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Enmienda Tesis Doctoral Jimena Giudice

La presente tesis posee un error debido a no haber secuenciado la totalidad de los insertos en los
plasmidos generados por técnicas de biologia molecular. Por lo tanto siempre trabajé, sin saberlo, con la
isoforma B del receptor de insulina (IR). Al notar este error con posterioridad a la defensa de mi tesis,
reanalicé todos los datos considerando que siempre habia trabajado con el IR-B. Como producto de este re-
analisis se publicaron tres manuscritos:

a) Giudice J, Jares-Erijman EA, Leskow FC. Endocytosis and intracellular dissociation rates of human
insulin-insulin receptor complexes by quantum dots in living cells. Bioconjugate Chemistry, 2013; 24 (3): 431-
442,

b) Giudice J, Jares-Erijman EA, Leskow FC. Insulin receptor membrane retention by a traceable
chimeric mutant. Cell Communication and Signaling, 2013; 11(1): 45.

¢) Giudice J, Barcos LS, Guaimas FF, Penas-Steinhardt A, Giordano L, Jares-Erijman EA, Leskow
FC. Insulin and insulin like growth factor Il endocytosis and signaling via insulin receptor B. Cell
Communication and Signaling, 2013; 11 (1): 18. De esta publicacion, resultado de mi escritura a partir del re-
andlisis que hice del trabajo de Tesis Doctoral, corresponden directamente a mi tesis las figuras 1 a 6 y los
archivos suplementarios 2 a 7.

Asimismo, como consecuencia del error detectado en los plasmidos se retracté el trabajo publicado
en Journal of Cell Science mediante la nota publicada en J Cell Sci. 2012 Jun 1; 125 (Pt 11): 2786: “The
authors wish to retract this paper after it has come to their attention that the constructs of insulin receptor (IR)
isoform A were of isoform B. This was discovered when the constructs were subcloned into retroviral vectors to
be used in a different study. Thus the significant differences reported between IR-A and IR-B must be assumed
to be erroneous and, in agreement with the Journal of Cell Science editorial policies, the paper must be
retracted. A detailed comparison between certified IR-A and IR-B is being conducted and will be reported”.
Traducida la misma asegura lo siguiente: “Los autores deseamos retractar este manuscrito dado que hemos
notado que los plasmidos conteniendo la isoforma A del receptor de inulina (IR) eran la isoforma B. Esto ha
sido descubierto cuando las construcciones fueron subclonadas en vectores retrovirales utilizados en un
estudio diferente. Por lo tanto, las diferencias significativas reportadas entre IR-A e IR-B debemos asumir son
erroneas y, de acuerdo a las politicas editoriales de Journal of Cell Science, el manuscrito debe ser retractado.
Una comparacién detallada entre IR-A e IR-B certificados se esta llevando a cabo y serd informada”.

Jimena Giudice, 24/12/2013




Resumen

Estudio de la endocitosis y sefializacion mitogénica y metabolica de las
dos vanante s de splicing delreceptorde insulina

La sefializacién por insulina comprende una compleja cascada de eventos que
llevan a la regulacion del metabolismo de la glucosa y al crecimiento celular. Fallas en
la respuesta a insulina conducen a diabetes mientras que en ciertos tipos de cancer se
encontraron aumentos en la actividad de esta via se sefializacion. En mamiferos el
gen del receptor de insulina (IR) adquirié un exoén adicional junto con la capacidad de
procesarlo alternativamente originando dos isoformas, IR-A e IR-B. En esta tesis se
presenta el desarrollo de herramientas que permitieron visualizar procesos celulares in
Vivo por técnicas de microscopia. Esto permitié estudiar la endocitosis de las dos
isoformas del IR en células individuales en respuesta a insulina y al factor de
crecimiento similar a la insulina Il (IGF-II). Una mayor internalizacion para el IR-A que
para el IR-B en respuesta a ambos ligandos fue demostrada. Esto condujo a estudiar
la sefalizacién rio abajo del receptor observando que la insulina desencadena una
cascada mitogénica a través del IR-A y una predominantemente metabdlica a través
del IR-B. Cuando el estudio se extendié al IGF-Il, pudo mostrarse que un mismo
receptor sea mitogénico (IR-A) o metabdlico (IR-B) se comporta diferente en respuesta
a un ligando mitogénico (IGF-II) o metabdlico (insulina). La existencia de los hibridos
IR-A/IR-B en la membrana fue estudiada generando una quimera del IR capaz de ser
modificada extracelularmente y que actia como dominante negativo selectivo del
efecto mitogénico. Esto permiti6 detectar los dimeros en membrana, analizar su
formacion y estudiar la sefializacion diferencial de cada isoforma. Por microscopia de
fuerza atdmica se midi6 la interaccion molecular entre la insulina y cada IR mostrando
gque la misma es mayor para el IR-A. Se propone a la dinamica de internalizacion como
el mecanismo responsable de la sefalizacion diferencial de las dos isoformas del IR
en respuesta a un mismo ligando. Se plantea un modelo de activacién diferencial
donde el IR-A se activa mas y de forma mas sostenida internalizandose mas rapido,
activando asi la via mitogénica desde los endosomas. Por otro lado, la isoforma B se
internaliza de forma mas lenta, permitiendo mayor sefializacion desde la membrana,
reclutando moléculas efectoras de esta via, gatillando la fosforilacion de Akt, regulando

la actividad de enzimas metabdlicas.

Palabras claves: Insulina, Receptor de insulina, Isoformas, Endocitosis, Sefializacion metabdlica,

Sefializacion mitogénica, Microscopia confocal, Quantum dots, Microscopia de fuerza atdmica.



Abstract

Study of'the endocytosis and metabolic and mitoge nic signaling of the
insulin re ceptorsplice vaniants

Insulin signalling comprises a complex cascade of events playing a key role in
the regulation of glucose metabolism and cellular growth. Failures in its function lead to
diabetes and disregulations of these pathways were described in many cancer types.
In mammals, the insulin receptor (IR) gene acquired an additional exon together with
the ability to alternatively skip it in a developmental and tissue-specific manner leading
to two isoforms, IR-A and IR-B. This thesis presents the design and development of
different tools which allow the visualization of cellular processes in vivo by microscopy.
This strategy allowed the study of endocytosis in individual cells after insulin and insulin
like growth factor Il (IGF-1l) binding. The quantitative study revealed a higher rate of
endocytosis of IR-A than IR-B induced by both ligands. These differences leaded to
study the downstream signaling. It was possible to demonstrate that insulin triggers a
mitogenic cascade via IR-A and a more metabolic signaling through IR-B. The study of
IGF-II showed that each receptor behaves differently upon activation by a mitogenic
ligand (IGF-II) or a metabolic one (insulin). The existence of IR-A/IR-B hybrids in the
plasma membrane was studied in this thesis by the generation of an IR chimera that
could be modified at the cell surface. This chimera showed behaviour of a selective
dominant negative of the mitogenic effect. It was possible to detect the dimers in the
plasma membrane, analyze their formation and study the isoform differential signaling.
Atomic force microscopy was used to measure the molecular interaction between each
IR and insulin. Single molecule force spectroscopy showed that interaction of insulin
with IR-A is stronger than with IR-B. This thesis proposes the internalization dynamics
as a responsible mechanism for the differential signaling of IR isoforms. By this model,
IR-A gets activated and internalized faster triggering mitogenic cascade from the
endosomes. On the other hand, IR-B is internalized in a slower manner allowing a
higher signaling from the membrane, recruiting effector molecules, triggering Akt
phosphorylation, regulating metabolic enzymes and GLUT4 translocation to the plasma

membrane.

Keywords: Insulin, Insulin receptor, Isoforms, Endocytosis, Metabolic signaling, Mitogenic signaling,

Confocal microscopy, Quantum dots, Atomic force spectroscopy.
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I Introduccion

L Intoduccion

En 1985, dos grupos de manera independiente informaron el clonado del ADNc
del receptor de insulina (IR). Estos ADNc eran levemente diferentes en longitud (Ebina
et al., 1985: Ullrich et al., 1985), lo cual indicaba la existencia de dos isoformas del IR:

la isoforma A (IR-A) mas corta y la isoforma B (IR-B) mas larga.

Estudios posteriores mostraron leves diferencias entre estas isoformas en lo
que respecta a la activacién del receptor y su sefializacién, sugiriendo distintas
funciones para cada una (Mosthaf et al., 1990; Yamaguchi et al., 1991 y 1993). Esto
fue confirmado por la observacion de que el IR-A, a diferencia del IR-B, es un receptor
gue une al factor de crecimiento similar a la insulina (IGF, por sus siglas en inglés,
Insulin like growth factor) Il con alta afinidad (Frasca et al., 1999). Estos estudios
confirman al IR-A como receptor de IGF, el cual regula muchos procesos tanto de la
fisiologia normal como patologica incluyendo el cancer, el envejecimiento y la diabetes
(Stewart y Rotwein, 1996; Bartke et al., 2003; Frasca et al., 2008). En diferentes
procesos de transformacion maligna se produce la desregulacion de la sefalizacion
por IGF observandose una sobreactivacion del receptor del IGF-1 (IGF-IR) tanto por
sobreexpresion del receptor como por una sobreproduccién autécrina/paracrina de
IGF-1 e IGF-Il (Baserga et al., 2003; Samani et al.,, 2007). En este contexto, la
sobreexpresion del IR-A puede contribuir a la modulacién de la respuesta a insulina y
a IGF-1 e IGF-Il de cada tejido (Belfiore, 2007; Frasca et al., 2008).

Las dos isoformas del IR son el producto del procesamiento (splicing)
alternativo del gen Ir. Este proceso es un mecanismo finamente regulado y conservado
en mamiferos y es el responsable de la especificidad de la sefializacién de insulina e
IGF. Mientras que la sobreregulacién del IR-A se asocia con una disminucion de la
sefalizacidbn metabdlica de la insulina y un incremento de la sefalizacion del IGF, la
sobreregulacion del IR-B est4 asociada con una predominancia de la sefializacion
metabdlica de la insulina. La expresion de la isoforma A del IR es importante en tejidos
embrionarios para el crecimiento y desarrollo. Por otra parte, la expresion del IR-B
posee un papel clave en la accion metabdlica de la insulina en la vida adulta. Cuando
el splicing del Ir se desregula se desencadenan patologias como el cancer o el

envejecimiento acelerado (Pezzino et al., 1989; Papa et al., 1990; Fritita et al., 1993).
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l.1. ESTRUCTURA DEL IR Y SU SENALIZACION

[.1.1. Estructura del gen Ir

El IR humano es codificado por el gen Ir que posee 22 exones localizado en el
cromosoma 19. Los trabajos reportados en 1985 por los grupos de Axel Ullrich y Bill
Rutter revelaron la existencia del pro-receptor de insulina con un tamafio de 1343 y
1355 aminoacidos respectivamente. La diferencia en los tamafios se demostro que se
debe a la exclusion/inclusion de un segmento de 12 aminoacidos en el extremo C-
terminal de la subunidad a del IR. Este segmento es codificado por el exéon 11
(constituido por 36 pares de bases, pb) que puede sufrir splicing alternativo generando
las dos isoformas del IR (Figura I.1): el IR-A cuando es excluido y el IR-B cuando es
incluido (Seino y Bell, 1989; Seino et al., 1989).

B IR IRR
Homo RKTSSGTGAEDPR ISPWEKVTSINKSPQR
Rattus RKTSSGNGAEDTR KAPWKVTSINKNPOR
Mus RKTSSGTGAEDPR HAPWKVTSINKNPQH
Canis RKSSSSPGAEDTR KSPWEVTSVNKSPQR
Monodelphis RKASSGIGADDSE RSPWEVTSLNKSPQR
Gallus Aemmemmea——— RFPWKVTSINKYPQR
Xenopus Wi v i i o KPPWKVTLINKDNOR

Figura I.1. El procesamiento alternativo del gen Ir. A. Representacion esquematica del gen Ir.
Las cajas blancas indican regiones no codificantes mientras que las grises representan los exones
codificantes numerados. Las lineas solidas muestran los eventos de splicing constitutivo y las punteadas
representan el procesamiento alternativo. B. Alineacion de la secuencia de aminoacidos codificados por el
exon 11 en el IR y el IRR. Sus regiones flanqueantes se muestran en rojo (tomado de Hernandez-
Sanchez et al., 2008).

[.1.2. Evolucion de las dos isoformas del IR en vertebrados

El IR y el IGF-IR comparten un 45-65 % de identidad de secuencia en los
dominios de unién a ligando y un 60-85 % en los dominios tirosina quinasa y de
reclutamiento de moléculas que son sustratos de la actividad quinasa de estos
receptores (Ullrich et al., 1986; Whittaker et al., 2001). La insulina y los IGF constituyen
una familia de hormonas polipeptidicas comunes a todos los metazoos. Estas
hormonas controlan funciones celulares esenciales tales como el crecimiento, el
metabolismo, la reproduccién o la longevidad (Kimura et al., 1997; Efstratiadis, 1998;
Tissenbaum y Ruvkun, 1998; Brogiolo et al., 2001; Nakae et al., 2001; Saltiel y Kahn,
2001; Holzenberger et al., 2003; Nef et al., 2003).
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Si bien en invertebrados existen varios péptidos similares a la insulina, sélo un
receptor de insulina ha sido descripto (en C. elegans, DAF-2, por sus siglas en inglés,
DAuer Formation-2) (Fernandez et al., 1995; Pashmforoush et al., 1996; Kimura et al.,
1997; Ruvkun y Hobert, 1998). Sin embargo, en vertebrados, tres receptores distintos
que pueden unir insulina o IGF fueron descriptos basados en diferencias en su
estructura primaria y funcional. Estos receptores son el IR (Ebina et al., 1985; Ullrich et
al,. 1985), el receptor del IGF-1 (IGF-IR) (Ullrich et al., 1986), y el receptor del IGF-II
(IGF-IIR) (Morgan et al., 1987). De todos, el IGF-IIR es en realidad un receptor de
manosa-6-fosfato que unicamente en mamiferos adquirié un dominio de unién a IGF-II,
Yy no es un receptor capaz de sefializar (Morgan et al., 1987). Ademas, un receptor
huérfano (del que no se conoce ligando) denominado receptor relacionado al receptor
de insulina (IRR, por sus siglas en inglés, Insulin receptor-related receptor) también ha
sido descripto como miembro de la familia del IR por su similitud de secuencia (Shiery
Watt, 1989; Di Pirro et al., 1991).

En el caso de los vertebrados, luego del nacimiento las funciones de
proliferacion celular estan restringidas al IGF-I y al IGF-Il, mientras que la insulina
actia como una hormona regulatoria del metabolismo controlando principalmente la
homeostasis de diferentes metabolitos, fundamentalmente la glucosa (Chan y Steiner,
2000). Sin embargo, durante el desarrollo embrionario en vertebrados la insulina
parece mostrar ciertas reminiscencias de su accion y regulaciéon en los invertebrados
(Hernadndez-Sénchez et al., 2006). Las funciones fisiologicas de la insulina y los IGF
requieren que éstos interactien con receptores especificos localizados en la superficie
celular. Pequefias diferencias en la estructura y funcion de estos receptores pueden
generar importantes variaciones en la actividad bioldgica de estas hormonas

polipeptidicas.

La Figura 1.2 muestra de manera esquematica la diversificacion de los
receptores de la familia del IR a lo largo de la evolucion. En invertebrados DAF-2 podia
ejercer tanto las funciones de crecimiento como las metabdlicas y reproductivas dada
la disponibilidad de nutrientes. En vertebrados, en cambio, la presencia de dos
receptores diferentes conduce a una diversificacion funcional: mientras que el IR-A
regula el metabolismo de la glucosa, el IGF-IR regula el crecimiento y la supervivencia.
Los receptores hibridos IGF-IR/IR-A pueden tener funciones superpuestas incluyendo
las funciones proliferativas de la insulina y la pro-insulina. En los mamiferos, la
aparicion del IR-B separa las funciones metabdlicas de las mitogénicas. Esto coincide

con la aparicion de la viviparidad y la necesidad de separar la regulacion metabdlica
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de la madre de la mitogénica del embrién. De esta forma, cuando se sobreexpresa o
se sobreactiva el IR-A se reduce el efecto metabdlico de la insulina y se incrementa la
sefializacion del IGF-II. Por lo tanto, se promueve la proliferacién celular y pueden
darse procesos tumorales y de arteroesclerosis. En contraposicion, la disminucién de
la sefializacion del IR-A estad asociada con una sefializacion de IGF-lIl menor y un

aumento de los efectos metabdlicos de la insulina (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Diversificacion de los  receptores de la familia del IR. Tomado de Belfiore et al.,
2009.

I.1.3. Filogenia del Ir

Los genes que codifican para el IR, el IGF-IR y el IRR poseen una organizacion
gendmica similar. Ambas cadenas (a y B) se sintetizan a partir de un Unico ARN
mensajero (ARNm) compuesto por 22 exones en el IR (Figura I.1.A) y el IRR y por 21
exones en el IGF-IR (Rosenfeld y Roberts, 1999). Tanto en el Ir como en el Irr, el exén
adicional es el exén 11. Sorprendentemente, el exdn 11 es un exén constitutivo en el
Irr mientras que en el Ir humano y murino este exdn sufre splicing alternativo
generando dos proteinas isoformas (IR-A e IR-B) (Ebina et al., 1985; Ullrich et al.,
1985; Seino y Bell, 1989; Seino et al., 1989).
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Los genes Ir e Igflr evolucionaron a partir de un ancestro comun y regulan
funciones altamente conservadas en vertebrados e invertebrados como ser el
metabolismo, el crecimiento y la diferenciacién (Brogiolo et al., 2001; Drakas et al.,
2004). Segun predicciones filogenéticas, la primera duplicacion del gen ancestral
Ir/Igflr (Daf-2) condujo al paralogo Ir y al gen ancestral comun del Igflr y el Irr, el cual
en una segunda ronda de duplicacion generé el Igflry el Irr (Ullrich et al., 1986; Shier
y Watt, 1989; Hernandez-Sanchez et al., 2008) (Figura 1.3). En anfibios, el Irr adquiere
un exon adicional (exén 11). Por ultimo, en mamiferos el gen Ir adquiere el exon 11
junto con la capacidad de procesarlo alternativamente incluyéndolo o no de manera

tejido especifica y segun la etapa del desarrollo.

Ancestro gen Ir/Igfir Invertebrados
Vertebrados
I°mf|da_ _:Er-.'
Ir Rl Precursor Ir/igf1r
(21 exones) (21 exones)
Igf1r dugpé'ﬁzf” Irr

(21 exones) (21 exones)

Irr .
(22 exones) Anfibios

Ir Igfir frr Mamiferos

(21 exones + exén 11) (21 exones) (22 exones)

Figura I.3. Representacion esquematica de la filogenia del Ir. Tomado de Belfiore et al., 2009.

Aproximadamente el 20 % de la secuencia de nucleétidos del mensajero del IR
estd conservado a lo largo de los vertebrados, estdndolo mas en el dominio tirosina
quinasa (Hubbard y Till, 2000; Hernandez-Sanchez et al., 2008). Esto indica que este
dominio esta sujeto a una fuerte presion de seleccion para mantener funciones
generales de sefializacibon del IR. En cambio, sitios especificos estan
fundamentalmente localizados en la porcion extracelular del IR sugiriendo que las
diferencias en las funciones de los paralogos en esta familia fueron adquiridas
evolutivamente mas a través de cambios en la afinidad por los ligandos (Brandt et al.,
2001) que por modificaciones en el dominio tirosina quinasa intracelular (Hernandez-
Sanchez et al., 2008).

El exdn 11 del Irr aparece ya en anfibios, mientras que el exon 11 del Ir es una
adquisicion del linaje de los mamiferos. La secuencia de ambos exones (Figura 1.1.B)

y la filogenia reconstruida recientemente de la familia del IR en vertebrados
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(Hernandez-Sanchez et al., 2008) indican que ambos exones fueron adquiridos de
manera independiente por cada paralogo. El hecho de que el exén 11 del Ir sea una
novedad exclusiva de mamiferos implica que la diversificacion funcional del Ir fue
adquirida a través del splicing alternativo. Por lo tanto, las diversificaciones funcionales
de la familia del IR en el linaje de los vertebrados fueron adquiridas por duplicacion de
genes, mientras que en mamiferos el splicing alternativo es el mecanismo que genera

la diversificacion funcional del IR.
I.1.4. Expresion del IR

Si bien los tejidos mayormente sensibles a insulina son el higado, el tejido
adiposo y el muasculo esquelético, el IR se expresa también en el cerebro, rifion,
corazén, el endotelio vascular de la placenta, acinos pancreéaticos, alvéolos

pulmonares, los monocitos, granulocitos, eritrocitos y fibroblastos (Kaplan, 1984).

Los mayores niveles de expresidon de la proteina se encontraron en tejido
adiposo. En corazon, higado y pulmones la expresion es de aproximadamente del 30
% del encontrado en tejido adiposo. En musculo, placenta y rifidn estos niveles son
cercanos al 10 %. En cerebro y pancreas los niveles de expresién son mucho mas
bajos que en tejidos sensibles a insulina. Ademas en estos érganos los efectos de la

insulina son tipicamente no metabdlicos.

Mientras que el 80 % del IR presente en el higado es IR-B, este porcentaje es
del 60 % para tejido adiposo y musculo, del 40 % en placenta y del 0 % en linfocitos.
En el cerebro de los mamiferos, existen dos tipos de IR. Mientras que el clasico IR se
encuentra presente en las células gliales, un IR especifico del cerebro se encuentra en
neuronas (Park, 2001). Este IR es fundamentalmente IR-A con un peso molecular
ligeramente menor producto de una glicosilacion diferente. Se postula que la insulina
en el cerebro juega un papel en la supervivencia neuronal, el aprendizaje, la memoria,
la regulacion de la homeostasis energética y la reproduccién (Plum et al., 2006). Se ha
demostrado que en pacientes con Alzheimer la actividad del IR en cerebro esta
reducida (Stockhorst, 2004).

En las células B del pancreas se expresan tanto el IR como el IGF-IR. El IGF-IR
actlia como un regulador negativo de la secrecion de insulina (Van Schravendijk et al.,
1985). La isoforma B del IR es la que se expresa predominantemente en estas células
(Muller et al., 2007) sugiriendo que la interacciéon IGF-IR/IR-A no juega un papel
relevante en la fisiologia del pancreas y que los efectos del IGF-Il en las células

estan mediados por el IGF-IR.
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En células malignas se observa un aumento en la expresion del IR que no se
traduce en mayores efectos en el metabolismo celular pero si en mayor sensibilidad a
los efectos no metabdlicos de la insulina. Numerosos estudios sugieren que la
sobreexpresion del IR en diversos tipos de cancer (colon, mama, pulmon, ovario,
tiroides) juega un papel clave en la progresion tumoral (Frasca et al., 1999; Vella et al.,
2001 y 2002).

I.1.5. Estructura del IR y unién de insulina

El IR es sintetizado inicialmente como un pre-pro-receptor de cadena Unica. Un
péptido de treinta residuos lo dirige al reticulo endoplasmatico (RE) donde es clivado
cotraduccionalmente (Ullrich et al., 1985). En el RE el precursor es glicosilado, se
pliega y dimeriza con la asistencia de proteinas chaperonas (Bass et al., 1998) antes
de ser transportado al aparato de Golgi. Una vez en el Golgi, el receptor es clivado
dando origen al a,B, heterotetramero que luego es transportado a la membrana

plasmaética.

El IR, el IGF-IR y el IRR presentan una estructura proteica modular conservada
(ver Figura 1.4) (Ullrich et al., 1986; De Meyts, 2004) y pertenecen a la gran
superfamilia de receptores de tipo tirosina quinasa (RTK) (Hubbard y Till, 2000).

El heterotetrdmero del IR consiste en dos subunidades a extracelulares (130
kDa) y dos subunidades 3 (95 kDa) unidas entre ellas por puentes disulfuro (Lawrence
et al., 2007; De Meyts, 2008). La porcion extracelular esté constituida por la cadena a
y por 194 residuos de la cadena B. En la cadena  hay un uUnico segmento
transmembrana (TM) y luego el dominio citoplasmético que contiene el dominio
tirosina quinasa (TK). La union de insulina a la subunidad a estimula la actividad de
tirosina quinasa intrinseca de la subunidad 8 (Cohen, 2006; Taniguchi et al., 2006; De
Meyts, 2008).

Los miembros de la familia del IR estan compuestos por unidades
estructurales: el extremo N-terminal del ectodominio consiste en dos dominios
homdlogos ricos en leucinas (L1 y L2) de aproximadamente 150 aminoacidos cada
uno, separados por una region rica en cisteinas (CR) también de unos 150
aminoacidos. La mitad C-terminal de cada monomero del ectodominio esta
conformada por tres dominios de tipo fibronectina Il (Fnlll-1, Fnlll-2 y Fnlll-3)
relativamente pequefios (aproximadamente 100 aminoacidos). ElI dominio Fnlll-2
contiene un segmento mas largo (120 residuos) denominado dominio inserto (ID, por

sus siglas en inglés, insert domain). La isoforma B difiere de la A en la presencia de 12
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aminoacidos codificados por el exdn 11 que se insertan entre los residuos 716 y 717
del IR-A, tres residuos antes del extremo C-terminal de la subunidad a (Lawrence et
al., 2007; De Meyts, 2008). La porcion intracelular contiene al dominio TK flanqueado
por dos regiones regulatorias, la region yuxtamembrana (JM) y el extremo C-terminal

(CT), que contienen sitios de unién para las moléculas sefalizadoras.
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Figura 1.4. Estructura del IR. Diagrama de la estructura del IR mostrando la organizacion en los
siguientes dominios: dos dominios largos ricos en leucina (L1 y L2), un dominio rico en cisteinas (CR), tres
dominios ricos en fibronectina Il (Fnlll-1, Fnlll-2 y Fnlll-3), un dominio inserto (ID) dentro del dominio
Fnlll-2, el dominio transmembrana (TM), el dominio yuxtamembrana (JM), el dominio tirosina quinasa (TK)
y el extremo C-terminal (CT). Se muestran los puentes disulfuro. Las lineas en la parte derecha del
diagrama indican aminoacidos conservados en los tres miembros de la familia del IR (IR, IRR e IGF-IR)
Tomado de Hernandez-Sanchez et al., 2008.

A diferencia de otros miembros de la super familia de RTK, los tres receptores
mencionados forman dimeros de dimeros a,+B, unidos de manera covalente en la
membrana celular independientemente del ligando. Estos dimeros pueden ser
homodimeros, compuestos por dos monémeros a+f idénticos, o bien heterodimeros
formados por dos mondémeros a+B diferentes (Moxham et al., 1989; Soos y Siddle,
1989; Schlessinger, 2000; Fernandez et al., 2001). La union del ligando al IR y al IGF-
IR induce un cambio conformacional que posibilita la autofosforilacion de ciertas
tirosinas en el dominio citoplasmético y que inicia la cascada de sefalizacion
intracelular que conduce a diferentes respuestas biolégicas (metabolismo, proliferacion
y diferenciacién celular, crecimiento, expresion geénica, sintesis de lipidos, proteinas),

dependiendo del tipo celular y la etapa del desarrollo (Saltiel y Kahn, 2001).
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El dominio tirosina quinasa del IR fue cristalizado en sus estados fosforilado y
no fosforilado (Hubbard et al., 1994; Hubbard, 1997) evidenciando cambios
conformacionales por activacion del receptor. Por otra parte, el ectodominio completo
del IR fue cristalizado en presencia de un péptido sintético mimético de la insulina y

dos fragmentos de union a antigeno (Fab) (Soos et al., 1986; McKern et al., 2006).

La estructura cristalografica del ectodominio completo muestra que cada
monomero adopta la conformacion de “V invertida” respecto a la membrana celular
(Figura I1.5.A) (McKern et al., 2006). Una de las mitades de la V esta formada por el
fragmento L1-CR-L2 y la otra mitad por los tres dominios Fnlll. Los extremos C-
terminales de los dominios Fnlll se encuentran en la base de la estructura de la “V
invertida” (Figura 1.5.A). En los receptores intactos estos extremos se extienden sobre

la membrana celular (Figura 1.5.B).

SO R

Frlll-2 <40 4 ;
SRS, Fril-a

Frll-123 L2

Figura 1.5. El ectodominio del IR y la unién de insulina. A. Arreglo espacial del ectodominio
del mondémero del IR. Los dominios se muestran en diferentes colores: L1, rosa; CR, amarillo; L2, verde;
Fnlll-1, violeta; Fnlll-2, celeste; Fnlll-3, azul. B. Homodimero del IR. Uno de los mondémeros se muestra
con la representacion de tubos y el otro con la de esferas. La localizacion de sitios potencialmente N-
glicolsilados se muestra en negro en cada monémero. C. Modelo de unién de la insulina al IR. Se indica la
ubicacion aproximada de los sitios 1 y 2 de cada mondémero. En el estado basal tanto el sitio de alta
afinidad como el de baja estan igualmente accesibles. Pero en el estado de alta afinidad, una molécula de
insulina actla de puente entre el sitio 1 y el 2 de un lado del dimero causando que los dos mondmeros se
cierren de un lado, generando la apertura del lado opuesto. Tomado de McKern et al., 2006.

El modelo de unién a insulina (De Meyts y Whittaker, 2002; De Meyts, 2004;
McKern et al., 2006) propone que cada monomero del dimero del IR contiene dos
sitios de union diferentes (sitio 1 y sitio 2) localizados en dos regiones del monémero.
La unién de insulina al primero en cualquiera de las dos subunidades a, que es de
baja afinidad (sitio 1), provoca un cambio conformacional que confiere alta afinidad al
segundo sitio de la otra subunidad (Taniguchi et al., 2006; Lawrence et al., 2007; De
Meyts, 2008) (Figura I1.5.C). Se da una cooperatividad negativa porque la unién de alta

afinidad solo puede ocurrir entre el par de sitios (sitio 1 y 27) de un lado del dimero o

11
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en el correspondiente par de sitios (1" y 2) del otro lado (De Meyts, 2008). De este
modo, el puente ligando-receptor puede oscilar de un lado al otro del receptor (Figura
1.5.C). Dos moléculas de insulina no pueden unirse a un sitio 1-sitio 2" y al sitio 1"-sitio
2 de manera simultanea. Este modelo sugiere que la unién de alta afinidad esta
asociada a algun movimiento del modulo L1-CR de un mondmero respecto del dominio
Fnlll-1 del otro, inhibiendo, al mismo tiempo, la capacidad de unién del otro par de
sitios 1-2. El sitio 1 estd compuesto fundamentalmente por el dominio L1 y por el CR.
El gran tamafio de este dominio seria en parte responsable de la menor afinidad del IR
por el IGF-1 e IGF-Il que son moléculas mas grandes que la insulina. El sitio 2, a su
vez, esta formado por el extremo C-terminal del dominio Fnlll-1 y el N-terminal del
dominio Fnlll-2. Resulta razonable suponer que el péptido de 12 aminoacido
codificado por el exdn 11 presente en el IR-B debe contribuir, junto con el médulo CR,
a disminuir la afinidad del IR-B por el IGF-II fundamentalmente restringiendo el tamafio

del bolsillo correspondiente al sitio 1 (Figura 1.6).

A

Figura 1.6. Unién de insulina o IGF-1l al IR-A 'y al IR-B.  Esquema del ambas isoformas del IR
uniendo insulina o IGF-II. A. IR-B. B. IR-A. Tomado de Belfiore et al., 2009.

El ligando también sufre cambios en el proceso de union al receptor. El
extremo C-terminal de la cadena B de la insulina (residuos 21 a 30, denominados B,;-
B3o) se alejan de los residuos 1y 2 de la cadena A (A; y Az) exponiendo la superficie
hidrofébica compuesta por los residuos A;-Az, Aie-Az, B11-B1z, Bisy Big (Derewenda et
al., 1991; Schaffer, 1994; Xu et al., 2004). El extremo N-terminal de la cadena también
sufre alteraciones pasando desde el estado T extendido, mas estable pero menos
activo (estructura clésica), a un estado R menos estable pero mas activo. Para esto
utiliza la glicina Bg como un interruptor o switch estructural y la hélice de la cadena B

se extiende incluyendo los residuos B;-Bg (Nakagawa et al., 2005).
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Se sugiere que el sitio de baja afinidad del IR controla la especificidad de la
union del ligando. Este sitio tiene contribuciones de diferentes regiones del receptor: el
dominio L1, el péptido CT y posiblemente una porcion periférica de la region ID (Wan
et al.,, 2004 y 2005). La importancia las regiones L1, CT y CR en la uniéon de baja
afinidad se evidencio por estudios de los receptores de pacientes con una sefializacion
de insulina deficiente asi como de estudios de mutagénesis, de receptores quimeéricos
y de experimentos de cross-linking (Whittaker et al., 2001 y 2002; De Meyts, 2004).

Un modelo previo basado en la reconstruccion del IR por microscopia
electrénica mostré un arreglo diferente a la “V invertida” de McKern y colaboradores
(Ottensmeyer et al., 2000). Este modelo sugiere que en el estado de alta afinidad la
insulina hace contacto con los dominios L1 y L2 de un monémero y los modulos L1 y
CR del otro. Como se muestra en las Figuras 1.5.B y .6 la estructura cristalografica
muestra que los dos dominios L1 se encuentran en lados opuestos del dimero,
demasiado lejos para que la uniébn de insulina sea a los dos dominios L1
simultaneamente. En el modelo de McKern uno de los sitios de union (el de baja
afinidad) tiene las contribuciones de las regiones L1, CT y CR de un mondémero. Los
dominios Fnlll-1 del otro monémero estan involucrados en el otro sitio de union (el de
alta afinidad). Por esto se postula que el IR utiliza dos principios de union al ligando: i)
el contacto con el dominio rico en leucinas como se vio en la familia de los receptores
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y los receptores acoplados a proteina G
(Fan y Hendrickson, 2005) y ii) el contacto con las regiones Fnlll como se ha descripto

para el receptor de la hormona de crecimiento y de interleuquina (Kossiakoff, 2004).
1.1.6. Activacion del IR

La union de insulina al IR conduce a la fosforilacion de varios sitios en el
dominio citoplasmatico del receptor. En total siete residuos tirosina se han identificado
fosforilados en respuesta a insulina (Youngren, 2007): dos tirosinas (Tyr965 y Tyr972)
se encuentran en la porcidbn yuxtamembrana, tres tirosinas (Tyrll58, Tyrll62 y
Tyrl163) se localizan en la regién de activacion del dominio quinasa y las dos
restantes (Tyrl328 y Tyrl334) estan ubicadas cerca del extremo C-terminal (la

numeracion corresponde a la secuencia aminoacidica del IR-B).

El modelo actualmente aceptado sostiene que la unién de la insulina conduce a
un cambio conformacional que genera que los dominios quinasa citoplasmaticos se
acerquen permitiendo la autofosforilacién de los residuos tirosina en la subunidad B del

IR. Se han demostrado fosforilaciones tanto en cis como en trans. Las tirosinas en el
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dominio yuxtamembrana son fosforiladas por la actividad de fosfotransferasa de la
misma subunidad (fosforilacion en cis), mientras que las tirosinas en la regién de
activacion son fosforiladas en trans por la otra subunidad B luego de la union del
ligando (Cann y Kohanski, 1997). Esta fosforilacién conduce al desbloqueo del sitio
catalitico con actividad quinasa dando libre acceso al ATP y sustratos como el sustrato
de IR (IRS, por sus siglas en inglés, insulin receptor substrate) y la proteina
adaptadora Shc (Hubbard y Miller, 2007).

[.1.7. Sefalizacion del IR

La insulina desencadena una compleja cascada de transduccion de sefiales a
través del IR (Figura 1.7). El IR activado es capaz de fosforilar una gran variedad de
moléculas intracelulares entre las cuales se encuentran los IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-
4, Shc, Gabl, Cbl, proteinas asociadas a sustratos (APS, por sus siglas en inglés,
associated substrate proteins) y miembros de la familia de las proteinas reguladoras
de sefales. Cada una de estas proteinas fosforiladas provee sitios que son
reconocidos por otras moléculas efectoras. Entre ellas se encuentran aquellas que
contienen dominios SH2 como la subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 quinasa
(PI3K); la proteina fosfatasa de tirosinas SHP2; la proteina adaptadora Grb2 y Ras
entre otras. Algunas de estas moléculas contienen dominios SH3 los cuales unen
regiones ricas en prolina brindando sitios adicionales de interaccion proteina-proteina

con efectores adicionales en la cascada rio abajo.
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Figura I.7. Esquema de la sefializacion a través del IR.  Tomado de Saltiel y Kahn, 2001.

En esta compleja cascada es posible reconocer dos grandes vias: una que
media los efectos metabdlicos a través de PI3K/Akt, y la otra que es responsable de

las respuestas mitogénicas activando Ras/MAPK.
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La via de PI3K/Akt

La PI3K esta compuesta por una subunidad regulatoria p85 y una catalitica
pl10 que fosforila al fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (PIP2, por sus siglas en inglés,
Phosphatidylinositol-(4,5)-biphosphate) generando asi el fosfatidilinositol-(3,4,5)-
trifosfato (PIP3, por sus siglas en inglés, Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate). A
su vez el PIP3 recluta y activa proteinas que poseen dominios homodlogos a pleckstrina
(PH). Entre ellas la quinasa dependiente de fosfoinositidos PDK1, fosforila y activa
varias enzimas rio abajo incluyendo la serina/treonina quinasa Akt (o proteina quinasa
B) y la proteina quinasa C (Mora et al., 2004). Asimismo, PIP3 facilita directamente la
activacion de Akt mediando su translocacion a la membrana a través del dominio PH.
La activacion de Akt, a su vez, regula varias enzimas metabdlicas y esta involucrada
en el metabolismo de la glucosa dado que activa e induce la translocacion del

transportador de glucosa (GLUT4) a la membrana plasmatica (Taguchi y White, 2008).

La via de PI3K/Akt regula también a la proteina mTOR (por sus siglas en
inglés, Mammalian target of rapamycin) la cual esta tanto involucrada en la regulacion
del crecimiento como del metabolismo celular (Taniguchi et al., 2006). Rio abajo de
este complejo se encuentran dos cascadas que controlan la transcripcion génica: la
via de la quinasa p70S6 (p70S6K) y la via de de la proteina 1 de union a elF4E (4E-
BP1) (Wang y Proud, 2006).

La via de Ras/MAPK

Grb2 es una proteina adaptadora que se une a las proteinas IRS fosforiladas a
través de su dominio SH2. A través de su dominio SH3 Grb2 activa al factor
intercambiado de GTP (GEF) mSos el cual a su vez activa a p2lras (Ras), una
proteina de unién a GTP con actividad de GTP-asa. El IR fosforilado activa a Ras a
través de las proteinas Shc las cuales se unen a Grb2. Esto lleva a la activaciéon
sostenida de la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK 1/2, por sus

siglas en inglés, Extracellular signal regulated kinase 1/2) en respuesta a insulina.

Ras activa recluta y activa a la serina/treonina quinasa Raf, que desencadena
una cascada de fosforilaciones. Raf fosforila a MEK1 activdndola, luego MEK1 fosforila
a ERK 1/2, una quinasa de la familia de las MAPK. En su forma inactiva ERK 1/2 se
localiza fundamentalmente en el citosol donde se une a MEK1 formando un
heterodimero MEK1/ERK 1/2 (Cohen, 2006; Taguchi y White, 2008). Cuando se
fosforila ERK 1/2 se disocia de MEK1 y transloca al nucleo donde fosforila a
numerosos sustratos (SRC-1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc y STAT3)
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involucrados en un complejo programa transcripcional (Ceresa y Pessin, 1998; Roux y
Blenis, 2004). Ademas, ERK 1/2 activo fosforila numerosos sustratos en el citoplasma.
Dado que ERK 1/2 oscila entre ambos compartimentos su localizacién subcelular

resulta crucial para determinar su respuesta bioldgica.

Otras MAPK, como la quinasa N-terminal de c-Jun (JNK) y la quinasa p38,
también se activan por insulina y contribuyen a la complejidad de la respuesta

biolégica (Roux y Blenis, 2004).
[.1.8. Modulacion de la actividad del IR

La sefializacion a través del IR se encuentra modulada por diversos factores,
algunos conocidos y otros desconocidos hasta el momento. Entre los conocidos se
pueden enumerar: los patrones de fosforilacion, otras modificaciones post-

traduccionales del IR y su localizacién subcelular (Jensen y De Meyts, 2009).

Modulacion de la sefalizaciéon por los patrones de fosforilacién en

tirosina del IR

Los niveles y sitios especificos de autofosforilacion regulan de manera distintiva
y coordinada diversos aspectos de las funciones del IR. Los tres residuos tirosinas
(Tyr1158, Tyrll62 y Tyrll63) de la region regulatoria serian fundamentalmente
responsables de la activacion de la fosforilacion de sustratos (White et al., 1988 a;
Wilden et al., 1992). La triple fosforilacion del dominio quinasa resulta esencial para la
completa activacion de la quinasa y para la internalizacion del receptor, sin embargo
no es necesaria para la sefalizacion metabdlica y los efectos de crecimiento. Esto
sugiere que la sefializacion del IR estaria modulada en parte por el grado de

autofosforilacion.

Con respecto a las tirosinas del extremo C-terminal (Tyrl328 y Tyr1334), no
parecen jugar un papel clave en la activacion de la quinasa ni en la internalizacion
(Maegawa et al., 1988; Backer et al., 1992).

Las tirosinas 965 y 972 en la region yuxtamembrana median la seleccién de
sustratos (Gustafson et al., 1995; Kaburagi et al., 1995; Sawka-Verhelle et al., 1997,
Chaika et al., 1999). Mientras que la tirosina 972 une a IRS1, Shc y STAT5B, el IRS2
no es dependiente de esta tirosina para ser fosforilado (Chaika et al., 1999) y
probablemente interactia con las tirosinas 1158, 1162 y 1163 del dominio de

activacion.
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La fosforilacién de la subunidad 3 del IR contribuye asi a la especificidad de la
sefializacién debido a su influencia sobre toda la actividad quinasa (White et al.,

1988b) y por la interaccion directa con sustratos individuales (Sun et al., 1991).

Por otro lado, la actividad de fosfatasas también influye sobre los niveles de
activacion del IR. Otras proteinas que también reducen la actividad del IR son aquellas
que bloquean estéricamente su interaccion con las proteinas IRS o que modifican su
actividad quinasa (Bandyopadhyay et al., 1997; Ueki et al., 2004; Holt y Siddle, 2005;
Youngren, 2007).

Efecto de otras modificaciones post-traduccionales del IR

Otros mecanismos de regulaciéon negativa son la fosforilacion de residuos
serina y/o treonina y la O-glicosilacion (Koshio et al., 1989; Ahn et al., 1993; Chin et al.,
1993; Liu y Roth, 1994; Al-Hasani et al., 1997; Bossenmaier et al., 1997; Strack et al.,
2000; Schmitz-Peiffer, 2002; Coba et al., 2004). Las N-glicosilaciones se demostraron
que juegan un papel importante en el plegamiento y procesamiento del IR, incluyendo
la formacion de los dimeros y el clivado en las cadenas a y 8, asi como en la correcta

localizacién en la membrana plasmatica (Bass et al., 1998; Adams et al., 2000).
Modulacion de la sefializacion por la localizacion subcelular del IR

Un importante mecanismo de regulacion negativa de la actividad del IR que se
discutira con mayor detalle en el Capitulo 2 es la baja de los niveles de IR en
membrana por procesos de internalizacion y degradacion del receptor que se inducen
luego de la unién del ligando. Cuando el complejo insulina-IR es internalizado, la
insulina se disocia del receptor y es degradada conduciendo al apagado de la
sefalizacion. El IR libre es en parte reciclado nuevamente a la superficie (Carpentier et

al., 1986) y en parte degradado.

Dentro de los endosomas el IR aun unido a la insulina se mantiene activo con
capacidad de fosforilar moléculas efectoras (Sorkin et al., 1993; Bergeron et al., 1995;
Grimes et al., 1996). Moléculas involucradas en la via mitogénica se ha visto que
colocalizan con membranas endosomales (Di Guglielmo et al., 1994; Pol et al., 1998;
Rizzo et al., 2000; Sorkin et al., 2000). Por lo tanto, los efectos mitogénicos de la
insulina podrian estar siendo sefializados por receptores desde los endosomas. La
internalizacion aparece entonces como un evento clave en la modulacion de la
sefializacion del IR: mientras la via de las MAPK se ve afectada cuando se inhibe la

endocitosis, no se detectan efectos en la autofosforilacion del receptor ni del IRS ni de
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Akt en estos casos (Biener et al., 1996; Ceresa et al., 1998; Hamer et al., 2002). Esto
sugiere que la respuesta metabdlica de la insulina esta siendo totalmente activada a

través de los IR localizados en la superficie celular.

Otro trabajo que apoya la hipétesis de la sefalizacion regulada por la
localizacién demuestra que en células  del pancreas la insulina activa la transcripcion
del gen de la glucoquinasa desde la membrana plasmética (por la via de PI3K/Akt),
mientras que el gen c-fos es activado desde los endosomas tempranos (por la via de
Shc/ERK 1/2) (Uhles et al. 2007). Esta conexion entre la internalizacion y el tipo de
sefalizacién desencadenada se ha visto también en el caso del EGFR (Di Guglielmo
et al.,, 1994; Vieira et al., 1996) y del receptor del factor a de necrosis tumoral
(Wiegmann et al., 1994).

Asimismo, hay trabajos que sugieren un potencial protagonismo de los
microdominios de la membrana en la sefalizacion de la insulina. Cuando se sustrae el
colesterol a hepatocitos, se desarman los dominios ricos en caveolina y se inhibe la

activacion de Akt y la sintesis de glucogeno (Parpal et al., 2001).

Sin embargo, la importancia de estos microdominios asi como de los dominios
ricos en caveolina en la sefializacion de la insulina y su especificidad continda en
debate.

|.2. BIOLOGIA DE LAS ISOFORMAS DEL IR

[.2.1. Generacion del IR-A'y del IR-B

La inclusion/exclusion del exdn 11 se encuentra regulada diferencialmente en
diversos tejidos. Mientras que en los tejidos adultos el IR-A se expresa de manera
ubicua, la isoforma B se expresa predominantemente en tejidos altamente sensibles a
la insulina como el higado, el tejido adiposo, el musculo y el rifion donde es
responsable de la respuesta metabdlica a insulina (Moller et al., 1989; Mosthaf et al.,
1990). El IR-A se expresa predominantemente en tejidos fetales y tumorales. Una
relacién IR-A:IR-B elevada estd implicada en la resistencia a la insulina que muestran
los pacientes con distrofia miotdnica y posiblemente en aquellos con Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DMT2) (Denley et al., 2003).

Las secuencias y mecanismos involucrados en el splicing alternativo del exén
11 se conocen solo parcialmente. Se han identificado secuencias ricas en purinas en

el extremo 5 del exdn 10 que funcionarian como moduladores positivos (splicing
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enhancer) incrementando la inclusion del exén 11 (Kosaki et al., 1998). Se han
encontrado también regiones dentro del exén 11 que determinan el grado de inclusion

tanto de manera positiva como negativa.

Mas recientemente, se describi6 un mecanismo que favorece la relacion IR-
A:IR-B que se encuentra presente en pacientes con distrofia miotonica tipo 1. La
expansion propia de esta enfermedad en la regidon 3" no transcripta el gen del proteina
quinasa de la distrofia mioténica (dmpk) genera que este ARNm se concentre en el
ndcleo secuestrando ciertos factores de splicing (MBNL1, muscleblind 1 protein) que
son necesarios para la inclusion del exén 11 en el mensajero del IR (Miller et al., 2000;
Fardaei et al., 2002). Asimismo, otros se encuentran expresados de manera
anormalmente elevada, incluyendo la proteina de union a repeticiones CUG (CUG-
BP1, perteneciente a la familia de proteinas CELF) y las proteinas de unién a ARN,
hnRNP H (Ladd et al., 2001). Los elevados niveles de estas dos proteinas conducen a
la formacion de un complejo dependiente de ARN que inhibe la inclusién del exén 11,
lo cual genera que predomine la isoforma A del IR. Todo esto sugiere que la expresion
de las isoformas del IR se encuentra muy finamente regulada por el balance entre las
proteinas MBLN, CELF y hnRNP H.

[.2.2. Propiedades de union y de internalizacion del IR-A 'y del IR-B

El IR-A une insulina con una afinidad mayor que el IR-B (Mothaf et al., 1990;
Yamaguchi et al., 1993). Asimismo se ha demostrado con diversas aproximaciones
bioquimicas que la isoforma A se internaliza y recicla méas rdpidamente que el IR-B
(Yamaguchi et al., 1991; Vogt et al., 1991).

Resulta interesante que este receptor puede unir otros ligandos: IGF-I e IGF-II.
Por lo tanto, un mismo receptor puede desencadenar respuestas diferentes en funcién
del ligando unido y a la vez un mismo ligando produce cascadas diferenciales a través
de las dos isoformas del IR las cuales solo difieren en 12 aminoacidos. Numerosos
estudios mostraron que el IGF-Il y la insulina se unen al IR-A con similar afinidad,
pero, mientras la insulina desencadena la respuesta metabdlica, el IGF-1I conduce a la
aparicion de efectos mitogénicos (Morrione et al., 1997; Frasca et al., 1999; Sciacca et
al., 2002; Pandini et al., 2003). Mientras tanto, el IR-B une IGF-Il con baja afinidad. En
el caso del IGF-I no se ven estas diferencias de afinidad entre isoformas si bien resulta
menor que la insulina (Yamaguchi et al., 1993; Frasca et al., 1999; Pandini et al., 2002;

Benyoucef et al., 2007).
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Estudios con mutantes de los IR y quimeras de los ligandos han permitido
concluir que los sitios de union del IR-A y del IR-B son levemente diferentes (Whittaker
et al., 2002; Denley et al., 2004). Se cree que existe una interaccion directa de la
insulina y el IGF-II con el péptido codificado por el exdn 11 aunque aun no ha podido

ser demostrada.

La activacion del IR por diversos ligandos conduce a efectos biolégicos
distintos probablemente por diferencias en la interaccion ligando-receptor, en las tasas
de internalizacion y en los patrones de fosforilacion del receptor. Esta tematica se

abordara en mayor detalle en el Capitulo 5 .
1.2.3. Sefalizacion del IR-A y del IR-B

Muy poco se sabe acerca de los detalles moleculares que subyacen a la
sefalizacién diferencial del IR por distintos ligandos. Se sugiere que estas diferencias
pueden estar asociadas a un reclutamiento y activacion diferencial de moléculas que
son sustrato del IR asi como con cambios en la expresion génica. Varios trabajos
utilizaron andlogos de la insulina, péptidos miméticos y anticuerpos contra el IR con el
objeto de estudiar cdmo es la interacciéon entre el ligando y el receptor a nivel
molecular estableciendo correlaciones con la sefializacion. Asimismo, la acciéon del IR
puede estar modulada por su grado de fosforilacion: la via de Akt puede ser activada
completamente con niveles de fosforilacion menores a los necesarios para activar
totalmente la via de las MAPK (Jensen et al., 2007). Por lo tanto las diferencias en las
respuestas bioldgicas estimuladas por diversos ligandos a través del IR pueden estar
reflejando: i) diferentes grados de fosforilacion del IR o bien ii) localizaciones distintas
(superficie celular versus compartimentos endosomales) del receptor lo cual influye en

las moléculas sefalizadoras disponibles para ser fosforiladas por el IR.

La localizacion en diferentes microdominios de la membrana plasmatica del IR-
Ay del IR-B solo ha sido informada en células B del pancreas (Uhles et al., 2003). En
este mismo modelo se ha demostrado que, mientras la transcripcién del gen de la
insulina es promovida por el IR-A a través de la via de PI3K clase 1A y de p70S6K, la
del gen de la B-glucoquinasa esta regulada por la via IR-B/PI3K clase Il/Akt (Leibiger
et al., 2001). Si bien la localizacion diferencial del IR-A y del IR-B no fue confirmada en
otros modelos, si han sido reportados numerosos estudios que confirman la
sefalizacion diferencial de ambas isoformas (Wu et al., 2003; Nevado et al., 2006 y
2008).
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Ademas de las diferencias entre el IR-A y el IR-B, existen diferencias en la
sefializacién del mismo receptor (IR-A) en respuesta a dos ligandos diferentes, insulina
o IGF-II. El IGF-1l induce a través de esta isoforma la respuesta proliferativa, mientras
que la insulina activa preferentemente el transporte de la glucosa (Morrione et al.,
1997; Frasca et al., 1999). Estas diferencias coinciden con diferencias cuantitativas y
temporales en la fosforilacion de sustratos intracelulares en respuesta a la union de
insulina e IGF-1l (Frasca et al.,, 1999; Sciacca et al., 2002). La diferencia en la
sefializacion de la insulina y del IGF-Il a través del IR-A finalmente se refleja en

distintos patrones globales de expresion génica (Pandini et al., 2003).
Las isoformas del IR en el desarrollo

La insulina y los IGF son importantes durante el desarrollo tanto de vertebrados
como de invertebrados. En mamiferos en particular, el IR y el IGF-IR se expresan
tempranamente en los tejidos fetales (Kaplan, 1984). El IR-A se expresa
predominantemente en estos tejidos, mientras que el IR-B aparece luego del
nacimiento en los tejidos sensibles a la insulina. El IR-A juega entonces un papel en la
mediacion de algunos de los efectos del IGF-Il que promueven el crecimiento

embrionario (Louvi et al., 1997).

Por su parte, la expresion del IGF-II disminuye luego del nacimiento en ratones,
por lo tanto lo efectos del IR que promueven el crecimiento son mediados por la
insulina a partir de entonces (DeChiara et al., 1990). En cambio en humanos, los

niveles de IGF-Il persisten en la vida adulta (Nakae et al., 2001).

