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l. INTRODUCCION



Introduccidn

El desarrollo de organismos eucariotas multicelulares necesita de la interaccion
de numerosos procesos de proliferacion y diferenciacion, que tienen lugar de una forma
altamente ordenada. Como requisito para que ocurran dichos eventos, las células deben
responder a sefiales extracelulares mediante un conjunto especifico de mecanismos, que
regulan o modulan la expresién de genes. Entre la sefial y el gen, hay un sistema
formado por diferentes componentes celulares, cuya misién es la de llevar a cabo y
garantizar una especifica y correcta transduccién de la sefial,

Con el fin de que estos componentes celulares ejerzan su funcion
adecuadamente, su participacion en |a transmision de la sefial va a estar regulada. Entre
los mecanismos de regulacién que intervienen, la fosforilacién de protelnas juega un
papel principal. En la transmisién de la sefial, los procesos de fosforilacién de protelnas
son reversibles, y por ello requieren no solamente la intervencién de protelna quinasas,
sino también la activacién de proteina fosfatasas. Las protelnas dianas son fosforiladas
en sitios especlficos por una 0 mas protelna quinasas, y estos grupos fosfato son
hidrolizados por proteina fosfatasas especificas. Por tanto el grado de fosforilacién de un
residuc particular puede ser regulado mediante el cambic de la actividad de la respectiva
proteina quinasa, proteina fosfatasa o de ambas.

1.- PROTEINA QUINASAS IMPLICADAS EN LA TRANSDUCCION
DE SENALES.

Entre las protefna quinasas que participan en la transmision de sefales,
Ulrimamente, se han realizado numerosos estudios de los miembros que pertenecen a
las vias de las MAP quinasas y a la familia de las PKCs.

1.1- VIAS DE LAS MAP QUINASAS

Dentro del grupo de proteina quinasas que intervienen en la transduccion de
sefales, se ha dado gran importancia a unas que actuan formando cascadas, en las
cuales una quinasa, activada por |a interaccién de un factor de crecimiento, hormona o
antigeno, con su respectivo raceptor celular, fosforila y activa a ia siguiente quinasa de la
via. El empleo de cascadas de proteina quinasas para la transduccion de la sefial es
interesante porgue, en principio, permite la amplificacion, retroalimentacién, interaccion y
ramificacion de la misma (123).

Estas cascadas de quinasas han sido objeto de numerosos trabajos, siendo la
perteneciente a la via de las denominadas protelna quinasas activadas por mitégeno
(MAPK), via de las MAPKs, una de las que mas se han estudiado en los tltimos afios.
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Aunque hasta hace poco se habia considerado como una Unica via, se ha visto que
realmente representa un modelo al cual se ajustan varfas vias similares. La caracteristica
comun entre ellas es el estar formadas por una unidad funcional, como elemento central,
compuesta de tres elementos que forman la cascada de quinasas y que son: Una
serina/treonina proteina quinasa, MAPKKK, la cual fosforila y activa a una proteina
quinasa de especificidad dual {que actia sobre residuos de setina/treonina y de tirosina}
MAPKK, que a su vez fosforila y activa otra serina/trecnina proteina quinasa, MAPK
(171).

UV, estrés Integridad Respuesta Respuesta
pared celular aferomona afeomnona

& PKC1 STE20 &
R
ME'KK BCK1 STE 11 byr2
s.! K MKL /2 S"I'*E'f by*ﬂ
[MAPK | JNK/!AF’K M :u FUS:!KS& s:d
Maml fe ros S, cerevislae 8 ponbe

Figura 1. Mlembros pertenecientes a vias de las MAPKSs identificadas en mamiliferos y

levaduras. RTK: Receptor tirosina quinasa.

Esta unidad funcional de transduccién de sefiales ha sido adaptada para acoplar
diferentes estimulos a diferentes respuestas fisiolégicas, uniendo sefiales generadas en
la membrana celular a procesos que tienen lugar en el nicleo. En mamiferos, estas vias
se activan como consecuencia de sefiales que proceden de receptores con actividad
tirosina quinasa intrinseca, receptores de citoquinas y de los acoplados a proteinas G
heterotriméricas; y también en respuesta a fendmenos de estrés ,como la radiacién
ultravioleta y el choque térmico (25,56,212,234). Estudios realizados en levaduras han
mostrado, que estas quinasas participan en miitiples procesos, tales como : Respuesta a
feromona, mantenimiento de la pared celular, crecimlento en alta osmolaridad y
formacién de esporas (111). En los diferentes procesos, en un determinado paso de la
cascada participan quinasas distintas, aunque presentan un cierto grado de homologfa
en estructura y funcién (Figura 1), Asi, por ejemplo, para el caso de las levaduras en
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respuesta a feromona las protelna quinasas gue van a participar son STE11 (MAPKKK),
STE7{MAPKK), y FUS3/KSS1 (MAPK), mientras que en el mecanismo necesario para
mantener la integridad de la pared celular son BCK1/SSP31 (MAPKKK), MKK1/MKK2
(MAPKK)} y MPK1 (MAPK) (111},

Entre todos los procesos desctitos anteriromente, que activan las vias de las
MAPKs, uno de los mas estudiados es el desencadenado por la unién de factores de
crecimiento con sus receptores con actividad tirosina quinasa intrinseca. Tras la unién
ligando-receptor, se va a producir la dimerizacién del receptor seguida de la
autofosforilacién del mismo en residuos de tirosina, la cual se va a producir mediante la
fosforilacién de una molécula de receptor por la otra que forma el dimero (110). Estas
tirosinas fosforiladas van a ser reconocidas por prote(nas que contienen dominics SH2, a
través de los mismos. Las interacciones producidas van a originar una compleja red de
sefiales, provocando la activaciéon de un gran numero de protelna quinasas
citoplasmicas, entre las que estan aquellas gue forman la via de las MAPKs respectiva.
En este caso, los elementos de la via sen: Raf-1 (MAPKKK), MEK (MAPKK) y
ERK(MAPK) (171).

1.1.1.- SENALIZACION RECEPTOR TIROSINA QUINASA - RAS.

Algunos de los sitios de autofosforilacién en tirosina en [os receptores para
factores de crecimiento, funcionan como sitios de unién de alta afinidad para los
dominios 2 de homologia con Src (SH2), que estén presentes en varias proteinas.
Ejemplos de protefnas que contienen estos dominios SH2 son la fosfolipasa Cy (PLGy), la
subunidad p85 de la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI-3K), She, Nck, Grb2, protelna
activadora de la actividad GTPasa (GAP), Syp y p91 (134).

Las protefnas que contienen dominios SH2 pueden ser fosfotiladas y activadas
por el receptor al que se han unido. El resultade de la fosforilacion en tirosina de estas
proteinas es la activacion de un conjunto de segundos mensajeros y protelna quinasas.
Por ejemplo, la activacién de PLCy, genera I[Pz y DAG (140), el |IP3 provoca una
liberacién del calcio de almacenes intracelulares, y el DAG es un activador de la PKC,
Por otro lade, la PI-3K es una protelna heterodimérica que fosforila lipides de inositol en
la posicién del hidroxilo D-3 del inositol, la funcién de los productos generados no se
conoce aun por completo (24).

Varias de las proteinas que contiene dominios SH2, como son PLCy, Grb2, GAPy
la subunidad p85 de PI-3K, poseen en su secuencia dominios 3 de homologia con Src
(SH3), que también son dominios implicados en interacciones especificas protefna-
protefna durante la transduccién de la sefial. Estos dominios interaccionan con
secuencias ricas en prolina.
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Estan descritos dos ejemplos de reacciones secuenciales de protelna quinasas en
la red de la transduccion de sefial iniciada por moléculas que contienen dominios SH2 y
SH3. Una via , en |a que tras la activacién de la PLCy seguida de la liberacién de calcio y
diacilglicercl, se activarian las isoformas de PKC que fosforilarian a la proteina quinasa Il
dependiente de calmodulina (CaMKIl}, que también es activable por calcio (282). CamKI|
tiene muchos sustratos, Incluyendo factores de transcripcidén como Ets-1 (124) y la
proteina de unidn al elemento de respuesta al AMP clclico (CREB) (250).

La segunda via es més conocida, y es la correspondiente via de las MAPK. En el
caso concreto de la activacion de receptores tirosina quinasa, una vez activado el
receptor, éste se conecta con las quinasas mediante proteinas adaptadoras. Una de las
posibilidades descritas seria utilizando la protefna adaptadora Grb2, que posee un
dominio SH2 y dos dominios SH3, y se une a los residuos de tirosina fosforilados de los
receptores de factores de crecimiento, como EGF y PDGF, a través del dominio SH2.
Mediante los dominios SH3, Grb2 se une a la protelna Sos, que es un factor
intercambiador de nucledtidos de guanina de Ras. El complejo Grb2/Sos es llevado &l
receptor en la superficie citoplasmica de la membrana plasmatica, donde Sos
interacciona con Ras-GDP, y cataliza la disociacion de GDP de Ras, permitiendo la
formacién del complejo Ras-GTP, que es la forma activa de Ras, capaz de unirse a sus
efectores (25,74,157) . Hasta ahora, en mamiferos, se han descrito los siguientes
efectores: Las protelnas GAP (que promueven la actividad GTPasa intrinseca de Ras)
(178), PI-3K (230) y Raf (177), siendo éste Ultimo la MAPKKK de ia via del receptor
tirosina quinasa.

1.1.2.- GRUPO DE LAS MAPKKKs.
1.1.2.1.- Miembros de las MAPKKKs. Regulacién.

Comparando las MAPKKs de vertebrados con sus equivalentes en levaduras se
ha visto que estén altamente relacionados, mientras que no ocurre lo mismo para Raf y
STE11 o byr2 (MAPKKKs en levaduras). Esto sugirié que podria haber homdlogos de
STE11 y byr2 en mamiferos. Confirmando esta hipétesis, se cloné un homologo de
STE11 en ratén, denominado MEKK (152), que estaria actuando al mismo nivel de Raf
pero implicado en otras vias. Hasta el momento, entre las MAPKKKs que se han
identificado estan: Raf, MEKK, STE11, BCK1 y byr2 (Figura 1).

Se han descrito multiples mecanismos para regular a las MAPKKK. Asi, para
Schizosaccharomyces pombe en la via de respuesta a feromona, hay un obligado
requerimiento de una interaccion directa entre RasGTP y byr2 (280} Sin embargo, frente
al mismo estimulo, Saccharomyces cerevisiae no emplea Ras en la activacién de STE11.
En S.cerevisiae se ha visto que anterior a MAPKKK en la vfa activada por feromona
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(STE11) y en la implicada en la integridad de |a forma celular (BCK1) estén situadas las
serina/treonina quinasas STE20 y PKC1, respectivamente {154,155).

De todas las MAPKKKs, la més estudiada es la perteneciente a la via activada por
el receptor con actividad tirosina quinasa intrinseca, la denominada Raf.

1.1.2.2.- La familia de las proteina quinasas Raf.

Trabajos publicados recientemente, han mostrado que las serina/treonina
quinasas de la familia Raf se unen a Ras. Mas aln, esta unién es dependiente de GTP y
ocurre en la regién de unién al efector de Ras. Con anterioridad a estos hallazgos, se
sabla que Raf era un elemento posterior a Ras en la via de transduccion de la sefial,
aungue se desconocla si habia una asociacién directa. Estos hallazgos comenzaron con
anélisis bioquimicos de proteinas que pudieran Interaccionar Jjn vitro con Ras
recombinante. Se encontré que la protelna Raf se unfa a Ras de forma dependiente de
GTP (187). Postariormente, esta posibilidad de asociacién directa se analizé mediante el
sistema de los dos hibridos en levaduras, el cual reveld una asociacién directa entre Ras
y el dominio regulador amino terminal de Raf (280). Ademds, comparando la capacidad
transformante de Ras con su unién a distintos efectores, se observd que la correlacion
mejor se producia con la quinasa Raf, indicando que Raf es el efector critico en la
transformacién por Ras (16).

Raf-1 es el homélogo celular de v-Raf, el producto del gen transformante del virus
3611 del sarcoma murino. Del mismo modo que Ras, las Raf quinasas fueron
descubiertas por primera vez en forma de mutantes con capacldad de transformar las
células oncogénicamente (222).

Las Raf quinasas forman una familia de serina/treonina quinasas que estan
altamente conservadas en la evolucién, Este hecho facilité el alslamiento de homdlogos
de Raf en invertebrados como Drosophila (D-Raf) y en Caenorhabditis elegans (Ce-Raf)
(32,104). Por experimentos genéticos, se ha mostrado que tales organismos sdlo poseen
un gen funcional, mientras que en vertebrados se ha descublierto la presencia de tres
genes funcionales: A-raf, B-raf, y c-raf-1 (60). Ademds, se ha comprobado que esta
familia de quinasas es esencial para el crecimiento y desarrollo en gusanos, moscas,
anfibios y mamfferos .

1.1.2.3 Estructura de las proteina quinasas Raf.

Todas las proteinas Raf contienen 3 regiones altamente conservadas (CR1-3)
separadas entre s por regiones variables (60). Estas regiones variables estan
similarmente conservadas entre distintas especies, y por ello, parece que confieren
propiedades especificas de isoenzimas. La regién CR1 contiene el dominio de unién a
Ras (residuos 51-131), seguido por un motivo gue forma una estructura denominada
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dedos de Zn. CR2 es una regién rica en residuos de treonina y serina, algunos de los
cuales son susceptibles de ser fosforilados y actian como sitios reguladores. Por
estudios realizados en células NIH3T3, se piensa que CR1 y CR2 forman la parte
reguladora de la molécula Raf, ya que mutaciones, inserclones e incluso la deleccion
completa de esta mitad amino terminal, resultan en una transformacién oncogénica, la
cual correlaciona con la actividad quinasa constitutiva (109). CR3 contiene el dominio
catalftico, el cual presenta mas homolog(a con las protelna tirosina quinasas de la familia
Src, que con otras proteina quinasas (168).

1.1.2.4.- Activacidon de Raf

El mecanismo exacte mediante el cual la unién de Ras a Raf afecta a su actividad
quinasa aln no se conoce, pero si se sabe es Ras lleva a Raf a la membrana, en donde
un evento aln no caracterizado tiene lugar, el cual activa a Raf y provoca su
autofosforilacidn (123).

Todos los datos apuntan a que la unién de Ras a Raf no es suficiente, y se
necesita un factor adicional para su activacién, El hecho de que la adicién de Ras-GTP a
Raf purificado no provoque la activacién de la quinasa, indica la necesidad de factores
adicionales (60). Por experimentos anterlores, se sabfa que la activacion de Raf en
fibroblastos transformados con Ras era alin dependiente del factor de crecimiento (123).
Utilizando una proteina de fusién que constaba de la proteina c-Raf mas 17 residuos de
la regién carboxi terminal de Ras, que contienen su dominio de localizacién en Ia
membrana, se encontré que esta protelna de fusién, localizada en la membrana
plasmatica, estaba parcialmente activada, pero para una completa activaclén se
necesitaba de la estimulacién por el factor de crecimiento (103). Recientemente, se ha
descrito una familia de protelnas denominadas 14-3-3, que intervienen en la activacién
de Raf. Diversas isoformas de esta familia de protelnas se unen al dominio regulador de
Raf (4), y en células de mamifero, se las ha encontrado unidas a Raf en el citosol y en la
membrana plasmatica (81), lugar donde tiene la activacién de Raf, Expresando Rafy Ras
de mamffero, en levaduras, se ha visto que para la activaclén de Raf inducida por Ras se
necesita de un homélogo de estas protelnas, denominado BMH1, de levaduras (128).
Por elio se piensa que Ras y las proteinas 14-3-3 podrian ambos ser necesarios en un
proceso comun de la activacién de Rat.

Se ha sugerido, que un factor adicional podria ser una quinasa que fosforilara Raf,
De hecho, se ha observado un aumento en la fosforilacién de Raf en células estimuladas,
y por tanto, es probable que la unién de Ras a Raf vaya a producir su activacién, porque
llova a Raf a la membrana plasmatica, donde una quinasa presente lo fosforile y active
(177). Actualmente, dos tipos de quinasas son candidatos para ser tal factor adicional de
Raf in vivo .
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1) Serina/treonina quinasas:

Uno es la isoforma a de PKC, ya que fosforila y activa a c-Raf (145)
{ademas ambas quinasas se translocan a la membrana tras ser activadas}. Sin embargo,
se han realizado estudios que muestran que la fosforilacién de Raf, in vitro, producida por
PKC activa la autofosforilacion de Raf perc no su capacidad de fosforilar MEK (165),
Unico sustrato de Raf in vivo conocido hasta el momento; aungue la reciente
identificacion de 1xB como otro posible sustrato in vivo de Raf quinasa (158), podria
clarificar este punto y demostrar que Raf tiene més sustratos ademds de MEK.

Otra quinasa que podtia ser un activador de Raf es la proteina quinasa Mos (193),
aungue es posible que sea un activador directo de MEK.
2) Tirosina quinasas:

La coexpresion de c-raf-1 con un ras oncogénico en células Si9 de insecto,
usando baculovirus recombinante, no activa Raf completamente, pero esta activacion si
se produce si ademdas se coexpresan con la tirosina quinasa v-src (292). Por tanto, segun
estos resultados, serfa necesario la participacién de dos sefiales: una dependiente de la
actividad de Ras y la otra generada por tirosina quinasas.

También se piensa que algun factor lipldico podria participar en la activacién de
Raf debido a la estructura de dedos de Zn, que también estd presente en el sitio de unién
a diacilglicero! de PKC. Sin embargo, c-Raf no une DAG ni ésteres de forbel in vitro (80).

La activacién de Raf puede también producirse sin la intervencién de Ras, como
ocurre en en el caso de la estimulacion de PKC in vivo por ésteres de forbol (116).

1.1.2.5.- Relacidn de la hiperfosforilacion de Raf con su activacion.

Las activaciones fisiolégicas de c-Raf van acompafiadas de su hiperfostorilacién,
que se puede detectar por el retraso que sufre la protelna hiperfosforilada en
electroforesis en SDS-PAGE, Estudios realizados en células quiescentes estimuladas
con insulina o con factores de crecimiento (PDGF), la fosforilacion ocurre principalmente
en residuos de serina, concretamente en el residuo de serina 259, aunque se han
detectado trazas de fosforilacidn en treonina y tirosina (108). La PKC o fosforila Raf en el
residuo de serina 499, y presumiblemente en serina 259, como se ha visto en
fibroblastos tratados con ésteres de forbol, produciéndose la activacién de Raf (145).

Sin embargo, el significado de la fosforilacion en la activacién de Raf alin no esta
claro, ya que algunos autores han mostrado gue la fosforilacién de Raf puede tener lugar
bajo condiciones donde esta quinasa es inactiva, por ejemplo, la producida por la
activacién de PKA en el residuo de serina 43. Esta fosforilacién no afecta a la actividad
de Raf si previamente est4 activado (188), pero sf afecta si se produce anteriormente a la
unién con Ras, inhibiendo tal unidn, y produciendo un bloqueo de la activacion (172),
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Esta inactivacion por PKA explicaria porqué la sefial mitogénica en algunos tipos
celulares esté bloqueada por un aumento en los niveles de AMPc.

1.1.3.- GRUPO DE LAS MAPKKs.

Constituye el siguiente escalén de la via. En él se incluyen quinasas de
especificidad dual, que a su vez son activadas por fosforilacion.

1.1.3.1.- Miembros de las MAPKKs.

El clonaje de los ¢cDNA de las MAPKKs de células de mamlfero (14,55),
D.melanogaster (275)y X.laevis (147), ha revelado un alto grado de homologla entre
ellas, y que estas enzimas estdn muy relacionadas con las quinasas de especificidad
dual de levaduras.

Se han encontrado elementos pertenecientes a las MAPKKs en levaduras y
mamfferos, hablendo distintos miembros en cada organismo que responden a diferentes
estifmulos. Hasta el momento se han identificado los siguientes: STE7, MKK1/MKK2,
byr1, MEK, SEK (Figura 1), y PBS2, éste Ultimo en la vla activada en respuesta a alta
ocsmolaridad en S.cerevisiae.

En rata y humano, se han identificado dos isoformas de MEK (207,300), aunque
no esté claro si éstas poseen distintos sustratos o mecanismos diferentes de regulacion.
Todas las MAPKKs clonadas de vertebrados, y la de D.melanogaster, poseen un sitic
consenso de fosforilacién para las MAPKs préximo al C-terminal, el cual es fosfotilado in
vivo (173); otro rasgo distintivo de las MAPKKs de vertebrados es una region rica en
prolina, cuya funcién alin no se conoce {170).

En la via acoplada a los receptores con actividad tirosina quinasa, la MAPKK
correspondiente es la quinasa de especificidad dual MEK (201). Es una protelna de 45
kDa, que fue purificada por primera vez a partir de oocitos de X.laevis, como factor
responsable de la activacién de ERK (174), y posteriormente de células de mamifero
(57,197)

1.1.3.2.- Regulacién de las MAPKKs.

Estd muy conservado el mecanismo de regulacién entre los distintos miembros.
En todos los miembros de las MAPKKs secuenciadas existen dos residuos de serina, o
uno de serina y otro de treonina, situados idénticamente en un motivo consenso
LID/NSXANS/T (171). La activacion de MEK resulta de la fosforilacion por Raf de estos
dos residuos de serina que estdn separados entre sf por cuatrec aminoacidos, en el
subdominio VIl de la quinasa (301). La sustitucién de estos residuos por aminoacidos
acidicos, que imitan la fosforilacién, lleva a una activacién parcial de MEK. E| hecho de
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que estos sitios susceptibles de ser fosforilados esten conservados, significa gue es muy

probable que todas las MAPKKs estén reguladas de igual modo.

1.1.3.3.- Sustratos de las MAPKKSs.

Hasta ahora, el Unico sustrato identificado son las respectivas MAPKSs, aunque
todavia no se conoce completamente como fosforila los dos residuos de treonina y
tirosina de MAPK. La comparacién de la secuencia de las MAPKKs y de otras quinasas
de especificidad dual, no ha dado informacion concluyente respecto del tipo de secuencia
que reconocen estas quinasas. Se sabe, sin embargo, que la fosforilacidon parece
secuencial, ya que si el ATP es limitante, s6lo es fosforilada la tirosina, perc no es

necesaria esta fosforilacién para que se fosforile la treonina (107).

1.1.4.- GRUPO DE LAS MAPKs.

Es el Ultimo componente del médulo que forma la cascada de las vias de las
MAPKs. Aunque atin queda mucho por conocer de estas vias, parece que MAFK es
esencialmente el efector en cada una de ellas. El papel de las MAPKKKs podria ser
sélamente fosforilar y activar a sus MAPKKs correspondientes, y el Gnico papel de éstas
seria fosforilar y activar a las MAPKs respectivas. Sin embargo, las MAPKs podrian tener
multiples sustratos y por ello podrian participar en numerosos eventos. En el caso de la
via Ras/Raf/MEK/ERK, los sustratos de ERK incluyen factores de transcripcion y otras
quinasas (25,113,273).

1.1.4.1.- Miembros de las MAPK.

Aparte de las MAPKs implicadas en la via del receptor tirosina quinasa, bajo el
nombre de MAPK, actualmente, se engloban una serie de protelna quinasas activadas
por mitdégeno, que van a estar implicadas en otros procesos fisiolégicos. En levaduras, se
han descrito varias vias de transduccién de sefial que activan diferentes MAPKs. En
mamiferos, aunque el grupo mas estudiado es el de las ERKSs, inclufdas en la via del
receptor tirosina quinasa, estudios recientes han mostrado la existencia de otros grupos
adicionales que tienen distintas especificidades de sustrato y son reguladas por los
mismos o diferentes estimulos extracelulares. Asf, se han identificado las sigulentes
quinasas: ERKs, JNK/SAPKs, KSS1/FUS3, MPK1, spki (Figura 1), v ademéds, en
mamiferos p38 en respuesta a endotoxina, IL-1 y estrés ambiental, y en 8. cerevisiae la
guinasa HOG1 en la via activada en respuesta a alta osmolaridad y SMK1 en la via
implicada en el control de la esporulacién.
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Las MAPKs de vertebrados tienen un peso molecular en el range de 40-64 kDa.
Las més estudiadas son las quinasas de 40-44 kDa, correspondientes a la via del
receptor tirosina gquinasa y que incluyen los miembros ERK1 y ERK2,

En relacién con los diferentes miembros de MAPK identificadas en mamiferos,
hay diferencias a varios niveles. En la secuencia TXY, donde se encuentran la treonina y
la tirosina que son fosforiladas para la activacién, X var(a entre ERK, JNK y p38. Por otro,
lado se encuentran implicados en vias diferentes, aunque a veces se activen frente a un
mismo estimulo, como, por ejemplo, en respuesta a estrés ambiental se activan JNK'y
p38, aunque no se sabe si por la misma o diferentes vias.

