina 2mM, 100 Ul/ml de Penicilina G y
100 ug/ml de Estreptomicina. Las células fueron sembradas en una concentracion de 200.000
células / pocillo en placas de pocillos de 30 mm de didmetro 24 horas previo a ser transfectadas.
Los inhibidores especificos de las MAP kinasas SB203580, U0126 y SP600125 (Calbiochem-
USA) fueron utilizados 24 horas post-transfeccion en una concentraciéon 10 uM en DMEM
durante 6 horas a 37°C / 5% CO,.

Plasmidos de Expresion
Para medir la respuesta del gen p8 se utilizé un plasmido que contiene 1400 nucleétidos de la

region promotora del gen subclonada en el extremo 5' del gen reportero CAT (pp8-CAT). La
medida de la actividad CAT es indicativa de la actividad del promotor. Este plasmido pp8-CAT

corresponde a la construccion del promotor p-1471/+37p8-CAT previamente descrito 2.
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El plasmido pCMV/B-galactosidasa se utilizé como control de la eficiencia de transfeccion y para
normalizar la actividad de CAT a través de la actividad de la B-galactosidasa. El plasmido
pEGFP-IP15 corresponde a la region codante del gen IP15 transformado en el vector
pGEM/pEGFP que fue subclonada en el vector de expresion eucarionte pcDNA4-C (Invitrogen).
Como control se utiliz6 el vector pcDNA4-EGFP. La preparacion de todos los plasmidos se
efectud segun el protocolo de Qiagen (Qiafilter Maxi Protocol-Preparation of Plasmid DNA-
Qiafilter Plasmid Kit). Los plasmidos de expresion correspondientes a la via de las MAP kinasas
fueron obtenidos del Dr. O Coso (UBA); los mismos son: WT Cdc 42, DN Cdc 42 (N17), CA
Cdc 42 (QL), WT Racl, DN Racl(N17), CA Racl (QL), WT RhoA , DN RhoA (N19), CA
RhoA (QL).

Transfeccion celular

Las células Cosl fueron sembradas a una concentracion de 200.000 células / pocillo en placas
de pocillos de 30 mm de diametro 24 horas previo a ser transfectadas en forma transitoria con 1
pg del plasmido reportero pp8-CAT y 1 pg del plasmido pCMV/B-gal (control de eficiencia de
transfeccion). Segun el esquema de tratamientos se transfecté 1 pg del plasmido pEGFP-IP1S o 1
pg del plasmido pEGFP. La expresion de la proteina de fusion IP15/EGFP se evidencié por
fluorescencia verde directa permitiendo confirmar la eficiencia de la transfeccién. Para el estudio
de la influencia de las Rho-GTPasas (Cdc42 — Racl — RhoA) en sus formas WT — CA — DN
sobre pp8, conjuntamente se transfecté 1 pg del plasmido de la Rho-GTPasa correspondiente. Las
transfecciones se efectuaron con FUGENE segun el protocolo del fabricante (Roche Molecular
Biochemicals, USA).

A) Curva de Concentracion de Plasmidos

1- pp8-CAT (0.5 pg) + pCMV/Bgal (0.5 pg) + pEGFP (0.5 pg)

2- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP (1.0 pg)

3- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IP15 (0.1 pg)
4- pp8-CAT (1.0 ug) + pPCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IP15 (0.3 pg)
pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IP15 (0.5 pg)
pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IP15 (1.0 pg)

AN W
T 1 i 1 '
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B) Relacion entre el promotor de p8, la via de las Rho-GTPasas (WT Cdc42 — CA Cdc42 —
DN Cdc42 — WT Racl — CA Racl — DN Racl — WT RhoA — CA RhoA — DN RhoA) e IP15
i- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP (1.0 pg) + pRho-GTPasa estudiada

(1.0 pg)
ii- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IP15 (1.0 pg) + pRho-GTPasa estudiada

(1.0 pg)

C) Relacion entre el promotor de p8 y la via de las MAPKs (ERK — JNK — p38) a traves de

la inhibicion farmacolégica e IP15.
i- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP (1.0 pg) + inhibidor de MAP kinasa
estudiada (10 uM)
ii- pp8-CAT (1.0 pg) + pCMV/Bgal (1.0 pg) + pEGFP-IP15 (1.0 pg) + inhibidor de MAP kinasa
estudiada (10 pM)