El IGF-I y el IGF-Il desempeiian diferentes funciones en el desarrollo de la
placenta. Los datos indican que el IGF-I regula la diferenciacion de determinadas
células, en cambio el IGF-1I regularia el intercambio de nutrientes. Estas diferencias en
el desarrollo placentario son compatibles con la posibilidad de que el IGF-II actie a
través del IR-A y el IGF-1 a través del IGF-IR.

Funcion de las isoformas del IR en la diferenciacion celular

La expresion relativa del IR-A y del IR-B cambia durante el proceso de
diferenciacion celular. Mientras que la isoforma A es predominante en estadios no
diferenciados, la expresion predominante del IR-B estd asociada a la diferenciacion
celular en numerosos modelos. La diferenciacion de pre-adipocitos en adipocitos esta
asociada con un incremento importante del contenido total de IR y con un marcado

cambio de expresion de la isoforma A a la B (Entingh et al.,, 2003). Este cambio
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también se produce en células 3T3-L1 cuando se las diferencia a adipocitos en
presencia de dexametasona (Kosaki y Webster, 1993). Por lo tanto, es I6gico pensar
gue el incremento de la relacién IR-A:IR-B asi como el aumento de la relacion IR:IGF-

IR es importante para la diferenciacion de los adipocitos.

Un cambio en los perfiles de expresion similar se observa en hepatocitos.
Cuando células HepG2 se crecen en condiciones estandar expresan
aproximadamente 80 % de IR-A mostrando un fenotipo fetal (incluyendo la sintesis de
a-fetoproteina). En cambio, cuando se las cultiva con bajos niveles de suero y en
presencia de dexametasona, las mismas se diferencian y muestran niveles de
expresion del IR-B cercanos al 80 %, porcentaje similar al observado en hepatocitos
adultos (Kosaki y Webster, 1993; Pandini et al., 2002).

Expresion de las isoformas del IR y cancer

Una gran cantidad de evidencia se ha acumulado en los ultimos afios indicando
que el IR se encuentra expresado de manera anormal en las células tumorales, donde
actia mediando tanto los efectos metabélicos como los no metabdlicos de la insulina.
Mas recientemente, fue posible confirmar que el splicing del exén 11 del Ir se
encuentra alterado en células cancerosas aumentando la relacion IR-A:IR-B. Esto

afecta la respuesta celular a los niveles circulantes de insulina e IGF.

El IR se encuentra sobreexpresado en tumores de mama, generando una
mayor sensibilidad de los mismos a la insulina (Pezzino et al., 1989; Papa et al., 1990;
Fritita et al., 1993). Y ademds se observa que la isoforma A se encuentra expresada
en mayor proporcion que la B (Sciacca et al., 1999). Las células tumorales de mama
producen ademas IGF-1I de manera autdcrina, por lo tanto el crecimiento celular se

estimula a través del IR-A (Sciacca et al., 1999).

Por otro lado, en células de tumores de tiroides también se observa una
expresion predominante de la isoforma A del IR la cual, ademas, esta relacionada con
el grado de diferenciacion del tumor (Vella et al.,, 2002). En este tipo de tumores
también el IGF-Il se produce autocrinamente y de este modo la sefalizacién
mitogénica a través del IR-A se ve considerablemente aumentada. Similar situacion se

da en células tumorales de ovario (Kalli et al., 2002).

Los mecanismos responsables de la expresion anormal del IR asi como los que
favorecen a la isoforma A en las células tumorales no se conocen totalmente. Se

hipotetiza que son similares a los mecanismos que operan durante el desarrollo
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embrionario que también esta caracterizado por el incremento en la relacion IR-A:IR-B.
El splicing alternativo del exén 11 y los factores que lo modulan se presentan como
candidatos. Por otro lado, la proteina p53, que actia fisiolégicamente como un
represor del promotor del IR, se encuentra inactivada en un alto porcentaje de

tumores, siendo asi otro candidato posible (Webster et al., 1996).

La expresidn aberrante del IR-A contribuye a la desregulacion de la respuesta a
insulina y a IGF-Il que presentan las células tumorales por diversos mecanismos. En
primer lugar, la sobreexpresion del IR sensibiliza las células a efectos pleiotropicos de
la insulina circulante, especialmente en pacientes con hiperinsulinemia. Un segundo
mecanismo consiste en que la sobreexpresion del IR-A aumenta la cantidad de sitios
de union a IGF-I ya que se forman mas hibridos con el IGF-IR (IGF-IR/IR-A). Estos
hibridos unen insulina pero con menor afinidad (Pandini et al., 2002; Beyouncef et al.,
2007). El tercer mecanismo es la alta afinidad del IR-A por el IGF-II el cual se produce
en altas cantidades en las células tumorales. El cuarto mecanismo es que la expresion
desregulada del IR-A induce altas relaciones IR-A:IR-B e IR-A:IGF-IR causando
pequefias pero significativas diferencias bioldgicas en la sefalizacion inducida por
ligando. La unién de IGF-Il al IR-A estimula el crecimiento y la proliferacién celular,
mientras que el IR-B no une IGF-Il con afinidad comparable, estando este receptor
asociado con la sefalizacion metabdlica y de diferenciaciéon. Por el otro lado, una alta

relacion IR-A:IGF-IR favorece los efectos del IGF-1I por sobre los del IGF-I
Funcion de las isoformas del IR en la Diabetes Mellitus Tipo 2

La DMT2 es una patologia en la cual existe resistencia a la insulina en tejidos
musculares, hepaticos y adiposos junto con un impedimento creciente en la secrecion
de insulina. Si el balance de isoformas esta involucrado en la resistencia a insulina y

en la DMT2 no esta del todo claro actualmente.

Se ha encontrado reducida la expresion del IR-A en musculo esquelético de
pacientes con DMT2 en comparacién con individuos control y se ha sugerido que esto
puede explicar la menor respuesta a insulina en la DMT2 ya que se trata de la
isoforma con mayor afinidad por esta hormona (Mosthaf et al., 1991). Por otro lado,
algunos trabajos demuestran una reduccion en la relacion IR-A:IR-B en pacientes con
DMT2 (Sesti et al., 1991; Kellerer et al., 1993, Norgren et al., 1993), mientras que otros
afirman lo contrario (Bencke et al. 1992; Anderson et al., 1993; Hansen et al., 1993).
Las relaciones altas IR-A:IR-B también pueden explicarse dado que la isoforma A si

bien une con mas afinidad la insulina sefaliza menos la via metabdlica que la isoforma
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B (Kellerer et al., 1992; Kosaki et al., 1995). Ademas, se postula que si aumenta la
proporcion de IR-A, el IR-B se encontraria heterodimerizando con el IR-A
disminuyendo entonces los homodimeros IR-B/IR-B que sefializan més eficientemente
hacia la via metabdlica, aumentando asi los dimeros que pueden sefalizar en
respuesta al IGF-1l activando la via mitogénica (Huang et al., 1994; Blanquart et al.,
2008)

La gran cantidad de trabajos publicados tanto en modelos animales como de
estudios clinicos resulta de dificil interpretacion dada las diferencias entre modelos y
aproximaciones experimentales utilizadas. Pero también esta dificultad reside en que
la DMT2 en si misma es un sindrome heterogéneo y complejo. Esta etiologia hace que
el splicing del Ir pueda estar alterado por diversos factores, incluyendo la
hiperinsulinemia, la hiperglucemia, la edad, la etapa de la enfermedad y alteraciones

genéticas.

|.3. RECEPTORES HIBRIDOS

1.3.1. Hibridos IR-A/IR-B

Ambas isoformas del IR se coexpresan en la mayoria de las células; por lo
tanto, es esperable que homodimericen (IR-A/IR-A o IR-B/IR-B) 0 puedan
heterodimerizar (IR-A/IR-B). La mayoria de los estudios abordaron esta temética de
bioquimicamente sobreexpresando una isoforma, la otra 0 ambas conjuntamente y

analizando diferentes propiedades: afinidad, internalizacién, sefializacion.

Mas recientemente, el grupo de Leibiger ha publicado una serie de trabajos en
células B del pancreas mostrando que existe una sefalizacion diferencial de las
isoformas IR-A e IR-B que modula los niveles de transcripcion de distintos genes
(Leibiger et al.,, 2001). Ademés, han encontrado que estas dos isoformas se
localizarian en microdominios distintos de la membrana plasmatica (Uhles et al., 2003)
permitiendo esto una sefializacion distinta. Hasta el momento esto solo se informa en

este tipo celular y no ha sido confirmado de manera independiente ni en otros tejidos.

Por otro lado, dos trabajos recientes utilizando la técnica de transferencia de
energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET, por sus siglas en inglés,
Bioluminescence resonance energy transfer) muestran que los dimeros IR-A/IR-B
existen pero en ambos casos las mediciones se realizan sobre lisados celulares con lo

cual se estan midiendo los dimeros presentes en la membrana pero también aquellos
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gue aun estan siendo procesados en el RE y el Golgi (Benyoucef et al., 2007,
Blanquart et al., 2008).

Uno de estos trabajos (Benyoucef et al., 2007) aborda esta discrepancia
reconociendo el estudio de Uhles y colaboradores (2003) como especifico del modelo
utilizado pero no de relevancia general. Este trabajo plantea que la dimerizacién de
pro-receptores y la formacion de puentes disulfuro son eventos inmediatamente post-
traduccionales en el RE (Olson et al., 1988). Si existiera una segregacion de las
isoformas para prevenir la heterodimerizacion deberia ocurrir en este compartimento y
actualmente no existen pruebas de que esto ocurra ni hay evidencias de intercambio
de puentes disulfuro en etapas posteriores a la maduracion y al trafico del receptor.
Por lo tanto, concluyen que si existen los mecanismos que previenen la
heterodimerizacion de las isoformas del IR y que las localizan en regiones diferentes
de la membrana plasmatica, estos deben ser especificos de ciertos tipos celulares
(Benyoucef et al., 2007).

1.3.2. Hibridos IR/IGF-IR

Cuando el IR y el IGF-IR se coexpresan, estos receptores pueden
heterodimerizar formando receptores hibridos IR-A/IGF-IR e IR-B/IGF-IR. La existencia
de estos receptores fue hipotetizada primeramente en 1983 (Kasuga et al., 1983) y
luego fue confirmada en membranas de placenta humana en distintos trabajos (Soos
et al., 1989, 1990 y 1993; Yamaguchi et al., 1993). La heterodimerizacion se debe al
alto grado de homologia entre los dos receptores y se cree que ocurre con similar
eficiencia que la homodimerizacién dependiendo de los niveles de expresion de cada
receptor. Sin embargo, en ciertos canceres el contenido de receptores hibridos IR/IGF-
IR es mayor que el predicho si la formacion fuera aleatoria (Pandini et al., 1999)
sugiriendo, entonces, que otros factores aun no conocidos deben estar modulando el

ensamblado tanto de homodimero como de heterodimeros.

Las funciones fisiologicas de estos receptores hibridos son objeto de estudio de
multiples grupos de investigacion. En muchos casos los resultados son discrepantes y
esto puede deberse a la gran variedad de modelos y técnicas experimentales
utilizadas (Pandini et al., 2002; Slaaby et al., 2006; Benyoucef et al., 2007).

La mayoria de los tumores humanos sobreexpresan ambos receptores, el IRy
el IGF-IR (Papa et al., 1993; Pandini et al., 1999; Vella et al., 2001), por lo tanto es

esperable una sobreexpresién de receptores hibridos IR/IGF-IR. Dado que el IR-A se
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expresa mas en células tumorales estos hibridos estan formados mayoritariamente por
la isoforma A del IR (IR-A/IGF-IR).

Existen estudios coevolutivos basados en el analisis de la cascada de
sefializacion de la insulina/IGF-1 en diversas especies de vertebrados. Se examino la
relacién coevolutiva entre diferentes proteinas de la via cuantificando las similitudes de
los arboles filogenéticos. Estos estudios indican que el IR tiene una relacion
coevolutiva mayor con la insulina que con el IGF-1 o IGF-II. Del mismo modo, el IGF-IR
presenta una relacion coevolutiva mayor con el IGF-I que con la insulina. Pero es
interesante notar que tanto el IR como el IGF-IR comparten una similar y baja relacion
evolutiva con el IGF-1I (Dou et al., 2006). Estos estudios sugieren entonces que a lo
largo de la evolucion las cascadas de sefalizacion metabolica (insulina/IR) y del
crecimiento (IGFI/IGF-IR), se separaron conservando interacciones entre las dos vias
(IGF-II/IR-A; IGF-II/IGF-IR).

Todos estos datos en conjunto indican que la exclusion del exén 11 del Ir y el
incremento de la abundancia relativa del IR-A proveen un mecanismo por el cual se
incrementa la sefalizacion del IGF-Il y a la vez se favorece la interconexién (crosstalk)
entre las vias de sefializacién del IR y del IGF-IR. Estos mecanismos resultan claves
durante la embriogénesis y el desarrollo fetal asi como en procesos tumorales. En
cambio, la inclusiéon del exén 11 del Ir y la consecuente elevacion de la abundancia
relativa del IR-B conducen a una disminucion de la respuesta a IGF-Il y favorecen los

efectos metabdlicos de la insulina en tejidos diferenciados.

El hecho de que los mamiferos hayan adquirido un nuevo exén en el geniry la
capacidad de procesarlo de manera alternativa incluyéndolo o excluyéndolo de
manera temporal y tejido especifico sugiere al splicing alternativo como un nuevo

mecanismo de regulacion de la sefializacion del IR.
I.4. Estudio de procesos celulares  in vivo

En los dltimos afios distintas estrategias de marcacion de biomoléculas han
dado una visién espacial y temporal de la dinamica de proteinas en células vivas
(Jares-Erijman y Jovin, 2003; George et al., 2004; Marks y Nolan, 2006). Si bien las
proteinas de fusién con proteinas fluorescentes (VFP) han revolucionado estos
estudios, las mismas presentan desventajas que han llevado a buscar nuevas
alternativas. Para ciertas aplicaciones resultan demasiado grandes pudiendo interferir
con la localizacion, la estructura o la actividad de las proteinas a las que se las

fusiona. Por otra parte, no son sensibles al medio (pH, hidrofobicidad, concentracién
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de iones), ni lo suficientemente brillantes ni fotoestables para estudios in vivo
prolongados. Existen en cambio, gran cantidad de sondas que permiten mayor

flexibilidad a la hora de estudiar procesos celulares en tiempo real.

El uso de nanoparticulas semiconductoras luminiscentes, denominadas
quantum dots (QD) unidos a ligandos naturales provee una herramienta para la
visualizacion in vivo y en tiempo real de las multiples etapas de los mecanismos de
sefalizacién en células vivas. Entre las ventajas de los QD es posible mencionar su
amplio espectro de excitacion que favorece la excitacion simultanea de estos con VFP
Ademads, presentan una banda de emisién angosta, emitiendo a distintas longitudes de

onda en funcion de su tamafio (Figura 1.8).

Absorbancia normalizada @
BpEZ||ELWIOU BIDUSOSAI0N|4

655 605 585 565 625

Figura 1.8. Quantum Dots. A. Diversos QD absorbiendo en la region ultravioleta del espectro
electromagnético y emitiendo entre 525 nm y 655 nm en funcién del tamafio (tomado de Invitrogen). B.
Propiedades espectrales de los QD. Absorcion normalizada de QD con una banda de emision en 510 nm
(QD-510, curva negra), y emisién normalizada de diferentes QD en solucion. Tomado de Medintz et al.,
2005.

Por otra parte, el brillo de los QD es intenso y uniforme lo que permite la
deteccion al nivel de particulas individuales y la cuantificacién de fenébmenos de union
y transporte. Su alta especificidad y estabilidad bioguimica y la posibilidad de trabajar
con estequiometrias ajustables hacen de los QD herramientas Optimas para los
estudios de dinamicas celulares in vivo. Asi, los ligandos unidos a QD en combinacion
con proteinas de membrana marcadas con sondas fluorescentes o sensibles al medio
han sido una excelente herramienta para estudios in vivo de fenomenos de
sefializacion y transporte (Lidke et al., 2004, 2005 y 2007; Cambi et al., 2007; Echarte
et al., 2007; Andrews et al., 2009). Durante el trabajo de esta tesis se recurrié al uso
de ambas herramientas: las proteinas fluorescentes y las nanoparticulas para

visualizar a los ligandos y a los receptores.

Existen ademas otras tecnologias que permiten modificar proteinas de
membrana en sus porciones extracelulares a través de la introduccién de pequefios
tags (desde 77 aminoacidos hasta tan sélo 11 residuos) (George et al., 2004; Yin et
al., 2005 a; Jacquier et al., 2006; Meyer et al., 2006 a y b; Zhou et al., 2007). Estas
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secuencias pueden ser reconocidas especificamente por enzimas que transfieren un
grupo fosfopanteteinilo de la Coenzima A (CoA) a una serina conservada dentro de
esa secuencia. Cuando la CoA esta modificada a través de su grupo sulfhidrilo con un
grupo fluorescente pequefio o con una biotina esa modificacion es entonces
introducida por la enzima en la proteina de membrana en cuestion. En el caso de CoA
fluorescentes esto ya permite poder visualizar in vivo la proteina de interés y cuando la
CoA presenta una biotina permite su marcacion posterior con fluoréforos unidos a

estreptavidina (SA) o bien con QD conjugados a SA.

Las grandes ventajas de este método que se presentard con mayor detalle en
los Capitulos 3 y 4 son: i) permite modificar las proteinas de interés con sondas
pequefias, o bien con QD introduciendo secuencias mucho mas pequefias que las
VFP en la proteina de interés; ii) permite modificar exclusivamente la proteina presente
en la membrana plasmatica pudiendo entonces diferenciarla de aquella que ain no fue
localizada en la superficie celular; iii) permite una modificaciébn covalente; iv) la
marcacién puede realizarse in vivo y luego estudiar procesos dindmicos en tiempo real
y, finalmente, v) es posible combinar tags y enzimas que permiten modificar
ortogonalmente isoformas de un mismo receptor o bien subunidades de una misma
proteina (Kropf et al., 2009).

Por otra parte, existen diversas espectroscopias de fuerza que posibilitan medir
interacciones entre moléculas en la superficie de las células al nivel molecular (Chen
et al., 2008; Moffitt et al., 2008; Neuman et al., 2008). Entre ellas, la microscopia de
fuerza atomica (AFM) es la Unica que permite medir y localizar interacciones
especificas en las superficies celulares con alta resolucién, del orden de los 10 nm
(Bining et al., 1986; Gerber y Lang, 2006). Esto convierte al AFM en la herramienta
ideal para detectar fuerzas de union receptor-ligando individual (~ 60-80 pN) in vivo. La
utilizacion del AFM en combinacion con las herramientas bioldgicas generadas en la
tesis se desarrollara en detalle en el Capitulo 6 con el objetivo de estudiar la
interaccion ligando-receptor para cada isoforma del IR al nivel de moléculas

individuales.
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I.5. OBJETIVOS DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis es estudiar la dinamica espacial y temporal del
IR y su(s) ligando(s), centrando la atencién en los procesos de interaccion ligando-
receptor, de endocitosis de ambas isoformas y su efecto en la sefalizacion
desencadenada por cada una. Se disefiaron y generaron entonces un conjunto de
herramientas que permitieran “mirar en la superficie y dentro” de las células vivas
(Capitulo 1) y fueron utilizadas para estudiar la union del ligando a su receptor y su
internalizacion poniendo la atencion en la comparacion entre isoformas. Esta parte de

la tesis se presenta en el Capitulo 2 .

Otro objetivo central de esta tesis es el desarrollo de una estrategia que
permita modificar el IR en su porcion extracelular con el objeto de distinguir el receptor
ya localizado en membrana del que aun estd siendo procesado en el RE y en el
aparato de Golgi. Este desarrollo se presenta en el Capitulo 3 . Los objetivos iniciales
de este capitulo abrieron nuevos interrogantes: explorar con estas herramientas la
existencia de los receptores hibridos IR-A/IR-B exclusivamente en la membrana y
estudiar sus propiedades. Este es un tema controvertido en la literatura debido
fundamentalmente a la no accesibilidad a técnicas que permitan distinguir estas dos
isoformas (no existen anticuerpos dirigidos especificamente contra cada una de ellas)
y a su vez diferenciar el IR en membrana del que esta siendo procesado. El abordaje

de estos objetivos y los resultados se encuentran en el Capitulo 4 .

La posibilidad de visualizar la endocitosis por microscopia confocal vy
cuantificarla célula por célula permitio revelar una mayor internalizacion para el IR-A
que para el IR-B en respuesta a insulina en concordancia con otros trabajos basados
en aproximaciones bioquimicas (Vogt et al., 1991; Yamaguchi et al., 1991). Este
resultado condujo entonces a tres nuevos objetivos: i) explorar las potenciales
influencias de esta dinamica de endocitosis diferente en la cascada de sefializacion de
cada IR (Capitulo 2); ii) ampliar la estrategia al estudio del IGF-Il el cual posee
propiedades distintas de union a las isoformas del IR (Capitulo 5) vy iii) estudiar la
interaccion ligando-receptor de cada isoforma a nivel de moléculas individuales por

espectroscopia de fuerza atdmica (Capitulo 6 ).
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IL Matenales y métodos

En esta seccion se describen los materiales y métodos utilizados en la tesis.
II.1. MATERIALES

[1.1.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. Las sales fueron de
Anedra (Estados Unidos (EEUU) o Argentina), Biopack (Argentina), o Ciccarelli
(Argentina). El bromuro de etidio, la agarosa y Tris Base fueron de Promega (Madison,
EEUU). El B-mercaptoetanol, L-(+)-arabinosa, dodecilsulfato de sodio (SDS),
paraformaldehido (PFA), archilamida, bis-acrilamida, ortovanadato de sodio, asi como
el luminol, el acido p-cumarico, y los colorantes Coomassie Brillant Blue R-250 y azul

de bromofenol fueron de SIGMA-Aldrich (Steinheim, Alemania).

La insulina humana recombinante (rhins) fue cedida por Laboratorios BETA
S.A. (Argentina). La insulina biotina y la insulina biotina amido caproyl (BAC-Ins)
ambas bovinas (pancreas) y la insulina conjugada a isotiocianato de fluoresceina
(FITC-Ins) fueron SIGMA (Munich, Alemania). El IGF-1I biotinilado (IGF-II-biot) fue de
IBT system (Reutlingen, Alemania), mientras que el IGF-Il recombinante humano fue
adquirido a Gro Pep (Adelaide, Australia). Los quantum dots 655 conjugados con SA 'y
modificados con grupos de polietilenglicol (Peo) (denotados a partir de ahora QD655)
asi como los anticuerpos secundarios anti-ratén y anti-conejo conjugados a Alexa fldor
555 fueron de Molecular Probes, Invitrogen (Eugene, Oregon, EEUU). La

Lipofectamine Reagent 2000 de Invitrogen (Carlsbad, EEUU).

El fluoréforo atto488 derivatizado como maleimido (atto488-maleimido) fue de
AttoTec GmbH (Siegen, Alemania). La CoA como sal trilitio fue de FLUKA y la biotina
unida a dos grupos Peo como maleimido fue de Pierce (Rockford, EEUU). La biotina-
Peo, como acido fue de QUANTA Biodesign LTD (Ohio, EEUU). Los derivados
fluorescentes CoA-atto532 y CoA-atto550 fueron cedidos generosamente por la Dra.
Donna J. Arndt-Jovin y el Dr. Thomas M. Jovin (Instituto Max Planck de Quimica

Biofisica (MPlbpc), Goettingen, Alemania).
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Los marcadores de peso molecular fueron: para ADN, 1 kb Plus DNA Ladder
de Invitrogen (Carlsbad, EEUU); para proteinas, Prestained SDS-PAGE standard high
range, low range o broad range de Bio-Rad (Filadelfia, EEUU), o Full Range Rainbow

Molecular Weight Marker de GE, Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido).

Para los experimentos de biologia molecular se utilizaron las soluciones
reguladoras y enzimas T4 DNA ligasa, T4 polinucleétido quinasa (T4 PNK), fosfatasa
alcalina de camardn (SAP, por sus siglas en inglés, Shrimp alkaline phosphatase), Pfu
DNA polimerasa, Klenow y enzimas de restriccion que fueron de New England Biolabs
(Ipswich, EEUU), Promega (Madison, EEUU) e Invitrogen (Carlsbad, EEUU).

La resina Ni-NTA utilizada para la purificacion de la proteina ACP sintasa
salvaje (ACPwt-S) fue de QlAgen (Hilden, Alemania). La SA conjugada a esferas de

agarosa fue de Amersham Biosciences (Uppsla, Suecia).
[1.1.2. Cepas bacterianas
Las cepas bacterianas empleadas fueron las siguientes:

) Escherichia coli DH5a. F-endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG  ®80dlaczAM15 A(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rymy’) A para

transformacién y obtencién de plasmidos.

. E. coli TOP10. F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str?) endAl nupG
(notar que esta cepa es araBADC-, esta repletada de araBA y también de araC
y el gen para araD posee una mutacion puntual que lo hace inactivo): para

expresion de proteina ACPwt-S in vitro con el fin de ser purificada.
[1.1.3. Lineas celulares

Las células utilizadas durante los experimentos fueron HelLa (linea celular de
tipo epitelial derivada de un carcinoma cervical humano), HEK 293 (linea fibroblastica
transformada derivada de rifion embrionario humano), A431 (linea celular derivada de
carcinoma epidérmico) estable para el EGFR fusionado al tag ACP (por sus siglas en
inglés, Acyl carrier protein), HepG2 (linea celular de carcinoma hepatico humano) y

CHO (células de ovario de hamster chino).

Los medios de cultivo DMEM glutamax, suero fetal bovino (SFB), los

antibioticos penicilina y estreptomicina, el piruvato de sodio, el suplemento de
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aminoacidos no esenciales MEM vy la tripsina utilizados para cultivo celular fueron
GIBCO, Invitrogen (Grand Island, EEUU).

[1.1.4. Kits

Ciertas etapas de los experimentos de biologia molecular requirieron los
siguientes kits comercializados por QIAgen (Hilden, Alemania): QIAquick Gel
Extraction Kit, QIAquick Nucleotide Removal Kit. Por otra parte, el kit de transfeccién

Effectene Transfection Reagent utilizado también fue de QIAgen (Hilden, Alemania).
I1.1.5. Oligonucleétidos

Los oligonucleétidos utilizados durante el trabajo de esta tesis fueron
sintetizados por Metabion (Alemania) o por Invitrogen (Argentina). En la Tabla Il.1 se
presenta la secuencia de cada oligonucle6tido, su temperatura de hibridacion (T, por

sus siglas en inglés, melting temperature) y el objetivo de su uso.

Nombre Secuencia5 - 3 ;I'g Objetivo
AlBamHI-3" gatcacccatcagactccactccagcatgtccagagagtcaccaa 72 Clonado del tag Al en sitio BamH 1.
AlBamHI-5 gatcttggtgactctctggacatgctggagtggagtctgatgggt 72 Clonado del tag Al en sitio BamH |
AlECORV-3’ ccccatcagactccactccagcatgtccagagagtece 72 Clonado del tag Al en sitio EcoR V
AlEcoRV-5" ggtgactctctggacatgctggagtggagtctgatgggg 72 Clonado del tag Al en sitio EcoR V
ACP-F atcatgagcactatcgaagaacgcg 57 Insercion del tag ACP en el IR
ACP-R cgcctggtggecgttgatg 58 Insercion del tag ACP en el IR
Interno Secuenciacion del IR en la region
reverse tagtgggtgatgtigeeatt 50 cercana al sitio BamH |
IR-F2 gtttcaagcggagctacgagg 61 Secuenciacion del extremo 3” del IR
Amplificacién por PCR de la secuencia
IR-Forward aagcttatggccaccgggggecgg 62 codificante del IR
Amplificacién por PCR de la secuencia
IR-Reverse tctagagctagcgaaggattggaccgaggcaaggtc 61 codificante del IR.
Secuenciacién del extremo 3” del
SP6 atttaggtgacactatag 41 inserto en el pcDNA3
T7 taatacgactcactataggg 48 Secuenciacién del extremo 5" del IR
YbbR13-3" ccctgecagcettactcgcaataaactccagagagtc 72 | Clonado del tag YbbR13 en sitio EcoR V
YbbR13-5" gactctctggagtttattgcgagtaagctggcaggg 72 | Clonado del tag YbbR13 en sitio EcoR V

Tabla 11.1. Oligonucleétidos utilizados. Se presentan las secuencias de cada uno asi como su T,
y el uso.
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[1.1.6. Plasmidos

Los plasmidos comerciales asi como aquellos cedidos generosamente para
este trabajo de tesis se detallan en la Tabla 11.2.

Nombre

Secuencias/proteina
de interés

Proveniencia

pAP1-Luc
(Monije et al., 2006)

(AP-1) x 7-Luc

Dr. Omar Coso (Laboratorio de Fisiologia y
Biologia Molecular y Celular (LFBM).
Argentina)

pBAD-ACPWL-S

ACPwt-S

Dr. Thomas Jovin y Dra. Donna Arndt-Jovin
(MPIbpc. Alemania)

(Kremers et al., 2006)

pcDNA3 vegtor de EXpresion en Dr. Martin Monte (FCEN. UBA. Argentina)
células de mamifero
p-CMV-B-Gal B-Gal Dr. Omar Coso (LFBM. Argentina)
pCMV-HA-Akt Akt-HA Dra. Anabella Srebrow (LFBM. Argentina)
pCR.2.1.TOPO vector de clonado Invitrogen (Carlsbad, EEUU)
peGFP-C3 eGFP Clontech (Mountain View, EEUU)
pNTK2-hIR IR-A humano Dr. Axel Ullrich (MPlbpc. Alemania)
pNTK2-IR/B IR-B humano Dr. Axel Ullrich (MPIbpc. Alemania)
pSCFP-3AC
SCFP Dr. Dorus Gadella Jr.
(Kremers et al., 2006)
Dr. Thomas Jovin y Dra. Donna Arndt-Jovin
pSEMXT-ACPO-GPI ACP (MPlbpc. Alemania)
pSYFP-2F SYEP Dr. Theodorus W. Gadella Jr, Universidad de

Amsterdam, Holanda.

Tabla I1.2. Plasmidos utilizados para los experimentos asi como aquellos que fueron necesarios

para diferentes etapas de los clonados.
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I1.2. METODOS

[1.2. A. Quimica
[1.2. A.1. Sintesis y purificacion de derivados de CoA biotinilados o fluorescentes
e Co0A-Peo ,-biotina

La reaccién de biotinilacion de la CoA se realizdé de dos modos diferentes: por
un lado introduciendo algunas modificaciones en las condiciones reportadas
previamente (George et al., 2004; Yin et al., 2005). En el primer caso (George et al.,
2004), se parti6 de sal trilitio de CoA (1 equivalente, eq) disuelta en 50 mM Tris-HCI pH
7.5 agregandose luego 10 volimenes de dimetil sulféxido (DMSO) siendo la
concentracion de CoA en esta solucion 21.2 nM. La misma se hizo reaccionar con
Biotina-Peo,-maleimido (1 eq) disuelto en DMSO (concentracion Biotina-Peo,-
maleimido: 12.6 nM) a temperatura ambiente (TA) durante 4 h con agitacién. Para el
segundo caso (Yin et al., 2005), la sal trilitio de CoA se disolvié en 50 mM MES acetato
pH 6 (concentracion de CoA en esta solucion: 11.6 nM), haciéndola reaccionar con
Biotina-Peo,-maleimido disuelto en DMSO (1 eq, concentracion Biotina-Peo,-
maleimido: 32.3 nM) a TA con agitacion durante toda la noche. El producto de reaccién
se purificé en ambos casos por cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC, por
sus siglas en inglés, Fast protein liquid chromatography) en un equipo AKTA Purifier
100, GE Healthcare Life Science, con una columna de fase reversa C18 Kromasil MZ
refill 100 (tamafio de particula: 5 ym) de dimensiones 150 mm x 4 mm. La elusion se
realiz6 con un gradiente acetonitrilo: agua / 0.1 % acido trifluoroacético (TFA) desde
0:100 a 60:40 en 45 min. Se detectd absorbancia a 215 nm (A15) Y Ao durante la
cromatografia. Estas longitudes de onda corresponden a los maximos del espectro de
absorcion de la CoA (ver Figura 1l.1). Las alicuotas correspondientes a los picos
mayoritarios se llevaron a speed vac (Thermosavant SPD 121P con trampa de vapor
RVT4104 Thermosavant) con el fin de evaporar el solvente organico, se congelaron en

nitrégeno liquido y fueron liofilizadas.
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Figura I1.1. Espectro de absorcion de la sal trilitio de la CoA disuelta en una soluciéon
reguladora 100 mM fosfato de sodio pH 7.9. Se muestran los dos maximos, siendo estas longitudes de
onda las elegidas para monitorear la purificacion por FPLC.

Los productos de la purificacién (picos mayoritarios) se caracterizaron por
Espectrometria de masa MALDI-TOF (por sus siglas en inglés, Matrix-assisted laser
desorption ionization) en el Centro de Estudios Quimicos y Biologicos por
Espectrometria MALDI-TOF (CEQUIBIEM) (FCEN, UBA, Argentina). EI CEQUIBIEM
cuenta con un espectrometro de masas UV-MALDI-TOF/TOF modelo Ultraflex 1l de
Bruker Daltonics. Se utilizé acido 3-hidroxipicolinico (HPA, cedido por Dr. Francisco
Baralle, ICGEB, Trieste, Italia) como matriz (Schluter, et al., 1995) en una
concentracion de 36.6 mg/ml, en agua. Se ensayaron distintas relaciones matriz-
muestra (1:1, 1:5, 1:25, 1:125) siendo 1:1 la mas adecuada, de modo que la
concentracion final de matriz fue 15.3 mg/ml. Finalemente, la cuantificacién se realizo

por espectrofotometria (€ageninazeonm = 15300 M'lcm'l).

El producto deseado (CoA-Peo,-biotina) una vez liofilizado se resuspendié en

DMSO en una concentracion 1 mM guardandose a -20 °C hasta su uso.
o CoA-atto488

Por un lado, se disolvi6 el atto488-maleimido (1 mg, 2 eq) en DMSO (100 ul);
por otro lado, la sal trilitio de la CoA (0.37 mg, 1 eq) se solubilizé en MES pH 7 (50 pl)
agregandose luego igual volumen de DMSO. Se pusieron en contacto ambas
soluciones y se dej6é que la reaccién procediera a 20 °C con agitacion durante toda la

noche.

El producto de reaccién se purificO por cromatografia liquida de alta presion

(HPLC, por sus siglas en inglés, High pressure liquid chromatography) con una

38



I Mateniales y métodos

columna C18 Kromasil MZ semipreparativa 100 (tamafio de particula: 5 ym) de

dimensiones 250 mm x 8 mm y el siguiente gradiente de elusion:
1. 2 min acetato de amonio: acetonitrilo (97:3)
2. 20 min de 97:3 a 40:60
3. 5 min de 40:60 a 0:100

Se colectaron los picos mayoritarios, se los llevé a speed vac durante toda la

noche y luego se los congeld en nitrégeno liquido.

La presencia del producto esperado se evaludé, por un lado, por
espectrofotometria midiendo Asg; ¥ Ao Calculando luego el cociente entre ambas
absorbancias. Por otro lado, las fracciones mayoritarias de la cromatografia se
analizaron marcando células A431 vivas expresando establemente el EGFR fusionado
al tag ACP (utilizando como control positivo CoA-atto488 comercializado por Covalys).
La fracciébn que permiti6 ver marcacion se considerd la que contenia el derivado
fluorescente de CoA (CoA-atto488). Esta fraccion fue la que presentd un valor Asoi/Azso
coincidente con el estimado teéricamente. Esta fraccion se diluyé en DMSO hasta una

concentracion final 1 mM guardandose a -20 °C hasta ser usada.
[1.2. A.2. Biotinilacién de insulina humana recombinante

La biotinilacién de la rhins se realizd en dos etapas. En la primera se sintetiz
el Peoy-biotin-NHS (éster N-hidroxisuccinimida de Peoy-biotina) a partir del &cido
correspondiente. Para esto se hizo reaccionar 1 eq (0.0042 mmol) de &cido Peos-
biotina con 2 eq de N-hidroxisuccinimida (NHS) en dimetilformamida (DMF),
agregando luego diciclohexilcarbodiimida (2.5 eq), dejando proceder la reaccion
durante 4 h a TA. La misma se monitore6 por cromatografia en placa delgada (TLC
por sus siglas en inglés, Thin layer chromatography) en fase reversa utilizando una
mezcla metanol-agua (3:1 y 1:2) como solvente. El revelador utilizado en la TLC fue
una solucion de Cerio-Molibdeno constituida por 50 g/l (NH4)sM07024.4H,O y 1 g/l
Ce(S0y)2en 10 % H,SO,.

A continuaciéon se siguieron, con leves modificaciones, las condiciones
informadas por Jensen y Wilkinson (1989) para unir covalentemente la biotina a la
rhins. Se hizo reaccionar el producto obtenido anteriormente con 0.0045 mmol de
rhins disuelta en una mezcla DMF / trietilamina (TEA). La reaccidon continu6 durante 6

h a TA con agitacion siendo monitoreada por TLC en fase reversa, utilizando una
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mezcla metanol-agua (3:1) como solvente. Como revelador se utilizé una solucién
etandlica 0.2 % p-dimetil amino cinamaldehido y 1 % H,SO,. La reaccion se detuvo
por agregado de 1 M &cido acético (HAc), se dialis6 3 dias contra agua miliQ (mQ),
renovandola cada 12 h, utilizando una membrana de didlisis de corte < 3500 Da (Cellu
Sep, Seguin, EE.UU). Luego la muestra se liofilizo y se evalud por espectrometria de
masa MALDI-TOF (CEQUIBIEM, FCEN, UBA, Argentina) en las siguientes
condiciones: i) sin tratamiento previo; ii) tratada con ditiotreitol (DTT); iii) tratada con
tripsina; y iv) tratada con tripsina y DTT consecutivamente (Tsai et al., 1997). Para esto
la muestra sélida se disolvié en 2 M urea, 15 mM Tris-HCI pH 8, diluyéndola luego en
50 mM (NH)4HCOs. En el caso del tratamiento con DTT se utilizé una concentracion
final de 20 mM del agente reductor y se dejé la mezcla 15 min a TA. Cuando el
tratamiento fue con tripsina se dejo 1-2 h a 37 °C. En el caso de los dos tratamientos
se realizé primero la tripsinizaciéon y luego la reduccién con DTT. La matriz utilizada en
la espectrometria de masas fue acido sinapinico (10 mg/ml) disuelto en 70 %

acetonitrilo / 0.125 % TFA. A esta insulina modificada se la denominara rhins-biot.
[I.2. B. Biologia molecular
[l.2. B.1. Preparacion de bacterias DH5 a ultra competentes

Para la preparacion de bacterias ultra competentes se siguié el protocolo de
Sambrook y Russell (2006). Se picé una colonia y se inoculé un cultivo de 25 ml de
medio SOB (Super optimal broth: 2 % peptona, 0.5 % extracto de levadura, 10 mM
NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,) al que en el momento se le agrego
MgCl; hasta una concentracion final 10 mM, dejandolo crecer a 37 °C durante 8 h con
agitacion (300 rpm). Este cultivo se diluyo en 250 ml de SOB (10 mM MgCl,) 1/25, 1/50
y 1/125. Los cultivos se dejaron crecer a 18 °C hasta una densidad optica (DO) de
0.55 unidades arbitrarias (u.a). En este momento se dejo el cultivo en agua-hielo
durante 10 min y luego se cosecharon las bacterias por centrifugacién a 3900 rpm a 4
°C durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido
cuidadosamente en 80 ml de solucién de transformacion Inoue estéril y helado (Inoue
transformation buffer: 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, 10 mM PIPES pH
6.7) en hielo. A continuacion, se centrifugd a 3900 rpm a 4 °C nuevamente 10 min, se
descartd el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 20 ml de la solucion
Inoue, agregando 1.5 ml de DMSO. Se mezclé por inversion, se dejoé en hielo 10 min,
se alicuotdé y se congelé rapidamente en nitrdgeno liquido. Las bacterias ultra
competentes se guardaron a -80 °C hasta el momento de ser usadas. Se cuantific la

eficiencia siendo esta entre 7 x 10° y 7 x 10’ unidades formadoras de colonias/ug ADN.
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I1.2. B.2. Transformacién de bacterias competentes
e Transformacién quimica

Se mezclaron 50 pl de células ultra competentes con el ADN plasmidico (~1
Mg) o los productos de ligacion (=5 pl). Se incubd durante 30 min en hielo, luego 45 s a
42 °C y nuevamente 5 min en hielo. A continuacion se agregaron 950 ul de medio LB
(Luria Bertani: 1 % peptona, 0.5 % extracto de levadura, 1 % NaCl) y se dejaron
recuperar las bacterias durante 1 h a 37 °C. Se sembré en placas de agar LB-
ampicilina (0.1 mg/ml) que se crecieron durante toda la noche a 37 °C. En algunos
casos se sembré la totalidad de bacterias luego de centrifugarlas a baja velocidad y
resuspenderlas en un pequefio volumen de medio; en otros casos se sembré una

alicuota de la suspension de bacterias transformadas.
e Transformacién por electroporacion

Se mezclaron 40 pl de células TOP10 electrocompetentes con el ADN
plasmidico en cubeta para electroporacién. Los parametros utilizados fueron los
siguientes: 25 pyF y 2.2 kv, controlador de pulso a 200 Q. Luego de la electroporacion
se dejaron recuperar las bacterias agregando 0.5 ml de medio SOC sin antibiético
(Super optimal broth with catabolic repressor: SOB + 20 mM glucosa) incubandolas a
37 °C durante 1 h. Posteriormente se sembr6 en placas de agar LB-ampicilina (0.1

mg/ml) que se crecieron durante toda la noche a 37 °C.
I1.2. B.3. Preparacion de gliceroles

Se prepararon gliceroles de las bacterias transformadas con los diferentes
plasmidos en LB-glicerol (25 %) y se guardaron a -80 °C. hasta el momento de ser

usadas.
I1.2. B.4. Preparacion de ADN plasmidico en pequefia escala (  mini-prep )

Para preparar ADN se pic6 una colonia y se inoculé un cultivo de 3 ml de LB-
ampicilina (0.1 mg/ml) durante toda la noche a 37 °C con agitacién (~300 rpm). Este
cultivo se centrifugd a 6000 x g durante 15 min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y
se resuspendieron las bacterias en 0.3 ml de soluciéon P1 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10
mM EDTA, 100 ug/ml RNasa A). Luego se agregaron 0.3 ml de solucién de lisis P2
(200 mM NaOH, 1 % SDS (p/v)), se mezcld por inversion 6 veces y se incubd a TA
durante 5 min. Posteriormente se agregaron 0.3 ml de solucién P3 (3 M acetato de

potasio pH 5.5) fria y se mezclé por inversion nuevamente 6 veces incubando en hielo
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durante 5 min. Se centrifugd a maxima velocidad por 10 min a 4 °C, se removié el
sobrenadante que se centrifugé nuevamente. El sobrenadante se incub6 con 0.6 ml de
isopropanol a TA para precipitar el ADN. Luego de mezclar se centrifugé a 10000 rpm
durante 30 min, se descarto el sobrenadante, se lavo el precipitado con 70 % etanol y
se volvio a centrifugar 15 min a 10000 rpm descartando el sobrenadante y dejando
secar el precipitado durante 5 min. Finalmente, se resuspendio el ADN en agua mQ y

la concentracion de ADN se cuantifico por espectrofotometria.

I1.2. B.5. Preparaciéon de ADN plasmidico en mediana y gran escala (  midi-prep y

maxi- prep )

Para preparar ADN para experimentos en células se siguieron protocolos
similares pero en mayor escala utilizando para la purificacion columnas QIAGEN-tip
200 (midi-prep) y QIAGEN-tip 500 (maxi-prep). Se inocul6é un cultivo de 3 ml de LB-
ampicilina (0.1 mg/ml) durante 8 h a 37 °C con agitacion (~300 rpm). Este cultivo se
diluyé luego en 300 ml de LB-ampicilina (0.1 mg/ml) y se creci6 durante toda la noche
a 37 °C. Al dia siguiente se centrifugé a 6000 x g durante 15 min a 4 °C, se descarté el
sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 20 ml de solucién P1. Luego se
agregaron 20 ml de solucion de lisis P2, se mezcl6 por inversién 6 veces y se incubo a
TA durante 5 min. Posteriormente se agregaron 20 ml de solucién P3 fria y se mezcl6
por inversion nuevamente 6 veces incubando en hielo durante 30 min. Se centrifugo a
20000 x g por 30 min a 4 °C, se removio el sobrenadante para una nueva
centrifugacion de 15 min. El sobrenadante se sembré en la columna previamente
equilibrada con la solucibn QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 %
isopropanol (v/v), 0.15 % Triton X-100 (v/v)). Se realizaron lavados (2 x 30 ml) con la
solucion QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % isopropanol (v/v)), se eluy6 con 5
ml de solucion QF (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.5, 15 % isopropanol (v/v)) y
finalmente el ADN se precipitdo agregando 10.5 ml de isopropanol. Luego de mezclar
se centrifug6 a 15000 x g durante 30 min a 4 °C. El precipitado conteniendo el ADN se
lavd con 70 % etanol y se centrifugé a 15000 x g durante 15 min, luego de descartar el
sobrenadante el precipitado se dej6é secar 5 min y se lo resuspendié en agua mQ. Se
analizaron los distintos pasos de la purificacion por geles de agarosa (pureza, calidad

y rendimiento) y se cuantificé la concentracion de ADN por espectrofotometria.
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I1.2. B.6. Digestiones con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccion se realizaron a la temperatura
Optima de cada una de ellas durante toda la noche. Se utilizaron las soluciones

reguladoras adecuadas para cada enzima o par de enzimas segun el fabricante.
I1.2. B.7. Ligaciones

Antes de realizar las ligaciones se removieron los grupos fosfato del extremo 5
de los vectores tratando el ADN con SAP durante 30 min a 37 °C, inactivandose luego
la enzima durante 15 min a 60 °C. Para las reacciones de ligacion se utilizaron los
vectores digeridos y desfosforilados incubandolos durante toda la noche a 14 °C con el
inserto deseado en relaciones 5:1, 3:1 6 1:1 (inserto:vector) y con la enzima T4 DNA
ligasa en presencia de 1 mM ATP en la solucién reguladora provista con la enzima.
Para cada ligacién se hicieron los controles correspondientes: sin enzima y con
enzima pero sin inserto. Con el producto de dichas ligaciones se transformaron
bacterias DH5a ultra competentes, se plagque6 en agar LB-ampicilina (0.1 mg/ml) y se
dej6 crecer toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se picaron las colonias, y se
realizaron preparaciones de ADN en pequefia escala. Se analizaron clones positivos
por medio de digestiones con enzimas de restriccidn y geles de agarosa. Finalmente

algunos de los clones positivos fueron secuenciados con los primers adecuados.
I1.2. B.8. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los geles de agarosa para ADN fueron del porcentaje adecuado para el
andlisis que se deseaba en cada caso, se utiliz6 0.4 pg/ml bromuro de etidio y la

electroforesis fue realizada en solucion reguladora Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 90 V.
[1.2. B.9. Cuantificacion de ADN

Para cuantificar las preparaciones de ADN se midid Ay en cubeta de cuarzo
con paso optico de 1 cm utilizando un espectrofotometro Gene Quant Pro de
Amersham Biosciences. Se utiliz6 la Ley de Lambert-Beer para calcular la

concentracion de ADN segun la ecuacion 1.1 :
Azeo:aX|X[ADN] [ec. 11.1]

donde a es el coeficiente de absortividad de acidos nucleicos (50 pyg mi™ cm™), | el

paso optico (cm) y [ADN] la concentracién de ADN (ug/ml). A su vez, se midid A, Y Se
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calculd el cociente Ayeso/Azgo Siendo este un indicador de la pureza y calidad de la

preparacion (> 1.5).
[1.2. B.10. Generacion de vectores de expresion del IR y del IR-VFP

Los clonados para obtener los vectores de expresion de ambas isoformas del
IR salvajes asi como fusionadas a la proteina fluorescente verde eGFP (a partir de
ahora, por simplicidad, se la denotara GFP), o a nuevas variantes de las proteinas
fluorescentes cian (SCFP) o amarilla (SYFP) (Kremers et al., 2006) se realizaron como

se detalla a continuacion:
e pcDNA3-IR-A 'y pcDNAS3-IR-B

Se amplificé por PCR la secuencia codificante para el IR-A e IR-B a partir de
los vectores pNTK2-hIR y pNTK2-IR/B con oligonucle6tidos especificamente
disefiados (IR-Forward e IR-Reverse) introduciendo en el extremo 5 un sitio de
restriccion para la enzima Hind Il y un sitio Nhe | y otro Xba | en el extremo 3" (los
sitios de restriccidon se muestran subrayados en la Tabla 11.1). La reaccién de PCR se
realizé en un ciclador Minicycler de MJ Research utilizando 40 ng/ul templado, 1 uM
de cada oligonucleétido, 0.2 uM dNTPs y 0.02 U/ul Pfu DNA polimerasa con la

siguiente secuencia de amplificacion:

Un primer paso de desnaturalizacién a 94 °C durante 2 min, seguido por 20

ciclos de:
Desnaturalizacién: 94 °C durante 30 s
Apareamiento: 56 °C durante 30 s
Elongacion: 72 °C durante 8 min
Un paso de elongacion final a 72 °C durante 10 min

Los productos de PCR se sembraron en un gel de agarosa 1.8 % y luego de la
electroforesis se purificaron con QIAquick Gel Extraction Kit. Posteriormente se agrego
una adenina con la enzima Tag DNA polimerasa (0.02 U/ul) en presencia de 1.5 mM
MgSO, y 0.3 mM dNTPs durante 5 min a 72 °C, subclondndose luego en el vector
pCR.2.1.TOPO en una solucion salina 0.2 M NaCl y 0.01 M MgCl, a TA por 30 min. Se
transformaron quimicamente bacterias ultra competentes y se sembraron en placas de

agar LB-ampicilina (0.1 mg/ml) suplementadas con 0.2 mg/ml X-galactosidasa 'y 2 mM
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IPTG (por sus siglas en inglés, Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) dejandolas
crecer toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se picaron colonias positivas, se hicieron
preparaciones de ADN en pequefia escala y se analizaron digiriendo con la enzima de
restriccion EcoR | y realizando una electroforesis en un gel 0.7 % agarosa. Clones
positivos a este andlisis (aquellos que mostraron tres bandas, 1 kb, 3 kb y 4 kb) se
secuenciaron utilizando el oligonucle6tido T7. Una vez confirmada la secuencia se
digirié el pCR.2.1.TOPO-IR-A 0 pCR.2.1.TOPO-IR-B con las enzimas Hind Ill, Xba | y
Sph |, purificandose de un gel 0.7 % agarosa el fragmento de aproximadamente 4.2 kb
correspondiente a la secuencia codificante de cada IR con QlAquick Gel Extraction Kit.
El producto obtenido se ligé con el vector pcDNA3 digerido con Hind Ill y Xba | y
previamente desfosforilado. El analisis de los clones se realiz6 con Hind Il y Xba |
(clones positivos generaron una banda de 4.2 kb y otra de 5.3 kb) o bien con Hind Ill y
EcoR | (clones positivos generaron una banda de 0.9 kb y otra de 8.5 kb). Se
secuenciaron algunos de dichos clones utilizando los oligonucle6tidos T7 y SP6. Se
realizaron gliceroles y preparaciones de ADN en gran escala para experimentos de
biologia celular del pcDNA3-IR-A y del pcDNA3-IR-B.

e pcDNAS-IR-A-GFP y pcDNA3-IR-B-GFP

El vector peGFP-C3 (Clontech) fue digerido con las enzimas Nhe | y Apa |
liberdndose la secuencia codificante de GFP, el producto de digestion se corrié en un
gel 1 % agarosa purificandose la banda de 0.7 kb con QIAquick Gel Extraction Kit.
Esta secuencia se ligé a los pcDNA3-IR (A y B) previamente digeridos con el mismo
par de enzimas y desfosforilados. El analisis de restriccion se realizé con las mismas
enzimas permitiendo identificar clones positivos al detectar una banda de 0.7 kb
correspondiente a la proteina fluorescente junto con la banda de 9.5 kb
correspondiente al IR dentro del vector. De este modo se fusion6 la secuencia
codificante de GFP al extremo 3" de ambas isoformas del IR introduciendo un pequefio
linker codificante de 7 aminoacidos (LALPVAT) entre el final del IR y el comienzo de la

secuencia de GFP.

e pcDNAS-IR-A-SCFP y pcDNAS3-IR-B-SCFP

Se procedi6 del mismo modo que el descripto anteriormente, pero la secuencia
codificante de la proteina fluorescente SCFP se obtuvo del plasmido pSCFP-3AC
(Kremers et al., 2006).
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e pcDNAS-IR-A-SYFP y pcDNA3-IR-B-SYFP

En este caso la secuencia codificante de SYFP se obtuvo a partir de la
digestion con Apa | y Nhe | del pSYFP-2F (Kremers et al., 2006). El clonado se realiz6

de manera similar a la fusion de GFP y de SCFP.
I1.2. B.11. Generacién de vectores de expresion del IR fusionado a pequefios tags

Se generaron vectores de expresion para el IR fusionando diversos tags en dos
posiciones distintas del receptor con el fin de marcarlo extracelularmente en células
vivas. En la Figura Il.2 se presentan las secuencias de los 3 tags elegidos: ACP
(George et al., 2004), YbbR13 (Yin et al., 2005) y Al (Zhou et al., 2007).