1.1.4.2.- Regulacion de las MAPKs.

l.as MAPKs estan integradas en una cascada de quinasas y son activadas por
fosforilacién. Parece ser que hay cierto grado de conservacién en lo que a activacién de
los elementos MAPK se refiere. ‘

En células quiescentes o sin estimular, MAPK se encuentra en su forma
defosforilada, y es activada mediante fosforllacién en residuos de treonina y tirosina.
Experimentos in vitro han mostrado que esta activacién desaparece si alguno de |os
residuos es eliminado siendo, por tanto, la fosforilacién de ambos esencial para la
actividad. Los sitios de fosforilacién identificados son los residuos de treonina 183 y
tirosina 185, en el caso de la ERK2 de mamiferos (209), y los residuos de treonina 188y
tirosina 190 para la MAPK de X.faevis (218). Del mismo modo que en vertebrados, el
miembro de MAPK en levaduras FUS3, también es activado por fosforitacion en los
residuos de treonina y tirosina de la secuencia TXY (86). Por tanto, se puede pensar que
esta secuencia TXY representa el sitio de fosforilacién regulador comun a todas las
MAPK. En todas las MAPKs estos motivos TXY se encuentran en el subdominio VII de
la quinasa (201,299).

1.1.4.3. Sustratos de las MAPKSs.

La especificidad por el sustrato se ha caracterizado mediante el uso de péptidos
sintéticos como sustratos. Por ejemplo, en ¢l caso de las ERK, se vio que son prote(na
quinasas dirigidas a prolina, como las cdk, y fosforllan motivos S/T-P {62). A pesar de
que este motivo solo es suficiente para la fosforilacién por ERK, una fosforilacién éptima
requiere la secuencia consenso P-Xn-S/T-P, donde X representa cualguier aminoacido y
n=16 2 (92).

Entre los sustratos en la célula identificados para las MAPKs estéan (134):

- Receptores de factores de crecimiento: Receptor de EGF,

- Ser/Thr quinasas: Rsk90, MAPKAP quinasa 2, Raf y MEK.

- Fosfolipasas: cPLA2.
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- Factores de transcripcion: ¢-Mye, ¢c-Jun, c-Fos, NF-IL6, Elk-1, TAL1 y ATF2
- Proteinas de citoesqueleto: MAP-2, Tau.

Con respecto a los sustratos empleados por cada una, dos sustratos blen
caracterizados de ERK son la PLA; citopldsmica y el factor de transcripcion Elk-1. La
PLA> es activada por fosforilacidn en el residuo de serina 505, aumentando su actividad
enzimatica y con ello la liberacién de &cido araguiddnico y lisofosfolipidos apartir de
fosfollpidos de membrana (159}, forméndose, por tanto, miltiples moléculas secundarias
de sefalizacién. El factor de transcripcion Elk-1 se une, junto con el factor de respuesta
al suero, al elemento de respuesta al suero, que esta presente en el promotor de muchos
genes. Este factor de transcripcién al ser fosforilado por ERK aumenta su actividad
transcripcional (167). JNK fosforila a c-Jun en el extremo amino terminal, concretamente
en los residuos setina 63 y serina 73 (112), aumentando la actividad transcripcional de c-
Jun (220), que entra a formar parte de los homod(meros o heterodimeros que se unen a
los sitios AP-1, presentes en los promotores de muchos genes. En relacion a p38 se ha
propuesto que una funcion setfa la de causar la fosforilacién y activacion de la MAPKAP
quinasa 2 que, a su vez, fosforila las pequefas proteinas del choque térmico Hsp25 y
Hsp27 (260), Otro sustrato de MAPKAP quinasa 2 es la glucégeno sintetasa (259), En
cuanto a la relacién de la p38 con las vias de ERK y JNK, todavia se desconoce, aungue
al ser activada por estimulos comunes con JNK, se piensa que esté relacionada con la
via de esta ultima.

Rsk90 esta en el citoplasma y en el nlcleo (45), y entre sus sustratos parece
haber varios factores de transcripcion implicados en repuestas mitogénicas (25). La
consecuencia funcional de la fosforilacion de Raf y MEK catalizada por ERK no esta
clara.

El papel preciso que va a jugar cada una de las vias de sefializacion, en las
diferentes respuestas celulares, desencadenadas pot la activacion de los receptores con
actividad tirosina quinasa intrfnseca, aln no se conoce completamente. Estudios acerca
de ia diferenciacién de las células de mamifero PC12 en cultivo (52), y de
D.melanogaster y C.elegans (68), sugieren que la activacién de la via de las ERK, podrfa
ser suficiente para la diferenciacion celular. En células PC12, la decisién entre
proliferacién o diferenciacién parece estar determinada por la duracién de la activacion
de las ERK. (171).

1.2.- PROTEINA QUINASA C.

Dos serina/treonina quinasas especificas, ambas activadas por la accién de
segundos mensajeros, tienen un papel central en la transduccién de sefales: La PKA y |a
PKC. Esta Ultima ve reforzado su papel como enzima clave en la transduccidn de la
sefial por el hecho de que representa el receptor directo de los ésteres de forbol, que son
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sustancias conocidas por interferir de forma drastica con eventos de proliferacién y
diferenciacién, ya que producen la transformacién oncogénica de células in vivo e In situ
(122).

El hecho de que la PKC represente una gran familia de genes de iscenzimas gque
difieren notablemente en su estructura y expresién en diferentes tejidos, en su modo de
activacién y en su especificidad de sustrato, puede ayudar a esclarecer el papel clave
gue desempefian las distintas isoformas en la transduccién de la sefial.

1.2.1.- ISOFORMAS DE PKC

lL.a PKC fue descubierta por Nishizuka y col. como una protefna quinasa sobre
histona, procedente de cerebro y que podia ser activada por una proteolisis limitada
(127), o por la accién de activadores como calcio y fosfolipidos (265), o ésteres de forbol
y fosfolipidos (39). Aunque apartir de estudios bioquimicos se observé que la PKC
representaba un grupo de, al menos, tres isoformas (o, B, ¥), el mayor avance se ha
hecho a partir del clonaje de los ¢cDNA de diferentes isoformas de PKC, principalmente
de librerias de cerebro, y cuyo nimeto esta todavia en aumento (122). Hasta el momento
las encontradas en mamlfero, se pueden dividir, atendiendo a su estructura y
reguerimiento de activadores en tres grupos:

A) Las clédsicas o dependientes de calcio (cPKCs): o, Bl, BlI, y.

B) Las nuevas o independientes de calcio (nPKCs}: §,e, 1, 8.

C) Las atipicas, independientes de calcio y que no unen DAG ni ésteres de forbol
(aPKCs): £, A, 1.

Mediante el uso de anticuerpos especificos para cada una de las isoformas se ha
podido estudiar la depleccién y la translocacion selectiva, desde el citosol a la
membrana, de las isoformas de PKC, sugiriendo estos dos pardmetros gque los diferentes
isotipos de PKC estdn activados de forma distinta tras la activacién del receptor. Por
estudios de inmunofluorescencia, se ha visto, ademas de la redistribucién a la
membrana, la translocacién de diferentes isoformas de PKC al citoesquelseto,
compartimento subcelular del que se sabe gue contiene una variedad de sustratos de
PKC in vitro (63)

Debido a la falta de activadores o Inhibidores especificos para las diferentes
isoformas de PKC, el estudio de su papel en diferentes respusstas bioldgicas se ha
realizado utilizando varios abordajes. La sobreexpresion de diferentes isoformas en
lineas celulares ha sido muy utilizado, aunque este abordaje tiene el inconveniente de
que los efectos de la sobreexpresién de PKCs, en la fosforilacién de proteinas, pueden
no ser directos ni fisioldgicos.

También se han observado funclones potencialmente diferentes de los Isotipos de
PKC en proliferacién y diferenciaciéon, en varios tipos celulares. Asf, en células
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progenitoras mieloides 32D de ratén, se ha visto que PKC oy 8, pero no PKGC Bli, &, £ o
7, pueden participar en la diferenciacién mieloide promovida por TPA (184). En la
diferenciacion de células de eritroleucemia inducible por TPA, parece estar implicada la
PKC o mientras que PKC Bl parece estar implicada en la proliferacién de dichas células
(192).

En una varledad de tipos celulares y mediante distintos abordajes experimentales.
los isotipos de PKC ejercen diferentes efectos bioldgicos. Es posible que esto sea debido
a una diferente especificidad de sustrato intrinseca de las isoformas de PKGC, unido a una
distinta localizacién en la célula,

1.2.2.- ESTRUCTURA DE LAS PKCs.

Todas las isoformas de PKC estan formadas por una cadena polipeptidica, que va
a estar dividida en regiones conservadas (C1-C4) separadas por regiones variables (V1-
V5)} (17,122). La regién carboxi-terminal que comprende las regiones C3-V5, ha sido

Isoformas Estructura
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Figura 2. Estructura de los distintos tipos de PKCs.

definida como el dominio catalitico, el cual esté separado del dominio regulador amino-
terminal por la region V3 (Figura 2),
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- Reglén C1: Al comienzo existe un motivo en todas las isoformas, cuya secuencia
consenso es similar al motivo XAXXS/TXRX, encontrado en los sitios de fosforilacién de
importantes sustratos de PKC. Sin embargo, los residuos de serina y treonina estan
sustituidos por alanina en todas las PKCs, de manera que no pueden ser fosfotilados y,
por tanto, representa un pseudosustrate con caracter(sticas autorreguladoras, ya que
bloquea el sitio catalitico (255). Esta estructura ha sido utilizada para el disefio de
péptidos pseudosustratos, utilizados como inhibidores de PKC, y tambisn para el disefio
de péptidos sintéticos que contienen esta secuencia con alaninas sustituidas por serinas
para ser utilizados como sustratos in vitro.

Otra regién importante en C1 es una regidn rica en cistena que forma dos
motivos de la estructura denominada dedos de Zn, cada uno con seis residuos de
ciste/na. Esta regién rica en cisteinas es necesaria para la unién de DAG y ésteres de
forbol (36). PKC £ que tiene sélamente un dedo de Zn (205), no une DAG o ésteres de
forbol, esto estd de acuerdo con que PKC {, al menos in vitro, tiene actividad quinasa
constitutiva (196), que podria estar afectada in vivo por otros factores adicionales.

- Regién C2: Representa el dominio de unién al calcio (206) y esta ausente en las
nPKCs vy en las aPKCs, las cuales son independientes de calcio.

- Regién V3: Denominada regién bisagra. Separa el dominio regulador del
catalltico. Esta regidn es sensible a rotura proteolitica por tripsina o por proteasas
neutras dependientes de calcio, calpaina | y Il, orlgindndose una actividad quinasa
constitutivamente activa (243).

- Region C3: Contiene el motivo de unidn a ATP, XGXGX2GX 16KX, el cual esta
conservado en muchas proteina quinasas (268).

- Regién C4: Contiene el sitio de unidn al sustrato y la region de transferencia del
fosfato, que contiene la secuencla DFG conservada entre proteina quinasas (137),
excepto PKC { que es DYG.

1.2.3.- ACTIVACION, PROTEOLISIS Y DEGRADACION DE PKC.

Para las cPKCs ,el modelo de activacién intracelular, aceptado actualmente, serla
(122):

1) La activacién de la PLC v produciria la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato (PIP ), asociado a la membrana, liberdndose DAG e IPa.

2) El 1P3 producido provocar(a la liberacién de calclo de reservas intracelulares no
mitocondriales.

3) El calcio liberado se unirfa a la regién C2 de la PKC produciendo la
translocaciéon del enzima a la membrana plasmatica.
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4) Una vez en la membrana plasmatica, la PKC se unirfa a través de la region C1
al DAG, generado anteriormente y a PS, que estd constitutivamente presente en la
membrana, produciéndose su activacion.

Seglin este modelo, un éster de forbol, mediante su unién a PKC, imitaria la
accién del DAG, y su presencia continuada en la membrana llevaria a la activacion
prolongada de PKC (122).

En la activacién de las cPKCs se piensa que el DAG se necesita como activador y
la PS como cofactor de la activacidn, y que la presencia de ambos reduce sl
requerimiento de calcio a concentracicnes del orden de micromolar. En el caso de la
activacion por ésteres de forbol no se necesita la presencia de calclo, pero éste reduce la
concentracidn del éster de forbol necesaria para obtener una completa actividad de PKC
(236).

Las nPKCs no van a necesitar de calcio, pero sl de DAG/PS o de ésteres de
forbol/PS para activarse. Respecto a las aPKCs, en el caso de la PKC { presenta
actividad quinasa en ausencia de activadores (163), aungue se ha visto que la presencia
de PS o de acidos grasos insaturados como el Acido araquidénico produce una marcada
estimulacion de la actividad de dicho isoenzima (1986)

Isoformas Activadores
Ca2+ PS DAG/Esteras forbal

cPKCs
LI Si s sl
y

nPKCs | 8
£ N Sl Si
n o i
o

aPKCs "}; ] No {%) No
A ] No 8i No
[+ ] No N.D. No

(*) Existe discrepancia antre los datos obtenidos segun dislintos autores.
N.D.: No determinado,

Figura 3. Respuesta de las isoformas de PKC a distintos activadores.

Hay evidencias de que varias PKCs (entre ellas la PKC §) se estimulan por
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (195). Esto indica que en las vias de transduccion de
sefial que llevan a la activacion de PKC, no sélo estén implicadas jas que producen una
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generacion de DAG, sino que también podrfan participar las que activan a la PI3K.
Ademas, hay datos que demuestran una estimulacién diferencial de isoenzimas de PKC
in vitro por 4cidos grasos y lisofostatidico en sinergismo con DAG (10).

Aparte de estos activadores se ha descublerto la capacidad de otros
componentes del metabolismo de glicerolipidos de ser activadores de PKC, al menos in
vitro (143,156). La cardiolipina activa PKC o y Bl (143). El 4cldo araquiddnico (204), y la
lipoxina A (249), otro metabolito de la lipooxigenasa, activan PKG Bl y €. El PIP2 puede
sustitulr al DAG como activador de PKC o, Bl ¥ v, pero no Bll {156), Estos hallazgos junto
con el hecho de que el DAG puede provenir también de fuentes distintas a los I(pidos de
inositol como, por ejemplo a partir de la PC (119), sugieren que, al menos, algunos
isoenzimas de PKC pueden ser activados por otros segundos mensajeros. Cltoquinas
como INFo, IL-1 e IL-3, producen hidrdlisls de PC pero no de Pl (40,72,215), y se ha
visto que PKC B y ¢ se activan tras la accién de IFNo en células Hela y Daudi
respectivamente (214,215). Luego la produccién de diferentes segundos mensajeros
inducida por una sefial podria decidir que Isoenzimas de PKC se activan y cudles no.

Hay diferentes datos gue sugieren la existencia de fosforilaciones producidas por
una PKC quinasa de eucariotas aln no identificada, previa a la activacién. Sin esta
fosforilacién inicial PKG no es activa y tampoco puede ser activada (211).

La PKC fue descubierta como una protelna quinasa activada por proteasas (127),
aungque posteriormente se vio gque la proteolisis segula a la activacion (141). Se piensa
que las proteasas responsables, in vivo, son las proteasas neutras dependientes de
calcio (calpainas | y Il ) las cuales son activas en ¢l rango de micro y milimolar (127,141).
Las calpainas actian sobre la regién V3 y producen dos fragmentos que son, por un
lado, el dominio regulador y, por otro, el dominio catalltico activo en ausencia de
activadores (237). La activacion proteolitica se puede realizar in vitro mediante
tratamiento limitado con tripsina (120), aunque in vivo se piensa que la activacion y
translocacién a la membrana celular son requisitos previos a la proteolisis. No esta
todavia claro si la degradacién posterior sitve como mecanismo para inactivar la quinasa
o si el fragmento catalitico liberado desde la membrana al citosol, 0 a otros
compartimentos celulares, es capaz de actuar como una quinasa con actividad
constitutiva Independiente de activadores,

Se denomina "down regulation" al fenémeno por el que se deplecciona la PKC,
por degradacién proteolitica, como consecuencia del tratamlento prolongado de
determinados tipos celulares con ésteres de forbol. Con respecto a la "down regulation®,
las distintas isoenzimas de PKC muestran rasgos muy diferentes que estan de acuerdo
con los observados in vitro (122).
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2.4.- SUSTRATOS DE PKC.

1.2.4.1.- Sustratos de PKC in vitro.

Durante cierto tiempo se observd que, al menos, /n vitro las ¢cPKCs eran
serina/treonina quinasas no especificas . Por tanto, cualquier proteina basica, como
histona HI, 11IS, MBP, protamina u otros péptidos podrian utilizarse como sustratos,
siempre y cuando tuvieran la secuencia XRXXS/TXRX; siendo este rasgo muy distinto de
la especificidad de sustrato que presentaban muchas de las quinasas estudiadas hasta
entonces. Sin embargo, una comparacién de las isoenzimas de PKC y sus actividades
hacia distintos sutratos, in vitro, ha mostrado diferencias que pueden indicar una clerta
especificidad hacia los sustratos naturales bajo condiciones fisiolégicas.

En relacién a las nPKCs presentan grandes diferencias respecto a la ¢cPKCs ya
que muestran una actividad quinasa pobre hacla histona [l1S, MBP, protamina o
protamina sulfato (8>n>{) (64,179,205,243), Por tanto, ha sido necesaria la utilizacién de
péptidos sintéticos derivados de la secuencla del pseudosustrato, o del receptor EGF o
de MBP, para ensayar la actividad quinasa de las nPKCs {204,237).

Varias observaciones muestran que la especificidad de sustrato podrfa ser més
compleja de lo esperado. Se cree que esta especificidad estd determinada por el dominio
regulador de la quinasa ,ya que, port ejemplo, la activacién proteolitica de PKC e hace
gue ésta aumente su actividad sobre histona (242). Ademds,, una protelna de fusion que
consta del dominio catalftico de PKC vy y del dominio regulador de PKC ¢ tiene la
especificidad de sustrato de PKC & (210). Ademds, PKC {, es capaz de fosforilar al
péptido del receptor EGF cuando es proteclizada por quimotripsina, pero no cuando el
enzima estd intacto (122) .También varfa el requerimiento de activador dependiando del
sustrato, asl para fosforilar protamina las cPKCs y las nPKCs no necesitan de ningin
activador (19,163).

1.2.4.2.- Sustratos de PKC in vivo.

Mediante el marcaje de células con 32P y estimulacién de las mismas con ésteres
de forbol u otros agonistas que estimulan la PKC, se han descublerto muchos posibles
sustratos fisiolégicos (122). que podrian dividirse en tres grupos:

- Proteinas implicadas en la transduccién de sefal: Receptores de EGF, de
antfgeno de la célula T v de insulina; Ras, GAP, Raf, S6 quinasa.

- Proteinas implicadas en vias metabdlicas: Bombas, canales.

- Protelinas implicadas en la regulacion de la expresién de genes : Factores de
transcripcién y de traduccion.
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Hay tres sustratos importantes en el control de la proliferacién celular: MARCKS
su fosforilacion lleva a una redistribucion de los filamentos de actina desde la membrana
al citoplasma (106); DNA topoisomerasa (217) y lamina B (114), que son protelnas
nucleares implicadas en el control de la sinteis de DNA, y que darlan relevancia a la
translocacion de la PKC al nicleo.

2.- TRANSDUCCION DE LA SENAL EN LINFOCITOS T.

Los linfocitos T son células pertenecientes al sistema inmunitario que tienen la
misién de reconocer especificamente y actuar contra agentes extrafios y mediar en la
participacién de otras células en la respuesta inmune. El reconocimiento del antigeno se
lleva a cabo mediante el receptor de antigeno de la célula T {TCR). El TCR es un
complejo formado por un heterodimero variable (Ti) que esta asociado de forma no
covalente con los heterodimeros CD3ed, CD3ey y el homodimero [ (287). El
heterodimero Ti es el responsable de mediar el reconocimiento del antigeno, que esta
asociado al complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en la supetficie celular de la
célula presentadora de antigeno. Este reconocimiento provoca la activacion de! linfocito,
que provoca que la célula, que antes del estimulo se encuentra en el estadlo Gy, pase a
la fase G del ciclo celular. Durante esta transicién se van a producir una serle de
sefiales, que origindndose en la superficie celular llegan hasta el nicleo, donde se Induce
la expresién de un conjunto de genes, entre los que estan el gen de la IL-2, y el de la
subunidad o del receptor de IL-2 para formar el receptor de alta afinidad en la superficie
celular. La IL-2 es la citoquina considerada factor de crecimiento de la célula T. Cuando
el linfocito T es capaz de responder a la IL-2, que ha sido secretada, se encuentra en la
fase Gy del ciclo celular. L.a unién de la IL.-2 a su receptor genera una segunda sefial que
hace que el linfocito pase a la fase S, o fase de sintesis de DNA, y continle el ciclo,
produciéndose la proliferacién.

2.1.- TRANSDUCCION DE LA SENAL EN LA TRANSICION Gg/G 1.

Se han han realizado numerosos estudios acerca de [as sefiales que se generan
tras la activacién del TCR. Se sabe que se produce un incremento en la fosforilacién en
residuos de tirosina de numerosas proteinas, bien citoplasmicas o blen presentes en la
mebrana plasmatica. El TCR no posee actividad tirosina quinasa intrfnseca, llevandose a
cabo estas fosforilaciones mediante tirosina quinasas de la familla Src y ZAP-70/8yk
(117).

Entre los eventos que se desencadenan, los mejor caracterizados, hasta el
momento, son la activacién de la PLC, de Ras y de calcineurina (287). Los tres han sido
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implicados en participar en la sefal que lleva a la activacion transcripcional del gen de la
IL-2 (Figura 3).

TCR l

PIP2 DAG
O4 PLC

0

[ CsA/Ciclofilina ] t [Caz‘*]
FK506/EKBP

[Calcmeurma] e

NF- ATC —>

¢
i

T Genes muy lempranos

/ "Fos/Jun”
(NF-ATofEAT,

Gen de la IL-2

Figura 4. Esquema de las distintas vias de transduccidn de [a sefial que se activan tras el

estimulo del TCR,

2.1.1.- Activacién de PLC y de PKC.
2.1.1.1- Activacion de PLC

La estimulacién del TCR produce la activacién de la PLCy1 {126), que hidroliza al
PIP5, con la produccién de dos segundos mensajeros que son IP3 y DAG. El IP3 produce
el aumento de los niveles intracelulares de calcio libre, y el DAG se une y activa
diferentes isoformas de PKC. La activacién de linfocitos con lectinas o anticuerpos
dirigidos contra moléculas de la superfcie celular conduce a la activacién de, al menos,
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estas dos vias de transduccién de la sefial que implican un actmulo de DAG y el
incremento de los niveles de calcio citosdlico (15,129,161), El aumento del calcio
intracelular y la activacién de PKC desencadenan una serie de sefiales, que van a
originar la activacién transcripcional del gen de la [L-2.

Entre los datos que apoyan la implicacién de estas dos sefiales en la expresion de
IL-2 estan:

- La accidn conjunta de iondforos de calcio y ésteres de forbol, que mimetiza la
elevacion del calcio y la activacion de PKC, provoca sefiales que inducen la expresion
del gen de IL.-2 (285)

- Con el empleo de inhibidores de PKC y quelantes de calcio se bloquea la
expresion de IL-2 {200,289).

' - La activacion de una proteina G acoplada a un receptor que activa PLC a traves
de un mecanismo independiente de PTK es suficiente para inducir la secrecién de IL-2
(67)

- El principal punto de actuacién de los inmuncsuprescres ciclospotina A y FK506

es la calcineutina, serina/treonina fosfatasa activada por calcio-calmodulina (162)

Datos bioquimicos y genéticos sugieren que la activacion de PLC ocurre mediante
su fosforilacion en tirosina (248). Inhibidores de protelna tirosina quinasas previenen la
fosforilacion en tirosina y la activacién de PLC (95}, Esta fosforilacién en tirosina inducida
por el TCR esta asoclada con una actividad catalltica aumentada in vitro (59). En |ineas
de células T mutantes que no presentan activacién de PLC, [a PLCy1 no esté fosforitada
en tirosina (286).

2.1.1.2.- Activacion de PKC.

