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Resumen-1

Resumen

La activacion de Raplb por la proteina de inter¢arabtivada por AMPc (Epac) y su
fosforilacion mediada por la proteina quinasa ddete de AMPc (PKA), son requeridas para
la mitogénesis dependiente de AMPc. Sin embargo] ek la fosforilacidbn permanece incierto.

Evaluamos potenciales cambios conformacionalescidds por la fosforilacion de
Raplb, utilizando el intercambio hidrogeno/deutagoplado a espectroscopia de masa (DXMS)
y cristalografia. Velocidades de intercambio hiémg/deuterio para Raplb fosforilada (Rapl1-P)
y fosfomimética (Rapl-D) mostraron un perfil deencmbio idéntico, con velocidades
incrementadas en regiones discretas a lo larga geokeina, incluyendo un dominio alrededor
del sitio de fosforilacion y la region efectora. kstructura cristalina de Raplb-G12V-S179D
mostrd que la presencia del S179D induce cambide iaterfase con los switch | y 1.

Nuestro segundo objetivo fue la busqueda de efectde Raplb modulados por
fosforilacion. Entre los clones aislados por ddhlerido, se encontré la proteina asociada a la
adenilil ciclasa 1 (CAP1). Rap y CAP presentaroa asociacion independiente del nucleétido,
pero dependiente de la isoprenilacion de Raplb.gderna fosforilacion demostré modular
negativamente esta interaccion, su efecto sobreeff@l mitogénica mediada por Rapl fue
positivo. CAP1, actuando como proteina andamio dp, Resultd necesaria para la accion de
Rapl, siendo requerida ademas para su activadwsfarilacion, efecto que estaria mediado por

la estimulacién del aumento de los niveles de AMPc.

Palabras Clave: AMPc, PKA, fosforilacion, Epac, Rapalosteric effect, CAP1
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Abstract

Activation of Raplb by the exchange protein acadaby cAMP (Epac) and its cCAMP-
dependent protein kinase (PKA)-mediated phosphiioylaare required for cAMP dependent
mitogenesis. However, the role of phosphorylatemains unknown.

We assessed potential conformational changes iddbgephosphorylation of Raplb
using the amide hydrogen/deuterium exchange massrepcopy (DXMS) and Crystallography.
Exchange rates PKA-phosphorylated (Rapl-P) andpbloosimetic (Rapl-D) Raplb proteins
showed the same pattern of exchange, revealing@eased exchange rate in discrete regions
along the protein, including a domain around thesphorylation site and the effector domain.
Crystal structure for the full length Raplb-G12V#SD showed that the presence of the S179D
induce changes at the interface with switch | dnd |

Our second objective was finding Raplb effectorslueted in a phospho-dependent
fashion.. Within the clones isolated by Two Hybnee found the adenylate cyclase-associated
protein 1 (CAP1). Rap/CAP association showed todmdeotide independent, but dependent on
Raps’ isoprenylation. Although, phosphorylationsid to negatively modulate this interaction,
it had positive effect on the mitogenic signal nageld by Rapl. CAP, acting as a scaffolding
protein for Raplb, was necessary for Rapl mediattdn, and required for Raplb activation

and phosphorylation, effect mediated by stimulathmgincrease of the levels of CAMP.

Keywords: cAMP, PKA phophorylation, Epac, Raplios#tric effect, CAP1
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“Equipped with his five senses, man explores the universe around him and calls the adventure
Science.” ~ Edwin Powell Hubble, The Nature of Science, 1954.
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La Superfamilia Ras

La superfamilia de la pequefia guanosina trifoséa{&T Pasa) Ras estd compuesta por
mas de 150 proteinas, subdivididas, en base arsgauesimilitudes funcionales, en al menos 5
familias: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf (figura 1) [1, Pos miembros de la superfamilia Ras son
proteinas monoméricas de unos 21KDa y compartecaiacteristica bioquimica de unir e
hidrolizar GTP. Esta propiedad les confiere la cajsl de actuar como interruptores
moleculares en la transduccion de estimulos exdexantrolando un diverso rango de procesos
biolégicos al alternar entre una forma activa (arddGTP) y una forma inactiva (unida a GDP)
[3]. El intercambio de GDP/GTP se encuentra finameegulado por factores de intercambio de
guanosina (GEFs), que aceleran la velocidad deir@steambio en varios ordenes de magnitud
[4]. La funcion de los GEFs consiste en llevar a conformacion transitoria libre de nucleétido,
seguida de la rapida carga de GTP [5, 6]. El mamiento de la conformacion activa dependera
de la actividad GTPasa intrinseca y sera esta & dptermine la estequiométrica de la
interaccion con los efectores. Ademas, existerofastcelulares especificos de activacion de la
actividad GTPasa (GAPs), que inducen la inactivadé la proteina a través de la estimulacion
de la hidrolisis del GTP (figura 2) [3, 7].

En el caso de las familias Rho y Rab, existe uglradicional de regulacion mediado por
los inhibidores de la disociacion de guanidina (§Dlos cuales se unen especificamente a la
forma inactiva de las GTPasas, inhibiendo la libéradel GDP y prolongando de esta forma el
estado inactivo. Esta interaccién permite a los G@lcuestrar a las GTPasas en el citoplasma,

impidiendo la union de las mismas a la membrandar€B, 9].
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Figura 1. Analisis comparativo de las secuencias de losnimies de la Superfamilia Ras humana. El largo de la
ramas es directamente proporcional al numero @gedii€ias en las secuencias comparadas. Las Subfasstan
indicadas en colores: RAS (rosa) RHO (verday, @arron), ARF (amarillo) y RAB (azul). Extraido @licelli,

J., Sci. STKE, 2002004250).
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Activacion

Inactivacion

Efectos
Biologicos

Figura 2. Ciclo de las pequefias GTPasas. Las GTPasas swdasiunidas a GDP), son activadas por GEFs que
promueven el intercambio GDP/GTP. En su estadwaaiti interaccionen con efectores, hasta la indocdéla
inactivacién por la hidrélisis del GTP, estimulguar GAPs. Para las subfamilias de Rho y Rab existnivel
adicional de regulacién mediado por los inhibidateda disociacién de guanidina

Las funciones basicas de unién e hidrolisis delletiticlo, poseen una estructura y
mecanismo de switch conservados dentro de la supd#id [10]. Este dominio, llamado
dominio G, se encuentra compuesto por una serig diementos estructurales criticos en el
intercambio GDP/GTP, los cambios conformacionafefi¢idos por la union del GTP y la
hidrdlisis del nucledtido (figura 3).

La region G1, llamada también loop P (loop de urabriosfato), tiene una secuencia
consenso GXGKS/T, la cual abarca los aminoacidos 10 a 17tezanciona con los fosfat@sy
y del grupo fosfato del nucledtido. EI dominio G@incide con el dominio de reconocimiento de
efectores (residuos 32-40) y solo posee un residmservado dentro de la superfamilia. Este
residuo, una treonina en posicién 35 de Ras, estdluicrada en la unién del ¥gy la
interaccion con el fosfatg se encuentra en una de las regiones que sufrer@sagambios en la
orientacion al unir GTP. El acido aspartico y leigh del motivo DXXG, correspondiente a G3

(residuos 53-62), estan involucrados en la unidnMig* y la estabilizacién del nucleétido.
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Residuos de la regién G4 (112-119, N/TKXD) interacan con la base del nucleétido y
estabilizan las interacciones de G1 con el mismor. @timo, los residuos SAK (G5)
interaccionan con el nucledtido principalmente @mena indirecta a través de G1, ya que solo el
residuo A146 se encuentra en contacto directo kounoteotido [10, 11](figura 3).

Ademas de la secuencias consenso responsablesnderseccion con el nucledtido y la
actividad GTPasa, las proteinas pertenecientes suléfamilias de Ras, Rho y Rab, presentan en
el extremo C-terminal una regién hipervariable (HVRI primer segmento de la HVR hacia el
N-terminal, corresponde a una secuencia de congXi)nque modularia la interaccién con
proteinas reguladoras y efectoras [12]. Por otrgepeontiene un dominio polibéasico (PB) y un
motivo CAAX (C: cisteina, A: Alifatico, X: residuterminal), involucrados en la asociacion a
membranas, interaccion con proteinas y sublocadimacelular [13-15]. En el caso de la
subfamilia de Ras, la sefal de isoprenilacién ditayfarnesilacion o geranilgeranilacion de la
cisteina en posicion 181, seguida de la protedtisis AAX y la metilacion de la cisteina
modificada [16, 17](figuras 3 y 4).

Secuencia consenso de unidn al nucleotido y

actividad GTPasa
I
Switch | Switch Il Region
Dominio Efector Hipervariable

Figura 3. Esquema de la estructura de la superfané de pequefias GTPasas RaRegiones conservadas dentro
del dominio G (G1-G5) y region C-terminal hipenredaie (C, PB y CAAX).
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Figura 4. Estructura de Ras.A) Estructura tridimensional de Ras, mostrando lgpnes pertenecientes al

dominio G.B) Detalle de los residuos involucrados en la intaccon el GTP y M.
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El reconocimiento de efectores se encuentra regupet cambios conformacionales
dependientes del nucleétido. Estudios estructueieRas han demostrado la existencia de dos
regiones que sufren cambios conformacionales do&stiomo consecuencia de la activacion por
GTP [18]. Estas regiones son el switch | (amina@i®0-40), que incluye el dominio de
reconocimiento de efectores (aminoacidos 32-4@), switch Il (residuos 60-76), que participa
en el anclaje del nucle6tido y en la interaccién pooteinas reguladoras. Asimismo, analisis
estructurales comparativos revelaron que el apatatswitch GDP/GTP es una estructura
canonica conservada en la superfamilia, pero codiverso rango de efectores y reguladores
[10] (figura 4).

Raplb

Las proteinas Rap fueron originalmente identificaal&ravés de 3 estrategias diferentes:
unioén a GTRS35 (smgp21) [19], hibridacién de baja astringentibzando sondas para Ras
(Rap, Ras proximate) y su clonado a partir de [@eston como revertante de Ras (Krevl, K-
Ras revertant) [20].

A pesar que Rapl solo tiene una identidad de serzudel 50% con Ras, sus dominios
efectores son indistinguibles [21], sugiriendo qun&bas proteinas poseen funciones similares o
tal vez antagonicas. La presencia de dominios afestidénticos y la habilidad de Rapl de
revertir la transformacién celular mediada por Refrzaron la nocion original que consideraba
gue Rapl era una proteina anti-mitogénica cuyadones antagonizar los efectos de Ras [22].
Esta hipotesis fue sustentada a través de ressltptmdemostraron que la interaccion de Rapl
con moduladores [23, 24] y proteinas efectorasagpde Ras [25], no conducian a la activaciéon
de los mismos [26]. A partir de estas observaciaoegiéo un modelo en el cual la habilidad de
Rapl para formar complejos no productivos con nubdécefectoras de Ras, explicarian sus
efectos anti-mitogénicos.

A pesar de esto, fue posteriormente demostradolajaetividad de Rapl no siempre
interferiria con los eventos de sefializacion de[RAs28] , sugiriendo que el funcionamiento de
Rapl seria a través de una via distinta a la de ggas empleando potencialmente un set de
proteinas efectoras similares [29].
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Activacion/Desactivacion de Raplb

Raplb es expresada de manera ubicua y ha sidaa&dalen un gran rango de funciones
celulares, como ser proliferacion, adhesion, podaion y morfogénesis. Su activaciéon por
estimulos externos esta mediada por distintasdéasefalizacion, dependiendo del tejido y el
receptor celular involucrados. Los principales naggr®s secundarios que inducen la activacion
de Rapl son el calcio [30], diacilglicerol [31] y#oc [32, 33].

Ante la diversidad de funciones biol6gicas de Rapiiia de las formas de las que
dispone la célula de discernir y coordinar cohem@einte una respuesta celular seria a traves del
modo de activacion de Raplb. Existe para Rapl waa wariedad de GEFs que regulan el
intercambio GDP/GTP [34], entre los que se hanrgesecC3G [35], Epacl [36, 37], Epac2
[36], PDZ-GEFI [38], CalDAG-GEFI [39], RasGRP2 [40TalDAG-GEFIII [41], GRF [42],
PLC: [43] y DOCK4 [44].

Por otra parte, la desactivacion de Rapl se llegaba a través de la induccion de su
actividad GTPasa intrinseca, mediada por GAPs #&@sc como: RaplGAPI [45-47] vy
RaplGAPII [48, 49], tuberin [50] y los miembros ldefamilia de Spa-1, Spa-1 [51], Spal [52,
53], E6TP1 [54], SPAR [55] y SPAR2 [56].

Efectores de Raplb

La hipotesis de la interaccion de Rapl con lostefes tradicionales de Ras, sin que esto
impligue necesariamente su activacion [57], fue mainada para la familia de Raf (Rafl [18] y
B-raf [58, 59]), la subunidad catalitica pbl@e la phosphatidylinositol 3 quinasa [60] y los
miembros de la familia de los RalGEF (RalGDS [6R]f [62] y Rgl [25]). Es aun hoy
controvertido y objeto de discusién los efedtosgivo de estas interacciones [60] .