A. Tag ACP Miu | Pvu ll

atgagcactatcgaagaacgegttaagaaaattatcggecgaacagetgggogttaagecaggaagaagttaccaa
caatgcttctttcgttgaagacctgggecgecggattctcttgacaccgttgagetggtaatggetectggaagaag
agtttgatactgagattccggacgaagaagctgagaaaatcaccaccgttcaggctgeccattgattacatcaac

ggccaccadggcg

M $ T I E E R V K K I I G E Q L G V K Q E E V T N

N A S F V E DL GAD S L DTV EL V M ATL E E E
F D T E I P DEEAZEI K I T TV Q A A I DY I N G
H Q A

B. Tag A1 C. Tag YbbR13
ggtgactctctggacatgctggagtggagtctgatg gactctctggagtttattgcgagtaagctggea

G D S L DM L E W S L M D 8 L E F I A S K L A
Figura I.2. Secuencia de los tags clonados en el dominio extracelular del IR. A. Tag ACP (77

aminoacidos). B. Tag Al (12 aminoacidos). C. Tag YbbR13 (1lamino&cidos). En los tres casos se
muestra en rojo la serina que es reconocida por la fosfopanteteinil transferasa y en azul dos residuos
importantes para permitir que el péptido adopte la conformacién de a hélice en solucion. Estos residuos
se encuentran conservados en los 3 tags elegidos.

La generacion de los vectores de expresion del IR fusionado a pequefios tags

en el dominio extracelular se llevé a cabo del siguiente modo:
e pcDNAS3-IR-A-ACP y pcDNA3-IR-B-ACP y pcDNA3-IR-B-ACP-GFP

Se amplificé por PCR la secuencia codificante para el péptido ACP a partir del
plasmido pSEMXT-ACPO-GPI con oligonucleétidos especificamente disefiados (ACP-
F y ACP-R) de manera de introducir en el extremo 5” tres pares de bases nuevas (atc).
De este modo, cuando el tag se insertara en la orientacion correcta estas bases
adicionales regenerarian un sitio EcoR V en el IR permitiendo un andlisis con enzimas
de restriccion. La reaccion de PCR se realizé utilizando 20 ng/ul templado, 1 M de
cada oligonucleétido, 0.2 uM dNTPs y 0.2 U/ul Pfu DNA polimerasa con la siguiente
secuencia de amplificacion:
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Un primer paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 2 min, seguido por 35

ciclos de:
Desnaturalizacién: 95 °C durante 30 s
Apareamiento: 53 °C durante 30 s
Elongacion: 72 °C durante 1 h
Un paso de elongacion final a 72 °C durante 10 min

El producto de PCR se corrié en un gel 1.8 % agarosa, purificandose la banda
de aproximadamente 230 pb con QIlAquick Gel Extraction Kit (QIAgen). El producto
purificado se analiz6 en un gel 1.8 % agarosa sin digerir y digerido con enzimas de
restriccion (Mlu 1 'y Pvu Il) con el fin de determinar si se trataba de la secuencia
esperada. Para la primera enzima se esperaban bandas de 18 pb y 216 pb, mientras
gque para la segunda las bandas debian ser de 43 pb y 183 pb. En la Figura Il.2.A se
muestran los sitios de corte para dichas enzimas dentro de la secuencia ACP

levantada por PCR.

Luego de confirmar que la secuencia era la buscada, se agregaron los grupos
fosfato 5” al producto de PCR incubandolo con la enzima T4 PNK durante 30 min a 37

°C, inactivandosela posteriormente por 20 min a 65 °C.

Los vectores pcDNAS3-IR-A, pcDNA3-IR-B y pcDNA3-IR-B-GFP se digirieron
con la enzima de restriccion EcoR V, se desfosforilaron los extremos 5" y se ligaron
con el tag ACP obtenido por PCR. Los clones positivos se analizaron por medio de
digestiones con enzimas de restriccion y geles 1.5 % agarosa. Se utilizaron las
enzimas Bgl Il y EcoR V: para el pcDNA3-IR-A-ACP y pcDNA3-IR-B-ACP, las bandas
esperadas para clones positivos eran de 1 kb, 1.6 kb y 7 kb para clones positivos; para
el pcDNA3-IR-B-ACP-GFP, las bandas esperadas eran de 1 kb, 1.6 kb, 3.3 kb y 4.4
kb. Algunos de los clones positivos al andlisis con enzimas de restriccion se
secuenciaron utilizando el oligonucleétido T7. De este modo se obtuvieron los vectores
de expresion buscados, de los cuales se hicieron gliceroles y preparaciones de ADN

en gran escala para experimentos de biologia celular.
e pcDNAS-IR-A-A1-GFP, pcDNA3-IR-B-A1x3-GFP y pcDNA3-IR-B-A1x3:
Se disefaron oligonucleétidos conteniendo la secuencia del tag A1 (A1lBamHI-

5" y AlBamHI-3"). Estos oligonucleétidos se pusieron en contacto en una solucién de
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apareamiento conteniendo 500 mM NaCl, 10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 7.5
durante 5 min en un bafio de agua hirviendo, dejandose luego enfriar en el mismo
bafio hasta temperatura ambiente. Se realiz6 un espectro de absorcion antes y
después de este proceso con el objeto de confirmar la obtencién del ADN doble
cadena (Figura 11.3.A). Se agregaron los grupos fosfato en la posicion 5" con T4 PNK
inactivandose luego la enzima como se describio previamente. De este modo se
obtuvo la secuencia del tag A1 con extremos compatibles con sitios BamH | (Figura
11.3.B).
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A1BamHI5" 5' gatcttggtgactctctggacatgectggagtggagtctgatgggt 3
A1BamHI3" 3 aaccactgagagacctgtacgacctcacctcagactacccactag 5
Figura 11.3. Hibridacién de los oligonucleétidos A1BamHI-5" y A1BamHI-3". A. Espectro de

absorcion antes y después de la hibridacion de los oligonucleétidos AlBamHI-5" y AlBamHI-3". B.
Alineamiento de los oligonucledtidos que muestra los sitios compatibles con la enzima de restriccion
BamH I.

Los vectores pcDNA3-IR-GFP (A y B) fueron digeridos con la enzima de
restriccion BamH |, desfosforilados y ligados con la preparacién del tag A1 en una
relacion 3:1 (inserto:vector) del mismo modo que lo ya descripto (se incluyeron los
controles correspondientes). Se transformaron bacterias plaquedndose posteriormente
en agar LB-ampicilina (0.1 mg/ml). Se seleccionaron colonias para preparar ADN y se
analizaron los clones por medio de digestiones con enzimas de restriccion EcoR | y
BamH | (bandas esperadas para clones positivos: 4 kb y 6.2 kb). Clones positivos a

este andlisis fueron secuenciados con el oligonucleétido Interno reverse.

Para obtener el vector pcDNA3-IR-B-A1x3 se digiri0 el pcDNA3-IR-B-A1x3-
GFP con Apa | y Nhe | de modo de extraer la region codificante de la proteina
fluorescente. Este producto de digestion se purificé por gel de agarosa (QIAquick Gel
Extraction Kit, QIAGEN) y los extremos 3" y 5" fueron rellenados con las enzimas
Klenow y T4 DNA polimerasa. Posteriormente se transformaron bacterias, se plaqueé
en agar LB-ampicilina (0.1 mg/ml) a 37 °C durante toda la noche, se picaron colonias y
se prepar6 ADN. Se analizaron nuevamente los clones por digestiones con enzimas

de restriccion, secuenciandose algunos de los positivos con el oligonucledtido IR-F2 y
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el Interno reverse. De este modo se obtuvieron los vectores de expresion buscados,
realizandose gliceroles y preparaciones de ADN en gran escala para experimentos de

biologia celular.
¢ pcDNAS3-IR-A-A1EcoRV-GFP, pcDNA3-IR-B-A1EcoRV-GFP:

Se disefiaron oligonucleodtidos conteniendo la secuencia del tag A1 (A1EcoRV-
5" y A1EcoRV-3"). El clonado se realiz6 siguiendo el mismo esquema que el indicado
previamente pero en el sitio EcoR V del IR (110 pb rio abajo del atg inicial, es decir, en
la posicion 36 de la secuencia de aminoacidos). En este caso los clones positivos al

analisis con enzimas de restriccion se secuenciaron con el oligonucledétido T7.

e pPcDNAS-IR-A-YbbR13, pcDNA3-IR-B-YbbR13, pcDNA3-IR-A-YbbR13-GFP y
pcDNA3-IR-B-YbbR13-GFP:

Se disefiaron oligonucleétidos conteniendo la secuencia del tag YbbR13
(ALlEcoRV-5" y A1EcoRV-3"). El clonado se realiz6 siguiendo el mismo esquema que
el indicado previamente para el tag Al. Los clones positivos al analisis con enzimas de

restriccion se secuenciaron con el oligonucleétido T7.
[1.2. B.12. Secuenciacién de ADN

Las secuenciaciones de ADN fueron realizadas por Seglab, Sequence
Laboratories Goettingen (Alemania), o por el Servicio de Secuenciacién vy
Genotipificado del Departamento de Ecologia, Genética y Evolucién, FCEN, UBA

(Argentina).
I1.2. B.13. Expresién y purificacién de la enzima ACPwt-S
¢ Transformacién de bacterias y curva de crecimiento

Se transformaron por electroporacion células E. coli TOP10 (araBADC- y
araEFGH+) electrocompetentes con el plasmido pBAD-ACPwt-S. Las células se
plaguearon en agar LB-ampicilina (0.1 mg/ml) y se incubaron a 37 °C durante toda la
noche. Al dia siguiente se inoculé un cultivo de 3 ml de medio 2xYT (2 x Yeast extract
and tryptone: 1.6 % peptona, 1 % extracto de levadura, 0.5 % NaCl) suplementado con
0.1 mg/ml ampicilina y se dej6 agitando a 200 rpm a 37 °C durante toda la noche. Se
utilizaron 150 pl para inocular 30 ml de 2xYT con 0.1 mg/ml ampicilina, midiéndose la
DO a diversos tiempos. De este modo se determind la DO a la cual inducir la
expresion de ACPwt-S.
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e Expresién de la enzima ACPwt-S

A partir de 150 pl de un cultivo de partida se inocularon 30 ml de medio 2xYT
con 0.1 mg/ml ampicilina. Este cultivo se dejo crecer a 37 °C hasta alcanzar una DO
de 0.8 u.a. En ese momento, se indujo la expresién de la enzima ACPwt-S con
diversas concentraciones de L-(+)-arabinosa (0.2 %, 0.1 % y 0.05 % p/v) con el fin de
determinar la concentracion éptima de inductor. Se incub6 a 30 °C toda la noche
colectandose las células por centrifugacién a 4 °C durante 15 min a 5400 rpm. Cuando
se realizaron experimentos de produccion de la proteina habiendo ya determinado la
concentracion de L-(+)-arabinosa a utilizar se trabaj6 inoculando cultivos de 100 ml de

2XYT con 0.1 mg/ml ampicilina con 200 ul de un cultivo inicial.
e Lisis de las bacterias

El precipitado se resuspendié en una solucion de lisis (BL; o BL,, Tabla 1.3) y
se sonicd 3 veces durante 15 s (10 ml de solucion de lisis por gramo de pellet
bacteriano). A continuacién se agreg6 Triton X-100 (concentracion final 1 %), la
suspension se mezcld a 4 °C durante 15 min. Finalmente, el lisado se centrifugd a

9500 rpm por 30 min a 4 °C colectandose el sobrenadante.
e Purificacidn de la proteina por cromatografia de afinidad Ni-NTA

El lisado se incubd con una resina de Ni-NTA utilizando 10 ml de resina
(volumen del lecho, bed volume) por cada 250 ml de lisado. La incubacién fue
realizada a 4 °C durante 1 h con agitacion suave. Durante los pasos siguientes de la

purificacién se utilizaron las soluciones que se detallan en la Tabla I1.3.

Solucién Composicion
Solucién de lisis 1 (BL ;) 80 mM imidazol, 250 mM NacCl pH 8, inhibidores de proteasas
Solucién de lisis 2 (BL ) 10 mM imidazol, 250 mM NacCl, 50 mM NaH,PO, pH 8, inhibidores de
proteasas

Solucién de lavado | 1 (BLal ;) 500 mM NaCl, 100 mM imidazol pH 8

Solucion de lavado | 2 (BLal ) 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 50 mM NaH,PO, pH 8

Solucién de lavado Il 1 (BLall ;) 100 mM NacCl, 100 mM imidazol pH 8

Solucién de lavado Il 2 (BLall ;) | 100 mM NaCl, 20 mM imidazol, 50 mM NaH,PO, pH 8, 20 % glicerol

Solucién de elusion (BE) 100 mM NacCl, 400 mM imidazol pH 8, 20% glicerol

Tabla I1.3. Soluciones utilizados para la purificacién de la enzima ACPwt-S por cromatografia de
afinidad Ni-NTA.
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Luego de la incubacion la resina con el lisado se coloc6 en una jeringa de 10 ml
lavandose con 10 volimenes de solucién de lavado | (BLal; o BLal,, Tabla 11.3) y
posteriormente con 5 voliumenes de solucion de lavado Il (BLall; o BLall,, Tabla 11.3).
Finalmente, la elusion se realizé con 10 alicuotas de 500 ul cada una de solucién de
elusién (BE, Tabla 11.3). Las fracciones eluidas se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés, Polyacrylamide gel
electrophoresis) en presencia de SDS (SDS-PAGE) 10 % revelando por tincién con el
colorante Coomassie Blue utilizando ademas patrones de albumina sérica bovina
(BSA, por sus siglas en inglés, Bovine serum albumine) para cuantificar. Se cuantifico
también por espectrofotometria, midiendo A.g. Las fracciones que contenian proteina
se combinaron, se les agreg6 DTT (concentracion final: 1 mM), luego de alicuotarse se

congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80° C hasta ser usadas.
[I.2. C. Biologia celular
[1.2. C.1. Cultivo celular y crio-preservacion

¢ Mantenimiento de cultivos celulares

Las células se mantuvieron en medio DMEM Glutamax suplementado con
penicilina (10 Ul/ml), estreptomicina (10 pg/ml) y 10 % (v/v) SFB a 37 °C en 5 % CO,y
98 % de humedad. Cuando las células alcanzaban una confluencia aproximada del 90-
95 % fueron lavadas con PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 100 mM Na,HPO,, 2 mM
KH,PO,, pH 7.4) y tratadas con 0.25 % tripsina / 0.53 mM EDTA a 37 °C hasta
observar en el microscopio que se despegaran de la superficie de la placa. En este
momento se las resuspendié en medio fresco realizandose la dilucion deseada. Las
células HEK 293 se mantuvieron de modo similar suplementando el medio con 1 mM
piruvato de sodio y las HepG2 con un suplemento de aminoacidos no esenciales en

una concentracion final de 0.1 mM.

e Crio-preservacion

Cuando los cultivos celulares alcanzaron el 90 % de confluencia, las células
fueron colectadas como se describié anteriormente, centrifugadas durante 4 min a 800
rpm y luego resuspendidas en medio de cultivo con 20 % SFB (v/v), agregandole luego
el mismo volumen de medio con 20 % SFB (v/v) y 20 % DMSO (v/v). Las células
fueron fraccionadas en alicuotas de 1 ml en crio-tubos y colocadas en un dispositivo
“cryo-cooler” a -80 °C. Luego de por lo menos 24 h las células fueron transferidas a

nitrégeno liquido.
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I1.2. C.2. Transfecciones
e Transfecciones para microscopia

Las células se plaquearon sobre cubreobjetos de 12 mm en placas de 24
pocillos (1 x 10° células/pocillo) en DMEM suplementado con 10 % SFB sin
antibidticos. Al dia siguiente se lavaron con PBS agregando luego 250 ul de DMEM.
Se prepararon por otro lado dos soluciones (por pocillo): A) 25 ul optimem + 1 ul de
Lipofectamina y B) 25 ul optimem + 0.4 ug de ADN. Las soluciones Ay B se incubaron
5 min a TAy luego se combinaron incubandolas 20 min a TA, agregandolas finalmente
al pocillo con células y medio de cultivo de a gotas. Las células se mantuvieron a 37
°C con esta mezcla durante 5 h, posteriormente se las lavé con PBS y se las dejo en
DMEM suplementado con 10 % SFB (y los suplementos correspondientes para cada
tipo celular, sin antibiéticos) durante toda la noche. Al dia siguiente se lavaron
nuevamente con PBS y se renové el medio dejandolas aproximadamente 40 h antes

realizar los experimentos.

En el caso de las transfecciones con Effectene Reagent (QlAgen) se utilizaron
0.2 ug (HeLa'y CHO) 6 0.4 ug (HepG2) de ADN y una relacion 1:25 (ADN: reactivo) en

medio completo.

Estas condiciones se determinaron como éptimas para cada tipo celular y para
cada método de transfeccion utilizando el plasmido pcDNA3-IR-B-GFP para evaluar la
eficiencia de transfeccion por microscopia de fluorescencia observando la presencia
de IR-GFP en la célula y mayoritariamente en la membrana. Se cuantifico la eficiencia
de transfeccion como el cociente entre el nimero de células transfectadas (presencia
de GFP en membrana) y el nimero de células totales (por tincion de los nicleos con
DAPI, 4’,6-diamidino-2-fenilindol).

o Transfecciones para experimentos de Western blot y ensayos de

luciferasa

Las transfecciones para experimentos de Western blot y para ensayos de
luciferasa se realizaron en placas de 12 6 24 pocillos. Se describe a continuacion el
método cuando se utilizaron placas de 12 pocillos, en el caso de placas de 24 pocillos
las condiciones fueron similares pero todas las cantidades deben dividirse a la mitad.
Células Hela se colocaron en placas de 12 pocillos (2.5 x 10> células/pocillo) el dia
anterior a la transfeccidn. Se prepararon dos soluciones. A) 50 ul optimem + 2 ul

lipofectamina y B) 50 ul optimem + 0.8 ug ADN total. Se las incub6 por separado
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durante 5 min a TA y luego se las combiné durante 20 min a TA. Las células se
lavaron con PBS y se les agregd 500 pl de medio sin aditivos y la mezcla de las
soluciones A y B. En el caso de experimentos de cotransfeccién de plasmidos la
cantidad total de ADN fue 0.8 ug.

En algunos experimentos las células crecidas en placas de 24 pocillos se
transfectaron con polietilenimina (PEI). Para esto se prepard por pocillo una mezcla
conteniendo 17 pl de optimem con 0.8 yg de ADN a la que se le agreg6 5 yl de PEl y
se la incubo 10 min a TA. Luego se adicionaron 250 yl de DMEM y con esta mezcla se
incubaron las células durante 4 h. A continuacion se lavaron con PBS y se reemplazé

el medio por DMEM completo.
[1.2. C.3. SDS-PAGE y Western blot

Para los experimentos de Western blot (salvo que se indique) las células se
lavaron con PBS frio dos veces y se lisaron con una solucién de lisis conteniendo 50
mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 150 mM NaCl, 10 % glicerol, 1 %
NP40, 1 mM MgCl,, 0.1 % SDS, 2 mM NazVO,4, 40 mM B-glicerofosfato, 1 mM DTT, 1
mM NaF y un preparado comercial de inhibidores de proteasas (Roche).
Posteriormente las muestras se centrifugaron durante 10 min a 13000 g a 4 °C.
Alternativamente el lisado se realizé directamente en la solucion de siembra dos veces

concentrada.

Para realizar las electroforesis se utiliz6 el sistema Mini-PROTEAN Tetra
Electrophoresis System de Laboratorios Bio-Rad. Las electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se realizaron con geles Tris-glicina 10
% poliacrilamida y concentradores 4 % poliacrilamida. La solucion de corrida fue 25
mM Tris-HCI, 192 mM dglicina, 0.1% SDS (v/v). Las muestras se incubaron con la
solucion de siembra (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2 % SDS (p/v), 0.1 % azul de bromofenol
(p/v), 10 % glicerol, 100 mM B-mercaptoetanol) durante 5 min a 100 °C y luego se
sembraron en el gel. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a 30 mA/gel, por
aproximadamente 75 min. Las bandas de proteina se revelaron con 0.15 %
Coomassie Brillant Blue R-250, 8 % metanol y 7 % acido acético en el caso de la

purificacién de ACPwt-S.

Para los experimentos de Western blot se transfirieron de modo semiseco los
geles a membranas de fluoruro de polivinilo (PVDF, por sus siglas en inglés,
Polyvinylidene fluoride) a 10 V durante aproximadamente 90 min en 25 mM Tris-HCI,

192 mM glicina, 20 % metanol (v/v) y 0.1 % SDS (v/v). Luego se tifieron las
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membranas con 0.1 % Rojo Ponceau / 5 % é&cido acético para confirmar la correcta
transferencia y se lavaron con TBS (150 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 24.7 mM Tris, pH
7.4), 0.1 % Tween (TTBS). Luego se bloguearon con 5 % leche descremada en TTBS
durante 1 h a TA, se lavaron con TTBS y se incubaron toda la noche a 4 °C con los

anticuerpos primarios diluidos convenientemente (Tabla 11.4).

Concentracién/dilucion
Anticuerpo Primario Fuente Compafiia
Inmunofluo-
. Western blot
rescencia
IR-subunidad a (N20) Policlonal conejo 0.2 pg/ml - Santa Cruz Biotechnology
IR-subunidad a (H78) Policlonal conejo 0.2 pg/ml - Santa Cruz Biotechnology
IR-subunidad Monoclonal raton - 1/500 (1) Cell Signaling Technology
p-IR-subunidad
Monoclonal conejo 0.3 pg/mi - Cell Signaling Technology
(Tyrl361)
PY99 Monoclonal ratén 1 pg/mi - Santa Cruz Biotechnology
PY20 Monoclonal ratén - 2 pug/ml (2) Signal Transduction Laboratories
p-Akt
Policlonal conejo - 0.4 pg/ml (2) Santa Cruz Biotechnology
(Ser473)
p-Akt
Monoclonal conejo 1/200 1/1000 (2) Cell Signaling Technology
(Sera73)
Akt Monoclonal conejo 1/400 1/1000 (2) Cell Signaling Technology
HA Monoclonal ratén - 1/1000 (1) Covance
ERK 1/2 Policlonal conejo - 0.4 pg/ml (1) Santa Cruz Biotechnology
p-p44/42
Monoclonal conejo - 1/500 (1) Cell Signaling Technology
(Thr202/Tyr204)
Caveolina
Policlonal conejo 6 pg/ml - Abcam
(caveolae marker)
Endosomas tempranos
Policlonal conejo 1.5 pg/ml - Abcam
(EEA1)
CD63 Policlonal conejo 4 pg/ml - Santa Cruz Biotechnology

Tabla 11.4. Anticuerpos primarios utilizados en experimentos de microscopia y de Western blot.
Se indica la fuente de cada uno, la compafiia que lo comercializa y las diluciones usadas (1 indica que la
dilucién se realizd en 5 % BSA / TTBS, y 2 significa que la misma fue en 2 % BSA / TTBS).

Al dia siguiente las membranas se lavaron y se incubaron con los anticuerpos
secundarios (anti-conejo o anti-raton, diluciones: 1:5000 6 1:10000 en 2 % BSA / TTBS

cuando los primarios se habian diluido en esta solucion y en el resto de los casos en 5
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% leche / TTBS) conjugados con peroxidasa de rdbano (HRP, por sus siglas en inglés,
Horseradish peroxidase) durante 1 h a TA. Finalmente, se lavaron las membranas con
TTBS (3 x 15 min). El revelado se realizé incubando las membranas durante 1 min con
dos soluciones combinadas en el momento: A) 2.5 mM luminol, 400 mM acido p-
cumarico en 100 mM Tris-HCI pH 8.5 y B) 0.54 mM H,0O, en 100 mM Tris-HCI pH 8.5.
Se utilizé un equipo Bio-Imaging Analyzer Bas-1800l1l e Image Gauge 3.12, FUJIFILM,
perteneciente al Departamento de Quimica Biologica, FCEN, UBA (Argentina). La
cuantificacion se realiz6 por densitometria utilizando el programa Image J
(http://rsb.info.nih.gov, NIH, EEUU). Los resultados se expresaron como la media de
por lo menos tres experimentos independientes * la desviacidén estandar de la muestra

(SEM), indicAndose en cada caso el nimero de experimentos considerados (n).
[1.2. C.4. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd por el método de Bradford (Bradford,
1976) en placas de 96 pocillos. Se preparé el reactivo de Bradford conteniendo 0.1 %
Coomassie Blue G-250 (p/v), 5 % etanol (v/v), 8.5 % acido fosférico. Las mediciones
de Asoo Se llevaron a cabo por duplicado en un equipo Glomax multi detection system
(Promega) facilitado por las Dras. Elba Vazquez y Adriana De Siervi (Departamento de
Quimica Biologica, FCEN. UBA). La realizacion de una curva de calibracion con

diversas concentraciones de BSA permitio la cuantificacion de las muestras de interés.

En el caso de la ACPwt-S la cuantificacion se realiz6 sembrando diferentes
concentraciones de BSA en geles SDS-PAGE, comparando las bandas de interés con
las de los patrones. En algunos casos se estimo la concentracion proteica también por

espectrofotometria midiendo Aogo.
II.2. C.5. Ensayos de actividad de luciferasa

Luego de ser transfectadas con los ADN de interés y los plasmidos reporteros
(PAP-1-Luc y pCMV-B-Gal) las células se crecieron 24 h, se hambrearon un dia en
DMEM sin aditivos y se estimularon durante 16 h con rhins, EGF (factor de crecimiento
epidérmico) o IGF-Il humanos (en las concentraciones indicadas en cada
experimento). La actividad de luciferasa se determiné sobre los lisados preparados
utilizando una solucién de lisis de Promega (Reporter Lysis Buffer 5X, Madison,
EEUU). Para esto se utilizaron 20 pl de lisado y 20 ul del reactivo de luciferasa
(Promega, Madison, EEUU). Paralelamente, se determiné el contenido de proteina de
cada muestra por el método de Bradford ya descripto y la actividad de B-Galactosidasa

(B-Gal) como controles. Las mediciones obtenidas se normalizaron a los
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correspondientes controles calculdndose asi las veces de induccion. Los resultados se
expresan como el promedio de por lo menos tres experimentos independientes + SEM.
Para la medicion de la actividad de 3-Gal se utilizé un lector de microplaca modelo 680
de Bio-Rad perteneciente al LFBM, FCEN, UBA, y para la de luciferasa un equipo

Glomax multi detection system.
I1.2. C.6. Experimentos de inmunofluorescencia

Las células crecidas sobre cubreobjetos de 12 mm se lavaron con PBS y se
fijaron en 3.7 % PFA durante 20 min en hielo o en metanol frio durante 30 min a -20
°C. Luego de ser rehidratadas, las células se bloquearon en PBS / 1 % BSA cuando no
se requeria permeabilizacion (inmunofluorescencias para el IR) o con PBS / 0.3 %
Triton X-100 / 1 % BSA cuando se requeria permeabilizacion (en todos los demas
casos) durante 1 h a 37 °C y se incubaron durante toda la noche a 4 °C con los
anticuerpos primarios adecuados diluidos en la misma solucién de bloqueo como se
detalla en la Tabla 11.4. Al dia siguiente las muestras se lavaron exhaustivamente con
la misma solucidn y se incubaron durante 1 h a 37 °C con los anticuerpos secundarios
adecuados. Luego de sucesivos lavados las muestras se visualizaron por microscopia

en PBS o en Mowiol.

[I.2. C.7. Marcacion de células con ligandos biotinilados y QD y analisis de

internalizacion

Las células expresando el IR o el IR-VFP o los IR fusionados a los tags
pequefios se crecieron sobre cubreobjetos de 12 mm y luego de 36-40 h de expresion
fueron deprivadas de SFB durante toda una noche. Al dia siguiente se lavaron con una
solucion reguladora denominada Tyrode’s (135 mM NacCl, 10 mM KCI, 10 mM MgCl,,
1mM CacCl,, 10 mM HEPES pH 7.2, 0.1 % BSA) a TA y se incubaron con 50 nM
insulina biotinilada, BAC-Ins, rhins-biot o IGF-ll-biot durante 15 min a TA 6 15 °C,
luego se lavaron tres veces con la misma solucion y se incubaron con diversas
concentraciones de QD655 (50 pM, 1, 2, 3 6 4 nM) durante 10 min a TA 6 15 °C. A
continuacion las células fueron lavadas y en algunos casos visualizadas vivas por
microscopia en Tyrode’s o bien previamente fijadas en 3.7 % PFA en hielo por 20 min.
Después de la fijacion las células se lavaron con 10 mM Tris-HCI pH 7 y tres veces
con PBS. En algunos casos, ademas, se tifieron los ndcleos con 1 uM DAPI. Las

muestras fueron visualizadas en PBS por microscopia confocal o de epifluorescencia.

En los experimentos de internalizacién, luego de la marcacion las células

fueron incubadas a 37 °C en DMEM con 5 % CO, durante diferentes periodos de
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tiempo. Luego fueron o bien directamente visualizadas (vivas o fijadas en 3.7 % PFA)
o bien incubadas con una solucion acida de 0.1 M Na-glicina pH 3, 0.5 M NaCl a TA

durante 5 min antes de su visualizacién o fijacion.

Cuando los ensayos implicaron los IR con tags las marcaciones con ACPwt-S y
derivados de CoA se llevaron adelante primero como se detallara en el apartado 11.2.
C.10 y luego se procedio a la marcacion con BAC-Ins y QD655 y el experimento de

endocitosis.
II.2. C.8. Ensayos de union e internalizacion de FITC-Ins por microscopia

Células HelLa expresando transientemente el IR-B fueron crecidas sobre
cubreobjetos de 12 mm y deprivadas de SFB durante toda la noche. Al dia siguiente
se marcaron vivas con 50 nM FITC-Ins durante 15 min a TA, luego incubadas a 37 °C
durante distintos periodos de tiempo en DMEM vy finalmente fijadas en metanol a -20°C
durante 30 min. Las muestras fueron rehidratadas en PBS y se visualizaron en Mowiol
en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta utilizando un objetivo de inmersién en

aceite Plan-Apochromat 63x 1.4 apertura numérica (AN).

[1.2. C.9. Ensayos de unién de ligandos al IR e internalizacion por citometria de

flujo

Células HelLa expresando transientemente diversas construcciones del IR o
bien células no transfectadas (control) se crecieron en placas de 12 6 24 pocillos y
luego de 36-40 h de expresion fueron deprivadas de SFB durante toda una noche. Al
dia siguiente se las marco de modo similar al que se describié anteriormente con 50
nM BAC-Ins o IGF-II-biot y 1 nM QD655 (el control de pegado inespecifico de QDs se
hizo incubando las células con QD655 sin el paso previo de union de BAC-Ins o IGF-II-
biot). Luego de ser lavadas las células se incubaron a 37 °C en DMEM (en los
experimentos de internalizacion) durante diferentes periodos de tiempo. A
continuacion las células se colectaron con 0.5 mM EDTA / PBS, fueron centrifugadas 4
min a 800 rpm resuspendiéndolas en PBS para ser evaluadas vivas por citometria. En
los casos en los que se utilizd un tratamiento 4cido previamente a colectar las células,
el mismo consistié en una incubacion de 2 min a TA con 0.1 M Na-glicina pH 3, 0.5 M

NacCl, realizando posteriormente sucesivos lavados con PBS.

Estos experimentos fueron realizados en un citbmetro BD FACSAriall de la
FCEN, UBA. En la Tabla II.5 se indican los filtros, espejos dicroicos y laseres elegidos

para cada uno de los fluoréforos utilizados.
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El analisis de resultados y la cuantificacion se realizé con el programa WinMDI

Version 2.9.

Fluoréforo Laser (nm) Espejo Filtro de emision

SYFP 488 LP 502 BP 530/30

QD655 488 LP 655 BP 660/20

Tabla 11.5. Laseres, filtros de emision y dicroicos utilizados en los experimentos de citometria de
flujo. Se detallan el tipo de filtro (BP: pasabanda, LP: filtro de corte), seguido por la longitud de onda y el
ancho de banda correspondiente (en nm) o longitud de onda de corte (en nm).

[1.2. C.10. Marcacion del dominio extracelular del IR en células vivas

Las células se crecieron en medio completo sobre cubreobjetos de 12 mm. Se
lavaron con solucion reguladora Tyrode’s, y se marcaron vivas en dicha solucién con
0.2 6 2 yM ACPwt-S y CoA-atto488, CoA-atto532, CoA-atto550 o CoA-Peo,-biotina en
una concentracion final de 1 6 2 yM durante 30 min a TA, en oscuridad. En el caso de
la CoA-Peo,-biotina, luego de 3 lavados de 5 min cada uno con Tyrode’s, las células
se incubaron con 1 nM SA-atto550 durante 15 min a TA en oscuridad. Luego de la
marcacion con los respectivos fluoroforos, las células se lavaron 3 veces durante 5 min
cada una con Tyrode's y otras 3 veces con PBS, se fijaron en metanol frio durante 30
min a -20 °C, luego se rehidrataron con PBS, se marcaron con 1 yM DAPI y se

visualizaron en Mowiol por microscopia de campo amplio y/o confocal.
[1.2. C.11. Experimentos de pull down

Las células expresando transientemente el IR-B-A1x3 solo 0 en conjunto con el
IR-A-SCFP o IR-B-SCFP o bien el IR-B-A1x3-GFP solo o en conjunto con el IR-A o el
IR-B fueron crecidas en placas de 6 pocillos. Al dia siguiente fueron incubadas con 2
MM ACPwt-S y 5 uM CoA-biotina en Tyrode’s durante 30 min a TA. Luego de varios
lavados en PBS se lisaron en una solucién conteniendo 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 150 mM NacCl, 1 % NP40, 1 mM MgCl,, 0.1 % SDS y e inhibidores
de proteasas. Cuando se analizé la fosforilacion, luego de la modificacién con CoA-
biotina y ACPwt-S las células se incubaron a 37 °C con 100 nM rhins en DMEM
durante 5 min y luego se procedidé al lisado en la misma solucion de lisis pero
agregando 2 mM NazVO,, 40 mM B-glicerofosfato, 1 mM DTT y 1 mM NaF para inhibir

la actividad de fosfatasas.

A continuacion se incubaron los lisados con esferas de agarosa conjugadas a

SA durante 1 h a 4 °C, centrifugando luego a maxima velocidad durante 1 min. Se
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descart6 el sobrenadante y se lavé con la misma solucién de lisis centrifugando 1 min
a méaxima velocidad a 4 °C descartando nuevamente el sobrenadante. Esto se repitid
una vez mas y luego de descartar el sobrenadante se resuspendié el precipitado en
solucion de siembra conteniendo 100 mM Tris-HCI pH 6.8, 4 % SDS (p/v), 0.2 % azul
de bromofenol (p/v), 20 % glicerol (v/iv), 200 mM B-mercaptoetanol y 1ImM DTT. Se
reservd antes del pull down una alicuota (4 % del volumen del lisado) a la que se le
agrego un volumen igual de solucion de siembra dos veces concentrada para analizar

como fraccion total.

Las muestras fueron hervidas durante 5 min, se sembraron en geles 10 % de
poliacrilamida realizando una electroforesis SDS-PAGE. El analisis fue realizado por
Western blot con anticuerpos contra la subunidad B del IR o contra tirosinas
fosforiladas (anti-PY20) y contra ERK 1/2 total o fosforilado.

I1.2. D. Microscopia de fluorescencia
[1.2. D.1. Microscopia confocal

Las imagenes de microscopia confocal fueron adquiridas en un microscopio
Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss, Alemania) provisto con un objetivo de inmersion en aceite
Plan-Apochromat 63x 1.4 AN y un objetivo de inmersion en agua C-Apochromat 63 x
1.2 AN (ambos Zeiss) equipado con un laser de Argdn multilinea (lineas de emision:
458, 488 y 514 nm), un laser de estado sélido (ES, linea de emision: 532 nm) y un

laser Helio - Nedn (linea de emision: 633 nm).

Asimismo, se ha utilizado un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000
provisto con un objetivo de inmersion en aceite PLSAPO 60x 1.35 AN (Olympus) y
equipado con laseres similares a los indicados (Centro de Microscopias Avanzadas,
FCEN, UBA).

Se han adquirido imagenes también en un microscopio confocal Olympus
Fluoview FV 1000 que cuenta con un objetivo de inmersion en agua UPLSAPO 60x
1.2 AN (Olympus) y esta equipado con un laser de argén multilinea (lineas de emisién:
488 y 515 nm) y un laser de diodo (405 nm).

Las longitudes de onda de excitacién y filtros utilizados se detallan en cada
experimento segun la combinacién de fluoréforos utilizados y el microscopio donde se

adquirieron las imagenes.
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[1.2. D.2. Microscopia de fluorescencia de campo amplio

Para los experimentos de microscopia de epifluorescencia se utiliz6 un
microscopio Zeiss Axiovert S100 con un objetivo de inmersion en aceite 63x 1.25 AN
(Zeiss) o bien un microscopio Olympus IX71 con objetivos de inmersion en aceite
PlanApo 60x 1.42 AN y de inmersion en agua UApo 40x 1.15 AN (ambos Olympus).
Ambos microscopios estan provistos con una cdmara Hamamatsu Orca CCD (C4742-

95, Japon). Los filtros se eligieron en funcion del fluoréforo de interés (Tabla 11.6).

Fluoréforo Filtro de excitacion Filtro dicroico Fthro de emision
DAPI BP 330-385 DM 400 LP 420
GFP BP 447/40 DM 495 BP 520/50
Cy3 BP 546/12 DM 480 LP 590

atto532 BP 540/25 DM 565 BP 605/55
atto547 BP 540/25 DM 565 BP 605/55
atto488 BP 447/40 DM 495 BP 520/50
atto550 BP 530-555 DM 560 BP 570-620
SYFP BP 490-500 DM 505 BP 515-560
SCFP BP 420-450 DM 455 BP 460-500
QD655 BP 415/100 DM 475 BP 655/20

Tabla 11.6. Filtros de excitacién, emision y dicroicos utilizados en experimentos de microscopia de
fluorescencia convencional. Se detallan el tipo de filtro (BP: pasabanda, LP: filtro de corte, DM: espejo
dicroico), seguido por la longitud de onda y el ancho de banda correspondiente (en nm) o longitud de
onda de corte (en nm).

I1.2. D.3. Microscopia de fluorescencia basada en un arreglo programable del

seccionado optico

Los experimentos realizados en un microscopio de seccionado Optico de alta
velocidad (PAM, por sus siglas en inglés, Programmable array microscope)
(Heintzmann et al., 2001; Hagen et al., 2007 y 2009) se realizaron con un sistema
desarrollado en MPIlbpc basado en un modulador espacial de la luz ubicado en el
plano de la imagen. Este modulador es de tipo LCoS (por sus siglas en inglés,
ferroelectric liquid-crystal-on-silicon) (Hagen et al., 2009). ElI microscopio cuenta con
fuente de luz de argon-ion 488 nm y una camara Andor iXon emCCD. Se adquirieron
imégenes de 512 x 512 pixeles. Se utilizé un objetivo de inmersion en agua 60x 1.2
AN. Los filtros de emision empleados fueron los siguientes: GFP, BP: 525/50 nm vy
QD655, BP: 655/40 nm.
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[1.2. D.4. Procesamiento de imagenes

El procesamiento de imagenes se realizd utilizando los programas Image J
(http://rsb.info.nih.gov, NIH, EEUU) y el paquete DIPimage para Matlab (TU Delft,
Holanda, http://www.ph.tn.tudelft.nl/DIPlib/index.html). Las deconvoluciones se
realizaron con el programa Scientific Volume Imaging Huygens Professional Version
3.6, aplicandose el algoritmo de estimacién rapida de maxima probabilidad (QMLE, por
sus siglas en inglés, Quick maximum likelihood estimation). La resolucion de las
imagenes a los fines de presentacion e impresién se fijo en 600 dpi utilizando el

programa Adobe Photoshop CS2 versién 9.0.
[1.2. D.5. Analisis de colocalizacion

El analisis de colocalizacién se realiz6 con el paguete DIPimage para Matlab.
Se disefid una rutina que permitié calcular los coeficientes de Pearson (R, y de

Manders (M) y los correspondientes mapas utilizando las ecuaciones 1.2 a Il.5:

> (Ima-Ima)x(Imb-Imb)

Rr= — —= [ec. 11.2]

\/Z(Ima-lma)z Xy (Imb-Imbf
> (Imaximb)

M= [ec. 11.3]
\/Z(Ima)z x> (Imby

PearsonMap= (Ima—lma)i(lmb-lmb)ﬂﬂ lec. 11.4]

Rrx\/z (Ima-Imaf % (Imb-Imbj
MandersMap= (Imaximb)x100 [ec. 11.5]

Mx,[>" (Ima)?x" (Imb)?

donde Ima es la imagen en el canal rojo e Imb la imagen en el canal verde,

Ima e Imb las medias de la imagen a y de la imagen b respectivamente. En los
mapas de Pearson y Manders se incluye una escala de intensidad que indica en rojo
los pixeles de maxima contribucion al coeficiente de colocalizacion y en azul los

pixeles que menos contribuyen.

Asimismo para el analisis de colocalizacién entre SYFP y SCFP se calcularon
los coeficientes de Manders en los pixeles colocalizantes, Mscrr Y Msyep, Utilizando las

ecuaciones 1.6 y IL.7:
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Y Imscfpicoloc

SCF= - [ec. 11.6]
> Imscfpi
> Imsyfpicoloc
Msyr= = - [ec. I1.7]
> Imscfpi

donde IMgcipicoloc SON 0S pixeles colocalizantes de Mg, € IMgyipicoloc 10S pixeles
colocalizantes de Imgy. Se consideraron “pixeles colocalizantes” a aquellos cuya

intensidad resulté mayor que la media de la sefial de SYFP o SCFP.

El producto de las diferencias con respecto a la media (PDM, por sus siglas en
inglés, Product of the differences from the mean) para cada pixel se represent6 en un
grafico PDM aplicando un plugin del programa Image J (intensity correlation analysis

plugin) el cual utiliza la ecuacién 11.8 para cada pixel:

PDM=(Imscfp-Imscfp)x(Imsyfp-Imsyfp) [ec. 11.8]

Finalmente, se realizaron graficos de dispersion de frecuencias para

correlacionar las sefales de ambos canales utilizando un plugin del programa Image J.
I1.2. D.6. Analisis de colocalizacion durante el trafico

Las células fueron clasificadas en 4 grupos de acuerdo al grado de
internalizacién evidenciado por microscopia: SO (la internalizacién no se inicié, es
decir, la sefal de QD655 se encuentra exclusivamente en la membrana plasmética);
S1 (la sefial de QD655 es detectada muy cerca de la membrana probablemente en
endosomas tempranos); S2 (la sefial roja es mas interna pero alin no se encuentra en
la regidn perinuclear); y S3 (la sefial de QD655 se encuentra predominantemente en

las regiones perinucleares de la célula).

La colocalizacién durante el trafico se analiz6 disefiando una rutina en el
Matlab. Luego de restar el fondo (back-ground) se creé una mascara definida como el
conjunto de los pixeles en los cuales la sefial de QD655 fuera mayor al doble de la
media de la sefial de QD655 en toda la célula. Luego de esto se calcularon los
coeficientes de Manders como ya se describid. Sélo se consideraron en el analisis
estadistico las células cuya media en la sefial de GFP estuviera entre 500 y 5500

cuentas (cts). Todas las imagenes fueron tomadas con los mismos parametros de
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adquisicion (potencia de laseres de excitacion, ganancia de los fotomultiplicadores,

factor de ampliacion, tamafio del pinhole).
[1.2. D.7. Cuantificacion de QD unidos por microscopia

Para la cuantificacion se disefid nuevamente una rutina en el programa Matlab.
Primero se resto el fondo (mediana) para cada canal, ademas en el caso del canal de
QD se resté la contribucion de la sefial verde en dicho canal (bleed-through). Para esto
altimo se cuantificé la sefial de fluorescencia en muestras sin QD, solo con
fluorescencia verde, y se calculé el porcentaje detectado de esta sefial en el canal
rojo. Posteriormente se segmentd cada célula utilizando la sefial de GFP, dando
origen a la regién denominada célula. Luego se definié una mascara de QD (QDmask)
en la cual se incluyeron todos los pixeles con fluorescencia roja. Se sumaron los
valores de fluorescencia detectados en el canal rojo dentro de la mascara (suma rojo)
y en el verde (suma verde) en toda la célula. Asimismo se midi6 el tamafio de cada
célula. Para la cuantificacion de los QD unidos para cada una de las concentraciones
utilizadas se consideraron células con similares niveles de expresion, es decir con

similares valores de GFP/tamafio celular.
I1.2. D.8. Analisis cuantitativo de la internalizacion por microscopia

Para los experimentos en los que se cuantificd la internalizacion el tiempo 0
min o “inicio” se defini6 como el momento en el que se terminaron los lavados
posteriores a la marcacién y los tiempos 10, 20, 30, 40, 90 y 150 min se consideraron
como los intervalos en los que las células fueron incubadas a 37 °C. Las imagenes de

microscopia se procesaron con el programa Matlab como se detalla a continuacion:

Segmentacion (célula, membrana e interior): primero se resté el back-ground
(mediana) de cada canal. En el caso de las imagenes correspondientes a los QD655
se resto ademas la contribucion del bleed-through de la sefial de VFP en el canal rojo.
La segmentacion se llevo a cabo para cada célula utilizando la sefial de VFP (para
experimentos con IR-VFP) o la de atto488 (cuando se utiliz6 el IR-B-A1x3 marcado
con CoA-atto488) o bien con la imagen DIC para el caso de experimentos con el IR
salvaje (célula). Luego de la segmentacion de la célula se definié la region pre-
membrana como la imagen diferencia entre la célula y la erosién binaria (entre 5y 20
iteraciones; conectividad alternada) evaluandose el resultado por inspeccién visual. La
region pre-interior se defini6 como la imagen diferencia entre la célula y la pre-
membrana. Se generd a continuacién una mascara de QD (QDmask) marcando los

pixeles con fluorescencia roja. Con esta mascara se redefinid la membrana como el
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producto de QDnask Y pre-membrana, y la region interior como el producto entre QDyask

y pre-interior.

De modo equivalente se procedid6 en los experimentos con FITC-Ins,
generando una mascara (FITCask) conteniendo los pixeles con fluorescencia verde
mayor a un valor que se evalu6 como convenientemente diferente del inespecifico
analizando 100 células marcadas. Con esta mascara se redefinio la membrana y la

region interior en estos experimentos de modo similar que para los QD.

Clasificacion de las células segun los niveles de expresion de IR: la
clasificacion se realizé luego de la segmentacién de cada célula teniendo en cuenta el
valor medio de la sefal de VFP. Para esto se midio la suma de la sefial de VFP en
toda la célula, se midié el tamafio celular (en pixeles) y se calculé el cociente entre la
suma VFP y el tamafio celular. Las células con este cociente mayor a 25 cts/pixel se
consideraron con altos niveles de expresion del IR (alta expresion), células cuyo
cociente fue menor de 20 cts/pixel fueron clasificadas como células con bajos niveles
de expresion del IR (baja expresidn). En el caso del IR-B-A1x3 la clasificacién en alto y
bajo se realizé cuantificando la sefial de atto488 proveniente de la marcacion con CoA-
atto488 y ACPwt-S. Células con esta sefial > 1600 cts fueron consideradas dentro del
grupo alto y aquellas con esta medida < 900 cts se incluyeron en el grupo bajo. Es
importante aclarar que todas las imagenes fueron tomadas con los mismos parametros

de adquisicion y con el mismo factor de ampliacion en el microscopio confocal.

Estimacion del grado de internalizacion: Se sumaron los pixeles dentro de la
membrana y dentro de interior por un lado para el canal rojo y por otro para el canal
verde, midiéndose ademas el tamafio de dichas regiones. Para calcular el porcentaje
de internalizacion se estimo la cantidad de QD totales unidos (QDy;) como la suma de
QD en la membrana (QD,,) y QD en la region interior (QD;) calculdndose para cada
célula el cociente QD/QD.. Esta “calibracion interna” fue elegida para no depender del
efecto de la ganancia del amplificador y el factor de ampliacion utilizado durante la
adquisicion de cada imagen. Los niveles de expresion de los IR considerados se
estimaron como se indicé en el parrafo anterior y sélo se incluyeron en los analisis
células con niveles de expresion similares con el objeto de poder comparar
comportamientos en muestras homogéneas en lo que a niveles de expresion del

receptor se refiere.
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[1.2. D.9. Andlisis cuantitativo de la translocacidon a membrana de Akt

Se segment6 cada célula en la region membrana e interior utilizando la sefal
de SCFP para la segmentacion de modo equivalente a lo descripto anteriormente. Se
sumaron los pixeles dentro de la membrana y dentro de interior para cada canal. Para
calcular la proporcion de Akt en membrana se estimé la cantidad de Akt total (Akt)
como la suma de Akt en la membrana (Akt,) y Akt en la regién interior (Akt) Con estos
datos se calculd Akt, = Akt + Akt y se calculo para cada célula el cociente Akt /Akt;.
De modo equivalente se procedié con Akt fosforilado obteniendo asi una relacion

pAkt,/pAkt;indicativa de su distribucién dentro de la célula.
I1.2. E. Microscopia de fuerza atémica

Los experimentos de microscopia de fuerza atomica se realizaron en el Centro
de Microscopias Avanzadas (CMA) de la FCEN, UBA, en colaboracién con la Dra. Lia
Pietrasanta (CMA-FCEN, UBA. CONICET). Los mismaos fueron realizados en conjunto
con la Lic. Catalina von Bilderling (CMA).

El CMA cuenta con un microscopio de fuerza atbmica modelo Multimode de la
firma Veeco, con un controlador Nanoscope llla, equipado con una unidad Quadrex y
moédulo de acceso a sefiales. Las imagenes de AFM fueron analizadas con el

programa Nanoscope 5.30r3sr3 (Veeco).
[1.2. E.1. Preparacion de las células

Para los experimentos microscopia de fuerza atémica las células crecidas en
placas de 12 pocillos fueron transfectadas con el pcDNA3-IR-A o el pcDNA3-IR-B con
lipofectamina como ya se describié. Al dia siguiente, fueron plaguedas sobre
cubreobjetos de 12 mm previamente tratados con una solucién 5 pyg/ml fibronectina en
PBS durante 30 min. Al dia siguiente fueron deprivadas de SFB durante la noche
anterior al experimento, el cual fue realizado en DMEM. En los controles, una vez que
se detecto interaccion se le agrego a la muestra en el AFM 8 uM rhins con el objeto de
saturar los receptores y poder detectar la pérdida o disminucién de la fuerza de union

ligando-receptor en la misma region donde la interaccién habia sido medida.

En el caso de las células que fueron visualizadas por AFM, las mismas fueron
fijadas en 3.7 % PFA durante 20 min en hielo, rehidratadas en 10 mM Tris-HCIl pH 7 y

posteriormente en PBS. La visualizacién se realiz6 en PBS.
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[1.2. E.2. Modificacion del sensor de fuerza

Se utilizd un sensor de fuerza para AFM recubierto con una capa de oro
modificado con una cadena de polietilenglicol como espaciador con una biotina en el
extremo de Novascan Technologies, Inc. (Ames, EEUU). El sensor de fuerza se
incubd durante 1-2 h a TA con 1 yM SA en PBS. Luego de sucesivos lavados se
incub6 el sensor asi modificado con 2 yM BAC-Ins en una solucion denominada Rab
(135 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1mM CaCl,, 10 mM HEPES pH 7.2)

durante 1 h a TA. Los lavados se realizaron con la solucion Rab y luego con PBS.
I1.2. E.3. Medicion de mapas de fuerza

La constante elastica nominal (0.05-0.1 N/m) de los sensores de fuerza
comerciales tiene una incerteza del 50 % lo que hace necesario calibrar el cantilever
para que las mediciones de fuerza sean precisas. Se utilizd6 el método de ajuste
térmico (Hutter y Bechhoefer, 1993) en el cual se mide la deflexién generada por ruido
térmico, analizando los datos de los movimientos de vibracion libres del cantilever con
una rutina realizada en el Matlab. El método de ajuste térmico considera al cantilever
como un oscilador arménico simple y utiliza el teorema de equiparticion para relacionar
la energia del oscilador con la energia térmica. De este modo es posible calcular la

constante elastica (k) a partir de la temperatura (T), la constante de Boltzmann (Kg) y

el valor medio del cuadrado de la deflexién del cantilever libre <x2> por medio de la

ecuacion 1.9 :

k=—+ [ec. 11.9]

donde <x2> es el area debajo de la curva de densidad de potencia espectral

correspondiente a la serie temporal de la sefial de deflexiébn de la oscilacién libre del
cantilever. La incerteza tipica de este método de calibracién es del 10 %. Este método
desarrollado en el CMA por la Lic. Catalina von Bilderling permitié calibrar los
cantilevers en el microscopio utilizado y resolver el problema de la considerable

incerteza que presentan las constantes nominales de los sensores de fuerza.

La medicion de mapas de fuerza se realizé con las células en DMEM a TA. Se
analizaron 10 células para cada IR y para células no transfectadas utilizadas como
control. En regiones de 10 um x 10 uym se realizaron curvas de fuerza de 16 pixeles x

16 pixeles (256 curvas/region). La velocidad de retraccion de la punta con la que se
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adquirieron estas curvas de fuerza (salvo en los experimentos donde se vari6 el
loading rate) fue de 1.2 ym/s. Estos datos se representaron en mapas de fuerza donde
cada pixel muestra en una escala de grises la magnitud de la fuerza de adhesion
medida: blanco indica alta adhesion y negro representa baja adhesion. Posteriormente
se grafico la distribucion de las fuerzas de interaccion en histogramas que se ajustaron
a una distribucion de tipo Gaussiana.
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Capitulo 1. Quantum dots y prote inas fluore scente s para e studiarelIRen células

1. Quantum dots y proteinas fluorescentes pama el
estudio del IR

3.1. INTRODUCCION

La combinacién de proteinas fluorescentes fusionadas a moléculas de interés y
los QD unidos a diversos ligandos naturales ha permitido, como se menciono en la
Introduccion , el estudio in vivo de fendmenos celulares a nivel de células individuales

utilizando diversas técnicas de microscopia.