Hay muchos datos apoyando la participacién de PKC en |a activacion de los
linfocitos T. Ademas de ser activada en respuesta al aumento de los niveles de DAG
como consecuencia de la estimulacién del TCR, también interviene en la transduccion de
sefiales accesorias como la estimulacion del antigenc de superficie CD2, y la provocada
por la IL-1 secretada por células accesorias (macréfagos, células endoteliales vy
fibroblastos) (22). En el caso de IL-1 se ha descrito que la activacion de PKC podria ir
através de la hidrélisls de PC y no de Inositol fosfolfpidos. (232)

Se ha estudiado su relacién con componentes de la via de transduccion de la
sefial, Asi, se ha descrito que la activacion de p218s en células T esta mediada por PKG,
probablemente através de la inactivacién de GAP (71). También se ha visto la
dependencia de PKC en la activacién de Raf y ERK cuando es estimulado el TCR.
(199,253)

Se sabe que PKC puede regular la expresion de genes en la activacién de la
célula T mediante el control de factores de transcripcién, En la region del promotor del
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gen de IL-2 existen sitios de unidn para los factores de transcripcién NF-AT-1, NFxB, AP-
1 y NFIL-2A, los cuales aparentemente actian en conjunto para indugcir la transcripcion
(118). Se ha visto que la activacién NF-AT-1, NFxB, y AP-1 se induce de forma diferente
con la expresidn de formas constitutivamente activas de las isoenzimas PKC o y PKC &
(87).

2.1.2.~ Activacién de calcineurina.

Tras la activacién del TCR, y como consecuencia de la liberacion de IPg, se
produce un aumento de los niveles de calcio intracelulares. Esto va a preducir la
activacién de protelnas citopldsmicas dependientes de calclo, como por gjemplo la
calcineurina,

El empleo de drogas inmunosupresoras, como son la ciclosporina A (CsA) y
FK508, han ayudado a conocer los efectos del aumento del calcio intracelular. Estas
drogas ejercen, en parte, su efecto inmunosupresor,porque inhiben la transcripcion de
genes de linfoquinas en células T. La CsA y FK506 se unen a protefnas citoplasmicas,
ciclofilina y FKBP, denominadas ambas inmunofilinas (247), y los complejos
interaccionan con alta afinidad con calcineurina, una serina fosfatasa dependiente de
calcio~-calmodulina, conocida como PP2B (162). La actividad inmunosupresera de las
drogas correlaciona con su capacidad de Inhibir la actividad fosfatasa de la calcineurina.
El papel de la calcineurina esté relacionado con el factor de transcripcion NF-AT (nuclear
factor of activated T cells), que se une al promotor del gen de IL-2 tras la activacion de la
célula T, y que consta de dos componentes, uno nuclear y otro citoplasmico. E!
compenente citoplasmico, que es sensible a CsA, es una protelna que se transloca al
nucleo tras la activacién para dar lugar al factor NF-AT funclonal (79). Esta forma
citoplasmica es una fosfoproteina que puede ser defosforilada por calcineurina
favoreciendo su translocacion al ndclee (175). Por ello, cuando el complejo CsA-
ciclofilina se une a calcineurina inhibiendo su actividad, no se produce la defosforilacién
del componente citoplasmico del factor NFAT, impidiéndose la formacion del factor NFAT
funcional.

2.1.3- Activacion de Ras.

La estimulacién del TCR origina una rdpida activacién de Ras (71,132). Esta
actlvacion es el resultado de mecanismos dependientss e independientes de PKC. En
otros sistemas celulares, el receptor tirosina quinasa regula la actividad de Ras mediante
interacciones con proteinas intercambladoras de nucledtidos de guanina, como Sos y
Vav, y protelnas activadoras de la actividad GTPasa (GAPs) (216,246). Tanto la
inhibicién de GAP, como la activacién de las protelnas intercambiadoras de nucledtidos
de guanina, han sido observadas tras la estimulacién de los linfocltos. GAP es fosforilada
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en tirosina tras la estimulacion de los linfocitos B, y en menor grado tras la estimulacion
del TCR (70,90). Vav también es fosforilada en tirosina en respuesta a TCR (37). La
forma fosforilada de Vav tiene una actividad intercambiadora de nucledtidos de guanina
para Ras aumentada in vitro (98). Otro intercambiador, Sos y su molécula adaptadora
GRB2 (246) estdn expresadas ubicuamente, y parecen interaccionar con protelna
tirosina quinasas citoplasmicas, aunque no estéd claro cémo contribuyen a la activacion
de Ras en linfocitos.

Como ya se ha comentado, en células no linfoides se han identificado los
efectores de Ras. Ras interaciona directamente con Raf-1, que regula la actividad de
MEK, siendo ésta a su vez, la quinasa activadora de ERK (68). En el caso de las células
T, se sabe que, ademas de la activacién de Ras, Raf-1 se activa tras la estimulacién del
TCR, siendo esta estimulacién mediada por PKC (253). La conexidn entre Ras y Raf se
piensa que también sea probable en linfocltos, ya que Raf-1 citosdlico de células Jurkat
{Iinea celular procedente de un linfoma T humano) se une avidamente a Ras-GTP, pero
no a Ras-GDP (101). Tambien se produce la activacién de MEK y ERK, igualmente
asociada con la activacion de PKGC (101,199).

Se ha correlacionado la activacién de Ras con la activacion transcripcional del
gen de IL-2. La expresién de una forma activada de Ras, puede sustitulr en parte a los
ésteres de forbol en sinergizar con iondforos de calcio, para inducir la transcripcion de IL-
2 (225,293), La activacién de Ras esté implicada probablemente en la induccion del
componente nuclear, independiente de calcio e insensible a CsA, de NF-AT. Este
componente nuclear, que requiere activacién de PKC, se sintetiza de novo y parece ser
un heterodimero de miembros de las familias de los factores de transcripcion Jun y Fos
(133).

2.2.- TRANSDUCCION DE LA SENAL EN LA TRANSICION G+/S.

La segunda sefial, que hace que el linfocito contintie el ciclo celular (transicion
G1/8) se produce por la interaccion de la IL-2, secretada durante Go/G 1, con su receptor
de alta afinidad, expresado en la superficie celular en la transicion Go/G+4. Esta
interaccién produce una serie de sefiales, en su mayor parte aun desconocidas, que
llevan a fa proliferacién celular (182,267).

El receptor de alta afinidad para la IL-2 consta de tres subunidades: Las cadenas
o, By v, ésta Ultima también forma parte de los receptores de [L-4, IL-7 e IL-8. Tras la
unién de la IL-2 se produce la heterodimerizacién de las cadenas B y ¥, paso requerido
para la transmisidn de las sefial por IL-2 (194). Este receptor no tlene actividad tirosina
quinasa intrinseca aunque s se asocia a quinasas, que estaran encargadas de transmitir
la sefial al interior de la célula.

Do,
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Entre los eventos que se sabe que tienen lugar en la transmisién de esta sefial se
encuentra un aumento en la fosforilacién en tirosina de sustratos celulares,
presumiblemente debido a la activacidén de tircsina quinasas de la familia Src y de la
familia Syk-ZAP70 (267). Recientements se ha demostrado la induccidn de la actividad
de las tirosina quinasas Janus (JAK), en concreto Jak1 y Jak3, las cuales se asocian con
la regi6n rica en serina de la cadena [ del receptor de IL-2 y con la regién carboxi
terminal de la cadena ¥, respectivamente (186}, Estas quinasas JAK fosforilan y activan &
miembros de un grupo de factores de transcripcidn denominados STAT, concretamente
en la via de IL-2, se activan Stat3 y Statb (267).

La IL-2 produce un aumento en la actividad de la PI3K asociada con la PTK de la
familia Src p59fyn, lo que sugiere que p59fyn pedria estar implicada en [a regulacion del
estado de fosforilacidn de esta enzima en los linfocitos T {182,267).

En esta via de sefializacién tamblen se produce |a activacién de Ras (96,241). En
relacién a la via de las MAPK, aunque hay datos en la literatura que muestran la
fosforilacion y activacién de Raf-1 (175), en general, se piensa que no hay una
participacién de la cascada de quinasas donde se incluyen MEK y ERK, aunque algunos
grupos han detectado activacién de ERK2 en respuesta a la citoquina (75,213).

Ademés, la IL-2 induce un incremento répido y transitorio en la expresion de c-fos
y un actmulo mas estable de los mensajeros de c-myc y c-myb. (208,227,268).

La participacion de otros mecanismos de transduccién de la sefial, que se sabe
que intervienen en la proliferacion celular de muchos sistemas, como son la activacion de
PKA, de PKC y la movilizacion de calclo, no parece que tengan lugar en el caso de iL-2
(153,180,181,278). Se ha demostrado que la IL.-2 produce proliferacién en ausencia de
activacion de PKC (228). Sin embargo se puede reproducir la transicién G4/S de una
forma no fisioldgica mediante el uso de ésteres de forbol, que son activadores directos de
PKC. Por otra parte, una elevada actividad de PKA Inhibe la progresién de las células T
desde la fase Gy temprana a la fase S (135,161}

3.- PROTEINA FOSFATASAS IMPLICADAS EN LA
TRANSDUCCION DE SENALES.

El estado de fosforilacidn de una protelna va a depender del balance existente
entre protelna quinasas (PKs) y protelna fosfatasas (PPs) que actlan sobre sus residucs
fosforilables. Por ello, el requerimiento de la accldn coordinada de PKs y PPs como
mecanismo de regulacién de proteinas, es objeto de numerosos estudios.

3.1.- TIPOS DE PROTEINA FOSFATASAS.
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Las PPs se pueden clasificar en {res grandes grupos segun su especificidad
respecto al residuo fosforilado sobre el que actlan.

1.- Serina/treonina fostatasas (PSP)

2 - Tirosina fosfatasas (PTP).

3.-Fosfatasas de especificidad dual (PPD): Defosforilan residuos fosforilados de
serina/treonina y de tirosina.

Aproximadamente un 95% de las fosforilaciones gue tienen lugar en la célula se
producen sobre residuos de serinaftrecnina. Las PSPs estan implicadas en numerosos
procesos biolégicos como son ciclo celular, metabolismo energético, inmunosupresion, y
expresion génica.

Las PSPs, de baja especificidad de sustrato, clasicamente se han divido en PP1,
PP2A, PP2B (calcineurina) y PP2C. Muchas toxinas microbianas son inhibidores de
PP2A de PP1 o de ambas. Se han utilizado estos compuestos para estudiar funciones in
vivo de estas PSPs, y han servido para descubrir papeles importantes de estas
fosfatasas en la fisiologla celular. Acido okadaico, microcistina, caliculina A y cantaridina
promueven la formacion de tumores, suprimen la transformacién celular o inducen
apoptosis (166), dependiendo del sisterma celular empleado.

Otro grupo de inhibidores de PSP incluyen los inmunosupresores CsA y FKE086,
cuyo mecanismo de accién en la célula se ejerce através de la PP2B o calcinettina
(162).

Las PTPs juegan un importante papel en la atenuacion de sefiales generadas por
PTKs implicadas en mitogénesis. Por ejemplo, cuando una célula es estimulada por un
factor de crecimiento, como PDGF, que activa un receptor tirosina quinasa, el incremento
en fosfotirosina es transitorio. La cantidad y el tiempo que permanece la fosforilacion en
tirosina, en el propio receptor y en otras protelnas celulares, pueden ser aumentados por
el tratamiento con el inhibidor de PTPs ortovanadato sédico, o sus peroxiderivados
(93,219). Como en el caso de los inhibidores de PSPs, los derivados de vanadato
pueden, por sl mismos, inducir respuestas celulares en algunos sistemas, implicando que
la actividad basal de PTKs es suficiente para promaver una respuesta si la actividad de
PTP esta disminuida. Sin embargo, no todas las PTPs tienen una funcién reguladora
negativa. Por ejemplo, SH-PTP2, una PTP que contiene dos dominios SH2, se requiere
para la sefializacién mediada por el receptor de insulina (203). Otra fosfatasa que puede
activar vias de sefializacién es la tirosina fosfatasa CD45, necesaria para la activacion de
la célula T (146).

Para que una protelna sea regulada por fosforilacién, las actividades méaximas de
la(s) PK(s) y PP(s)que actlien en un determinado residuo deben estar en equilibrio, de
otro modo la proteina estaria completamente fosforilada o defosforilada. La actividad
catalltica intrinseca de la mayorfa de PSPs y PSKs es aproximadamente la misma, y las
concentraciones de fas principales PSKs y PSPs son también similares (47). En principio,
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esto proporcionaria el equilibrio, aunque las afinidades para sustratos especificos, junto
con la localizacion subcelular de las protelnas diana y la(s) quinasa(s) y fostasa(s}) en
cuestion sean factores decisivos (123}, En contraste, la actividad PTP intrnseca es
generalmente unos dos o tres drdenes de magnitud mayor que la actividad PTK (263).
Esta alta actividad puede dar cuenta del bajo nivel de fosfotirosina en las proteinas
celulares y de |la naturaleza transitoria de la mayoria de las respuestas mediadas por
fosfotirosina. Sin embargo, para que la sefial de PTK sea efectiva, la actividad de PTP
debe estar fuertemente regulada. Dos formas de regular la actividad PTP son una
localizacidon subcelular discreta y |a fosforilacidn en tirosina o serina/treonina (263). Sin
embargo, a diferencia de las PSPs, no se han Identificado subunidades reguladoras de
PTP o proteinas inhibitorias. Los dominos cataliticos de las PTPs y PPDs estan
relacionados pero son diferentes de los de las PSPs,

3.2.- PROTEINA FOSFATASAS QUE ACTUAN EN LA VIA DE LAS MAPKs.

Varios de los componentes de las vias de las MAPKs estan sujstos a regulacion
por PPs. Las quinasas MEK, ERK, y seguramente Raf, estédn activadas por fosfotilacion,
y la retirada de los fosfatos activantes da lugar a la inactivacién, La PP fisiolégica de Raf
no se conoce aun, aunque puede ser defosforilado in vifro por PP1 y PP2A (128). Las
fosfoserinas activantes de MEK pueden ser defosforiladas in vitro por PP2A y PP1,
siendo méas efectiva la PP2A (197). Respecto a ERK2 se sabe que in vitro, la PP2A
defosforila la PThr-183, y la PTyr-185 puede ser defosforilada por PTPs, como CD45,
resultando en la pérdida de la actividad de ERK2 (8).

Ya que ERK requiere una fosforilacidn dual en tirosina y en una treonina proxima
para su activacion, las fosfatasas con especificidad para residuos fosforilados que estan
préximos, podrian ser criticos para la regulacién de ERK. El producto del gen H1 del
virus vaccinia (VH1), es una de estas enzimas (97). Recientemente se han aislado
fosfatasas que muestran gran homologia de secuencia con VH1 lo cual indica que
fosfatasas del tipo VH1 represetan una nueva subfamilia que quiza funcione regulando la
actividad de proteinas de transduccién de sefal como ERK. Un gen temprano, 3CH134,
inducido por suero y factores de crecimiento en fibroblastos de ratén, se aisld y se mostro
que tenia una alta homologla de secuencia VH1 (43). El homélogo humano de 3CH134,
CL100, se clond (138) como un gen temprano en respuesta a estrés oxidativo y choque
térmico. Otro gen temprano relacionado con VH1, PACT, se aislé de células T activadas
por mitégeno (231). CL100, 3CH134 y PACT son fosfatasas duales que defosforitan
especificamente residuos de treonina y tirosina de ERK (6,262,281). La cinética de
expresion de sus RNA mensajeros es caracteristica de genes muy tempranos, los cuales
no requieren sintesis de proteina para su induccion y sus ANAs mensajeros poseen una
vida media corta (231). Se ha sugerido el nombre de MKP1 (MAP Kinase Phosphatase)
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para 3CH134 como una indicacién de su funcidn biolégica (262). Estudios genéticos en
la levadura S.cerevisiae identificaron una fosfatasa de especificidad dual, MSGS, la cual
inactiva las quinasas FUSS y KSS1, dos miembros de las MAPKs en la via de respuesta
a feromona en levaduras (69).

La cinética de activacion e inactivacién de cada componente en la via de ERK
regula la cantidad vy la duracién de la activacién de ERK, y esto a su vez puede
determinar la respuesta celular a un estfmulo. Por ejemplo, como ya se ha comentado
antes, la duracion de la sefal procedente de ERK es un factor critico en la decision de
las células PC12 para crecer ¢ para diferenciar en repuesta a factores de crecimiento,
que activan receptores con actividad tirosina quinasa: una activacién prolongada lleva a
la célula a diferenciar, mientras que la activacion transitoria provoca el crecimiento celular
(171).

En resumen, las cinéticas de la activacién de ERK difieren entre los distintos tipos
celulares y estimulos. La contribucién relativa de los diferentes mecanismos de
inactivacién necesitan ser conocidos para poder predecir la cinética de activacion de
ERK en un tipo celular determinado y con ello predecir la respuesta celular,
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Objetivos

La proliferacién de los linfocitos T es un proceso altamente regulado por una serie de
sefiales, extra e intracelulares, que han de ser transmitidas hasta sl nucleo, donde se
produce |a sintesis de DNA necesaria para la posterior division celular.

Entre los mecanismos Implicados en la transmisién de sefiales, la fosforilacion de
proteinas desempefia un papel esencial. Por este motivo, el estudio de las protelnas que
intervienen en los procesos de fosforilacion, asf como de su regulacion, puede aportar una
serie de datos que ayuden a una mejor comprension del funcionamiento de la célula T.

Con este propdsito, los objetivos que nos planteamos a la hora de realizar este
trabajo fueron:

1.- Realizar un estudic de IPKC, quinasa implicada en la transduccion de sefiales, en
el ciclo celular de linfocitos T, durante las transiciones Gg/Gq y G1/S, estudiando en mas
detalle varias isoformas de la misma.

2.- Estudiar el papel que pudieran desempefiar dos elementos integrados en la
cascada de las MAPKs: Raf-1 y ERK2 durante la proliferacion de linfocitos T.

3.- Determinar la relacion de estas quinasas, Raf-1 y ERK2, entre sl y con la PKC.

4.- Estudiar la regulacién del proceso de defosforilacion de ERK2, como mecanismo

de finalizacion de la sefial.
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Materiales y Métodos

MATERIALES.

Aldrich: Concanavalina A, Rojo Ponceau

Amersham Internacional: {y-32P)-ATP, [*H]-timidina, c-fosfotirosina 4G10, o-PKC 8,
sistema de deteccién quimioluminiscente ECL.

Bio Rad; Marcadores de peso molecular, Tween 20, reactivo Bradford.

Boehringer: Anticuerpos a-PKC ey a-PKC {, iondforo de calcio A23187, IL-2
recombinante de raton.

Calbiochem:; Bisindolilmaleimida GF 109203X.

Elow Laboratories: Glutamina.

Gibco: Medio de cultive RPMI, FCS

ICN: Anticuerpos secundarios.

Konica: Peliculas para autorradiografias.
Llorente: Gentamicina.

Merck: B-ME

Millipore: Membranas de immobilon-P.

Scandinavian Gene Synthesis; Oligodesoxirribonucledtidos antisentido (5°-
TCCCTGTATGTGCTCCAT-3") y sentido (5-ATGGAGCACATACAGGGA-3') de Raf-

1, correspondientes a los codones 1-6 de ¢-Raf de ratén.

Seikagaku Kogyo: Anticuerpos o-PKC oy a-PKC B.
Sigma; Acido iodoacético, acido okadaico, antipalna, aprotinina, ATP, DTT,
fostatidilserina, fungizona, estaurosporina, leupeptina, ertovanadato sédico, PMSF, MBP.

Whatman: Papel p-81.
Zymed: Anticuerpo o-ERK.

El resto de productos quimicos utilizados fueron de grado analltico.

METODOS

1.- OBTENCION DE LINFOCITOS T.

Los linfocitos utilizados para este trabajo experimental se obtuvieron de dos
érganos linfaticos secundarios: ganglios {mesentéricos y cervicales) y bazo, ambos
procedentes de rata (cepa Wistar). Segtin se hiciera el estudio con células en el estadlo
Gp o0 G4 se empled como fuente uno u otro drgano.
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1.1.- OBTENCION DE LINFOCITOS T QUIESCENTES (Gy).

Los linfocitos T quiescentes se obtuvleron a partir de ganglios mesentéricos y
cervicales de rata. Una vez extraldos los drganos, en condiciones de esterilidad, se
pusieron en medio de cultivo RPMI suplementdo con 2% (v/v) FCS, 60 ug /ml gentamicina
y 0,25 pg/ml fungizona, El protocolo de obtencién de linfocitos es el descrito por Kruse y
col. (149) con algunas medificaciones. En esencia, los ganglios se presionaron sobre una
gasa estéril con el émbolo de una jeringa, y las células tras ser filtradas se recogieron por
centrifugacién a 1800 rpm durante 4 min. Para lisar los gidbulos rojos las células fueron
tratadas con un tampén hipotdnico de cloruro aménico 0,14 M pH 7,4, durante 2 min, & 4°C.
La reaccion de lisis se inhibié afadiendo RPMI suplementado con 2% (v/v) FCS, 60 ug/ml
gentamicina y 0,25 ng/ml fungizona. Posteriormente, las células se lavaron dos veces en el
medio anterior. Finalmente las células se resuspendiercn en medio basal, completo (RPMI,
5% (v/v) FCS, 2 mM glutamina, 60 pg/ml gentamicina, 0,25 ng/ml fungizona y 5x10°8 M -
ME), a una concentracion de 5x10° céiulas/ml.

El FCS utilizado en todos los casos se Inactivé previamente, mediante tratamiento a
56° C durante 30 min.

1.2.- OBTENCION DE LINFOBLASTOS T (G1).

Los linfoblastos T se obtuvieron a partir de bazos de rata. Una vez extraldo el
érgano del animal, en condiciones de esterilidad, se mantuvo en medio de cultivo RPM! con
2% FCS, 60 pg/ml gentamicina y 0,25 nug/ml fungizona. La obtencién de los linfocitos a
partir de bazo se realizé tal y como se ha descrlto previamente para linfocitos T de
ganglios. Una vez filtradas las células, éstas se recogieron por centrifugacion a 1800 rpm
durante 4 min. Las células se lavaron dos veces con el medio anterior, se resuspendieron
en medio basal completo, a una concentracién de 5x108 células/ml, y se estimularon con 2
ng/ml Concanavalina A durante 48 h, a 37°C, 5% CO2 y 95 % de humedad (durante este
tiempo los linfocitos secretan IL-2 al medio de cultivo y expresan el receptor de alta afinidad
para dicha citoquina). Al cabo de las 48 h, las células se recogieron por centrifugacion, y se
trataron con un tampén hipoténico de 0,14 M cloruro aménico, para lisar los glébulos rojos,
durante 3 min a 4°C. La reaccién de lisis se detuvo afiadiendo 2% FCS, 60 pg/ml
gentamicina y 0,25 pg/ml fungizona en RPM!, lavandose las células dos veces mas con
este medio. Finalmente las células se resuspendieron en medio basal completo a 108
células/ml, durante 24 h, en las condiclones citadas anteriormente. Los linfoblastos T se
mantuvieron estas Ultimas 24 h en un medlo sin 1.-2, con objeto de que en ausencia del
factor de crecimiento se sincronicen en un estadic G basal.
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2.- CONTAJE DE CELULAS.

Para determinar el numero de células, tanto de linfocitos T quiescentes como de
linfoblastos T, se ha utilizado una camara de Newbauer y la viabilldad de las mismas se
ha analizado con un colorante de exclusion, tripan blue, preparado al 10 % en agua, De
esta forma, pueden distinguirse las células vivas de las no viables, ya que en estas
dltimas por tener una membrana plasmatica alterada, el colorante es capaz de penetrar al
interior de la célula, haclendo que ésta adquiera una coloracién azul,

3.- MEDIDA DE LA PROLIFERACION CELULAR.

La proliferacion celular se midié como la incorporacion de [H]-timidina al DNA. Esia
incorporacion se cuantifico desde dos estadlos diferentes de las células, bien desde la fase
Gg © bien desde |la fase G del ciclo celular.

3.1.- INCORPORACION DE [3H]-TIMIDINA DE LINFOCITOS T (Gp)

Para medir |a incorporacién de [*H]-timidina desde G, los linfocitos T quiescentes
se obtuvieron como se ha descrito anteriormente, Las células, resuspendidas en medio
basal a una concentracién de 108 células/ml en 100 pi, se incubaron a 37°C, 5% CO2 y
95% de humedad, en placas de 96 pocillos con la adicién o no de los estimulos empleados
en cada experimento. Al cabo de 48 h, se afadi6 0,5 pCi/pocillo [BH]-timidina, y se
mantuvieron, en las condiciones citadas anteriormente, durante 24 h més, Tras este tiempo
la radiactividad no incorporada se lavé con ayuda de un colector de células, de forma que
los dcidos nucleico se quedaban retenidos en filtros de fibra de vidrio y la [3H]-timidina,
incorporada al DNA, se determiné por cuantificacién de la radiactividad de los mismos en un

contador de radiacién .