Otros efectores identificados para Rapl son leptadores RAPL, Riam, AF-6 y Krit,
los GEFs de la familia Rho, Tiaml1 y Vav2, y las BA®s, RA-RhoGAP y Ara3 [27, 63, 64].
Asimismo, han sido descriptas proteinas andamioluevadas en la localizacion y modulacién
de la actividad de Rapl como PDK1 [65] y IQGAP1]]66



Introduccion- 11

AMPc como segundo mensajero

Desde su descubrimiento, por Rall y Sutherlandelemio 1957 [67, 68], el AMPc ha
sido implicado como mensajero secundario una geaiedad de procesos biologicos [69]. El
AMPc es producido a partir de ATP por la adenitilasa, cuya accion se encuentra regulada por
proteinas G asociadas a receptores (GPCRSs) indupilodiversos estimulos externos. Una de
las funciones reconocidas del AMPc es la capactidadnodular la proliferacion celular [70].
Sorprendentemente, esta modulacion puede servgositiegativa, dependiendo del tipo celular
[71-73]. La activacion de la proliferacion ha silescripta para varios modelos [74]. Este efecto
mitogénico fue observadm vivo e in vitro, particularmente en lineas celulares de origen
endocrino y con un cierto grado de diferenciaci@ [/6].

La quinasa dependiente de AMPc (PKA), identificadiines de la década del 60 [77],
representd durante mucho tiempo el Unico blancamado en células de mamifero para el
AMPc. En su estado inactivo, PKA es una holoenziteiamerica compuesta por dos
subunidades regulatorias (R) y dos subunidadeditzats (C), de las cuales se han logrado
identificar varias subunidades R (RIRIB, Rlla, RIIB) y varias subunidades CdCCB, Cy). La
unién de dos moléculas de AMPc a las subunidadpdaterias resulta en la liberacién de las
subunidades cataliticas, las cuales poseen vdansds celulares [70].

En los dltimos 10 afios se han identificado nuevasdos para el AMPc, como los
canales catidnicos dependientes de AMPc [78] yrtdea intercambiadora dependiente de
AMPc (Epac), un nuevo GEF para Raplb [36]. Epae@aom dominio de reconocimiento capaz
de unir una molécula de AMPc, induciendo cambiggarmnacionales que llevan a la exposicién

del sitio catalitico, con el consecuente reconcanta y activacion de Rap1l [79].

Raplb como mediador de la sefial mitogénica del AMPc

La existencia de un llamativo paralelo entre lectfs del AMPc y la accion de Raplb
sobre la proliferacion celular, ha sugerido unariatrelacion entre Rapl y los efectos biolégicos
del AMPc. En sistemas donde el AMPc inhibe la feddicion, la accién de Raplb es también
inhibitoria [80, 81], mientras que Raplb estimaarlitogénesis en células donde el AMPc es un

activador de la proliferacion celular [82, 83].
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La accion de agonistas que inducen la elevacidnseniveles intracelulares de AMPc y
estimulan la rapida fosforilacion [33] y activaci@e Raplb [84], ha llevado a plantear la
hipétesis que Raplb podria mediar la accion biokbdel AMPc [83]. Como confirmacion de la
misma, se observé que la expresion exodgena de Rapfibroblastos Swiss 3T3, sistema en el
cual el AMPc es un regulador positivo de la prodteon [85], era capaz de conferir propiedades
mitogénicas y oncogeénicas [83], mediante a la il de Raplb de promover el ingreso a la
fase S (sintesis de ADN). En consecuencia, fuedntrido un nuevo concepto en el que Raplb
podria ser considerado un oncogén condicional: dfestos mitogénicos de Rap dependen de
programas celulares de transduccién de sefalesifispg de manera que Raplb, como el
AMPc, pueden estimular o inhibir la proliferaciéeldar [83].

Este concepto fue evaluado en una linea célulasufates diferenciadas de tiroides
PCCL3 [82, 86], la cual requiere de la Hormonarastante de Tiroides (TSH) para obtener una
respuesta mitogénica completa. Estos estudios demmms que la estimulacion hormonal
dependiente de AMPc sobre la progresion G1/S|garete Raplb unida a GTP y fosforilada.
Resultados recientes demuestran un comportami@ctzgénico de Raplib vivo: la expresion
especifica, en células foliculares de tiroides d¢ones transgénicos, de una mutante
constitutivamente activa de Raplb condujo al deBarde una hiperplasia benigna, adenoma y
carcinoma de tiroides, dependiente de hormona [87].

De esta forma, el dogma original en el que Rapldeijposolamente funciones anti-
mitogénicas y anti-transformantes, por oposicioaaaccion oncogénica de Ras, ha sido
ampliado al demostrar la participacion de Raplbaparte de la maquinaria involucrada en la
transduccion de la sefial mitogénica del AMPc. AAmo tiempo, se introduce una nueva nocién
como ser el estricto requerimiento de la fosforflacde una pequefia proteina G para el

desarrollo de su funcién en la transduccion deffmls

Funcion de la fosforilacion de Raplb dependiente dekKA

La fosforilacion de proteinas cumple un papel d&dmportancia como mecanismo de
modificacion postraduccional, regulando la confaridia y actividad de muchas proteinas.
En el caso de Rap1lb, la fosforilacion dependieat®dA fue originalmente descripta en

sistemas libres de células en respuesta a agomstasncrementan los niveles de AMPc en
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plaguetas humanas. La misma ha sido involucrada ganslocacion de Rap de la membrana al
citosol [88, 89], probablemente aumentando la ddpdade Raplb de unirse a un estimulador de
la disociacion de guanidina (GDS) [90]. Sin embargofosforilacion de Rapl no presento
efectos sobre la reaccion basal de intercambio GDP/ la velocidad intrinseca de hidrdlisis de
GTP, o la habilidad de ser estimulada por una Rap@Gitosolica [90, 91].

Evidencias de un rol de la fosforilacion dependiede PKA como modulador de la
asociacion de Rap1l con otras proteinas fue re@opah Citocromo b558 [92] y Raf-1 [93]. Sin
embargo, la informacién disponible acerca de ldoflacion de Rapl es extremadamente
limitada. La estructura de Raplb ha sido resueitaseciacion con c-Raf-1 [18], Epac2 [94] y
RapGAP [95] (figura 5) y fueron obtenidas a padlruna version truncada de Raplb (1-167),
carente del sitio de fosforilacion (S179). Pomeasizon, es aun hoy incierto el rol que juega la
fosforilacion sobre la estrucutra de Raplb y suéacmitogénica. Podemos hipotetizar que una
posible funcion de la fosforilacion $emafectar la dinamicae la interaccion con las proteinas
efectoras, ya sea modulando su unién a nivel lt@vés de la creacién de una nueva superficie

de interaccion con efectores; o alostericamenéetafido la conformacién de otros dominios.

Rap1a GppNHp Raf1 Rap1b Epac2 cAMP Rap1b GDP BeF Rap1GAP

Figura 5. Estructuras conocidas de RaplkDe izquierda a derecha, estructuras de Rap1h) @risomplejo con el
RBD de Raf-1, Epac2 y Rap1GAP (verde), respectivaeneSe indica la posicion del analogo de AMPdazatilo
(amarillo) y los switch 1y Il (rojo y azul respéeimente).

Con la intencién de dilucidar el papel de la fodoion de Raplb, nuestro primer
objetivo fue evaluar los efectos de la fosforilacimediada por PKA sobre la conformaciéon de
Raplb, utilizando para ello técnicas tales commtelrcambio hidrégeno/deuterio acoplado a
HPLC y espectrometria de masa (DXMS) y cristaldgrdl paso siguiente, fue la busqueda de

efectores de Raplb que presentaran una modulasfmdependiente.
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“However beautiful the strategy, you should occasionally look at the results.” Winston Churchill
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Reactivos Quimicos y Anticuerpos

La Hormona Estimulante de Tiroides (TSH) y la Braoxiuridina (BrdU) fueron
adquiridas de Sigma. La Forskolina (FK), isobutiiflrantina (IBMX), inhibidores de proteasas
y H89 fueron obtenidos de Calbiochem, la glutaigarosa de GE Healthcare, el andlogo de
AMPc para PKA KP-benzoyladenosina-3', 5'-monofosfato ciclicde Axxora Biolog. Los
anticuerpos monoclonales contra los epitopes HA. Ay Myc (9E10) fueron adquiridos de
Covance, los anticuerpos anti-Raplb de ProteinBrcp, anti-GST de Invitrogen y el anti-P-
Rapl desarrollado in-house. El anti-BrdU fue dedBgign International. El anti-CAP1 fue

gentilmente provisto por el Dr. J. Field de la Wnsity of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA.

Plasmidos y Subclonados

Los fragmentos correspondientes a Raplb-G12V-C38R@p1lb-G12V-S179D-C181G,
fueron subclonados como proteina de fusibn a una de histidinas entre los sitios de
restriccion Ndel y Xhol del plasmido de expresi@tteriana pET28c (Novagen). La subunidad
catalitica de la PKA fue subclonada en el sitio INgall del pACYCTDuet-1 (Novagen).

Para la expresion en mamifero de las proteinasigiénfa GST se introdujeron Rapl y
las distintas mutantes de Rapl en el pCELF-GSTzaritlo los sitios BamHI y EcoRI. Los
plasmidos pEBG-Srfl-GST-CAP1 (murino) fue gentilrteenprovistos por el Dr. Pekka
Lappalainen (Universidad de Helsinki). El plasmidla-CAP1 fue provisto por el Dr. J. Field de
la University of Pennsylvania, Philadelphia, PA,AJ&0s plasmidos pCGN-HA-Rap y pCMV-

myc-Rap fueron anteriormente descriptos [33].

Expresion, purificacién y fosforilaciénin vivo de Raplb

Bacteriask. coli BL21(DE3) fueron transformadas quimicamente conviestores de
expresion pET28c-Raplb-G12V o pET28c-Raplb-G12Va Ravar a cabo la fosforilacion de
Raplb-G12V, se cotransformaron los plasmidos pER&Grlb-G12V y pACYCDuet-1-cPKA,
las bacterias cotransformadas fueron seleccionadakB (Luria-Bertani) suplementado con

Kanamicina y Cloranfenicol. En todos los casos, ewlania recombinante fue inoculada en LB
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liguido y crecida a 3 por 16 horas. Los cultivos fueron diluidos y @des hasta alcanzar una
densidad Optica a 600nm de 0.6. La expresion deipeofue inducida mediante la adicién de
IPTG 1mM, durante 1 hora a ®7. Las bacterias fueron cosechadas por centrifagaci5000g
durante 10 minutos y resuspendidas en buffer de (igis-HClI 50mM pH 7, NaCl 50mM,
MgCl, 10mM, benzamidina HCI 1mM, Inhibidores de proteg€zabiochem) e inhibidores de
fosfatasas (fluoruro de sodio 50mM, orthovanada&cadio 2mM, benzamidina 1mM y beta-
glicerofosfato 1mM)). Las bacterias fueron lisadasubando con lisozima (1mg/ml), B-
mercaptoetanol (5mM), Sarkosyl (1%), Triton X-1@%) y sonicacion (4x20"). La fraccion
soluble fue recuperada luego de una centrifugaai®@®00 rpm durante 20 minutos £C4e
incubada con NTA-Ni (Quiagen). La resina fue lavaddizando Tris-HCI 50mM, NaCl
150mM, MgC} 10mM imidazol 50mM y B-mercaptoetanol I0mM, mientasda elusion se
realizé con buffer conteniendo Tris-HCI 50mM (pH NaCl 150 mM, MgGl10mM, Imidazol
300mM y B-mercaptoetanol 10mM. El exceso de ImitlgzdaCl fue eliminado por exclusién
molecular empleando cartuchos Econo-Pac P6 (BioRad)roteina fue concentrada y guardada
a -80C en glicerol 25%.

Dicroismo Circular

Los espectros de las mutantes de Raplb fueronidbsem 25°C en PBS (pH 7.4), en una
cuba de cuarzo fusionado de 0.1cm, utilizando peasofotometro AVIV 202 series CD
(Lakewood, NJ). Tres espectros en dos experimanttependientes por muestra (Raplb~10-
15uM) fueron obtenidos y promediados, midiendoterualos de 1nm en la regién de UV lejano
(195-280 nm). En todo los casos la linea de basecturegida, restando el espectro blanco
obtenido con PBS en ausencia de proteina. Los tespeestan expresados en unidades de
elipticidad molar promedio por residu®).(Las curvas de temperatura de fusién (TM) fueron
obtenidas a partir de 2 mediciones independiemsdiendo ¢) a 220nm entre 25a 8CFC
(Rap1b~25uM).
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Analisis del nucleétido

El andlisis del nucleétido unido a la proteina faalizado por FPLC, empleando una
columna de intercambio anionico, Mono Q 5/50 GL G un sistema de purificacion AKTA
(Pharmacia). Brevemente, la columna fue equilibrada Tris-HCI 20mM (pH 7.5) y el
nucleédtido eluido mediante un gradiente de 0 a 260aCl, con un flujo de 1 ml/min. Los
tiempos de retencion para el GDP y el GTP fuerab(4 19.60 minutos, respectivamente. La
preparacion de la muestra se llevé a cabo hirviemdoalicuota de la proteina durante 3 minutos
a 95C y centrifugando a alta velocidad durante 10 naisuton el objeto de remover la proteina
desnaturalizada. Una alicuota del sobrenadanteirfyectada en la columna, que fuera
previamente calibrada con soluciones patron cogmeloi concentraciones crecientes de los

diferentes nucleétidos.