Ensayo del gen reportero

La actividad del gen reportero fue medida como ya descrita “>*%. Brevemente, el extracto
celular fue preparado con el “reporter lysis buffer” (Promega, USA) 30 h luego de efectuada la
transfeccion y la actividad de CAT se midi6 a través del método de extraccion de fase . El
ensayo de la B-galactosidasa se realiz6 como esta descrito en Sambrook et al. 48 La actividad de

CAT se normaliz6 con respecto a la actividad de la 3-galactosidasa.
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Resultados

1-Expresion de la proteina de fusion IP15/EGFP en células Cosl

Las células Cosl transfectadas con pEGFP-IP15 expresaron la proteina de fusion IP15/EGFP
como se evidencio a través de fluorescencia verde directa (figura 8). Este procedimiento permitié

confirmar la eficiencia de la transfeccion previo a realizar los experimentos enumerados.

2-Influencia de IP15 sobre el promotor de p8

La proteina p8 promueve la proliferacion celular cuando el cDNA de p8 es transfectado en las
células Cos7 “"; en el caso de IP15 se observa un efecto opuesto al transfectar las mismas células
con el cDNA de IP15 *?. Al evaluar la influencia de IP15 sobre el promotor de p8 a través de la
actividad del gen reportero correspondiente a la construccion pp8-CAT en células Cosl,
observamos que la actividad de CAT es fuertemente inducida por el promotor de p8 (1 ug
pcDNA) y es significativamente inhibida por IP15. Al co-transfectar pp8-CAT y pEGFP-IP15 la
actividad de CAT inducida por pp8 se reduce en un 50%. La actividad de CAT se normalizo a
través de la actividad de P-galactosidasa. Este experimento permitié seleccionar las
concentraciones Optimas de DNA a transfectar para pp8-CAT (1.0 ug) y pEGFP-IP15 (1.0 ug) en
los estudios posteriores (figura 9).

3-Influencia de IP15 asociado a Rho-GTPasas (Cdc 42 — Racl — RhoA) sobre la actividad del

promotor de p8
Nuestros resultados manifiestan que IP15 disminuye el marcado incremento en la actividad de

CAT asociado a la induccién del promotor de p8. La actividad de CAT es estimulada al co-
transfectar con pRho-GTPasas siendo este efecto més importante en el caso de Racl ; la forma
CA acentua el incremento en la actividad de CAT mientras que la forma DN la disminuye. Al
asociar las distintas formas de las Rho-GTPasas e IP15 se observo la inhibicion sobre la actividad
del promotor de p8 en todos los casos. Tanto la mayor estimulacién por parte de la forma CA
como la méaxima inhibicién por parte de la forma DN correspondi6 a Racl. Estos resultados
indican que las vias de las Rho-GTPasas Cdc42 — Racl — RhoA estan involucradas en la
regulacion de la expresion de p8 como reguladores positivos (figuras 10 y 11). A su vez podemos

inferir que IP15 no requiere de las Rho-GTPasas para ejercer su accion ya que la maxima
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inhibicién por parte de IP15 se observo al co-transfectar pEGFP-IP15 junto con las formas DN de

las Rho-GTPasas. Este hecho nos hace suponer que las Rho-GTPasas se contraponen a la accién
de IP15.

4-Influencia de ERK — JNK — p38 sobre el promotor de p8 y relacién con P15
Con el objetivo de investigar el rol de ERK, JNK y p38 sobre la actividad del promotor de p8

se inhibié farmacoldgicamente por separado cada una de ellas. Si bien la actividad de CAT
disminuyé en presencia de los respectivos inhibidores de cada una de las MAPKs mencionadas
este efecto fue mas importante en el caso de la inhibicion de JNK. La asociacion de IP15 con el
inhibidor farmacoldgico decrecié atin mas la actividad de CAT. El menor valor en la actividad de
CAT correspondi6 a la combinacién de IP15 con el inhibidor de JNK. Estos resultados indican
que las vias de ERK — JNK y p38 estan involucradas en la regulacién de la expresion de p8
actuando probablemente como reguladores positivos (figura 12). A su vez podemos inferir que
IP15 no requiere de las MAPKSs estudiadas para ejercer su accioén ya que se logré una inhibicién
significativa sobre la actividad del promotor de p8 por parte de IP15 al inhibir
farmacoldgicamente a ERK — JNK — p38. Este hecho nos hace suponer que ERK — JNK — p38 se

contraponen a la accion de IP15.
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Discusion