3.2.- INCORPORACION DE [3H}-TIMIDINA DE LINFOBLASTOS T (G1)

Para medir la incorporacién de [3H]-timidina desde G, los linfoblastos T se
cbtuvieron como se ha descrito anteriormente, Las células, tras haberse mantenicio 24 hen
medio basal para que se sincronizaran en un estadlo G1 temprano, se resuspendieron en
dicho medio a una concentracién de 2x105 células/ml en 100 i, y se incubaron a 37°C, 5%
CO» vy 95 % de humedad en placas de 96 pocillos, en presencia o en ausencia de los
estimulos que se utilizaran en cada experimento. A las 20 h de la adicién de los estimulos
se afiadié 0,5 uCi/pocillo [3H]-timidina por pocillo, y se mantuvieron en las condiciones
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descritas anteriormente durante 4 h mas, tiempo al cabo del cual se lavé la radiactividad no
incorporada, y se cuantificé la que si lo estaba del modo citado anteriormente.

4.- INMUNODETECCIONES EN FILTRO.

Para realizar las Inmunodetecciones de las diferentes proteinas en estudio, se

procedio de la siguiente manera:
4.1.- TAMPONES

PBS
140 mM NaCi, 3 mM KClI, 1.6 mM HoKPQy4, 10 mM HNaaPO4.

Tampén de lavado de células
5 mM EDTA, 10 mM NaF, 0,4 mM ortovanadato sédico y 10 mM pirofosfato sédico

en PBS.

Tampén de lisis total de células
50 mM Tris-CIH pH 7,5, 0,5 % Triton X-100, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM

NaF, 10 mM pirofosfato sédico, 1 mM ortovanadato sddico, 10 mM édcido yodoaceético, 125
pg/ml aprotinina, 10 ug/ml leupeptina, 4 mM PMSF.

Tampén de lisis para preparacién de fraccién gitosdlica v particulada

20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,38 M sacarosa, 2 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 2 mM
PMSF, 10 pg/ml leupeptina

Tampdn de muestras de Lasmmli
62,5 mM Tris-CIH pH 6,8, 5% B-ME, 10% glicerol, 2% SDS, 0,001% azul de

bromofenal,

Tampdn de transferencia
25 mM Tris-HCI pH 8,8, 200 mM glicina, 10% (v/v) metanol.

1BS
50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl

T-TBS
0,05% Tween-20 en TBS.
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4.2.- PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES
4.2.1.- Extractos totales

Las células se recogieron en los tiempos indicados en cada experimento, por
centrifugacién a 1800 rpm durante 4 min. Se lavaron con tampon de lavado de células, se
resuspendieron en el tampdn de lisls total de células, se agitaron en vértex durante 20 s, y
se dejaron en hielo 15 min, tiempo tras el cual la suspension fue centrifugada a 12000 rpm,
durante 10 min y a 4°C. El sobrenadante de esta centrifugacién se consider6 el extracto
celular total.

4.2.2.- Preparacién de fracciones citosodlica y particulada.

Para analizar las protefnas de membrana y citosol celular de forma separada, los
extractos se prepararon segln el método descrito por Isakov y Altman (130). Para ello
50x10© células se recogieron, como antes por centrifugacion, se lavaron una vez con PBS
frfo, se resuspendieron en 2 ml de tampdn de lisis para preparacion de fraccién citosdlica y
particulada y se sonicaron, en hielo, tres veces consecutivas, 10 s cada vez a 4 micrones
de amplitud. El extracto se centrifugd a 100000 x g durante 20 min a 4°C en una
ultracentrifuga TL 100. El sobrenadante se recogid, y es lo que se considerd fraccidn
citosdlica. El precipitado se resuspendid, con ayuda de un homogeneizador de vidrio, en el
tampan anterior al que se le hablfa afiadide 1% Triton X-100, y se dejé durante 1 h a 4°C,
con el objeto de solubilizar las membranas. Esta suspensién se centrifugé a 100000 x ¢
durante 20 min a 4°C, y el sobrenadante fue lo que se recogié y se consideré como la
fraccién particulada.

4.3.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA.

Del extracto obtenido anteriormente, blen sea procedente de una lisis total de la
célula, o de las fracciones separadas de membrana y citosol, se determind la concentracion
de proteina mediante el método de Bradford (30}, utilizando BSA como estandar.

4.4.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

Los extractos proteicos fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS), segln el método de Laemmli (151). Se
aplicaron en los geles entre 30 y 80 pug de protelna de las distintas fracciones, previamente
resuspendidas en tampén de muestras de Lasmmli y hervidas.
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En general, se utilizaron geles de 10 cm de longitud con 8% acrilamida, 0,2%
bisacrilamida y 0,1% SDS. Cuando la protelna en estudio era ERK2, con el objeto de
visualizar mejor el retraso en la movilidad electroforsética se utilizaron geles de 20 cm de
longitud con 8% de acrilamida, 0,14% bisacrilamida y 0,2% SDS.

4.5.- INMUNOTRANSFERENCIA.

Las proteinas separadas mediante electroforesis en SDS-PAGE, se transfirieron a
filtros de Immobilon-P. La transferencia se realizé a 2 mA/cm?2, durante 90 min y a
temperatura ambiente, en tampodn de transferencia, Una vez transferidas las protelnas, el
filtro se tifié con una solucidn de 0,1% rojo Ponceau en 1% &cido acético durante 10 min, y
se destifié con una solucién de 1% acido acstico, para comprobar que la carga habfa sido
homogénea y que la transferencia habla funcionado correctamente.

4.6.- INCUBACION DEL FILTRO.

Posteriormente al filtro se incubd con 3% (p/v) leche en polvo desnatada en T-
TBS, durante 1 h a temperatura ambiente, con el objeto de reducir las unicnes
inespecificas, al filtro, de los anticuerpos que después sa iban a utilizar. Tras lavarse con
T-TBS 3 veces, 10 min cada vez, el filtro se Incubd con la dilucion adecuada del anticuerpo
primario en T-TBS, durante 2 h a temperatura amblente y se volvid a lavar con T-TBS 3
veces, 10 min cada vez, para después ser incubado con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa, diluido en T-TBS, durante 1 h a temperatura ambiente. El filtro se
lavé con T-TBS, 10 min cada vez, y una vez con TBS, El revelado se realizé utilizando un
método quimico (cloronaftol junto con agua oxigenada) o un método quimioluminiscente
(ECL).

5.- CROMATOGRAFIAS.
5.1.- CROMATOGRAFIA EN MONO-Q HR 5/5.

5.1.1.- Tampones.

Fampon de lisis celular
50 mM Tris-HCI pH 7,5, 2 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,25 M sacarosa, 5

pg/ml pepstatina, 40 pg/ml PMSF, 10 mM benzamidina, 8 ug/ml antipalna, 25 pg/m!
aprotinina, 0,5 mg/ml leupeptina, 0,1 mg/ml ovoalbtimina.

Tampdn de equilibrado de la resina
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50 mM Tris-CIH pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,6 mM EGTAy 1 mM DTT.

Todos los tampones fueron filtrados através de una membrana de nitrocelulosa de
0,45 um de diametro de poro.

5.1.2.- Preparacidon de la muestra y cromatografia.

La preparacién de la muestra que posteriormente se iba a cromatografiar en la
columna de Mono Q HR 5/5 fue como sigue: Se recogieron alicuoctas de 125 x 108 células,
se lavaron con PBS frlo y se resuspendieron en el tampén de lisis celular. Posteriormente,
se sonicaron en hielo tres veces consecutivas, 10 s cada vez a 4 micrones de amplitud.
Los extractos se centrifugaron a 100000 x g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se filtré
a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um de diametro de poro, y se aplicaron
6-8 mg de proteina a una columna de Mono Q-Sefarosa, asistida por un sistema de
cromatografia liquida de flujo (FPLC), previamente equilibrada en el correspondiente
tampén de equilibrado. Las proteinas retenidas fueron eluidas de la resina con 16 ml de un
gradiente de 0 a 400 mM NaCl en tampén de equilibrado, y recogidas en fracciones de 0,5
mi

Las distintas fracciones se utilizaron bien para el ensayo de actividad PKC, o bien
para inmunodeteccion siguiendo los pasos descritos en el apartado anterior,

5.2,- CROMATOGRAFIA EN HEPARINA-AGAROSA.

5.2.1.- Tampones

Tampdn de didlisis
50 mM Tris-CIM pH 7,5, 0,5 mM EDTA, 0,56 mM EGTA, 5 mM B-ME, 10% dliceral.

Tampén de equilibrado
50 mM NaCl en tampdn de dilisis.

5.2.2.- Preparacion de la muestra y cromatografia.

Las fracciones, procedentes de la cromatograffa en Mono-Q sefarosa, con actividad
entre 120 y 210 mM NaCl (3 ml) se juntaron. La mezcla resultante se dializd y
cromatografié en un resina de heparina agarosa previamente equilibrada. L.o mismo se hizo
con la actividad que elufa entre 230 y 320 mM NaCl. Tras aplicar cualquiera de las dos
muestras, la resina se lavd con 5 volimenes de la columna de tampdn de equilibrado. Para
eluir las proteinas retenidas, se aplicé un gradiente de 50-800 mM NaCl, de 15 ml, y se
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recogieron fracciones de 0,5 ml. Las distintas fracciones se utilizaron bien para el ensayo
de actividad PKC, o blen para inmunodeteccién siguiendo los pasos descritos en los
apartados 4.4-4.6 de Materiales y Métodos,

6.- VALORACION DE LA ACTIVIDAD PKC.

Esta actividad se determiné midiendo la incorporaclén de 32P desde el sustrato
donador, [v-32P)-ATP, al sustrato aceptor, MBP.

La mezcla de reaccién, en un volumen final de 25 pl, contenfa: 50 mM Tris-HCI pH
7,5, 10 mM MgClo, 0,5 mg/ml MBP, 40 uM ATP, [y-32P]-ATP (2500 cpm/pmol), 10-20 ng
de proteina, con o sin 1 mM CaClg, 500 pg/ml PS, y 100 ng/ml PDBu. La PS se secd
mediante la evaporacién del solvente orgdnico, bajo una corriente de nitrégeno, y fue
resuspendida en 50 mM Tris-HCI pH 7,5, mediante 2-3 sonicaciones consecutivas, de 10
s cada una a 4°C. Después de 10 min de incubacién a 30°C, la reaccién se paré mediante
la adicién de la mezcla de incubacién a filtros de papel P-81. Los filtros se lavaron con 75
mM &cido fosférico, varias veces hasta que la radiactividad en la solucién de lavado era
practicamente despreciable. La radiactividad de los filtros se cuantificd con un contador de
emision p.

7.- ANALISIS ESTADISTICO.

Para la realizacién del andlisis estad/stico se utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov
para la normalidad, y el test de Spearman para la correlacién.
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Resultados

1.- PAPEL DE PKC EN LAS TRANSICIONES G¢/G1 Y Gi/S DEL
CICLO CELULAR DE LINFOCITOS T.

1.1.- TRANSICION Gg/G1.

Las sefiales que hacen que el linfocito T salga del estadic de quiescencla Goy
entre en la fase G del ciclo celular, como son la estimulacién del TCR por un antigeno, o
lectinas mitogénicas van a originar un aumento en los niveles intracelulares de dos
segundos mensajeros que son calcio y diacilglicerol, provocando la activacién fisiologica de
PKC, entre otros eventos Intracelulares (22). Esta activacion del linfocito T puede
conseguirse mediante el uso conjunto de iondforos de calcio v ésteres de forbol (274,284),
que promueven de forma no fisioldgica un incremento del calcio intracelular y la activacion
de PKC. Ya que este aumento en la actividad de PKC es un requisito indispensable en la
activacion de linfocitos T, los inhibidores de PKC potencialmente actuarfan blogueando la
proliferacién de los mismos. Un inhibidor de PKC comunmente utilizado ha sido el alcaloide
microbiano estaurosporina (166). Sin embarge, su falta de especificidad (291) es el
principal problema cuando se desea un blogueo selectivo de una via de sefializacion
celular dependiente de PKC. En los Ultimos afios se ha sintetizado un inhibidor de PKC,
BIS, estructuralmente relacionado con estaurosporina y descrite como inhibidor potente y
més especifico de PKC (271) que los utllizados hasta el momento. Con el fin de estudiar la
intervencién de PKC en la activacién de linfocitos T, y como base para estudios
posteriores, analizamos el efecto del BIS en la transicion Go/G1 del ciclo celular,

Este estudio lo llevamos a cabo midiendo la Incorporacion de (3H)-timidina en
linfocitos recién obtenidos de ganglios de rata  Para realizar esta medida, las células se
preincubaron 1 h, antes del estimulo correspondiente, con BIS en un rango de
concentraciones que variaron ente 0,25 y 5 uM. Posteriorments se afiadio bien 2 pg/mi
Con A, (lectina mitogénica), o bien 5 ng/m! PDBu (éster de forbol) Junto con 0,25 pM
A23187 (iondforo de calcio). La incorporacion de (3H)-timidina se reallzé segun se explica
en el apartado 3,1 de Materiales y Métodos.

En la figura 5, se muestra que en ambos casos se produjo un blogueo por BIS de la
proliferacién que es dosis dependiente. También se pudo observar una inhibicion, algo
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Figura 5. Inhibicién de la proliferacién celular de linfocitos T por BIS utilizado a distintas
concentraciones.

La figura musstra la incorporacién de (SH)-timidina de linfocltos T, realizada como se explica en el
apartado 3.1 de Materiales y Métodos, que habian side Incubados durante 1 h con dlferentes
concentraciones de BIS, y que postetiormente se estimularon con 2 pg/ml Gon A {(—e-), o con 5
ng/ml PDBu méas 0,25 pM iondforo A23187 (—e-). El experimento se reallzd por triplicado

representdndose en la grafica la madla £ SD .
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mayor, de la proliferacién promovida por Con A, que de la inducidada por PDBu junto con
el iondforo de calcio.

Para estudiar si esta actividad PKC, que se estaba inhibiendo, era necesaria
sélamente en un tiempo préximo al estimulo, o también en tiempos posteriores, se afiadio
0,5 uM BIS a la vez y a diferentes tiempos después de la adicién del estfimulo. Como se
observa en la figura 6, el BIS afadido a la vez que el mitégeno, Con A o PDBU mas
ionoforo A23187, produjo una Inhibicion de méds del 90% de la incorporacién de (3H)-
timidina. La adicién del BIS a tiempos posterlores, siguié bloqueando en un 90% la
proliferacion producida por Con A. En el caso de PDBu més ionéforo de calcio, el bloqueo
de la proliferacion fue progresivamente menor, siendo la inhibicién de un 70% si el BIS se
afiadia a las 5 h tras el estimulo.

Estos resultados, de acuerdo con lo ya descrito (22), indican que en el sistema
empleado es necesaria la actividad PKC en la transicidén Gg/G, y ademas no s6lo como
un evento temprano, sino también, al menos, hasta 5 h después del estimulo.

1.2.- TRANSICION G1/8.

Como se ha descrito anteriormente, el paso de la fase Gy a la fase S del ciclo
celular en los linfoblastos T, puede producirse tras el estimulo de la ¢élula con su factor de
crecimiento especifico IL-2, o con un éster de forbol como es el PDBu. Hay datos que
demuestran que las vias de transduccidn activadas por ambos estimulos son distintas,
residiendo una de las diferencias principales, en el hecho de que la proliferacidn por IL-2 es
independiente de la actividad PKG, mientras que para el PDBu, su receptor intracelular es
precisamente una buena parte de las isoformas de PKC. Por tanto, el uso da inhibidores
especificos de la actividad PKC, bloguearia la proliferacion desencadenada por el éster de
forbol, pero no por la citoquina. Se analizé el efecto del BIS, y se comparé con el efecto
producido por otro inhibidor de PKC menos especifico, como es la estaurosporina, en la
incorporacion de (3H)-timidina, en linfoblastos T, procedentes de bazo de rata, y obtenidos
como se describe en el apartado 1.2 de Materiales y Métodos.

En la figura 7, se puede observar como BIS fue capaz de bloquear la poliferacion
inducida por PDBu a concentraciones (0,25 pM) a las que no afectd la causada por IL-2,
inhibiéndose la proliferacién promovida por esta dltima, sélamente a altas concentraclones
del inhibidor (3-5 uM). Por otro lado, la estaurosporina bloqued la proliferacidn promovida
por ambos mitdgenos a concentraciones en ¢l rango de nM.

Estos datos muestran claramente la especificidad de accidn del BIS, como inhibidor
de las sefiales desencadenadas por PKC, confirmando que la sefial producida por IL-2 es
independiente de la actividad PKC,
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Figura 6. Inhibicién de la proliferacién celular de linfocltos T por BIS afiadido a distintos
tiempos,

La figura muesta la incorporacion de (3H)-timidina de linfocitos T estimulados con 2 pg/mt Con A, ©
con 5 ng/ml PDBu més 0,25 WM. londforo A23187, incubados en ausencia o en presencia de 0,5 uM
BIS, afadido al mismo tiempo (0 h) o después (1-5 h) del estimulo. El experimento se realizé por

triplicado representdndose en la gréfica la media + SD.
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Figura 7. Efecto del BIS y de la estaurosporina en la proliferaclén celular producida por

PDBu o IL-2 en linfoblastos T.

La figura muestra la incorporacién de (3H)-timidina de linfoblastos T, realizada como se explica en
¢l apartado 3.2 de Materiales y Métodos, que habfan sido Incubados durante 1 h con distintas
concentracionss de BIS (parte superior de la figura) o de estaurosporina {parte inferior de la
figura), y que posteriormente se estimularon con 80 ng/ml PDBu (—e-}, 0 con 20 U/ml IL-2 (—o-}, El
experimento se realizé por triplicado, representandose en la grafica la media + 8D.
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2.- ACTIVACION DE DIFERENTES ISOFORMAS DE PKC EN LA
TRANSICION G+/S

2.1.- ESTUDIO DE LA DEPLECION DE LAS ISOFORMAS DE PKC

Los receptores intracelulares para los ésteres de forbol son las diferentes isoformas
de PKC susceptibles de ser activadas por dichos agentes, Hasta el momente todas las
isoformas de PKC se unen a ellos, a excepcion de las isoformas &, A, 1 (122). El PDBU al
unirse al dominio regulador de la mayorfa de las PKC, promueve su translocacion a la
membrana, donde el enzima es activado por lfpidos de membrana y degradado
répidamente. Si el tiempo de incubacién con el éster de forbol es prolongado, se puede
llegar a la eliminacién, o deplecidn, del enzima de la célula debido a su degradacién
proteclitica. A este fendmeno se [e conoce como "down regulation”. Por tanto, para estudiar
qué isoformas eran susceptibles de ser activadas por PDBu en ia transicion G+/8 del ciclo
celular, se analizo la deplecidn de las mismas, en respuesta a la incubacion de linfoblastos
T con diferentes concentraciones del éster de forbol, desde 5 a 150 ng/mi, seguida de
inmunotransferencia y posterior inmunodeteccitn, empleando anticusrpos especf(ficos para
cada una de las isoformas.

En la figura 8, se muestra como las isoformas o, B, 8, &, y p82 { dejaron de
detectarse después de 14 h de incubacién de los linfoblastos T con PDBuU. Ademas, se
pudo observar que las isoformas eran igualmente sensibles al éster de forbol, excepto las
isoformas &y p82 { que necesitaron concentraciones més altas (30-80 ng/ml) de PDBu,
que las requetridas para la eliminacién de las otras isoenzimas (5 ng/ml). Por otro lado, p75
{ permanecid tras la exposicién de las células al éster de forbol.

Luego, el experimento mostrado en la figura 8, implicaba que las isoformas o, B, 6, €
y p82  son susceptibles de ser activadas por PDBu en la transicién G4/8.

2.2.- TRANSLOCACION A LA MEMBRANA DE LAS ISOFORMAS DE
PKC.

Ya que el enzima en su proceso de activacién, es translecade desde el citosol a la
membrana plasmética, estd aceptado como medida de activacion de las isoformas de PKC
su localizacién en la membrana en un tiempo corto después de [a adicion del estimulo (20).
Por tanto, mediante inmunodeteccién en filtro, se estudié la translocacidn del citosol a la
membrana de las distintas isoenzimas. Las células se estimularon bien con 80 ng/ml PDBu
o con 20 U/ml IL-2, utilizando esta Gltima como control negativo, y se recogieron a los
tiempos indicados en la figura, separdndose la fraccién citosdlica de la particulada segdn se
explica en el apartado 4.2.2 de Materiales y Métodos.
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Figura 8. Efecto del tratamiento prolongado de linfoblastos T con PDBu sonre distintas
isoformas de PKC.
La figura muestra |la iInmunodeteccidn en filtros, realizada segun se describe en el apariado 4 de
Materiales y Métodos, de distintas isoformas de PKG, utlizando anticuerpos especificos para
cada isoforma. Los linfoblastos T una vez obtenidos, como se explica en el apartado 1.2 de
Materiales y Métodos, se recogieron (primer carril lzqulerda), o se mantuvieron en cultivo en
ausencia {segundo carril izquierda), o en presencia de diferentes concentraciones de PDBu durante
14 h. En la inmunotransferencia se utilizaron 80 pg de protelna total, aislada a partir de los
linfoblastos T, como se explica en el apartado 4.2.1 de Materiales y Métodos. El anticuerpo que
se utilizé en cada caso, se especifica con ta letra griega correspondiente, que aparece a la
izquierda de cada inmunotransierencia. Los anticuerpos se emplearon a una concentracion de 3
pg/ml. Los nimeros a la izquierda indican la posicién de los marcadores de peso molecular

expresada en kDa,



Rasultados

2.2.- TRANSLOCACION A LA MEMBRANA DE LAS ISOFORMAS DE
PKC.

Ya que el enzima en su proceso de activacion, es translocado desde ef citosol a la
membrana plasmética, esta aceptado como medida de activacién de las isoformas de PKC
su localizacién en la membrana en un tiempo corto después de la adicién del estimulo (20),
Por tanto, mediante inmunodeteccién en filtro, se estudid la translocacidn del citosol a |a
membrana de las distintas isoenzimas. Las células se estimularon kien con 80 ng/ml PDBuL
o con 20 U/ml IL-2, utilizando esta Ultima como control negativo, y se recogieron a los
tiempos indicados en la figura, separandose la fraccién citosdlica de la particulada segun se
explica en el apartado 4.2.2 de Materiales y Métodos.

Como se muestra en la figura 9, las isoformas «, B, 8 y p82 § son principalmente
citosdlicas en células no estimuladas, y se translocan a la membrana tras la adicion de
PDBu; p75 £, que también es citosdlica, en mayor proporcion, en estas celulas, no se ve
afectada. IL-2 no originé ninglin cambio en la localizacion subcelular de ninguna de las
fsoenzimas de PKC.

Con respecto a PKC g, en células no estimuladas ya se observd su presencia en
membrana, y no se aprecié ningdn aumento del enzima en la misma tras el estimulo, pero
sl se detecté una disminucién de la cantidad presente en la fraccion citosdlica. Por otre lado
este enzima fue especialmente sensible a proteolisis, pues cuando el extracto, una vez
afadido el tampdn de muestras de Laemmli, y hervido, es congelado y descongelado 2-3
veces, se produjo una visible degradacién del enzima (datos no mostrados),

Estos datos nos indicaron que, al menos, las isoformas o, B, 8 y p82 { son
activadas por PDBu.
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Figura 9. Distribucién subcelular de distintas isoformas de PKC en linfoblastos T
estimulados con PDBu.

La figura muestra la distribucidn subcelular de distintas isoformas de PKC, mediante
inmunodeteccién en filtro empleando anticuerpos especificos para cada Isoforma. Para la
inmunotransferencia se emplearon 40 pg de proteina procedente de la fraccién soluble (Ct) o de
la fraccién particulada (M), obtenidas, segin se explica en el apartade 4.2.2 de Materiales y
Métodos, a partir de linfoblastos T, que hablan sido estimulados con B0 ng/ml PDBu o con 20
Uiml IL-2, recogiéndose las células a los bempos indicados. El anticuerpo utilizado en cada caso se
indica con la respectiva letra griega a la lzquierda. Los ndmeros a la izquierda de cada
inmunotransferencia sefialan la posicidn de los marcadores de peso molacular, expresada en kDa.
C: control de células sin estimular.
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3.- ESTUDIO BIOQUIMICO DE LOS POLIPEPTIDOS p75 { Y p82
L.

Utilizando el anticuerpo o-PKC { se detectaron, en extractos de linfocitos T de rata,
dos bandas especificas de 75 y 82 kDa, cuya unidn al anticuerpo podia competirse con el
péptido inmunizante, figura 10. Esta caracter(stica comun, por un lado, junto con el hecho
de que en los estudios de deplecién y translocacion a la membrana, p75 ¢ y p82 { se
comportaran de diferente forma, nos llevé a realizar un estudio comparativo de su
comportamiento en algunos aspectos blogulmicos.