Activacion de Rapl utilizando RalGDS-RBD

400ug de lisado proveniente de células PCCI3ug tle Raplb, Raplb-P o Raplb-D
purificadas a partir de cultivos @&ecoli, fueron incubados 4°C por 60 min., con 10ug de GST-
RalGDS-RBD pre-conjugados a una resina de glutagarosa (Amersham Biosciences) en 500
ul de buffer de lisis (Tris-HCI 50mM, 50mM NacCl, m MgCl,, 5mM B-mercaptoetanol). La
resina fue lavada 4 veces con buffer de lisis. budgl ultimo lavado, las muestras fueron
resuspendidas en buffer de siembra Laemmli. Laeimas fueron entonces fraccionadas en un
SDS-PAGE al 12% y transferidas a una membrana ld@milolifluoruro (PVDF) para su analisis
por Western Blot (WB) . La inmuno reactividad de [goteinas fue luego revelada utilizando
anticuerpos primarios correspondientes, y secunsl@onjugados a HRP a través de un kit de

deteccidn quimioluminiscente (Pierce)
Optimizacién de las condiciones de fragmentacion
Para una eficiente fragmentacion se llevé a calmpienizacién de la concentracion de

Hidrocloruro de Guanidina (GuHCI) a utilizar. Brevente, 15ul de la solucidon stock de las
mutantes Raplb (5mg/ml en Tris-HCI 20mM pH 7.0CNa0OmM) fueron diluidas con 45ul de
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agua y tratadas a°© con 90ul de acido férmico 0.8% (v/v), conteniendistintas
concentraciones de GuHCI (0.8, 1.6, 3.2, 6.4M)ngliente congeladas y mantenidas £C80
para su posterior andlisis. Una vez descongeladdse shielo, las muestras fueron
inmediatamente pasadas por una columna de proteesateniendo pepsina porcina
inmovilizada sobre una resina Poros AL 20 (30 mp/em presencia de TFA 0.05% en agua, a
un flujo de 100 ul/min durante 6 minutos. La dudacde la digestion fue de 40 segundos. Los
productos de la proteolisis fueron directamenteeaaldos en una columna C18 (Vydac) y
eluidos con un gradiente lineal de 8 a 48% B dmekcurso de 30 minutos (Solvente A: TFA
0.05% en agua, y solvente B acetonitrilo 80%(v/rA 0.01%, en agua). El eluido fue
transferido a un espectrémetro de masa (Finniga@ Cassic) para su analisis espectrométrico,
con un ionizador por electrospray (ESI) a un velt@g¢ 5kV, temperatura capilar de 200La
adquisicion de datos se llevé a cabo en el modo (@&t la cuantificacién de deuterio) o MS2
(identificacion de péptidos). Para la identificacide la secuencia de los péptidos ionizados
generados por la digestion con pepsina, se utdizprograma SEQUEST (Therom Finnigan
Inc.). Para determinar su eficiencia de marcadenialtura isotépica de este set de péptidos fue
luego analizada a partir del espectro de masaxamilo software especializado (DXMS
Explorer, Serria Analytics Inc, Modesto, CA). Losapas de cobertura a las distinta
concentraciones de GuHCI fueron comparados y laslicéon en la que se obtuvo la mejor

cobertura fue utilizada para los experimentos te¥éambio de deuterio.

Intercambio Hidrogeno-Deuterio

Las muestras deuteradas fueron obtenid@€ adlluyendo 15ul del stock de proteina con
45ul de Buffer de Intercambio (Tris-HCL 8.3mM pH27NaCl 50mM, MgCGl 5mM), seguido
de una incubacion a distintos tiempos (10, 30, 300, 1000 y 3000 segundos). La reaccion fue
detenida con 90ul de acido férmico 0.8%, conteroe@dHCI 3.2M a €C y congelada a -8G
para su posterior andlisis. Las muestras deutefagasn analizadas en el aparato de DXMS
anteriormente mencionado, junto con muestras dosiro deuterar y muestras de Raplb
completamente deuteradas (incubadas a temperanimiardge, en acido formico 0.5% en D20
100%, durante 12 h). Se llevaron a cabo medicidedas proteinas no deuteradas, parcialmente

y completamente deuteradas usando el DXMS Explprarego convertidas en niveles de
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deuteracion considerando las correcciones por tefcambio ocurrido luego de detenida la

reaccion.

Modelado del extremo C-terminal de Raplb

Las predicciones se obtuvieron utilizando el Protébcal Optimization Program
(PLOP)[96], disefiado para predecir segmentos felamle estructuras cristalograficas de
proteinas. El algoritmo utiliza un método jerargugue involucra la construccion y agrupacion
de las estructuras del loop, optimizacion de laeras laterales de loops representativos de cada
grupo y minimizacién de la energia. Las evaluagosergéticas fueron realizadas empleando
mecanismos moleculares de campo forzado a niveliedd(OLPS)[97], a través de un modelo
de solvatacion de Born [98, 99]. Debido a la lamgjitdel loop C-terminal, se empled un
protocolo jerarquico de 3 pasos. Primeramentdesgé & cabo la prediccion de los residuos 161-
172, lo que diera lugar a 30 estructuras posibles fgeran utilizadas posteriormente para la
prediccion de la estructura de los residuos 170-1l@6 10 estructuras de menor energia de cada
prediccion de 30 estructuras fueron empleadas cwoalinadas iniciales para el ultimo paso de
prediccion de la estructura de los residuos 176-Hil todos los pasos, se llevé a cabo la

optimizacion de las cadenas laterales dentro ded@A del loop predicho.

Cristalografia

Se realiz6 un rastreo extensivo de cristalizaciasycondiciones mas promisorias fueron
optimizadas para obtener cristales individualeg ypuena difraccion. Los datos de la difraccion
de rayos X, en condiciones crioprotectoras, fuetmenidos en el SERCAT undulator beamline
221D del Argonne Advanced Photon Source, Chicagoy Iprocesados utilizando HKL2000
[100] y d*TREK [101]. Los datos fueron procesadas grupos espaciales trigonales y
hexagonales y la validacion del grupo asignadovérdicada por andlisis en Scalepack [100] y
Phenix [102]. El reemplazo molecular se realizdP&aser [103], utilizando las coordinadas de
Raplb, obtenidas a partir de la estructura del tgmmue forma con RapGAP [95] (PDB
accession code 3BRW) en ausencia del ligando. Debidue la secuencia de Raplb de este
complejo tiene corresponde a la proteina truncaetadios 1-167). La estructura del C-terminal,

residuos 168-181, fue construida a través de citdwativos de refinamiento y generacion de
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mapas en Refmac [104]. Arreglos manuales y refiaatoide los residuos alrededor del sitio de
union del GTPy-S, C-terminal y las regiones de los switch fuerealizadas utilizando el

programa Coot [105].

Cultivos Celulares y transfecciones

La linea de células foliculares de tiroides de,r®@CI3 [106], fue crecida en medio
Coon’s F-12 modificado (Sigma), suplementado comeras fetal bovino (FBS) al 5% y la
combinacion de 4 hormonas: TSH (1 mlU/ml; IU: umids internacionales), insulina jity/ml),
transferrina (5ug/ml) y hidrocortisona (1 nM). La linea d®lulas embrionarias de rifidn
humano, HEK 293T, fueron mantenidas en medio débénglo Eagle modificado (DMEM,
Cambrex) suplementado con 10% de FBS. Las célulasri mantenidas a 37°C en una
atmosfera con una tension del 5% de CO2 y 95%ueetlad. Las transfecciones fueron
realizadas en placas de 6 pocillos, sobre culibars60-70% de confluencia. En el caso de las
células PCCI3, las mismas se llevaron a cabo aile como agente de transfeccion el Fugene
(Roche Applied Science), ajustando la cantidad @NAa lug, segun las indicaciones del
proveedor. Las transfecciones de células HEK séizaean con @ de polietilenimina
(Polysciences, Inc) yi8) de ADN/pocillo. Las células tranfectadas fuercecias durante 48hs

previo a realizar el tratamiento 0 ensayo corregi@ue.

Ensayo de doble hibrido en levadura

El doble hibrido se realiz6 utilizando el sistenedbble hibrido Matchmaker™ GAL4
Two-Hybrid System 3 y la biblioteca de péptidoscdeebro humano de Clontech. Los insertos
correspondientes a Raplb-G12V-179D y Raplb-G12\881@btenidos por restriccion a partir
del vector pCGN-Raplb-G12V-179D/A, fueron subclmsagara su uso como carnada, en el
plasmido pGBKT7, a través de los sitios de restiitdNcol y BamHI. 1,48x10 colonias
cotransformates fueron evaluadas utilizando loscatlores: ADE2, HIS3 y lacZ, segun las

recomendaciones del provedor (Clontech, Protocol®™N 3247-1).
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Inmunofluorescencia y microscopia

Las células fueron crecidas y tranfectadas soblbeeenbjetos en placas de 6 pocillos.
Las células fueron lavadas con solucion salingpterada con fosfato (PBS, pH 7.4), fijadas con
formaldehido 3.7% en PBS a temperatura ambientd@aonin, permeabilizadas con Triton X-
100 por 20 min, e incubadas con glicina 0.1 M eiSBBr 10 min. Los cubre-objetos fueron
lavados 5 veces durante 5 min con PBS e incubad®88 conteniendo 1% de albumina sérica
bovina (BSA) por 10 min. Las células fueron incudmdcon el anticuerpo primario
correspondiente, a temperatura ambiente durantéaladas 5 veces durante 5 min con PBS
conteniendo 1% de BSA e incubadas con anticuempungario a temperatura ambiente durante
1h. Luego del ultimo lavado los cubreobjetos fuemmmtados sobre PermaFluor™ (Thermo) y

examinadas por microscopia confocal.

ARN interferente

El efecto de ARN interferente (ARN) se logré a &awe la produccion de ARN de
pequefa horquilla, mediante la introduccién dejrftanto correspondiente al marco abierto de
lectura de CAP1, 5'cac gac att gca aat caa ggRl€atidos 1074-1092), en el vector pSIREN
(Clontech). Para ensayos de cotransfeccion, seautih exceso de la construccion interferente
(2-3 veces mayor respecto del otro vector cotratesfi®), para garantizar que todas las células
tranfectadas posean esta construccion. Las céiudgien cosechadas 60 horas después de la

transfeccion.

Cuantificacion de la proliferacién por marcado con BrdU

Células crecidas al 50% de confluencia sobre cabjetos y tranfectadas con las
construcciones indicadas fueron hambreadas porof#s en medio Coon’s conteniendo BSA
0.2%, previo a la induccién con TSH y 10% FBS. lauég la estimulacion, las células fueron
marcadas durante 16 horas con BrdU vy fijadas segudescribe anteriormente. Las células
marcadas fueron identificadas por microscopia derdéscencia utilizando un anticuerpo
primario anti BrdU y un anticuerpo secundario cgago a Fluoresceina-isotiocianato (FITC,

Sigma).
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Cuantificacion del AMPc intracelular

Células PCCI3 transfectadas con ARNi contra CARyrdn crecidas en placa de 24
pocillos hasta alcanzar confluencia. Posteriormeifiieron lavadas con Solucion salina
balanceada de Hanks’ sin®Mg?*, e incubadas durante 2 horas en medio fresco SpEiode
*H-adenina (PerkinElmer Life Sciences, Boston, M&gs células fueron tratadas con TSH por
30 minutos. La reaccion fue detenida con triclarétiso 1.2 M y la posterior neutralizacién con
KOH 4 N. El AMPc fue aislado a través de una cramgetfia de 2 columnas [107] y la
radioactividad contada en contador de centelleo.



Capitulo |

“Many of life's failures are people who did not realize how close they were to success

when they gave up.” ~ Thomas A. Edison
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Resultados

Purificacién y fosforilacion de Raplb

Con el objeto de estudiar la influencia de la fakfoion dependiente de PKA
sobre la estructura de Raplb, se llevo a cabofdeesion y purificacion de la proteina de
fusion His-Raplb a partir dé. coli, utilizando construcciones de una mutante de Raplb
constitutivamente activa (G12V) y la misma mutaotforilada por PKA en S179 (Rapl-
P).

La construcciéon de mutantes fosfomiméticas poritsiggin aminoacidica en el
sitio de fosforilacion, es una estrategia habitpata el estudio de los efectos de la
fosforilacion sobre la actividad biologica y estura de una proteina. Residuos que
presentan cadenas laterales negativamente cargadas,el acido glutamico o aspartico,
son potencialmente capaces de imitar los efectda fissforilacion dependiente quinasas.
Para validar el uso de una mutante de fosfomimétedRaplb como herramienta para
dilucidar el papel de la fosforilacion en la bidlag/ estructura de Raplb, se expresé y
purifico la mutante fosfomimética G12V-S179D (Rdp)L-

La fosforilacion de Rapl se realizé Encoli, a través de una novedosa estrategia
en la que se coexpresaron, en vectores compagbladependientes, el sustrato (His-
G12V Raplb) y la subunidad catalitica de la quingd®KA). La fosforilacion fue
confirmada a través de de Western Blot utilizand@ntisuero policlonal anti-Fosfo Rapl

(figura 6).