Dado que p8 es una proteina inducida por el stress celular se evalu6 la influencia de algunos
componentes de estas vias sobre la actividad del promotor de p8. Con este fin se estudid la
regulacion del promotor de p8 en células Cosl por parte de las vias de las Rho-GTPasas y las
MAP kinasas y las consecuencias de su asociacion con la proteina IP15. Tanto Cdc42 — Racl —
RhoA como ERK — JNK — p38 parecen actuar como reguladores positivos sobre la actividad del
promotor de p8 ejerciendo una accion opuesta a IP15. Por si sola IP15 logré una significativa
inhibicion sobre la actividad del promotor de p8 indicando estar involucrada en la regulacion de
la expresion de p8 actuando como regulador negativo de la misma. La accion de IP15 es
independiente de la presencia de las Rho-GTPasas y MAPKSs siendo atin mas potente en ausencia

de las mismas.

La activacion de las vias de Cdc42 — Racl y RhoA estimulan la actividad de pp8 en células Cosl

Si bien las Rho-GTPasas fueron mejor caracterizadas por sus efectos sobre el citoesqueleto de
actina cabe considerar el efecto que ejercen sobre la induccién de la apoptosis, la inflamacion, la
fagocitosis, la proliferacion celular y la transcripcion génica via JNK y como ésto contribuye a la
transformacién maligna 7.,

Dado que se observé que la expresion de IP15 se ve aumentada en células epiteliales
intestinales ante la infeccién con Salmonella cabe sefialar el posible rol de las Rho-GTPasas en
esta circunstancia. La Salmonella promueve su ingreso a la célula epitelial del intestino
inyectando dos proteinas, SpoE y SpoE2, en la célula huésped. Estas dos proteinas son potentes
GEFs para Rac y Cdc42 los que inducen el “ruffling” de membrana en los sitios de adhesion
bacteriana, llevando a la fagocitosis de la bacteria. Habiendo entrado a la célula huésped,
Salmonella secreta otra proteina, denominada SptP, que es tanto una tirosin-fosfatasa como una
GAP para Rac y Cdc42. Se presume que una vez dentro de la célula huésped la Salmonella busca
suprimir la actividad de Rac y Cdc42 para restaurar un estado quiasciente del citoesqueleto ©”. A
su vez parece ser que las Rho-GTPasas tambien estan involucradas en la infeccion por parte del

Helicobacter pylori el cual es un patégeno especifico del hombre que causa una gastritis activa

crénica y ulcera péptica. El Helicobater pylori se adhiere a la superficie de la célula gastrica y
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promueve la activacion de las Rho-GTPasas y la activacién secuencial de las MAPKs JNK y
p38, responsables de estimular la transcripcién. Como resultado, los factores de transcripcion NF-
kB son activados, seguidos de la secrecién de las ILs-1-6-8 y TNFa 7. Como se ha descrito
en Salmonella TNFa induce la expresion de IP15 @9 Cabe destacar que IL-1 y TNFa han sido
descritos en la fase temprana de la PA actuando como punto de partida en la amplificacién de la
cascada inflamatoria en la PA siendo responsables de la severidad del cuadro ©®.

Los experimentos realizados indicaron que las tres principales Rho-GTPasas (Cdc42 — Racl —
RhoA) actiian como reguladores positivos de la actividad del promotor de p8 viéndose que dicha
actividad es ain mas marcada ante la sobre-expresion de las Rho-GTPasas y disminuye
significativamente al inhibirlas mediante el uso de las formas dominantes negativas. En todos los
casos IP15 disminuye la activaciéon del promotor inducido por la Rho-GTPasa y la maxima
inhibicién se observd al asociar IP15 con las distintas construcciones DN. Los cambios mas
significativos correspondieron a las distintas formas de Racl. Esto lleva a considerar que las Rho-

GTPasas se oponen a la accion de IP15 y el rol de IP15 que se potencia en ausencia de las Rho-

GTPasas es independiente de las mismas.