Para llevar a cabo este estudio bioquimico, de un extracto celular de linfoblastos T
se hicieron dos pasos ctomatograficos, Mono-Q sefarosa y heparina-agarosa, andlisis por
inmunodeteccidén en filtro y ensayo de la actividad PKC.

3.1.- CROMATOGRAFIA EN MONO-Q SEFAROSA
3.1.1.- Comportamiento cromatografico de p75 { y p82 {.

Las fracciones obtenidas de la cromatografla en columna de Mono-Q, realizada
como se describe en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos, se analizaron mediante
inmunodeteccion en filtro, con el anticuerpo o-PKC L.

Como se muestra en la figura 11A, esta cromatograffa permitié separar las
polipéptidos p75 y p82 que se detectaban con el a-PKC {, eluyendo p82 { a una
concentracién de 150 mM NaCl (fraccién 10) y p75 £ a 270 mM NaCl (fraccién 18). Estos
polipéptidos, p82 £ y p75 ¢, se detectaban ambos como un doblete.

3.1.2.-Ensayo de la actividad PKC. Respuesta a PS/PDBu, BIS y
pseudosustrato .

Se valoré la actividad PKC de las fracciones obtenidas en la columna antetior,
segln se explica en el apartado 6 de Materiales y Métodos.

Como se observa en la figura 11B, el polipéptido p82 { comigraba con una
actividad fosforilante sobre MBP, la cual es estimulada unas dos veces por PS (datos no
mostrados) y unas ocho veces por PS/PDBU, mientras que el polipéptido p76 comigro con
una actividad que fosforllaba MBP, y que no respondié a ninguno de tos dos activadores.
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Figura 10. Competicién con el péptido inmunocgénico del anticuerpo «PKC (.

La figura muestra la inmunodeleccién de la isoforma [ de PKC detectada con el anticuerpo
espacifico. Para la inmunotransferencia se emplearon 60 pg de proteina total procedente de
linfoblastos T. El filtro se incubd con el anticuerpe aPKC { en ausencia (-) o en presancia (+) del
péptido inmunogénico, utilizado éste a una concentrackin de 1,5 ug/mi.
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Figura 11. Separacién mediants cromatografia en columna de Mono-0 de pB2 { y p75 L.

Se cromatografiaron -8 mg de proleina procedentes de linfoblastos T en una columna de Mono-
. Q, como se describe en el apartado 5.1 de Materiales y Mélodos. (A) Inmunodeteccidn reallzada
' con @l anticuerpo «-PKC . Para la inmunotransferencia se utiizaron 30 pl de las fracciones
| procedentes de la cromatografia, (B) Perfil de la actividad PKC de las fracciones anteriores. El

ansayo sa realizd utiizando MBP como sustrato, en ausencia (—s-) o en presencia {—=) da PS y

POBu, como se axplica en &l aparado & de Maleriales y Métodos, v por duplicado,
| mpresdntandosa an la grafica la media de ambos valores.
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Para llevar a cabo una mejor caracterizacion de estas dos actividades, se estudio el
efecto de diferentes inhibidores sobre ambas. Se probé el efecto del BIS, en fas fracciones
en las que eluian estas dos actividades de PKC. Ambas se Inhibieron con una |Cgp
aparente de 30 nM, como se muestra en |a figura 12.

Se utilizé también un péptido pseudosustrato (pseudosustrato ), disefiado de
acuerdo con la regién aminoterminal del isoenzima PKC {, regién que bloquea el dominio
catalftico de la quinasa. Segtn se puede observar en la figura 13 ambas actividades se
inhibleron con una ICsg aparente de 2 UM,

3.2.- CROMATOGRAFIA EN HEPARINA-AGAROSA.

Se realizé un segundo paso de purificacion, utilizando una resina de hepatina
agarosa para analizar si las bandas detectadas con el a-PKC { comigraban de nueve con
actividad PKC. Para ello, las fracciones de la cromatografia anterior que constitufan el pico
de actividad que comigraba con p82 ¢, se juntaron y la mezcla resultante se dializd, para
reducir al maximo la concentracion de NaCl presente, y se cromatografié en esta segunda
resina, segun se explica en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Se procedio de igual
forma con las fracciones correspondientes al pico de actividad que comigraba con p75 &,

3.2.1.- Comportamiento cromatografico de p75 { y p82 L.

En esta segunda columna p82 { eluyd a una concentracién de 80 mM NaCl
(fraccidn 3), como se muestra en a figura 14A. En el caso de p75 { la sefial se detecté en la
fraccién 7, correspondiente a 340 mM NaCl| (fraccion 7) segun se observa en la figura 15A

3.2.2.- Ensayo de la actividad PKC. Respuesta a PS/PDBu.

En la figura 14B se puede ver que al valorar la actividad quinasa sobre MBP, en
ausencia de activadores, p82 { no comigraba con la fraccién de méaxima actividad, pero sf
con una actividad que se estimulaba en presencia de PS/PDBu,

Por otra parte, en la cromatografla para p75 , se observé que €sta comigraba de
nuevo con una actividad quinasa sobre MBP insensible a PS/PDBu, como se muestra en
la figura 15B.,
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Figura 12. Inhibicién por BIS de |a actividad PKC de p75 {y p82 (.

La figura muestra la curva de inhibicién de fa actividad PKC de p75 { y pB2 [ en presencia de
diferentes concentraciones de BIS, Se utilizé como fuente de enzima 6 pl de la fraccién 18 de la
Mono-Q para p75 & ,y de la fraccién 10 de la Mono-Q para p82 {. El ensayo se realiz6 utilizando
MBP como sustrato, segin se describe en el apartado de Materiales y Métodos, y por

duplicado, representéndose en la grfica la media de ambos valores.
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Figura 13. Inhibicién por pseudosustrato { de la actividad PKC de p75 { y p82 L.

La figura muestra la curva de inhibiclén de la actividad PKC de p75 € y p82 { en presencia de
distintas concenlraciones de pseudosustrato §. Se utilizé como fuente de enzlma 6 il de la fraccion
de la 18 de la Mono-Q p75 ¢, y de la fraccién 10 de la Mono-Q para p82 ¢, El ensayo se reallzé
utilizande MBP como sustrato, segln se describe en el apartade 6 de Materiales y Metodos, y

por duplicado representéandose en la grafica fa media de ambos valores.
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Figura 14. Andlisis cromatogréfico en columna de Heparina-agarosa de p82 .

La muestra, obtenida a partir de las fracciones del gradiente entre 120 y 210 mM NaCl de |a
columna de Mono Q, se prepard y cromatografid en una columna de Heparina-agarosa segin se
describe en el apanado 5.2 de Materiales y Métodos. (A) Inmunodeteccidn de p&2 [, utilizando el
anticuerpo a-PKC L. Para la inmunotransferencia se utilizaron 30 pl de las fracciones con actividad
PKC procedentes de la cromatografia. A la izquierda se indica la posicién del marcador de peso
molacular expresada en kDa; la flecha a la derecha indica la posicién de p82 C. (B) Perfil da la
actividad PKC procedenta de las fracciones anteriores. El ensayo se realizd utiizando MBP como
sustrato, segln se explica en el apartado 6 de Materiales y Métodos, en ausencia (—) o en

presencia (—s-) da PS y PDBu, y por duplicado, representdndose en la grifica la media de
ambos valores,
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Figura 15. Andlisis cromatogréfico en columna de Heparina-agarosa de p75 L.
La muestra, obtenida a partir de las fracciones del gradiente entre 230 y 320 mM NaCl de la

columna de Mono Q, se prepard y cromatografid en una columna de Heparin-agarosa segin se
describe en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. (A) Inmunodeteccién de p75 £ utilizando el
anticuerpo a-PKC . Para la inmunotransferencla sa utilizaron 30 u de las fracciones con actividad
PKC procedentes de la cromatografia. A la izquierda se indica la posicidn del marcador de paso
molecular exprasada en kDa; la flacha a la deracha indica la posicidn de p75 [. (B) Paril de la
actividad PKC procedente de las fracciones anteriores. El ensayo se realizéd utiizando MBP como
sustralo, segln se explica en el apariado 6 de Materiales y Métodos, en ausencia (—=-) o en
presencia (—s-) de PS y PDBu, y por duplicado, representdndose en la grifica la media de
ambos valores,
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Los datos obtenidos de ambas cromatografias, Mono-Q sefarosa y heparina-
agarosa, indicaron que el polipéptido p75 { se comporta como la PKC { descrita por
algunos grupos (144,179), mientras que el polipéptido p82 £ parece ser una isoforma
relacionada.

4.- ESTUDIO DE ERK2 EN LA TRANSICION G1/S.

Con objeto de estudiar otros elementos en |a vlia de transduccién de la sefial que
comenzaba con |a activacion de las isoenzimas de PKC, se estudié el comportamiento de
olras quinasas, implicadas en mecanismos de sefalizacién, como son ERK2 {134,170,171)
v Raf-1 (60,134,170).

4.1.- ERK2 ES ACTIVADA TRAS LA ESTIMULACION CON PDBu.

ERK2 es un enzima cuya actividad esta regulada por fosforilacion/defosforilacion.
Su activacion se produce por la fosforilacion de residuos de treonina y tirosina. La forma
fosforilada del enzima se puede distinguir de la no fosforilada, pues sufre un retraso en su
movilidad electroforética, en geles de actilamida en condiclones desnaturalizantes, y
mediante inmunodetaccion en filtro, utilizando un anticuerpo v-ERK, se observan dos
seflales: una, la correspondiente al enzima sin hiperfosforilar (inactivo), y otra, de migracion
imas lenta, perteneciente a la fraccién del enzima hiperfosforilado (active). Por ofro lado, ya
que el enzima activado necesita ser fosforilado en tirosina, se puede detectar un aumento
en los niveles de fosfotirosina en ERK2 activada, mediante el abordaje anterior, y
empleando un anticuerpo o~fosfotirosina {(«-PTyr}. Por tanto, como criterio para medir la
actividad analizamos los dos parametros: Retraso en la movilidad electroforética y un
aumento en los niveles de fosfotirosina.

Primeramente analizamos si a la concentracién de PDBu a la cual se habfan
realizado los estudios de translocacion de la PKC a la membrana, se observaba una
activacion de ERK2. Para ello, los linfoblastos T se incubaron con el éster de forbol, y se
recogieron las células a 2 y 30 min tras el estimulo, Como se pued_e observar en la figura
16A, a dichos tiempos una fraccion de las moléculas de ERK2 sufre un retraso en la
movilidad electroforética, correlacionando |a aparicién de esta banda superior con un
aumento en los niveles de fosfotirosing, figura 168.

Este experimento demuestra que ERK2 se activa tras la estimulacién de

linfoblastos T con PDBu.
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Figura 16. Activacién de ERK2 en linfoblastos T estimulados con PDBu.

La figura muestra las inmuncdeteccicnes de ERK2, utilizando (A) el anticuerpo especifico a-ERK, ¢
(B) & anficuarpo especiiico «-P-Tyr. En ka inmunctransfenencia mostrada an (A) se utilizaron 30 jug y
eén (B) 90 ug de protaina tolal procadenta de linfoblastos T, estimulados con B0 ng/ml PDBL

duranta 2 & 30 min. C: control de células sin estimular, p42 indica las bandas cormespondiantas &
ERK2, la flacha a la derecha sefiala ERK2 hiparfosforilada.



Resultados

4.2.- PAPEL DE ERK2 EN LA TRANSICION G4/S EN LINFOBLASTOS T.
4.2.1.- Efecto del BIS en la activacién de ERK2.

Debido a que ERK2 se activaba en respuesta a PDBu, y BIS blogueaba la
proliferacion desencadenada por este mitégeno, estudiamos cémo se afectaba la
activacién de ERK2 en presencia del inhibidor de PKC.

Para ello se preincubaron las células con 0,5 UM BIS, durante 1 h, previo al
estimulo con 80 ng/ml PDBu. Como se muestra en la figura 17A, en presencia de BIS se
inhibid el retraso en la movilidad electroforética, y el aumento en los niveles de fosfatirosina
de ERKZ2, figura 17B.

La inhibicién de la activacién de ERK2, por parte de BIS, fue dosis dependients,
pues, en otro experimento, correlacioné con la Inhibicion de la proliferacién en un rango de
concentraciones de BIS entre 0,2 y 2 uM {(datos no mostrados).

Estos resultados indicaron que la activacion de ERK2 se debe especificamente a la
activacion de PKC, y que posiblemente esté participando en la sefial de proliferacion
desencadenada por PDBu.

4.2.2.- Relacién proliferacién celular/activacién ERK2,

Con el fin de estudiar en mas profundidad la importancia de la activacion de ERK2
en la proliferacidn celular, se analizé la relacién de la proliferacién celular y la activacion de
ERK2, a diferentes concentraciones del mitégeno. La proliferacién se midid como
incorporacién de (°H)-timidina en linfoblastos T.

Como se puede observar en la figura 18, existe una correlacién directa entre la
concentracién de PDBuU requerida para promover proliferacién y fa requerida para inducir la
hiperfosforilacién del enzima.

No sélamente a diferentes concentracicnes de PDBu variaba el retraso en la
movilidad electrofrética de ERK2, sino que también esta variacion se observo entre
diferentes experimentos, utilizando en todos ellos una concentracién saturante (80 ng/ml)
del éster de forbol, y siendo el tiempo de incubacién del mitégeno Igual en todos ellos. Ya
que, por otro lado, la capacidad del PDBu de funcionar como mitégeno, medido como el
nimero de veces que aumentaba la incorporacion de timidina, tambien variaba entre
distintos expetimentos, utilizéndose siempre 80 ng/ml, quisimos estudiar si habfa alguna
relacién entre el porcentaje de moléculas hiperfosforiladas de ERK2 y la proliferacion

celular.
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Figura 17. Efecto del BIS en la activacién de ERK2 en linfoblastos T estimulados con PDBu.
La figura muestra la inmunodeteccion de ERK2, utilizando (A) el anticuerpo especifico a-ERK, o
(B) el anticuerpo especifice a-P-Tyr. En la inmunoiransierencia mostrada en (A) se utilizaron 30 pg
y an (B) 90 ug de proteina total procedentas de linloblastos T, incubados duranmte 30 min en
ausencia o en presencia de 0,5 uM BIS, y posteromeants estimulados con 80 ngdmil PDBU durante
los tismpos indicados. C: control de células sin estimular, p42 indica las bandas correspondientes
a ERKZ, la flacha a la deracha sefiala ERK2 hiperfosforilada.
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Figura 18. Correlacién de la activacion de ERK2 con la proliferacion de linfoblastos T a

distintas concentraciones de PDBuU.
(A) Inmunodeteccién de ERK2, utilizande el anticuerpo especifico a-ERK. Para la

inmunotransferencia se emplearon 30 ng de protelna total, procedente de linfoblastos T que
fueron estimulados durante 30 min con las concentraciones Indicadas en la figura de PDBuU; p42
indica las bandas correspondientes a ERK2. (B) Incorporacion de (3H)-timidina de linfoblastos T
estimulados con las distintas concentraciones de PDBu. El ensayo se realizd por triplicado,

representdndose en la grafica la media £ SD.
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Para realizar este estudio, se analizaron 11 experimentos diferentes. Se cuantificd
el porcentaje de moléculas que hablan sufrido el retraso en la migracién mediante
densitometrado, y se determiné para cada experimento, el niumero de veces que habla
aumentado la sintesis de DNA.

Como se muestra en la figura 19, se observd que el ndmero de veces que
aumentaba la incorporacion de (3H)-timidina, era mayor cuando el porcentaje de la fraccién
hiperfosforilada de ERK2 aumentaba, teniendo ambos parametros una correlacion
significante {p<0,05}, segun el test de Spearman.

Todos estos datos sugirieron que la activacion de la quinasa ERK2 podria ser el
paso limitante en la transicion G1/S de los linfoblastes T premovida por PDBu.

4.3.- ERK2 ES NECESARIA PERO NO SUFICIENTE EN LA TRANSICION
G1/S DE LINFOBLASTOS T.

Para analizar si la sefal transmitida por PKC iba exclusivamente via ERK2, o se
necesiiaban otras vias adicionales, se estudié cuanto tiempo se mantenfa ERK2 activada
y 86 comparo con al tismpo que era necesario que estuviera presente la actividad PKC.

Con este fin, por un lado, se determind cual era la cinética de {osforilacién/
defosforilacion de ERK2, y por otro lado, se midié la proliferacién de los linfoblastos T
estimulados con PDBu, en presencia, o en ausencia, del inhibider de PKC, BIS, el cual se
anadié al medio de cultivo a distintos tiempos tras el estimulo,

Como se muestra en la figura 20, ERK2 ha retornado practicamente a sus niveles
basales a las 2 h tras el estimulo, mientras que se observa como incluso 3 h después del
estimulo con PDBU, el inhibidor de la actividad PKC, es capaz de reducir a un 40% la
proliferacién promovida por el éster de forbol.

Este resultado mostré que en la transicién Gy/S es necesario la presencia de una
actividad PKC sostenida, ncluso horas después de que ERK2 se ha Inactivado, indicando
que se necesita que PKC ejerza su funcién en otros pasos adicionales.
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Figura 19. Correlacién de la activaciéon de ERK2 con |a proliferacién de linfoblastos T
estimulados con PDBu,

Regresién polindmica obtenida por el test de correlacién de Spearman, después de comprobar
normatidad con el test de Kolmogorov-Smirnov (n=11). El porcentaje de moléculas de ERK2
hiperfosforilada se cuantificd mediante densitometrado de las dos bandas correspondientes a
ERK2 en las inmunodetecciones en filtro, realizadas con el anticuerpo a-ERK, empleando 30 pg de

proteina procedente de linfoblastos T, estimulados durante 30 min con 80 ng/m| PDBu. La
incorporacion de (3H)-timidina se midi6 en los linfoblastos T estimulades con 80 ng/ml. Incremento
en la incoporacién de (3H)-timidina significa e nimero de veces que aumenta la misma, en relacién

alas células no estimuladas.
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Figura 20. Inhibicién por BIS de la proliferacidn de linfoblastos T estimulados con PDBu tras
la activacién de ERK2.

(A) Inmuncdeteccion de ERK2, utilizando el anticuerpo especifico a-ERK. Para la
inmunotransferencia se emplearon 30 pg de proteina total, procedente de linfoblastos T
estimulados con 80 ng/ml PDBu, y recogidos a los tiempos indicados; C: control de células sin
estimular, p42 indica las bandas correspondientes a ERK2, (B).Incorporacidn de (3H)-timidina de
linfoblastos T estimulados con B0 ng/ml PDBu, e incubados en ausencia o en presancia de BIS, el
cual se afadié a la vez (0 h) o a diferentes tiempos (1-10 h) tras el estimulo. El experimenic se
realizd por triplicado, representdndose en la grifica la media £ S0,



Resultados

5.- LA ACTIVACION DE ERK2 PRECEDE A LA
FOSFORILACION DE LA QUINASA RAF-1

Rat-1 es otra quinasa implicada en los procesos de transduccién de sefiales, por
este motivo, quisimos determinar si también este enzima se activaba tras el estimulo con
PDBu y, siasi era, estudiar cual era su relacién temporal con la activacion de ERK2. Esta
quinasa también es activada por hiperfosforilacién en residuos de serina y treonina (60), y
el enzima fosforilado se puede detectar del mismo modo que ERK2, es decir, mediante un
retraso en su movilidad electroforética.

Primero se estudié su activacién a tiempos cortos. Para elio se estimularon los
linfoblastoes T con 80 ng/ml PDBu y se recogieron a los tiempos indicados en la figura 21,
Seglin se muestra en esta figura, la hiperfosforilacién de ERK2, que ya se observa a {os 2
min, precede a la de Raf-1, que no se observa hasta los 5 min. Ademas la
hipertosforilacion de Raf-1 sufre un aumento progresivo, presentando varlas formas
fostoriladas, alcanzando el estadio maximo de fosforilacion entre 30 y 40 min, Por otro lado,
ERK2 ya en 2 min alcanza el estadio méximo de fosforilacién, y sélamente se aprecian dos
formas en cuanto a fosforilacion se refiere.

Posteriormente, analizamos cémo se relacionaba la cinética de fosforilacion/
defosforilacién de ambos enzimas en un rango de horas. Como se ve en la figura 22,
ERK2 ha retornado a niveles basales aproximadamente a las 3 h, mientras que Raf-1
necesita entre 7-10 h para estar completamente defosforilada.

Estos resultados indicaron que la activacién de ERK2, promovida por PDBU, es
anterior y no depende de una previa hiperfosforilacién de Raf-1.

6.- PAPEL DE RAF-1 EN LA TRANSICION G+/S.

6.1.- BLOQUEO DE LA HIPERFOSFORILACION DE RAF-1 POR
INHIBICION DE PKC.

- Se estudié cémo se afectaba la hiperfosforilacién de Raf-1 en presencia del
inhibidor de PKC, BIS. Para ello, se preincubaron los linfoblastos con BIS durante 1 h
previamente al estimulo con PDBu, empleando varias concentraciones del inhibidor, las
cuales ya se hablan analizado ¢dmo afectaban a la proliferacién promovida por PDBu,
(figura 7). También se probé el efecto de otro inhibidor de PKC, la estaurosporina, del que
se habfia observado que tenfa una especificidad menor (figura 7). Las células se
recogieron a los 30 min de haber afiadido el PDBu.
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Figura 21. Cinética de la hiperfosforilacién de ERK2 y Raf-1 en linfoblastos T estimulados
con PDBu.

La figura muestra las inmunodetecciones de las quinasas Ral-1 y ERK2, utilizando (A) el anticuerpo
espaciflicod ac-Ral-1, y (B) el anticuarpo especifico o-ERK. Para las inmunolransferencias se
emplearcn 30 ug de proteina total procedente de linfoblastos T estimulados con B0 ng/ml PDBu,
y recogidos a ks tiempos indicados. C: control de células sin astimular, p72 indica las bandas
cormespondientes a Raf-1, p42 indica las bandas cormespondientes a ERKZ,
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Figura 22, Cinética de la hiperfosforilacién de ERK2 y Raf-1 en linfoblastos T estimulados
con PDBu.

La figura muestra las inmunodetecciones de las quinasas Raf-1 y ERK2, utilizando (A) el anticuerpo
espacifico ac-Ral-1, y (B) el anticuerpo especifico o-ERK. Para las inmunotransferencias se
emplaaron 30 pg de proteina total, procedente de linfoblastos T estimulados con 80 ng/mi PDBu,
¥ recogidos a los tiempes indicados. C: control de células sin estimular, p72 indica las bandas
correspendientas a c-Raf-1, p42 indica las bandas comespondientes a ERK2,
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El resultado, que se muestra en la figura 23, indica gue cuando se utiliza BIS, Ia
hiperfosforilacién de Raf-1 es bloqueada de forma andloga a como es bloqueada la
proliferacion, inhibiéndose completamente a la misma concentracion en que la proliferacién
se ha abolido (carriles 3-8).

Esto indicaba la dependencia de |a hiperfosforilacién de Raf-1 de la actividad PKC,
¥ su posible participacion en el control dei paso G /S de linfoblastos T.

Por otro lado, con estaurosporina se observé que a una concentracisn a la gue la
proliferacién se habia bloqueado, la hiperfosforilacién era sélo ligeramente afectada (carril
8).

Este hecho mostré, de nuevo, la mayor especificidad de BIS con respecto a
estaurosporina en su accién como inhibidor de la sefial desencadenada por PKC, v la
existencla de procesos implicados en la proliferacién celular, que son mucho més sensibles
a estaurosporina que la hiperfosforilacién de Raf, en respuesta a PDBu,

6.2.- EFECTO DE UN OLIGODESOXIRRIBONUCLEOTIDO
ANTISENTIDO DE RAF-1 EN LA TRANSICION G1/S

Con el uso de un oligonuclestide antisentido de Raf-1 se ha comprobado que se
produce un blogueo de la expresion de Raf-1, y una inhibicldn de la sintesis de DNA en
respuesta a diferentes mitdégenos (38,229,270). Los datos que habfamos obtenido hasta
este punto sugerfan que la hiperfosforilacion de Raf-1, por la vfa de PKC podria ser un
evento importante para desencadenar la entrada en la fase S, y pot otro lado, esta
hiperfosforilacién era posterior a ta activacion de ERK2. Para estudiar en mas profundidad
este punto se analizé el efecto de dicho oligonucledtido antisentido de Raf-1 en la
proliferacidn y en la hiperfosforilacién de ERK2 de linfoblastos T estimulados con PDBU.

Para realizar el experimento, las céluias se prelncubaron & h con el oligonucleétido
antisentido o con el oligonucleétido sentide de Raf-1, afiadiendo, pasado este tlempo el
mitégeno, Como se muestra en la figura 24B, el oligo antisentido de Raf-1, paro no el
complementario, fue capaz de bloquear la proliferacion celular a una concentracién de 1.5
LM, Sin embargo, a dicha concentracién de oligonucledtido, no se observd ningtn efecto
sobre la hiperfosforilacion de ERK2, analizada ésta a los 30 min de la adicién del éster de
forbol, segiin se muestra en la figura 24A.