Raplb Rapl-D Rapl-P
— R == 0 Raplb

e | o P-Raplb

Figura 6. Caracterizacion de mutantes de Raplb obbtédas a partir de E.coli. WB confirmando la
identidad de las proteinas purificadas y su fokfoidn, empleando un anticuerpo policlonal anti-Rap

(Proteintech Group, inc) y un policlonal anti-Ragifin-house), respectivamente.
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Debido a una alta actividad quinasa, producto deolae-expresion cPKA eB.
coli, fue necesario optimizar los tiempos de inducaon IPTG para evitar eventos de
fosforilacion inespecificos. La identidad de latpfoa fosforilada bajo las condiciones
seleccionadas fue caracterizada mediante espec¢tfarde masa. Para ello, Rapl-P fue
tratada con clostripain, una proteasa que digielaces peptidicos del lado carboxilo de
una arginina, liberando el péptido C-terminékSSGQLL La masa esperada para el
péptido terminal protonado no fosforilado fue 8@M&. Sin embargo, considerando que la
ganancia neta en la masa molecular de un péptgloriiado es de 80Da, la presencia de
un ion de masa molecular de 940.52Da result6 selarn candidato a ser el péptido C-
terminal fosforilado en S179 o S180. Estudios p&M& del ion de 940.52 determinaron
la presencia de un ion de 842,52Da, originado & pke la pérdida de 98Da debida $ta
eliminacion de un PO, (figura 7). Asimismo, la fragmentacion por MSM3ysid que el
ion b3-HPO, corresponderia al péptido KKpS, mientras que lasgreia de y5
corresponderia al péptido SGQLL sin fosforilar. d8sbbservaciones confirmaron los
resultados obtenidada vivo[108], y fueron una fuerte evidencia que la pragiorificada

a partir de cultivos dE. colise encontraba fosforilada en S179.
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Figura 7. Andlisis por fragmentacién por MSMS del ion 940.6btenido a partir de la digestion
proteolitica de P-Rap1b.

Andlisis de la integridad estructural

Durante el proceso de purificaciéon, las proteinasdpn sufrir desnaturalizacion
parcial o total, lo que conduciria a una perdidalaleactividad. Para determinar la
integridad estructural y el correcto plegamientdageproteinas purificadas, se llevaron a
cabo ensayos de dicroismo circular, contenido otidieo, carga diferencial de nucledétido

y ensayos de interaccion con efectores.

Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular obtenidos eredgon del ultravioleta lejano

para Raplb y Rapl-D, fueron similares y corresmodi a una mezcla de estructuras
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alpha y beta (figura 8A). Asimismo, las temperatude fusion tampoco presentaron
diferencias significativas (figura 8B). De estanfia; el analisis por dicroismo circular
sugiri6 que la presencia de un residuo fosfomiroétio induce modificaciones en la

estructura secundaria.
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Figura 8. Espectros obtenidos por Dicroismo Circular para Raftb y Rap1-D.La estructura secundaria
A) y temperatura de fusion B) para Raplb-G12V y®a@12V-S179D fueron calculadas por dicroidismo
circular y utilizadas para confirmar la integridpbteica y compara potenciales cambios inducidaslgo
fosforilacion sobre la estructura secundaria.

Andlisis Nucleotidico

El nucleétido unido a la proteina purificada fueal@ado por FPLC. Bajo las
condiciones de purificacion seleccionadas, el A-d# la proteina se encontraba cargada
con GTP (figura9).

120

100 -

80 1

= %GDP
@ %GTP

60
40 -
20

Rap1b Rap1D Rap1-P

Figura 9. Cuantificacién del nucleétido unido a la proteinas purificadas a partir deE. coli. Los
porcentajes de los nucleétidos unidos en las jprasgepurificadas fueron medidos por FPLC.
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Ensayo de Activacion

Como se mencionara anteriormente, Raplb alterma entestado activado (unido
a GTP) y un estado inactivado (dependiente de GB#h en su estado activado, Raplb
posee la capacidad de interactuar con sus efectemé® ellos RalGDS [109]. Con el
objeto de analizar si las proteinas purificadasmeh su capacidad bioldgica, reflejada en
su capacidad de unin vitro GTP o GDP e interactuar diferencialmente con R&GD
analizando al mismo tiempo el efecto de la fosdeiin sobre dicha asociacion, se
llevaron a cabo ensayos de interaccion con el dondie union a Rap de RalGDS (RBD),
expresado como proteina de fusién a GST.

Como era de esperar, se observo una fuerte ini@naentre el GST-RBD vy las
distintas proteinas cargadas con GTP, sin que senarsen cambios significativos en
dicha interaccion como producto de la fosforilaci8m embargo, a diferencia de lo que
ocurriera con Raplb-G12V, donde solo hay interaccin el RBD en el estado GTP, en
el caso de la proteina fosforilada y la fosfomiggtse observd una interaccion con el
RBD aun con la proteina cargada con GDP (figura 10)

input GTP GDP  input GTP GDP input GTP GDP
s | RalGDS-RBD
. - ’ -— . -  |Rapib
G12v G12V-P G12v-D

Figura 10. Ensayo de activacion de Rapllhas propiedades funcionales de las mutantes detRapton
confirmadas a través de la carga nucleotidicaezantion con el RBD del RalGDS. Para ello se incuba
1lug de Raplb, Raplb-P o Raplb-D, con 10ug de G83ERBRBD y precipitados con una resina de
glutatién-agarosa. El precipitado fue posteriorraeahalizado por Western Blot utilizando anticuerpos

monoclonales contra HA y GST.
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Activacion de Raplb mediada por PKA

Con el fin de evaluar si el reconocimiento del RB® la fosfo-Raplb-GDP no era
un artefacto de la purificacion de la proteina dipde bacteria, sino que verdaderamente
era una propiedad de la misma, analizamos la adivgpor fosforilacion de Raplb en
células de mamifero. Células HEK 293T fueron cafiestadas con HA-Raplb (S179 o
S179A) y la subunidad catalitica de PKA (cPKA) @umutante de Epac constitutivamente
activa AEpac). El uso de células HEK nos permitio tenerapIRpostraduccionalmente
modificada e independizarnos de la induccién medat el AMPc al transfectar con las
mutantes constitutivamente activas de Epac y PKéntid de este marc@Epac fue
capaz de activar tanto a la version salvaje de Rapdmo a la mutante S179A. Por su
lado, la PKA presenté también la capacidad de mddiactivacion de Raplb, pero la
misma fue solo observada para el caso de Rapljesaleamostrando que a diferencia de lo
gue ocurre en el caso de la activacion mediad&pac, la activacion dependiente de PKA
requiere de la fosforilacién en S179 (figura 11).

AEpac - + - - + -
cPKA  + - - + - -

o . . ‘ .~ |- Active Rap1
“. — Total Rapl

Raplb-S179A  Raplb-WT

Figura 11. activacién de Raplb mediada por cPKAcélulas HEK fueron cotransfectadas con HA-Rapl
salvaje o HA-Rapl-S179A, y la subunidad catalitde PKA (cPKA) o una mutante de Epac
constitutivamente activaAEpac). La activacion de Rapl fue medida mediantegdaipitacion con 10ug de
GST-RalGDS-RBD pre-unida a una resina de glutagigarosa y posteriormente analizadas por Westetn Blo

utilizando anticuerpos monoclonales contra HA.
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Activacién de Raplb en células de tiroides

Efecto de la inhibicion de PKA sobre la cinética detivacion de Rapl

Con el objetivo de comprobar la importancia biotégde la fosforilacion en S179
sobre la activacion de Rap en respuesta al aundmtdMPc, decidimos utilizar un
sistema recientemente descripto [86], donde PKApgicEse encuentran sinérgicamente
involucradas en la accion mitogénica mediada pofS& (hormona estimulante de la
tiroides). El analisis de la cinética de activacd@ Rapl en una linea de células PCCI3
(tiroides de rata), nos permitid observar que derda induccion con TSH, Rapl es
rapidamente activada y permanece en estado adtimersos por 30 min. No obstante, la
inhibicion farmacoldgica de PKA llevé a una activer solo transciente, indicando un

potencial rol de PKA en la fase sostenida de lwacitin dependiente de TSH (figura 12A
y B).

A B
TSH (1mU/ml) e
°
0 1 25 5 15 30 0 1 25 5 15 30 time (min) § 4d
}g —a— [SHDMSO
e --._...—Rap—GTP_'gs'
&
i . . s || . e e e | — Total Rap % 1 TR
-9
mv.----.----.-u--.
L 10 20 30
DMSO HS89 time (min)

Figura 12. Cinética de activacion de Raplb mediadpor TSH. A) Células PCCL3 fueron hambreadas
por 16 horas medio Coons con 02% BSA, seguidogestimulacién con agonista. La inhibicién de PKA s
llevé a cabo preincubando los cultivos celularegadie¢ 20 minutos con H89 (4tM) o DMSO como
control. La incubacion con TSH se realizé a lompes indicados. Las células fueron lisadas y lwawtn

de Rap se midi6 a través la precipitacion con 18pgGST-RalGDS-RBD pre-unida a una resina de
glutation-agarosa y posteriormente analizadas pest®/n Blot utilizando anticuerpos monoclonalestreon
HA. B) Cuantificacion de los resultados vistos por WesRiot y normalizados contra la expresion total de
Rap1lb.
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Efecto de la activacion selectiva de PKA sobre ¢diaacion de Raplb

Para determinar si la fosforilacion de Rap resaltalficiente para reproducir los
efectos de la fase sostenida de la activacion meadiar TSH, se utiliz6 un analogo del
AMPc capaz de activar, especifica y exclusivamelatejia dependiente de PKA. Este
analogo logré restablecer la componente sensilik8® demostrando una cinética de

activacion de Rap consistente a la fase sostehisiereada anteriormente (figura 13).

01 25 5 15 30 min

" W& | GTP-Rap

W A A . s e Rap Total

6-Bz-AMPc (300uM)

Figura 13. activacion de Raplb por PKA en célulasdltiroides. células PCCL3 fueron hambreadas por
16 horas medio Coons/02% BSA seguido por la estiorih con el andlogo de AMPc especifico de PKA,
(6-Bz-AMPc, 30@M). Las células fueron lisadas y la activacion de &amidio a través la precipitacion
con 10ug de GST-RalGDS-RBD pre-unida a una regnglwtation-agarosa y posteriormente analizadas por
Western Blot utilizando anticuerpos monoclonalasti@HA.

Estos resultados indicarian que la capacidad d& @&Kinducir la activacion de
Rap depende estrictamente de la fosforilacion ef9.S1Como consecuencia de ello,
podemos hipotetizar que una modificacién en eleextr C-terminal de Raplb estaria
siendo transmitida al dominio efector ubicado erex@remo N-terminal, denotando la
existencia de un efecto alostérico de la fosfadlasobre el dominio de reconocimiento
de efectores.

Para comprobar esta hipotesis y analizar losbfessicambios conformacionales
inducidos por la fosforilacion en S179 sobre el oeonefector, se utilizé el intercambio

hidrogeno/deuterio (H/D) asociado a espectromdg&imasa (DXMS).
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Fragmentacién proteolitica de Raplb

La espectrometria de masa como herramienta patantficacion regiones dentro
de una proteina que presenten intercambio difeknuidrégeno/deuterio depende
estrictamente de la capacidad de fragmentar leim@ty generar mapas peptidicos que
cubran la mayor parte de la secuencia proteicactadiciones optimas de fragmentacion
fueron determinadas digiriendo la Raplb dentro aslamna de pepsina en presencia de
distintas concentraciones de un agente desnaamtdiz(GuHCI). El producto de
proteolisis fue colectado por fase reversa utiliicamna columna C-18 y los péptidos
resultantes analizados por MS. El mejor mapa peptide Raplb, con 43 péptidos y 98%
de cobertura de la secuencia, se obtuvo a unamoac®én final de GuHCI de 2M (figura
14).

BL al B2 B3 a2 p4 a3 B5 a4 B6 a5
=) ) - )

20 40 60 80 100 120 140 160 180

Raplb | ———

———
—‘;1

Rap1-D -i-&_

Rapl-P

Figura 14. Mapa de digestidon con pepsina de Raplb en presencia deauconcentracién final de
GuHCI 2M. El mapa de digestion optimo fue obtenido en colamie pepsina en presencia de GUHCI 2M.

Los péptidos fueron colectados por fase reversastepiormente analizados por MS.