Varios trabajos han aplicado estas herramientas a diversos sistemas
bioldgicos. Fue posible visualizar de este modo el inicio de la transduccién de sefiales
desencadenada por los receptores del factor de crecimiento epidérmico (erbB/HER) en
células vivas (Lidke et al., 2004 y 2005). La familia de erbB incluye a los receptores
erbB1 (el clasico EGFR), erbB2, erbB3 y erbB4. La unién del ligando conduce a la
dimerizacion del receptor y a la autofosforilacién del dominio quinasa citoplasmatico
(Gadella y Jovin, 1995; Schlessinger, et al.,, 2002) desencadenando cascadas de
sefalizaciébn que controlan numerosos procesos tales como la divisién celular y la
replicacion del ADN (Yarden y Sliwkowski, 2001; Jorissen et al., 2003). El uso de QD
conjugados a SA permitid visualizar la union ligando-receptor, el transporte en
filopodias y la endocitosis de los complejos QD-EGF-EGFR (Figura 1.1.A).

A Endocitosis EGF-QD-EGFR en células CHO B
erbB1-GFP EGF-QD605 Superposicién  Transporte retrégrado de EGF-QD en filopodias de células A431

Figura 1.1. Unién de EGF vy transporte retrogrado en células CHO y A431. A. Células CHO
expresando erbB1-GFP incubadas con 7 nM EGF biotinilado durante 10 min a 4 °C y luego marcadas con
QD605. Panel de abajo: visualizacién luego de 5 min a 37 °C. Barras de escala: 20 ym. B. Transporte
retrégrado de EGF-QD en filopodias de células A431 expresando erbB3-mCitrina (proyeccién de maxima
intensidad de 4 secciones confocales de 0.5 um en funcién del tiempo). Recuadro: complejo individual de
EGF-QD transportado. C. Imagen ampliada de la regidon recuadrada en B mostrando el transporte
retrogrado en filopodia. Barras de escala: 5 um. Tomado de Lidke et al., 2004.

73



Capitulo 1. Quantum dots y prote inas fluore scente s para e studiarelIRen células

Estos trabajos permitieron ademas demostrar que erbB2, y no asi erbB3,
dimeriza con erbBl luego de la estimulacion con EGF (Lidke et al., 2004) y que
receptores erbB1 localizados en filopodias de células A431 muestran un sistematico
movimiento retrégrado luego de la union del ligando (Figura 1.1.B-C) (Lidke et al.,
2004, 2005 y 2007).

El transporte retrégrado del factor de crecimiento neuronal (NGF) también fue
estudiado en células PC12 diferenciadas utilizando QD conjugados a SA unidos a
NGF biotinilado (Echarte et al., 2007). Fue posible visualizar el NGF unido a células
vivas estudiando la dindmica de internalizacién en tiempo real (Figura 1.2). El
seguimiento cuantitativo de las nanoparticulas individuales unidas al factor de
crecimiento demostré que el movimiento retrégrado del NGF requeria la integridad de
los microtubulos. La fotoestabilidad y la intensidad del brillo de los QD hizo factible el
estudio en tiempo real de los complejos formados por los QD-NGF y el receptor de
NGF (NGFR) dentro de neuritas vivas durante periodos de tiempo prolongados que

otro tipo de marcaciones (VFP o anticuerpos + fluoréforos) no hubieran posibilitado.

A B NGF-QD655
DiC NGF-QD655 Pre-acido Post-acido

% internalizacién

0 80 0w

a37°C

Ed 4
Tiempo

Figura 1.2. Union de NGF e inte rnalizacién en células PC12. A. Visualizacion de células PC12
con NGF biotinilado y 50 pM QD. B. Internalizacion de complejos NGF-QD a 37 °C. Imagenes de DIC y de
fluorescencia de células marcadas en dos etapas con NGF biotinilado y QD655, incubadas por diferentes
periodos de tiempo a 37 °C antes de ser lavadas con &cido (panel del medio) y después de ser lavadas
con acido (1 min a TA con una solucién 0.1 M acido acético, 150 mM cloruro de colina y 0.1 % suero fetal
de ternero, panel derecho). Barras de escala: 10 um. C. Cinética de internalizacién. Los porcentajes de
internalizacion se calcularon como la relacion entre la sefial de QD-NGF antes y después del tratamiento
con acido. Tomado de Echarte et al., 2007.

Mas recientemente, los QD permitieron marcar el EGFR que se encuentra
sobreexpresado en varios gliomas distinguiendo asi células tumorales de tejidos
provenientes de biopsias de tumores tanto de bajo grado de avance como de alto
grado respecto de cerebros normales en un nivel macroscopico y de células
individuales en experimentos ex vivo (Kantelhardt et al.,, 2010). La fluorescencia

intensa y fotoestable asi como la rapida union diferencial de estas sondas cumplen
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con los criterios que serian requeridos en cirugias para distinguir células normales de
aquellas tumorales en una cavidad de donde se extirp6é el tumor, abriendo de este

modo un interesante y novedoso posible campo de aplicacion.

En este capitulo se presenta entonces la generacidén de vectores de expresion
de las dos variantes de splicing del IR fusionadas a distintas VFP con el primer
objetivo de estudiar la localizacion celular de estas isoformas por microscopia. Se
desarrolla también la estrategia para marcar insulina con QD con el segundo objetivo
de seguir por microscopia o citometria de flujo, la union de insulina al IR-A 'y al IR-B en
células vivas o fijadas y, como se vera mas adelante, la internalizaciéon del complejo
ligando-receptor (Capitulo 2). La utilizacion de un microscopio de seccionado 6ptico
de alta velocidad (PAM, por sus siglas en inglés, Programmable array microscope)
(Heintzmann et al., 2001; Hagen et al., 2007 y 2009) permitié a su vez, visualizar la
marcacién en tiempo real asi como la insulina unida a la membrana y filopodias sin
producir dafio en las células dada su alta velocidad de escaneo y el seccionamiento de

la iluminacion.

En las paginas siguientes se detalla la obtencion de las herramientas y la
evaluacion de su funcionalidad corroborando que las mismas desencadenaran la
cascada de sefalizacion del IR. El objetivo serd entonces estudiar el sistema IR-
insulina y otros ligandos con una nueva aproximacion experimental que permite el
andlisis en células individuales y durante periodos prolongados de tiempo. El estudio
del comportamiento de cada una de las variantes de splicing del receptor, sus
similitudes y diferencias se abordara en el Capitulo 2 una vez evaluadas las

herramientas a utilizar.
Objetivos

1. Generar vectores de expresion de las dos variantes de splicing del IR

fusionado a diversas VFP
2. Biotinilar insulina humana recombinante
3. Evaluar la funcionalidad celular de las herramientas generadas
4. Estudiar la localizacion y colocalizacién del IR-A e IR-B en células HelLa

5. Visualizar la unién ligando-receptor en células vivas
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1.2. RESULTADOS

1.2.1. Generacion de vectores de expresion del IR y evaluaciéon de las

construcciones

Se generaron vectores que permitieron expresar en ceélulas de mamiferos
ambas isoformas del IR salvaje asi como aquellas fusionadas a GFP y a nuevas
variantes de las proteinas fluorescentes cian (SCFP-3AC) y amarilla (SYFP-2F) mas
fotoestables y con mejores rendimientos cuanticos (Kremers et al., 2006): pcDNA3-IR,
pcDNA3-IR-GFP, pcDNA3-IR-SCFP, pcDNA3-IR-SYFP. La Figura 1.3.A-B muestra
los plasmidos generados dentro del vector pcDNA3 con los IR salvajes y fusionados a
VFP respectivamente. En la Figura 1.3.C se presenta la estructura del tetrAmero a3,
IR con sus dominios ricos en leucina (L1 y L2), el dominio rico en cisteinas que se
encuentra entre ellos (CR), luego los tres dominios Fnlll, Fnlll-1 en la subunidad a,
Fnlll-2 que se cliva post-traduccionalmente, y el Fnlll-3 en la subunidad (3, la region
interdominio (ID) que se encuentra en el final de la subunidad a y el principio de la
subunidad B, la regidbn yuxtamembrana que atraviesa la membrana celular
comenzando luego el dominio quinasa citoplasmatico. En el extremo C-terminal se
fusionaron las diversas VFP separadas por un linker de 7 aminoacidos (LALPVAT,;
Figura 1.3.C-D).

/}' an * o pam

wwd  PCDNAZ-IR

M 8650 pb

“

nﬁ-w‘.
ot
B
o

" am | pcDNAZ-IR-VFP

,,n, 10350 pb

SCFP

Figura 1.3. Generacion de construcciones del IR-VFP.  Vectores de expresion para expresar el
IR salvaje (A) o el IR fusionado a diversas VFP (B). C. Esquema de los dominios del IR y la fusién de VFP
en el extremo C-terminal. D. Heterodimeros IR-A/IR-B con cada isoforma fusionada a una VFP distinta.

Células humanas transfectadas con los plasmidos generados permitieron
observar la localizacion del IR mayoritariamente en la membrana celular corroborando
asi la expresion y localizacion correcta de las proteinas de fusién. En cambio, células
no humanas (CHO y Cos7) mostraron una abundante acumulacién del IR en el Golgi
(Figura 1.4).
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Superposicién

Figura 1.4. Expresion del IR-A-GFP en diversas lineas celulares. Células CHO (A), HelLa (B),
HepG2 (C) y HEK 293 (D) expresando el IR-A-GFP. La visualizacién se realizd6 por microscopia de
epifluorescencia en un microscopio Zeiss Axiovert S100. Barras de escala: 10 ym.

Anticuerpos especificos contra el extremo N-terminal (N20) o contra los
aminoacidos 128-205 (H78) de la subunidad a del IR permitieron corroborar la
identidad de las proteinas expresadas con ambos anticuerpos evaluando también su
localizacion (Figura 1.5). La sefial de GFP revelando el IR sobreexpresado mostré
colocalizacion con la sefial roja correspondiente al anticuerpo secundario (Cy3).
Ambas sefales se detectaron sélo en algunas células, permitiendo concluir que en las
células transfectadas la GFP esta fusionada al IR (es decir, se expresa correctamente
la fusion IR-GFP) y que estas quimeras se localizan fundamentalmente en la
membrana plasmatica como se esperaba. Asimismo, el analisis por Western blot
mostro el peso molecular correcto para las proteinas sobrexpresadas en células Hela.
En la Figura 1.12.C, se puede ver un gel representativo para el IR-A, el IR-B y las
guimeras con SCFP, mostrando la banda correspondiente a la subunidad 3 de 97 kDa
y otra banda mas pesada para el caso del IR-VFP que difiere en aproximadamente 25
kDa, el tamafio de GFP.
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IR-A-GFP IRa-Cy3 DAPI Superposicion bic

Figura 1.5. Inmunofluorescencia del IR-GFP.  Células HelLa expresando el IR-A-GFP fueron
incubadas con anticuerpos especificos contra el extremo N-terminal del IR: N20 (A) y H78 (B) y un
anticuerpo secundario conjugado a Cy3. C. El control son células incubadas solamente con el anticuerpo
secundario. La visualizacion se realizd en un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiovert S100. Barras
de escala: 5 um.

Luego de corroborar la correcta expresion y localizacion se analizdé si ambas
isoformas colocalizan en la membrana celular. Para esto se cotransfectaron células
con el pcDNAS3-IR-A-SCFP y el pcDNA3-IR-B-SYFP o bien con el pcDNA3-IR-A-SCFP
y el pcDNA3-IR-A-SYFP en cantidades equivalentes de ADN (Figura 1.6.A-B ).

IR-SCFP

IR-SYFP Superposicion PDM

(o3 Coeficientes de Manders
Z[]rﬂax Imb) B lem SCFPevlox } _ lem-:-.-.n‘...,\
\I = N'II‘-E P — N‘I\'\I.' e —
JZ(]ma):xZ(]mbl: Zlm"‘" Z““-“-“
Coeficiente de Pearson Producto de las diferencias respecto de la media
Z{Imu —Ima)x(Imb —Imb)
Rr = — — PDM = (Imscre - Imsere) X (Imsvee - Imsvre)
JZ(]m a—Ima) = Z[]mh —Imb)”

Figura 1.6. Colocalizacion del IR-A y del IR-B. A.  Células HelLa coexpresando el IR-A-SCFP y
el IR-B-SYFP. Barra de escala: 10 ym. B. Experimento similar coexpresando el IR-A-SCFP vy el IR-A-
SYFP. Barra de escala: 5 um. La visualizacion se realizé en un microscopio confocal Olympus Fluoview
FV 1000 (excitacion SCFP, 458 nm; excitacion SYFP, 515 nm; emision SCFP, BP: 475/25 nm; emision
SYFP, BP: 530/10 nm; modo secuencial). Los graficos PDM y de dispersion de intensidades (SCFP en
ordenadas; SYFP en abscisas) se muestran en el cuarto y quinto panel respectivamente. SCFP se
muestra en verde y SYFP en rojo. C. Célculo de los coeficientes de colocalizacion M, R, Mscrp Y Msyrp Y
ecuacion utilizada para graficar el PDM.
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La colocalizacién, observada cualitativamente en las imagenes de
superposicion (amarillo), se analiz6 cuantitativamente calculando los coeficientes de
Manders (M) y Pearson (Rr) como se detallé en Materiales y métodos (Figura 1.6.C).
Estos resultados ademas se muestran en graficos PDM, para lo cual se aplico el plugin
de analisis de correlacion de intensidades del Image J (Figuras 1.6.A-B , cuarto panel)
y en graficos de dispersion de frecuencias (Figuras 1.6.A-B , quinto panel). No se
observaron diferencias significativas entre los coeficientes del par IR-A-SCFP/IR-A-
SYFP y del par IR-A-SCFP/IR-B-SYFP, permitiendo entonces concluir que ambas

isoformas del IR colocalizan en la membrana celular.

Los coeficientes calculados se presentan en la Tabla 1.1 para células
sobreexpresando el par IR-A-SCFP/IR-A-SYFP o el par IR-A-SCFP/IR-B-SYFP.

Coeficiente/Par IR IR-A-SCFP /IR-A-SYFP IR-A-SCFP IR-B-SYFP
Rr 0.91 £0.05 0.90 +0.10
M 0.95+0.04 0.95+0.04
Mscep 0.87 £0.06 0.86 £0.04
Msvyep 0.85+0.04 0.82 £0.04
n 16 26

Tabla 1.1. Colocalizacion de las isoformas del IR. Coeficientes de colocalizacion (Rr, M, Mscrp Y
Msyep) calculados para células coexpresando el par IR-A-SCFP/IR-A-SYFP o el par IR-A-SCFP/IR-B-
SYFP a partir de imagenes de microscopia confocal. n indica el nimero de células analizadas. Los
resultados se expresan como el promedio + SEM.

1.2.2. Visualizacion de la insulina humana unida al IR en células vivas

Se marcé insulina recombinante con el objeto de poder visualizar el complejo
insulina-IR completo en células vivas. Para esto se trabajé con insulina bovina
biotinilada, BAC-Ins también bovina y se madific6 asimismo insulina humana

recombinante comparando su funcionalidad.

La reaccion de modificacion (esquematizada en la Figura 1.7.A) permitié
obtener insulina humana biotinilada con un linker de aproximadamente 18.2 A entre la

biotina y la hormona dado por los cuatro grupos Peo.
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Figura 1.7. Biotinilacion de rhins. A.  Estrategia de biotinilacion de la rhins. B-E. Espectrometria
de masa MALDI-TOFF (modo positivo) del producto de reaccién sin tratamiento (B), luego de la reduccion
con DTT (C), luego del tratamiento con tripsina 1-2 h (D) o bien con DTT (20 mM, 15 min) y seguidamente
con tripsina 1-2 h (E). La matriz utilizada en la espectrometria de masas fue acido sinapinico (10 mg/ml)
en 70 % acetonitrilo, 0.125 % TFA. F. Secuencia aminoacidica de la insulina humana y esquema de las
consecuencias de los tratamientos realizados para el andlisis por espectrometria de masas. S-S simboliza
puentes disulfuro.

La caracterizacion fue realizada por espectrometria de masa MALDI-TOF
(modo positivo) con las siguientes muestras: i) la muestra tal cual; ii) la muestra tratada
con DTT (obteniendo las cadenas A y B por separado, por reduccion de puentes
disulfuro); iii) la muestra tratada con tripsina (enzima que cliva luego de la ultima
arginina 22 de la cadena B y en algunos casos ademas digiere luego de la lisina 29 de
la cadena B); o iv) la muestra tratada primero con DTT y luego con tripsina (Figura
1.7.B-F).
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La Tabla 1.2 muestra los picos teoricos esperados para las cadenas A 6 B de
la insulina humana, el dipéptido con los puentes disulfuro y los fragmentos obtenidos

luego del tratamiento con tripsina.

Secuencia Pico tedrico (Da)
Cadena A GIVEQCCTSICSLYQLENYCN 2383.0073
Cadena B FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT 3428.6918
GIVEQCCTSICSLYQLENYCN +
Suma FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT 5811.6991
Dipéptido menos 6H GIVEQCCTSICSLYQLENYCN + 5805.6889
(puentes disulfuro) FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT — H,0 ’
GFFYTPKyY T 859.4348 y 120.0655
Péptido que se separa 6 6
con tripsina
GFFYTPKT 979.005
. . GIVEQCCTSICSLYQLENYCN +
Insulina sin GFFYTPKT FVNQHLCGSHLVEALYLVCGER 4826.1886
o GIVEQCCTSICSLYQLENYCN +
Insulina sin T FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK 5685.6234

Tabla 1.2. Calculo de los picos teéricos (Da) para las cadenas A y B de la insulina humana, del
dipéptido con los puentes disulfuro, de los péptidos que se separan luego del tratamiento con tripsina
(GFFYTPK y T 6 GFFYTPKT) y el resto de la molécula de insulina (insulina sin GFFYTPKT 6 insulina sin
T). Estos calculos fueron utilizados para la confeccion de la Tabla 1.3.

Segun los calculos realizados para la Tabla 1.2 y la masa que se adiciona por
cada grupo Peoy-biotina (473.22 Da) se estimaron los picos tedricos esperados para
cada uno de los tratamientos. Los productos esperados en la biotinilacion son: i)
insulina sin modificar (insulina); ii) insulina mono-biotinilada en el amino terminal de la
cadena A (se denominara A;), en el amino terminal de la cadena B (B;) o bien en la
lisina 29 de la cadena B (B,y); iii) insulina di-biotinilada en los dos amino terminales
(A1B1), o bien en cada uno de los aminos terminales y la lisina Bag (A1B29 6 B1Bg); 0 iv)
insulina tri-biotinilada en todos los grupos amino de la molécula (A;B;B). De este

modo se confeccionod la Tabla 1.3.
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Tal DTT DTT Tripsina
COMPUESTO Cual Tripsina
ua Cadena A Cadena B +DTT
s _:?_gcom 5299.9 2856.2
2449.7
Ay ] ] 6278.9 2856.2 3428.7
" oo 979.0 979.0
NH:
859.4 859.4
2922.9
B1 o 1 ! oon 6278.9 2383.0 3901.9
I 979.0 979.0
NH:
859.4 859.4
NHZ—:ZS—_l—{cow 4826.7 2383.0
2449.7
Bag ] ] 6278.9 2383.0 3901.9
N oo 1452.2 1452.2
B
1332.6 1332.6
. _:?_FOOH 5773.1 2856.2
2922.9
A:B, o | oon 6752.1 2856.2 3901.9
I 979.0 979.0
NH.
859.4 859.4
B —:zil—{cow 5299.9 2856.2
2449.7
Ai1Bogy ] ] 6752.1 2856.2 3901.9
N oo 1452.2 1452.2
B
1332.6 1332.6
NHFEZ;I—{COOH 5299.9 2383.0
2922.9
B1Bao o | oon 6752,1 2383.0 4375.1
[ 1452.2 1452.2
B
1332.6 1332.6
. _:zg_{cm 5773.1 2856.2
2922.9
A1B1B2o o 1 | oon 7225.4 2856.2 4375.1
I 1452.2 1452.2
B
1332.6 1332.6
NH; s-s CooH 4826.7 2383.0
2449.7
Insulina 5805.7 2383.0 3428.7
NH; L L I OOH 979.0 979
NH, 859.4 859.4

Tabla 1.3. Picos esperados (Da) para cada uno de los tratamientos realizados sobre las
muestras en el MALDI para los posibles productos obtenidos de la biotinilacion de la insulina humana:
insulina sin modificar, insulina mono-biotinilada (A1, B1 y Bag), insulina di-biotinilada (A1B1, A1B2g y B1B2g) 0
insulina tri-biotinilada (A1B1B2g). B simboliza Peos-biotina.

La Figura 1.7.B-E muestra espectros obtenidos para cada uno de los
tratamientos. Dado que la muestra sin ningun tratamiento (Figura 1.7.B) permitio

detectar un pico mayoritario correspondiente a la insulina sin modificar (m/z = 5805.6
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Da) y uno minoritario con m/z = 6279.9 Da (correspondiente a insulina mono-
biotinilada, ver asignacion de picos y picos experimentales y tedricos en Tabla 1.4) se
pudo concluir que la modificacion introducida fue de s6lo un grupo Peoy-biotina por
molécula de insulina. A su vez del andlisis se desprende que no se obtuvo insulina
modificada en el extremo amino terminal de la cadena A: el tratamiento con DTT +
tripsina (Figura 1.7.E) mostré que la cadena A no se encontraba modificada ya que
s6lo se detectd el pico con m/z = 2400.8 Da (correspondiente a la cadena A + ién Na*).
Asimismo el tratamiento con DTT permiti6 detectar un pico minoritario con m/z =
3902.1 Da correspondiente a la cadena B modificada por la introduccion de un grupo
Peo,-biotina (Figura 1.7.C). Cuando luego de la reduccion se tratd la muestra con
tripsina (Figura 1.7.E), el pico m/z = 2485.0 Da se asigné a la cadena B no modificada
sin el extremo C-terminal (GFFYTPKT). De este modo, se concluye que el grupo Peo,-
biotina se encuentra en la lisina 29 de la cadena B, sin haberse modificado el extremo
N-terminal de la cadena A. Esto es importante ya que dicho extremo es relevante en la
unién al IR in vivo (Pullen et al., 1976; Markussen et al., 1991). El rendimiento de la
reaccion resulté de aproximadamente 15 %, estimado a partir de los espectros MALDI-
TOFF.

Pico ; Pico exp Pico
Trata- exp (Da) Pico . . (Da) tedrico . o
. p tedrico Asignacion Da Asignacion
miento D (Da)
(mayor) (Da) (menor) (B29)
- 5805.6 5805.7 Insulina 6279.9 6278.9 A, By, B
DTT 2405,0 2383.0+23 Insulina (cadena A)+Na - 2383+23
Bag, B1B2g
(cadena A) 2383.0 2383.0 Insulina (cadena A) - 2383.0
DTT 3428.8 3428.7 Insulina 3902.1 3901.9 B., Bas, ABos
(cadena B) B1B2o
4863.5 4826.7+23 Insulina sin - 4826.7+23
Tripsina GFFYTPKT+Na - Bao
5704.5 5686.1+23 Insulina sin T+Na 5686.1+23
881.4 859.4+23 GFFYTPK+Na 1455.6 1452.2
Tripsina 2400.8 | 2383.0+23 | Insulina (cadena A)+Na - 2383+23 Bas, A1Bos,
BBy, A1B1B
+DTT 2485.0 | 2449.7+23 | Insulina (cadena B. sin - 2449.7+23 | O TR
GFFYTPK )+Na

Tabla 1.4. Picos mas importantes (Da) obtenidos para cada tratamiento del producto de la
reaccion luego de la liofilizacién. El pico mayoritario permite concluir que se tiene en mayor proporcion
insulina no modificada y el pico minoritario muestra que la modificacion se encuentra en la lisina ubicada
en la posicién 29 de la cadena B. Se muestran los picos teéricos calculados y los picos experimentales
asi como la asignacion de cada uno de ellos.
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Para evaluar la union de la rhins-biot al IR en células vivas se siguid la
estrategia resumida en la Figura 1.8.A y detallada en Materiales y métodos . Células
HelLa transfectadas con el pcDNA3-IR o el pcDNA3-IR-VFP se incubaron con rhins-
biot en una primera etapa a TA durante 15 min y luego de sucesivos lavados se
procedié a una segunda etapa de incubacion con QD655 conjugados a SA durante 10
min realizando finalmente los correspondientes lavados.

Insulina \ e
|
A IR biotinilada QD655

Transmisién
0 min

3Bfin,
]
%
o)
3
95 Imin
o
160 min
Figura 1.8. Visualizacion de la insulina humana unida al IR en células. A. Esquema de

marcacion. B-E. Células HelLa expresando el IR-A-SYFP marcadas con 50 nM rhins-biot y 1 nM QD655
visualizadas vivas en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion SYFP, 515 nm;
excitacion QD655, 405 nm; emision SYFP, BP: 535-565 nm; emision QD655, BP: 585-685 nm). Los
tiempos de incubacion a 37 °C se indican en la esquina superior derecha de cada figura. Barras de
escala: 10 ym.

En la Figura 1.8.B-E se muestra una secuencia de visualizacion de células
vivas expresando el IR-A-SYFP marcadas con la rhins-biot y los QD655 al concluir la
marcacion (0 min, Figura 1.8.B) o bien luego de incubaciones a 37 °C durante
diferentes periodos de tiempo: 35 min, 95 min y 160 min (Figuras 1.8.C-E ). Mientras
que en la etapa inicial la sefial de QD655 se localiza exclusivamente en la membrana
plasmatica, a medida que la internalizacion avanza la sefal roja se detecta en mayor
proporcion en el interior y en menor medida en la superficie celular, finalizando en la

region perinuclear.
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1.2.3. BAC-Ins y los QD se unen al IR y al IR-VFP en membranas y filopodias

La misma aproximacion utilizada con la rhins-biot se aplicé con la BAC-Ins
comercial tanto en células vivas como fijadas pudiendo ver marcacién en la membrana

celular y en las filopodias (Figura 1.9).

Células vivas Células fijadas
A IR-A-GFP QD655 Superposicion | B i* AR Y

- r 3 .

“IR-B-GFP
D E

QD655

Figura 1.9. Visualizacion del IR en membranas y filopodias. A. Células Hela expresando el
IR-A-GFP marcadas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 visualizadas vivas en el PAM (excitacién GFP y
QD655, 488 nm; emisiéon GFP, BP: 525/50 nm, emisién QD655, BP: 655/40 nm). Proyeccién de maxima
intensidad proveniente de 25 planos en z con 0.5 ym de distancia entre ellos. B. Células expresando el
IR-B-GFP, marcadas del mismo modo pero fijadas en 3.7% PFA antes de ser visualizadas por
microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta; excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 488 nm y 458
nm; emisiéon GFP, BP: 500/20 nm; emision QD655, LP: 650 nm). C. Ampliacién de la region recuadrada
en B. D. Célula expresando el IR-A-GFP marcada con 50 nM BAC-Ins y durante la adquisicion de las
imagenes en el PAM se adicionaron 50 pM QD655 a TA (excitacion GFP y QD655, 488 nm; emision GFP,
BP: 525/50 nm, emisiébn QD655, BP: 655/40). Ver la unién de QD en tiempo real en la Pelicula
Suplementaria 1.1. E. Ampliacién de la region recuadrada en el panel D. Proyeccion de méxima
intensidad de 15 planos en z para cada tiempo. La distancia entre planos fue de 0.5 ym y el tiempo de
exposicion de 50 ms/imagen. Barras de escala: 10 ym.

Visualizacion in vivo de la union de QD655

La unién de QD resulté especifica ya que, por un lado, solo fue detectada en
células transfectadas como se esperaba dado que las células HelLa expresan menos
de 5000 moléculas de IR enddgeno por célula (McKeon et al., 1990; ver células no
transfectadas dentro del mismo campo visualizado en cada experimento); y por el otro,
no se detectd union inespecifica en células incubadas con QD en ausencia de BAC-Ins

como se vera mas adelante.

En combinacién con la expresion de las quimeras IR-VFP, la BAC-Ins permitio
seguir la union de los QD en las filopodias y membranas de células HelLa vivas. El
PAM asimismo brind6é la sensibilidad y velocidad necesarias para visualizar QD
individuales unidos o uniéndose a la BAC-Ins en la membrana plasmatica de células
vivas expresando el IR-A-GFP (Figuras 1.9.A y 1.9.D-E). En el caso de células fijadas
expresando el IR-B-GFP la visualizacibn se realiz6 por microscopia confocal
permitiendo observar también la union de insulina al receptor en la membrana y en

filopodias (Figuras 1.9.B-C ). En los experimentos en tiempo real (Figuras 1.9.D-E ) se
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utilizé una concentracion de 50 pM QD655 de modo tal de poder visualizar QD655
individuales uniéndose a la membrana celular (ver Pelicula Suplementaria 1.1 ). En
todos los casos fue posible detectar la presencia del IR en la membrana y en filopodias
(revelado por la sefial de la VFP utilizada) y la union de insulina (revelada por los
QD655).

A continuacion se realizé una curva con concentraciones crecientes de QD655
entre 0.5 y 4 nM (iguales parametros de adquisicidbn durante la visualizacién por
microscopia confocal) con el fin de asegurar que los experimentos posteriores fueran

realizados en presencia de concentraciones no saturantes de QD655 (Figuras 1.10).

A B BAC-ins - + + + +
25 QD655 4 nM 0.5 nM 2 nM 3nM 4 nM
2.0

& IR-B-GFP

Q15 %
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Figura 1.10. Curva de saturacion de QD655 . A. Cuantificacion de la relacion QD655/GFP para
células expresando el IR-B-GFP marcadas con 50 nM BAC-Ins y QD655 (de 0.5 a 4 nM). Inesp: refiere al
control de union inespecifica de 4 nM QD655 (sin BAC-Ins). Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto a la concentracion anterior y posterior. Dos asteriscos indican p < 0.0001 y un
asterisco p = 0.01. B. Ejemplos de los experimentos cuantificados en A, realizados en un microscopio
confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 488 nm y 458 nm; emision
GFP, BP: 500/20 nm; emision QD655, LP: 650 nm). Barras de escala: 10 ym.

Se calcularon los cocientes entre la sefial de QD655 y la de GFP para cada
una de las concentraciones de nanoparticulas utilizada observando una curva
dependiente de la misma. Los cocientes QD655/GFP para 0.5 nM QD655 (0.1 £0.1, n
= 10), 1 nM QD655 (0.6 £ 0.2, n = 6) y 2 nM QD655 (1.2 £ 0.1, n = 7) resultaron
significativamente diferentes de los anteriores y posteriores puntos (0.5 nM QD655
versus 1 nM QD655: p < 0.0001; 1 nM QD655 versus 2 nM QD655: p < 0.0001; 2 nM
QD655 versus 3 nM QD655: p = 0.01). Esto es importante ya que sino podrian
enmascararse diferencias entre las isoformas del IR dado que se sabe poseen
afinidades diferentes por la insulina (Mosthaf et al., 1990; Yamaguchi et al., 1991,
1993; Pandini et al., 2002; Benyoucef et al., 2007). Se establecié que 1 nM QD655 era
una concentracion no saturante. La saturacion se alcanza con 3 nM QD655 (1.8 + 0.3,
n = 8) dado que el cociente QD655/GFP a esta concentracion no difiere
significativamente (p = 0.89) del obtenido cuando se utiliza 4 nM QD655 (1.3 +0.3, n =
11). Por lo tanto, y dado que la insulina biotinilada se encuentra siempre en exceso (50

nM), solo una parte de estas moléculas estara siendo marcada con 1 nM QDG655,

86



Capitulo 1. Quantum dots y prote inas fluore scente s para e studiarelIRen células

siendo la misma cantidad para ambas isoformas independientemente de eventuales

diferencias de afinidad entre ellas.

Los resultados obtenidos por microscopia fueron confirmados por citometria de
flujo. Células transfectadas con el IR salvaje o bien con el IR-SYFP se marcaron de
igual modo que para experimentos de microscopia y luego de ser colectadas con 0.5
mM EDTA en PBS (de modo de no remover los QD unidos a la superficie celular como
podria suceder en caso de utilizar tripsina), centrifugadas y lavadas se pasaron vivas
por el citbmetro detectandose la sefial correspondiente a los QD655 indicativa de la
presencia de ligando unido. En el caso del IR-SYFP también se recogié la sefial de
SYFP. La cuantificacion se realiz6 con el programa WinMDI Versién 2.9 definiendo
cuatro cuadrantes, como se muestra en la Figura 1.11.A, y determinando el
porcentaje de células en cada uno de ellos. Luego se relativiz el valor calculado en el
cuadrante superior derecho (correspondiente a mayores niveles de SYFP y de QD655)

a las células control (es decir, aquellas no tratadas ni con BAC-Ins ni con QD655).
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Figura 1.11. Unién de insulina al IR en célu las vivas por citometria de flujo. = Se pasaron por
el citobmetro de flujo detectandose la sefial de SYFP y de QD655: células Hela sin transfectar o
expresando el IR-A-SYFP sin marcar (A y D respectivamente), células incubadas s6lo con 1 nM QD655
(10 min a TA) sin BAC-Ins (B), células expresando el IR-A o el IR-A-SYFP y marcadas con 50 nM BAC-
Ins (15 min a TA) y 1 nM QD655 (10 min a TA) (C y E respectivamente). Las imagenes que se muestran
dentro de los gréaficos corresponden a experimentos similares obtenidas por microscopia confocal. F.
Cuantificacion de la proporcién de eventos en el cuadrante numerado como Il en el panel A con alta sefial
de SYFP (células transfectadas) y alta sefial de QD655 (union de insulina). Se relativizd dicha proporcion
a la obtenida para células solo incubadas con QD655 sin BAC-Ins previamente (n = 3 experimentos
independientes). El asterisco indica p < 0.0005.

Las Figuras 1.11.C y 1.11.E muestran los resultados para un experimento
representativo en el cual células expresando el IR o el IR-SYFP respectivamente

permitieron detectar sefial de QD655 significativamente mas alta que en el caso de
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células que se incubaron con los QD655 sin BAC-Ins como control. En ambos casos la
sefal en los cuadrantes superiores (I y 1) es mayor que en los controles. Dado que la
sefial de SYFP permite discriminar las células efectivamente transfectadas, se
cuantificd en estos experimentos la proporcion de eventos dentro del cuadrante Il (alta
sefial de SYFP y alta sefial de QD655). Esto se hizo para las muestras provenientes
de células transfectadas e incubadas con BAC-Ins, las muestras de células control sin
transfectar y las de células incubadas so6lo con QD655. Luego se relativizaron estos
datos a las células sin transfectar (veces respecto del control: 1.1 + 0.1 para células
s6lo incubadas con QD655 sin BAC-Ins; y 5.4 + 0.3 para células transfectadas
incubadas con BAC-Ins y QD655, n = 3 experimentos independientes) observandose
diferencias significativas entre la presencia y la ausencia de BAC-Ins previamente a la
incubacién con QD655 (p < 0.0005). Esto confirma que la marcacion es especifica,
que las células transfectadas unen insulina biotinilada y que ambas aproximaciones
(microscopia y citometria) resultan validas para estudiar la unién de insulina al IR a

nivel de células vivas individuales.
1.2.4. Las herramientas generadas desencadenan la sefializacion en células

Células HelLa expresando el IR-GFP (isoformas A y B) o el IR-B fueron
estimuladas durante 10 min con 100 nM rhins o BAC-Ins luego de ser hambreadas
durante toda la noche en DMEM suplementado con 0.1 % BSA. La activacion por
autofosforilacion de los receptores se estudi6 en primera instancia por
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo especifico contra la subunidad 8 del IR

fosforilada en su tirosina 1361 como se muestra en las Figuras 1.12.A-B y 1.13.A.

El receptor fosforilado se detecté en membrana para células transfectadas con
las diversas construcciones. Células expresando el IR-A-GFP, IR-B-GFP o IR-B y
estimuladas con rhins presentaron sefial en la membrana mientras que células no
transfectadas o no estimuladas fueron negativas a la inmunofluorescencia. La
fluorescencia en membrana correspondiente al anticuerpo secundario conjugado a
Cy3 (reportero de los niveles de activacion del IR) se cuantificé en células individuales
para el IR-B (Figura 1.13.B). La activacion inducida por BAC-Ins no fue
significativamente diferente de la inducida por rhins (n = 5-7; p > 0.05; Figura 1.13.B).
Estos resultados se confirmaron por experimentos de Western blot con un anticuerpo
contra tirosinas fosforiladas (PY20) mostrando que tanto los IR salvajes como los IR-
VFP pueden ser activados por rhins (Figuras 1.12.C-D ) y por BAC-Ins (Figura 1.13.C-
D). La activacién inducida por ambas insulinas no fue diferente confirmando asi los

resultados obtenidos por microscopia confocal cuantitativa.
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Figura 1.12. Expresion y activacion de los IR-VFP por rhins. Células HelLa expresando el IR-
A-GFP (A) o el IR-B-GFP (B) fueron hambreadas durante 16 h, y luego estimuladas o no con 100 nM
rhins durante 10 min a 37 °C, fijadas en metanol y analizadas por inmunofluorescencia con un anticuerpo
contra la subunidad B8 del IR fosforilada (Tyrl361) y un anticuerpo secundario conjugado a Cy3. La
visualizacion fue realizada en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm;
excitacion Cy3, 532 nm; emision GFP, 500-520 nm; emision Cy3, 563-606 nm; modo Meta). Barras de
escala: 10 um. C. Células HelLa expresando el IR salvaje o el IR-SCFP hambreadas toda la noche en
DMEM suplementado con 0.1 % BSA fueron estimuladas con 100 nM rhins durante 10 min y los lisados
fueron analizados por Western blot con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (PY20) y luego contra la
subunidad S del IR o bien contra ERK 1/2 fosforilado y posteriormente contra ERK 1/2. D. Cuantificacion
de la activacion del IR. Los valores de estimulacion para cada construccion (+) se normalizaron al
correspondiente sin estimulacion (-). Los resultados se muestran como el promedio + SEM de por lo
menos 3 experimentos independientes. E. Cuantificacion similar para la fosforilaciéon de ERK 1/2 (n 2 4
experimentos independientes). F. Esquema de parte de la via de sefializacion del IR (p indica
fosforilacion).

A continuacién se evalud un evento rio abajo en la cascada de sefalizacion del
IR (Figura 1.12.F). Esta descripto que la unién de insulina y la posterior
autofosforilacion del IR desencadena la movilizacion de proteinas adaptadoras a la
membrana celular (White, 1998; Sebastian et al., 2006). De este modo, las sefales
inducidas por la insulina se propagan a través de numerosas vias interconectadas que
incluyen la de PI3K/Akt y la cascada de las MAPK rio abajo de Ras (Borisov et al.,
2009). La activacion de ERK 1/2 se analiz6 entonces por Western blot con el objeto de
evaluar la correcta funcionalidad de las herramientas generadas rio abajo del receptor.
Células expresando las diferentes quimeras del IR mostraron que la estimulacion con
100 nM rhins 0 BAC-Ins desencadena la fosforilacion de ERK 1/2 de manera normal
(Figuras 1.12.C y 1.12.E, 1.13.Cy 1.13.E).
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Figura 1.13. Activacion del IR-A e IR -B salvajes por rhins y BAC-Ins.  A. Células expresando
el IR-B sin estimular o estimuladas durante 10 min a 37 °C con 100 nM rhins o BAC-Ins, fijadas y
analizadas por inmunofluorescencia con un anticuerpo contra la subunidad S del IR fosforilada (Tyr1361) y
un anticuerpo secundario conjugado con Cy3. La visualizacién fue realizada en un microscopio confocal
Zeiss LSM 510 Meta (excitacion, 532 nm; emisién, LP: 560 nm). Barras de escala: 10 ym. B.
Cuantificacion de la sefial correspondiente a la fosforilacion en la membrana. C-E. Evaluacion por
Western blot de la activacion del IR y de la fosforilacion de ERK 1/2 inducidas por 100 nM rhins o BAC-Ins
durante 10 min en células expresando el IR-A o el IR-B hambreadas toda la noche en DMEM
suplementado con 0.1 % BSA. El analisis se realiz6 con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (PY20)
y luego contra la subunidad B del IR o bien contra ERK 1/2 fosforilado y posteriormente contra ERK 1/2.
Los resultados se muestran como el promedio + SEM de por lo menos 3 experimentos independientes.

1.3. DISCUSION

La generacion de los vectores de expresion que codifican para las dos
isoformas del receptor de insulina fusionadas a GFP, SCFP o SYFP en combinacion
con el ligando biotinilado y QD conjugados con SA permitio visualizar el IR y la insulina
humana en membranas y filopodias de células vivas. Por inmunofluorescencia,
marcacién de insulina biotinilada con QD conjugados a SA y por medio de
experimentos de Western blot con anticuerpos especificos se corrobor6 que todas las
quimeras generadas son funcionales ya que se expresan y localizan correctamente,
unen insulina, se internalizan, se autofosforilan y desencadenan la sefalizacién propia

inducida por esta hormona.

Con respecto al ligando, se modificé covalentemente la rhins con una biotina
unida al espaciador Peo,. Es importante que la modificacién se introduzca o bien en el
extremo N-terminal de la cadena B o bien en la lisina ubicada en la posicién 29 de la

misma cadena ya que el amino terminal de la cadena liviana se encuentra involucrado
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en la unién al receptor in vivo y por lo tanto en su actividad biol6gica (Levy et al., 1967,
1973; Glieman et al., 1974; Pullen et al., 1976; Markussen et al., 1991; Tsai et al.,
1997; Li et al., 2005). Si bien el rendimiento resultd de aproximadamente un 15 %, se
confirmé que la insulina modificada se une al IR en células vivas y se internaliza
normalmente. Entre la hormona y la biotina se introdujo un espaciador (linker) de
aproximadamente 18.2 A constituido por cuatro grupos Peo, dado que experimentos
realizados con insulina biotinilada comercial (sin espaciador) no permitieron detectar
marcacion con QD conjugados a SA. A su vez, al preformar el complejo BAC-Ins-
QD655 antes de incubar las células tampoco fue posible observar marcacion. Se
probaron para esto diversos tiempos de incubacion del complejo preformado con las
células (15, 30 6 60 min), diferentes temperaturas (15 °C o TA), diversas
concentraciones de complejo y distintas relaciones BAC-Ins/QD655. Estos resultados
son consistentes con el modelo que propone una conformacion de “V invertida” para el
ectodominio del IR con un angulo de apertura tal que particulas del tamafio de los QD
no podrian acceder (McKern et al., 2006). De este modo, la presencia del espaciador
permite la conjugacion de la insulina (rhins-biotinilada o BAC-Ins) unida al IR dentro de
la “V invertida” con los QD conjugados a SA fuera de dicha “V invertida”. Asimismo, se
confirmo que la BAC-Ins (bovina y comercial) se comporta como la rhins (activando el
IR y gatillando la fosforilacion de ERK 1/2) conduciendo esto a la posibilidad de

utilizarla en los experimentos que se presentaran en el Capitulo 2 .

Los experimentos coexpresando ambas isoformas fusionadas a diferentes VFP
en los cuales se calcularon los coeficientes de Manders y Pearson mostraron que el
IR-A 'y el IR-B colocalizan en la membrana plasmatica. Si bien estos resultados no nos
permiten concluir nada acerca de la interaccion entre isoformas, estan de acuerdo con
los reportes que sostienen o suponen la existencia de los heterodimeros IR-A/IR-B
(Pandini et al., 1999; Benyoucef et al., 2007; Blanquart et al., 2008). En contraposicion,
Uhles y colaboradores (2003) muestran mediante experimentos de transferencia de
energia (FRET, por sus siglas en inglés, Forster resonance energy transfer) en células
pancreaticas 3 que las dos isoformas del IR localizan en diferentes dominios de la
membrana plasméatica impidiendo la formacién de heterodimeros, justificando
entonces, desde su punto de vista, la sefializacion diferencial de cada isoforma. Sin
embargo, esta reportado (Olson et al., 1988) y aceptado que la dimerizacion de estos
pro-receptores y la formacién de sus puentes disulfuro entre las subunidades a tiene
lugar post-traduccionalmente en el RE. En consecuencia, la segregacion de las
isoformas del IR para formar homodimeros o heterodimeros (IR-A/IR-A e IR-B/IR-B o

IR-A/IR-B, respectivamente) deberia ocurrir en el RE, dado que no existen evidencias
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de intercambio de puentes disulfuro en pasos subsiguientes del proceso de
maduracion y trafico del receptor, apoyando entonces a la mayoria de los trabajos

publicados.

Las herramientas generadas mostraron ser biologicamente funcionales. Las
mismas permitieron seguir la union del ligando al IR con una estrategia novedosa,
aplicada en otros sistemas biolégicos como el del EGF y el NGF y sus respectivos
receptores (Lidke et al., 2004, 2005 y 2007; Echarte et al., 2007; Kantelhardt et al.,
2010). De este modo, fue posible visualizar el ligando y el receptor diferencialmente
con el objetivo de seguir procesos de endocitosis en células individuales vivas o fijadas
(Capitulos 2, 4 y 5). La puesta a punto del sistema generado abre las puertas a otro
tipo de experimentos que aprovechen sus caracteristicas. El hecho de que estas
herramientas hayan permitido la marcacion especifica sin afectar la sefalizacién
normal en células vivas condujo al disefio de estudios a nivel de moléculas Unicas
enfocados en la interaccién ligando-receptor. Como se discutira en el Capitulo 6, la
microscopia de fuerza atémica con ligandos biotinilados unidos a un cantilever
modificado con SA es una herramienta apropiada para medir fuerzas de interaccion

ligando-receptor a nivel de moléculas individuales en células vivas.

En conclusion, las herramientas desarrolladas posibilitan el disefio de
experimentos para responder preguntas abiertas de un modo novedoso: ¢qué sucede
durante la internalizacion del receptor de insulina y su ligando en células vivas?,
¢existen diferencias en la endocitosis de las dos variantes de splicing del IR?, ¢qué
relacibn puede establecerse entre el proceso de endocitosis y las cascadas de
sefalizacion rio abajo del IR? (Capitulo 2); ¢.es posible marcar extracelularmente el IR
para diferenciar el receptor que esta siendo procesado del que ya se localizé en
membrana y/o fue endocitado, asi como para eventualmente distinguir ambas
isoformas? (Capitulo 3); ¢es posible estudiar la formacion de heterodimeros entre
isoformas del IR formados exclusivamente en la membrana plasmatica? (Capitulo 4 );
cpueden extenderse estos estudios a otro ligando que se sabe posee afinidad por el
IR como es el IGF-11? (Capitulo 5); ¢ es posible medir la fuerza de interaccién entre el

receptor y el ligando al nivel de moléculas individuales? (Capitulo 6 ).

Pelicula Suplementaria 1.1. Visualizacion en tiempo real de la uniéon de QD655 a la BAC-Ins
en células vivas en el PAM. Células HelLa expresando el IR-A-GFP marcadas con 50 nM BAC-Ins
durante 15 min a TA y durante la adquisicion de las imagenes se adicionaron 50 pM QD655 a TA. Se
adquirieron, para 48 tiempos, 5 planos en z con una separacion de 0.5 pm entre ellos y un tiempo de
exposicion de 50 ms/imagen (excitacion GFP y QD655, 488 nm; emision GFP, BP: 525/50 nm; emision
QD655, BP: 655/40 nm). GFP se muestra en verde y QD655 en rojo.
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2. Dnamica diferencial de la endocitosis y Ia
senalizacion delIR A e IR-B

2.1. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la existencia de las dos variantes de splicing del IR
publicado en 1985 simultdneamente por dos grupos en las revistas Cell y Nature
(Ebina et al., 1985 y Ullrich et al., 1985) hubo un importante nidmero de trabajos
mostrando diferentes e interesantes aspectos del comportamiento de ambas
isoformas. Dado que la abundancia relativa de los ARNm que codifican para los dos IR
es un fendbmeno finamente regulado que se encuentra conservado en mamiferos
(Goldstein et al., 1990), resulta razonable considerar que las diferencias funcionales de

las dos isoformas son relevantes para la accion tejido especifica de la insulina in vivo.

Las propiedades de union del IR-A y el IR-B fueron estudiadas en los ultimos
treinta afios por numerosos grupos reportando en algunos casos resultados
controversiales. La mayoria de ellos concluyen que la isoforma A muestra una afinidad
de aproximadamente el doble por insulina que la isoforma B (Mosthaf et al., 1990;
Yamaguchi et al, 1991 y 1993; Pandini et al, 2002; Benyoucef et al, 2007). Si bien la
significancia fisiolégica de esta diferencia no es clara ni se encuentra aun bien
establecida, se especula que la predominancia de la isoforma de menor afinidad (IR-B)
en el higado por ejemplo puede tener como objeto compensar la alta concentracion
portal de insulina in vivo a la que se encuentra expuesto el higado (Mosthaf et al.,
1990).

También se presentan controversias en lo que se refiere a la tasa de
internalizacion de ambas isoformas del IR. Mientras McClain y colaboradores (1991)
informan que no existirian diferencias entre el IR-A y el IR-B, Yamaguchi y
colaboradores, durante el mismo afo, concluyen lo opuesto con una aproximacion
experimental muy similar. En particular, demuestran una diferencia en la
internalizaciéon del receptor inducida por insulina donde la endocitosis del IR-A se
encuentra favorecida. Esta diferencia, discuten, no es un artefacto de la mayor afinidad
de esta isoforma por el ligando ya que todos los datos de internalizacién fueron

normalizados a la cantidad de ligando unido a la superficie celular. Hasta el momento,
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solo alteraciones que involucran la autofosforilacion del receptor (Wilden et al., 1990;
Reynet et al., 1990 y 1994) o la estructura intracelular de la subunidad 3 del receptor,
en particular la regidon yuxtamembrana (Backer et al., 1990; Thies et al., 1989) o el sitio
de unién a ATP (McClain, 1987; Hari y Roth, 1987; Russell et al., 1987; Yamamoto et

al., 1990) mostraron tener efecto en el bloqueo de la internalizacion del receptor.

Durante el mismo afio en el que los grupos de Yamaguchi y McClain publicaron
sus trabajos controversiales, se reportan estudios cinéticos de la internalizacion del IR-
Ay el IR-B en fibroblastos de raton utilizando insulina marcada radiactivamente con
resultados concordantes a los de Yamaguchi. Mientras la isoforma A alcanzo el
maximo de internalizacién (aproximadamente 65 % del total) a los 10 min con una tasa
de reciclado cercana al 80 % de los receptores internalizados luego de 20 min, la
internalizacién del IR-B presentd el maximo de 60 % luego de 15 min sin reciclado
detectable dentro de los 30 min (Vogt et al., 1991). EI mecanismo molecular por el cual
la presencia del segmento de 12 amino acidos en el extremo C-terminal de la
subunidad a codificado por el exén 11 influye en la tasa de internalizacion no se

conoce hasta el momento.

Todos estos estudios publicados en el lapso de los dltimos 30 afios permitié
tener un conocimiento profundo desde el punto de vista bioquimico del sistema
insulina-IR. Sin embargo, poco se ha avanzando en el estudio a nivel de células
individuales y de dinamica de las dos isoformas del IR in vivo. Esto motivé esta parte
del trabajo cuyo objetivo fue estudiar la dindmica espacio-temporal del IR y su ligando,
centrando la atencion en el proceso de endocitosis de ambas isoformas y su efecto en
ciertas etapas de la cascada de sefializacion desencadenada por cada una. Se
disefiaron y generaron un conjunto de herramientas (descriptas en el Capitulo 1) que
permitieran “mirar en la superficie y dentro” de las células vivas, estudiar la union del
ligando al receptor y su internalizacion poniendo el interés en comparar el

comportamiento de ambas isoformas del IR.
Objetivos
1. Visualizar la internalizacion del complejo insulina-IR

2. Estudiar cualitativa y cuantitativamente la dinAmica de endocitosis de las

isoformas del IR en células vivas e individuales

3. Correlacionar las diferencias en la internalizacion con la sefalizacion

metabdlica y mitogénica del IR-A e IR-B
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2.2. RESULTADOS

2.2.1. Endocitosis del complejo insulina-IR

Como se menciond en el capitulo anterior, es posible visualizar la endocitosis
de QD-insulina mediada por el IR por microscopia confocal en células vivas. En la
Figura 2.1 se muestra una secuencia de internalizacion para células expresando cada
una de las isoformas del IR (IR-A-GFP e IR-B-GFP) marcadas con BAC-Ins y QD655 e
incubadas a 37 °C durante diferentes periodos de tiempo. Nuevamente, mientras los
QD655 se localizan exclusivamente en la membrana plasmatica en las células no
incubadas a 37 °C, la proporcion de QD655 presente en el citoplasma aumenta al

incrementar el tiempo de incubacion a 37 °C en el caso de las dos isoformas del IR.

IR-A-GFP QD655 Superposicion DIC

0 min

20 min

40 min

150 min

Figura 2.1. Internalizacion del complejo insulina-IR. Células HelLa expresando el IR-A-GFP
(A) o el IR-B-GFP (B) se marcaron vivas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 a 15 °C, se incubaron a 37 °C
los tiempos indicados y fueron fijadas en 3.7 % PFA. C. Control del pegado inespecifico de QD655, es
decir, las células se incubaron sélo con QD655 sin BAC-Ins previamente. La visualizacion se realizd en un
microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 488 nm y 458 nm;
emision GFP, BP: 500/20 nm; emisién QD655, LP: 650 nm). Barras de escala: 10 ym.