Estos datos Indican que la activacién de Raf-1 es un evento necesario en la sefial
mitogénica desencadenada por PDBLU, aunque no estd implicade en la activacién de ERK2

por dicho mitégeno.
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Figura 23, Efecto del BIS y de la estaurosporina en la hiperfosforilacién de Raf-1.

La figura muestra la inmunodeteccion de la proteina Raf-1, empleando el anticuetpo especifico ce-
Raf-1, Para la inmunotransferencia se utilizaron 30 pg de proteina total procedente de linfoblastos
T incubados en la condiciones que se explican a continuagién: Los carriles 1 y 9 corresponden al
control de células sin estimular, los carriles 2 y 7 corresponden al control de células estimuladas con
80 ng/ml PDBu, durante 30 min, los carriles 3-6 corresponden a linfoblastos T incubados con 0,25,
0,5, 1y 2 1M BIS respectivamente 1 h antes del estimulo, el carril 8 corresponde a linfoblastes T
incubados con 10 nM estaurosporina 1 h antes del estimulo; p72 Indica las bandas

correspondientes a Raf-1.
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Flgura 24, Efecto del oligonucleétido antisentido de c-Raf-1 en la activacién de ERK2 yen

la proliferacién de linfoblastos T.

Los linfoblastos T fueron incubados durante 5 h en presencia del oligonucledtido sentido
{5+PDBu) o antisentido (AS+PDBu) de c¢-Raf-1, a una concentraclén de 1,5 1M ambos, v
postetiormente se estimularon con 80 ng/ml FDBu. C: contral de células no estimuladas, PDBu:
control de células estimuladas con 80 ng/ml PDBu. (A} Inmunodetecclén de ERK2, empleando el
anticuerpo especlfico a-ERK. Para la inmunectransferencla se utilizaron 30 pg de proteina total
procedente de linfobastos T tratados en las condiciones explicadas anteriormente, y recogidos a
los 30 min después de la adicion del PDBu, p42 indica las bandas correspondientes a ERK2.
{B).Incorporacién de (3H)-timidina de los linfoblastos Incubados en las condlciones anteriores. El
experimento se realizé por triplicado, representdndose en la gréfica la media + SD.
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6.3.- RAF-1 ES REQUERIDA EN LA PROLIFERACION PROMOVIDA
POR PDBu HASTA 7 h DESPUES DEL ESTIMULO.

Para determinar durante cuante tiempo era necesaria la funcién de Rai-1 en la
Iransicion G1/S desencadenada por PDBuU, se afadieron los oligonucleétidos, sentido y
antisentido, de Raf-1 a diferentes tiempos, antes y después de la adicidn del éster de
forbol.

Como se observa en la figura 25, la adicidn del oligonucledtido antisentido, hasta 7
h tras el estimulo, fue capaz de bloquear la proliferacién celular.

Este resultado muestra que Raf-1 es necesario al menos 7 h después de haber
estimulado las células, coincidiendo este intervalo con el perfodo de tiempo en que aun se
encuentra hiperfosforilado (figura 22A), indicando que la activacién de Raf-1 es requerida
hasta bastantes horas tras haberse desencadenado |a sefial.

7.- EFECTO DEL AMPc EN LA TRANSICION G1/S

Esta demostrado que agentes que aumentan los niveles intracelulares de AMPg,
activador de PKA, son capaces de inhibir la proliferacion de linfoblastos T (18,78).
También se ha descrito que la estimulacién de PKA produce una inactivacién de Raf-1
{49,295}, Por este motivo quisimos estudiar si, en linfoblastos T, la PKA ejercla su efecto
inhibitorio de proliferacién en un pase anterior o posterior de la activacién de ERK2.

Para ello los linfoblastos T fusron incubados durante 30 min con 0,4 mM 8BrAMPec,
y posteriormente estimulados con 80 ng/ml PDBu. Como se ve en la figura 268, esta
concentracion de 8BrAMPc bloqued la proliferacién de linfoblastos T, pero no la
hiperfosforilacién de ERK2 promovida por el éster de forbol, figura 26A. El AMPc por s solo
no tuvo nigun efecto en la hiperfosforilacién de ERK2.

Estos datos muestran que el 8BrAMPc bloguea la transicién G1/S en un paso
posterior, 0 en una via distinta, a la activacién de ERK2.
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Figura 23. Efecto del BIS y de |la estaurosporina en |a hiperfostorilacion de Raf-1.

La figura muaestra la inmunodeteccién de la proteina Ral-1, empleando el anticuerpo especifico ac-
Raf-1. Para la inmunotransferencia se utilizaron 30 pg de proteina total procedente de linfoblasios
T incubados en la condiciones que se explican a continuacion: Los carriles 1 y 9 comesponden al
control de células sin estimular, los carriles 2 v 7 cormaspondan al eontrol de células estimuladas con
B0 ng/mil PDBu, durante 30 min, los carriles 3-8 carresponden a linfoblastos T Incubados con 0,25,
0,5 1y 2 uM BIS respectivamente 1 h antes del estimulo, el carril 8 corresponde a linfoblastas T
incubados con 10 nM estaurosporina 1 h antes del estimule; p72 indica las bandas
correspondientes a Raf-1,
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Figura 26. Efecto del AMPc en la activacién de ERK2 y en proliferacién de linfoblastos T.
Los linfoblastos T se preincubaron durante 30 min en presencia o en ausencia de 0,4 mM BBr-
AMPc, y posteriormente se estimularon con 80 ng/ml PDBu. (A) Inmunodeteccion de ERK2,
utilizando el anticuerpo o-ERK. Para la inmunotransferencia se emplearon 30 pg de proteina total
procedente de células recogidas a los 30 min de la adicidn del mitdgenc PDBu; p42 indica las
bandas correspondientes a ERK2. (B) Incorporacién de (*H)-timidina de linfoblastos T incubados
én las condiciones anteriores. El experimento se realizd por triplicado, representindose en la
grdfica la media + SD. C: control de células no estimuladas, AMPc: control de células incubadas
sdlamenta con 0,4 mM BBr-AMPz.
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8.- ESTUDIO DE ERK2 Y RAF-1 EN LA TRANSICION Gy/Gj+

L.os experimentos de proliferacién habian mostrado la participacién de PKC en la
salida de quiescencia de los linfocitos T, promovida por ConA o por PDBU junto con un
ionoforo de calcio. Por este motivo decidimos estudiar también, el papel que pudieran jugar
en esta fase las quinasas ERK2 y Raf-1,

8.1.- ACTIVACION DE LINFOCITOS T POR CON A.

En primer lugar se estudié el comportamiento de dichas quinasas en células
estimuladas con la lectina mitogénica. Los linfocitos T una vez alslados y puestos en
cultivo se estimularon con 2 pg/mi Con A, y se recogieron a diferentes tiempos.

En la figura 27A se puede ver que una pequefia fraccién de moléculas de ERK2
estaba hiperfosforilada en 1h tras el estimulo, no observdndose ninguna actlvacién a
tiempos anteriores o posteriores. Sin embargo, en ei caso de Raf-1 no se detectd forma
hiperfosforilada hasta las 5h, como se muestra en la figura 27B.

Estos resultados sugieren que en la via de sefializacién promovida por Con A se
activan las dos quinasas, aunque con una cingtica muy retrasada de Raf-1 con respecto a
ERK2.

8.2.- ACTIVACION DE LINFOCITOS T POR PDBu MAS IONOFORO DE
CALCIO A23187.

El mismo estudio comparativo de las cinéticas de fosforilacion de ERK2 y Raf-1 se
realizé en células estimuladas con éster de forbol mas iondforo de calcio. Los linfocitos T
quiescentes se estimularon con 5 ng/ml PDBu junto con 0,25 uM A23187. Las células se
recogieron a los tiempos indicados en la figura 28.

Como se muestra en la figura 28A, a los 2 min tras el estimulo ya se detectd la
presencia de ERK2 hiperfosforilada, sin embargo, Raf-1 aln permanecia como en las
células sin estimular, figura 28B. Posteriormente, mientras que ERK2 alcanzé el méaximo
estado de hiperfosforilacién entre 7 v 15 min, Raf-1 presentaba una cinética mas retrasada,
apreciandose la situacion de méaxima fosforilacién a ios 30 min.,

En tiempos posteriores, hasta 5h, la hiperfosforilacién de Raf continuaba, figura
29B, mientras ERK2 a las 2h, précticamente habia vuelto a los niveles basales, seguin se

ve en la figura 29A.
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Figura 27. Cinética de activacién de ERK2 y c-Raf-1 en linfocitos T estimulados con Con A.
La figura muestra las inmunodetecciones de las quinasas ERKZ v Raf-1, utiizando (A) el anticuanpo
a-ERK, v (B} &l anticuerpo ac-Raf-1. Para las inmunctransferancias se emplearon 30 pg de
proteina total, procedente de linfocitos T quiescentes, estimulados con 2 pg/mi Con A, ¥
recogidos & los tlempos indicados. C: control de células sin estimular, p72 indica las bandas
cormaspondiantes a Raf-1, p42 indica las bandas corraspondientes a ERK2.
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Figura 28. Cinética de activacién de ERK2 y c-Raf-1 en linfocitos T estimulados con PDBu
méds londforo A 23187,

La figura muestra las inmunodetecciones de las quinasas ERK2 y Ral-1, utilizando (A) el anticuenpo
a-ERK, y (B) el anticuerpe ac-Raf-1. Para las inmunotransferencias se emplearon 30 pg de
protelna total, procedente de linfocitos T quiescentes, estimulados con 5 ng/ml PDBU mds 0,25 pM
loncfore A 23187, y recogidos a los tlempos indicados. C: control de células sin estimular, p72
indica las bandas correspondientes a Raf-1, p42 indica las bandas comespondientes a ERK2,
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Figura 28, Cinética de activaciéon de ERK2 y c-Raf-1 en linfocitos T estimulados con PDBu
més iondloro A 23187,

La figura muestra las inmunodatecciones de las quinasas ERKZ y Raf-1, utilizando (A) & anticuarpo
a-ERK, y (B} &l anficuerpo cc-Raf-1. Para las inmunotransferencias se emplearon 30 ug de
protedna total, procedenta de linfocitos T quiescentes, estimulades con 5 ng/mi PDBu més 0,25 uM
lendfore A 23187, v recogides a los tempos indicados. C: control de células sin estimular, p72
indica las bandas correspondiantes a Raf-1, p42 indica las bandas comespondiantes a ERK2.
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Estos datos indicaron que en el estadio Gg la activacién de ERK2, promovida por el
éster de forbol, es independiente de la previa hiperfosforilacién de Raf-1, v que la
hiperfosforilacion de Raf-1 es mas sostenida en el tiempo que la de ERK2,

9.- ESTUDIO DE LA DEFOSFORILACION DE ERK2

Como ya se ha presentado, ERK2 tras ser activada por hiperfosforilacién, retorna a
sus niveles basales mediante un proceso de defosforllacién. Ya que este proceso va a
participar en la parada de la sefial mitogénica, pensamos que seria de interés el estudio de
los mecanismos mediante los cuales estd regulado.

La activacion de ERK2 se produce por fosforilacién en los residuos Thr 183 y Tyr
185 (209). Hay bastante controversia acerca de cudles son |as fofatasas responsables de
llevar a cabo la defosforilacién de estos residuos. Por estudios hechos en distintos tipos
celulares y en respuesta a diferentes estimulos, se plensa que pueden ser la Ser/Thr
fosfatasa PP2A, la fosfatasa de especificidad dual PAC-1 (en el caso de células
hematopoyéticas) y, probablemente, también Intervengan tirosina fosfatasas, todav(a no
identificadas.

9.1.- CINETICA DE DEFOSFORILACION DE ERK2.

El estado de fosforilacién de una protefna va a depender del balance entre la acclén
de las quinasas y de las fosfatasas que actien sobre sus residuos susceptibles de ser
fosforilados. Por este motivo, quisimos estudiar cémo se producfa la disminucidn en los
niveles de los grupos fosfate de ERK2, evitando en lo posible gue se solaparan los
procesos de fosforilacion, es decir, que el resultado que se obtuviera fuera debido
sclamente a la accién de las fosfatasas. Para ello, se pard la puesta de los gupas fosfato
bloqueandoc la actividad de la PKC, después de! estimulo, haclendo uso del inhibldor BIS,
el cual comienza a actuar rdpidamente, pues como se muestra en la figura 30A, la adicion
de BIS 1 min después de estimular las células con PDBu, fue capaz de bloquear la
hiperfesforilacién de ERK2, analizada ésta a los 2 min tras el estimulo.

Para estudiar la defosforilacién se afiadié 0,5 pM BIS a linfobfastos T, a los 10 min
de haber sido estimulados con 80 ng/ml PDBu. Como se ha mostrado en la figura 186, la
aclivacion de ERK2 es muy répida detéctandose ya la mdxima activacién a los 2 min. Las
células se recogieron a los tiempos indicados en la figura 30B.

Como se muestra en dicha figura, ya a los 30 min de haber sido estimuladas las
células, se observa que la fraccion hiperfosforilada es menor en presencia del BIS. Lo que
Nos sugiere que en ese tiempo ya estdn actuando actividades fosfatasa, A tiempos
posteriores, a partir de 1h, el efecto de las fosfatasas es detectable con mayor claridad, y
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se puede cbservar como a estos tiempos, los procesos de fosforilacién siguen
produciendose cuando no se afiade BIS.

9.2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE SERINA/TREONINA FOSFATASAS

Esta descrito que la proteina fosfatasa 2A (PP2A) tiene accién in vitro sobre los
residuos fosforilados de treonina de ERK2 (8). Esta fosfatasa se incluye dentro del grupo
de las fosfatasas, de baja especificidad de sustrato, que actian sobre residuos
fosforilados de serina/treonina. Para hacer un estudio in vivo del papel que pudiera jugar
esta fosfatasa en la via de sefializacion activada por PDBu en linfoblastos T, se hizo uso
de un inhibidor de las serina/treonina fosfatasa PP1 y PP2A, el 4cido okadaico, el cual
actla selectivamente en funcién de la concentracion utilizada (48).

Primeramente analizamos el efecto dosis dependiente del 4cldo okadaico tenia. Las
células fueron incubadas con tres concentraciones de dcido okadaico, 10, 50 y 250 nM,
durante 2 h, y posteriormente estimuladas con 80 ng/mi PDBu, recogigndose las células a
los 30 min de la adicién del mitégeno. Segln se muestra en la figura 31, la adicién de 10-
250 nM acido okadaico, produjo el aumento de la fraccién hiperfosforilada de ERKZ2, siendo
este efecto dependiente de la concentracién de acido okadalco empleada. Para
experimentos posteriores utilizamos una concentracién de 150 nM 4cido okadaico, y un
tiempo de preincubacién de 2 h.

Teniendo como objetivo evitar en lo posible la intervencion de las quinasas de la
cascada, se hizo uso del BIS, el cual se adiciond a los 10 min de haber estimulado los
linfoblastos con 80 ng/ml PDBu, previamente incubados con acido okadalco. Como se ve
en la figura 32, el acido okadaico retrasé la defosforilacién de ERK2 que se observaba, en
presencia de BIS, haciendo incluso, que se mantuvieran més tiempo los niveles de ERK2
hiperfosforilada, que cuando las células se habian incubado sélo con PDBu. Por otro lado
el dcido okadaico por si solo produjo un retraso en la movilidad electroforética de la ERK2.
El dcido okadaico junto con PDBuU producen un efecto sinérgico en la hiperfosforilacién de
ERKZ2, mayor que el que se debiera a una simple adiclén de fos efectos de ambos agentes
por separado, figura 33.

Estos resultados indicaron la participacion de estas serina/ treonina fosfatasas en la
defosforilacion de la ERK2, Sin embargo, su actuacion no se puede situar exclusivamente
a nivel de la ERK2, sino que también pueden estar defosforilando residuos de
serina/treonina de otros elementos de la cascada, como MEK, cuya activacion prolongada
al inhibir su defosforilacién, producirfa una hiperfosforilacién més sostenida de ERK2.
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Figura 30. Defosforilacién de ERK2 in vivo. Efecto del BIS,
La figura muesira las inmunodetecciones de ERK2, empleando el anticuerpo a-ERK. Para las

inmunotransferencias se utilizaron 30 pg de proteina total procedente de linfoblastos T, incubados
en las condiciones que se explican a continuacion. (A) Inmunotransierencia de la proteina total de
células estimuladas con B0 ng/ml PDBu en ausencla o en presencia de 0,5 uM BIS, afadido éste 1
min después de la adicidn del mitdgeno. Los linfoblastos T se recogleron 2 min después de ser
estimulados con PDBu. (B) Inmunotransferencia de la proteina total de células estimuladas con B0
ng/ml PDBu en ausencia (-} o en presencia (+) de 0,5 pM BIS, afiadide 10 min después de la
adicion del mitdgeno. Las linfoblastos T se recogleron a les iempos indicados tras la adicién del
PDBu. C: control de células sin estimular, p42 indica las bandas correspondientes a ERKZ.
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Figura 31. Efecto dosis dependiente del dcido okadalco en la activacion de ERK2.

La figura muestra la inmunodeteccion de ERK2, utilizando el anticuerpo a-ERK. Para la
inmunotransferancia se emplearon 30 pug de proteina total proceadente de linfoblastos T,
incubados durante 2 h con acido okadaico a las concentraciones indicadas, y que posteriormente se
astimularon con B0 ng/mil PDBu durante 30 min. C: control de células sin estimular, p42 indica las
bandas correspondientes a ERK2.



a-ERK

i D e -
P‘*E[.-:;—-v—r;--- - A ——

co5 1156 2 05 1 15 2 05 1 156 2 05 1 15 2 h
PDBu BIS+PDBu  AD +BIS+FDBu AD

Figura 32. Efecto del décido okadaico en la cindtica de defosforilacion de ERK2.

La figura muestra la inmunodeteccion de ERK2, utilizando el anticuerpo cERK. Para la
inmunatransierancia sa utilizaron 30 ug de proteina total procedants de linfoblastos T, que sa
hablan incubado durante 2 h en ausencia o en presencia de 150 nM Acido okadaico, y que
posteriormante se estimularon con 80 ng/ml PDBu, afadiendo 10 min después 0,5 uM BIS. En la
parta inferior s indican los tempos (h) an que S8 recogieron las células tras la adicion dal FDBu.
C: control de células sin estimular, AQ: control de células incubadas sdlamente con dcido okadaico,

pd2 indica las bandas correspondientes a ERKZ.
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Figura 33. Efecto sinérgico del dcido okadaico y PDBu en la activacion de ERK2.

La figura muestra la inmunodetaccion de ERK2, utilizando el anticuerpe cERK. Para la
inmunotransferancia se emplearon 30 ug de proteina total procedente de linfoblastos T,
incubados durante 2 h en ausencia o en presencia de 150 nM Acido okadaico, y que
postericrmeanta se estimularon con 80 ng/mil PDBu durante 30 min. En la parte inferior e indican los
tiempos (h) en que se recogieron las células tres la adicidn del PDBu. C: comtrol de células sin
estimular, AQ: control de células incubadas sdlamente con dcido okadaico, p42 indica las bandas
correspondientes a ERKZ.
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9.3.- EFECTO DE LA INHIBICION DE TIROSINA FOSFATASAS Y/0O
FOSFATASAS DUALES

El ortovanadato sédico esta descrito como inhibidor de tirosina fosfatasas (93} y de
fosfatasas de especificidad dual, como PAC-1 (281). Como se ha presentado
anteriormente, ERK2 es fosforilada en tirosina cuando los linfoblastos T son estimulados
con PDBU, siendo ademés la tinica protelna en que detectamos un aumento en los niveles
de fosfotirosina tras dicho estimulo, como se muestra en la figura 34. Por tanto, el efecto
que observdramos inhibiendo la actividad de fosfatasas que actdaran sobre residuos de
P-Tyr, setia mas especifico de ERK2, que mediante el bloqueo de serina/treonina
fosfatasas, las cuales tienen mas puntos posibles de actuacién a lo largo de la via.

Se preincubaron las células con 1 mM ortovanadato durante 2 h, y posteriormente
fueron estimulados con 80 ng/ml PDBuU y recogiéndose a los 30 min de la adicion dei
mitdgeno. Como se muestra en la figura 35, la preincubacion con ortovanadato, antes del
estimulo, producia un aumento en la cantidad de ERK2 hiperfosforilada, presente a los 30
min, observandose ademds un efecto sinérgico del ortovanadato y el PDBu. Cuando las
células se preincubaron con ortovanadato solo, sin la adicion de PDBu, no se detectd
hiperfosforilacién de ERK2, a diferencia del écido okadalco (figura 32) que por sl solo sl era

capaz de inducirla,
Como en el caso del dcido okadaico, y siguiendo el mismo abordaje, se probd el

efacto del ortovanadato en presencia de BIS. En la curva de tlempos de la figura 36, se
observa como se produjo un retraso en la defosforilacién de la ERK2 al preincubar con
ortovanadato antes del estimulo con PDBu, tanto en presencia como en ausencia del
inhibidor de PKC. En todos los casos se observé un efecto menos pronunciado del
ortovanadato que el producido por el 4cido okadaico, en la figura 28, probablemente
debido a que éste Ultimo actle en mas de un nivel.

Estos datos nos indicaron la existencia de, al menos, una actividad fosfatasa,

inhibible por ortovanadato que actuaba a nivel de ERK2.
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Figura 34. Efecto del PDBu en el patrén de proteinas fosforiladas en tirosina en linfoblastos
T

La figura muestra la inmunodeteccién de ERK2, utilizando el anticuerpe «-P-Tyr. Para la
inmunotransferancia se emplearon 90 pg de proteina total procedente de linfoblastos T, que
fueron incubados durante 30 min en ausencia (C) o en presencia (PDBu) de B0 ng/m| PDBu. A la
izquierda se muestra la posicién de los marcadores de peso molecular, A la derecha se indica con
una flecha la dnica banda en que se detecta un aumento an la cantidad de fosfotiresina,
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Figura 35. Efecto sinérgico del PDBu y ortovanadato sédico en la activacidén de ERK2.

Inmunodeteccidn de ERK2, empleando el anticuerpo c-ER2. Para la inmunotransferencia se
utilizaron 30 pg de proteina total procedente de linfoblastos T, que se incubaron durante 2 h en
ausencia o en presancia de 1 mM orfovanadato sddico, y que posteriormante se estimularon con
80 ng/ml PDBu durante 30 min. Las células se recogieron a los 30 min de la adicién del PDBu. C:
control de células sin estimular, OV: control de células incubadas sélamente con ortovanadato

sidico, pd2 indica las bandas comespondientes a ERK2.
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Figura 36. Efecto del ortovanadato sddico en la cinética de defosforilacién de ERK2.

La figura muestra la inmunodeteccidn de ERKZ, utilizando & anticuerpo a-ERK. Para la
inmunotransferencia se emplearon 30 ug de protelina tolal procedente de linfoblastos T,
incubados durante 2 h en ausencia o en presencia da 1 mM ortovanadato sadico. Posteriormanta
s8 estimularon con B0 ng/ml PDBu, afadiendo 10 min después 0.5 uM BIS. En la parte inferior sa
indican los tlempas (h) an que sa recogieron las células tras la adicidn del PDBu. C: control da
células sin estimular, p42 indica las bandas comespondientes a ERK2.
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9.4.- EFECTO DE LA INHIBICION DE FOSFATASAS INDUCIBLES

Se ha descrito [a existencia de una fosfatasa dual, denominada PAC-1, gue tiene
actividad sobte residuos fosforilados de treonina y de tirosina, es Inhibible por
ortlovanadato, y su sintesis es inducida en linfocitos T, en respuesta a sehales que les
hacen proliferar, como la lectina mitogénica fitohemaglutinina junte con el éster de forbol
PMA.(231) Ademés esta fosfatasa ha sido implicada en la defosforilacién in vivo de IERK2
{281).

Por los resultados mostrados anteriormente, hablamos observado gue en
linfoblastos T habfa, al menos, una actividad fosfatasa inhibible por ortovanadato, por
tanto, estudiamos si esta actividad fosfatasa estaba regulada a nivel de sintesis, como la
fosfatasa dual PAC-1, ya desctita.