Capitulo | - Resultados - 33

DXMS

El DXMS es una técnica de gran sensibilidad quemfteridentificar cambios
estructurales y la dinamica que acompafan a lasficamiones conformacionales de una
proteina [108]. Mediante esta técnica se moniteteatercambio de hidrogenos amida en
el esqueleto de la proteina por el is6topo pesatibidrégeno, el deuterio, presente en el
solvente de intercambio. Este intercambio H/D, mpsellta en un aumento en la masa del
péptido, solo se lleva a cabo si el hidrogeno sesuamtra completamente expuesto.
Mientras que los hidrogenos unidos covalentemedtermos de carbono no intercambian,
aquellos hidrégenos involucrados en uniones pudatkidrogeno u ocultos dentro de la
proteina, presentan una velocidad de intercambiplemia y los hidrogenos presentes en
loops flexibles expuestos al solvente, exhibe gdmemte una alta velocidad de
intercambio que los hace indetectables. De estaafdios hidrogenos amida de las uniones
peptidicas fueron utilizados como sensores dedasd#uilidad de cada residuo al solvente
acuoso y su velocidad del intercambio H/D una ewidede los cambios conformacionales

inducidos por la fosforilacion en S179 (figura 15).
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Figura 15. Protocolo de preparacion de muestras paranalisis por DXMS Los mapas de fragmentacion
se llevaron a cabo con la proteina sin deuterarintercambio se realiz6 deteniendo la reaccion en

condiciones acidicas a distintos tiempos. Las pratefueron desnaturalizadas y sometidas a prsigedlios

péptidos y la cuantificacion de deuterio se hitmaés de HPLC y MS.
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Los ensayos de DXMS se realizaron utilizando G1Rd¥plb), G12V fosforilada

(Rap1-P) y Rapl-D. El intercambio de deuterio fumitoreado en funcién del tiempo y la

reaccion rapidamente detenida en condiciones asido@ara ser luego digerida y analizada

por MS.

El perfil cinético de los péptidos analiaa (figura 16) demostré que la

fosforilacion indujo un aumento en la incorporacdindeuterio en todas las regiones que

presentaron intercambio diferencial y que Rap1Hagl-D presentan un intercambio casi

idéntico, hecho que valida la utilizacién de éstianéa como mutante fosfomimética.
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Los péptidos que presentaron diferencias sign¥iaaten la incorporacion de
deuterio entre el estado fosforilado y no fosfdida se encontraron distribuidos en
regiones discretas dentro de la proteina. El fragmn€-terminal 160-184 (incluye eb y
la region hipervariable), parcialmente inaccestela forma no fosforilada, mostré un
intercambio rapido en el estado fosforilado. Saordemtemente, los loops flexibles
correspondientes al switch | (32-401-$2 loop) y al switch Il (60-76p3-02 loop ya2)
presentaron un intercambio mayor como consecuaieita fosforilacion, segun fuera
puesto en evidencia por los péptidos 29-37 y 53é€ghectivamente. De manera similar,
otras cuatro regiones de la proteina representaolatos péptidos 40-5282 y p2-3
loop), 83-96 f4-03 loop y a3), 102-113 ¢3-f5 loop) y 123-134 {5-04 loop y a4),
mostraron cambios conformacionales inducidos ptodtorilacion (figura 17A).

El gréfico en la figura 17B, muestra las diferes@a la incorporacion de deuterio
encontradas entre Rapl-P/Rapl-D y Rapl a los 1hdeg de iniciada la reaccion. Como
fuera mencionado, los perfiles para Rap1-D y RapdsBItaron ser idénticos y en general,
se observo un mayor intercambio para la proteis@fitada y la fosfomimética, que para
la proteina sin fosforilar.

Debido a que las estructuras de Rapl disponiblessid® resueltas a partir de la
proteina truncada, la cual no posee el fragmenteri@ial (residuos 167-184), y como
consecuencia de ello tampoco el sitio de fosfadla¢S179), las principales diferencias en
el intercambio fueron mapeadas en la estructusdatiia de Rapla unida al GppNHp
[18](figura 18).
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Figura 17. Resumen del intercambio hidrégeno/deuté inducido por la fosforilacion. A) Estructura
secundaria de Raplb, sobre el porcentaje de in@mipn de deuterio en el tiempo (10, 30, 300s) @a u
escala de colores para péptidos representativoBifB)encia en el numero de deuterones a los 10 en
G12V-S179D (RaplD) o G12V fosforilada (RaplP), Y&1Raplb).
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Figura 18. Mapeo de regiones de alto intercambio H/D indugubw fosforilacion. Los péptidos que
mostraron la mayor diferencia en el intercambiordnemapeados y sus perfiles cinéticos (10-3000s)
mostrados sobre la estructura de Rapla (1-166)-8ppfla estructura de Rapla en verde, los péptidos
correspondientes en rojo y el nucleétido en anggrilEn la figura originada en PyMol, se visualiza d
izquierda a derecha una rotacién de°C30

La carencia de una estructura de Raplb complethends a comparar los cambios
observados en el intercambio H/D a través de cordos de baja energia de estructura
conocida. Estructuras del extremo C-terminal fuermieladas a partir de algoritmos de
prediccidn jerarquicos que involucraron la congti@it y agrupacion de las estructuras del
loop, optimizacion de cadenas laterales y minimidzade la energia.

En base a simulaciones, se demostré que el ext@teominal de K-Ras (muy
similar en secuencia al extremo C-terminal de Rapdima una conformacion tal que la
seccion media del loop C-terminal se posicionaadet la region de girp2-f3 (Gorfe et

al, resultados no publicados). Nos planteamos,nees) la posibilidad que el extremo C-
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terminal de Rap1b interactie con la misma regiotageoteina. La figura 19 muestra una
coleccion de estructuras de baja energia, dondasaositivas presentes en el C-terminal
de Raplb se posicionan dentro de los 5-8A de kidues negativamente cargados E45 y
D47, en el girg32-B3. De acuerdo con este modelo, el dominio poliloasitel extremo C-
terminal interactuaria dinamicamente con la regengada negativamente en el gi&p3
(l.e. E45, D47). La fosforilacion en S179, vecinlaegion polibasica, incorporaria una
carga negativa repulsiva que aumentaria le fleddml del girop2-$3, que podria ser

trasmitido al switch | y al switch Il a través g2y B3 respectivamente.

’

witch loops

Figura 19. Modelo propuesto para el efecto alosté inducido por fosforilacion. EI modelado de las
conformaciones del C-terminal (plateado) se real@m®o una extension de la estructura publicadaagel &
(verde), donde se destacan la regién polibasica)(gzl sitio de fosforilacién (amarillo). Se imdin ademas,
los potenciales sitios de interaccién electroestétintre la regién polibasica y los residuos acfd€45/D47

(rojo), y se visualiza la conexion entre las cad@2a33 (celeste) y los switch I y Il (gris).
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En un intento de expandir el modelo presentadadiglira 16, se llevo a cabo el
modelado de Raplb en su estado fosforilado. En ede, debido a la ausencia de
restricciones, el espacio conformacional resultddeenasiado grande como para asignar
especial significancia a una estructura en pagic#{in asi, consistentemente con nuestro
modelo, se puede concluir a partir de todas lasiaatas obtenidas que el residuo
fosforilado y cargado negativamente, interactuarda cargas positivas de residuos
presentes en la regién polibasica u otra parte alerbteina, alterando directa o

indirectamente la interaccion con el lo@2-33. Ejemplos de estas estructuras son

presentados en la figura 20.

Figura 20. Modelado sin restricciones de la estrugta de Raplb fosforilada.El modelado se realizé
como una extension de la estructura publicada gé&everde). Se destacan los Switch | y Il (gdafienas
233 (celeste), el C-terminal modelado (amarillo), tesiduos del loof3233 cargados negativamente
(rojo), el pS179 (rojo), residuos positivos (azuBstabilizadores (naranja). En todos los cas@Ser9, de
carga negativa, interacciona con residuos cargpdegivamente. Ejemplos de estas interaccioneslaon
interaccién con la regién polibasica (K177, dergchatras partes de la proteina (R2, medio, y RR630,
derecha).
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Estructura Cristalografica de Raplb

Un primer paso para la confirmacion del modeloepiato, fue la obtencion de
cristales y la resolucion de la estructura de lesiva de tamafio completo de Raplb-
G12V-S179D (Rapl-D). En la figura 21A, comparanmass dstructuras conocidas de Ras,
Raplay la recien obtenida para Rapl-D. A difeeedeilas estructuras de Ras y Rapla, la
estructura de Raplb no fue resuelta a partir deoamplejo con otra proteina, sino que a
partir de Raplb por si sola. Como resultado destauetura obtenida para Raplb, puedo
comprobarse que el modelo Il de la figura 20A@&rgue mas se aproxima a la ubicacion
espacial presentada por el C-terminal (verde) demldante fosfomimetica de Rap.
Ademas, puede observarse que a diferencia de loguee normalmente para el resto de
las proteinas G de la familia, donde T35 del switch G60 ubicada en el switch I
interactuan con el fosfatpdel GTP, en el caso de Rapl-D la interaccién deledtido
con T35 y G60 se pierde. En su lugar el fosfatmrma nuevos contactos con D33 y P34,

mientras que el switch Il ya no contacta al GTuffa 21B).
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Rap1a 1-166 Rap1b G12V S179D FL
Ras 1-166
GppNHp

Rap1a GppNHp
(~ Ras GppNHp) Rap1b G12V $179D GTPgS

Figura 21. Estructuras conocidas de RaplbA) De izquierda a derecha, estructuras de Ras, Rapla y
Raplb, respectivamente. Se indican el andlogo dB@AwMlilizado (amarillo) y los switch | y Il (rojo gzul,
respectivamente) y el fragmento C-terminal, ausentdRas y Rapld) Ampliacion de la imagen en A,
mostrando el detalle de los nucleétidos que intéoaas con el AMPc.
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Discusion

La fosforilacion puede llevar a la activacion o imbion de una actividad
enziméatica, induciendo cambios conformacionales modifiquen el reconocimiento de
efectores o creando nuevas superficies de intémaazin efectores. En el caso particular
de Rapl, la fosforilacién no afecta su localizadidtnacelular general (datos propios no
mostrados), los valores basales de intercambio GDIP/ la velocidad intrinseca de
degradacion de GTP o su habilidad de ser estimgladana Rap-GAP citosélica [88]. Sin
embargo, evidencias del rol regulatorio de la folsfoidon de Rapl han sido descriptas para
Citocromo b558 [92] y Raf-1 [93]. En estos casadokforilacion modula negativamente
la habilidad de Rapl de asociarse a estas proteNm®obstante, es todavia hoy una
incognita el papel que juega la la fosforilaciéonal&179 y la influencia de la misma sobre
la region de reconocimiento de efectores ubicadal ertremo N-terminal.

Como primera medida, a fin de analizar los cambm¥ormacionales inducidos
por la fosforilacion dependiente de PKA sobre lafoeomacion de Raplb, se expresaron y
purificaron, a partir d&. coli, las versiones fosforilada (Rap1-P), fosfomimé{ga79D,
Rapl-D) y no fosforilada (Raplb) de Rapl. La fakfoidn de Raplb fue obtenida a
través de una novedosa técnica de cotransformdei@uinasa y sustrato (CPKA y Raplb,
respectivamente) y confirmada por WB y MS. La aogsede cambios significativos en las
estructuras secundarias de las proteina purifichdex®n demostrados por dicroismo
circular. Ensayos de activacion fueron utilizadasapcomprobar el correcto plegamiento
las proteinas purificadas y la retencién de suifumbiol6gica, evidenciada a través de su
capacidad de poder ser cargaithagitro con GTP o GDP e interactuar especificamente con
el RBD de RalGDS. Estos ensayos permitieron conguredimbién que las diferencias
observadas entre las proteinas fosforiladas y sfritadas en el intercambio H/D no se
debieron a un plegamiento diferencial, ni a unanasalizacion parcial o total de las
mismas.

La capacidad de interacciéon con el GST-RBD que d&iamn las proteinas
fosforiladas y fosfomiméticas en su conformaciéactivada, asi como la capacidad de
PKA de inducir la activacion de Rapl dependiendtrickcemente del estado de
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fosforilacion de la misma, son observaciones ctarsiss con un efecto alostérico de la
fosforilacion sobre el dominio efector de Rap1.

Con el objeto de disectar el posible efecto alasiédesde el punto de vista
estructural, se analizaron a través del DXMS lanhias en la accesibilidad al solvente
inducidos por la fosforilacion de Raplb, considdmamue estos cambios estarian
reflejando la exposicion de regiones originalmetatas en la proteina sin fosforilar.

Como era previsible, Raplb present6 una alta imcagidn de deuterio en las
regiones flexibles correspondientes a los switcly 1, mientras que las regiones
involucradas en el anclaje del nucleétido (loog$tduos 10-17) y los residuos 116-119 y
147-149, que interaccionan con la base del nudeodse encuentran ocultos en regiones
menos flexiblesP-Raplb present6 un intercambio aumentado en egidiscretas dentro
de la proteina, como lo fue el caso del dominicctefey el extremo C-terminal. La
mutante fosfomimética Rapl-D, exhibié una cinétleancorporacion de deuterio idéntica
a la de Rapl-P, confirmando las suposiciones foatés desde el punto de vista
conformacional.