La informacién cualitativa que hasta el momento se obtuvo sobre la endocitosis
se analizé de modo cuantitativo en células individuales. Para esto se disefié una rutina
en el Matlab que permiti6 segmentar cada una de las células en una region
denominada interior y una region denominada membrana como se muestra en la
Figura 2.2.E. Luego de dicha segmentacion se cuantifico la sefial de QD dentro de
cada una de las regiones (QD; y QD) y los QD (QD; + QD,,) pudiendo asi establecer
el grado de internalizacion como QD/QD; (ver Materiales y métodos ). En la Figura

2.2.F se muestran estos resultados en células expresando el IR-B (se muestran
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ejemplos de estas imagenes en los paneles A-D): 20 min, 48 % + 7 % (n = 17); 40 min,
64 % £ 18 % (n = 39); y 150 min 81 % + 10 % (n = 23). El porcentaje de internalizacion
luego de cada tiempo de incubacién a 37 °C resulté estadisticamente diferente (p <

0.001), definiendo entonces un patron temporal de endocitosis.

QDB55 Superposicion DIC QD655 Superposicion DIC
0 min Ko 40 min
20 min 150 min
Segmentacién F &
*
"TJEETPF_EHS 5 100
IR-GFP ie) *
QDB55 S
@ 50
£
L
=
QD; ®
% internalizacion= —  x 100 0 ? 20 40 150
QD; + QDm Tiempo de incubacion (min)

Figura 2.2. Cuantificacion de la internalizaci  6n del complejo insulina- receptor. A-D.  Células
HelLa expresando el IR-B se marcaron vivas con 50 nM BAC-Ins y 1nM QD655 a 15 °C, se incubaron a 37
°C durante 0 (A), 20 (B), 40 (C) 6 150 min (D) y luego de ser fijadas en 3.7 % PFA se visualizaron por
microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta, excitacion QD655, 488 nm y 458 nm; emision QD655, LP:
650 nm.). Barras de escala: 10 ym. E. Segmentacién realizada con el Matlab sobre cada célula. F.
Cuantificacion de la internalizacion en células expresando el IR-B. Los asteriscos muestran diferencias
significativas (p < 0.001; n = 17-39 células).

Para confirmar la endocitosis, luego de la incubacion las células se pusieron en
contacto breve con una solucién acida con el objeto de remover el ligando unido a los
receptores de la superficie pudiendo entonces diferenciarlos del realmente
internalizado (Haft et al., 1998; Lidke et al., 2004). Células expresando el IR-VFP o el
IR salvaje marcadas con 50 nM BAC-Ins durante 15 min y luego con 1 nM QD655
durante 10 min a 15 °C, se incubaron a 37 °C por diferentes periodos de tiempo y
finalmente se fijaron o previamente a la fijaciébn se trataron 5 min con acido. En la
Figura 2.3 se muestra un experimento representativo para células expresando el IR-B-
GFP. El tratamiento &cido despega totalmente la marcacién en el momento inicial dado
que aun no comenzd la internalizacion y la interaccién ligando-receptor que se
encuentra Unicamente en la superficie celular es susceptible a la disociacion a pH bajo
(Figura 2.3.B). A medida que la internalizacién avanza se observa que aumenta la
sefial de QD655 en el interior celular y que ésta es resistente al tratamiento con acido
por encontrarse dentro de la célula (comparar las Figuras 2.3.B y 2.3.D). El

tratamiento breve con acido demostré que los complejos insulina-QD655 se localizan
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al principio exclusivamente en la membrana plasmatica y que sélo se internalizan al
incubar las células a 37 °C. Estos resultados confirmaron que la endocitosis ocurre

efectivamente.

IR-B-GFP QDB55 Superposicion DiC IR-B-GFP QDB55 Superposicién DIC

Figura 2.3. Confirmacion de la endocitosis por microscopia confo cal y tratamiento &cido.

Células HelLa expresando el IR-B-GFP se marcaron vivas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 a 15 °C y
fueron directamente fijadas en 3.7 % PFA (A) o bien previamente a la fijacién se las trat6 durante 5 min
con una soluciéon 0.1 M Na-glicina pH 3, 0.5 M NaCl (B). C-D. Los paneles de la derecha muestran el
mismo tipo de experimentos pero luego de la marcacion las células fueron incubadas a 37 °C durante 150
min. La visualizacion se realizé en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm;
excitacion QD655, 488 nm y 458 nm; emision GFP, BP: 500/20 nm; emisién QD655, LP: 650 nm). Barras
de escala: 10 ym.

Finalmente, fue posible seguir el proceso de internalizacion por citometria de
flujo, técnica que permite evaluar un nimero mas grande de eventos y al mismo
tiempo analizar cada evento (célula) en particular. En este caso, células expresando el
IR-A-SYFP marcadas con BAC-Ins y QD655 e incubadas a 37 °C fueron colectadas
con EDTA en PBS y su fluorescencia analizada por citometria de flujo. La medicién se
realizé sobre las células vivas y las marcaciones se realizaron por duplicado. Se utilizé
una muestra tal cual y la otra tratada brevemente con una solucion acida durante 2 min
con el objeto de despegar los complejos BAC-Ins-QD655 localizados en la superficie
celular pudiendo asi medir Unicamente los internalizados. Se analizé primero dénde se
localiza la media geométrica en los histogramas que muestran el nimero de eventos
en funcion de la sefal de QD655. Para esto se seleccionaron solamente los eventos
con SYFP comparando los graficos de células transfectadas y los de las que no
habian sido transfectadas. Una vez seleccionada la regién que presentaba eventos
con SYFP se realizaron los histogramas para la sefial de QD655 para cada uno de los
tiempos de incubacién a 37 °C. Cuando se superpusieron estos histogramas resulté
claro que en el caso de las muestras tratadas con &cido la media se corre a valores
mayores a medida que se incrementa el tiempo de incubacion a 37 °C. Esto no sucede
con las muestras no tratadas con acido (Figura 2.4.A-B). Se calculé la media
geomeétrica para cada caso y se la normaliz6 a la de tiempo 0 min en 5 experimentos
independientes. Este analisis se muestra en la Figura 2.4.C y en la Tabla 2.1 tanto

para muestras tratadas con acido como para aquellas no tratadas.
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Figura 2.4. Andlisis de la internalizacién en células vivas por citometria de flujo. Células

HelLa expresando el IR-SYFP marcadas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 a TA fueron incubadas
durante diferentes tiempos a 37 °C, se trataron o0 no con una solucién acida (0.1 M Na-glicina, pH 3, 0.5 M
NaCl) durante 2 min, se colectaron con 0.5 mM EDTA y se pasaron vivas por el citometro de flujo
detectandose la sefial de SYFP y de QD655. Se realizaron los histogramas para la sefial de QD655 de los
eventos que eran positivos para SYFP (células transfectadas) superponiéndose los de las muestras
provenientes de células incubadas a 37 °C durante 90 min y aquellas no incubadas (A y B). C. Andlisis de
la media geométrica de los histogramas normalizada a la media geométrica a tiempo O min de cada
experimento. Los resultados se muestran como el promedio + SEM de 5 experimentos independientes. D-
E. En cada histograma de QD655 se determind un marcador (M1) que incluyera aproximadamente el 4 %
de los eventos a tiempo 0 min (D). Para cada tiempo de internalizacion se midi6 el porcentaje de eventos
dentro de esa region y este andlisis de 5 experimentos independientes se muestra en el panel E. La
normalizacion se realiz6 a la situacion a tiempo O min. Los asteriscos negros muestran diferencias
significativas con la situacion a tiempo O min) y los asteriscos celestes indican diferencias entre las
muestras tratadas o no con acido (*: p = 0.03; **: p = 0.003; ***: p < 0.0008).

) ) ., Media geométrica normalizada
Tiempo de incubacion
a37°C N -
Sin &cido Con é&cido
0 min 1.0+£0.0 1.0+0.0
20 min 1.2+0.2 3.1+£05
40 min 1.1+0.1 6.2+12
150 min 1.2+0.2 10.0+1.0

Tabla 2.1. Endocitosis por citometria de flujo. Analisis del efecto de la incubacién a 37 °C en el
corrimiento de la media geométrica para la sefial de QD655. Células expresando el IR-SYFP marcadas
con 50 nM BAC-Ins y1 nM QD65 incubadas a 37 °C durante 20, 40 6 150 min se trataron o no durante 2
min a TA con 0.1 M Na-glicina, pH 3, 0.5 M NaCl, se lavaron y se colectaron con 0.5 mM EDTA. Se
pasaron vivas por el citbmetro de flujo. Luego de seleccionar los eventos con sefial de SYFP (células
transfectadas) se realizaron los histogramas para la sefial de QD655 y se calcul6 la media geométrica de
cada uno. Se normaliz6 en cada experimento esta medicion a la media geométrica obtenida para el
tiempo 0 min. Los resultados se expresan como el promedio + SEM de 5 experimentos independientes.

En las muestras no tratadas con acido (barras azules) no se evidencian

diferencias a medida que avanza la endocitosis (dado que se miden los QD655 unidos
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totales). Por otro lado, la media geométrica se va corriendo a valores mayores a
medida que aumenta el tiempo de internalizacion en las que si fueron tratadas con
acido antes de ser analizadas por citometria (barras grises, donde se miden solamente
los QD655 internalizados). Este corrimiento es un indicador de que el promedio de la
sefial de QD655 en las células se incrementa. Los asteriscos negros muestran
diferencias significativas con el tiempo 0 min y los asteriscos azules diferencias entre

la muestra tratada o no con acido.

Posteriormente se determind0 un marcador que incluyera a tiempo O min
aproximadamente el 4 % de los eventos en cada histograma (Figura 2.4.D). De este
modo se midi6 el porcentaje de eventos dentro de esta region a medida que
aumentaba el tiempo de internalizaciéon. Mediante este analisis se concluyé que la
endocitosis procede ya que en células tratadas con acido este porcentaje aumenta con
el tiempo y no sucede lo mismo con las muestras no tratadas con acido (Figura 2.4.E,

comparar barras azules y grises).

Estos experimentos corroboran la endocitosis observada por microscopia,
evaluando un numero grande de eventos. Se analizaron aproximadamente 30000-
50000 eventos por muestra de los cudles entre el 25 % y el 45 % eran positivos para
SYFP.

2.3.2. La presencia de QD y VFP no interfiere en la endocitosis

Una vez confirmada la internalizacion se analiz6 si la misma se debia a
endocitosis. Se evaluaron entonces las diversas etapas de la endocitosis combinando
los ligandos biotinilados y los QD conjugados con SA (para seguir el trafico del
ligando) con una inmunofluorescencia convencional con anticuerpos que permitieran
visualizar la localizacion subcelular de los complejos ligando-receptor durante el trafico
vesicular. Se evaluaron dominios ricos en caveolina (con un marcador de caveolina),
endosomas tempranos (con EEAL) y lisosomas (con anti-CD63, contra la proteina 63
asociada a membrana de lisosomas, LAMP3). Estos experimentos fueron realizados
en células expresando el IR-A, marcadas vivas con BAC-Ins y QD655 incubadas a 37

°C durante diferentes tiempos y luego fijadas en 3.7 % PFA.

Antes de la incubacién a 37 °C (tiempo 0 min) los complejos BAC-Ins-QD655
presentes exclusivamente en la membrana colocalizan con los dominios ricos en
caveolina (Figura 2.5.A). A tiempos relativamente breves (20 min) de internalizacion
se detectan mayores niveles de colocalizacion entre la sefial roja (QD655) y la verde

correspondiente a endosomas tempranos (comparar la Figura 2.5.D con 2.5.E). En la
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Figura 2.5.F se muestra una ampliacion de la regién recuadrada en el panel E junto
con un grafico PDM en el que se ve la colocalizacion de los QD655 con los
endosomas tempranos en el interior celular. A tiempos prolongados de internalizacion
(60 min) fue posible detectar la sefial correspondiente a los QD655 en vesiculas

lisosomales presentes en regiones perinucleares (Figura 2.5.C).

Alexa555

caveolina Omin €ndosomas
tempranos
o -“ Omm

.(-) - ‘
) .

Figura 2.5. Trafico vesicular del complejo BAC-Ins-QD655. Células Hela expresando el IR-A
se marcaron vivas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655, se incubaron a 37 °C los tiempos indicados y luego
fueron fijadas en 3.7 % PFA. Posteriormente se realizaron las correspondientes inmunofluorescencias: A.
Caveolina (0 min). B y C. Lisosomas (0 y 40 min) con anti-CD63. D y E. Endosomas tempranos (0 y 20
min), utilizando en todos los casos anticuerpos secundarios conjugados a Alexa fldor 555. F. Ampliacién
de la regién recuadrada en E. El panel de la derecha muestra un grafico PDM evaluando la colocalizacion
entre la sefial de QD655 y la de los endosomas tempranos en la zona ampliada. La visualizacion se
realizd6 por microscopia confocal (Olympus Fluoview FV 1000, excitacion Alexa fldor 555, 543 nm;
excitacion QD655, 405 nm; emision Alexa flior 555, BP: 560-620 nm; emision QD655, BP: 585-685 nm;
modo secuencial). Barras de escala: 10 uym.
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Teniendo en cuenta los experimentos con y sin &cido por citometria vy
microscopia y los resultados obtenidos con los marcadores de trafico vesicular

podemos concluir que la endocitosis del complejo BAC-Ins-QD655-IR ocurre.

A continuacién se analizé si la presencia de las VFP interferia en el proceso de
endocitosis. Para esto se realiz6 la cuantificacion del grado de internalizacion como se
describié para células expresando el IR-B, ahora en células expresando el IR-B-GFP:
20 min, 44 % + 14 %, n = 21; 40 min, 67 % * 13 %, n = 22; 150 min, 87 & +8 %, n = 9.
Estos resultados, que se presentan en la Figura 2.6, no mostraron diferencias
significativas en el porcentaje de internalizacibn en ambos tipos de células,
concluyéndose entonces que la fusion con proteinas fluorescentes no interfiere en el

proceso de endocitosis.
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Figura 2.6. Analisis del efecto de la fusién con VFP en el proceso de endocitosis del
complejo insulina-IR.  Cuantificacion de la internalizacion en células expresando el IR-B (barras grises) o
el IR-B-GFP (barras negras) marcadas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 incubadas a 37 °C. Los
asteriscos muestran diferencias significativas (p < 0.001; n = 9-39 células).

De la misma manera, los QD, cuyo tamafio aproximado es de 20 nm, podia
afectar la internalizacion del complejo ligando-receptor. Para analizar si este efecto
existia se realizaron experimentos similares pero con insulina unida a isotiocianato de
fluoresceina (FITC-Ins). Primeramente, se comprobd que este ligando es capaz de
unirse al IR en células por microscopia confocal (Figura 2.7.C ), procediendo luego a la
evaluacion de su capacidad de inducir la autofosforilacion del receptor. Para esto se
estimularon células expresando el IR-B con 50 nM FITC-Ins durante 10 min y se
analizé la activaciéon del receptor por inmunofluorescencia con un anticuerpo contra
tirosinas fosforiladas (PY99) y uno secundario conjugado a Cy3. Estos experimentos
mostraron sefal positiva en la membrana plasmatica en células estimuladas con FITC-
Ins de modo similar a cuando la estimulacién fue realizada con rhins o BAC-Ins
confirmando la actividad del ligando fluorescente (Figura 2.7.A-B). Si bien el
anticuerpo utilizado es un anticuerpo genérico contra fosfotirosina pudo verse que no
todas las células ubicadas en el mismo campo de observacidn mostraban sefial
positiva. En el panel correspondiente a la estimulacion con BAC-Ins se selecciond un
ejemplo de esta observacion: mientras la célula inferior es positiva a la
inmunofluorescencia, no lo es la que se encuentra en la esquina superior derecha del
mismo campo. Dado que las transfecciones son transientes este es el control méas
adecuado tanto de que no hay pegado inespecifico del anticuerpo secundario como
del hecho que el anticuerpo primario esta revelando fosforilacion en tirosina debido a
la activacion del IR exdgeno. Las células transfectadas solo muestran la sefial positiva
en membrana cuando son estimuladas con insulina o sus analogos, células no

transfectadas en el mismo campo de observacion son negativas al ensayo.
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Figura 2.7. Analisis de la funcionalidad de la FITC-Ins. A. Células Hela expresando
transientemente el IR-B fueron hambreadas durante 18 h y luego estimuladas con 50 nM FITC-Ins
durante 10 min. Posteriormente a la fijacibn en metanol a -20 °C se realiz6 un experimento de
inmunofluorescencia con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (PY99) y un anticuerpo secundario
conjugado a Cy3. B. Control sin anticuerpo primario. C. Células HelLa expresando el IR-B, hambreadas
durante toda la noche se marcaron a TA con 50 nM FITC-Ins durante 15 min y se fijaron en metanol. La
visualizacion fue realizada en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacién FITC, 488 nm;
emisién FITC, 510-563 nm.; excitacién Cy3, 532 nm; emision Cy3, 563-606 nm; modo meta). Barras de
escala: 10 ym.

Al marcar células expresando el IR-B con FITC-Ins en una sola etapa los
resultados de internalizacion fueron los siguientes: 20 min, 46 % £ 5 % (n = 12); 40
min, 60 % £ 14 % (n = 12); 150 min: 75 % + 12 % (n = 15). Estos datos no mostraron
diferencias significativas con los obtenidos con BAC-Ins y QD655 (Figura 2.8). Por lo
tanto, se concluye que los QD no interfieren en el proceso de endocitosis brindando
una herramienta mucho mas ventajosa que la FITC-Ins dado su brillo mas intenso, su

fluorescencia mas estable y la posibilidad de combinarlos con diferentes VFP.
100  m BAC-Ins + QD

B FITC-Ins
) i
0 P i
0 20 40

150
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% internalizacion

Figura 2.8. Andlisis del efecto de los QD655 unidos a la BAC-Ins en el proceso de
endocitosis del complejo insulina-IR. Cuantificacion de la internalizacion en células expresando el IR-B

marcadas con 50 nM FITC-Ins (barras verdes) 6 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 (barras grises) incubadas
a37°C.

Estos resultados en conjunto permiten concluir que es posible visualizar la
endocitosis del complejo insulina-IR en células vivas ocurriendo este proceso de
manera normal. Ademas, es posible realizar un andlisis cuantitativo en células
individuales.
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2.3.3. La colocalizacion del IR-GFP e Ins-QD disminuye durante el tréfico

intracelular

Con el objeto de evaluar el complejo ligando-receptor durante el trafico
vesicular y su desensamblado posteriormente a la endocitosis, se analizo el grado de

colocalizacion entre los QD655 (unidos a BAC-Ins) y la sefial correspondiente a IR-

GFP a distintos tiempos de incubacion a 37 °C (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Analisis de colocalizacion del ligando y el receptor. Células expresando el IR-B-

GFP fueron marcadas con 50 nM BAC-Ins y 1nM QD655, incubadas (B) o no (A) a 37 °C durante 1 h,
fijadas en 3.7 % PFA y visualizadas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta; excitacion GFP, 488
nm; excitacion QD655, 488 nm y 458 nm; emision GFP, BP: 500/20 nm; emision QD655, LP: 650 nm).
Barras de escala: 10 um. C-D. Se trazaron trayectorias lineales atravesando la célula y se analizé la sefial
de los dos canales sobre cada pixel de dicha trayectoria (se normalizé al maximo de cada canal). E-F.
Graéficos de dispersion de frecuencias realizados con el plugin de analisis de correlacion de intensidad del
programa Image J (canal 1: QD655; canal 2: GFP). Se presenta ademas el valor del coeficiente de
Manders calculado para cada célula mostrada (M).

Al principio la sefial de BAC-Ins-QD655 se localiza en la superficie celular
(Figura 2.9.A) colocalizando con la sefial de GFP. De este modo, las mayores
contribuciones al coeficiente de Manders se encuentran en la membrana, como se
evidencia en el mapa de Manders (cuarto panel). En cambio, luego de 150 min de
incubacién a 37 °C los QD655 se detectan en regiones perinucleares (Figura 2.9.B),
sin haber practicamente sefial roja en la superficie celular. Las mayores contribuciones
al coeficiente de Manders calculado se encuentran en las regiones cercanas al nacleo
(mapa de Manders en el cuarto panel). El primer andlisis se realizdé cuantificando la
sefial de fluorescencia de cada canal en cada pixel ubicado sobre una linea trazada en
la célula. Esto permitié visualizar de un modo semicuantitativo lo que se observaba

cualitativamente: mientras que al principio las dos sefiales no muestran maximos
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conjuntos en el interior de la célula, luego de que la internalizacibn comienza se
detectan maximos de ambas sefiales conjuntamente en posiciones dentro de la célula
(Figura 2.9.C-D).

A continuacion, se cuantific6 por medio de los coeficientes de Manders la
colocalizacién del ligando y el receptor con el objeto de detectar su trafico conjunto y
su disociacién. Las imagenes adquiridas por microscopia confocal permitieron una
clasificacion de las células en cuatro grupos teniendo en cuenta el grado de
endocitosis que mostraban (Figura 2.10.A): SO (la internalizacion no se inicio, es decir
la sefial de QD655 se encuentra exclusivamente en la membrana plasmatica); S1 (la
sefial de QD655 es detectada muy cerca de la membrana probablemente en
endosomas tempranos); S2 (la sefial roja es mas interna pero alin no se encuentra en
la regidn perinuclear); y S3 (la sefial de QD655 se encuentra predominantemente en

las regiones perinucleares de la célula).
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Figura 2.10. Analisis de la colocaliz acién del IR-GFP e Ins-QD655 durante el trafico
intracelular. Se analiz6 cuantitativamente la evolucién de la colocalizacion entre el ligando y el receptor
en células expresando el IR-B-GFP marcadas con BAC-Ins y QD655 e incubadas a 37 °C durante
diferentes periodos de tiempo. A. Clasificacion de las células segin el grado de endocitosis mostrado. Se
muestran las imagenes de superposicion de la sefial de GFP y la de los QD655 y los mapas de Manders
realizados generando una rutina en el Matlab. La visualizacion se realizé por microscopia confocal (Zeiss
LSM 510 Meta; excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 488 nm y 458 nm; emisién GFP, BP: 500/20
nm; emisién QD655, LP: 650 nm). B. Coeficientes de Manders calculados para cada grupo de células
introduciendo una mascara (luego de restar el background) definida como el conjunto de los pixeles en los
cuales la sefial de QD655 fuera mayor al doble de la media en toda la célula. Sélo se consideraron en el
analisis estadistico las células cuya media en la sefial de GFP estuviera entre 500 y 5500 cts. Los
asteriscos muestran diferencias significativas con el grupo SO (p < 0.001). Los dobles asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas con el grupo S1 (p < 0.05). Todas las imagenes fueron tomadas
con los mismos parametros de adquisicion (potencia de laseres de excitacion, ganancia de los
fotomultiplicadores, factor de ampliacién, tamafio del pinhole).

Los mapas de Manders muestran que, mientras al comienzo (S0O) las mayores
contribuciones al coeficiente M estan dadas por los pixeles de la membrana, este
aporte desaparece en las células del grupo S3 donde las mayores contribuciones son
debidas a los pixeles de regiones perinucleares. En los estados intermedios la
colocalizacion persiste en la membrana pero se ven otros sitios de asociacion
probablemente en endosomas tempranos. El andlisis estadistico de los valores de M

calculados para cada célula (n = 12-25 células) mostré que existen diferencias
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significativas (p < 0.001) entre SO (0.90 + 0.03) y tanto el grupo S2 (0.83 = 0.05) como
el grupo S3 (0.79 = 0.07). Las diferencias también resultan significativas entre las
etapas S1 (0.86 = 0.05) y S3 (p < 0.05), mientras que no lo son entre las etapas SO y
S1 y entre S1 y S2. Estos experimentos conjuntamente con los descriptos en el
apartado anterior permiten afirmar que la insulina se internaliza con el IR ya que es
posible detectar el complejo con altos niveles de colocalizacion (insulina-QD655-IR-
GFP) en la membrana y en endosomas tempranos pero hacia el final del trafico
vesicular ocurre la disociacion del ligando del receptor probablemente en

compartimentos lisosomales.
2.3.4. El grado de internalizacion depende del nivel de expresién del IR

Por observacién se detecté que las células que expresan niveles mas altos de
IR-GFP muestran menor tasa de internalizacién de insulina-QD-IR-GFP que aquellas
con menores niveles de expresion (Figura 2.11.A). Del mismo modo, células
expresando el IR-B con altos niveles de QD totales unidos (que permiten inferir altos
niveles de expresion) presentan menor proporcion de los mismos en el interior. Con el
objeto de clarificar estas observaciones, las células se clasificaron en dos grupos de
acuerdo a los niveles de expresion del IR-GFP (ver Materiales y métodos ). alta
expresion cuando el cociente GFP/tamafio celular resultd mayor de 25 cts/pixel; o baja
expresion cuando dicho cociente resulté menor de 20 cts/pixel. Para medir
cuantitativamente el efecto del nivel de expresion del IR en la endocitosis inducida por
insulina se calculo célula a célula el porcentaje de internalizacion luego de diferentes

tiempos de incubacion a 37 °C como se describio (Tabla 2.2).

% internalizacién n

Tiempo de incubacion

a37°C . ) L Alta Baja
Alta expresion Baja expresion - -
expresién | expresion

20 min 3B/5+£7* 60+13* 19 13
40 min 62 £13 71+13 8 18
150 min 90 +6 92+4 14 8

Tabla 2.2. Efecto del nivel de expresion del IR-GFP en el proceso de endocitosis. Células
expresando el IR-GFP marcadas con BAC-Ins y QD65 incubadas a 37 °C durante 20, 40 6 150 min se
clasificaron segun el nivel de expresién del receptor en “alta expresion” y “baja expresién”) y se cuantificd
en cada una de ellas el porcentaje de internalizacion como 100 x QDi/QD:. Los resultados se expresan
como el promedio + SEM. El asterisco significa p < 0.001. n indica el nUmero de células analizadas.

El analisis demostr6 que las diferencias entre ambos grupos (alta y baja
expresion) eran estadisticamente significativas (p < 0.001) en las primeras etapas del

proceso de endocitosis (20 min). Este efecto del nivel de expresion del receptor
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disminuye con el tiempo de incubacién dando una diferencia marcadamente menor

entre ambos grupos luego de 40 min 6 150 min de incubacion a 37 °C. Estos

resultados se muestran graficamente en la Figura 2.11.B.
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Figura 2.11. Efecto de los niveles de expresion del IR en el proceso de internalizacion.

Células expresando el IR-B-GFP se marcaron con 50 nM BAC-Ins y 1nM QD655, se incubaron a 37 °C
durante 20 (A), 40 (B) 6 150 min (C), fueron fijadas en 3.7 % PFA y visualizadas por microscopia confocal
(Zeiss LSM 510 Meta; excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 488 nm y 458 nm; emision GFP, BP:
500/20 nm; emision QD655, LP: 650 nm). Barras de escala: 10 ym. D. Cuantificacion del grado de
internalizacion en células con altos (GFP/tamafio celular > 25 cts/pixel) y bajos (GFP/tamafio celular < 20
cts/pixel) niveles de expresion del IR-B-GFP. Los asteriscos muestran diferencias significativas (p < 0.001;
n = 8-19 células).

2.3.5. Laisoforma A del IR se internaliza antes que la isoforma B

Con el objeto de comparar la endocitosis de ambas isoformas del IR se
realizaron los experimentos con células transfectadas con el pcDNA3-IR-A-GFP o el
pcDNA3-IR-B-GFP. La fusion con GFP permitio entonces analizar solo células con
niveles similares de expresién ya que en la seccién anterior se mostrd que los niveles
de expresién afectan la tasa de internalizacién. A tiempos tempranos de incubacion
(20 min) el analisis mostré6 mayores niveles de endocitosis para la isoforma A (65 % +
11 %, n = 10) que para la isoforma B (47 % + 13 %, n = 16, Figura 2.12), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001). Sin embargo, a tiempos
mayores de incubacion las diferencias dejan de ser significativas: 40 min (IR-A-GFP:
77 % + 16 %, n = 3; IR-B-GFP: 70 % + 12 %, n = 17) y 150 min (IR-A-GFP: 92 % + 3
%, n = 5; IR-B-GFP: 87 % = 10 %, n = 6), si bien muestran una mayor internalizacion

para la isoforma A.
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Figura 2.12. Cuantificacion de la internalizacion de la isoforma A 'y B del IR. Se cuantificé la
internalizacion en células expresando el IR-A-GFP (barras grises) o el IR-B-GFP (barras negras)
incubadas con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 y luego a 37 © C durante 20, 40 6 150 min. Para el analisis
estadistico s6lo se consideraron células con similares niveles de expresion (GFP/tamafio celular < 30
cts/pixel). Los asteriscos muestran diferencias significativas (p < 0.001; n = 4-17 células).

2.3.6. La insulina activa diferencialmente a las isoformas del IR

Las diferencias detectadas en la internalizacion de las dos variantes de splicing
del IR condujeron a la pregunta de si estas diferencias se traducen en etapas

posteriores de la sefializacién de cada una de ellas.

El primer parametro analizado fue el nivel de autofosforilacion de cada isoforma
del IR inducido por insulina. Para esto se realizaron experimentos de Western blot en
células expresando el IR-A, el IR-B o ambas isoformas conjuntamente (cantidades
iguales de ADN total se usaron en las transfecciones) estimuladas con 50 nM rhins
durante 2, 5 6 15 min (Figura 2.13.A).
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Figura 2.13. Activacion diferencial de las di  stintas isoformas del IR por insulina. Perfiles de
activacion del IR en células expresando el IR-A, el IR-B o ambas isoformas conjuntamente que fueron
hambreadas durante toda la noche en DMEM suplementado con 0.1 % BSA y estimuladas con 50 nM
rhins durante diferentes periodos de tiempo (2, 5y 15 min). A. Los lisados fueron analizados por Western
blot con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (PY20) y contra la subunidad B8 del IR. Las bandas
reveladas con ambos anticuerpos se ubicaban en la misma posicion. B-C. Cuantificacion de los
resultados obtenidos en A. Los resultados se muestran como el promedio + SEM de 4 experimentos
independientes. Los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas del IR-A versus el IR-
By el IR-A/IR-B (p < 0.05).

La isoforma A mostr6 una mayor y mas sostenida activacion que las células
expresando el IR-B o ambas isoformas conjuntamente. La activacion del IR-A inducida
por la estimulacion con insulina durante 15 min fue estadisticamente diferente de la del
IR-B y de la coexpresion de IR-A/IR-B (Figura 2.13.B-C , Tabla 2.3).
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Tiempo de p-IR (veces respecto del basal)
estimulaciéon con 50
nM rhins IR-A IR-B IR-A/IR-B
2 min 1.8+0.4 1.5+0.3 1.6+£0.3
5 min 1.6+£0.3 1.3+0.4 1.3+£0.3
15 min 1.8+04* 1.2+0.2 1.1+0.3

Tabla 2.3. Activacion diferencial del IR inducida por insulina. Cuantificacion de los niveles de
fosforilacion del IR medidos por Western blot, normalizados a los niveles basales (es decir, células sin
estimular). Los resultados se expresan como el promedio + SEM de 4 experimentos independientes. El
asterisco indica diferencias significativas del IR-A versus el IR-B y el IR-A/IR-B (p < 0.05).

2.3.7. El IR-A activa ERK 1/2 de forma mas répida y sostenida que el IR-B

Ante estos resultados se analiz6 si la mayor internalizacion del IR-A y la mayor
y mas sostenida autofosforilacion se refleja en cambios en las vias de sefalizacién
activadas por insulina rio abajo del receptor. Para esto se evalud primero un evento de
la cascada mitogénica: la fosforilacion de ERK 1/2 (Thr202 y Tyr204 de ERK 1y
Thrl85y Tyrl87 de ERK 2) por Western blot (Figura 2.14.A).
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Figura 2.14. Activacion diferencial de ERK 1/2 a través del IR-A y del IR-B en respuesta a
insulina. Perfiles de activacion de ERK 1/2 obtenidos de modo similar que para el IR utilizando
anticuerpos contra ERK 1/2 fosforilado y contra ERK 1/2. B-D. En la cuantificacion de estos resultados se
normalizaron los valores de p-ERK al promedio de los controles no estimulados en cada experimento. Los
resultados se muestran como el promedio + SEM de 6 experimentos independientes. Los asteriscos
muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Células expresando el IR-B muestran un pico maximo para la activacion de
ERK 1/2 a los 5 min de estimulacion con rhins mientras que células expresando el IR-
A presentan un maximo mas temprano entre los 2 min y los 5 min (Figura 2.14.C-D).
Cuando ambos receptores se expresan conjuntamente, los perfiles de estimulacion

resultan mas parecidos a los de células expresando el IR-B, pero con mayores niveles
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de activacion que las isoformas por separado. En resumen, la activacion de ERK 1/2
luego de 2 min de estimulacion con rhins es mayor para el IR-A que para el IR-B o
ambas isoformas juntas siendo esta diferencia estadisticamente significativa. En
conclusion, se puede afirmar que la isoforma A se internaliza de forma mas rapida y
sus niveles de fosfarilacion son mayores, gatillando la fosforilacion de ERK 1/2 antes

que la isoforma B.

Tiempo de p-ERK 1/2 (veces respecto del basal)
estimulacion con 50
nM rhins IR-A IR-B IR-A/IR-B
2 min 2.7+08* 1.8+0.6 1.8+0.5
5 min 27+15 24+0.7 29+0.9
15 min 1.8+0.6 1.3+04 22+13

Tabla 2.4. Fosforilacién diferencial de ERK 1/2 inducida por insulina. Cuantificacion de los
niveles de fosforilacion de ERK 1/2 (p-ERK) medidos por Western blot, normalizados a los niveles basales
(células sin estimular). Los resultados se expresan como el promedio + SEM de 6 experimentos
independientes. El asterisco indica diferencias significativas del IR-A versus el IR-B y el IR-A/IR-B (p <
0.05).

2.3.8. El IR-A estimula més la transcripcion génica mediada por AP-1 que el IR-B

La activacion de la via de las MAPK resulta critica en la expresion génica
dependiente del factor de transcripcién AP-1 (Pastore et al., 2005). Con el objeto de
evaluar la relevancia de las diferencias observadas entre las isoformas del IR rio abajo
en la cascada de sefializacion, se estudio la transcripcién génica estimulada por cada
una por medio de experimentos con un gen reportero. Para ello se utilizo el plasmido
reportero pAP1-Luc que contiene siete copias en tAndem del sitio de union para el
factor de transcripcion AP-1 regulando la trascripcidn de la secuencia codificante para
luciferasa. Se transfectaron células HelLa con este plasmido reportero en combinacion
con el pcDNA3-IR-A o el pcDNA3-IR-B o el pcDNAS vacio (EV). Se midi6 la actividad
de luciferasa respecto de células sin estimular luego de 24 h de expresion, 24 h de
hambreado y 16 h de estimulacién con 100 nM rhins. Estos resultados se muestran en
la Figura 2.15. La estimulacion de la transcripcién génica a través de la via de AP-1
resulté mayor para el IR-A (induccion respecto al basal: 7.2 + 0.4) que para el IR-B
(induccién respecto al basal: 6.2 + 0.6) y estas diferencias resultaron estadisticamente

significativas (p = 0.004, n = 6 experimentos independientes).
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Figura 2.15. Activacion de la transcripcion génica mediada por AP-1. Células HelLa

cotransfectadas con el pAP1-Luc y el pcDNA3-IR-A, el pcDNA3-IR-B o el EV luego de 24 h de expresion y
24 h de hambreado en DMEM fueron estimuladas con 100 nM rhins durante 16 h. Luego de la lisis se
midio la actividad de luciferasa y se calcul6 el nivel de induccion como el cociente entre la actividad de
luciferasa medida en células estimuladas y no estimuladas Los resultados se muestran como el promedio
+ SEM de 6 experimentos independientes. El asterisco muestra diferencias significativas (p = 0.004).

2.3.9. El IR-B activa la via de Akt en mayor medida que el IR-A

Se evalud la activacion de la via metabdlica que conduce a la regulacion del
metabolismo de la glucosa en respuesta a insulina. Se estudio primero la fosforilacion
de Akt cualitativamente por microscopia de epifluorescencia utilizando un anticuerpo
contra Akt fosforilado en la serina 473 y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa
fldor 555 en células coexpresando el IR-A o el IR-B junto con Akt fusionado al tag HA
(Akt-HA), estimuladas o no con 100 nM rhins durante 5 min (Figura 2.16.A).

A IR-CFP p-Akt Superposicién  Transmision

B IR-A IR-B EV
00 2 5 15 0" 2° 5 15 0 2° 5 15
p-IR [ e .
R E

p-Akt |

HA@ e

i

tlempo de esllmulaclon (min)

C 9 mRa

B |R-B
6 Ogv

3

p-Akt normalizado

Figura 2.16. Activacion de la via de Akt a través del IR-A y del IR-B. A. Células coexpresando
el IR-A o el IR-B y Akt-HA se hambrearon toda la noche en DMEM, se estimularon con 100 nM rhins
durante 5 min a 37 °C y se fijaron en metanol. Las inmunofluorescencias se realizaron con un anticuerpo
contra Akt fosforilado en serina 473 (Cell Signaling) y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa fldor
555. La imagenes mostradas provienen de escaneados en z de 80 planos con un intervalo entre
secciones de 0.2 um deconvolucionados con el programa Scientific Volume Imaging Huygens
Professional Version 3.6, aplicandose el algoritmo QMLE. La visualizacion se realizd en un microscopio
Olympus IX71. Barras de escala: 10 ym. B. Experimento de Western blot estudiando la fosforilacién de
Akt en la serina 473 en células coexpresando Akt-HA y alguna de las isoformas del IR (IR-A o IR-B) o el
EV, hambreadas durante 16 h y estimuladas con 100 nM rhins durante diferentes 2, 5 6 15 min. B. La
cuantificacion se hizo de modo similar a la realizada para la fosforilacién de ERK 1/2. Los resultados se
muestran como el promedio + SEM de 5 experimentos independientes.
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Para cuantificar la fosforilacién de Akt inducida por cada una de las isoformas
del IR se realizaron experimentos de Western blot en lisados provenientes de células
coexpresando Akt-HA y el IR-A o el IR-B o el EV, hambreadas durante 16 h y
estimuladas con 100 nM rhins durante 2, 5y 15 min (Figuras 2.16.B ).

Estos ensayos revelaron que, a diferencia de lo que ocurre en la via
mitogénica, en este caso el IR-B provoca una mayor estimulacion de la fosforilacion de
Akt que el IR-A, siendo estas diferencias estadisticamente significativas a los 5 min
(Figura 2.16.C y Tabla 2.5).

Tiempo de p-Akt (Ser473) (veces respecto del basal)
estimulacién con 100
nM rhins IR-A IR-B EV
2 min 41+14 58+23 29+18
5 min 41+05 6.8+0.9* 24+14
15 min 33+11 51+21 1.4+1.0

Tabla 2.5. Fosforilacion diferencial de Akt-HA (Ser473) inducida por insulina. Cuantificacion de
los niveles de fosforilacion de Akt (p-Akt) medidos por Western blot, normalizados a los niveles basales
(células sin estimular). Los resultados se expresan como el promedio + SEM de 5 experimentos
independientes. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas del IR-A versus el IR-B y
el IR-A/IR-B (p < 0.001).

2.3. DISCUSION

Las herramientas generadas y descriptas en el capitulo anterior permitieron el
analisis cuantitativo del proceso de endocitosis en células individuales. ElI complejo
insulina-IR se visualizé en diferentes etapas del proceso de trafico vesicular luego de
la endocitosis: primero en la membrana y filopodias, luego en endosomas tempranos y
finalmente la sefial de QD655 se concentra fundamentalmente en la zona perinuclear
posiblemente en lisosomas. Los analisis de colocalizacion mostraron que a medida
que el proceso de endocitosis avanza se pierde o disminuye el grado de colocalizacion
entre la sefial de QD655 y la sefial correspondiente al receptor. Esto permite concluir
que mientras la asociacién de la insulina con su receptor en la membrana plasmatica y
en endosomas tempranos es alta, las etapas posteriores muestran un menor grado de
colocalizacién reflejando probablemente la disociacién del ligando del receptor en

endosomas mas acidos y en lisosomas.

En los afos siguientes al descubrimiento del splicing alternativo del IR (Ebina et
al., 1985; Ullrich et al., 1985; Seino y Bell, 1989) numerosos estudios fueron

publicados describiendo las diferencias y/o similitudes entre las dos isoformas en lo
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gue respecta a su afinidad por ligandos, la actividad de la quinasa citoplasmatica, la
internalizacién del receptor inducida por insulina, el proceso de reciclado asi como la
sefializacién de cada una y su distribucion diferencial en diversos tejidos (Mosthaf et
al., 1990; McClain, 1991; Vogt et al., 1991; Yamaguchi et al., 1991, 1993; Kellerer et
al., 1992; Frasca et al., 1999; Leibiger et al., 2001; Pandini et al., 2002; Denley et al.,
2004; Benyoucef et al., 2007). Los estudios previos que abordaron la endocitosis del
IR se realizaron a través de ensayos bioquimicos con ligandos marcados
radiactivamente (Vogt et al., 1991; Yamaguchi et al., 1991; Pandini et al., 2002; Denley
et al., 2004; Benyoucef et al., 2007). Por lo tanto, las conclusiones obtenidas en los

mismos resultan del promedio del comportamiento de una poblacién celular.

En este capitulo se describié el estudio cualitativo y cuantitativo de la
endocitosis en células individuales. Fue posible detectar que células con altos niveles
de expresion del IR muestran tasas de internalizacion menores probablemente por
saturacion de la maquinaria celular de endocitosis. Por lo tanto, esta aproximacion
permitié estudiar las diferencias en la internalizacion del IR-A y del IR-B teniendo en
cuenta células con niveles de expresiéon del IR aproximadamente uniformes. De esta
manera, se concluyo que el IR-A se internaliza a tiempos cortos en mayor medida que
el IR-B en concordancia con otros reportes basados en muy diferentes aproximaciones
experimentales (Vogt et al., 1991; Yamaguchi et al., 1991). Es posible que estas
diferencias en la endocitosis de las dos isoformas del IR varien de modo tejido-
especifico y estén relacionadas con la regulacion fisiolégica del reciclado y el apagado
de la sefalizacion. Este resultado condujo entonces a explorar la influencia de estas

diferencias en la dinamica de endocitosis sobre la cascada de sefalizacion de cada IR.

Reportes previos mostraron que analogos de insulina que presentan una
disociaciéon lenta del IR inducen una activacion mas sostenida del receptor,
provocando una fosforilacion mas persistente de la proteina adaptadora Shc (Hansen
et al., 1996). Esto, a su vez, correlaciona con un incremento de la actividad mitogénica
indicando que un aumento de la duracién de la sefial a nivel del receptor conduce a
una respuesta mas mitogénica de la insulina (Hansen et al., 1996; Ish-Shalom et al.,
1997; De Meyts y Shymko, 2000; Kurtzhals et al., 2000), sugiriendo que la
sefalizacién mitogénica puede estar mediada por una activacion sostenida del IR. En
la literatura esta aceptado que el IR-A es mas “mitogénico” y el IR-B mas “metabdlico”;

sin embargo los mecanismos moleculares de esto no estan claros en absoluto.

Los resultados obtenidos sugieren que la regulacién de la internalizacion podria

ser un evento clave en la sefalizacion diferencial desencadenada por la activacién de
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cada isoforma. Dadas las diferencias en la endocitosis y que la isoforma A es
reportada en la literatura como mas mitogénica que la B, se evaluaron tres puntos de
esta via: i) el principio (autofosforilacion del IR), ii) una etapa intermedia (la activacion
de ERK 1/2) y iii) un efecto mitogénico (la transcripcion génica regulada por el factor
de transcripcion AP-1). Se demostré que la isoforma que se internaliza en mayor
proporcion (IR-A) muestra una mayor y mas persistente activacion inducida por
insulina que la isoforma B, mientras que células coexpresando ambas isoformas
presentan una activacion elevada intermedia entre el IR-A y el IR-B por separado pero
menos persistente en el tiempo. Con respecto a la activacion de ERK 1/2 se
detectaron diferencias significativas consistentes con la endocitosis diferencial. La
isoforma A, que se internaliza antes, presenta el pico de activacién de ERK 1/2 entre
los 2 y los 5 min, mientras que la isoforma B lo hace mas tarde (5 min). En los
endosomas el IR unido a ligando puede permanecer activado y continuar fosforilando
moléculas efectoras rio debajo en la cascada de sefializacion (Sorkin et al., 1993; Di
Guglielmo et al., 1994; Bergeron et al., 1995; Grimes et al., 1996; Pol et al., 1998;
Rizzo et al., 2000; Sorkin et al., 2000). Se sabe que al bloquear la internalizacién del
IR se inhibe tanto la fosforilacién de Shc como la activacion de ERK 1/2, mientras que
no se detectan efectos en la fosforilacién del IR, de IRS1 o de Akt (Biener et al., 1996;
Ceresa et al., 1998, Hamer et al, 2002), sugiriendo que estos efectos,
predominantemente metabdlicos, son activados por el IR completamente desde la

superficie de la célula.

Esto permite plantear un modelo de activacién diferencial donde la isoforma A
se activa mas y de forma mas sostenida (medida como autofosforilacion del receptor)
y se internaliza més répido, activando de esta manera la via mitogénica e induciendo
la cascada de sefalizacion de ERK 1/2 que lleva a la activacion de los factores de
transcripcion de la familia AP-1. Estas evidencias sugieren la hipétesis de que los
efectos mitogénicos de la insulina pueden resultar de la sefializacion del IR desde
endosomas. Por otro lado, la isoforma B se internaliza de forma mas lenta, permitiendo
mayor sefializacién desde la membrana, gatillando la fosforilaciéon de Akt. Akt activa
regula enzimas metabdlicas como la quinasa 3 de la glucdgeno sintetasa y la 6-
fosfofructo-2-quinasa asi como el metabolismo de la glucosa ya que induce la
translocacion a la membrana plasmatica del GLUT4 (Taguchi y White, 2008). Otra
cascada regulada por la activaciéon de la via PI3K/Akt es la asociada con mTOR el cual
regula el crecimiento y el metabolismo celular (Taniguchi et al., 2006). EI modelo

planteado en este capitulo se seguira discutiendo a lo largo de la tesis.
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3. Marcacion del dommio extracelulardel IRen

células vivas

3.1. INTRODUCCION

La fusion con VFP ha permitido estudiar la dinamica de proteinas en células
vivas en una enorme cantidad de sistemas biolégicos. Sin embargo, para ciertas
aplicaciones estas proteinas resultan demasiado grandes pudiendo interferir con la

localizacién, la estructura o la actividad de las proteinas a las que se las fusiona.

Una alternativa interesante es la fusiébn de la proteina en estudio con una
secuencia que codifica para un péptido (tag) reconocido especificamente por una
enzima capaz de unirlo covalentemente con una sonda o una nanoparticula como los
QD. De este modo, se logra alta especificidad en la marcacion (dada por la
especificidad de la enzima) con sondas adecuadas para los estudios a realizar.
Actualmente existen sondas pequefias, con alta fotoestabilidad, con intenso brillo e
intensidad de fluorescencia y también moléculas que poseen sensibilidad por el medio

que pueden ser utilizadas para marcar la proteina de interés y estudiar su dinamica.

Uno de estos tags es un péptido de 77 aminoacidos basado en la secuencia de
la proteina transportadora de acilo (Acyl carrier protein, ACP) de E. coli, reconocida
por wuna fosfopanteteinil transferasa (ACPwt-S), que transfiere el grupo
fosfopanteteinilo de la CoA a una serina conservada dentro de la secuencia ACP
(George et al., 2004). Utilizando derivados biotinilados o fluorescentes de la CoA se
puede entonces modificar covalente y especificamente la proteina de interés
expresada en la superficie celular permitiendo asimismo diferenciarla de la que aun
esté siendo procesada en el RE y el sistema de Golgi dado que tanto la enzima como

los derivados de la CoA no son permeables a la membrana celular.
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La Figura 3.1 muestra esquematicamente esta estrategia de marcacion

aplicada al caso particular del IR como se describir4 a lo largo de este capitulo.

IR-tag CoA¥

*
O =

ACPwt-S

[Sonda fluorescente
Biotina

Figura 3.1. Modificacién covalente  de proteinas de membrana (en este caso el IR) en
células vivas. Las células expresando la proteina de membrana de interés fusionada a un tag pueden ser
marcadas utilizando el sistema de modificacion covalente de proteinas de superficie ACP a través de la
enzima ACPwt-S que transfiere un grupo fosfopanteteinilo de la CoA a una serina conservada en la
secuencia de dicho tag. Cuando la CoA a su vez esta modificada a través de su grupo sulfhidrilo con
sondas fluorescentes o bien con biotina estos grupos quedan unidos covalentemente en la modificacion
enzimatica.

A partir de los primeros trabajos presentando esta poderosa herramienta varios
grupos reportaron secuencias sensiblemente mas cortas, de entre 11 y 15
aminodcidos que son reconocidas especificamente por enzimas tanto de E. coli como
de Bacillus subtilis (Yin et al., 2005 a; Jacquier et al., 2006; Meyer et al., 2006 a y b;
Zhou et al., 2007).

Este método ha sido utilizado para marcar proteinas de la superficie celular con
el fin de estudiar in vivo la dinAmica de receptores de membrana asi como
interacciones con sus ligandos o su localizacién en microdominios en la membrana
plasmatica: el receptor de neurokinina 1 (George et al., 2004; Meyer et al., 2006 b), el
receptor olfatorio asociado a proteina G (Jacquier et al., 2006), el receptor de
transferrina (Yin et al., 2005 b).

Mas recientemente, se ha utilizado esta herramienta para estudiar la movilidad
en la superficie celular de dos subunidades del receptor de tipo AMPA-glutamato en
neuronas del hipocampo vivas marcando cada subunidad con un fluoréforo diferente
(Kropf et al., 2009). Para esto cada subunidad fue fusionada a un tag distinto (ACP y
ACP9) y se realiz6 una marcacion de tipo ortogonal con las dos enzimas, ACPwt-S de
E. coli y Sfp de B. subitilis. El tag ACP es reconocido por ambas enzimas y es el que se
marca primero con ACPwt-S. El segundo tag es el denominado ACP9 y es reconocido
sélo por la Sfp, por lo tanto se modifica en un segundo paso ya que todos los sitios

ACP ya fueron saturados con la ACPwt-S.

En este capitulo se propone marcar extracelularmente el IR permitiendo
distinguir el receptor ya localizado en la membrana del que adn no termindé de
procesarse y localizarse. Resulta de interés ademas desarrollar esta herramienta para

seguir el IR internalizado sin confundirlo con el que aun no fue localizado en
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membrana. Asimismo, esta aproximacion permitird en una segunda etapa marcar
ortogonalmente las dos isoformas del IR fusionando cada una a un tag diferente.
Hasta el momento esto no es posible hacerlo ya que no existen anticuerpos que
distingan a cada isoforma. De este modo, seria posible estudiar la dinAmica de cada
IR en células vivas luego de su unién a ligando y sus mecanismos de endocitosis,
reciclado y degradacién. El poder contar con cada monomero del dimero que forma el
IR en la membrana marcados con dos fluoréforos permitiria ademas estudiar la
dinamica de los cambios conformacionales que sufre el receptor al unirse el ligado, al

activarse e internalizarse por técnicas de transferencia de energia.
Objetivos
1. Marcar el dominio extracelular del IR mediante su fusion a tags pequefios

2. Evaluar 3 tags diferentes: ACP, YbbR13 y Al clonandolos en dos posiciones

de ambas isoformas del IR

3. Analizar para cada proteina su expresion, localizaciébn, marcacion vy

funcionalidad biolégica

3.2. RESULTADOS

3.2.1. Generacién de IR recombinantes fusionados a diversos tags

Se obtuvieron los vectores de expresion del IR fusionado a diversos tags
derivados de la proteina transportadora de acilos: ACP (George et al., 2004), YbbR13
(Yin et al.,, 2005) y Al (Zhou et al., 2007). Dichas secuencias se insertaron o bien
dentro del primer dominio rico en leucina (posicion 34 de la secuencia de aminoacidos)
o en el primer dominio de tipo fibronectina Il (posicion 626 de la secuencia de

aminodcidos) con el objetivo de marcar la porcion extracelular del receptor.

Las construcciones generadas fueron las siguientes: pcDNA3-IR-ACP (A y B),
pcDNA3-IR-B-ACP-GFP, pcDNA3-IR-A1EcORV-GFP (A y B), pcDNA3-IR-YbbR13-
GFP (A y B), pcDNA3-IR-A-A1-GFP, pcDNA3-IR-B-A1x3 y pcDNA3-IR-B-A1x3-GFP.

La Tabla 3.1 presenta los plasmidos generados detallando el tag utilizado, su
posicién dentro de la secuencia aminoacidica del IR, asi como el dominio donde se

encuentra y la enzima que es capaz de modificarlo covalentemente.
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Posicién de Dominio Enzima
P Tamafio tag insercion del tag donde se que
Plasmido Tag e .
(aminoacidos) (en la secuencia de encuentra | reconoce
aminoacidos) el tag el tag
PcDNA3-IR-ACP
ACP 77 34 L1 ACPwt-S
(AyB)
pPcDNA3-IR-B-ACP-GFP ACP 77 34 L1 ACPwt-S
pcDNA3-IR-YbbR13
YbbR13 11 34 L1 Sfp
(AyB)
pcDNA3-IR-YbbR13-GFP
YbbR13 11 34 L1 Sfp
(AyB)
pcDNA3-IR-A1EcoRV-GFP
Al 12 34 L1 ACPwt-S
(AyB)
pcDNA3-IR-A-A1-GFP Al 12 626 Fnlll-1 ACPwt-S
pcDNA3-IR-B-A1x3 Alx3 36 626 Fnlll-1 ACPwWt-S
PcDNA3-IR-B-A1x3-GFP Alx3 36 626 Fnlll-1 ACPwt-S

Tabla 3.1. Plasmidos de expresion del IR fusionado a diversos tags derivados de la proteina
transportadora de acilos. Se muestra el nombre del plasmido generado, el tag insertado, su posicién y
tamanfio y la enzima capaz de modificarlo covalentemente.