Para ello se trataron las células con un inhibidor de 1a sintesis de proteinas como es
CHX. Los linfoblastos T fueron preincubados con 25 M CHX durants 30 min, ¥ pasado
este tiempo se adiciond 80 ng/mi PDBu, en presencia o en ausencia de 1 mM
ortovanadato afiadido antes del estimulo. Como se ve en la figura 37, fa GHX previno en
parte la defosforilacién de la ERK2, mientras que el ortovanadato ejercié un mayor efecto
inhibitorio de fa defosforilacién, que se puede observar claramente a las 2h de la adicién del
mitégeno,

Este resultado suglirié la presencia de, al menos, una actividad fosfatasa que
actuaba sobre ERK2 en el paso G+4/S dei ciclo celular, regulada por sintesls del tipo PAC-
1, existiendo ademés otra(s) actividad{es} de tipo tirosina fosfatasa.
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Figura 37. Efecto de la CHX en la cinética de defosforilacién de ERK2.

La figura muestra la inmunodeteccion de ERK2, empleando el anticuerpo o-ERK. Para la
inmunotransferencia se utilizaron 30 ug de proteina total procedente de linfoblastos T, que fureron
incubados durante 1,5 h en ausencia o en presencia de 1 mM ortovanadato sédico , tiempo tras el
que se incubaron 30 min en ausencia o en presencia de 25 pM CHX. Posteriormente se recogieron
las células (0 h), o se estimularon con 80 ng/ml PDBu. En la parte inferior se indican los tiempos (h)
en que se recogieron las células tras la adicion del PDBu. C: control de células sin estimular, p42
indica las bandas correspondientes a ERK2.
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V. DISCUSION



Discusidn

Los linfocitos T constituyen un modelo celular que ha sido objeto de numerosos
estudios, ya que son células que van a participar en la respuesta inmune, proceso
fisiolégico de gran importancia en organismos superiores. Por tanto, el conocimiento de los
mecanismos implicados en la activacién y proliferacién de estas células puede contribuir a
una mayor comprensién del funcionamiento del sistema inmune, tanto en una situacion
fisioldgica normal, como alterada. Ademas, constituyen un sistema adecuade para el estudio
de procesos en las distintas fases del ciclo celular.

1.- ACTIVIDAD DE PKC EN LA PROLIFERACION DE
LINFOCITOS T.

Cuando el linfocito T interacciona con su antlgeno especlfico, lectinas mitogénicas o
anticuerpos dirigidos contra el complejo TCR/CD3, entre los eventos que van a tener lugar
esta la activacién de PKC y el aumento de los niveles intracelulares de calcio.
(13,1286,160,287). Una vez que la célula se encuentra en la fase G4 del ciclo celular, para
que se inicie la fase S es necesario que la IL-2, secretada por la célula T, interaccione con
su receptor, provocando la sefial correspondiente que llevard a una sintesis de DNA (254).
Esta segunda sefial que hace que el linfocito, una vez activado, progrese en el clclo celular,
se puede reproducir con el uso de agentes ne fisioldgicos, comeo son los ésteres de forbol.
Con el propdsito de estudiar la participacién de PKC en este sistema de células, como
punto de partida analizamos cémo se afectaba la proliferacién celular promovida por
diferentes mitégenos, en presencia de un inhibidor especifico de PKC, que es el BIS (271).
Los resultados obtenidos con el uso de dicho inhibidor, muestran que esta quinasa es
necesatria tras la primera sefal de activacion del linfocito T (producida por dos tipos
distintos de estimulo: lectina mitogénica o éster de forbal junto con iondforo de calcio), y que
una vez que el linfocito estd activado, la segunda sefial que hace gue la célula progrese en
el ciclo activa una via independiente (IL-2) o dependiente (PDBu) de PKC.

1.1.- ESTUDIO DE PKC EN LA TRANSICION Gg/G1.

El hecho de que este inhibidor blogueara la incorporacion de {8H)-timidina, producida
por ambos tipos de mitdgenos (lectina mitogénica Con A, o PDBuU junto con el iondforo
A21387), confirma que la actividad PKC es necesaria en la activacién de los linfocitos T,
como ya habla sido descrito (130,278). Este efecto Inhibitorlo es dependiente de la
concentracion de BIS utilizada. El blogueo en la incorporacion de (3H)-timidina producida
por Con A ya ha sido mostrado mediante el empleo de otro inhibidor de PKC, como es H7
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(297), menos especifico que BIS, y que por tanto podrla estar inhibiendo otras quinasas
ademas de PKC.

También analizamos si esta activacién es sdlamente un evento temprano, o S€
necesita durante un periodo de horas. Esta actividad es necesatia al menos durante 5 h
tras el estimulo, y no esté actuando sdlamente como una sefial temprana. La necesidad de
una actividad sostenida de PKC para la activacién de la célula T ha sido descrita en varios
trabajos (21,22,264,297), y se sabe que se requiere en combinacién con una elevacién
sostenida del calclo intracelular, al menos durante 4-6 h, para inducir niveles significativos
de expresién de IL-2Ra y secrecion de 1L-2 (61,150,178). En la activacién del linfocito T en
condiciones fisioldgicas, sefiales accesorias, como las generadas por el antigeno de
superficie CD2, y por IL-1 secretada por macrofagos, cooperan con ja estimulacién del
TCR, al menos parcialmente, intensificando la activacion de PKC (22).

Se ha estudiado en profundidad el mecanismo por el que se regula la activacion
prolongada de PKC en varios tipos de células en respuesta a agonistas. E! aumento del
DAQG (activador de PKC) producido por la activacion de la PLC es transltorio, ya que es
metabolizado rdpidaments por la célula (11,239), pero se ha descrito que es seguido de un
incremento mas sostenido en el tiempo (50,214,215), que parece ser debido a la accién de
otra fosfolipasa, la PLD, que hidroliza PC generando colina y 4cido fostatfdico, a partir del
cual se produce DAG (202) por la accién de una fosfatasa. Se ha descrito que los ésteras
de forbol producen un aumento sostenido en la cantidad de DAG (191,221) y que
estimulan la actividad de la PLD vy la hidrdlisls de PC, a veces de forma sinerg(stica con
iondforos de calcio (191,221). Esto pedrfa explicar la activacién continuada de PKC en
nuestro sistema celular en respuesta al éster de forbol junto con fondforo de calcio.

Otra fosfolipasa que tamblén esté relacionada con |a PKC es la PLA2. Muchos de
los agonistas que inducen la hidrélisis de inositol fosfolipidos, también producen activacion
de PLA2 (33,66,288). Esta fosfolipasa actua sobre la PC, liberando 4cidos grasos libres
insaturados y lisoPC. Estos compuestos potencian la activacién de ciertas isoformas de
PKC dependientes de DAG, y con ello la respuesta celular correspondiente . En el caso
concreto de los linfocitos T, se ha visto que ia lisoPC se acumuia tras el estimulo con el
antfgeno (12). La lisoPC tamblén es capaz de aumentar la activacién de linfocitos T
humanos promovida por DAG e ionomicina (1 2). Respecto a los 4cidos grasos libres
insaturados, se sabe que potencian la sintesis de IL-2 inducida por DAG en linfocitos T
(264). Por otro lado, se ha demostrado que la PLA2 es un sustrato de ERK2, y en la
activacion de PLAp por agonista, ERK2 juega un papel esencial fosforilando y activando a
la PLA (159). Por este motivo, serfa razonable pensar que en la transicion Go/Gy en
linfocitos, donde se produce la activacién de ERK2, pudiera haber una actividad aumentada
de PLAs2.

Por ofra parte, se cree que la PKC podrfa intervenir en la activacién de PLD y PLA2
(10,202), y, por tanto, se originarfa una produccién continua de DAG y una activacion
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prolongada de PKC. El final de la degradacion de ios fosfolipidos y de la consiguiente
activacién de PKC depender(a de la cantidad de DAG y del tiempo de accién del agonista.

Mediante el empieo del BIS se pudo apreciar un bloqueo ligeramente mayor de la
proliferacién causada por Con A que por el éster de forbol con el ionofore de calcio. El que
el inhibidor no fuera igual de efectivo en uno u otro caso, parece reflejar el que no sean
exactamente las mismas isoformas de PKC las que se activen en ambas situaclones, o
que el grado de activacién sea diferente, cosa bastante probable, ya que, aunque en los
dos casos se produce un aumento del calcio intracelular, se diferenclan en que el
mecanismo de activacion de PKC en el caso de la lectina mitogénica es a través de un
incremento en los niveles de DAG, mientras que en el caso del PDBU es mediante una
activacién directa por el éster de forbol que se une a diferentes isoformas de PKC. El que
las sefiales que producen ambos tipos de mitégenos presenten diferencias, también se
observé en la activacién de ERK2 y Raf-1 (como se comenta méas adelante), pues aunque
ambas quinasas se hiperfosforilan, presentan distinta cinética segun &l mitégeno,

1.2.- ESTUDIO DE PKC EN LA TRANSICION G+/S

Este mismo tipo de estudio se llevé a cabo durante la transicion G1/S. Respecto a
la participacion de PKC en la respuesta a IL-2 o PDBU se piensa que la proliferacién
producida por IL-2 es independiente de la activacién de PKC (180,226,278), al contrario
que en el caso de PDBu. El estudio comparativo de cémo se afecta la transicion G4/S,
promovida por IL-2 o por PDBu, por la presencia de BIS, nos sirvié para estudiar la
especificidad de accion de este compuesto, frente a otro inhibidor de PKC, estaurosporina,
y también para comprobar la participacion de PKC en la sefial promovida por PDBuU, y no

en la originada por IL-2.

1.2.1.- Especificidad de accion de BIS y estaurospotrina.

A concentraciones entre 0,25 v 1 M, el BIS inhibe la incorporacitn de (3H)-timidina
promovida por PDBu, pero no por IL-2, mostrando su especificidad de accién a esas
concentraciones. El que a concentraciones mayores en un orden de magnitud (3-5 uM)
bloquee el efecto de ambos mitégenos, se podrfa explicar como un efecto inespecliico
deblido a la mayor concentracion de inhibidor utilizada, aunque tal efecto no se produce con
igual intensidad en ambos casos, ya que reduce hasta un 40-60% la acién mitogénica de
IL-2 mientras que inhibe completamente la proliferacién Inducida por PDBu.

La estaurosporina se ha utilizado como inhibidor de PKC, aunque reaimente se trata
de un inhibidor de quinasas, que puede actuar tanto sobre serina/treonina quinasas como
sobre tirosina quinasas (291), y no es especifico de PKC. Por tanto, el hecho de que
inhiba la proliferacién provocada por ambos mitégenos puede considerarse debido a que,
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debido a su mayor espectro de accién, puede inhibir otras quinasas, que intervengan en la
sefal inducida por IL-2, distintas de PKC.

La distinta especificidad de estaurosporina y BIS, demostrada en los experimentos
de proliferacién, se volvié a poner de manifiesto en los estudios de hiperfosforilacién de
Raf-1 en respuesta al éster de forbo!. Mientras que la concentracién de BIS, requerida para
bloguear la proliferacion, es la misma que la que se neceslta para abolir la hiperfosforilacion
de Raf-1, la estaurosporina utilizada a una concentracion suficiente para bloquear
proliferacion no afecta visiblemente la hiperfosforilacion de Raf-1. Estos datos indican, de
nuevo, que el BIS se comporta como un inhibidor de PKC mas especifico que la

estaurosporina.

1.2.2.- Particlpacién de PKC en la transicién G1/S.

El hecho de que el BIS, utilizado a una determinada concentracion, inhiba la
proliferacidn provocada por PDBuU pero no por IL.-2, demuestra que PKC esta implicada en
la sefial inducida por el éster de forbol pero no por la citoguina, La particlpacién de PKC en
la sefial producida por IL-2 sigue siendo bastante discutida. La fosforilacién in situ de un
sustrato endégeno de PKC de 80 kDa se produce como consecuencia de la estimulacion de
células T por IL-2 (83,84,183). Sin embargo, la |L.-2 no estimula la hidrélisis de
inositolfosfollpidos por PLC (148,181,290), y por ello parecerfa improbable que la
activacion de PKC por IL.-2 vaya através de esta via. Aunque antes existia la idea de que
la hidrdlisis de! PIP, era el tnico mecanismo responsable para la activacidn de PKC en las
células, actualmente, como se ha comentado anteriormente, se piensa que hay otros
mecanismos, como la hidrdiisis de PC (51,102} y la produccion de Acido araquiddnico
(65,121} que pueden activar y desempefiar papeles importantes en la sefial celular
mediada por receptor. De cualquier forma, la mayor parte de los resultados obtenidos
apuntan a que |a proliferacién producida por IL-2 es independients de la actividad PKC
(180,226,278), ya que, aunque se ha visto que la IL-2 estimula la actividad PKC en varlas
lineas celulares dependientes de IL-2 (77,164,190), se piensa que esa activacién no es un
paso esenclal en el mecanismo por el que induce proliferacién celular, aunque si
intervendrfa en la sefial mediante la cual IL-2 protege de la apoptosis (muerte celular
programada) a células CTLL-2 (164).

2.- ESTUDIO DE LAS ISOFORMAS PKC o,B,8,e Y{EN LA
TRANSICION G1/S.

Hoy se sabe que la PKC, en mamiferos, comprende una familia de isoenzimas, que
lienen caracterfsticas bioguimicas diferentes y que responden de distinta manera ante un
determinado estimulo en la célula (63). Por este motivo, se quiso analizar qué isoformas de
PKC estaban presentes en linfoblastos T, y cudles se activaban en la transicién G+/S.
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Para realizar este estudio se llevaron a cabo dos tipos de anélisis distintos, Se
sabe que los ésteres de forbol se unen al menos a un sitio presente en la regién reguladora
de la mayorfa de las PKC, promoviendo la translocacién del enzima a la membrana
plasmatica, en donde los fosfolipidos presentes producen su activacién, seguida de la
rapida degradacién proteolltica de la misma. Por tanto, el andlisis de la deplecién y
redistribucion subcelular, de cada una de las isoformas, es un abordaje que sirve para
estudiar su activacién.

Con el estudio de la translocacién y deplecién de distintas isoformas de PKC en
linfoblastos T, en respuesta a PDBU, observamos que hay un compertamiento diferente
entre estas isoenzimas frente a un mismo estimulo, resultados que sugieren que puedan
estar jugando papeles distintos en la sefial desencadenada por un éster de forbol, que
Induce que estas células progresen desde la fase Gy a la fase S del ciclo celular.

Respecto a las isoformas oy B, éstas se comportaron de acuerdo con lo gque ya
estaba descrito para las cPKCs, y, en concreto, con lo observado en células Jurkat (276),
s decir, son isoformas principalmente citosdlicas en células no estim uladas, se translocan
rédpidaments tras el estimulo a la fraccién particulada y después de una exposicion
prolongada de las células al éster de forbol se produce su deplecion.

Estas isoformas, por otra parte presentaron una mayor sensibilidad a dicho
tratamiento que otras isoformas, pues junto con PKC ¢ se proteclizan a concentraciones
més bajas de PDBu que p82 { y que PKC 5, siendo esta Ultima la isoforma menos
susceptible a la proteolisis, detectdndose todavia, aungue ligeramente, en condiciones en
que otras isoformas han sido totalmente deplecionadas.

La isoforma 8, al igual que las antetiores, se detecta fundamentalmente en la fraccion
citosélica en los linfoblastos T de rata antes del estimulo. Sin embargo, en otro tipo de
células T, como son las células Jurkat, esta isoforma se ha encontrado asociada
principalmente a membrana en células sin estimular (276). En los linfoblastos T de rata se
transloca a la fraccion particulada en tlempos cortos después de! estimulo, y se produce su
deplecidn después de un tratamiento prolongado con PDBU. Esto sefiala otra diferencia en

su comportamiento con lo descrito en células Jurkat, donde la translocacién de PKC 8 noes

aparente antes de 1 h, aunque su cantidad disminuye tras 4-6 h de tratamiento. Por otro
lado, esta isoforma no se ha detectado en otro tipo de células T, como son los timocitos de
ratén (82). Todas estas diferencias entre distintas células T podrfan reflejar un papel de

PKC 5 especliico para cada subtipo celular. |

La Unica isoforma que en células no estimuladas estaba en mayor proporcién en la
membrana, fue PKC e. Esta caracterfstica de dicha isoenzima también se ha obsi'ervadcl) en
células U937 (139), fibroblastos de rata (28) y células Jurkat (278). En '.dlstlntos tipos
celulares en ausencia de estimulo, se han detectado otras isoformas mayoritarlamente en

membrana, por ejemplo PKC & en adipocitos (76) y fibroblastos de rata (28), y, como se

ha citado anteriormente, en células humanas Jurkat (276). Este fendmenc no ha podido ser
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explicado, pero la presencia en membrana en células no estimuladas no significa
necesariamente que PKC esté activada, pues se ha visto mediante un ensayo directo de
PKC, que esta quinasa puede estar presente, en la membrana de diferentes tipos
celulares, tanto en un estado activo como inactivo (41),

En el caso de fos linfoblastos T la fraccién de PKC e presents en ef citosol
disminuye tras el estimulo, sin que haya un incremento aparente de! enzima presente en la
fraccién particulada, ademds ef enzima pudo deplecionarse después del tratamiento
prolongado con PDBu, ocurriendo lo contrario gue en fibroblastos de rata y en células
Jurkat (28,276), donde sl se transloca, pero sdlo es deplecionado parcialmente con el éster
de forbol. En nuestro caso podria ser que, como ya se ha postulado (73), el enzima
soluble fuera un reservorio de enzima funcional que puede ser movilizado para reemplazar
Ia fraccién de membrana que se proteoliza tras su activacion.

Los resultades obtenidos con el estudio de PKC £ tamblén muestran diferencias en
el comportamiento de esta isoforma respecto de las demds estudiadas. Con el anticuerpo
se detectan dos polipéptidos, p75 { y p82 £, que se comportan de forma diferente entre sl
en los experimentos de translocacién y de "down regulation” o de deplecién. La isoforma
p75 § se diferencia de todas las demas en que no responde al éster de forbol, ni
translocdndose ni depleciondndose. En este sentido hay que mencionar que, aungue hay
algunos datos en |a bibliograffa en los que se propone que esta isoforma responde a
&steres de forbol (28,53), la mayoria de Ios datos publicados ia describen como insensible
al tratamiento con dichos agentes (44,125,276,283).

La IL-2 no provoea ningtn cambio en la distribucién subcelular de ninguna de las
isoformas estudiadas. Estos resultados sugieren que estas isoenzimas de PKC no estan
participando en la via desencadenada por la citoquina, lo cual estd de acuerdo con los
experimentos de proliferacién en los que el inhibidor de PKC, BIS, no inhibla la
Incorporacién de (3H)-timidina producida por la IL-2, a concentraciones a las que s inhibfa
fa proliferacién promovida por PDBu. Sin embargo, se ha mostrado en algunos casos la
activacion de PKC en la sefial producida por IL-2 en ausencia de una translocacion a la
membrana de ia misma (164,190), no obstante estos datos provienen de estudios
realizados en la linea celular CTLL2, que aunque son células dependientes de IL-2, a
veces pueden presentar un comportamiento diferente de lo observado en cultivos
primarios de células T,

El papel exacto que cada una de las isofarmas de PKC pueda jugar en la
proliferacién celular no se conoce adin completamente. Para el caso concreto de la activacion
de los linfocitos T se han hecho estudios transfectando distintas isoformas en células
Jurkat, y se ha visto que PKC o. y PKC ¢ pueden inducir la actividad de los factores de
transcripcion AP-1 y NF-AT-1. PKC & produce ademas la activacién de NF-xB,, Sin
embargo, PKC { no produce ninglin efecto en la activacion de ninguno de estos factores
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(87). Estos resultados Indican funciones selectivas para los diferentes isotipos de PKC en
células T.

3.- ESTUDIO BIOQUIMICO DE p75 { Y p82 .

Como se ha descrito en los resultados, con el anticuerpo 0—PKC € detectamos dos
bandas inmunorreactivas en extractos totales de linfoblastos T. Resultados similares se
han descrito para lineas celulares linfoc(ticas (276) y otros tipos celulares como fibroblastos
(28,102), miocitos (235,257), células PC12 (294), y macréfagos (85}, entre otros. Por los
resultados obtenidos en los experimentos de deplecién y translocacién, PKC £ 75 parsce
representar la isoforma { ya descrita, insensible a PDBu (125,283). Sin embargo, el
polipéptido p82 { si responde a ésteres de forbol transiocdndose a la membrana y
deplecionandose,

L.os datos obtenidos del estudio bioguimico de los pollpéptidos p75  y p82 €,
Indican que p75 { es probablemente el enzima PKC { ya descrito, mientras que p82 £ serfa
una isoforma distinta, aunque relacionada.

Ambos polipéptidos son separables mediante la cromatograffa en columna de
Mono-Q. El polipéptido p75 { comigra con una actividad que fosforila MBP, de forma
constitutiva. Este comportamiento estarfa de acuerdo con (o descrito por algunos autores
para PKC {, en cuanto que presenta una actividad independiente de activadotes
(144,179). Sin embargo, otros grupos han mostrado que su actividad es dependiente de
PS (205), o también de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfata {195), aungue no es sensible (122)
ni une ésteres de forbol (205).

Por otro lado, p82 ¢, se comporta como una forma relaclonada con PKC &, ya que
su actividad quinasa se inhibe por el pseudosustrato { con la misma |C50 que p75 £. Por
otro lado, ambas actividades se inhiben por BIS con igual |C50, Sin embargo, el hecho de
que esta actividad, p82 {, se active por PS y/o PDBu, la diferencia de p75 £. En este
aspeacto, hay que decir que en cerebro de rata donde también se han observado dos
bandas de 75 y 80 kDa (7), la correspondiente a 80 kD se ha separado a su vez en dos
bandas y por sucesivas purificaciones se han identificado tres actividades de cPKCs (o,
B, v). En el caso de de iinfoblastos T de rata, p82 ¢ no parece comigrar con una actividad
de tipo ¢PKC, ya que, en ensayo in vitro, no responde a calclo, y en los expsrimentos de
deplecion muestra una sensibilidad diferente a las isoformas o y B. Ademas, apoyando gque
no sea una cPKC, hay que considsrar su comportamiento cromatografico, pues en
experimentos hechos en linfocitog T periféricos {130), se ha mostrade que toda la actividad
PKC dependiente de calcio y fosfollpidos (cPKCs) eluye, en una resina DE52, a una
concentracién de NaCl entre 20 y 60 mM, y en extracto crudo de rifién bovino, las cPKCs
no se retienen en una columna DEAE-Sephacel a 100 mM NaCl (196). Sin embargo, la p82
£ de linfoblastos T de rata eluye de {a resina a una concentracion de NaCl de 150 mM.
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4.- ACTIVACION DE LAS QUINASAS ERK2 Y RAF-1

4.1.- ACTIVACION DE ERK2.

La actividad ERK puede ser inducida en una variedad de células en estadio
quiescente, cuando éstas interaccionan con sus factores de crecimiento,
(3,29,91,94,115,136,185,233,244) hormonas (223,224), 0 en el caso de las células T tras la
activacién de! complejo TCR/CD3 (105). También se sabe que la ERK2 es actlvada tantc
en células T primarias (101,199), como otros tipos celulares (1,48), tras su estmulacion con
ésteres de forbol. Aparte de participar como sefial temprana en la salida de quiescencia en
muchos tipos celulares, también se sabe que esta protelna participa en pasos posteriores
del ciclo celular, como en el caso de células de ovario de hamster chino donde se ha
descrito una activacion bifdsica de ERK en la fase G1 y alrededor de la fase M del ciclo
celular {266), y en oocitos donde se activaen la transicion Go/M (251).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en linfocitos T, tanto en la
transicién Go/Gq, promovida bien por Con A o por PDBu més londforo de calcie, como en la
transicién G1/S llevada a cabo por PDBu, también se produce la activacion de ERKZ,
indicando una activacién bifasica de esta quinasa durante el ciclo celular de linfocitos T.
Ademés en la transicion G1/S la activacion de ERK2 parece ser el paso limitante, siendo
necesaria pero no suficiente para la entrada de la célula en la fase S.

En relacién con la estimulacién de linfocitos T con la lectina mitogénica Con A, hay
que mencionar que, al igual que con PDBu, también se observa actlvacién de ERK2,
aungue, en el caso de la Con A, es més tardfa y no tan sostenida en el tiempo. lLa
diferencia observada puede ser un reflejo de una distinta activacion de las isoformas de
PKC en uno y ofro caso. Esta activacién de ERK2 por lectinas mitogénicas ha sido descrita
en células Jurkat por la accién de la lectina mitogénica PHA (105).