El hecho que cambios conformacionales inducidos lpofosforilacion en el
extremo C-terminal sean acompafiados por cambied damino efector, es compatible
con un efecto alostérico de la fosforilacion soleste dominio. Aun asi, vista la
importancia estructural del extremo C-terminal d@ pequeifia GTPasa como un novel
elemento de reconocimiento para la interaccionefentores [110] y la rapida exposicion
que observamos para el C-terminal de Rapl en eb@dbsforilado, podria ademas
considerarse la existencia de un dominio de uniéfeetores en el extremo C-terminal de
Raplb, regulado por la fosforilacion en S179. Ra parte, es sabido que Ras es capaz de
activar distintas vias de sefializacion segun saliarion subcelular y, que en el caso de
K-Ras, la fosforilacion por PKC en S181 es capamdeéular su compartimentalizacion
[111]. Nuestros resultados demostraron que la fil@foon de Rapl indujo un aumento en
la incorporacion de deuterio en distintas regioamds largo de la proteina; No podemos
descartar entonces, que alguna de estas regiopasstas diferencialmente al solvente en
el estado fosforilado, no solo este involucradéaezomunicacion entre el C-terminal y los
loops de interaccidn con efectores, sino que adee@sina nueva superficie de contacto

para efectores. En este sentido, se ha identifiecadgequefio de dominio de Rapl
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(residuos 85-89), implicado en la localizacion siblar [112]. Este dominio, coincide con
una de las regiones en las que observamos magocantbio H/D, el péptido 82-96, con
lo cual podriamos razonar que el receptor para é@steinio, podria ser sensible a
regulacion por fosforilacion y de este modo dilgdocalizacién subcelular de un pool de
Rap1l.

El modelo tedrico de la estructura de Raplb fuasistente con nuestros
resultadosexperimentales, donde el péptido C-terminal (cuetelo la region polibasica y
el sitio de fosforilacion), péptidos 29-37 (switigh53-64 (switch Il) y 40-52 (conteniendo
el giro negativamente carga@®2{33) representaron las regiones de mayor intercambio
H/D como resultado de la fosforilacion. Es impotgadestacar, también en conformidad
con este modelo, que simulaciones dindmicas con sRgiren la existencia de una
isoforma especifica que presenta una interconextbre el C-terminal y el gire233, que
afectaria alostericamente los dominios de unidnualeétido y el dominio efector [113,
114]. Sumado a ello, la sustitucion en K-Ras dedsgluos negativamente cargados (l.e.,
residuos D47 y E49) controlan la orientacion de Bada membrana y la sefializacion
[115].

En un intento de expandir el modelo propuesto Pawalb, se elaboro un modelo
de Raplb en su estado fosforilado. Si bien la fdikarestricciones en el espacio
conformacional resulté ser demasiado grande coma @signar especial importancia a
una estructura en particular, se puede concluararple todas las estructuras obtenidas
que el residuo fosforilado y cargado negativamenteractuaria con cargas positivas de
residuos presentes en la region polibasica u @tree gle la proteina, alterando directa o
indirectamente la interaccién con el I@p3.

La posterior resolucion de una estructura crisdalite Rapl-D, nos permitio
comprobar que se pierde la interaccion entre el TR residuos T35 del switch | y G60
del switch Il. Se crean en este caso nuevos castactre el fosfatg del GTP con D33 y
P34, mientras que el switch Il ya no contacta a@ledtido. Esto Gltimo podria deberse a
que la disposicion espacial del C-terminal de tagina fosfomimética no sea exactamente
la prevista por modelo, por lo que no seria a wadél loop 283 que afecta
alostericamente al loop efector, sino que seriectimente a través de la interaccidon con el

switch 1l. La resolucion de la estructura de la anté no fosforilable y ensayos de
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mutagénesis de los posibles residuos involucrad@una herramienta de fundamental
importancia para develar el mecanismo implicado.

Una conexién entre el dominio de union del nuctedy la region de anclaje a la
membrana en el C-terminal fue originalmente profguesn Ras para explicar la
segregacion lateral dependiente de GTP en la memlplasmatica [116]. Las proteinas
Ras no se encuentran homogéneamente distribuidis elistintas membranas, sino que
existe una fraccion fija de Ras-GTP (~40%) en lantrana plasmatica, la cual se
encuentra organizada en nanoclusters compuesto elétulas de Ras formando un
complejo inmévil, mientras que el 60% restante espnta la fraccion monomérica,
soluble y mévil de Ras [117]. El ensamblado denasoclusters de Ras es imprescindible
para el reclutamiento de efectores y la eficientefiabzacion [118-120].
Significativamente, la fosforilacion de la S181KiRas, vecina al dominio polibésico C-
terminal, tiene un efecto negativo sobre la forwadael cluster e indirectamente sobre el
reclutamiento de efectores. Sorprendentementersbargo, la fosforilacion de K-Ras ha
demostrado tener un efecto positivo en la sefafima¢ll9]. Sumado a ello, la
fosforilacion mediada por PKC en S181de K-Ras prava translocacion de pK-Ras de la
membrana plasmética a endomembranas, incluyendwonidria, donde por interaccion
con BcKL dispara una respuesta apoptotica [121Qimfisndo una dependencia alostérica
similar en K-Ras, nuestros resultados sugeririan lgufosforilacion podria tener efectos
directos sobre la interaccion con efectores, pdabnente, ain en ausencia de
nanoclusters.

Durante mucho tiempo ha sido considerado que db cie las GTPasas
representaba un simple switch conformacional ehtestados. Sin embargo, es cada dia
mas claro que aun en sus estados nativos (uniddRa cGGDP) debe considerarse la
existencia de un conjunto multiple de conformacsom®n distintas velocidades de
intercambio [113, 122-125]. La union del efectdeseionaria uno de estos conformeros
pre-existentes, desplazando asi el equilibrio. Moggesultados sugieren la posibilidad
que la fosforilacion esté directamente “fijando” wstado conformacional, o que
indirectamente alterando las velocidades de imebga actie como un discriminador
alostérico de los estados conformacionales, i.aswitth dependiente de fosforilacién que

este actuando en paralelo al switch candnico degetedde nucleotido.
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Como consecuencia de estas observaciones, el mréoxbjetivo fue la
identificacion nuevos efectores de Raplb, que pteseen su accionar una dependencia

de la fosforilacion en la S179 de Rap1lb.



Capitulo I

“A theory is something nobody believes, except the person who made it. An experiment is

something everybody believes, except the person who madeit.”. Albert Einstein
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Resultados

Identificacién de nuevos efectores de Raplb

Raplb ha sido involucrada en una gran variedaccderses bioldgicas, aunque la
influencia de la fosforilacion de Raplb sobre saocian es aun hoy poco clara. Un
objetivo general de nuestro grupo de investigae®na identificacion de proteinas cuya
interaccion con Raplb sea modulada por la fostaéita Dentro de este marco de trabajo,
se llevaron a cabo ensayos de doble hibrido erdigga utilizando la doble mutante de
Raplb, G12V-S179D (Rapl-D), en la conformacién adan contra una biblioteca de
péptidos proveniente de cerebro humano. Como damdigativo se empleé una mutante
no fosforilable, Raplb-G12V-S179A (Rapl-A). En labla 1 figuran los clones
identificados por esta técnica. Sobre la columndadequierda se encuentran los clones
para la interaccién con Rapl-D, es decir, los gugbé&eron mayor crecimiento en medio
de seleccién de la interaccion y mayor coloracidreesayos de actividgidgalactosidasa
en placa. En tanto, en la columna de |la derechaainglos clones que interactuaron con
Rapl-A. La presencia de un mismo clone en ambasn@s seria indicativo de una
interaccion con ambas versiones de Rap vy, por émdiependiente de la fosforilacion.

Entre los clones que presentaron una interaccionRapl-D en los ensayos de
actividadp-galactosidasa en placa, atrajo especial atenaiqmmesencia de un péptido de
145 aminoacidos correspondiente al C-terminal d®TProteina asociada a la adenilil
ciclasa 1). Esta interaccion nos resultd interesgmat que erSaccharomyces cerevisiae
CAP habia sido implicada en la activacion de landidleciclasa y la organizacion del
citoesqueleto. Particularmente, se observo quSaecharomycesl N-terminal de CAP1
interacciona con Ras y la adenilil ciclasa, estandb un aumento en los niveles de
AMPc, mientras que el C-terminal esta involucradola organizacion del filamento de
actina [126]. Sumado a esto, considerando quedizcaion de la proliferacion por AMPc
[83] estaria mediada por la rapida fosforilaciéB][$ activacion de Raplb [84, 86], nos
parecié de gran relevancia evaluar el rol de kerawcion entre Raplb y CAP1 sobre dicha

accion.
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Raplb-G12V-S179D Raplb-G12V-S179A
ATPase ATPase
WDR1 OTUD5
CAP1 Nucleora protein 4(NOLP)
Contactin2 profilin2
RalGDS RalGDS
Cdc4 RGL
Fbox WD40
FBXW7
Ubiquitin activating enzyme E1
Rab2
RalGDA
Cryptochrome
Ras Rab interacter 2
RasSF5 D
RIN1
PHD zinc finger transcription
Transcriptional factor IGHM enhancer
FLJ14201
Bac clone PR11-556N4

Tabla 1. Clones identificados en eRastreo por Doble Hibrido en Levadura Las construcciones
de Raplb-G12V-S179D o Raplb-G12V-S179A en la comdeion carnada, fueron utilizados
contra una biblioteca de péptidos proveniente debte humano. La tabla muestra los clones con
actividadp-gal elevada para cada mutante de Rap.

Colocalizacién CAP1/Raplb

La interaccion entre Raplb y CAP1 encontrada pdedbibrido, fue evaluada
mediante inmunofluorescencia en células de tirodkesata (PCCI3). Para ello, cultivos
celulares fueron transfectadas con GFP-Raplb yemoshente analizados por
microscopia, utilizando para el revelado de CARdgado un anticuerpo anti-CAP (figura
22).
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Figura 22. Co localizacion Raplb/CAP1Células PCCI3, expresando GFP-Rap fueron fijadasajizadas

para la colocalizacién de Raplb y con CAP endogeno.

Caracterizacion de la interaccion Raplb/CAP1

Evaluacién de la dependencia de la fosforilaciomycleotido

Intentando descifrar los detalles moleculares daté&gaccion entre Rap y CAP en
células de mamifero, se realizaron ensayos de piegion (Pull Down), empleando
distintas mutantes de Raplb fusionadas a Glut&idmansferasa (GST-Raplb). Como
primera medida se emplearon Raplb-G12V (Rapl), IR&IPV-S179A (Rapl-A),
Raplb-G12V-S179D (Rapl-D), Raplb salvaje (Wt) ymatante dominante negativa
Rapl-N17 (N17)[127]. Las distintas construccioness6T-Raplb fueron cotransfectadas
junto a HA-CAPL1 y sobre-exrpresadas por 48hs. Hogdos casos se observo interaccion
entre Raplb y CAP1 (figura 23). La cotransfeccsnhre-expresion y pull down de las
distintas mutantes de Raplb fusionadas a GST, mg@an diferencias significativas en
cuanto a la capacidad de Raplb de interactuar A6l (reflejado esto en la capacidad de

todas las mutantes de Raplb de arrastrar a CARa#b al precipitado.
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Figura 23. interaccion entre Raplb y CAP1.Raplb salvaje (Wt) y las mutantes de Raplb, GRApl),
G12V-S179A (Rapl-A), G12V-S179D (Rapl-D) y N17 (Nl&si como el vector vacio (Vv), como fusion a
GST, fueron cotransfectadas en un células HEK 208fb a HA-CAPL1. La interaccion fue medida mediante
la precipitacion de las GST-Raps a través unaaasinglutation-agarosa y las proteinas unidasas éstron

identificadas por Western Blot utilizando anticuespnonoclonales contra el epitope HA y GST.

Interaccion entre CAP1 y mutantes del dominio efectie Raplb

En todos los casos conocidos, la unién de los@festa Raplb se da a través del
dominio de unién a efectores (residuos 32 a 40).eBta razon, se planteo evaluar si la
interaccion con CAP, un potencial efector de Raggbproducia también a través de esta
region de reconocimiento de efectores. Para allaitiizaron mutantes de dicho dominio
que permiten la interaccion selectiva con RalGD&f R Pl 3-kinase pli0 (E37G,
D38A/E y Y40C, respectivamente), mientras que ahmai tiempo son capaces de abolir la
interaccion con los otros dos efectores [128-183)mo se observa en la figura 24,
ninguna de las mutantes, en sus formas fosfordablosfomiméticas (S179D), lograron
inhibir la interaccion entre Raplb y CAP1.
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Figura 24. interaccién entre mutantes de sitio denién a efectores de Raplb y CAPlLas
mutantes de Raplb, G12V (Rapl), E37G (37G), D38BA)3 D38E (38E), D38A-S179D
(38AD), D38E-S179D (38ED) y Y40C (40C), como fusid GST, fueron cotransfectadas en un
células HEK 293T junto a HA-CAP1. La interacciére fonedida mediante la precipitaciéon de las

GST-Raps a través una resina de glutation-agarosas yproteinas unidas a estas fueron

identificadas por Western Blot utilizando anticuespnonoclonales contra el epitope HA y GST.