La activacion de la via de JNK estimula la actividad de pp8 en células Cosl

C-Jun NH,-terminal kinase (JNK) es importante en la via de las MAPKs dado que convierte
sefiales extracelulares en expresion de genes especificos a través de la fosforilacion y activacion
de factores de transcripcion. La activacion de JNK esté asociada a varios procesos, muchas veces
con efectos celulares opuestos, tales como proliferacion celular, transformacion y apoptosis ©.
Al tratar a las células Cosl con el inhibidor especifico de JNK (SP600125) la actividad del gen
reportero pp8-CAT disminuyo y este efecto se acentu6é mas al asociarlo con IP15.

Estos resultados indican que la via de JNK esta involucrada en la regulacion de la expresion de
p8, situaciéon que se ve influenciada ante la expresion de IP15. Posiblemente JNK sea un
regulador positivo del pp8 y su accién se opone a la de IP15. IP15 no requiere de JNK para

inhibir a pp8 ya que su accion inhibitoria se potencia ante la ausencia de JNK (figura 12).
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La via de p38 estimula la actividad de pp8 en células Cosl

La via de p38 también juega un rol esencial en la regulacién de varias funciones celulares
incluyendo la proliferacion, la respuesta a la inflamacion, la diferenciacién y la apoptosis. Es
mas, en células de céncer pancredtico, p38 es un fuerte inhibidor de la proliferacién contrario a
las vias Ras—>Raf—>Mek—ERK y JNK “'**?_ Por lo tanto se ha estudiado el posible rol de la via
de p38 en la regulacion de la actividad del promotor de p8 y su interaccion con IP15 en células
Cosl. Nuestros estudios usando SB 203508, un inhibidor especifico de p38, arrojaron como
resultado que la actividad de pp8-CAT disminuy¢ al inhibirse esta via siendo este efecto mayor al
asociarse a IP15. Estos hallazgos indican que la via de p38 es posiblemente un regulador positivo
en la expresion de p8 en células Cosl y su accidn se opone a la de IP15. IP15 no requiere de p38

para inhibir a pp8 ya que su accién inhibitoria se potencia ante la ausencia de p38 (figura 12).

La via de ERK estimula la actividad de pp8 en células Cosl
Los ERKs (kinasas reguladas extra-celularmente) son activadas por diversos agonistas que

promueven la proliferacion celular. Cuando ERK es activado transmite la sefial mitogénica al
nucleo al fosoforilar proteinas blanco que se encuentran rio-abajo como lo son los factores de
transcripcion c-myc y c-jun, los cuales controlan la expresion de proteinas involucradas en la
proliferacion ©”. Al tratar a las células Cosl con el inhibidor especifico de ERK (U0126), la
actividad del gen reportero pp8-CAT disminuy6 y este efecto se acentué ligeramente al asociarlo
a IP15. Esto nos lleva a suponer que posiblemente ERK sea un regulador positivo de pp8 en
células Cosl y su accioén se opone a la de IP15. IP15 no requiere de ERK para inhibir a pp8 ya

que su accion inhibitoria se potencia ante la ausencia de ERK (figura 12).

Si bien la menor actividad del promotor de p8 se logro al inhibir farmacolégicamente la via de
JNK este efecto también se observé en las vias de ERK y p38 indicando que las tres MAPKs
probablemente estimulen positivamente al promotor de p8 en células Cosl. En células de cancer
pancreatico Pancl (wt para Smad4/DPC4 y mutada para K-ras) la inhibicién de JNK gener6 el
efecto contrario; mientras que en el caso de p38 existié una respuesta similar a la generada en

células Cos] siendo p38 un regulador positivo de la actividad del promotor de p8 “".
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Basandonos en el modelo de las células Cosl podemos deducir que las vias de stress

promueven la actividad del promotor de p8, el cudl esta involucrado en la proliferacion celular, y
ésto es inhibido por IP15 (figura 13).
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Colofon

Si bien la PA es una patologia de baja frecuencia, en su forma severa la misma presenta un alto
indice de mortalidad. Los diversos estudios apuntan a lograr un mejor entendimiento de los
procesos intimos en el genio evolutivo de la PA para desarrollar nuevas conductas preventivas y
terapias paliativas-curativas. En este sentido, y como consenso general en las ciencias de la vida,
las bases celulares soportan estructuralmente las manifestaciones organicas de las enfermedades.

Este trabajo busca aportar mayores conocimientos en cuanto a los mecanismos celulares de
diversas patologias, principalmente de la PA.