Algunos de los pldsmidos generados se muestran de modo esquemaético en la

G /? |

pcDNA3Z-IR-B-ATx3

Figura 3.2.

e
—bah ¥

{
YAy pcDNA3-IR-ACP-GFP
10633 bp

e

Mokt

Figura 3.2. Esquema de algunos de los plasmidos generados . A. pcDNA3-IR-ACP (A y B). B.
pcDNA3-IR-ACP-GFP (A y B). C. pcDNA3-IR-B-A1x3. D. pcDNA3-IR-B-A1x3-GFP.
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3.2.2. Marcacion del IR con el ACP

La puesta en funcionamiento del sistema de marcacién de interés implicé por
un lado optimizar la expresion y purificacion de la enzima ACPwt-S. Para ello primero
se evaluo el crecimiento de las bacterias E. coli TOP10 transformadas con el plasmido
pBAD-ACPwt-S. La curva de crecimiento permiti6 determinar la DO hasta la cual se
creceria el cultivo bacteriano luego de la induccién para estar dentro de la fase de
crecimiento exponencial. Como se ve en la Figura 3.3, cuando la DO = 0.8 u.a el
cultivo bacteriano se encuentra aun en su fase de crecimiento exponencial. Por este
motivo se decidié que ésta seria la DO a la cual se cosecharian las bacterias para

aislar la proteina y purificarla.

1.4,
1.2
1.0
0.8 ®

DO (u.a)
[ ]

0.6
0.4
0.2 °

0.0 @ ‘ : : : ‘ ; ‘
0 50 100 150 200 250 300 350 400
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Figura 3.3. Curva de crecimiento de bacterias E.  coli transformadas con el plasmido pBAD-
ACPwt-S. Se transformaron por electroporacion células E. coli TOP10 (araBADC- y araEFGH+)
electrocompetentes con el plasmido pBAD-ACPwt-S. Se midié la DO de un cultivo de estas bacterias
crecidas en medio 2xYT a diversos tiempos. De este modo se determiné que la DO a la cual inducir la
expresion de ACPwt-S seria 0.8 u.a.

Posteriormente se evaluaron diversas concentraciones de L-(+)-arabinosa (0.2
%, 0.1 % y 0.05 % p/v) para inducir la expresion de la proteina. Se determiné que la
concentraciéon de trabajo seria 0.1 % L-(+)-arabinosa dado que a esta concentracion

se alcanza el maximo de induccién.

A continuacién se evaluaron dos soluciones de lisis y de lavado | y I, con
mayor (1) o menor (2) concentracion de imidazol (80 y 10 mM respectivamente) para
la purificacion por cromatografia de afinidad con una resina Ni-NTA. En el primer caso
se esperaba mayor pureza pero probablemente menor rendimiento y en el segundo

mayor cantidad de proteina aunque podria estar menos pura.

En la Figura 3.4.A se muestran dos geles 10 % poliacrilamida en los cuales se
analizo la purificacion en las dos condiciones ensayadas. Se analizaron la fraccion

posterior al pegado a la resina (P), las fracciones posteriores a los lavados | (LI) y Il
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(L) y las primeras cinco fracciones eluidas (E1 a E5). Se observo que soluciones mas
concentradas en imidazol producian mayor pérdida de la enzima de interés luego del
pegado a la resina y de los sucesivos lavados. Con las soluciones menos
concentradas esta pérdida resultd marcadamente menor, mientras que la cantidad de
proteina en los primeros eluatos fue mayor y el grado de pureza obtenido no resulto
ser mayormente diferente en las dos condiciones. En la Figura 3.4.B se muestran
cuantitativamente estos resultados obtenidos a partir de la electroforesis con patrones
de BSA de concentracion conocida y en la Figura 3.4.C se presenta la cuantificacion
de la concentracibn de proteina de los primeros eluatos por espectrofotometria

midiendo Augo.

A BL4-BLaly—BLally BLy-BlLaly—BlLalb
Fraccion eluida  Etapas Fraccion eluida Etapas
kDa M E1 E2E3 E4 E5P LI LI E1 E2E3 E4 E5S P LI LI
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0 2
g % - - S 08
- 2
g 10 0.4 . .
8 5 . ] g L] -
0 . . -
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Figura 3.4. Evaluacion de condiciones de purificaci 6n de ACPwt-S por cromatografia de
afinidad. A. Se evaluaron por SDS-PAGE 10 % las fracciones eluidas (E1 a E5) y aquellas
correspondientes a los pasos intermedios de purificacion (posterior al pegado, P, posterior al primer
lavado, LI, posterior al segundo lavado, LIl) de la enzima ACPwt-S con dos concentraciones diferentes de
imidazol en las soluciones de lisis (BL1 y BL2) y de lavado (BLall, BLalll y BLal2, BLall2). M: marcador
de peso molecular. La flecha indica la banda de aproximadamente 56 kDa correspondiente al peso
molecular de la ACPwt-S. B. Cuantificacion de la concentracién de enzima determinada a partir de los
geles con patrones de BSA de concentracion conocida. C. Determinacién del contenido de proteina de los
eluatos por espectrofotometria.

Posteriormente se analiz6 la actividad de la enzima purificada como se
detallard méas adelante. Habiendo determinado que efectivamente la enzima obtenida
en las condiciones (2) era activa, se decidio realizar la purificacibn en mayor escala
con las soluciones menos concentradas en imidazol, es decir, con las soluciones BL,
(lisis), BLal, (lavado I) y BLall, (lavado II).
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Por dltimo, la sintesis de los derivados de la CoA biotinilados y fluorescentes
permitieron tener completo el sistema de marcacién ACP con el objeto de marcar el
lado extracelular del IR. La CoA- Peo,-biotina fue sintetizada de dos modos teniendo
en cuenta y modificando levemente lo reportado en la literatura (George et al., 2004,
Yin et al., 2005 a). En la Figura 3.5 se muestra el perfil de elusién obtenido por FPLC
para el producto obtenido en uno de los casos (George et al., 2004). En el panel A se

presenta la Aygo en funcién del volumen eluido y en el B la Az;5 en funcion del volumen

eluido.
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Figura 3.5. FPLC del producto de reaccion entre la CoA vy la Biotina-Peo2-maleimido. Se

modificaron levemente las condiciones informadas en bibliografia (George et al., 2004) y la purificacion se
realiz6 por FPLC con una columna C18 eluyendo con un gradiente acetonitrilo: agua / 0.1 % TFA desde
0:100 a 60:40 en 45 min. Se detectd Azis ¥ Az durante la cromatografia. En A se muestra para cada
fraccion eluida la Azs0 y en B la Azis. Estas longitudes de onda corresponden a los maximos de absorcién
de la CoA pura.

Las dos condiciones de reaccion ensayadas permitieron obtenter el producto
deseado en el pico mayoritario. Dado que la purificacién en el primer caso produjo
menor cantidad de picos y los rendimientos fueron similares y cercanos al 27 %
(siendo el reportado de 33 %, George et al., 2004) se decidié continuar con estas

condiciones y fueron las utilizadas para obtener CoA-biotina en mayor escala.

La espectrometria de masa permitié confirmar que el producto mayoritario era
el buscado. La Figura 3.6 muestra los resultados del MALDI-TOF para el primer pico

del FPLC (muy pequefio, pico 1) que presenta sefial de absorbancia a las dos
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longitudes de onda monitoreadas, correspondiente a un volumen de elusion de 61 ml

(panel A), para el pico 2, el mayoritario (panel B), y para el pico 3 (panel C).
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Figura 3.6. Caracterizacion de los productos de purificacion por MALDI-TOF.
por MALDI-TOF de los tres picos (1, 2 y 3, Figura 3.5) obtenidos en la purificacion del producto de
reaccion entre la CoA y la Biotina-Peo,-maleimido por FPLC. A. MALDI del pico 1. B. MALDI del pico 2. C.
MALDI del pico 3. La matriz utilizada fue HPA en una concentracion 15.3 mg/ml en agua.

m/z

Resultados

La asignacion de los picos (Tabla 3.2) permitié concluir que el primero estaba

constituido mayoritariamente por CoA sin reaccionar y el segundo y el tercero por

CoA-Peo,-biotina.

Pico FPLC Pico experimental (Da) Pico tedrico (Da) Asignacion
1 768.953 769.389 CoA
2 1294.221 1293.619 CoA-Peo0,-biotina
3 1294571 1293.619 CoA-Peo,-biotina

Tabla 3.2. Picos mas importantes del analisis por espectrometria de masa MALDI-TOF de los
productos aislados luego de la purificacién por FPLC.

Finalmente, se utilizé el producto obtenido para marcar células HEK 293 vivas

transientemente expresando el IR-B-A1x3-GFP. Se incubaron las células con 2 uM

ACPwt-S funcional y 1 yM CoA-Peo,-biotina como sustrato. Luego se agregd 1 nM
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SA-atto550 y pudo observarse la marcacion en la membrana de las células

transfectadas (evidenciadas por la presencia de GFP) (Figura 3.7.A)

A IR-GFP SA-atto550 Superposicién

B IR-GFP  SA-atto550 DAP!  Superposicién Transmision

Figura 3.7. Marcacion de células HEK 293 vivas con CoA-biotina y SA-atto550. Células HEK
293 expresando el IR-B-A1x3-GFP se incubaron vivas con 1 uM CoA-Peo;-biotina con (A) y sin (B) 2 uM
ACPwt-S durante 30 min a TA y marcadas luego con 1 nM SA-atto550 por 10 min. Las células luego
fueron fijadas en metanol, montadas en Mowiol y visualizadas por microscopia de campo amplio (Zeiss
Axiovert S100). Barras de escala: 5 ym.

Por otro lado, se derivatizé la CoA con una sonda fluorescente pequefia a
través de su grupo sulfhidrilo utilizando un maleimido del atto488 como reactivo,
purificando el producto de interés por HPLC. Las fracciones eluidas de la
cromatografia se caracterizaron primero por espectrofotometria. Se midié Azso Y Asor de
cada uno de los picos (fracciones 26, 28-30, 36-37 y 41-42) y se calcul6 el cociente

entre ambas medidas.

Se calcul6 con los datos bibliograficos el cociente tedrico Aspi/Aze para la CoA,
atto488 y CoA-atto488 (Tabla 3.3).

Tedrico €260 (Mcm™) €501 (Mcm™) Asor/Azeo
CoA 15300 - 0.00
atto488 18900 90000 4.76
CoA-atto488 34200 90000 2.63

Tabla 3.3. Cocientes tedricos Asp1/Azeo para la CoA, atto488 y CoA-atto488 calculados a partir de
los coeficientes de absortividad molar (¢) a las diversas longitudes de onda.

De este modo se asigné la posible identidad de los compuestos presentes en
cada fraccién (Tabla 3.4) pudiendo concluir que la fraccibn 28-30 contenia CoA-

atto488, el producto deseado. El rendimiento obtenido fue de aproximadamente 77 %.
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Fracciéon A 501/A20 Asignacion
26 0.05 CoA
28-30 2.58 CoA-atto488
36-37 4.43 atto488
41-42 4.48 atto488

Tabla 3.4. Cocientes experimentales Aso1/Aze0 para los picos obtenidos en la purificacion por
HPLC.

Para confirmar que se trataba del compuesto deseado se marcaron células
vivas A431 expresando establemente el EGFR fusionado al tag ACP con esta fraccién
proveniente de la cromatografia y una enzima ACPwt-S (cuya actividad estaba
confirmada). En la Figura 3.8 el panel A muestra la marcacién del EGFR en la
membrana de células A431 con la sonda obtenida en la fraccién 28-30. El panel B

presenta el control positivo utilizando CoA-atto488 comercializado por Covalys.

EGFR-CoA-atto488 DIC

Figura 3.8. Marcacion de células A431 con CoA-atto488.  Células A431 estables para el EGFR
fusionado al tag ACP, marcadas vivas con 0.2 yM ACPwt-S y 1 yuM CoA-atto488 a TA durante 30 min y
posteriormente fijadas en metanol. A. CoA-atto488, fraccion 28-30. B. CoA-atto488 comercial. Las
muestras se visualizaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion, 488 nm; emision,
LP: 505 nm). Barras de escala: 10 ym.

Las otras fracciones (26, 36-37 y 41-42) no mostraron marcaciéon asi como
tampoco el control negativo en el que las células se incubaron con CoA-atto488
comercial sin enzima. Esto permiti6 concluir entonces que el producto obtenido era

CoA-atto488 y que la marcacion obtenida era especifica.
3.2.3. Marcacion de la porcion N-terminal del IR

El marcar el IR del lado extracelular permitiria diferenciar el IR ya localizado en
la membrana del que esta siendo aun procesado en el RE y el sistema de Golgi y

eventualmente el receptor que ya fue internalizado del que ain no se localizé en la
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membrana celular. Para lograr esto se procedié a ensayar diversos tags insertados en

dos posiciones diferentes dentro del IR.

El tag més largo (ACP, 77 aminoacidos) insertado en la region cercana al
extremo N-terminal (residuo 34 de la secuencia de aminoacidos) del receptor fue
eficazmente reconocido por la enzima ACPwt-S y modificado covalentemente tanto en

el caso de células expresando el IR-A-ACP como el IR-B-ACP.

De este modo fue posible marcar diferencialmente cada una de las isoformas
del IR en células vivas coexpresando ambas variantes de splicing: una isoforma se
visualizd a través de la convencional fusiébn con GFP al extremo C-terminal y la otra
uniéndo covalentemente una sonda pequefa en su porcién N-terminal extracelular a
través del tag ACP (Figura 3.9).

GFP CoA-atto532 Superposicion

IR-A/IR-B

IR-B/IR-A

IR-A/IR-B
no ACPwt-S

Figura 3.9. Visualizacién de las dos variantes de splicing del IR. Células HelLa coexpresando
transientemente el IR-A-GFP y el IR-B-ACP (A), el IR-B-GFP y el IR-A-ACP (B) marcadas vivas con 0.2
UM ACPwt-S y 1 uM CoA-atto532 durante 30 min a TA fueron fijadas en metanol. C. Control: células HelLa
coexpresando el IR-A-GFP y el IR-B-ACP incubadas con 1 yM CoA-atto532 sin enzima. Las muestras se
visualizaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm; excitacion
atto532, 532 nm; emisiéon GFP, BP: 500/20 nm; emision atto532, LP: 560 nm). Barras de escala: 10 ym.

La Figura 3.9 muestra células HelLa coexpresando transientemente el IR-A-
GFP y el IR-B-ACP (panel A) o bien el IR-A-ACP y el IR-B-GFP (panel B) marcadas
vivas con CoA-atto532 y ACPwt-S. La sefial roja correspondiente a CoA-atto532 se
localiza en la membrana celular, en cambio la sefial verde de aquella isoforma
fusionada a GFP se detecta tanto en la membrana como en el interior celular.
Asimismo, la marcacion resulté altamente especifica ya que no se observo
fluorescencia en el canal correspondiente a CoA-atto532 cuando el experimento fue

realizado en ausencia de enzima (panel C).
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Se analiz6 a continuacion la colocalizacién de ambas sefiales calculando los
coeficientes de Pearson y de Manders con el objeto de cuantificar lo que la imagen de
superposicibn muestra cualitativamente. Estos coeficientes mostraron valores
cercanos a uno, indicando un alto grado de colocalizacién. Una vez calculados los
coeficientes fue posible construir los mapas de Pearson y Manders en los cuales se
muestra el aporte de cada pixel a cada uno de los coeficientes. Estos mapas
confirmaron que las mayores contribuciones estan dadas por los pixeles
correspondientes a la membrana celular siendo esto lo esperado ya que una de las
isoformas se marcé extracelularmente, detectandose entonces solo su presencia en la
membrana. En la Figura 3.10 se muestra un ejemplo de este andlisis correspondiente
al experimento mostrado en la figura anterior. En el panel B se presenta el mapa de
Manders y en el panel C el mapa de Pearson. En ambos paneles los mayores aportes

a cada uno de los coeficientes se presentan en rojo y los aportes mas bajos en azul.

IR-A/IR-B Mapa Manders  Mapa Pearson

Figura 3.10. Colocalizacion del IR-A y el IR-B.  Analisis de colocalizacion correspondiente al
experimento de la Figura 3.9.A . A. Superposicion de la sefial correspondiente al IR-A-GFP (verde) y al
IR-B-ACP-CoA-atto532 (rojo). B. Mapa de Manders (Matlab). C. Mapa de Pearson (Matlab). Se indican los
coeficientes de colocalizacién calculados utilizando el Matlab (M y Rr). Barra de escala: 5 um.

Se confirmé que la proteina expresada era el IR por inmunofluorescencia con
un anticuerpo especifico contra los aminoacidos 128-205 del receptor (anti-IR
subunidad a, H78). Estos experimentos permitieron observar que el IR-ACP se
expresa correctamente y puede ser marcado extracelularmente pero que una
proporcion importante del mismo se acumula en el interior celular. La Figura 3.11
muestra un experimento de microscopia de epifluorescencia en la cual el primer panel
es la imagen detectada en el canal correspondiente al anticuerpo secundario
conjugado al fluoréforo Alexa fluor 488 revelando el IR. El segundo panel corresponde
al canal rojo, evidenciando la marcacion extracelular con CoA-atto547 y ACPwt-S. La
microscopia de campo amplio permitié6 detectar tanto el IR intracelular (en verde,
revelado por el anticuerpo) como el IR ya localizado en la membrana (en rojo, dado
que la CoA-atto547 no es permeable a la membrana celular, pudiendo solo marcar el
IR en la superficie). Esto resulté concordante con lo observado en experimentos con

células expresando el IR-ACP-GFP (A o B) en los cuales la sefial verde

130



Capitulo 3. Marc acion deldominio extrace lulardellIRen células vivas

correspondiente a la proteina fluorescente se acumula en el interior celular y la
marcacion en membrana con ACPwt-S y CoA fluorescente resulta ser baja revelando

fallas en la localizacion.

Alexad88 CoA-atto547 DAPI Superposicion DIC

Figura 3.11. Inmunofluorescencia del IR-ACP. Células Hela expresando el IR-B-ACP
marcadas vivas con 1 yM CoA-atto547 y 0.2 uM ACPwt-S fueron fijadas en metanol e inmunomarcadas
con un anticuerpo especificamente dirigido contra los aminoacidos 128-205 de la subunidad a del IR
(H78) y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa flior 488. Las muestras se visualizaron en Mowiol
por microscopia de epifluorescencia (Zeiss Axiovert S100). Barra de escala: 10 um.

Lo expuesto condujo a redisefiar la estrategia probando dos tags mas
pequefios sospechando que el tamafio del mismo podia ser la causa de lo observado.
Se eligieron dos péptidos: YbbR13 (11 aminoacidos) y Al (12 aminoacidos). En el
primer caso, no pudo verse marcacion y nuevamente se detecto la proteina acumulada

en el RE y el Golgi.

El tag Al, en cambio, permitié marcar la porcién extracelular del IR al principio
del dominio rico en leucina (L1) cuando fue insertado en el sitio de corte para la
enzima de restriccion EcoR V. La Figura 3.12 muestra imagenes obtenidas por
microscopia de epifluorescencia de células expresando cada una de las isoformas del
IR fusionadas a GFP en el extremo C-terminal y al tag Al insertado en la posicién 34
de la secuencia aminoacidica. Las células fueron marcadas con ACPwt-S y CoA-
atto547.

GFP CoA-atto547 DAPI Superposicion DIC

&

Figura 3.12. Marcacién del extremo N-terminal del IR con el tag Al (12 aminoé&cidos).
Células HelLa expresando el IR-A-Al-EcoRV-GFP o el IR-B-A1-EcoRV-GFP fueron marcadas vivas con
0.2 uM ACPwt-S y 1 uM CoA-atto547 y fijadas en metanol. Las muestras se visualizaron por microscopia
de epifluorescencia (Zeiss Axiovert S100). Barras de escala: 10 ym.

Los experimentos realizados y evaluados hasta esta parte mostraron la

marcacion especifica y la posibilidad de marcar diferencialmente ambas variantes de
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splicing del IR. Sin embrago, las imagenes de microscopia muestran que al fusionar un
tag (mas largo, de 77 aminoacidos, o aun més corto, de 12 aminoacidos) a la porcién
cercana al extremo N-terminal del receptor éste se acumula en una proporcion
importante en el citoplasma, probablemente el RE y el sistema de Golgi. Asimismo,
cuando se evaluo si es capaz de unir insulina utilizando la aproximacion descripta en
el Capitulo 1 con BAC-Ins, no pudo verse sefial de QD con estas construcciones.
Esto, conjuntamente con experimentos de inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo especificamente dirigido contra la subunidad B del IR fosforilado en la
tirosina 1361, condujo a la conclusion de que si bien estas mutantes del IR-A y del IR-
B se expresan correctamente y se localizaban en cierta proporcién en la membrana

celular, parecen no ser totalmente funcionales.

En el caso de los IR-ACP se evalu6é la autofosforilacion del receptor
observando activacion independiente de insulina aunque estos niveles fueron menores
gque los presentados por los IR-GFP o los IR salvajes cuando son estimulados. En la
Figura 3.13 se muestran células expresando el IR-ACP (A o B) que sin ser
estimuladas presentan sefial en la membrana. Esto no sucede con aquellas quimeras
que expresan el IR-GFP (ver Capitulo 1). En cambio, al ser estimuladas, los niveles
de activacion resultan sensiblemente menores que para las proteinas fusionadas a
GFP. Es relevante aclarar que el andlisis de células individuales permitié ver que el
comportamiento no es homogéneo siendo lo expuesto lo observado en mayor medida.

IR-A-ACP IR-A-ACP

CoA-atto488 p-IR-Cy3 Superposicion Dic CoA-atto488 p-IR-Cy3 Superposicion Dic

control control

rhins

Figura 3.13. Evaluacion de la activacion del IR-ACP.  Células HelLa expresando el IR-A-ACP
(A-B) o el IR-B-ACP (C-D) marcadas con 0.2 uM ACPwt-S y 1 uM CoA-atto488, estimuladas (rhins) o no
(contral) con 100 nM rhins durante 10 min. Luego de fijar las células en metanol se realizaron las
inmunofluorescencias con un anticuerpo contra la subunidad 8 del IR fosforilada en la tirosina 1361 y un
anticuerpo secundario conjugado a Cy3. Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal Zeiss
LSM 510 Meta (excitacion atto488, 488 nm; excitacion Cy3, 532 nm; emision atto488, 500-520 nm;
emision Cy3, 563-606 nm; modo meta). Barras de escala: 10 ym.
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3.2.4. Marcacion extracelular del IR introduciendo un pequefio tag en el dominio
Fnlll-1

Estos resultados condujeron a seguir adelante con el tag Al ya que el YbbR13
no mostré marcacion, siendo ademas mas pequefio que el ACP, pudiendo ser
eficazmente reconocido por la enzima. Por otro lado, se modifico la posicion donde
insertarlo dentro del IR dado que la interrupcion de la secuencia en el extremo N-
terminal estaria alterando probablemente el adecuado procesamiento y localizacidon
del receptor. Se eligio entonces la posicion 626 de la secuencia aminoacidica (1878 pb
rio abajo del ATG inicial en la secuencia del gen) coincidente con un sitio de
reconocimiento para la enzima BamH | favoreciendo la estrategia de clonado. Esta
posicién se encuentra dentro del dominio Fnlll-1 del IR sin encontrarse en ella ningan
aminodcido involucrado en mutaciones patoldgicas del gen del IR, residuos
glicosilables, ni residuos cisteinas, que resultan importantes para el procesamiento

post-traduccional.

La generacion de los vectores de expresion pcDNA3-IR-A-A1-GFP, pcDNA3-
IR-B-A1x3 y pcDNAS3-IR-B-A1x3-GFP permitieron nuevamente marcar la porcién

extracelular del receptor de insulina en células vivas (HEK 293, Figura 3.7, y HelLa).

En el caso de estas construcciones se observo una mejor localizacion del IR en
membrana asi como mayores niveles de transfeccion y/o expresion de la proteina
respecto a lo detectado con los IR en los que se introdujeron tags en el extremo N-
terminal, lo cual se reflejé en niveles més elevados de marcacion. La Figura 3.14
muestra experimentos representativos para las tres construcciones en células HelLa
marcadas vivas. En el panel A células expresando el IR-B-A1x3-GFP se marcaron
vivas con CoA-atto532 y ACPwt-S detectandose ambas sefiales en la membrana
celular asi como en filopodias (panel B). Lo que se observa cualitativamente en la
imagen de superposicion (Figura 3.14.A, tercer panel) se cuantifico en un mapa de
Manders que mostré6 que los mayores aportes a M estan dados por los pixeles

correspondientes a la membrana celular (Figura 3.14.C).

El IR fusionado al tag Al pero sin GFP en el extremo C-terminal también
permitié detectar marcacion en membrana como se ve en la Figura 3.14.D la cual
presenta una imagen de microscopia de epifluorescencia donde la sefal roja
corresponde a CoA-atto532. Resultados similares se obtuvieron al expresar el IR-A-
A1-GFP (Figura 3.14.E).
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IR-B-A1x3-GFP IR-B-A1x3

Figura 3.14. Marcacion del dominio Fnlll-1 del IR (A'y B) . Células HelLa expresando el IR-B-
A1x3-GFP (A-C) o el IR-B-A1x3 (D) o el IR-A-A1-GFP (E) fueron marcadas con 0.2 yM ACPwt-Sy 1 uM
CoA-atto532 o CoA-atto550. Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 510
Meta (excitacion atto488, 488 nm; excitacion atto532, 532 nm; emision atto488, 500-520 nm; emisién
atto532, 563-606 nm; modo meta) en el caso del IR-B-A1x3-GFP (A-B) o por microscopia de
epifluorescencia (Zeiss Axiovert S100) en los otros casos (D-E). Barras de escala: 10 ym. B. Ampliacion
de la regidn dentro del recuadro en A. C. Mapa de Manders correspondiente al experimento del panel A.

Asimismo, estas construcciones mostraron unir insulina antes y después de ser
marcadas. Los experimentos se hicieron de modo similar a lo detallado en los

capitulos precedentes como se esquematiza en la Figura 3.15 .

A Union de insulina antes de la marcacion B Unién de insulina después de la marcacion
IR - IR 5
pa_ BAC-ns L qpess g coax M BAC-ns W qpgss Mk
<O =<0 =Ko - RC G RG R
ACPwt-S

Figura 3.15. Union de insulina. Esquemas de cédmo se evalué la unién de insulina antes (A) y
después (B) de la marcacién del dominio extracelular del IR con ACPwt-S y CoA fluorescentes.

En la Figura 3.16.A se muestran células expresando el IR-B-A1x3-GFP
incubadas con 50 nM BAC-Ins a 15 °C y posteriormente con 1 nM QD655. Se detectd
la union del ligando a través de la sefial de los QD655 en la membrana celular, siendo
esta especifica ya que células no transfectadas no mostraron sefial en el canal rojo

(ver células en la esquina inferior derecha de la Figura 3.16.A).

A continuacion, se analiz6 si se mantenia esta funcionalidad luego de marcar
extracelularmente el receptor. Para esto las células se marcaron con CoA-atto532 y
ACPwt-S, luego se incubaron con BAC-Ins y posteriormente con QD655. En la Figura
3.16.B se presenta un experimento representativo de esta evaluacion: en verde se
muestra la sefal correspondiente a GFP, en rojo la de CoA-atto532 y en azul la

correspondiente a los QD655. Nuevamente, se observa que mientras GFP se
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encuentra tanto en la membrana como en el interior, las sefiales correspondientes al
ligando unido a los QD655 y a la marcacion del dominio extracelular se evidencian

solamente en la membrana plasmatica.

IR-B-A1x3-GFP

IR-B-A1x3

Figura 3.16. Union de insulina antes y después de la marcacion. A. Células HelLa
expresando el IR-B-A1x3-GFP incubadas vivas con 50 nM BAC-Ins y posteriormente con 1 nM QD655,
fijadas en 3.7 % PFA. B-C. Las células expresando IR-B-A1x3-GFP (B) o IR-B-A1x3 (C) se marcaron
primero con 1 yM CoA-atto532 y 0.2 yM ACPwt-S y luego con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 (se muestra
GFP en verde, CoA-atto532 en rojo y QD655 en azul). Las imagenes del panel B se adquirieron en un
microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm; excitacion atto532, 532 nm;
excitacion QD655, 488 nm; emisién GFP, BP: 500/20 nm; emisién atto532, BP: 565-615 nm; emision
QD655, LP: 650 nm; modo meta). Barras de escala 10 um. Las imagenes del panel C fueron adquiridas
por microscopia de epifluorescencia (Olympus 1X71). Barra de escala: 5 um.

Resultados similares se observaron en células expresando transientemente el
IR-B-A1x3 (Figura 3.16.C) marcadas primero con CoA-atto488 y ACPwt-S y luego
incubadas con BAC-Ins seguidamente de QD655.

Sin embargo, al estudiar la internalizacion del IR-B-A1x3 y del IR-B-A1x3-GFP
luego de la unién de insulina no se detectd en niveles comparables a lo que sucedia
con los IR salvajes o fusionados a GFP en el extremo C-terminal (Figura 3.17).
Ademads, fue posible observar que a tiempos largos de incubacién a 37 °C (150 min) el
IR-B-A1x3-GFP se agrupa en la membrana formando estructuras similares a clusters

con el ligando unido (panel correspondiente a 150 min).
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IR-B-A1x3-GFP atto532 DIC

15 min

QD655 Superposicion

45 min

150 min

Figura 3.17. Andlisis de la internalizacion  del IR-B-A1x3-GFP lue go de unir insulina. Células
HelLa expresando el IR-B-A1x3-GFP se marcaron con 1 yM CoA-atto532 y 0.2 yM ACPwt-S, fueron
incubadas vivas con 50 nM BAC-Ins y posteriormente con 1 nM QD655 y luego a 37 °C durante 15, 45 6
150 min. A continuacion fueron fijadas en 3.7 % PFA y visualizadas en un microscopio confocal Zeiss
LSM 510 Meta (excitacion GFP, 488 nm; excitacion atto532, 532 nm; excitacion QD655, 488 nm; emision
GFP, BP: 500/20 nm; emisién atto532, BP: 565-615 nm; emision QD655, LP: 650 nm; modo meta). Barras
de escala: 10 ym.

3.3. DISCUSION

En este capitulo se mostro el desarrollo de quimeras de ambas isoformas del
IR fusionadas a diversos tags que permitieron su marcacion extracelular con sondas
pequefias en células vivas. El trabajo realizado se orienté a conseguir mutantes del IR
que puedan ser marcadas extracelularmente a fin de poder diferenciar el receptor ya
localizado en membrana del que esta siendo procesado previamente a su localizacién.
De este modo, seria posible, en primer lugar, contar con una herramienta para estudiar
los receptores localizados en la membrana exclusivamente sin tener interferencia de
los que auln estan siendo procesados en el RE y el aparato de Golgi. En segundo
lugar, esta estrategia permitiria seguir el trafico del IR y del ligando por separado una
vez que ha ocurrido la internalizacion. Para esto resulta fundamental que la marcacién

pueda ser exclusivamente extracelular.

Se puso a punto el sistema de marcacion expresando y purificando la enzima
ACPwt-S y sintetizando tanto CoA fluorescentes como CoA-Peo,-biotina. Se
generaron diversas quimeras del IR uniendo tags mas largos (ACP de 77
aminoacidos) o mas cortos (Al de 12 aminoé&cidos) que pudieron ser marcados
extracelularmente. Se estudid cada una de las construcciones generadas en lo que
respecta a su expresion, localizacion, activacion, su capacidad de unir insulina y de

internalizarse en respuesta a ella.

Si bien las quimeras con el tag mas largo (ACP) en el extremo N-terminal no

resultaron funcionales, permitieron validar la marcacion diferencial de las dos

136



Capitulo 3. Marc acion deldominio extrace lulardellIRen células vivas

isoformas del IR. Estas quimeras pudieron ser marcadas luego de su expresion y
localizacibn en membrana. Estas construcciones no permitieron detectar union del
ligando; sin embargo, mostraron estar activas (fosforiladas en su dominio quinasa)
tanto en ausencia como en presencia de insulina resultando esto interesante para
experimentos futuros. Estas formas constitutivamente activas permitirian estudiar los
eventos de la via independientemente del ligando. Se sabe que este receptor se
agrega (forma clusters) previamente a ser internalizado, siendo entonces relevante

contar con quimeras que no unen insulina para estudiar este tipo de fenémenaos.

La unién de insulina al IR ocurre preferentemente en microvellosidades de la
superficie celular. EI complejo insulina-IR se redistribuye entonces acumulandose en
zonas sin microvellosidades desde donde se internaliza (Carpentier et al., 1981; 1985;
Fan et al.,, 1982). Los mecanismos que dan la especificidad de los efectos de la
insulina en diversos tejidos no se conocen mayormente. Un modo de lograr esta
especificidad en la sefializacién por insulina es la regulacién de la dindmica espacial y
temporal (Foti et al.,, 2007). Los IR estdn compartimentalizados en dominios
especificos en la membrana plasmatica (Carpentier, 1993) y luego de la estimulacion
con insulina migran a dominios diferentes en la superficie celular y luego dentro de la
célula. Dentro de este trayecto, la activacion de distintas vias intracelulares han sido
reportadas, lo cual apoya la hipétesis que postula que existe un control tanto espacial
como temporal de la sefalizacion del IR (Foti et al., 2004). Entender los procesos
biologicos que controlan la localizacion del IR y el trafico resulta fundamental para
dilucidar los factores que determinan la especificidad de las cascadas de sefializacion

de la insulina.

Por otra parte, el IR con el tag Al ubicado en el dominio Fnlll-1 del IR mostrd
una localizacién coincidente con el IR salvaje, pudiendo ademas unir insulina tanto
antes como después de la marcacion. Este receptor se localiza y expresa
correctamente, une insulina pero no se activa por autofosforilacion ni se internaliza.
Este comportamiento condujo a estudiar esta mutante como un posible dominante
negativo del IR que es posible de detectar, marcar y modificar covalentemente en la

membrana celular. Esto se presenta en el siguiente capitulo.

Asimismo los resultados de este capitulo abren la posibilidad de utilizar este tag
Al en otra posicion mas interior del IR con el objeto de lograr quimeras totalmente
funcionales que puedan ser marcadas extracelularmente. Probablemente la regién
interdominio del IR sea una buena posibilidad asi como el dominio Fnlll-3. Si es

posible conseguir una quimera funcional con este tag el paso siguiente resulta
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entonces insertar en esa misma posicion otro tag que sea marcado solamente por la
enzima Sfp de B. subtilis de modo de lograr un sistema ortogonal (Sielaff et al., 2006;
Zhou et al., 2007; Kropf et al, 2009) que permitirdA marcar diferencial y
extracelularmente las dos isoformas del IR. Esto resulta relevante ya que no existen
anticuerpos especificos que distingan cada una de las isoformas (es decir, dirigidos a
la secuencia aminoacidica codificada por el exéon 11). Ademas, la generacion de estas
herramientas haréa posible seguir el trafico intracelular del IR con sondas pequefias o
bien con QD unidos al IR a través de la CoA biotinilada, utilizando nanoparticulas
sensibles al pH se podria monitorear el ambiente intracelular que el IR atraviesa una

vez que se ha producido la endocitosis.
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4, Estudio de los heterodimeros IRA/IRBen Ia

membrana plasmatica

4.1. INTRODUCCION

La adquisicion del exén 11 del gen Ir en mamiferos y la capacidad de ser
procesado de manera alternativa incluyéndolo o no de manera tejido especifica origino
una nueva variante del IR. Esta novedad evolutiva dio lugar a la especializacion de la
sefalizacién de cada isoforma. La abundancia relativa del IR-A y del IR-B varia en los
diversos tejidos y ademas se modifica de acuerdo a la etapa del desarrollo. La
isoforma B es la que se expresa predominantemente en tejidos sensibles a insulina
como lo son el higado, el masculo o los adipocitos (Moller et al., 1989; Mosthaf et al.,
1990). Mientras tanto, tejidos embrionarios expresan mayoritariamente el IR-A donde
su principal funcién es regular la proliferacion y diferenciacion celular (Frasca et al.,
1999).

En tejidos de pacientes diabéticos se han detectado cambios en la relacién de
ARNm del IR-A y del IR-B (Mosthaf et al., 1991; Sesti et al., 1991; Kellerer et al., 1993;
Haring et al., 1994) y en numerosos tumores se observa la sobreexpresion del IR-A
(Pandini et al., 1999; Sciacca et al., 1999; Vella et al., 2002).

La formacion de receptores hibridos IRA/IRB ha sido postulada en varios
trabajos pero comprobar su existencia ha sido dificultado por la carencia de las
herramientas necesarias. Hasta el momento no se cuenta con anticuerpos
especificamente dirigidos contra cada una de las isoformas. Una evidencia de la
existencia de los hibridos son las afinidades diferentes por diversos ligandos del IR-A,
el IR-B y los hibridos IR-A/IR-B en células transfectadas con cada uno de los

receptores o ambos conjuntamente.

Para poner a prueba la hipotesis de la existencia de los hibridos se han
realizado medidas BRET en receptores purificados de células expresando una
isoforma fusionada a YFP y la otra a la luciferasa (Boute et al., 2001) o bien realizando

las mediciones en toda la célula. En estas mediciones se incluyen tanto los receptores
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en la membrana como aquellos que aun estan siendo procesados en el RE y en el

aparato de Golgi (Blanquart et al., 2008).

Por otra parte, utilizando células HEK 293 (endégenamente expresan el IR-A)
transfectadas con el IR-B fusionado a una proteina fluorescente permitieron detectar
por inmunoprecipitacion las bandas correspondientes a ambas isoformas por Western
blot: IR-A e IR-B-YFP (Blanquart et al., 2008).

Sin embargo, en estos estudios se detectan los receptores presentes en toda la
célula. La combinacion de las construcciones presentadas en el capitulo anterior (IR-
B-Alx3 e IR-A1x3-GFP) con las isoformas salvajes o fusionadas a SCFP permitir4
estudiar la presencia de hibridos en la membrana, que, en definitiva, son los

responsables de la respuesta celular a insulinay a IGF (1'y II)
Objetivos
1. Caracterizar funcionalmente al IR-B-A1x3 y al IR-B-A1x3-GFP
2. Estudiar la existencia de heterodimeros IR-A/IR-B en la membrana plasmatica

3. Estudiar el efecto de la internalizaciéon en la sefializacion por insulina de ambas
isoformas del IR

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Caracterizacion funcional del IR-B-A1x3 y del IR-B-A1x3-GFP

En el capitulo anterior se mostré que los IR fusionados al tag Al dentro del
dominio Fnlll-1 unen insulina. Sin embargo, no se detecto internalizacion del receptor
en respuesta a insulina en niveles comparables a los IR salvajes o los IR-VFP. Estas
dos caracteristicas sugerian que se trataba de un posible dominante negativo del IR
que ademas podia ser marcado extracelularmente, lo cual lo hacia doblemente

interesante.

Para evaluar si la union de insulina al IR-B-A1x3 se traduce en la activacién de
la cascada de sefalizacion del IR, se analizé si el IR-B-A1x3 y el IR-B-A1x3-GFP se
autofosforilan en respuesta a insulina. Para esto se realizaron inmunofluorescencias
con un anticuerpo especifico contra la subunidad B del IR fosforilada en la tirosina

1361. La Figura 4.1 muestra que mientras el IR-B-SCFP y el IR-B presentan sefial de
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activacion en la membrana en respuesta a insulina (paneles B y E), esto no ocurre al

insertar el tag A1 en el dominio Fnlll-1 (paneles D y H).

IR-B-SCFP p-IR-555 Superposicién DiCc p-IR-555 Superposicion DiC
IR-B 7
' control
| rhins _ _
IR-B-A1x3-GFP p-IR-555 Superposicion Dic IR-B-A1x3-488 p-IR-555 Superposicion DIiC

control

rhins

P e

thins

Figura 4.1. Evaluacion de la autofosforilacion del IR-B-A1x3 y del IR-B-A1x3-GFP por
inmunofluorescencia y microscopia confocal. Células HelLa expresando el IR-B-SCFP (A y B), IR-B-
Al1x3-GFP (Cy D), IR-B (Ey F), 0 IR-B-A1x3 (G y H) estimuladas o no (control) con 100 nM rhins durante
10 min fueron fijadas en metanol. Las inmunofluorescencias fueron realizadas con un anticuerpo
especifico contra la subunidad B del IR fosforilada (Tyrl1361) y un anticuerpo secundario conjugado a
Alexa flior 555. En C-D las células se marcaron con 2 yM ACPwt-S y 1 uM CoA-atto488 durante 30 min a
TA y luego fueron o no estimuladas con rhins. La visualizacion se realiz6 en un microscopio confocal
Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion SCFP, 405 nm; excitacion Alexa fluor 555, 543 nm; emision SCFP,
BP: 480-495 nm; emision Alexa fluor 555, BP: 560-620 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.

Este resultado muestra que estas construcciones son capaces de expresarse,
unir insulina, marcarse extracelularmente pero no de activarse en su dominio quinasa
en respuesta al ligando. Esto las convierte en potenciales dominantes negativos del
IR. Los resultados obtenidos por microscopia fueron confirmados por experimentos de
Western blot. En primer lugar, pudo observarse que el IR-B-A1x3 presenta el tamafio
correcto coincidente con el peso molecular del IR (95 kDa). Sin embargo,
coincidentemente con la microscopia no pudo detectarse sefial de fosforilacion
utilizando en este caso un anticuerpo dirigido contra tirosinas fosforiladas (PYZ20)
(Figura 4.2).

IR-B IR-B-A1x3
- + - +
PY Lol
R —-— -
Figura 4.2 . Evaluacion de la autofosforilacion del IR-B-A1x3 por Western blot. Células HelLa

expresando el IR-B o el IR-B-A1x3 hambreadas durante toda la noche fueron estimuladas (+) o no (-) con
100 nM rhins durante 5 min y los lisados se analizaron por Western blot con un anticuerpo contra tirosinas
fosforiladas (PY20) y luego con un anticuerpo contra la subunidad 8 del IR.
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4.2.2. El IR-B-A1x3 es un dominante negativo del IR

Continuando con la caracterizaciéon del IR-B-A1x3, se evaludé un evento rio
abajo en la cascada de sefializacién del IR: la transcripcion génica mediada por el
factor de transcripcion AP-1. Se analiz6 el efecto sobre la induccion de la transcripcion
via AP-1 cuando se coexpresa el IR-B-A1x3 con cada una de las isoformas del IR-
SCFP.

El objetivo de esta parte fue analizar si el IR-B-A1x3 es capaz de apagar la
sefializacion mitogénica desencadenada por cada IR funcional (el IR-A-SCFP y el IR-
B-SCFP). Cuando se normalizaron estos datos a la induccién generada por las células
expresando solo el IR-SCFP correspondiente se obtuvieron los resultados mostrados
en la Figura 4.3 . Las barras azules muestran que el IR-B-A1x3 disminuye el efecto
sobre la transcripcion génica inducida tanto por el IR-A-SCFP como por el IR-B-SCFP.
Por el contrario, introducir el IR-B (sin tag, salvaje) aumenta la actividad de luciferasa,
lo cudl resulta l6égico ya que se esta transfectando mayor masa de ADN total del IR
funcional (IR + IR-SCFP). Cuando se introdujo el IR-A al IR-A-SCFP la transcripcion se
incrementa aun mas. Esto resulta consistente con lo expuesto en el Capitulo 2 donde
se demostrd que el IR-A desencadena una mayor estimulacion de la transcripcion

génica inducida por AP-1 que el IR-B.

3
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Figura 4.3. Efecto del IR-B-A1x3 sobre la transcripcién génica inducida por ambas
isoformas del IR-SCFP. Células HeLa coexpresando el reportero AP-1-Luc y: i) el IR-B-A1x3 con el IR-A-
SCFP o el IR-B-SCFP (barras azules), ii) el IR-B con el IR-A-SCFP o el IR-B-SCFP (barras violetas), iii) el
IR-A con el IR-A-SCFP o el IR-B-SFCP (barra gris). Las células fueron hambreadas durante 24 h, luego
se estimularon o no con 100 nM rhins durante 16 h y se midio la actividad de luciferasa presente en los
lisados. Se cuantifico la induccion calculando el cociente entre las muestras estimuladas y las no
estimuladas. Los niveles de induccién se normalizaron a células que habian sido transfectadas solamente
con el pcDNA3-IR-SCFP correspondiente (igual masa de ADN de ese plasmido que el usado en las
cotransfecciones).

A continuacion se analiz6 el efecto de la dominancia negativa a
concentraciones crecientes del IR-B-A1x3. Para esto se ensayaron transfecciones con
diferentes relaciones de masa de ADN del pcDNA3-IR-B-A1x3 y el pcDNA3-IR (0:1,

1:4 y 1:2). Se midié la activacién del factor de transcripcion AP-1 en respuesta a
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insulina. Ambas isoformas del IR mostraron que al ser coexpresados con el IR-B-A1x3
se produce una disminucion dependiente de los niveles de expresion de esta mutante
en la actividad de luciferasa con respecto a lo observado en las muestras en las que
no se transfecto el pcDNA3-IR-B-A1x3 (Tabla 4.1 y Figura 4.4) .

A B
IR-A IR-B
(8] (5]
3 10 " 3 10
& om * T ®
c® 05 c ©05
o E 9 E
g2 8 o
E ool 2 o0
- 0.2 0.4 - 0.2 0.4
pg ADN IR-B-A1x3 pg ADN IR-B-A1x3

Figura 4.4. Dominancia negativa del IR -B-A1x3 sobre ambas isoformas del IR.  Células HelLa
cotransfectadas con el plasmido reportero pAP1-Luc y el pcDNA3-IR-A (A) o el pcDNA3-IR-B (B) y
diferentes cantidades de ADN del pcDNA3-IR-B-A1x3 luego de 24 h de expresion fueron deprivadas de
SFB durante 24 h. Posteriormente se estimularon o no con 100 nM rhins durante 16 h y se midio la
actividad de luciferasa. Se cuantifico la induccion de luciferasa calculando el cociente entre las muestras
estimuladas y las no estimuladas. Los niveles de inducciéon se normalizaron al grado de induccién que
mostraron células que habian sido transfectadas sin el pcDNA3-IR-B-A1x3. Los asteriscos muestran
diferencias significativas con la induccion causada solo por el IR salvaje (p < 0.03; n = 4 experimentos
independientes).

ADN pcDNA3-IR | ADN pcDNA3-IR-B-A1x3 Induccion AP-1-Luc (veces)
(H9) (Ho) IR-A IR-B
0.8 0.0 1.00 +0.00 1.00 +0.00
0.8 0.2 0.74 +0.09 0.73+0.20
0.8 0.4 0.56 +0.18 0.57 +0.03

Tabla 4.1. Induccion de la transcripcion mediada por AP-1 al coexpresar el IR-A o el IR-B con el
IR-B-A1x3 y estimular con insulina (n = 4 experimentos independientes). Se ensayaron diferentes
relaciones de masas de ADN de los plasmidos correspondientes.

Estos resultados muestran que el IR-B-A1x3 apaga la transcripcion génica
inducida por ambas isoformas del IR de manera dependiente de la cantidad de ADN
transfectado. Esto permite concluir que se comporta como un dominante negativo

tanto de la isoforma A como de la B del IR en la via mitogénica.

4.2.3. El IR-B-A1x3 es un dominante negativo del IR endégeno en células HEK
293

Los resultados hasta aqui descriptos condujeron a analizar el comportamiento
del IR-B-A1x3 frente al IR que enddgenamente expresan las células HEK 293 (la
isoforma A) estudiando si era posible apagar o disminuir su respuesta a insulina. Se

disefiaron experimentos que evaluaran la transcripcion génica a través de la via de
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AP-1. Para esto las células se transfectaron con diversas cantidades del pcDNA3-IR-
B-A1x3 junto con el reportero pAP1l-Luc y luego de 24 h de expresion, 24 h de
hambreado y 16 h de estimulacion con 100 nM rhins se midio la actividad de luciferasa
en los lisados. La Figura 4.5 muestra que el efecto de la insulina (2.5 + 0.3 veces de
induccion) disminuye al aumentar la cantidad de IR-B-A1x3 en la célula (1.4 £ 0.4
veces de induccion para 0.1 ug ADN y 0.6 + 0.2 veces de induccién para 0.2 ug ADN)

siendo 0.2 yg de ADN suficiente para apagarlo totalmente.
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Figura 4.5. Analisis de la dominancia nega tiva del IR-B-A1x3 sobre el IR enddgeno de
células HEK 293. Células HEK 293 cotransfectadas con el plasmido reportero pAP1-Luc y diferentes
cantidades de ADN del pcDNA3-IR-B-A1x3 (0, 0.1 y 0.2 ug) fueron deprivadas de SFB durante 24 h.
Posteriormente se estimularon o no con 100 nM rhins durante 16 h y se midi6 la actividad de luciferasa
presente en las muestras. Se cuantificd la induccion de luciferasa calculando el cociente entre las
muestras estimuladas y las no estimuladas. Los asteriscos muestran diferencias significativas con la
induccién causada solo por el IR endégeno (*: p = 0.02; **: p = 0.003; n = 3 experimentos independientes).

Este resultado confirmé la dominancia negativa de esta construccién sobre el

IR enddgeno.

4.2.4. El IR-B-A1x3 afecta diferencialmente la activacién del IR-A y del IR-B y sus

cascadas rio abajo

Hasta ahora la caracterizacion funcional de esta construccion se centro en el
efecto sobre la activacién mitogénica rio abajo del IR. El paso siguiente fue medir el
efecto de esta quimera sobre tres eventos de activacién de las cascadas de sefales:
la autofosforilacion del IR (primer paso de la via luego de la unién del ligando), la
activacion de Akt y la de ERK 1/2.

Se disefaron entonces experimentos de Western blot que permitieran estudiar
lo que sucede rio abajo del IR cuando se cotransfectan células con el pcDNA3-IR-B-
Alx3 y cada una de las isoformas del IR totalmente funcionales. Se observé que en
células expresando el IR-A y el IR-B-A1x3 la fosforilacion del IR disminuye al
incrementar la cantidad relativa de ADN del pcDNA3-IR-B-A1x3 transfectado. Por otro
lado, sobreexpresandolo junto con el IR-B salvaje se observo que la fosforilacién del
IR es mayor que en el caso de células sélo expresando el IR, independientemente de

la cantidad de IR-B-A1x3 coexpresado (Figura 4.6 ).

146



Capitulo 4: Fstudio de los heterodimeros IR A/ IR Ben la me mbrana plasmadtic a

A B 2D|R'A!*\.r*\!*\
IR-A IR-B mR-B
IR-B-A1x3 IR-B-A1x3 l

rhins - + + + + - + + + +

PRI s ]
E——p—r—————

-
—
—
—

0
0 1 2 4

pug ADN IR-B-A1x3 / ug ADN IR
IR-B-A1x3 -
rhins + + + +
Figura 4.6. Efecto de la expresion del IR-B-A1x3 sobre la fosforilacion del IR. A. Células
HelLa coexpresando el IR-B-A1x3 con el IR-A o el IR-B (las relaciones en masa de ADN entre el IR-B-
Alx3 y el IR utilizadas se variaron entre 0:1 y 4:1) fueron estimuladas durante 5 min con 100 nM rhins y
los lisados se analizaron por Western blot con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (PY20) y luego
un anticuerpo contra la subunidad B del IR. B. Cuantificacion de los experimentos de Western blot: la

normalizacion se realizo respecto a la fosforilacion del IR salvaje sin IR-B-A1x3 (barra 0). Los asteriscos
indican diferencias significativas entre isoformas del IR (p < 0.03, n = 3 experimentos independientes).

Al medir la activacion de Akt mediante la deteccién de su forma fosforilada en
la serina 473, se observé que coexpresando el IR-B-A1x3 con el IR-A disminuyen los
niveles de activacion de manera dependiente de la concentracion de ADN del
pcDNA3-IR-B-A1x3 utilizada en la transfeccion. En cambio, cuando el IR salvaje

utilizado es el IR-B esta tendencia se invierte (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Efecto de la expresion del IR-B-A 1x3 sobre la fosforilacion de  Akt. A. Células
HelLa coexpresando el IR-B-A1x3 con el IR-A o el IR-B (las relaciones en masa de ADN entre el IR-B-
Al1x3y el IR utilizadas se variaron entre 0:1 y 4:1) fueron estimuladas durante 5 min con 100 nM rhins y
los lisados se analizaron por Western blot con un anticuerpo contra Akt fosforilado (Ser473; Cell
Signaling) y luego contra Akt. B-C. Cuantificacion de los experimentos de Western blot: la normalizacion
se realizé respecto al basal (barra C). Los asteriscos indican diferencias significativas entre isoformas del
IR (p < 0.03, n = 3 experimentos independientes).

Finalmente, al medir los niveles de fosforilacion de ERK 1/2 en respuesta a
insulina no se observaron diferencias en la activacion desencadenada por el IR-A y el

IR-B coexpresados con cantidades crecientes del IR-B-A1x3 (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Efecto de la expresion del IR-B-A1x3 sobre la fosforilacion de ERK 1/2. A.

Células HelLa coexpresando el IR-B-A1x3 con el IR-A o el IR-B (las relaciones en masa de ADN entre el
IR-B-A1x3 y el IR utilizadas se variaron entre 0:1 y 4:1) fueron estimuladas durante 5 min con 100 nM
rhins y los lisados se analizaron por Western blot con un contra ERK 1/2 fosforilado (Thr202 / Tyr204) y
luego un anticuerpo contra ERK 1/2. B-C. Cuantificacion de los experimentos de Western blot: la
normalizacion se realiz6 respecto al basal (barra C) (n = 3 experimentos independientes).