Los ensayos de pull down nos permitieron confirnearexistencia de una
interaccion fisica entre Raplb y CAP1, interaccitmlependiente del contenido
nucleotidico y del estado fosforilacion de Raplb.

La existencia enSaccharomyces cerevisiade una interaccion RAS/CAP
independiente del nucleotido [131], pero dependiela la isoprenilacion de RAS [132],
nos llevo a razonar que esta interaccion podriditamestar involucrada en la interaccion
entre Rapl y CAP. Aunque &accharomyceda asociacion de RAS se produce con el
extremo N-terminal de CAP, mientras que en este ateraccion entre Rapl y CAP
ocurre con el extremo C-terminal de CAP, nos prmpos evaluar la hipotesis de una

interaccion Rap/CAP dependiente de la isoprenifacio
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Importancia de la isoprenilacién en la interaccidRap/CAP

Como fuera mencionado en la introduccion, Raplbesuia isoprenilacidén en la
cisteina 181. Obtuvimos entonces una proteinagiérfientre GST y una mutante de sitio
de isoprenilacion (C181G) de Raplb. Las constrmesicge cotransfectaron, junto a HA-
CAP1, en células HEK 293T y se evaluo la interatedravés de ensayos de Pull Down.
Estos experimentos nos permitieron confirmar lateigis de una interaccion Rap/CAP

dependiente de la isoprenilacion de Raplb (fighda 2

Rapl W GAAX
+ - + - + - FK
. ct— ; aHA

Figura 25. interaccion entre de Raplb y CAP1 depenehte de la isoprenilacion. Las mutantes de
Raplb, G12V (Rapl) y G12V-C181G (GAAX) como fusiérGST, fueron cotransfectadas en un células
HEK 293T junto a HA-CAP1. La interaccién fue medidadiante la precipitacion de las GST-Raps a través

una resina de glutatién-agarosa y las proteinataara estas fueron identificadas por Western Bilizando

anticuerpos monoclonales contra el epitope HA y GST

Sin embargo, la pérdida de la interaccion entre R@AP podria deberse a que la
localizacidon de la mutante de sitio de isoprendladile Rapl, sea distinta que la proteina
isoprenilada. Quisimos descartar hipotesis comolnrgrara la falta de interacciéon una
compartimentalizacion diferencial. Para ello, #imos a cabo el ensayo de interaccion
combinando lisados provenientes de cultivos tratsfildos de manera independiente, ya
sea con alguna de las variantes de GST-Raplb dHée@AP1 (figura 26A). Con el
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mismo fin, una segunda estrategia utilizada fueol@mansfeccion de GST-CAP1 y HA-
Raplb o HA-Raplb-GAAX (figura 26B).

Tanto CAP y Rapl provenientes de cultivos trantiztade manera independiente,
como proteinas expresadas en la conformacion @padst ensayos originales (GST-CAP

y HA-Rap1l), presentaron una interaccion dependi@ate isoprenilaciéon de Raplb.

A input B
CAP Rapl Rapl-17 GAAX Rapl GAAX
+ -+ - FK
+ - + - + - FK
I- —
I —
—— e
aGST — . — — oGST

Figura 26. interaccion entre de Raplb y CAP1 depergnte de la isoprenilacion. A) Las mutantes de
Raplb, G12V (Rapl), N17 (Rap1-17) y G12V-C181G (&AAomo fusién a GST, por un lado, y HA-
CAPL1, por el otro; fueron tansfectadas distintdévas de células HEK 293T. B) GST-CAP1 y las mu#sn

de Rapl G12V (Rapl) y G12V-C181G (GAAX), fusionadasna cola de histidinas fueron cotransfectadas
en células HEK 293T. En ambos casos, la interactiérmedida mediante la precipitacion de las GST a
través una resina de glutatidn-agarosa y las prageiinidas a estas fueron identificadas por We&ktn

utilizando anticuerpos monoclonales contra HA y GST

Efectos de proteinas reguladoras de Raplb sobiiatieraccion Raplb/CAP

La interaccion entre Rapl y CAP demostré ser inddipate del nucleétido y la
fosforilacion. Sin embargo, no podiamos descaagoisibilidad que en las condiciones de
sobre-expresion que se llevaron a cabo los enghygsill down, interaccidon mediada por
la isoprenilaciéon de Rap, estuviera enmascarando eliectos del nucledtido o la
fosforilacion. Decidimos confirmar la independendal nucleotido a traves de una
segunda estrategia, la cotransfeccion de la varisalvaje de Raplb junto a proteinas
reguladoras de su activacion, Epac (GEF) y RapG#Pj]. Células HEK 293T fueron
cotransfectadas con GST-Raplb, HA-CAP1 y Epac &R&p Los resultados en la figura
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24 indican que en presencia de Epac los nivelastdeaccion entre Rap y CAP fueron

comparables con los vistos en ausencia de proteégasadoras, lo que estria indicando
una independencia del GTP, mientras que la cowaasin con RapGAP provocd un

aumento en la interaccion entre Rap y CAP. Inveesde) en presencia de RapGAP la
fosforilacion de Rapl fue inhibida. Sumado a estohecho que la sobre-expresion de
RapGAP logra inducir la completa hidrolisis del G manera que Rapl no logra ser
detectada en ensayos de activacion utilizando BIB& de RalGDS (no mostrado), nos
llevo a razonar que la proteina unida a GDP y&$fofilar interactuaria mas fuertemente
con CAP.

Raplb+CAP1

Epac RapGAP

o 5 100 30 0 5 100 300 FK

- e » | oHA

aPRap

I

oaGST

aGST (Lisado)

Figura 27. Interaccién entre de Raplb y CAP1 en piencia de proteinas reguladoras.GST-Raplb
(salvaje), HA-CAP1 y myc-Epac o HA-RapGAP (en rédac 0.5:2:0.5 respectivamente) fueron
cotransfectadas en células HEK 293T y a las 48hgdeaccion fue medida mediante la precipitaciérias
GST a través una resina de glutatién-agarosa grtaeinas unidas a estas fueron identificadas pest§vh

Blot utilizando anticuerpos monoclonales contraptope HA, P-Raplb y GST.

Efectos de la fosforilacion PKA dependiente sobaanteraccion Raplb/CAP

En modelos de Drosophila y Dictyosteluim, ha siéendstrado que la funcion de
CAP requiere de la actividad de PKA, aungque noasevaluado adn en ninguno de estos

sistemas la hipétesis de una regulacion dependienta fosforilacion [133-136]. Sumado
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a esto, & sobre-expresion de RapGAP dio como resultadounmeato en la interaccion

entre Rapl y CAP, exhibiendo a la vez una disméwen la fosforilaciéon de Raplb. Con
el objeto de evaluar la importancia de la actividadPKA en la interaccion, células HEK
293 fueron cotransfectadas con HA-CAP y Raplb-Niutante dominante negativa de
Rapl que une preferentemente GDP (figura 28). ®@la induccion con FK, los mismos
fueron pretratados con H89, un inhibidor de la ddkicion mediada por PKA. La

inhibicion farmacolédgica de PKA logré reproducindisto en el caso de la cotransfeccion
con RapGAP, observandose que la proteina no ftalariy cargada con GDP queda

retenida mas fuertemente al complejo que formaGiA.

Raplb+CAP1

-H89 +H89

0 5 10 0O &5 10 FK

- |-

PD e S oPRap

---| --q oGST

m| |---w-| aGST

HA

=]

Lis

Figura 28. interaccion entre de Raplb y CAP1 en peencia de un inhibidor de la fosforilacion
dependiente de PKA. La mutante Rap1b-N17 en fusién a una GST y HA-CARron cotransfectadas en
células HEK 293T. 48hs los cultivos fueron tratadms H89 durante 30 minutos, y posteriormente
inducidos con FK. La interaccion fue medida medidat precipitacién de las GST a través una resina d
glutation-agarosa y las proteinas unidas a es@srudentificadas por Western Blot utilizando eméirpos

monoclonales contra el epitope HA, P-Raplb y GST.
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Accion biolégica de la asociacion Raplb y CAP1

Caracterizada la interaccion, el proximo paso fualuar la existencia de una
accion biolégica mediada por esta interaccion \lizarael potencial rol de CAP1 en la
proliferacidon celular en un modelo de células daides de rata (PCCI3), donde la accion
mitogénica del AMPc es mediada por la activacigmedeiente de Epac y la fosforilacion
por PKA de Raplb [86].

Supresion de la expresion de CAP1 por ARN interfee

Con el objetivo de abolir la expresion de CAP1 lesistema utilizado, se disefié un
ARN interferente (ARNI), generando una secuencidBél en forma de horquilla y cuyo
blanco fuera el transcripto de CAP1. La supres®madexpresion de CAP fue confirmada
por Western Blot en células HEK 293T (figura 29A)jnenunofluorescencia en células
PCCI3 (figura 29B).

Control ARNi CAP &
x
aCAP | = e e
AEF-1a | . A
o
<
(@)

ARNi Control ARNi anti-CAP

Figura 29. Supresion de la expresion de CAPA) Células HEK 293 y B) células PCCI3, fueron
transfectadas con el vector pSIREN transportandoagmento de CAP para producir un ARNi contra el
mensajero de CAP. La supresién de la expresiéngemddde CAP se midioé por Western Blot empleando un
anticuerpo anti CAP1 y por inmunofluorescenciapeesvamente.
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Ratificada la eficacia del ARNi de silenciar la eegion de CAP1, células de
tiroides de rata fueron cotransfectadas con Rapi®/Gy el ARNi contra CAPl. Se
cuantifico la proliferacion celular, inducida poBH, como medida de la incorporacion de
Bromodeoxyuridina (figura 30A). El tratamiento c68H indujo un aumento del 25% en
la incorporacion de BrdU en células control, regpéeel control sin tratar. Sin embargo, la
transfeccion con ARNiI anti-CAP1 produjo una redancsignificativa en la incorporacion
de BrdU. La inhibicion de la proliferacion inducigar la supresion de la expresion de
CAP1, pudo ser rescatada a través de la sobreséépree la mutante Rap, Raplb-G12V-
S179D. Estos resultados indicarian que CAP1 estatisando rio arriba de Raplb en la
induccién de la mitogénesis mediada por TSH.

Para confirmar que el efecto inhibitorio de CAPA exclusivamente causado por
la supresion de la expresion de la misma, se dise@mutante de CAP1 (C1080A)
resistente al ARNi (CAP Res). La resistencia fuemmbada por western Blot (30B).
Como se observa en la figura 30C, esta mutante@ legcatar los efectos inhibitorios del

ARNi anti-CAP1 sobre la mitogénesis.
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Figura 30. Inhibicién de la mitogénesis dependientde TSH por
supresion de la expresion de CAP1l. A)Células PCCI3
B cotransfectadas con las construcciones correspdedjeffueron

o 0o o O

_%_’ _Z‘_> % ?_5 marcadas con BrdU vy visualizadas por inmunofluonesiee
§ & & B utilizando un anticuerpo anti BrdUB) Células PCCI3, fueron
S —— transfectadas con el vector pSIREN transportandoagimento de
— e —— CAP para producir un ARNi contra el mensajero de CAR

expresion endogena de CAP se midié por Western Bipleando
CAP  CAPRes un anticuerpo anti CAP1C) Células PCCI3 cotransfectadas con
HA-CAP, una mutante de CAP resistente a ARNi (CARB)R&a
construccion interferente (ARNcap) y un ARN cont(ARNneg)
marcadas con BrdU vy visualizadas por inmunofluonesiee
utilizando un anticuerpo anti BrdU.

Efectos de CAP1 sobre la activacion y fosforilacida Raplb

Considerando que CAP1 estaria actuando rio areb@aplb, decidimos analizar
el efecto del ARNi anti-CAP sobre la activaciénogforilacion de Raplb. Se observé en
células PCCI3, donde la produccién de CAP1 estamiga por la presencia del ARNi
anti CAP, una inhibiciobn de la activacion de Rap@BiA). De manera similar, la
fosforilacion de Raplb fue negativamente afectamtalg ausencia de CAP1 (31B). De
acuerdo con estos resultados, CAP1 seria necgsadala activacion y fosforilacion de
Raplb mediada por AMPc.
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Figura 31. inhibicién de la activacion y fosforila@n de Raplb por supresion de la expresién de CAP1.
A) Ensayos de activacion de Rapl fueron realizadusta de GST-RalGDS purificado de E.coli y lisados
de células PCCI3 cotransfectadas con HA-Raplb yiARNtra CAP1, y tratadas con FIB) células PCCI3
transfectadas con myc-Rap y tratadas con FK fuksadas y sujetas a inmuno precipitacion utilizando
anticuerpo anti Myc. La presencia de Rap fosfodlah el precipitado fue medida por Western Blot
utilizando un anticuerpo anti Rap fosforilada. La&mibrana fue posteriormente despojada del primer
anticuerpo y reanalizada utilizando un anticuengorayc para detectar Rap total.