Especificamente hemos estudiado la regulacion que ejercen las Rho-GTPasas y las MAPKs
sobre el promotor de p8 y el efecto que surge ante la asociacién de IP15. Esto llevé a la
observacion que el stress celular cristalizado en este caso a través de la sobre-expresion de las
Rho-GTPasas y las MAPKs inducen la activacion del promotor de p8 mimetizando el sufrimiento
de la célula acinar. A su vez IP15, también inducido por la noxa sobre el acino pancreético,

limitaria la expresion de la p8 buscando mantener la homeostasis celular.
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Resumen

El pancreas genera un programa de emergencia en respuesta a la pancreatitis aguda
(PA) induciendo la sintesis de una serie de proteinas para contrarrestar la agresion con
una rapida adaptacion del fenotipo celular ya que probablemente las alteraciones iniciales
se manifiesten dentro de la célula acinar. Entre estas proteinas se encuentran la p8,
inducida por el stress y vinculada a la modulacion de la proliferacién celular; y la IP15,
inducida por el INFa. que se expresa en la fase inicial de la PA e inhibe la proliferacion
celular.

La hipétesis de trabajo se basé en una posible interaccion entre p8 e IP15. Esto generd
el objetivo de evaluar la influencia de IP15 sobre la actividad del promotor de p8 (pp8) e
investigar la modulacion de pp8 por las Rho-GTPasas y MAPKs considerando el rol de
IP15.

Células Cosl fueron co-transfectadas con pp8-CAT + pEGFP-IP1S y la
correspondiente forma WT o CA o DN de Cdc42 o Racl o RhoA. Con respecto a las
MAPKs, se inhibi¢ alternativamente y en forma especifica a JNK (SP600125), ERK
(U0126) y p38 (SB203580) en células Cosl que habian sido co-transfectadas con pp8-
CAT + pEGFP-IP15. La actividad de CAT se normaliz6 a través de la de B-galactosidasa.

Los resultados mostraron que IP15 inhibi6 la actividad de pp8. Mientras que las Rho-
GTPasas estimularon la actividad de pp8 la forma DN la disminuyé y esto se acentud
mas ante la asociacion con IP15. El bloqueo de las MAPKs también disminuy6 la
actividad de pp8 siendo esto méas marcado al co-expresar IP15.

Por lo que concluimos que IP15 es un regulador negativo de pp8 que actda por una via
independiente de las Rho-GTPasas y MAPKs. Tanto Cdc42-Racl-RhoA como JNK-
ERK-p38 son reguladores positivos de pp8 y en su ausencia el rol inhibitorio de IP15

sobre pp8 es mas marcado.
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Summary

In acute pancreatitis (AP) the pancreas generates an emergency program inducing the
synthesis of proteins to modulate the response to aggression by a quick adaptation of the
cellular phenotype. Amongst these proteins we focused on p8, a protein induced by stress
and linked to the regulation of cell proliferation; and IP15, a protein induced INFa that is
expressed in the early phase of AP and that is responsible for the inhibition of cell
proliferation.

Our hypothesis was that there might be an interaction between p8 and IP15. This led to
the aim of evaluating the role of IP15 on the activity of the promoter of p8 (pp8) and
studying the modulation of pp8 by the Rho-GTPases and MAPKs considering the
influence of IP15.

We then proceeded to co-transfect Cosl cells with pp8-CAT + pEGFP-IP15 and the
corresponding form of WT or CA or DN of Cdc42 or Racl or RhoA. Also the MAPKSs
pathways were specifically inhibited one by one using SP600125 for JNK, U0126 for
ERK and SB203580 for p38 in Cosl cells co-transfected with pp8-CAT + pEGFP-IP15.
CAT activity was normalized to B-galactosidase activity.

IP15 resulted a negative regulator of pp8 activity. While the over-expression of the
Rho-GTPases stimulated pp8 activity the DN form diminished it. This inhibitory effect
was more accentuated when IP15 was expressed. The blockage of the MAPKs also
decreased pp8 activity being this more remarkable when co-expressing IP15.

We then conclude that in Cosl cells IP15 is a negative regulator of pp8 that acts by a
pathway that is independent of Rho-GTPases and MAPKs. Also in Cosl cells, Cdc42-
Racl-RhoA as well as INK-ERK-p38 are positive regulators of pp8 and in their absence
the inhibitory role of IP15 is more emphasized.
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