Cuando las células, en la fase Gg del ciclo celular, se estimularon con PDBuU més
iondforo de calcio, la activacién de ERK2 fue debida sélamente a la accién del éster de
forbol, pues el ionéforo de calcio por sf solo, o en combinacién con PDBu, ne produjo
ninguin efecto en la activacién de ERK2. El complejo AP1, 8s un factor de transcripcion que
interviene en la activacion del promotor de IL-2 (54). Este factor compuesto de las
protelnas Jun y Fos (9), y su actividad esta regulada a nivel de la transcripcion de los
genes fos y jun (272}, y por modificacion postraduccional de sus productos (23,220).
Reclentemente se han identificado otros miembros de la familia de las MAPKSs, llamados
JNKs, responsables de la fosforilacion del factor de transcripcién c-Jun (112). Estudios
realizados en células Jurkat, han mostrado que la activacion de estas quinasas por éster
de forbol se ve aumentada por la accién conjunta con un ionoforo de calclo {261),
correlacionando esta activacién con la produccién de IL-2, slendo por ello un elemento
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donde convergen las vias de PKC y calcio, necesarias para la expresién delf gen de IL-2.
El que JNK sea capaz de integrar sefiales que lisvan a la activacién de la céiula T, no
excluye que las quinasas ERK puedan participar tambien, ya que un evento clave en la
induccién de fos es la fosforilacion del factor de transcripcién TCF/EIk1 por ERK (88,89).

La activacién de ERK2 parece ser el paso limitante del proceso, pues obsegrvamos
que en diferentes experimentos, existe una correlacién entre proliferacién y porcentaje de
moléculas de ERK2 activadas. Se han mostrado ejemplos en los que la activacion de ERK
es suficiente para promover proliferacion o diferenciacién (31 ,52). En el caso ds linfoblastos
T, la activacion de ERK2, por sl sola no es suficiente para que se produzca la proliferacion,
pues cuando en la transicién G1/S, la mayotia de las moléculas de ERK2 han retornado a
los niveles basales de fosforilacién, atin se necesita la actividad PKC, indicando que otros
sustratos de PKC, aparte de los pertenecientes a la via que activa ERK2, deben ser
josforilados para alcanzar |a fase S. Este resultado concuerda con lo mostrado en estudios
realizados en lineas celulares dependientes de IL-3 que expresan receptores de IL-2, en
donde la estimulacion de ERK2 es necesaria perc no suficiente para la proliferacion de esas
células promovida por IL-2 (218).

4.2.- ACTIVACION DE RAF-1

El producto del protoncogen raf-1, ha sido descritc como participante en procesos
de mitogénesis, transformacion y diferenciacidn (60), Respecto a los procesos de
proliferacidn, en células T se ha observado su papel en la transicion Go/G4 (252) yenla
progresién desde la fase G4 a S del ciclo celular, en esludios que muestran que IL-2 Induce
la hiperfosforilacién de Raf-1 y aumenta su actividad quinasa (277,302). También se ha
descrito que Raf se hiperfosforila en diferentes células tratadas con ésteres de forbal
(189,298). En este trabajo, mostramos que Raf-1 es hiperfosforilado durante la activacion
de los linfocitos T, promovida por Con A o por PDBu mas ionéforo de calcio, y en la
lransicién G+/S en respuesta a PDBuU, siendo ,ademas, necesaria esta quinasa para que ja
célula alcance |a fase S. La hiperfosforilacion en respuesta a PDBu, en las transiciones
Go/G1 y G1/S, esta de acuerdo con los datos ya cbtenidos por Zmuidzinas y col. {(302) y
por Siege! y col. en células T humanas (252).

La hiperfosforilacién de Raf-1 durante la transicién Gg/Gj inducida por PDBu
presenta una cinética similar a la de G+/S, siendo detectada al cabo de pocos minutos de la
adicion del estimulo. Sin embargo, en el caso de Con A, la hiperfosforilacién es bastante
mas tardfa, no observandose antes de las 5 h. Esta diferencia en la cinética de fosforllacion
con ambos mitégenos, como ya se ha dichc antes, tamblén ocurrié en el caso de ERK2, ¥
podria ser debido a que con PDBu se produce la activacién directa de isoformas de PKG,
mlentras que con la lectina mitogénica no es directa, sino que tiene lugar a través de
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segundos mensajeros, y, por ello, puede ser distinto, tanto las isoformas de PKC que
intervienen en ambos casos, como su grado de activacion.

Considerar que la hiperfosforilacién de Raf-1 refleja su estado de activacion,
Gltimamente se estd cuestionando. Inicialmente, su hiperfosforilacién se asociaba con
activacién, ya que Raf-1 es una quinasa regulada por fosforilacién/defostorilacion. Sin
embargo, se han descrito casos en los que se ha observado hiperfosforilacién en ausencia
de activacion (238). Esto es debido a que los residuos que son fosforilados no son los
mismos en cada caso (60). Por tanto, sélamente la presencia de Raf-1 hiperfosforilado
como indicatlvo de su activacién hay que tomarla con reservas. No obstante, esta relacléon
sf tlene lugar en la respuesta de algunos tipos celulares a determinados estimulos (228), y
mds concretamente a ésteres de forbol (189,253,302).

Haciendo uso de un oligonucledtide antisentido demostramos que la quinasa Raf-1
@s necesaria en la transicién G4/8 de linfoblastos T, Con el mismo oligonuclestido, otros
grupos han mostrado un bloqueo de la proliferacion de linfocitos T periféricos en respuesta
a IL-2 (229), y también una supresion de la sintesis de DNA promovida por Insulina,
eritropoyetina e 1L-3 (38). Todos estos datos indican que la quinasa Raf-1 es un elemento
esencial en el ciclo celular de linfocitos T y de otras células.

El hecho de que el blogueo de la proliferacion, observado en linfoblastos T de rata,
siga ocurriendo cuando el oligonucleotido antisentido de Raf-1 se afiade a las células,
incluso a las 7 h tras la estimulacién con PDBU, sugiere que ta actividad quinasa de Raf-1
es requerida tarde en la transicién G1/8 del ciclo celular. Este dato, ademas, correlaciona
con la cinética de hiperfosforilacién de Raf-1, donde se vio que era entre 7-10 h cuando la
forma hiperfosforilada dejaba de detectarse, siendo quiza el tlempo donde ya deje de
necesitarse la actividad de Raf-1. Hay datos en la bibliograffa que muestran un aumento en
la cantidad de protelna Raf y en su actividad a través de Gy, alcanzando los maximos
niveles justamente antes del pico de sfntesis de DNA (302). En linfoblastos T de rata no
observamos si la actividad de Raf-1 se necesitaba o no, también como un evento

temprano tras el estimulo,
4.3.-RELACION DE ERK2 CON RAF-1

Acerca del orden de participacién de las quinasas ERK2 y Raf-1, los resultados
obtenidos en linfoblastos T nos llevan a sugerlr que, la activacion de ERK2 no depende de
la activacion previa de Raf-1.

Esta conclusion esta basada fundamentalmente en dos hechos. Por una parte,
porque la cinética de fosforilacién de ERK2 precede a la de Raf-1. En segundo lugar,
debido a que el oligonucleotido antisentido de Raf-1 no es capaz de bloguear la
hiperfosforilacién de ERK2. Por otro lado, y aungue se trate de un dato més indirecto, por el
hecho de que el AMPc, activador de la PKA, bloguee la transicién G+/S pero sin afectar a la
activacién de ERK2, ya que sugiere que el punto donde actua para bloquear la proliferacion
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es posterior, o estd situado en una via distinta, a ERK2, E! AMPc es un agente inhibidor de
proliferacion de linfocitos T y de otros tipos celulares (35,78,135,161). Se ha descrito que
@sta funcién la ejerce, al menos en parte, inhiblendo la vla de las MAPKs (34). La slevacién
de los niveles intracelulares de AMPc activa la PKA, que impide la activacién de Rai-1,
indiicida por ésteres de forbol y factores de cracimiento (49,295), mediante (a fosforilacién
en el residuo de Ser 43, localizada en el dominio regulador N-terminal de Raf-1 {295), Luego
en el caso de {os linfoblastos T una posibilidad serfa que el AMPc blogueara [a proliferacién
mediante la inactivacion de Raf, siendo éste Ultimo un elemento postetior, o situado an una
via diferente, a ERK2,

La idea de que Raf-1 no esté situado en un paso anterior a ERK2, en la cascada de
quinasas, estarla en contra del modelo establecido para la via de sefalizacién activada por
los receptores con actividad tirosina quinasa (171), y por TCR (131), receptor gque no
posee actividad titrosina quinasa intrinseca, en dende se propone que Ral-1 as un
elemento anterior a ERK2 en la via de las MAPK. Sin embargo, también se han desctito
casos en |a literatura en que la activacion de ERK2 no es dependients de la de Raf-1, Por
ejemplo, se ha mostrado que Raf-1 es dispensable para la activacién de ERK2 en la via
de sefializacién de EGF y PDBu, bien perque ERK2 sea un elemento previo, o porque
estén situados en vias independientes.(42). Por ofro (ado, mediante el uso de lineas
celulares de fibroblastos de rata, se ha mostrado que Raf-1 no es el principal activador de
ERK in vivo (142), proponiendo que, como en el caso de ievaduras (201), una proteina
quinasa similar a STE11 podrfa estar actuando sobre MEK. Una proteina guinasa
homologa a STE11, MEKK, se ha identificado como un activador de MEK en ratones (152).
En este aspecto, se ha visto que MEKK de ratén, expresada en levadura, puede actuar
como elemento posterior a PKC1 (homadlogo de PKC en levadura), corrigiendo una mutacidn
en la que no existe BCK1 (MAPKKK en la via de la integridad de la pared celular), sin
intervenir en las mutaciones de las MAPKKKs de otras vias (26). Por ianto, seria
interesante encontrar si una MEKK podria estar implicada en la activacién de ERK2 por
PDBuU, en un paso posterior a PKC, en linfoblastos T de rata.

Luego, [a diversidad de los resultados obtenidos respecto al orden de participacién
de Raf y ERK2 podrfa ser explicado porque, segun el tipo celular y el mitbgeno empleados,
la via de sefializacién intracelular activada sea diferente.

4.4.-RELACION DE PKC CON RAF-1 Y ERK2

Con el inhibidor especifico de PKC, BIS, se suprimen la activacidn de ERK2 y |a
hiperfosforilacién de Raf-1, demostrando que estos dos eventos son debidos a la

activacion de PKC.
Hasta el momento, se ha considerado como receptor intracelular de los ésteres de

forbol a la PKC, o més concretamente a las isoformas de PKC que unen tales agentes. Sin
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embargo, se han descrito ottas proteinas que también pueden unir ésteres de forbol
(2,100,279). Por ejemplo para el caso de los linfocitos T se sabe que ésteres de forbol
producen la activacién de Ras (71,225) pero no se conoce cual es el mecanismo exacto,
Por otro lado, se ha descrito que el éster de forbol PMA se une directamente 2 |a protelna
Vav (100), intercambiador de GDP/GTP para Ras (98), produciendo la activacidn de la
misma en linfocitos T (99). Debido a esto, algunos autores han postulade qus, cabria la
posibilidad de que la activacién de Ras inducida por gsteres de forbol, en las células T, se
debiera a la estimulacién de Vav, y no necesariamente a la activacion de PKG (100). Por
esta razén, se podrian estar detectando efectos no mediados por PKC cuando se
emplearan ésteres de forbol. Para descartar que los eventos que estabamos observando
fueran debidos a otros efectos que produjera el PDBu, aparte de la activacion de PKGC, se
empled este inhibidor de PKC, BIS, resultando que estas sefiales {activacién de Raf-1y
de ERK?2), s son producidas a través de la activacidn de PKC.

La dependencia de PKC para la activacién de ERK actualmente esta bastante
controvertida. El requerimiento de PKG en la activacion de ERK por un éster de forbol ha
sido descrito mediante experimentos in vitro (169). Esta dependencia de PKC también se
ha observado, in vivo, en distintos tipos celulares con diferentes estmulos. Asi, se ha
mostrado en células Jurkat estimuladas con antiCD3 (199), y en células no linfoldes: en la
linea celular 3T3-LI con LIF (245), y en miocitos con endotelina (27). Sin embargo, tambien
in vivo se ha descrito la activacién de ERK independiente de PKG, en células 8T3-LI con
EGF (245) y en miocitos con FGF acidico (27), entre ofros.

El hecho de que, en la forma activada de ERK2, se detecte un aumento en los
niveles de fosfotirosina, implica la existencla de al menos alguna quinasa (tirosina quinasa
o de especificidad dual), intermedia entre la PKC y ERK2, y por tanto, se descarta que la
activacién se deba a una fosforilacién directa por parte de PKC. La quinasa responsable
de la fosforilacién en tirosina, podria ser la protefna quinasa de especificidad dual MEK, ya
descrita como quinasa activadora de ERK2 (123,170,171)

En relacién con la activacién de Raf-1, hay estudios en los que se ha postulade gue
para una maxima activacion de Raf es necesario |a participacidn de Ras y tirosina quinasas
(292). Por otro lado, se ha propuesto que la activacién por PKC, de la cascada de las
MAPKSs, podria representar una ruta alternativa a la activaclén de Raf por tirosina quinasas
y Ras (169). De todas formas, la interdependencia de PKC y Ras para activar la ruta de
las MAPKs no estd atn clara. Con respecto a la activacién de Raf via PKGC, hay
resultados distintos segtn el tipo celular y el estimulo empleado. Por ejemplo, se ha
demostrado en |ineas celulares que la activacién del TCR aumenta la fosforilacién de Raf e
induce su actividad quinasa, siendo este efecto dependiente de PKC (258). Sin embargo,
la activacién de Raf mediada por el receptor de PDGF es independiente de PKC (189)

5.- ESTUDIO DE LA DEFOSFORILACION DE ERK2.
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Las sefiales estudiadas anteriormente estan reguladas, de forma que van a tener un
tiempo de actuacién limitado, caracterfstica de las repuestas celulares que hace que éstas
tengan un significado fisiolégico. Las protefna guinasas reguladas por fosferilacién/
defosforilacién van a dejar de estar activadas debido a la defosforilacidn de los residuos
que habian producido su activacién. Por tanto, presenta Interés el estudio de las
actividades fosfatasa responsables de tal inactivacién.

En relacién a los miembros de la familia de las MAPK, dicha inactivacién se produce
por la defosforilacién de los residuos de fosfotreonina y fosfotirosina (8). Se han hecho
estudios en este aspecto y se han identificado fosfatasas responsables de la inactivaclén
de ERK?2 tanto in vitro como in vivo, aunque todavfa no se conoce completamente cémo se
produce este mecanismo de defosforilacion.

En cualquier caso, la defosforilacién podrfa deberse a la accién de una proteina
fosfatasa de especificidad dual, a la accién de serinastreonina fosfatasas junto con tirosina
fosfatasas, o a la participacién conjunta de los tres tipos de fosfatasas.

5.1.- PAPEL DE SERINA/TREONINA FOSFATASAS

Esta descrito que la serina/treonina fosfatasa PP2A, in vitro, defosforila a la ERK2 en
su residuo de P-Thr183 (8). También se piensa que esta implicada en su defosfotilacion in
vivo (5). Esta fosfatasa es inhibida por acldo okadaico (48). Por este motivo, quisimos
analizar si esta fosfatasa estaba actuando in vive sobre ERK2 en la transicion G4/S
empleando dicho inhibidor. Por los experimentos realizados con 4cido okadaico, pensamos
que al menos una serina/treonina fosfatasa, probablemente PP2A, estd regulando el
estado de fosforilacion de ERK2, directa o también indirectamente.

Los resultados obtenidos mostraron que se produce un retraso en la defosforilacién
cuando las células se preincuban con dcido okadaico. Este dato confirma que hay
fosfatasas inhibibles por 4cido okadaico, que participan en la defosforilacion de ERK2.
Aparte de estar implicada en la defosforilacién de ERK2, la PP2A, in vitro, también
defosforila las serina activantes de MEK (198). No sélo in vitro, también in vivo, la
inactivacién de la PP2A produce un aumento en la activacion de MEK, ademas de ERK,
aunque sin afectar a Raf (2566). Por tanto, al inhibir esta fosfatasa probablemente se esté
actuando a distintos niveles en la via de transduccién, y por asta razén no se puede
hablar de una inactivacién especifica de ERK2, ya que Ia inhibicién de PP2A actuando
sobre MEK, también afectarfa a la hiperfosferilacién de ERK2.

E| acido okadaico, en ausencia de otro estimulo, produce un aumento en la
hiperfosforilacién de ERK2, estd de acuerdo con los datos relativos a células PG12, en
donde se ha visto que, la principal fostatasa que actia sobre ERK y MEK, en ausencia de
estimulo es la PP2A (5). Una inhibicidn de esta fosfatasa provocarla que el equilibrio en
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este estadfo basal, en donde esta favorecida la defosforilacién de estas quinasas, se viera
desplazado hacia el estado fosforilado de las mismas,

Aunque todos los estudios, realizados hasta el momento, apuntan a que la PP2A es
una de las fosfatasas que posiblemene estén actuando sobre ERK y MEK, hay que tener
en cuenta que en estos experimentos /n vivo, donde se utiliza un inhibidor no especlfico
para una fosfatasa, no se puede excluir el que se afecte la PP1, también inhibible por &cido
okadaico (48), y que ésta Ultima estuviera intervinlendo de una forma indirecta en la
fosforilacion que se observa en ERK2 .

5.2.- PAPEL DE TIROSINA FOSFATASAS.

La fosforilacién en tirosina es un evento menos generalizado que las producidas
sobre residuos de serina y treonina , pues representa, aproximadaments, sdlo un 5% ds
las fosforilaciones en la célula. Cuando los linfoblastos T son estimulados con PDBu,
mediante nuestro abordaje experimental, detectamos fundamentalmente ERK2 como Unica
prote(na en la que se producla un aumento de la cantidad de fosfotirosina. Por tanto, el
andlisis de las defosfotilaciones sobre residuos de fosfotirosina, podrfa ser una
aproximacién més especifica en el estudio de esta quinasa. Con este objetivo, analizamos
el efecto del ortovanadato sédico sobre la defosforilacién de ERK2, descrito como un buen
inhibidor de tirosina fosfatasas (93).

Mediante el emplec del ortovanadato, observamos que en la defosforilacion de
ERK2 estan interviniendo fosfatasas sensibles al mismo, ya que observamos una
hiperfosforilacidn mas sostenida de ERK2 cuando ias células se preincubaron con este
agente.

No se ha identificado aun ninguna tirosina fosfatasa que sea la responsable
fisiologica de la defosforilacién del residuo P-Tyr185 de ERK2, Sin embargo si se han visto
varias fosfatasas de este tipo que son capaces de defosforitar e Inactivar a ERK in vitro,
como son la CD45 (8), tirosina fosfatasa situada en la membrana de los linfocitos con
dominios extra e intra citopldsmicos, y también una tirosina fostatasa purificada de oocitos
de X,laevis (240).

De todas formas, hay autores que han propuesto que que cuando la inactivacion de
ERK2 tiene lugar en el citoplasma por PP2A, conjuntamente estd actuando alguna tirosina
fosfatasa citoplasmica que serfa la responsable de la defosforllacion del residuo de P-
Tyr185 (5).

5,.3.- PAPEL DE FOSFATASAS INDUCIBLES.

Se ha descrito la existencla de un grupo de fosfatasas de especificidad dual
responsables de inactivar a miembros de la familia de las MAPK in vivo. Estas fostatasas
son sintetizadas rdpidamente después del estimulo, siendo su sintesis sensible a
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cicloheximida, y su actividad es inhibible por ortovanadato. En fibroblastos de ratén
estimulados con suero, en 1h ya se detectan los niveles de una de dichas fosfatasas, la
denominada MKP-1 (262), y su aparicién coincide con la defosforilacién e inactivacién de
ERK2. En céiulas humanas se ha encontrado un homoéloge, denominado CL100 inducible
por estrés oxidativo en fibroblastos de piel (269}, También se ha identificado otra fosfatasa
de las mismas caracter(sticas pero especlfica de células hematopoyéticas, denominada
PAC-1 (281). En el caso concreto de células T, en ¢élulas Jurkat estimuladas con PHA mas
PMA, PAC-1 se identificd como el producto de un gen temprano, cuya expresion es
independiente de una sintesis previa de proteina {231). En este trabajo quisimos estudiar
si en los linfoblastos T, en la transicién G/S, una actividad fosfatasa de estas
caractersticas actuaba sobre ERK2. Los resultados cbtanidos sugieren que una fosfatasa
regulada a nive! de sintesis, esta implicada en la defosforilacion de ERK2 tras el estimulo,
siendo un posible candidato la denominada PAC-1,

La preincubacién con CHX, inhibidor de |a sintesis de protefnas, produce un retraso
en la defosforilacién de ERK2, sugiriendo la presencia de una actividad fosfatasa, como la
ya descrita, que estaba siendo regulada a nivel de sintesis, y por ello con un
comportamiento similar a PAC-1. Aunque tampoco se puede descartar que, lo que se esté
Inhibiendo con la CHX, sea la sintesis de algtin otro factor necesario para la defosforilacion
de ERK2.

Se piensa que, en la defosforilacidén e inactivacién de ERK2, no siempre actuan
estas fosfatasas de especificidad dual, Asl, estudios llevados a cabo en células PC12,
estimuladas con EGF, la defosforilacion de ERK2 no se ve afectada por la presencla de
Inhibidores de la transcripcion, ni de la sintesis de protelnas, descartando, por este motivo,
ia participacién de fosfatasas inducibles (298). Otros autores proponen que, la activacion
de ERK2, en dicha situacion, es demasiado corta en el tiempo, como para que esta quinasa
se translogue al niicleo, y alll sea defosforilada por CL100, que es de localizacién nuclear
(5). En linfoblastos T, tras la estimulacién con PDBu, la activacion de ERK2 se mantiene
durante 2-3 h, que es un tiempo suficientemente largo, como para que se translogue al
nicleo, y alll actie sobre ella una fosfatasa dual, como por gjemplo PAC-1 que es de
localizacion nuclear (231},

En otros sistemas se ha visto que la hiperfosforilacion de ERK, es més sostenida,
llegando hasta varias horas, y pudiendo translocarse al nicleo, pero no afectdndose
cuando la CL100 se expresa en la célula (5). Por estos resultados se piensa que en |a
defosforilacién de ERK2 no siempre Interviene estas fosfatasas de especificidad dual,
siendo en estos casos otras fosfatasas citopldsmicas o nucleares las responsables de su
inactivacion.

El hecho de que la adicién conjunta de CHX y ortovanadato, que también inhibe
estas fosfatasas de especificidad dual, mantuviera ain més la hiperfosforilacion de ERK2
que el empleo de CHX sélamente, sugiere la existencia de otras actividades fosfatasa,
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aparte de la regulada a nivel de sintesis, que fueran sensibles a ortovanadato, tanto
tirosina fosfatasas como fosfatasas de especificidad dual, y que estuvieran actuando
sobre ERK2,

En resumen, los datos presentados en el estudio de la defosforilacion de ERK2, nos
permiten proponer la existencla de actividad(es) serina/treonina fosfatasas del tipo de
PP2A inhibibles por acido ckadaico, y actividad{es) titosina fosfatasas inhibibles por
ortovanadato, entre las que probablements se encuentre(n) alguna(s) de especificidad
dual, cuya sintesis se induce por el estimulo.
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Conclusiones

Las conclusiones mas importantes que se derivan de este trabajo son:

1.- En las transiciones G¢/G1 y G1/S, del ciclo celular de linfocitos T, es necesaria la
activacion sostenida de PKC en el tiempo.

2.- Durante la transicién G¢/S de linfocitos T inducida por PDBU, las iscformas PKC o, B,
8, e p82 { y p75 { presentan un comportamiento diferente en respuesta al est/mulo,
implicando probablemente un distinto pape! para cada una de eflas en la transduccion de

la sefial.

3.- Con el anticuerpo o.-PKC { se detectan dos polipéptidos: p75 £, que se comporta
como la PKC ¢ ya descrita, y pB2 €, que aungue es una isoforma relacionada presenta

caracteristicas biogulmicas diferentes a la anterior.

4.- En el ciclo celular de linfocitos T, se produce la activacidn de la quinasa ERK2 en las
transiciones G¢/G 1 y en Gy/S del ciclo celular (Inducida esta Ultima por PDBu), siendo
necesaria, pero no suficiente, para la entrada en SdelacélulaT,

5.- En linfocitos T, la quinasa Raf-1 es hiperfosforilada durante las transiciones Go/G1 Y
G1/S del ciclo celular (ésta titima inducida por PDBuUY}, siendo esta quinasa necesaria, al
menos, hasta un paso tardio en la transicién, para que la célula alcance la fase S del ciclo

celular,

6.- Durante la transicién G1/S del ciclo celular de linfocitos T, el PDBU induce la activacién
de ERK2 y Raf-1 mediante la estimulacion de PKG, no dependiendo la activacién de

ERK2 de la previa activacién de Raf-1.

7.- En la defosforilacién de ERK2 durante la transiclén G1/S parecen estar implicadas
serina/treonina fosfatasas del tipo PP2A, tirosina fosfatasas y fosfatasas duales del tipo

PAC-1.
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