Efecto de CAP sobre la produccion de cAMP

En SaccharomycesCAP1 estimula a la adenilil ciclasa y induciendo aumento
de los niveles de AMPc [137, 138]. Para comprobagste mecanismo se encontraba
involucrado en la induccion de la activacion y éwgécion de Raplb, medimos los niveles
de AMPc en presencia de ARNi anti-CAP. Logramosificar que la pérdida de la

expresion de CAP1 produce una disminucion en losles de AMPc (figura 32).
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Figura 32. Cuantificacién de los niveles de AMPc epresencia de ARNi anti-CAP.Se midieron los
niveles intracelulares de AMPc en células PCClBdfiectadas con ARNi contra CAP (ARNi CAP) o ARN

inespecifico (ARNi control), a distintos tiempasm@esencia de FK.
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Discusion

En un intento de identificar proteinas que interactcon Raplb de manera fosfo-
dependiente, se realizaron ensayos de doble hileddevadura. Estos ensayos nos
permitieron identificar efectores ya conocidos, @sho nuevas proteinas interactuantes.
Entre las proteinas identificadas que nos llam@&apatencion las relacionadas con la
organizacion del citoesqueleto, como CAP1 y PFN&tginas que han sido propuestas
como una conexion entre el crecimiento celularngtaganizacion del citoesqueleto [139].

En Saccharomyces cerevisjdRAS es capaz de interactuar y estimular la avi
de la adenilil ciclasa (CYR1) [137, 138]. Intentandescifrar el mecanismo a través del
cual RAS lleva a cabo esta acci@e identificO una proteina de ~70kDa asociada a la
adenilil ciclasa (CAP) [140]. CAP fue originalmentiescripta como una proteina
bifuncional, donde cada funcién se encuentra agagan un dominio distinto dentro de la
misma [141]. El extremo N-terminal de CAP es negesasuficiente para la estimulacion
de por RAS [141], e interactia con la CYR1 genevami segundo sitio de unidon de RAS
al complejo CAP-CYR1 [131]. La interaccion RAS-CA®sulté ser independiente del
nucleétido [131], pero dependiente de la isopreiilade RAS [132]. Al mismo tiempo,
el extremo C-terminal esta involucrado en el mantemto de la morfologia normal y la
respuesta a stress nutricional, a través de swidaplade unir actina [139, 141, 142]. CAP
presenta otros dominios funcionales conservadogsEgominios corresponden a una
region rica en prolinas localizada en la partere¢mte la proteina, con capacidad de unir
proteinas que presenten dominios SH3 [143], asiocdm interaccionar con profilina
[144]; un dominio homologo a verprolina, generaltegoresente en la familia de proteinas
WASP, las cuales poseen la capacidad de unir mandnge actina [145]; y un dominio
de oligomerizacion, que no ha sido aun definidaopgue seria importante para la
formacion y localizacion de multimetros [126].

CAP se encuentra evolutivamente conservada en raumtganismos eucariotas,
incluyendo Drosophila, Xenopus, plantas y mamifeeasique no en todos los casos la
interaccion fisica o regulacion de la adenilil agd ha sido probada [126]. Si bien la
activacion de la adenilil ciclasa dependiente deSR# ha sido evidenciada para la

variante humana de CAP, si ha sido demostrado dil® iGteractia con actina [146],
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regula el ensamblado del filamento de actina [I#7s un importante factor en el
reciclado de cofilina y actina [148].

En un rastreo para aislar genes involucrados erigatl en oocitos de Drosophila,
se identifico una mutante de CAP que presentarargamnizacion de actina alterada [133].
Este rastreo permitio ademas encontrar similitddestipicas entre la mutante de CAP y
una mutante de la subunidad catalitica de PKA rimungio que CAP y PKA actdan juntas
en la organizacion del citoesqueleto y la polarideldoocito de Drosophila. Dentro de este
marco, CAP podria ser un componente de la viafidizacion AMPc-PKA, al facilitar la
activacion de la adenilil ciclasa rio arriba de RKApodria encontrase rio abajo de PKA y
ser sustrato de regulacion por PKA [133]. En estatido, en un trabajo paralelo se
determin6 que el gen homologo a cap, act up (astaba involucrado en el desarrollo del
ojo en Drosophila y que en mutantes de dicho gdéeneltipo podia ser recuperado con la
expresion del C-terminal de CAP [134]. Esto indigajue la interaccion del N-terminal de
CAP vy la adenilil ciclasa no seria esencial enasbcde células somaticas de Drosophila,
pero abriria la posibilidad de que la fosforilacigpendiente de PKA sea un regulador de
CAP. Asimismo, en Dictyostelium se observé que umatante de CAP, donde la
expresion de enddgena se encontraba fuertementeidad presentaba una morfologia y
un crecimiento celular anormales [135]. En estéesia se vid que la localizacién y
funcionamiento de CAP requeria de PKA, un regulaskmncial en todas las etapas del
desarrollo de Dictyostelium [136]Tanto en Drosophila como Dictyosteluim, ha sido
demostrado que la funcion de CAP requiere de lwidatl de PKA, aunque no se ha
evaluado aun en ninguno de estos sistemas la Bipate una regulacion dependiente de la
fosforilacion. La existencia en la secuencia de @e&Rpotenciales sitios de fosforilacion
por PKA [149-151] abre la posibilidad de que CAR sastrato de fosforilacion de PKA,
aunque no puede descartarse que la regulaciéndesiendiente sea ejercida sobre CAP
de manera indirecta. En este trabajo, el descugmtmde CAP como par interactuante de
Raplb, sustrato también de PKA e involucradaeamplio rango de funciones celulares
como proliferacién, adhesion, polarizacion y moéiogsis,abre ain mas el abanico de

posibilidades de regulacion de CAP por PKA.
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Ensayos de colocalizacion y de pull down en céldasnamifero nos permitieron
demostrar la existencia de una interaccion fisitaeeRaplb y CAP1, que resultara ser
estrictamente dependiente de la isoprenilaciORa®l, pero en principio independiente
del nucledtido y la fosforilacion de Rap.

Interacciones dependientes de la isoprenilacioon@geGTPasa han sido descriptas
para Rho/RhoGDI [152, 153] y Galectina/Ras [154}1B6inque estas interacciones estén
involucradas en funciones bioldgicas diferenteso@&DI esta implicado en la regulacion
de la activacion de Rho [8] y las galectinas regléaformacion de nanoclusters de Ras en
membrana [157, 158], la asociacion detanilgeranil de Rho y el farnesil de Ras, con los
respectivos bolsillos hidrofébicos presentes en Ghloy en galectinal, se encuentra
estructuralmente conservada [155]. Surge asi labipdad que un potencial bolsillo
hidrofébico presente en el extremos C-terminal &®LTacomode el grupo geranilgeranil
de Raplb. En la figura 33 comparamos las estricoaocidas del bolsillo hidrofébico

de la galectinal y el potencial bolsillo formada pbextremo C-terminal de CAP1.
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Figura 33. Estructura de los bolsillos hidréfibcospresentes en Galectinal y CAPLas estructuras de los
bolsillos hidrofébicos de Gall (verde) y CAP1 (3zdleron comparados utilizando PyMol. En amarillo

figuran los residuos de cadenas hidrofobicas guarsenportantes para acomodar al isoprenil.

El emple6 de ARNI para silenciar la expresion dePCAnos permitio demostrar
qgue CAP era necesaria en la respuesta mitogénpeadiente de TSH. La inhibicion de la
proliferacidon inducida por la supresion de la Sistele CAP1, pudo ser rescatada a través
de la sobre-expresion de la mutante constitutivéenantiva de Raplb, comprobandose
que CAP1 se encuentra rio arriba de Raplb. Se paotidién que la presencia de CAP era
necesaria para la activacion y fosforilacion de Iapy que estos efectos estarian
mediados por la estimulacion de la produccion dePaMependiente de CAP.

En conjunto, los datos obtenidos indicarian que @sfaria cumpliendo funciones
de proteina andamio de Raplb. El complejo se fdarartravés de la interaccion del

extremo C-terminal de CAPL1 y el geranilgeranil dgpRLa fosforilacion de Raplb por
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PKA, y potencialmente de CAP, provocaria la libémacde Raplb del complejo,
liberacion que, como en el caso de la fosforilaclérk-Ras, tendria un efecto negativo en
la formacion de clusters pero positivo en la seéaldn [119]

En condiciones de sobre-expresion, RapGAP estawpadiendo la liberacion de
Rapl, al inhibir la fosforilacion mediada por PKResultados no mostrados, indican que
RapGAP interaccionaria con el par Rap1l/CAP1, &gale la interaccion con Rapl, con lo
cual podria estar evitando el acceso de PKA al tmjmpy asi la fosforilaciéon de Rap1lb.
En condiciones fisioldgicas, seria posible quectaracion de PKA lleve a la fosforilacion
e inhibiciéon la actividad de RapGAP, como fueraigetemente propuesto en neuronas
[159] y de esta manera PKA ganaria acceso a Raplibhibicion farmacoldgica de PKA
tuvo efectos similares a los sobre-expresion deGRd) lo que podria estar indicando por
otra parte, que la sobre-expresion de un potesgsdtato de PKA como lo seria RapGAP,
estaria secuestrando a la quinasa e impidiendogwesi su unidon al complejo y la
fosforilacion de Raplb.

Es sabido, que la sefializacibn mediada por nud@Htise encuentra
compartimentalizada a través de la asociacion slgu@asas y sus sustratos, a proteinas
andamio [160, 161]. En el caso del AMPc, la espaddd en la sefializacion mediada por
PKA esta en parte dada por la interaccion de larsdad regulatoria de la quinasa con
proteinas de anclaje de la quinasa A (AKAPs). L&SARs poseen la capacidad de
coordinar una respuesta, al agrupar a varios denlembros de una misma cascada de
sefalizacion [162]. Es cada dia mas claro, tamigjéa la estimulacion de la mitogénesis
mediada por AMPc requiere tanto de eventos PKA midipates como independientes. Se
ha demostrado en cultivos celulares [82] y en udetmmurino [87] que Raplb, sustrato
de Epac y PKA, tiene un rol esencial en la praiégdn celular mediada por AMPc,
actuando como integrador de la respuesta PKA dég@rde independiente [86]. En este
caso, la compartimentalizacion subcelular de Egscltd esencial en la activacion de
Raplb, indicando que Epac, Rap y PKA formarianepdet un complejo critico para la
accion del AMPc en la proliferacion celular [86Dbservaciones no publicadas, indican
que en este complejo Epac interactuaria directaameot un AKAP y estaria a la vez
asociada a cPKA (Hochbaum D., et al). Sumado g bstoos observado la capacidad de

Epac de interactuar con CAP1 (no mostrado), lo es#&ria agrupando en una misma
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localizacién subcelular al complejo formado por ARARKA-Epac con el complejo

descripto en esta tesis Epac-CAP1-Raplb (figura 34)

GPCR Adenylyl cyclase
Plasma membrane

1R g ? IR
IR R ARRARRRARARRR R}

Actin

Figura 34. Modelo de trabajo. Nuevo compartimiento involucrado en la proliferacidediada por TSH en
células de tiroides. Radixin, un AKAP, haciendo ctmexion entre el citoesqueleto y la membrana
plasmatica es capaz de reclutar a los efector&sréspuesta dependiente de AMPc, PKA y Epac. Ahmoi
tiempo Epac tendria la capacidad de interactuar @AR1, que seria el nexo entre Epac y PKA. La
estimulacion llevaria a la activacion y fosforil@tide Rapl, lo que llevaria a la liberacién de isnma del

complejo.



Conclusiones

“1 haven't failed, I've just found 10,000 ways that don't work.” ~ Thomas A. Edison
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A través de una novedosa técnica de cotransformagiobacteria de la quinasa y su
sustrato, se logré llevar a cabo un protocolo defipacion de alto rendimiento de

Rapl-P, que nos permitiera realizar ensayos donde eequeridas altas

concentraciones de proteinas, como lo son el DXNéScyistalografia.

Se puso en evidencia la existencia de un efectéaioo de la fosforilacién sobre los
switch | y Il, sugiriendo que la fosforilacion péaitener efectos sobre la interaccion
con efectores, fijando un estado conformacionacimando como un discriminador
alostérico de los estados conformacionales.

La existencia de otros dominios que en presencita desforilacion presentan una
exposicion diferencial al solvente, pueden seejeftle los cambios conformacionales
exhibidos en la molécula como consecuencia derfaun@acion entre el C-terminal y

el dominio efector, aunque no puede descartarse sga@ nuevos dominios de
reconocimiento de efectores, bajo la modulaciofofdacion en S179.

CAP1 demostro ser una proteina con funciones denaiog involucrada en la

microlocalizacion de Raplb. Esta asociacion ressét@ependiente del isoprenil de
Raplb y regulada por la fosforilacion en S179, cmb@andose que CAP1 fue

indispensable para la mediacion por Rapl de lauest@ a TSH. Asimismo, CAP1

estaria involucrada en la estimulacion de la prodmc de AMPc, efecto no

demostrado hasta el momento en células de mamifero.
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“And when your deepest thoughts are broken, keep on dreaming boy,

cause when you stop dreamin' it'stime to die...”

~Blind Melon
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