Los resultados mostrados hasta el momento indican que el receptor
recombinante IR-B-A1x3 produce el apagado de la sefializaciébn mitogénica tanto a
través del IR-A como a través del IR-B como se espera de un dominante negativo. Sin
embargo, la sefializacion en etapas tempranas de la cascada se modifica de manera
distinta para cada isoforma del IR. Mientras la autofosforilacion del IR-A y la sucesiva
activacion de Akt disminuyen en presencia del IR-B-A1x3, la fosforilacion del IR-B no
varia y la activacion de Akt inducida por esta isoforma se incrementa cuando se
coexpresa con el IR-B-A1x3. Estos resultados sugieren un efecto diferente segun se lo
exprese con cada isoforma: el IR-B-A1x3 disminuye la sefializacion metabdlica y
mitogénica del IR-A, mientras que el IR-B-A1x3 disminuye la sefializacion mitogénica

del IR-B pero aumenta la metabdlica.

Esto condujo a proponer dos hipétesis: i) por un lado, la internalizacion
diferencial de cada isoforma podia estar involucrada en estas diferencias ya que el IR-
B-A1x3 (al igual que el IR-B-A1x3-GFP) une insulina pero no se internaliza como se
mostrd en el capitulo anterior; ii) por el otro, la formacién de receptores hibridos entre
el IR-B-A1x3 y cada una de las isoformas del IR no ocurriria de forma aleatoria
explicando las diferencias observadas. En ambas direcciones se disefiaron

experimentos y son los que se presentan a continuacion.
4.2.5. El IR-B-A1x3 retiene a ambas isoformas del IR en membrana

En el Capitulo 2 se vio que la internalizacion juega un papel importante en la
sefializacion diferencial del IR-A y del IR-B. Para probar si el IR-B-A1x3 afecta la
endocitosis de las isoformas A y B del IR afectando de esta manera las cascadas de
sefializacion rio abajo, se disefiaron experimentos de internalizacion de modo similar a

los realizados en el Capitulo 2 . Primeramente se confirmd la no internalizacion del IR-
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B-A1x3 tratando brevemente las muestras con una solucion acida 0.1 M Na-glicina pH
3, 0.5 M NaCl (Figura 4.9).

IR-B-A1x3
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0 min 30 min
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Figura 4.9. Estudios de internalizacién del IR-B-A1x3. A-D. Células HelLa expresando el IR-B-
A1x3 fueron marcadas con 2 yM ACPwt-S y 2 uM CoA-atto488 a TA durante 30 min, luego se incubaron
con 50 nM BAC-Ins por 15 min y posteriormente con 1 nM QD655 durante 10 min a TA. A. Las células se
fijaron directamente en 3.7 % PFA. B. Las células se incubaron durante 5 min con una solucion &cida 0.1
M Na-glicina pH 3, 0.5 M NaCl y luego fueron fijadas. C-D. Las células se incubaron 30 min a 37 °C y
luego fueron fijadas tratandolas (D) o no (C) previamente con acido. E-G. Células HelLa expresando el IR-
B se marcaron con 50 nM BAC-Ins y 1 nM QD655 (E), se incubaron a 37 °C durante 30 min (F-G), y se
fijaron en 3.7 % PFA directamente (E-F) o luego de tratarlas previamente con acido durante 5 min (G).
Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacién atto488,
488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emisién atto488, BP: 505-525 nm; emisién QD655, BP: 640-670 nm;
modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.

Como control positivo se utilizaron células expresando el IR salvaje. Mientras
que para el IR-B-A1x3 no pudo detectarse la presencia de QD655 dentro de las
células luego de 30 min de incubacion a 37 °C y el tratamiento con acido (Figura
4.9.D), si fue posible observar sefial de QD655 en el interior celular en el caso del IR-B
(Figura 4.9.G).

A continuacién, se hicieron experimentos similares pero en células expresando
el IR-B-A1x3 junto con el IR-A o el IR-B. En ambos casos la presencia del IR-B-A1x3
produce una disminucién en el grado de internalizacion. La Figura 4.10 muestra estos
resultados para la isoforma A del IR. Sin embargo, también fue posible observar que
existian diferentes comportamientos entre las células. En general, células con altos
niveles de expresién del IR-B-A1x3 (situacién puesta en evidencia por la marcacion
con CoA-atto488) muestran baja proporcion de internalizacion. En cambio, aquellas
células con niveles de expresion del IR-B-A1x3 menores (es decir, la marca de CoA-
atto488 es baja) presentan mayor grado de endocitosis (comparar paneles B y C de la

Figura 4.10 y dentro del panel B comparar las distintas células).
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Figura 4.10. Efecto del IR-B-A1x3 en la internalizacion del IR-A. Células HelLa coexpresando
el IR-B-A1x3 y el IR-A fueron marcadas con 2 yM ACPwt-S y 2 uM CoA-atto488 a TA durante 30 min,
luego se incubaron con 50 nM BAC-Ins y posteriormente con 1 nM QD655. A. Las células se fijaron
directamente en 3.7 % PFA. B-C. Las células se incubaron durante 30 min a 37 °C y luego se fijaron en
3.7 % PFA. Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000
(excitacidon atto488, 488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emision atto488, BP: 505-525 nm; emision
QD655, BP: 640-670 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.

Las imagenes para células coexpresando el IR-B-A1x3 y el IR-B se presentan
en la Figura 4.11 mostrando que también se produce la retencion del IR-B en la
membrana plasmatica. La sefial de QD655 luego de 30 min a 37 °C se mantiene

mayormente en la membrana (panel B) y al tratar con acido es baja (panel C)
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Figura 4.11. Efecto del IR-B-A1x3 en la internalizacion del IR-B. Células Hela coexpresando
el IR-B-A1x3 y el IR-B fueron marcadas con 2 yM ACPwt-S y 2 uM CoA-atto488 a TA durante 30 min,
luego se incubaron con 50 nM BAC-Ins y posteriormente con 1 nM QD655. A. Las células se fijaron
directamente en 3.7 % PFA. B-C. Las células se incubaron durante 30 min a 37 °C y luego se fijaron en
3.7 % PFA directamente (B) o bien primero se trataron con &cido durante 5 min (C). Las muestras se
visualizaron en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion atto488, 488 nm;
excitacion QD655, 405 nm; emision atto488, BP: 505-525 nm; emision QD655, BP: 640-670 nm; modo
secuencial). Barras de escala: 10 ym.

La observacion de que el grado de internalizacion disminuye en funcién de la

sefial de CoA-atto488 en la membrana (es decir, del nivel de expresion del IR-B-A1x3)
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motivo realizar una cuantificacion de estas observaciones. Se procedié de manera
equivalente a lo descripto en el Capitulo 2: se midié la sefial de atto488 y esto
permitio dividir a las células analizadas en dos grupos, alto (atto488 > 1600 cts) y bajo
(atto488 < 900 cts). Se cuantifico el grado de internalizaciéon para cada célula como

QDi/QDyy estos resultados se presentan en la Figura 4.12 .
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Figura 4.12. Efecto del nivel de expresion del IR -B-Al1x3 en la internalizacién del IR salvaje.

A. Ejemplo de la cuantificacion de los niveles de marcacion con CoA-atto488 (en cts en el canal verde) y
el porcentaje de internalizacién en el canal rojo para tres células. B. Cuantificacién de los niveles de
internalizacion en células coexpresando el IR-B-A1x3 y el IR-A luego de 30 min de incubacién a 37 °C
segln los niveles medidos de fluorescencia en el canal verde correspondiente a CoA-atto488. Se
clasificaron las células en alta marcacion (atto488 > 1600 cts) y baja marcacion (atto488 < 900 cts) y se
cuantificé el grado de internalizacién creando una rutina en el Matlab. La misma permitié medir la sefial de
QDiy los QDn y calcular la relacién entre QD; y los QD; como se explicé en Materiales y métodos y en el
Capitulo 2 . El asterisco muestra diferencias significativas (p = 0.01; n = 8 células de cada tipo).

Lo que se observd cualitativamente pudo confirmarse estadisticamente. En la
Figura 4.12.A se muestran tres células coexpresando el IR-B-A1x3 y el IR-A con
diferentes intensidades de sefial de CoA-atto488 indicadas en el canal verde (panel
izquierdo). En el panel derecho se indica el porcentaje de internalizacion calculado
para cada una de ellas. Cuanto mayor es la expresion del IR-B-A1x3, menor es la
internalizacién que tiene lugar. El analisis de 8 células de cada tipo se presenta en el
gréafico de barras de la Figura 4.12.B mostrando que células con alta expresion del IR-
B-A1x3 (grupo denominado alto) internalizan significativamente menor proporcion de
BAC-Ins-QD655 que células con bajos niveles de expresion del IR-B-A1x3 (grupo

denominado bajo).

Finalmente, entonces, se tomaron células con similares niveles de expresion
del IR-B-A1x3 (atto488 > 1600 cts) y se analizé el grado de internalizacién luego de 30
min a 37 ° C cuando se expresa solamente el IR-B-A1x3, solamente el IR-B, el IR-B-
Alx3 + IR-A y el IR-B-A1x3 + IR-B (barras grises, Figura 4.13). Las barras blancas
muestran el porcentaje de internalizacién al inicio, es decir, sin haber incubado las

células a 37 °C.

151



Capitulo 4: Fstudio de los heterodimeros IR A/ IR Ben la me mbrana plasmadtic a

*
5 O Inicio

B 30 min

.

IR-B-A1x3  IR-B-A1x3
IR-B-A1x3 IR-B IRA IR-B

30

% Internalizacion

Figura 4.13. Cuantificacion del efecto del IR-B-A1x3 sobre la internalizacion del IR-A y del

IR-B. Cuantificacion de los niveles de internalizacién presentado por células expresando el IR-B-A1x3 o el
IR-B o0 hien coexpresando el IR-B-A1x3 con el IR-A o con el IR-B. Se cuantificaron las imagenes
obtenidas por microscopia confocal creando una rutina en el Matlab como se describié en Materiales y
métodos y en el Capitulo 2. Se midié asi la sefial de QD en el interior celular y en la membrana y se
calculé asi la relacion QDi/QD; definiendo entonces el porcentaje de internalizacion en cada tipo de
células tanto en el inicio como Iue%o de 30 min de incubacién a 37 °C. Los asteriscos negros muestran
diferencias significativas (p < 1.107) entre la internalizacion de las células cotransfectadas con el IR-B-
Al1x3 y cada isoforma del IR y las células expresando solamente el IR-B. Los asteriscos rojos muestran
diferencias significativas (p < 0.002) entre las células cotransfectadas y las que solamente expresan el IR-
B-A1x3. Se midieron entre 6 y 17 células para cada caso.

De esta forma se confirmé de modo cuantitativo lo observado cualitativamente:
el IR-B-A1x3 no se internaliza (7 % + 6 %; n = 6), el IR-B se internaliza (48 % + 9 %; n
= 10), y el IR-B-A1x3 retiene en membrana tanto al IR-A (20 % + 10 %; n = 17) como
al IR-B (17 % £ 7 %; n = 10).

4.2.6. La localizacién de Akt en membrana en respuesta a insulina es mayor para
el IR-B

Con los resultados que se presentaron hasta aqui se puede concluir que: i) hay
diferencias entre el IR-A y el IR-B en la activacién de Akt en presencia del IR-B-A1x3;
i) la internalizacion diferencial es un evento importante en la sefializacién diferencial
de las isoformas del IR (Capitulo 2 ); iii) el IR-B induce desde la membrana la cascada
metabdlica (por la via de Akt) en mayor medida que el IR-A (Capitulo 2); iv) el IR-B-

Al1x3 retiene en la membrana tanto al IR-A como al IR-B.

Esto plantea la siguiente pregunta: ¢puede el IR-B reclutar a la membrana la
maquinaria responsable de la sefializacion metabdlica mas que el IR-A? De este
modo, el IR-B-A1x3 al retener al IR-B en la superficie celular permitiria el reclutamiento
mas persistente por parte del IR-B de las moléculas involucradas en esta via. Por lo
tanto, la cascada de Akt se veria mayormente activada, detectandose un aumento en
la sefial de fosforilacién de Akt (Figura 4.7.C). En cambio, en el caso de la isoforma A
el IR-B-A1x3 actuaria como un clasico dominante negativo disminuyendo
gradualmente la sefal al incrementar sus niveles de expresion (Figura 4.7.B). Esto

seria asi ya que esta isoforma tendria menor capacidad de reclutar estas moléculas a
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la membrana. De hecho, se trata de la isoforma que gatilla mas la via mitogénica

desde endosomas (Capitulo 2 ).

Se decidi6 entonces evaluar qué sucede con la localizacion de Akt en
respuesta a insulina. Para esto se realizaron experimentos de inmunofluorescencia
tanto con un anticuerpo contra Akt total como con uno contra Akt fosforilado en la
serina 473 en células coexpresando Akt-HA y el IR-A o Akt-HA y el IR-B estimuladas o
no con 100 nM rhins durante 5 min. Las imagenes adquiridas por microscopia confocal
permitieron cuantificar, creando una rutina en el Matlab, la sefal de Akt presente en
membrana (Akt.,) y en el interior celular (Akt) luego de segmentar cada célula en una
region denominada membrana y otra denominada interior teniendo en cuenta para
esto la sefial de SCFP (ver Materiales y métodos ). Cuando los experimentos se

hicieron con el anticuerpo contra Akt fosforilado la relacién p-Akt,/p-Akt; resultd

significativamente mayor para las células expresando el IR-B-SCFP (0.19 = 0.05; n

16 células) que para células expresando el IR-A-SCFP (0.12 + 0.05; n = 21 células; p
0.0002) (Figura 4.14). Esto confirm6 la hipétesis de que el IR-B genera que Akt
fosforilado se localice mas en la membrana plasmatica que lo que sucede al
sobreexpresar el IR-A.
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Figura 4.14. Cuantificacion de la proporcion de Akt fosforilado en la membrana plasmatica
en respuesta insulina para el IR-A y el IR-B. A-B.  Células HelLa expresando el IR-A-SCFP o el IR-B-
SCFP en conjunto con Akt-HA fueron deprivadas de SFB durante 16 h y luego estimuladas con 100 nM
rhins durante 5 min, se fijaron en metanol y se ensayaron por inmunofluorescencia con un anticuerpo
contra Akt fosforilado en serina 473 (Cell Signaling) y luego con un anticuerpo secundario conjugado a
Alexa flaor 555. Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000
(excitacion SCFP, 405 nm; excitacion Alexa fldor 555, 543 nm; emisién SCFP, BP: 480-495 nm; emision
Alexa flior 555, BP: 560-620 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 um. C. Control de células no
estimuladas ensayadas de igual forma que en A-B. D. Se cuantifico la sefial roja en la membrana y en el
total de la célula generando una rutina en el Matlab y se calcul6 el cociente entre ambas sefiales. El
asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas (p = 0.0002; n = 21 células para la isoforma
Ay n =16 células para la B).
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Para confirmar que lo observado no era un artefacto el anticuerpo utilizado se
realizaron experimentos similares pero utilizando un anticuerpo contra Akt total
cuantificandose de igual modo la relaciébn ahora Akt,/Akt; tanto en las células
estimuladas con rhins como en las células control sin estimular. Estos resultados
presentados en la Figura 4.15 mostraron que en las células no estimuladas no existen
diferencias significativas entre las isoformas del IR (IR-A-SCFP: 0.09 + 0.03; n = 17
células; IR-B-SCFP: 0.09 £ 0.02; n = 17 células). En las células estimuladas, en
cambio, se observaron diferencias de modo coincidente con lo medido para p-Akt.
Células expresando la isoforma B del IR muestran que en respuesta a insulina mayor
proporcion de Akt (0.18 £ 0.05; n = 28 células) se localiza en membrana que células
expresando el IR-A (0.13 = 0.05; n = 12 células; p =0.02). Asimismo cada isoforma
presenta diferencias significativas en Akt,/Akt; entre las células estimuladas y las no
estimuladas (p = 0.02 para el IR-A-SCFP; p < 0.00001para el IR-B-SCFP).
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Figura 4.15. Cuantificacion de la proporcién de Akt en la membrana plasmatica en
respuesta insulina para el IR-Ay el IR-B. A-D.  Células HeLa expresando el IR-A-SCFP (A y B) o el IR-
B-SCFP (C y D) en conjunto con Akt-HA fueron deprivadas de SFB durante 16 h y luego estimuladas (B y
D) ono (A y C) con 100 nM rhins durante 5 min, se fijjaron en metanol y se ensayaron por
inmunofluorescencia con un anticuerpo contra Akt y luego con un anticuerpo secundario conjugado a
Alexa flior 555. Las imégenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000
(excitacion SCFP, 405 nm; excitacion Alexa flior 555, 543 nm; emision SCFP, BP: 480-495 nm; emision
Alexa flaor 555, BP: 560-620 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 um. E. Se cuantifico la sefial
roja en la membrana y en el total de la célula generando una rutina en el Matlab y se calculé el cociente
entre ambas sefiales. Los asteriscos negros muestran diferencias estadisticamente significativas entre
células estimuladas y células no estimuladas con rhins (p = 0.02 para el IR-A; p < 0.00001 para el IR-B; n
= 12-28 células). Los asteriscos rojos indican diferencias entre las dos isoformas del IR en la proporcion
de Akt en membrana luego de ser estimuladas con rhins (p = 0.02).

Estos resultados permitieron confirmar que el IR-B recluta mas a Akt a la

membrana plasmatica pudiendo entonces ser fosforilado. En primer lugar, esta
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evidencia sugiere que la mayor activacion de Akt inducida por insulina a través del IR-
B (Capitulo 2 ) puede deberse en parte a una diferencia en su localizacién celular. En
segundo lugar, dado que el IR-B es retenido en la membrana por el IR-B-A1x3,
entonces podria ejercer este efecto de reclutamiento de modo mas persistente y esto
se traduce en una mayor activacion de Akt al aumentar la expresion de esta mutante
junto con el IR-B (Figura 4.7.C). Con la isoforma A del IR salvaje esto no sucede ya
que este receptor posee menor capacidad de reclutar a la membrana moléculas de
esta via (en particular, Akt que es lo que se midio en este trabajo). Por lo tanto, para el
IR-A el aumento de la expresién del IR-B-A1x3 se traduce en una disminucién de la
fosforilacion de Akt (Figura 4.7.B).

4.2.7. Los receptores hibridos IR-A/IR-B en la membrana plasmatica se forman

pero no de manera aleatoria

Dado que las mutantes IR-B-A1x3 y IR-B-A1x3-GFP pueden ser modificadas
extracelularmente de manera covalente, es posible marcar selectivamente soélo
aquellos receptores presentes en la membrana. Esta herramienta permitié disefiar

experimentos para estudiar los heterodimeros IR-A/IR-B en la membrana plasmatica.

La segunda hipétesis planteada anteriormente proponia la formacién diferencial
de los heterodimeros IR-A/IR-B en la membrana y que estos sefialicen diferente. Las
posibilidades eran tres: i) los hibridos se forman estequiométrica y aleatoriamente
como se asume mayoritariamente en la literatura (Kasuga et al., 1983; Olson et al.,
1988; Benyoucef et al., 2007; Blanquart et al., 2008); ii) que los hibridos no se forman
y que las dos isoformas del IR se localizan en microdominios diferentes de la
membrana plasmatica pudiendo esto explicar la sefializacion distinta del IR-A y del IR-
B (Leibiger et al., 2001; Uhles et al., 2003) o bien iii) que los hibridos se forman pero

no de manera aleatoria.

Se llevaron adelante, entonces, experimentos en células transfectadas con el
pcDNA3-IR-B-A1x3 0 hien cotransfectadas con esta construccion y cada isoforma
funcional fusionada a SCFP. La modificacion covalente en la serina conservada del tag
Al con ACPwt-S y CoA-biotina permitié una posterior purificacién de los receptores
solamente presentes en la membrana (porque son los que podian ser modificados)
con esferas de agarosa unidas a SA. Cuando se analiz6 el producto de la precipitacion
por Western blot se detectaron las bandas del IR-B-A1x3 (de aproximadamente 97

kDa) y del IR-SCFP correspondiente 25 kDa mas pesada por la presencia de SCFP
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(Figura 4.16.A). Este resultado permite concluir que los hibridos IR-A/IR-B-A1x3 e IR-

B/IR-B-A1x3 se forman efectivamente en la membrana plasmatica.

A Totales Precipitados B 6 *
~ )
IR-B-A1x3 + + + - + o+ o+ -
IR-A-SCFP - + - + - + - 4+ g &
IRB-SCFP - - + + - - + + (&4
7R
T ®
IR INMaduro | s s =S
%3
Zg?
o E
IR-SCFP-B — - E— @ 2
0
R-p [ . - IR-A-SCFP IR-B-SCFP
Figura 4.16. Receptores hibridos IR-A/IR-B en la membrana plasmaética. A. Células HelLa

expresando el IR-B-A1x3 solamente o coexpresando el IR-B-A1x3 y el IR-SCFP (A o B) o bien ambas
isoformas del IR fusionadas a SCFP fueron tratadas con 2 yM ACPwt-S y 5 uM CoA-biotina durante 30
min a TA para modificar covalentemente la serina del tag Al del IR-B-A1x3 localizado en la membrana.
Los lisados fueron incubados con esferas de agarosa unidas a estreptavidina durante 1 h a 4 °C, los
precipitados se lavaron y se analizaron por Western blot con un anticuerpo contra la subunidad 8 del IR
junto con las alicuotas tomadas antes de precipitacion (totales). B. Se cuantifico la relacion de bandas
correspondientes al IR-A1x3/IR-SCFP en los precipitados y esta relacién se relativizo a la presente en los
totales. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas (p = 0.03; n = 3 experimentos
independientes).

El paso siguiente fue analizar si la dimerizacion del IR-B-A1x3 con el IR-A 'y con
el IR-B es aleatoria y, por lo tanto, igualmente probable que la homodimerizacién. Para
encarar esta pregunta se cuantifico por densitometria la relacion entre las bandas del
IR-B-A1x3 y del IR-SCFP (A o B) para las fracciones correspondientes a los
precipitados y se la normalizé a aquella calculada para las fracciones totales. Los
datos se muestran en la Figura 4.16.B y permiten ver que la misma es
significativamente mayor para la isoforma A que para la B (p =0.03). Este resultado
estaria indicando que la formacion de los hibridos IR-B/IR-B-A1x3 estaria mas
favorecida que la de los IR-A/IR-B-A1x3.

Si la formacién de los dimeros fuera azarosa, por lo tanto estequiométrica, y
fuera equivalente la cantidad de moléculas de un IR-SCFP y del IR-B-A1x3 esta
relacién deberia ser cercana a 2 dado que se pueden formar: IR-SCFP/IR-B-A1x3 (con
el doble de probabilidad); IR-SCFP/IR-SCFP o bien IR-B-A1x3/IR-B-A1x3. Por lo tanto,
la cantidad de IR-B-A1x3 presente en el precipitado deberia ser el doble de la del IR-
SCFP. Dado que nunca se logran los mismo niveles de expresion aunque se
transfecte con cantidades equivalentes de ADN, se normaliz6 a la relacion de bandas
calculada en la fraccion total que, en definitiva, es indicativa de las cantidades relativas
de cada IR.
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Para analizar los resultados con conceptos de probabilidad y estadistica, se
calculé como deberia ser la relacién de bandas en los precipitados (denotada a partir
de ahora como resrico) €N funcidn de la relacion de bandas en las fracciones totales (R)
si se supone que la formacion de dimeros ocurre de manera aleatoria. Finalmente, se

calculé el cociente entre la relacién esperada (resrico) Y la relacion experimental

(rexperimental) .

La relacion R dada por la abundancia relativa del IR-B-A1x3 (a) y del IR-SCFP

en estudio (b) estara dada por la ecuacion 4.1 .

= [ec. 4.1]

Una probabilidad (P) se escribe como el cociente entre los eventos
considerados positivos y los eventos totales de la muestra (en este caso, a + b).
Cuando se trata de dos eventos independientes la probabilidad de que ocurran es el

producto de la probabilidad de que ocurra cada uno.

Esto permite escribir en funcion de R la probabilidad de que se forme un
heterodimero IR-SCFP/IR-B-A1x3 (P1) o un homodimero IR-B-A1x3/IR-B-A1x3 (P,) a

través de las ecuaciones 4.2y 4.3 .

2.R
P.=2.P(IR-SCFP).P(IR-B-A1x3)= .42
( )-P( )(_1+—F\’)2 [ec. 4.2]
RZ
P=(P(IR-B-A1x3)} = .43
(P( )f LRy lec. 4.3]

Por cada molécula de heterodimero IR-SCFP/IR-B-A1x3 se obtendrian, al
romper los puentes disulfuro, una molécula de IR-SCFP y una molécula de IR-B-A1x3.
En cambio, por cada molécula de homodimero IR-B-A1x3/IR-B-A1x3 se obtendrian
dos moléculas de IR-B-A1x3 y ninguna de IR-SCFP. Por lo tanto, puede escribirse la
abundancia de cada tipo de banda en funcion de R en el precipitado segun las

ecuaciones 4.4y 4.5 .

IR-B-A1x3=1.R +2.P =L 2R +2 R [ec. 4.4]
(1+Rf  (1+RY

_2R

IR-SCFP=1.PP
(1+RY

[ec. 4.5]
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De este modo, si la formaciéon de dimeros fuera aleatoria, la relacion de bandas

esperadas, resrico, S€fia la dada por la ecuacion 4.6 , es decir sencillamente R+1.

IR-B-ALX3

——=R+1 [ec. 4.6]
IR-SCFP

lecrico—

Se analiz6 esta relacion para 4 experimentos de pull down independientes. La
Tabla 4.2 presenta para cada uno y para cada IR-SCFP el valor de R calculado
densitométricamente de las fracciones totales de los Western blots, la P; y la P,
calculadas en base a las ecuaciones 4.2 y 4.3 , las abundancias esperadas en el pull
down de cada banda (del IR-B-A1x3 segun la ecuacion 4.4 y del IR-SCFP segun la
ecuacion 4.5) y el cociente entre ellas, resicoo Ademas se muestra la relacion

experimental de bandas en el precipitado (rexperimenta) Y finalmente el cociente entre el

ledrico Y el rexperimental-

Experimento 1 2 3 4

IR-SCFP A B A B A B A B
R (totales) 130 | 139 | 060 | 0.90 | 096 | 0.95 | 1.02 | 101
P, 049 | 049 | 047 | 050 | 050 | 050 | 0.50 | 0.50
P, 032 | 034 | 014 | 022 | 024 | 024 | 025 | 0.25
'th')g'ngg)‘?’ 113 | 116 | 075 | 095 | 098 | 0.97 | 101 | 101
IR-SCFP 049 | 049 | 047 | 050 | 050 | 050 | 0.50 | 0.50

(banda)

Fresrco 230 | 239 | 160 | 1.90 | 1.96 | 1.95 | 202 | 2.01
Fexperimenta 55 | 39 | 26 | 23 | 56 | 20 | 48 | 24

I experimental /Tteérico 2.4 1.6 1.6 1.2 2.8 1.0 2.4 1.2

Tabla 4.2. Analisis probabilistico de las bandas esperadas en los experimentos de pull down. Se
consideraron 4 experimentos independientes de pull down en los que se cuantificé la relacién entre las
bandas correspondientes al IR-B-A1x3 y al IR-SCFP en las fracciones totales por densitometria de los
Western blots (R). Suponiendo que la formacion de dimeros es aleatoria con estos valores se calcularon
P1, P2, la abundancia relativa del IR-B-A1x3 y del IR-SCFP esperada en un precipitado y el riesrico S€QUN
las ecuaciones 4.2 a 4.6. Finalmente, con el dato del rexperimentar Obtenido por densitometria de las
fracciones correspondientes a los precipitados se calcul6 el cociente entre el rexperimental Y €l Tesrico-

Resulté evidente que, mientras para el IR-B-SCFP el cociente entre el rexperimental
y €l resrico resultd cercano a 1 (1.3 £ 0.2), para la isoforma A se obtenian valores
superiores (2.3 + 0.5) (Figura 4.17) y estas diferencias resultaron estadisticamente
significativas (p = 0.02). De esta manera es posible concluir que, mientras los dimeros

IR-B-SCFP/IR-B-A1x3 se formarian aleatoriamente (lo cual es logico ya que se trata
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de la misma isoforma), los heterodimeros IR-A-SCFP/IR-B-A1x3 se formarian con

menor probabilidad.

r experimental / r teérico

IR-A IR-B

Figura 4.17. Andlisis probabilis tico de la formacién de los hibridos en la membrana
plasmética. Se cuantificé la relaciéon entre las bandas correspondientes al IR-B-A1x3 y al IR-SCFP en las
fracciones totales por densitometria de los Western blots provenientes de los experimentos de pull down
(R). Suponiendo que la formacion de dimeros es aleatoria con estos valores se calculd el riesrico SEgUN la
ecuacion 4.6 y con el dato del rexperimental Obtenido por densitometria de las fracciones correspondientes a
los precipitados se calcul6 el cociente entre el rexperimental Y €l Tesrico para cada una de las isoformas del IR-
SCFP sobreexpresado en el experimento (A o B). El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.02; n = 4 experimentos independientes).

Cuando los experimentos de pull down se realizaron estimulando o no con 100
nM rhins durante 5 min no fue posible detectar fosforilacion del IR en los precipitados,
mientras si se evidencié en las fracciones totales (Figura 4.18). Esto conduce a la
conclusion de que la presencia del IR-B-A1x3 generaria que los hibridos formados (en

la membrana que son los detectados en los precipitados) no se fosforilen.

Totales Precipitados
IR-B-A1x3 + + + - + + + - + + + - + + + -
IR-A - + - + + - + + - + + - +
IR-B - - + + - - + + - - + + - - + +
rhins (100nM) - - - - + + o+ + - - - - + + o+ +

2o [T N W W 0 W | |
o5 | - - -

Figura 4.18. Analisis de la fosforilacion de los hibridos con el IR-B-A1x3. Experimento
similar al mostrado en la Figura 4.16 pero las células se transfectaron con los pcDNA3-IR (A y B) salvajes
en lugar de con los que tienen el IR-SCFP. Luego de la modificacion con CoA-biotina y ACPwt-S las
células se estimularon (+) o no (-) con 100 nM rhins durante 5 min a 37 °C en DMEM. Posteriormente se
contintio el experimento de la misma manera que lo descripto en la Figura 4.16 y el Western blot se
reveld con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas (PY20) y luego con uno contra la subunidad 8 del IR.

4.3. DISCUSION

En esta parte de la tesis se caracterizé funcionalmente la mutante IR-B-A1x3.
Se trata de una quimera del IR-B que es capaz de localizarse en la membrana
plasmatica y unir insulina. Dado que se insert6 el tag Al dentro del dominio Fnlll-1
extracelular fue posible modificarlo covalentemente tanto con fluor6foros pequefios

(mucho mas pequefios que una VFP) o bien con biotina. Hasta el momento no existen
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anticuerpos que puedan distinguir una isoforma del IR de la otra. Numerosos trabajos
utilizan quimeras del IR fusionadas a diferentes VFP en sus extremos C-terminales
citoplasméticos (Leibiger et al., 2001; Uhles et al., 2003; Benyoucef et al., 2007,
Blanquart et al., 2008, entre otros). Esta estrategia es sumamente Gtil pero no permite
distinguir, en ensayos sobre lisados celulares, el receptor presente en membrana del
que esta siendo procesado. Asimismo, cuando se trata de experimentos de
microscopia, no es posible diferenciar el receptor que ya fue internalizado del que esta
siendo procesado. El IR-B-A1x3 y el IR-B-A1x3-GFP permiten obtener el receptor
marcado desde el lado extracelular o bien modificado con biotina para poder purificar

exclusivamente la proteina presente en membrana.

A continuacion se demostrd que tanto el IR-B-A1x3 como el IR-B-A1x3-GFP
unen insulina, no se autofosforilan ni se internalizan. Este resultado condujo a la
hipétesis de que se trataba de dominantes negativos para el IR. Por lo tanto, la
caracterizacion continlo mostrando la dominancia negativa en un evento rio abajo de
la cascada de sefalizacién del IR. El factor de transcripcion AP-1, como se describié
anteriormente, responde rapida y transientemente a una gran variedad de estimulos
externos (Angel y Karin, 1991; Karin et al., 1997), entre ellos los factores de
crecimiento y la insulina. Una gran variedad de genes poseen sitios de union para esta
proteina en sus regiones promotoras y el control temporal de la activacion de AP-1
regula procesos celulares como el crecimiento y la proliferacion (Shaulian y Karin,
2001 y 2002). Por este motivo se evalud la induccion de AP-1 por insulina cuando el
IR-B-A1x3 se encuentra presente. Si el mismo es un dominante negativo del IR en la
via mitogénica deberia disminuir esta respuesta. Efectivamente, se demostré que el
IR-B-A1x3 disminuye la induccion de AP-1 tanto a través del IR-A como del IR-B en
células HelLa sobreexpresando cada isoforma. Asimismo, es capaz de apagar esta
respuesta inducida por el IR que las células HEK 293 expresan endégenamente. Estas
caracteristicas permitieron utilizarlo para estudiar el comportamiento de cada isoforma
del IR coexpresada con esta mutante en diversas etapas de la cascada de

sefalizacién evaluando similitudes y diferencias.

Cuando se coexpresa esta quimera junto con receptores totalmente funcionales
se afecta de manera diferente la actividad rio abajo del IR-A y del IR-B. En primer
lugar, la autofosforilacion del IR disminuye al incrementar la cantidad de IR-B-A1x3
expresada en el caso de la isoforma A del IR pero no se ve afectada para el IR-B. Esto
motivé analizar un evento rio abajo en la cascada metabdlica, la fosforilacion de Akt.

La activacion de Akt disminuye también para el IR-A al aumentar la cantidad de IR-B-
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Al1x3. En cambio, en células sobreexpresando el IR-B la fosforilacién de Akt aumenta
al incrementarse la cantidad de dominante negativo coexpresado. Por lo tanto, el IR-B-
Alx3 actia como dominante negativo de la sefializacibn mitogénica de ambos
receptores (experimentos de induccion de AP-1). Sin embargo, en la primera etapa de
la cascada (autofosforilacién del receptor) y en la sefializacion metabdlica (Akt) la

situacion es diferente.

Esto estaria reflejando algun efecto del IR-B-A1x3 sobre la localizacion de los
IR fosforilados. Se sabe que la localizacién subcelular de los receptores modula su
sefalizacién en el caso del IR (Sorkin et al., 1993; Bergeron et al., 1995; Grimes et al.,
1996; Di Guglielmo et al., 1994; Pol et al., 1998; Rizzo et al., 2000; Sorkin et al., 2000),
del EGFR (Di Guglielmo et al., 1994; Vieira et al., 1996), y del receptor del factor a de
necrosis tumoral (Wiegmann et al.,, 1994). Desde los endosomas los receptores
activos son capaces de sefalizar vias distintas que las que activan desde la
membrana dado que pueden interactuar con moléculas efectoras diferentes. Los
resultados presentados en el Capitulo 2 apoyan este modelo y los obtenidos en esta

parte de la tesis los confirman.

Los experimentos de internalizaciobn mostraron que esta quimera bloquea la
endocitosis de ambas isoformas del IR, reteniéndolas en la membrana plasmatica. La
retencion en la membrana por parte del dominante negativo seria responsable
entonces de que el IR-B permanezca més tiempo en la membrana sefializando hacia
la via de Akt. Esto confirmaria que la sefializacion a través de Akt requiere la
permanencia del receptor en la membrana, una de las hipétesis propuestas en el
Capitulo 2 . Esta hipotesis es consistente con trabajos que muestran que los dominios
ricos en caveolina en la membrana plasmatica son importantes para la sefializacion de
la via de Akt pero no tienen efecto sobre la via de ERK 1/2 (Parpal et al., 2001). Esto
ademas apoya el modelo que sostiene que la via metabdlica es sefalizada desde la
membrana predominantemente, mientras que la mitogénica es gatillada desde

endosomas donde el IR puede permanecer activo y unido a insulina.

Por otro lado, el patrén de fosforilacibn del estos receptores regula la
internalizacion del receptor y la divergencia en la sefalizacion de la via metabdlica y la
mitogénica. Al menos siete residuos tirosina han sido descriptos como fosforilables en
respuesta a insulina (Youngren, 2007). Dos de estas tirosinas (Tyr965 y Tyr972; la
numeracion corresponde a la secuencia aminoacidica del IR-B) se encuentran en la

porcién yuxtamembrana y estan involucradas en la seleccién de los sustratos. Estas
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tirosinas se sabe son fosforiladas en cis, es decir, por la actividad de fosfotransferasa
de la misma subunidad (3 del IR (Cann y Kohanski, 1997).

Otras dos tirosinas (Tyrl328 y Tyr1334) que estan ubicadas cerca del extremo
C-terminal no poseen un papel de importancia en la activacion del dominio TK ni en la
internalizacion. Sin embargo, se ha demostrado que tanto cuando se delecionan los 43
aminoacidos terminales del dominio CT como cuando son mutadas estas tirosinas a
fenilalanina o arginina la sefalizacion metabdlica del IR no se ve afectada pero la
mitogénica es incrementada. Se hipotetiza entonces, que el CT tendria un papel
inhibitorio de la via mitogénica por impedimento estérico. Cuando no se encuentra
fosforilada esta regidn impediria el acceso de moléculas que son sustratos de la
cascada mitogénica a la regién catalitica. En cambio, al fosforilarse este impedimento
desapareceria desencadenando la sefializacion (Takata et al.,, 1991, Ando et al.,
1992). Esta hipétesis se apoya ademas en el hecho de que en la secuencia del IGF-IR
la Tyrl328 se encuentra conservada, sin embargo, la posicion equivalente a la
Tyrl334 se encuentra ocupada por una fenilalanina. Esto sugiere que esta region en el

IGF-IR deja libre el acceso a las moléculas efectoras de la via mitogénica.

Finalmente, los tres residuos de tirosinas fosforilables restantes (Tyrll58,
Tyrl162 y Tyr1163) se localizan en la region de activacion y regulacion del dominio
quinasa. Estos residuos son fosforilados en trans (Frattali y Pessin, 1993; Cann y
Kohanski, 1997) y son los primeros en fosforilarse luego de la union de la insulina
(White et al., 1988 b). La fosforilacion de estas tirosinas activa la fosfotransferasa de la
subunidad 3 que cataliza la fosforilacion de los otros residuos tirosina (White et al.,
1988 b). Cuando se bloguea la fosforilacién de estos residuos, no se fosforila el resto y
se pierde la actividad quinasa. Asimismo, estos residuos se encuentran involucrados
en la internalizacion del receptor. La mutacion de cada uno por separado produce un
descenso considerable de la internalizacion, si bien estas mutantes son capaces de
sefalizar. Varios trabajos muestran que la tri-fosforilacién es esencial para la completa
activacion de la quinasa y la internalizacion del receptor pero no para la sefializacion
metabdlica y mitogénica. No es absolutamente claro el papel de cada uno de los
residuos individualmente en las vias de sefalizacion divergentes, sin embargo, las
mayores diferencias se han observado al mutar la Tyrl158 (Wilden et al., 1990). Se
postula que las diferencias entre las respuestas mitogénica y metabdlicas serian

dependientes del grado de activacion de la quinasa (Wilden et al., 1992).

Otra aproximacion experimental en este punto es la evaluacion de la respuesta

celular inducida por péptidos andlogos a la insulina. Concordante con los datos

162



Capitulo 4: Fstudio de los heterodimeros IR A/ IR Ben la me mbrana plasmadtic a

provenientes de los estudios con mutantes del IR ha sido la respuesta de un péptido
denominado S597 (Jensen et al., 2007). Este analogo se disocia del IR mas
lentamente que la insulina y permanece mas tiempo en la membrana. En general, los
trabajos han demostrado que ligandos que se disocian mas lentamente producen un
aumento de la sefializacidbn mitogénica con respecto a la metabdlica y a la inversa
(Hansen et al., 1996). El péptido S597, en cambio, mostré menor capacidad de
fosforilar al IR en general y en particular en la Tyrl1158. Cuando el IR se activa,
fosforila a diversos sustratos intracelulares, entre ellos IRS-1, IRS-2 y Shc,
desencadenando las dos cascadas de sefalizacion principales: la via de las MAPK
conduciendo a la transcripcion génica, la sintesis de proteinas y el crecimiento celular;
y la via de PI3K que incluye la activacion de Akt, la sintesis de glucégeno y otras
enzimas necesarias para los efectos metabdlicos de la insulina (White, 1997). El
péptido S597 es capaz de inducir la fosforilacion del 41-59 % del IRS1 y del IRS2 en
comparacion con la insulina y activar completamente a Akt. Sin embargo, la activacion
de Shc y ERK 1/2 es considerablemente menor que la desencadenada por la insulina.
Nuevamente, esto muestra que a través de un mismo receptor dos ligandos estan
desencadenando respuestas diferentes sugiriendo que su activacion e internalizacion
son eventos claves en la divergencia de las vias de sefializacion. Diversos trabajos
han mostrado efectos en la via mitogénica al inhibir la internalizacion del IR por
reduccion de la temperatura (Biener et al., 1996), por mutacion del receptor (Hammer
et al., 2002) o por expresion de una dominante de la dinamina que interfiere en la
endocitosis (Ceresa et al., 1998). Asimismo, la inhibicion de la internalizacion del IGF-
IR también mostrd inhibicion de la fosforilacion de Shc (Chow et al., 1998). Todos
estos estudios en conjunto apoyan el concepto de que la internalizacion del IR (y del
IGF-IR) es requisito para la fosforilacion y activacion de la via de Shc/MAPK pero no
para la fosforilacién del IRS-1 y de Akt, sugiriendo que estas moléculas pueden ser

activadas completamente por el IR desde la membrana.

Toda esta evidencia afirma el modelo de la dominancia negativa de la mutante
IR-B-A1x3. Esta mutante no muestra capacidad de fosforilarse en respuesta a insulina
y esto se traduce entonces en que no se internaliza. Cuando se coexpresa con los
receptores funcionales se observa que su presencia los retiene en la membrana. Esto
sugiere que la autofosforilacién en trans no se produce y que por lo tanto los dimeros
formados entre los IR funcionales y el IR-B-A1x3 permanecen mas tiempo en
membrana. Sin embargo, la activacién de la via metabdlica no requiere la activacion
completa de la quinasa del IR. Esto explica que cuando se coexpresa el IR-B con el

IR-B-A1x3 la activacion de Akt se incrementa ya que esta mutante, por un lado, retiene
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al IR en la membrana permitiéndole una mayor sefializacion y, por el otro, evita la
activacion completa de la quinasa. Para el IR-A el efecto es distinto ya que como se
mostré en el Capitulo 2 esta isoforma presenta menor capacidad de activar a Akt
posiblemente porque posee menor capacidad de reclutarla a la membrana como se
mostro en este capitulo. Por otro lado, la formacion de hibridos IR-A/IR-B no esta
favorecida como se vio con los ensayos de pull down. Esto supone que en esta
situacion, los receptores funcionales IR-A/IR-A serian minoritarios y los mayoritarios
serian los mutantes IR-B-A1x3/IR-B-A1x3. En cambio, cuando el receptor funcional es
el IR-B, los dimeros IR-B/IR-B-A1x3 se formarian de manera aleatoria, podrian ser

fosforilados en trans y desde la membrana sefalizarian junto con los IR-B/IR-B.

Al inhibirse la internalizacion lo que estaria diferenciando la sefializacion de los
IR es la capacidad de reclutar moléculas efectoras de la via metabdlica a la
membrana. La activacion de Akt se inicia con su translocacion a membrana (Vivanco y
Sawyers, 2002). Una vez que esto sucede Akt puede ser fosforilada en su treonina
308 por PDK 0 en la serina 473 por mTORC2. Los estudios de la localizacion
subcelular de Akt y p-Akt en respuesta a insulina presentados en este capitulo
demostraron que en células sobreexpresando el IR-B al ser estimuladas con insulina
Akt (Akt total o Akt fosforilado) se localiza en la membrana plasmética en mayor
proporcién que cuando se trata de células expresando el IR-A. Esto permite sostener
que el IR-B recluta en mayor grado moléculas de esta via a la membrana y cuando su

permanencia en la superficie celular se prolonga, la sefalizacién de Akt se incrementa.

A diferencia de la sefializacion metabdlica, la via mitogénica requiere una
activacion de la quinasa mas completa y la internalizacion del receptor. El IR-B-A1x3
actia como un dominante negativo de ambas isoformas del IR ya que, por un lado,
genera que la autofosforilacion en trans de los dimeros formados no se produzca.
Como se describi6, la literatura muestra que la fosforilacion de estos residuos
desencadena la fosforilacion de los restantes y conduce asi a la activacién de la
quinasa. A diferencia de las respuestas metabdlicas a través de la via PI3K/Akt que
pueden gatillarse con una activacion parcial de la quinasa, la via mitogénica
Shc/MAPK necesita una activacién de la quinasa mas completa. Por lo tanto, la
presencia del IR-B-A1x3 muestra un efecto considerable en esta via al coexpresarse
tanto con el IR-A como con el IR-B. Asimismo, al interferir en la internalizacion también
esto disminuye la induccién de esta via de sefializacién. Estos dos aspectos se
encuentran relacionados ya que la fosforilacién de la region regulatoria en trans (que

es la primera en ocurrir) es necesaria para la internalizacién. Por lo tanto, no es
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posible concluir con los datos expuestos cual de los dos fenbmenos es responsable

del apagado de la sefial mitogénica.

La segunda hipoétesis que se formulé a partir de los resultados obtenidos al
coexpresa los IR salvajes con el IR-B-A1x3 es que los dimeros IR-A/IR-B-A1x3
(isoformas diferentes) e IR-B/IR-B-A1x3 (iguales isoformas) no se forman de la misma
manera 0 no poseen propiedades similares. La formacion de dimeros como ya se
present6 es controversial en la literatura. El grupo de Leibiger sostiene que las
isoformas del IR se localizarian en microdominios diferentes de la membrana
plasmética (Leibiger et al., 2001; Uhles et al., 2003). Esto seria responsable de su
sefalizacién diferencial ya que al estar localizados en microdominios distintos tendrian
acceso a moléculas efectoras diferentes. Sin embargo, toda la literatura desde el
descubrimiento de las dos isoformas en 1985 (Ebina et al., 1985; Ullrich et al., 1985)
asume que los dimeros existen sosteniendo que la dimerizacién de pro-receptores y la
formacion de puentes disulfuro son eventos inmediatamente post-traduccionales en el
RE (Olson et al., 1988). Por lo tanto, si una segregacion de isoformas existe para
prevenir la heterodimerizacion debe ocurrir en este compartimento. Varios autores
(Benyoucef et al., 2007) afirman que actualmente no existen pruebas de que esto
ocurra ni hay evidencias de intercambio de puentes disulfuro en etapas posteriores a
la maduracion y al tréfico del receptor. Por lo tanto, concluyen que si los mecanismos
que previenen la heterodimerizacion de las isoformas del IR y que las localizan en
regiones diferentes de la membrana plasmética existen estos deben ser especificos de

ciertos tipos celulares como las células B (Leibiger et al., 2001; Uhles et al., 2003).

Para abordar esta cuestion y evaluar la hipétesis formulada, se estudié la
existencia en la membrana del los dimeros IR-A/IR-B-A1x3 (isoformas diferentes) e IR-
B/IR-B-A1x3 (iguales isoformas). Se pudo demostrar que se forman tanto con el IR-A
como con el IR-B por experimentos de pull down que permitieron monitorear
solamente la proteina presente en la superficie celular. Luego se estudié con esta
aproximacioén el tema controversial acerca de si la formacion es aleatoria o no. Este
analisis muestra que, mientras para el IR-B la dimerizacién con el IR-B-A1x3 seria una
formacion azarosa (lo cual era esperable ya que se trata de dimeros de la misma
isoforma), no lo seria para el IR-A. Algo estaria segregando de manera diferencial a
las moléculas de IR, y probablemente el segmento de 12 aminoacidos codificado por
el ex6n 11 podria estar involucrado dado que es la Unica diferencia entre las

isoformas.
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5. Fhdocitosis y senalizacion diferencial del IGEIL a
través del IR

5.1. INTRODUCCION

El IGF-I y el IGF-Il se secretan como propétidos adquiriendo su forma madura
luego de un clivaje proteolitico. Si bien sus funciones biologicas son similares, el IGF-I
se expresa durante el crecimiento y se sintetiza en el higado, mientras que el IGF-1l se
expresa predominantemente en las etapas fetales en mamiferos. El IGF-I se une a su
receptor (presente en la mayoria de las células) y estimula el crecimiento y la
proliferacion celular, siendo ademas un inhibidor de la apoptésis. También regula el
desarrollo y diferenciacién de distintos tipos celulares (particularmente las neuronas) y
estimula la sintesis de ADN. Mientras el IGF-1l es responsable del crecimiento en las
primeras etapas del desarrollo embrionario, el IGF-l juega un papel clave en la
regulacién del crecimiento maximo alcanzado. Evidencia de esto es el hallazgo
relativamente reciente de que la gran variabilidad de tamafios en perros (la mayor en

vertebrados terrestres) se debe a polimorfismos en este Gnico gen (Sutter et al., 2007).

El IGF-IR comparte méas de 50 % de identidad de secuencia de amino&cidos
totales y un 60-85 % en el dominio quinasa con el IR asi como una estrecha relacion
de estructura (Whittaker et al., 2001; Ullrich et al., 1986). El IR y el IGF-IR presentan
una estructura proteica modular conservada (Ullrich et al., 1986; De Meyts, 2004).
Ambos receptores unen insulina e IGF pero el IGF-IR tiene mayor afinidad por el IGF-I
y el IR tiene mayor afinidad por la insulina. Por esto la mayoria de los efectos
metabdlicos de la insulina estan mediados por el IR y los estimuladores de crecimiento
por el IGF-IR (Chan y Steiner, 2000).

La mayoria de las células de mamiferos expresan tanto el IR como el IGF-IR
pero en diferentes niveles (Papa et al., 1993; Pandini et al., 1999; Vella et al., 2001).
Cuando ambos receptores se expresan, los pro-receptores pueden heterodimerizar en
el Golgi dando origen a receptores hibridos IR/IGF-IR (Kasuga et al., 1983; Soos et al.,
1989, 1990 y 1993; Yamaguchi et al., 1993) que serian responsables de la respuesta
celular a IGF-I, IGF-II e insulina. Se sugiere que estos receptores hibridos participan

de la resistencia a la insulina en la DMT2 disminuyendo el nimero de sitios de union a
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esta hormona. A su vez, una alta fraccion de receptores hibridos aumentaria los sitios
de unién a IGF-I e IGF-Il participando en la sefializaciébn de estos factores de
crecimiento en procesos tumorales de tipo proliferativos (Pandini et al., 1999;

Benyoucef et al., 2007).

Dado que altos niveles de expresion de estos hibridos estan asociados a
diversos tipos de cancer, resulta de interés determinar diferencias entre las distintas
isoformas del IR respecto a la union de diversos ligandos y su sefializacion. Varios
estudios han determinado que en tejidos embridnicos el IR-A promueve el crecimiento
celular debido a su afinidad por insulina y por IGF-Il. En cambio, en tejidos adultos, el
IR-B es el que se expresa de modo predominante presentando baja afinidad por el
IGF-1I (Pandini et al., 1999; 2002; Benyoucef et al., 2007). La inclusion del exén 11 del
IR esta regulada hormonalmente y durante el desarrollo, encontrandose alterada en
gran variedad de enfermedades (DMT2, distrofia miotdnica, envejecimiento y cancer).
Por lo tanto, la desregulacion del splicing alternativo del IR tiene importantes
consecuencias en la sensibilidad y respuesta celular a insulina y a IGF-1I (Mosthaf et
al., 1991 y 1998; Kellerer et al., 1993; Savkur et al., 2001).

La afinidad del IR-A y del IR-B por diversos ligandos ha sido estudiada por
distintos grupos, en algunos casos con resultados opuestos. La Tabla 5.1 presenta
solamente algunos datos publicados mostrando las diferencias en la afinidad de los
receptores por diversos ligandos, la aproximacion experimental utilizada para su

estudio, el tipo celular analizado y la diversidad de resultados obtenidos.

Actualmente existe consenso entre algunos grupos de investigacion que
afirman en que el IR-A une insulina con mayor afinidad que el IR-B (Mosthaf et al.,
1990; Yamaguchi et al., 1991, 1993; Pandini et al., 2002; Benyoucef et al., 2007). Sin
embargo, la relevancia fisiolégica de esta diferencia no es clara, especulandose que la
predominancia de una isoforma de menor afinidad (IR-B) en el higado deberia
compensar la relativamente alta concentracién portal de insulina a la cual el érgano
estd expuesto (Mosthaf et al., 1990). Asimismo, se demostré que el IGF-Il se une al
IR-A con una afinidad similar a la insulina pero esto no sucede con el IR-B, mientras
que la afinidad del IGF-I es similar para ambas isoformas (Mosthaf et al., 1991; Frasca
et al., 1999; Pandini et al., 2002; Benyoucef et al., 2007). Si bien esta es la hipotesis
mas aceptada, resultados opuestos fueron reportados en células 3T3 de raton

utilizando una ablacién del gen Igflr (Denley et al., 2004).

170



Capitulo 5. Endocitosis vy serializacion diferencialdel IGE Il a través delIR

1Cso (nM)
Aproximacion experimental Referencia
Receptor Ins IGF-I IGF-II
0.9 41 ND Células CHO intactas o receptores purificados. Ensayos de Yamaguchi et
: unién con insulina radiactiva (I***-insulina) al, 1993
0.9 > 30 25 Células NIH-3T3 y CHO transfectadas. Ensayos de unién con Frasca et al.,
' . insulina marcada. 1999
Fibroblastos murinos (que no expresan el IGF-IR endégeno) Pandini et al
IR-A/IR-A 0.2 > 30 0.9 transfectadas con el IR. Ensa¥os de union con ligandos 2002 "
radiactivos (I"®-IGF-1 y I'®-insulina). 2 h. TA.
Células 3T3 de ratén en las que se anul6 el gen Igflr. Ensayos Denley et a
2.8 120 18 de unién con insulina marcada (Eu-Insulina), inmunocaptura. 2 2004 o
dias. 4 °C.
03 9 22 Células CHO sobreexpresando el IR. Ensayos de unién con Benyoucef et
: : ligandos radiactivos (I"®-IGF-Iy I'®-insulina). 16 h. 4 °C al., 2007
1.6 390 ND Células CHO intactas o receptores purificados. Ensayos de Yamaguchi et
: unién con insulina radiactiva (I***-insulina) al, 1993
Células NIH-3T3 y CHO transfectadas. Ensayos de unién con Frasca et al.,
1.0 >30 >20 insulina marcada. 1999
Fibroblastos murinos (que no expresan el IGF-IR end6geno) Pandini et al
IR-B/IR-B 0.3 > 30 11 transfectadas con el IR. Ensa¥os de unién con ligandos 2002 ”
radiactivos (I"®-IGF-1 y I'®-insulina). 2 h. TA.
Células tipo 3T3 de ratén en las que se anul6 el gen Igflr. Denley et a
1.4 366 68 Ensayos de unién con insulina marcada (Eu-Insulina), 2004 o
inmunocaptura. 2 dias. 4 °C.
05 90 10 Células CHO sobreexpresando el IR. Ensayos de unién con Benyoucef et
: ligandos radiactivos (I"®-IGF-I y I"®-insulina). 16 h. 4 °C al., 2007
Fibroblastos murinos (que no expresan el IGF-IR end6geno) Pandini et al
3.7 0.3 0.6 transfectadas con el IR. Ensa¥os de unién con ligandos 2002 o
radiactivos (I"®-IGF-1 y I'®-insulina). 2 h. TA.
IR-A/IGF-IR
70 05 07 Células CHO sobreexpresando el IR. Ensayos de unién con Benyoucef et
: : ligandos radiactivos (I"®-IGF-1 y I'®-insulina). 16 h. 4 °C al., 2007
Fibroblastos murinos (que no expresan el IGF-IR endégeno) Pandini et al
>100 2.5 15 transfectadas con el IR. Ensayos de union con ligandos 2002 "
radiactivos (I"®-IGF-1 y I'®-insulina). 2 h. TA.
IR-B/IGF-IR
76 03 0.3 Células CHO sobreexpresando el IR. Ensayos de unién con Benyoucef et
: : ligandos radiactivos (I"®-IGF-I y I"®-insulina). 16 h. 4 °C al., 2007
Fibroblastos murinos (que no expresan el IGF-IR end6geno) Pandini et al
>30 0.2 0.6 transfectadas con el IR. Ensa¥os de unién con ligandos 2002 o
radiactivos (I"®-IGF-1 y I'®-insulina). 2 h. TA.
IGF-IR
Células CHO sobreexpresando el IR. Ensayos de unién con Benyoucef et
>100 0.5 ND ligandos radiactivos (I"®-IGF-1y I'"®-insulina). 16 h. 4 °C al., 2007
HepG2 no Ensayos de union con ligandos radiactivos (I***-IGF-1 y I'?- pandini et al
45 0.4 0.6 insulina). 2 h. TA. Condiciones de cultivo: medio esencial 2002 o
diferenciadas minimo suplementado con 10 % SFB.
. . . . 125 125
HepG2 Ensayos de unién con Ilgandos radlactlyo; (( —_IGF—I y I' - pandini et al.,
] ] 20 1.8 4 insulina). 2 h. TA. Condiciones de cultivo: medio esencial 2002
diferenciadas minimo suplementado con 10 % SFB y dexametasona.

Tabla 5.1. Valores de ICso (nM) para la union de distintos ligandos a ambas isoformas del IR, al
IGF-IR y a los hibridos IR/IGF-IR.
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El hecho de que los estudios se hayan llevado a cabo en diversas lineas
celulares, en diferentes condiciones vy utilizando distintas aproximaciones
experimentales bioquimicas puede en parte contribuir a la variedad de resultados que

en algunos casos resultan contradictorios.

En los capitulos anteriores el trabajo se centr6 en el estudio del
comportamiento de dos receptores (IR-A e IR-B) en respuesta a un mismo ligando. Se
concluy6 que la activacion diferencial de las vias mitogénica y metabolica depende de
la permanencia en la membrana y de la internalizacion del complejo ligando-receptor.
En este capitulo se propone estudiar la activacion de estos dos receptores frente a un
nuevo ligando, el IGF-II, que induce respuestas predominantemente proliferativas. Se
probara ademas qué sucede cuando un mismo receptor (el IR-A o el IR-B) es

estimulado con dos ligandos diferentes, IGF-Il e insulina.

Objetivos
1. Estudiar la sefializacion del IR-A y del IR-B inducida por el IGF-II
2. Visualizar la internalizacion del IGF-II a través del IR-A 'y del IR-B

3. Estudiar la dindmica de endocitosis del IGF-II en células individuales

5.2. RESULTADOS

5.2.1. El IR responde a IGF-II

En la primera etapa de este capitulo se evalud el efecto del IGF-1l sobre la
activacion de las distintas isoformas del IR y el efecto en las cascadas de sefializacion
rio abajo. Para esto se realizaron experimentos de Western blot en células
sobreexpresando cada una de las isoformas del IR. Luego de un periodo de 16 h de
hambreado las células fueron estimuladas durante 5 min con 100 nM IGF-Il humano y
los lisados se ensayaron por Western blot. Estos experimentos mostraron que el IR se
activa en respuesta a IGF-Il aunque en menor grado que con rhins (Figura 5.1). Se
analizé también qué ocurre rio abajo del IR midiendo la fosforilacion de ERK 1/2

confirmando que el IGF-Il induce la activacién de la via de las MAPK.
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IR-A IR-B
i Bac IGFIGFN _ _Bac IGF IGF-I
L Ins 1l biot

p-ERK -“‘6-——__
ERK P‘q—ﬂ e e D —— -’

Figura 5.1. Efecto del IGF-ll-biotina y del IGF-Il sobre la via del IR. Células HelLa expresando
el IR-A o el IR-B fueron hambreadas durante 16 h y estimuladas con 100 nM rhins, BAC-Ins, IGF-Il o bien
IGF-II-biotina durante 5 min a 37 °C. Los lisados celulares se analizaron por Western blot con anticuerpos
contra tirosinas fosforiladas (PY20) y luego la membrana se ensay6 contra la subunidad 8 del IR. Las dos
ultimas filas muestran el ensayo con anticuerpos contra ERK 1/2 fosforilado y luego contra ERK 1/2.

Se estudid si el IGF-ll-biotina es capaz de activar al IR ya que la
autofosforilacion del receptor es esencial para la internalizacion del complejo ligando-
receptor. Se detectd autofosforilacion de ambas isoformas del IR y la activacion de
ERK 1/2 en respuesta a IGF-ll-biotina. Esto condujo a la conclusién de que el IGF-II-
biotina se comporta de modo similar al IGF-Il desencadenando ambos la sefalizacion
através del IR-A 'y del IR-B.

IR-SCFP p-IR-555 DIC Superpaosicion

Figura 5.2. Confirmaciéon de la activacion del IR inducida por el IGF-Il por microscopia
confocal. Células HelLa expresando el IR-B-SCFP (A y B) o el IR-A-SCFP (C y D) fueron hambreadas
durante 16 h y estimuladas con 100 nM IGF-II (B), IGF-II-biotina (C) o rhins (D) durante 5 min a 37 °C. Las
células se fijaron en metanol y se analizaron por inmunofluorescencia con un anticuerpo contra la
subunidad B del IR fosforilado (Tyr1361) y posteriormente con un anticuerpo secundario conjugado a
Alexa flior 555. La visualizacion se realiz6 en un microcopio confocal Olympus Fluoview FV 1000
(excitacion SCFP, 405 nm,; excitacion Alexa flior 555, 543 nm; emisién SCFP, 430-470 nm; emision Alexa
fldor 555, BP: 560-620 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.

Estos experimentos fueron confirmados por inmunofluorescencia y microscopia
confocal utilizando un anticuerpo especifico contra la subunidad (3 del IR fosforilada en
la Tyr1361 en células HelLa transfectadas con el pcDNA3-IR-SCFP y estimuladas con
100 nM IGF-Il o IGF-II-biotina. Fue posible detectar sefial de activacion del IR (dada

por el anticuerpo secundario conjugado a Alexa flior 555) en respuesta a IGF-II
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(Figura 5.2.B) y a IGF-II-biotina (Figura 5.2.C) en la membrana celular colocalizando
con la sefial de SYFP (revelando el IR). Las células no transfectadas no mostraron
sefial de activacion (ver otras células dentro del mismo campo analizado que no
presentan sefial de SCFP), concluyendo entonces que el IGF-Il y el IGF-ll-biotina

inducen la autofosforilacion de ambas isoformas del IR.
5.2.2. EI IGF-Il activa al IR-A mas que del IR-B

Se sabe que la afinidad del IR-B por el IGF-II es menor que la del IR-A (Denley
et al., 2002; Pandini et al., 2002; Benyoucef et al., 2007). Por esta razon se estudio la
sefalizacién rio abajo del IR en respuesta a IGF-II. Para comenzar se decidié analizar
la fosforilacion de Akt (Ser473) y la de ERK 1/2 (Thr202 / Tyr204) por experimentos de
Western blot. La Figura 5.3 presenta estos resultados en células expresando el IR-A o
el IR-B estimuladas durante 2, 5 6 15 min con 10 nM IGF-Il ensayadas contra ERK 1/2.
Los niveles de activacion de ERK 1/2 resultaron mayores para el IR-A (induccién: 1.9 +
0.4 (2 min), 2.4 £ 0.3 (5 min), 1.6 £ 0.5 (15 min)) que para el IR-B (induccién: 1.4 £ 0.5
(2 min), 1.4 £ 0.3 (5 min), 1.3 £ 0.3 (15 min)), siendo esta diferencia significativa a los 5

min de estimulacion.

A B *
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Figura 5.3. Activacion de ERK 1/2 inducida por el IGF-Il a través del IR-A y del IR-B. A.
Células HeLa expresando el IR-A o el IR-B hambreadas durante 16 h en DMEM fueron estimuladas con
10 nM IGF-II durante 2, 5 6 15 min a 37 °C. Los lisados se analizaron por Western blot con anticuerpos
contra ERK 1/2 fosforilado, contra ERK 1/2 y contra la subunidad B del IR. B. Cuantificacion de los
resultados obtenidos en A. Los resultados se muestran como el promedio + SEM de 4 experimentos
independientes. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas entre isoformas (p =
0.005).

Cuando se estudi6 la fosforilaciéon de Akt (Ser473) se obtuvo una tendencia
similar mostrando que el IR-A induce mas la activacion de Akt en respuesta a IGF-II
luego de 5 min de estimulacién que el IR-B. Los resultados de 4 experimentos de
Western blot independientes se presentan analizados estadisticamente en la Figura
5.4 (induccién: IR-A, 6.8 £ 0.5 (2 min), 6.6 + 0.5 (5 min), 6.0 + 1.2 (15 min); IR-B, 5.2 +
1.3 (2 min), 4.8 £1.0 (5 min), 4.1 £ 1.2 (15 min)).
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Figura 5.4. Activacion de Akt inducida por el IGF- Il a través del IR-A y del IR-B. A. Células
HelLa expresando el IR-A o el IR-B hambreadas durante 16 h en DMEM fueron estimuladas con 10 nM
IGF-II durante 2, 5 6 15 min a 37 °C. Los lisados se analizaron por Western blot con anticuerpos contra
Akt fosforilado en la Ser473 (Cell Signaling), contra Akt y contra la subunidad § del IR. B. Cuantificacion
de los resultados obtenidos en A. Los resultados se muestran como el promedio + SEM de 4
experimentos independientes. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas (p = 0.02).

5.2.3. Visualizacién del IGF-II unido al IR y su endocitosis

La confirmacién de que el IGF-Il y el IGF-Il-biotina inducen la activacion del IR
condujo al disefio de experimentos de microscopia para estudiar la endocitosis del IR
unido al IGF-II en células individuales como se describié anteriormente para la insulina
(Capitulos 1 y 2). Cuando células HelLa sobreexpresando el IR-A-SYFP se incubaron
con IGF-Il-biotina y luego con QD655 pudo detectarse claramente la sefial de ambos
fluordforos en la membrana evidenciando la union de este ligando al IR (Figura 5.5.A).
Nuevamente, esta sefial es especifica ya que células no transfectadas en el mismo
campo de observacion no muestran sefial de QD655. Cuando luego de la marcacion
las células se incubaron a 37 °C durante 1 h y se trataron brevemente con una
solucion acida 0.1 M Na-glicina pH 3, 0.5 M NaCl se detectd la presencia de QD655 en
el interior celular confirmando asi que la endocitosis tiene lugar. Esto se observo

solamente en las células transfectadas (Figura 5.5.B ).

IR-A-SYFP QD655

DAPI Superpsicién

Figura 5.5. Unién de IGF-1l al IR-A-SYFP e internalizacion. A. Células HelLa expresando el IR-
A-SYFP se marcaron vivas con 50 nM IGF-II-biotina y 2 nM QD655 a TA, fueron fijadas en 3.7 % PFA 'y
teflidas con 1 uM DAPI. B. Luego de la marcacion las células se incubaron 1 h a 37 °C, posteriormente se
trataron con una solucién acida (0.1 M Na-glicina pH 3, 0.5 M NaCl) durante 5 min, se lavaron y se fijaron.
La visualizacion se realizé en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion DAPI, 405
nm; excitacion SYFP, 488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emisiéon DAPI, BP: 430-470 nm; emisién SYFP,
BP: 505-605 nm; emision QD655, BP: 655-755 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.
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Como otro modo de evidenciar la presencia de los QD655 dentro de las células
luego de ser incubadas a 37 °C y tratadas con acido se realizé un andlisis por
deconvolucion de las imagenes provenientes de 64 planos tomados en z (con una
separacion entre ellos de 0.16 pym) por microscopia confocal. La deconvolucién es una
operaciébn matemética que se usa para restaurar sefiales, es decir, para recuperar
datos que han sido degradados por algun proceso fisico que pueda describirse
matematicamente mediante la operacion inversa, una convolucion. En microscopia, la
convolucion modeliza matematicamente el proceso de formacion de una imagen
degradada a causa del desenfoque y el ruido. El desenfoque, aun en las mejores
condiciones, aparece inevitablemente en el limite de resolucién del dispositivo, debido
al fenbmeno de difraccibn en las lentes. Por otra parte, las variaciones de flujo
inherentes a las propiedades estadisticas de los fotones producen imagenes ruidosas,
sobre todo en los limites de baja intensidad. La restauracion mediante una
deconvolucién aplica el proceso matematico inverso a la imagen degradada, para
obtener una mejor representacion del objeto original. La deconvolucion de imagenes
de microscopia permite asi sacar la luz fuera de foco proveniente de otros planos

focales.

A

No degonvolucionada | Decofivolucionada

B IR-A-GFP QD655 Superposicion
No deconvolucionada

Deconvoluciopada

i

Figura 5.6. Deconvoluciones. A. Célula HeLa expresando el IR-A-GFP antes y después de la
deconvolucién de las imagenes. B. Células HelLa expresando el IR-A-GFP marcadas con 50 nM IGF-II-
biotina y 2 nM QD655, se incubaron a 37 °C durante 1 h, se trataron brevemente (5 min) con 0.1 mM Na-
glicina pH 3, NaCl 0.5 M y se fijaron en 3.7 % PFA. Se tomaron 64 planos en z con una separacion entre
ellos de 0.16 um en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion GFP, 488 nm;
excitacion QD655, 405 nm; emision GFP, BP: 505-605 nm; emision QD655, BP: 655-755 nm; modo
secuencial) y luego se deconvolucionaron (ver Materiales y métodos ). Barras de escala: 10 um.

La Figura 5.6.A muestra la imagen antes y después de ser deconvolucionada
de una célula expresando el IR-A-GFP. El proceso de deconvolucion permitié obtener
imagenes de mayor calidad y con considerable menor ruido ya que se elimina la luz
fuera de foco en cada plano. En la Figura 5.6.B se presenta una célula expresando el

IR-A-GFP marcada con IGF-ll-biotina y QD655 luego de 1 h a 37 °C antes y después
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del proceso de deconvolucion. Al deconvolucionar es posible observar con mas detalle

la presencia de los QD655 colocalizando con la sefial verde en la regién perinuclear.

El proceso de deconvolucién permitidé, en primer lugar, obtener la imagen de
cada plano solamente con la sefial proveniente del mismo aumentado como se dijo su
calidad y claridad. En segundo lugar, permitid realizar reconstrucciones
tridimensionales de las células que evidenciaron la presencia de los QD655 en el
interior celular colocalizando parcialmente con el IR-GFP en regiones perinucleares

(Figura 5.7 y Pelicula Suplementaria 5.1 ).

Figura 5.7. Visualizacion del IGF-Il internalizado via el IR.  Células HelLa expresando el IR-A-
GFP fueron marcadas con 50 nM IGF-II-biotina y 2 nM QD655, incubadas 1 h a 37 °C, luego 5 min con
0.1 mM Na-glicina pH 3, NaCl 0.5 M y se fijaron en 3.7 % PFA. Se tomaron 64 planos en z con una
separacion entre ellos de 0.16 um en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion
DAPI, 405 nm; excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emision DAPI, BP: 430-470 nm;
emision GFP, BP: 505-605 nm; emision QD655, BP: 655-755 nm) y luego se deconvolucionaron (ver
Materiales y métodos ). A. Superposicion de los tres canales posteriormente a la deconvolucion: DAPI en
azul, IR-A-GFP en verde y QD655 en rojo. B-F. Vistas de una reconstruccion tridimensional de la célula.
En B y C se muestra las proyecciones de maxima intensidad, en D-F se utilizé el procesador de superficie
(surface renderer) del programa Huygens. G-I. Vistas del corte de 2.24 um (14 planos) de espesor que se
muestra en el extremo inferior derecho del panel F. Barras de escala: 5 ym.

De igual manera que para la isoforma A del IR, se realizaron experimentos de
union y de internalizacion en células expresando el IR-B-SYFP. En este caso también
se observo que el IGF-II se une al IR-B-SYFP en la membrana celular (Figura 5.8.A).
Cuando se incubaron las células a 37 °C se detect6 la presencia del IGF-11-QD655
dentro de las células (Figura 5.8.B ) confirmando, asi, la endocitosis del IGF-II a través
del IR-B.
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IR-B-SYFP QD655 Superposicion DIC

Figura 5.8. Union de IGF-1l al IR-B-SYFP e internalizacion. Células HelLa expresando el IR-B-
SYFP se marcaron vivas con 50 nM IGF-ll-biotina y 2 nM QD655 a TA. A. Luego de la marcacion las
células fueron fijadas en 3.7 % PFA. B. Antes de la fijacion las células se incubaron 150 min a 37 °C y se
trataron brevemente con acido. La visualizacion se realizdé en un microscopio confocal Olympus Fluoview
FV 1000 (excitacién SYFP, 488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emisién SYFP, BP: 500-535 nm; emision
QD655, BP: 655-755 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.

5.2.4. Analisis cuantitativo de la internalizacion del IGF-1l via el IR-A 'y el IR-B

Se realizaron experimentos de internalizacion como los descriptos en el
Capitulo 2 a diferentes tiempos: 10, 20 6 150 min. Como se muestra en la Figura 5.9
la endocitosis de este ligando ocurre efectivamente en las células que sobreexpresan
el IR ya que la sefial de QD655 dentro de las células se incrementa a lo largo del

tiempo disminuyendo asimismo la sefal en la membrana.

IR-A-SYFP QD655 Superposicion DIC

Figura 5.9. Internalizacién del IGF-II en células expresando el IR. Células HelLa expresando
el IR-A-SYFP se marcaron vivas con 50 nM IGF-II-biotina y 2nM QD655 a TA, se incubaron a 37 °C
durante 10, 20 6 150 min y luego de ser fijadas se visualizaron por microscopia confocal (Olympus
Fluoview FV 1000; excitacién SYFP, 488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emisién SYFP, BP: 500-535 nm;
emision QD655, BP: 655-755 nm; modo secuencial). Barras de escala: 10 ym.

Las imagenes obtenidas por microscopia confocal luego de incubar las células
marcadas con IGF-ll-biotina y QD655 a 37 °C por diferentes tiempos fueron analizadas
cuantitativamente generando una rutina en el Matlab de modo similar a lo expuesto en
Capitulo 2. Se tuvo como objetivo estudiar si existian diferencias en las tasas de

internalizacién de ambas isoformas del IR luego de la unién del IGF-II.
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En primer lugar, se observé que la proporcion de QD655 presente en el interior
celular aumenta al incrementar el tiempo de incubacion a 37 °C (Tabla 5.2 y Figura
5.10).

. ) ., % internalizacién IGF-II n
Tiempo de incubacién
a37°C
IR-A-SYFP IR-B-SYFP IR-A-SYFP IR-B-SYFP

Inicio 31+10 18 +13 15 17

10 min 68 £ 10 56 +£11 8 9

20 min 79+8 67 +£14 10 8

150 min 96 +4 95+4 8 11

Tabla 5.2. Internalizacion del IGF-II a través del IR-A-SYFP y del IR-B-SYFP. Cuantificacion del
porcentaje de internalizacion a partir de las imagenes de microscopia confocal obtenidas de experimentos
con células HelLa expresando el IR-A-SYFP o el IR-B-SYFP marcadas con IGF-ll-biotina y QD655 a TA e
incubadas a 37 °C durante 10, 20 6 150 min. Se cuantific6 en cada una de ellas el porcentaje de
internalizacion como 100 x QDi/QD:. Los resultados se expresan como el promedio + SEM; n indica el
namero de células analizadas.

La Figura 5.10 muestra que la endocitosis del IGF-II a través del IR-A-SYFP
(barras oscuras) ocurre mas rapidamente que a través del IR-B-SYFP (barras claras).
A tiempos breves de incubacién a 37 °C (10 y 20 min) el porcentaje de QD655
internalizados fue significativamente mayor en células expresando la isoforma A del IR

que cuando se sobreexpresoé el IR-B.
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Figura 5.10. Analisis cuantitativo de la internalizacion del IGF-Il en células individuales
expresando el IR (A o B). Cuantificacion de la internalizacién en células expresando el IR-A-SYFP o el
IR-B-SYFP incubadas con 50 nM IGF-Il-biotina 'y 2 nM QD655 y luego a 37 °C durante 10, 20 6 150 min.
Para el andlisis estadistico s6lo se consideraron células con similares niveles de expresion del IR-SYFP.
Los asteriscos muestran diferencias significativas entre isoformas del IR-SYFP (*: p < 0.05; **: p < 0.001;
n = 8-17 células).

Luego de estudiar comparativamente la internalizacién del IGF-II a través de
ambas isoformas del IR se comparé para cada una de ellas la endocitosis de ambos
ligandos: insulina e IGF-II. Estos resultados indican que el IGF-1I es internalizado mas
rapidamente que la insulina por ambas isoformas del IR siendo estas diferencias

significativas a tiempos cortos (inicio y 20 min) (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Internalizacion de la insulinay el IGF-Il por el IR-A 'y el IR-B. Cuantificacion de la
internalizacion en células expresando el IR-A-SYFP (A) o el IR-B-SYFP (B) incubadas con 50 nM IGF-II-
biotina 0 BAC-Ins 'y 2 nM QD655 y luego a 37 °C durante 20 6 150 min. Para el analisis estadistico sélo se
consideraron células con similares niveles de expresion del IR-SYFP. Los asteriscos muestran diferencias
significativas entre ligandos (p < 0.001; n = 7-19 células).

En estos experimentos la marcacién fue realizada a TA explicando esto que
antes de incubar las células a 37 °C (momento del experimento que se denomina
inicio) se detecte internalizacion de IGF-Il. En el caso de insulina se evidencié una
menor internalizacion antes de incubar las células a 37 °C de forma similar a lo
observado cuando los experimentos se hicieron a 15 °C (ver Capitulo 2 ). La Tabla 5.3
muestra el grado de internalizacién para la insulina en los experimentos realizados
paralelamente a los del IGF-Il en los cuales la marcacion fue realizada a TA y luego se

incubaron las células a 37 °C durante diferentes tiempos.

. ) ., % internalizacién insulina n
Tiempo de incubacién
a37°C
IR-A-SYFP IR-B-SYFP IR-A-SYFP IR-B-SYFP
Inicio 5+6 6+5 9 19
20 min 51+6 39+11 7 10
150 min 93+7 96 +3 13 11

Tabla 5.3. Internalizacion de la insulina a través del IR-A-SYFP y del IR-B-SYFP. Cuantificacion
del porcentaje de internalizacion realizada a partir de las imagenes de microscopia confocal obtenidas de
experimentos con células HelLa expresando el IR-A-SYFP o el IR-B-SYFP marcadas con BAC-Ins y
QD655 a TA e incubadas a 37 °C durante 20 6 150 min. Se cuantifico en cada una de ellas el porcentaje
de internalizacion como 100 x QDi/QD:.. Los resultados se expresan como el promedio + SEM; n indica el
namero de células analizadas.

5.2.5. Diferencias en la endocitosis del IR-A y del IR-B con diversos ligandos

reveladas por citometria de flujo

Los resultados obtenidos por microscopia confocal y su cuantificacion
permitieron demostrar que, como ocurria con la insulina, el IR-A presenta una mayor
tasa de internalizacion a tiempos cortos en respuesta al IGF-1l. Como alternativa a la

microscopia se disefiaron experimentos en los cuales se midio la internalizacion por
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citometria de flujo con el objeto de estudiar la endocitosis del IGF-Il y de la insulina a
través del IR-A y del IR-B. Se marcaron las células expresando el IR-A-SYFP o el IR-
B-SYFP de manera similar a lo ya descripto, se incubaron durante diferentes tiempos a
37 °C y se trataron 0 no con una solucidn acida durante 2 min. Luego de esto se

analizaron vivas por citometria detectando la sefial de SYFP y la de QD655.

Primero, se confirmo que el tratamiento con acido remueve el IGF-ll-biotina-
QD655 unido a la membrana como ya se probé para la insulina en los Capitulos 1 y 2.
Se cuantifico el porcentaje de eventos en cada cuadrante (I a IV, ver Figura 5.12.A) de
los gréficos que muestran la sefial de QD655 en funcidon de la sefial de SYFP (Figura
5.12.A-D). Luego se calculd el cociente (Q) entre el porcentaje de eventos en el
cuadrante Il y la suma de los del Il y el IV (ecuacién 5.1) para cada una de las

isoformas del IR-SYFP antes o después del tratamiento con acido (Figura 5.12.E).
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Figura 5.12. Efecto del tratamiento acido sobre el IGF-II unido al IR en la superficie celular.

Células Hela expresando cada una de las isoformas del IR-SYFP marcadas con 50 nM IGF-II-biotina y 1
nM QD655 a TA se trataron (A 'y C) o no (B y D) con una solucién acida (0.1 M Na-glicina, pH 3, 0.5 M
NaCl) durante 2 min, se lavaron y se colectaron con 0.5 mM EDTA en PBS y se analizaron vivas por
citometria de flujo detectando la sefial de SYFP y de QD655 (SYFP: excitacion, 488 nm; espejo dicroico,
LP: 502 nm; emision, BP: 530/30 nm. QD655: excitacion, 488 nm; espejo dicroico, LP: 655 nm; emision,
BP: 660/20 nm). E. Se cuantificé para cada isoformas antes y después del tratamiento con acido el
porcentaje de eventos en los cuadrantes | a IV indicados en el panel A. Se calculé luego el cociente Q
entre el porcentaje de eventos en el cuadrante Il y la suma de los de los cuadrantes Il + IV (ecuacién
5.1). Los asteriscos muestran diferencias significativas entre las muestras tratadas con acido y las no
tratadas (p < 0.01; n = 3 experimentos independientes).

Este analisis permitié detectar que el acido remueve significativamente el IGF-

lI-biotina-QD655 presente en la superficie celular ya que el porcentaje de células
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transfectadas (cuadrantes 1l + IV) con alta sefial de QD655 (cuadrante IlI) es
significativamente menor que cuando no se tratan las células con &cido. Esto ocurre
tanto para el IR-A-SYFP como para el IR-B-SYFP.

Una vez confirmado que el tratamiento con acido remueve el ligando unido a la
superficie celular, se llevaron adelante los experimentos de internalizacién para
comparar la endocitosis del IGF-1I en células expresando el IR-A o el IR-B. Para esto
se marcaron las células con IGF-II-biotina y QD655, se las incubé a 37 °C durante 20,
40 6 90 min tratdndolas a continuacion con acido y se estudio la endocitosis por
citometria de flujo. Los datos se analizaron de dos modos. Se seleccionaron los
eventos con alta sefial de SYFP (es decir células transfectadas) y se realizaron los
histogramas para la sefial de QD655. Se calculé la media geométrica pudiendo
observar que la misma se corre a valores mayores al aumentar el tiempo de
incubacién a 37 °C, revelando de esta manera que en promedio las células presentan
mayor sefial de QD655 dentro (Figura 5.13.A-D ). Se pudo observar que, si bien este

corrimiento se detecta para ambas isoformas, resulta mayor para la isoforma A del IR.
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Figura 5.13. Analisis de la internalizacion del IGF-II a través del IR-A y del IR-B en células

vivas por citometria de flujo.  Células HelLa expresando el IR-SYFP marcadas con 50 nM IGF-II-biotina y
1 nM QD655 a TA fueron incubadas durante diferentes tiempos a 37 °C, se trataron con una solucion
acida (0.1 M Na-glicina pH 3, 0.5 M NaCl) durante 2 min, se colectaron con 0.5 mM EDTA y se pasaron
vivas por el citometro de flujo detectdndose la sefial de SYFP y de QD655 (SYFP: excitacion, 488 nm;
espejo dicroico, LP: 502 nm; emisién, BP: 530/30 nm. QD655: excitacion, 488 nm; espejo dicroico, LP:
655 nm; emision, BP: 660/20 nm). Se realizaron los histogramas para la sefial de QD655 de la poblacion
de eventos que eran positivos para SYFP (células transfectadas) superponiéndose los de las muestras
provenientes de células incubadas a 37 °C durante 20 min y aquellas no incubadas para el IR-A-SYFP y
para el IR-B-SYFP (A y C respectivamente). Similar superposicién se realizé con los histogramas
correspondientes al inicio de la incubacién a 37 °C y a los 90 min (B y D). E. En cada histograma se
determind un marcador (M1) que incluyera aproximadamente el 4 % de los eventos al momento inicial.
Para cada tiempo de internalizacién se midié el porcentaje de eventos dentro de esa region M1. La
normalizacion se realizé a la situacion inicial. Los asteriscos muestran diferencias significativas entre
ambas isoformas del IR-SYFP (p < 0.05; n = 4 experimentos independientes).
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El segundo tipo de andlisis consistié en seleccionar un marcador (M1) en cada
histograma que incluyera aproximadamente el 4 % de los eventos al momento inicial.
Para cada tiempo de incubacion a 37 °C se determiné el porcentaje de eventos dentro
de esa region M1. Esto se realizé para las células sobreexpresando el IR-A-SYFP y
para aquellas que expresan el IR-B-SYFP. Los resultados (Figura 5.13.E) muestran
que para la isoforma A la proporcién de eventos (células) con alta sefial de QD655
(determinada por el marcador M1) se incrementa a medida que aumenta el tiempo de

incubacion a 37 °C en mayor medida que para la isoforma B.

Para estudiar de modo comparativo la internalizacién de la insulina y del IGF-II
por las isoformas del IR se llevaron adelante nuevos experimentos de citometria de
flujo. Para ambos ligandos se observé un corrimiento de la media geométrica en los
histogramas de QD655 para las dos isoformas del IR; sin embargo el IR-A muestra un
mayor corrimiento que el IR-B tanto para el IGF-Il como para la insulina (Figura
5.14.A-D).
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Figura 5.14. Comparacién de la internalizacion de insulina y de IGF-1I a través del IR-A'y

del IR-B por citometria de flujo. A-D.  Células HelLa expresando el IR-SYFP marcadas con 50 nM IGF-II-
biotina 0 BAC-Ins y 1 nM QD655 a TA fueron incubadas durante diferentes tiempos a 37 °C, se trataron
con acido durante 2 min, se colectaron con 0.5 mM EDTA en PBS y se pasaron vivas por el citbmetro de
flujo detectandose la sefial de SYFP y de QD655. Se realizaron los histogramas para la sefial de QD655
de los eventos que eran positivos para SYFP (células transfectadas) superponiéndose los de las muestras
a no incubadas a 37 °C (inicio) y aquellas incubadas durante 90 min para el IR-A-SYFP y para el IR-B-
SYFP para cada uno de los ligandos. E-F. En cada histograma se determind un marcador M1 que
incluyera aproximadamente el 4 % de los eventos al momento inicial. Para cada tiempo de internalizacién
se midi6 el porcentaje de eventos dentro de esa region M1 y se normaliz6 a la situacion inicial. Esto se
hizo para el IR-A-SYFP (E) y para el IR-B-SYFP (F). Los asteriscos muestran diferencias significativas
entre ambos ligandos (p < 0.05; n = 5 experimentos independientes).

Analizando los datos de manera similar a lo presentado anteriormente, se

observa que para la isoforma A el IGF-1l muestra una mayor proporcion de células con
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QD655 que la insulina (Figura 5.14.E). La isoforma B, en cambio, presenta la
tendencia opuesta (Figura 5.14.F ). Esto resulta consistente con el hecho de que el IR-
B es el receptor que presenta menor afinidad por el IGF-II. A su vez el IR-A (isoforma
mas mitogénica) se internaliza mas en respuesta a un ligando mas mitogénico como el

IGF-II que en respuesta a uno mas metabdlico (la insulina).

5.2.6. El IGF-1l induce més la actividad del factor de transcripcion AP-1 a través

del IR-A que a través del IR-B.

Las diferencias observadas en la internalizacion del IR-A y del IR-B en
respuesta a IGF-1l condujeron a estudiar si esto se refleja rio abajo en la sefializacién
del IR como sucede con la insulina. Para esto, se caracterizé en primer lugar la linea
celular utilizada. Células HelLa transfectadas con el reportero pAP1l-Luc se
hambrearon durante 24 h y luego se estimularon con diversos factores de crecimiento
(EGF, IGF-II) o bien con rhins (Figura 5.15).
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Figura 5.15. Transcripcion génica mediada por AP-1 inducida por diversos ligandos en
células HelLa. Células Hela fueron transfectadas con el plasmido reportero pAP1-Luc y el pcDNA3.
Luego de 24 h de expresion fueron deprivadas de SFB por otras 24 h y se estimularon con durante 16 h
con alguno de los siguientes tratamientos: 1.6 nM EGF, 100 nM rhins, 100 nM IGF-Il, 1.6 nM EGF +
100nM rhins 6 100 nM IGF-II + 100 nM rhins. Luego de la lisis se midi6 la actividad de luciferasa
calculandose las veces de induccion como el cociente entre la actividad de luciferasa medida en células
estimuladas y la medida en células no estimuladas. Los resultados se muestran como el promedio + SEM
de 4 experimentos independientes para el caso de EGF, rhins y de EGF + rhins 6 3 experimentos para
IGF-Il e IGF-II + rhins. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas (p = 0.005) con
respecto al control sin estimular (C).

Estas células, derivadas de un tumor epitelial, responder sélo al EGF, no
mostrando efectos significativos ante el tratamiento con insulina o IGF-Il. Esto se

explica por la baja expresion de receptores enddgenos que poseen las células Hela.

A continuacion se evalu6 el efecto de sobreexpresar cada isoforma del IR
sobre la induccion de AP-1 inducida por EGF, IGF-II, rhins o bien EGF + rhins, o IGF-II
+ rhins. La Figura 5.16 muestra que mientras la sobreexpresion del ambos IR
incrementa la respuesta de las células HelLa a la rhins y al IGF-II, la misma no tiene

efecto sobre la induccion de la transcripcion génica promovida por el EGF. La
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coestimulacion con EGF y rhins mostr6 para ambos IR la suma de sus efectos,
sugiriendo que ambos ligandos activan por vias diferentes la sefializacion de AP-1. En
cambio, al tratar las células con IGF-1l y rhins simultdneamente no se observé que los
efectos se sumaran. Esto permite concluir que ambos ligandos estarian induciendo la

transcripcién génica mediada por AP-1 a través de la misma via (el IR).
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Figura 5.16. Efecto de la sobreexpresién del IR en la transcripciéon génica mediada por AP-

1 inducida por diversos ligandos en células Hela. Células Hela cotransfectadas con el reportero
pAP1-Luc y con el pcDNA3-IR-A, el pcDNA3-IR-B o el EV luego de 24 h de expresion fueron deprivadas
de SFB por 24 h y finalmente se estimularon con: 1.6 nM EGF, 100 nM rhins, 100 nM IGF-II, 1.6 nM EGF
+100nM rhins 6 100 nM IGF-II + 100 nM rhins durante 16 h. Posteriormente a la lisis se midi6 la actividad
de luciferasa calculandose las veces de induccion como el cociente entre la actividad de luciferasa
medida en células estimuladas y la medida en células no estimuladas. Los resultados se muestran como
el promedio + SEM de 4 experimentos independientes para el caso de EGF, rhins y de EGF + rhins 6 3
experimentos para IGF-Il e IGF-II + rhins. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas
(p =0.05).

Al sobreexpresar el IR-A se observa una induccién mayor de la transcripciéon
génica por el IGF-1Il de modo similar a lo que sucede con la insulina. Se ensayaron
entonces diferentes concentraciones de IGF-1l (1, 10 y 100 nM) y se midi6 la induccion

de la actividad de luciferasa con respecto a los niveles basales (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Transcripcion génica inducida por IGF- Il a través del IR-A y del IR-B. Células

HelLa coexpresando el reportero AP1-Luc con el IR-A, el IR-B o solamente el reportero luego de 24 h de
expresion fueron deprivadas de SFB por 24 h y finalmente se estimularon durante 16 h con: 1, 10 6 100
nM IGF-II. Posteriormente a la lisis se midio la actividad de luciferasa calculandose las veces de induccién
como el cociente entre la actividad de luciferasa en células estimuladas y no estimuladas. Los resultados
se muestran como el promedio + SEM de 4 experimentos independientes. Los asteriscos muestran
diferencias estadisticamente significativas entre ambas isoformas del IR.
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Estos experimentos permitieron detectar que con 100 nM IGF-II el IR-A induce
mas la transcripcion génica via AP-1 (7.2 + 0.8 veces de induccion respecto del basal)
gue el IR-B (4.1 + 1.0 veces de induccion respecto del basal). Al estimular con 10 nM
IGF-1I la isoforma A es capaz de inducir la transcripcion génica (2.1 £ 0.5 veces de
induccion respecto del basal), mientras que la isoforma B no presenta diferencias con

los niveles basales.

Estos resultados en su conjunto conducen a la conclusion que el IGF-II activa
mayormente al IR-A, la isoforma méas mitogénica y que presenta mayor afinidad por

este ligando.

5.3. DISCUSION

En este capitulo de la tesis se ampliaron las estrategias desarrolladas en los
capitulos previos para estudiar otro ligando capaz de sefalizar a través del IR. En
primera instancia se evaluaron las herramientas de modo similar a lo realizado para la
insulina. Se pudo confirmar que el IGF-Il humano asi como el IGF-Il-biotina (también
recombinante humano) se unen al IR, lo activan e inducen la sefializacion rio abajo del

receptor.

Como se esperaba, dada las diferencias en la propiedades de unién y afinidad
reportadas (Yamaguchi et al., 1993; Morrione et al., 1997; Frasca et al., 1999; Sciacca
et al., 2002; Pandini et al., 2003; Benyoucef et al., 2007), se determin6 que el IGF-II
conduce a una mayor activacion de la sefalizacion por la via de ERK 1/2 y por la via

de Akt cuando se une al IR-A que cuando se une al IR-B.

La combinacion de las VFP fusionadas a las dos isoformas del IR y los QD
unidos a dos ligandos naturales del receptor de insulina permitié en esta parte de la
tesis el estudio comparativo de isoformas y ligandos a nivel de células individuales. En
este caso se utilizé la microscopia confocal y ademas la citometria de flujo para seguir
y cuantificar la internalizacion de los complejos ligando-IR con una estrategia que fue
aplicada en otros receptores de tipo tirosina quinasa como el del EGFR y el NGFR
(Lidke et al., 2004, 2005 y 2007; Echarte et al., 2007; Kantelhardt et al., 2010).

Las herramientas generadas brindaron la posibilidad de estudiar la
internalizacion de este ligando unido a cada una de las isoformas del IR en células
vivas e individuales. Fue posible primero visualizar la unién del IGF-Il tanto al IR-A

como al IR-B y su internalizacion. Por microscopia y por citometria de flujo se
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determiné que la isoforma A del IR muestra una cinética de internalizacion mas rapida
para el IGF-Il que para el IR-B siendo esto coincidente con lo demostrado para la

insulina (Capitulo 2).

El IGF-1I desencadena respuestas proliferativas y de crecimiento estando
involucrado en el desarrollo embrionario y en la proliferacion tumoral (Louvi et al.,
1997; Sciacca et al., 1999; Kalli et al., 2002; Vella et al., 2002). Los resultados de la
endocitosis del IGF-1I unido al IR-A o al IR-B son coherentes con este comportamiento
si consideramos el modelo presentado en el Capitulo 2 y 4. Desde la membrana
celular el IR gatilla respuestas metabdlicas y al ser endocitado su sefializacién por la
via de las MAPK es mas proliferativa y mitogénica. Las diferencias detectadas en la
endocitosis del IGF-Il a través del IR-A y del IR-B permiten confirmar que la
sefalizacibn mitogénica es gatillada principalmente desde los endosomas. Por lo
tanto, una cinética de internalizacién mas rapida se traduce en una mayor activaciéon

de esta via.

Asimismo, al comparar la endocitosis del IR-A en respuesta a los dos ligandos
en estudio también fue posible observar diferencias: el IGF-II, ligando proliferativo, es
internalizado mas rapidamente que la insulina, ligando metabdlico, a través de esta
isoforma. Nuevamente, esto es consistente con el modelo propuesto acerca de la
divergencia en las cascadas de transduccion de sefiales y la importancia de la
localizacion celular en la modulacion de la sefializacion del IR (Sorkin et al., 1993;
Bergeron et al., 1995; Biener et al., 1996; Grimes et al., 1996; Ceresa et al., 1998;
Parpal et al., 2001; Hamer et al., 2002; Uhles et al. 2007)

Los resultados acerca de la internalizacion diferencial de ligandos e isoformas
del IR condujeron a estudiar los efectos del IGF-II sobre la transcripcion génica en
células sobreexpresando cada variante de splicing del IR. Los promotores de diversos
genes poseen sitios de union para AP-1 y la regulacion de la activacion de esta familia
de factores de transcripcion esta involucrada en el crecimiento y la proliferacion celular
(Shaulian y Karin, 2001 y 2002). Dado que AP-1 responde a insulina y a diversos
factores de crecimiento (Angel y Karin, 1991; Karin et al., 1997) se analizé la induccién
de su actividad en respuesta a IGF-II a través de las dos isoformas del IR. La hip6tesis
planteada propone que la endocitosis del IGF-II a través del IR-A ocurre mas
rapidamente que a través del IR-B reflejAndose en una mayor activacion de las vias
mitogénicas desde los endosomas. Los resultados obtenidos mostraron que,
efectivamente, el IR-A en respuesta a IGF-Il induce la transcripcién de genes a través

de la via de AP-1 con mayor potencia que el IR-B.
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Ambos receptores mostraron internalizar al IGF-Il con una cinética méas rapida
gue a la insulina (el grado de internalizacion medido por microscopia result6 mayor
para el IGF-1l a tiempo cortos). Esto es consistente con el modelo que asume que un
ligando que es internalizado mas rapidamente desencadena una respuesta
predominantemente mitogénica sefializando desde los endosomas. En cambio, los
ligandos que permanecen mas tiempo en la membrana gatillan respuestas
fundamentalmente metabdlicas. En este capitulo pudo demostrarse que esto es asi
tanto en células expresando el IR-A como el IR-B. Cuando se analizé por citometria de
flujo el porcentaje de células que muestran internalizacién se vio que al expresar el IR-
A este porcentaje resulta mayor para el IGF-Il que para la insulina. Sin embargo, al
expresar el IR-B es al revés, lo cual es consistente con la menor afinidad que presenta

esta isoforma por el IGF-Il en comparacion con la insulina.

Varios trabajos han abordado esta tematica pero de un modo diferente. Se han
utilizado, por un lado, ligandos analogos a insulina que se disocian mas rapida o mas
lentamente del receptor y se analizaron sus repuestas celulares (Hansen et al., 1996;
Jensen et al., 2007). Asi también, se han ensayado mutantes del IR que no se
internalizan para ver el efecto en la sefalizacién receptor (Hammer et al., 2002).
Finalmente, otras aproximaciones han consistido en inhibir la endocitosis y estudiar la
cascada metabdlica y mitogénica del IR en respuesta a insulina (Biener et al., 1996;
Ceresa et al., 1998). En el caso del trabajo que se presentd en este capitulo el disefio
experimental aprovechd la dualidad del modelo en estudio: dos receptores, uno mas
mitogénico (IR-A) y uno mas metabdlico (IR-B), y dos ligandos, uno mas mitogénico (el
IGF-1I) y el otro mas metabdlico (la insulina). Las diversas combinaciones y
comparaciones permitieron confirmar el modelo que venia proponiéndose desde el
Capitulo 2 teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo y la extensa

evidencia publicada por diversos grupos.

Estos resultados en conjunto con los expuestos anteriormente para la insulina
permiten afirmar que un mismo ligando induce una respuesta mitogénica o metabdlica
segun a qué IR se una. A su vez esto es controlado por la localizacion celular de los
receptores. El IR-A es internalizado mas r4pidamente en respuesta a ambos ligandos
que el IR-B. Asimismo, si ahora se comparan ligandos unidos a un mismo receptor,
sucede que ligandos mas mitogénicos se internalizan con cinéticas mas rapidas que

ligandos mas metabdlicos.

Estos resultados confirman el modelo de activacion diferencial regulada por la

localizacién del receptor luego de su fosforilacion. La localizacion en la membrana
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favorece la sefalizacion metabdlica mientras que la internalizaciéon del complejo
ligando-IR favorece la mitogénica. Las isoformas del IR responden al IGF-II
internalizandose mas rapidamente promoviendo una respuesta mitogénica mas
robusta comparada con la estimulacion con insulina. A su vez, si se compara el
comportamiento en respuesta a IGF-II de las dos isoformas del IR se observé que, al
igual que en la respuesta a insulina, el IR-A se internaliza mas rapido y activa de forma

mas sostenida la respuesta mitogeénica.

Pelicula Suplementaria 5.1. Visualizacion QD 655-Ins unidos al IR-A-GFP y endocitados.

Células Hela expresando el IR-A-GFP marcadas con 50 nM IGF-II-biotina y 2 nM QD655, se incubaron a
37 °C durante 1 h, se trataron brevemente (5 min) con 0.1 mM Na-glicina pH 3, NaCl 0.5 M y se fijaron en
3.7 % PFA. Se tomaron 64 planos en z con una separacion entre ellos de 0.16 ym en un microscopio
confocal Olympus Fluoview FV 1000 (excitacion GFP, 488 nm; excitacion QD655, 405 nm; emisién GFP,
BP: 505-605 nm; emisién QD655, BP: 655-755 nm) y luego se deconvolucionaron. Finalmente se realizd
una pelicula mostrando los QD655 dentro de la célula vista desde diferentes angulos. Se utilizé el
procesador de superficie (surface renderer) del programa Huygens para generar las vistas desde los
diferentes angulos.
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6. Intexaccion ligando-receptorpormicroscopia de

fuerza atomica

6.1. INTRODUCCION

La microscopia de fuerza atdbmica

Debido a su alta sensibilidad en la medicién de fuerzas (del orden de los
piconewton, pN) y en el posicionamiento (del orden de los nm) el microscopio de
fuerza atémica ha demostrado ser una herramienta muy poderosa para el estudio de
dindmicas y fuerzas de interaccién ligando-receptor tanto en moléculas individuales
como en superficies celulares. La Figura 6.1 muestra las partes principales de un
AFM: el sensor de fuerza compuesto por el fleje (del inglés, cantilever) y la punta
propiamente dicha (del inglés, tip); la platina donde se coloca la muestra; el sistema
Optico de deteccion de las deflexiones compuesto por un laser de diodo y un

fotodetector; el barredor piezoeléctrico (del inglés, scanner).

fotodiodo laser

cantilever

z
123’ punta
X muestra
I escaner
Figura 6.1. Principios generales de la microscopia de fuerza atémica. La visualizacion por

AFM se logra por el barrido que realiza la punta del sensor de fuerza a lo largo de la superficie de la
muestra mientras que la fuerza de interaccién entre la punta y la muestra es monitoreada con una
sensibilidad del orden de los pN. Tomado de Hinterdorfer y Dufréne, 2006.

El AFM puede usarse tanto para obtener imagenes topograficas como en el
modo de espectroscopia de fuerzas. En el primer caso, las imagenes son creadas por
el escaneo de la superficie de la muestra en las direcciones x e y por parte de la punta
del sensor de fuerza, a lo que se suma la informacién de la fuerza de interaccién entre
la punta y la muestra para obtener informacion acerca de la topografia de la superficie.

Por su parte, la espectroscopia de fuerza se basa en la medicion de esta fuerza con
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una sensibilidad del orden de los pN cuando la punta se apoya sobre la muestra y
luego se lo separa en la direccién z (retraccion). La muestra se monta sobre un
escaner piezoeléctrico el cual asegura el posicionamiento tridimensional con una
resolucion del orden de los nm. La fuerza es monitoreada midiendo la deflexion
(vertical) que sufre el cantilever mediante un laser enfocado en el extremo libre del
cantilever y reflejado en un fotodiodo: esta deflexion es directamente proporcional a la
fuerza. A su vez, en la denominada espectroscopia de fuerza dinamica se varia la tasa
de incremento de la fuerza (fuerza de carga o tasa de carga; loading rate en inglés)
durante el experimento obteniendo de este modo informacion sobre la dinamica

molecular de los procesos de reconocimiento (Hinterdorfer y Dufréne, 2006).
Microscopia de fuerza atomica de superficies celulares

Las células interactian con el medio que las rodea a través de las superficies,
las cuales juegan ademas un papel clave en diversos procesos celulares como la
sefalizaciéon, la comunicacion célula-célula, la adhesion, el transporte, la generacion
de energia, la diferenciacion celular, la metastasis tumoral y las infecciones virales y
bacterianas (Sheetz, 2001; Discher et al., 2005; Gumbiner, 2005; Vogel y Sheetz,
2006; Lecuit y Lenne, 2007). Todos los procesos en las superficies celulares implican
fuerzas moleculares que son el resultado de una compleja interconexion de
interacciones quimicas, fisicas y biologicas (Bustamante et al., 2004; Vogel y Sheetz,
2006).

Diversas espectroscopias de fuerza permiten medir interacciones inter e intra-
moleculares en las superficies celulares a escala molecular (Chen et al., 2008; Moffitt
et al., 2008; Neuman y Nagy, 2008). Sin embargo, dado su sensor nanoscopico de
fuerza (~2-50 nm), la microscopia de fuerza atémica es la Unica que permite medir y
localizar interacciones especificas en las superficies celulares con alta resolucion, del
orden de los 10 nm (Bining et al., 1986; Gerber y Lang, 2006). Ademas, la sensibilidad
de los ensayos basados en AFM permite detectar un amplio rango de fuerzas entre los
5 pN y los 100 nN (Helenius et al., 2008; Muller y Dufréne, 2008; Puchner et al., 2008;
del Rio et al., 2009). Esto hace a la microscopia de fuerza atébmica una herramienta
adecuada e ideal para detectar desde fuerzas de unidn receptor-ligando individual (~
60-80 pN) hasta fuerzas de adhesidn entre células (>> 1nN). En la Tabla 6.1 se
presentan algunos ejemplos de fuerzas caracteristicas de ciertos procesos que van

desde niveles celulares hasta niveles moleculares.
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Proceso Fuerza requerida/generada Referencia bibliogréafica
Contraccion celular ~2 uN Fay, 1977.
Ruptura de enlace covalente ~4 nN Grandbois et al., 1999.

Despliegue de proteinas

~100-200 pN Rief et al., 1997.
solubles en agua

Despliegue y separacion de
proteinas de membrana ~100-150 pN
desde la bicapa lipidica

Oesterhelt et al.,2000; Ganchev
et al., 2004.

Ruptura de interacciones Hinterdorfer y Dufréne, 2006;

ligando-receptor ~20-200 pN Evans y Calderwood, 2007.
Activacion enzimatica ~10-50 pN Puchner et al., 2008; del Rio et
al., 2009.
Proteinas motoras del ~2-10 pN Piazzesi et al., 2007.

citoesqueleto

Tabla 6.1. Fuerzas caracteristicas de procesos celulares. Adaptado de Miiller et al., 2009.

Las aplicaciones de la microscopia de fuerza atdbmica se extendieron desde su
uso para visualizacion de alta resolucion (Figura 6.2) hasta su implementacién en
investigaciones nanotecnolégicas que apuntan a medir fuerzas de interacciones

biolégicas, quimicas y fisicas con resolucién molecular.

fotodiodo

cantilever

muestra

Figura 6.2. Esquema del modo de visualizaciéon del AFM. A. La punta del AFM contornea la
topografia de la superficie celular (lineas punteadas) (tomado de Miuller et al., 2009). B. Al acercar el
cantilever a la superficie de la muestra, las fuerzas entre la punta y la muestra deflectan el cantilever
segun la ley de Hooke. Estas fuerzas pueden ser mecénicas de contacto, de tipo Van der Waals,
electrostaticas, magnéticas y/o de enlace quimico.

En el modo de visualizacion de alta resolucion la punta del AFM interactda con
la muestra generando topografias de la superficie. Esto es posible debido a que la
punta se encuentra unida al cantilever produciendo su deflexibn cuando existe
interaccion con la muestra. Las fuerzas entre la punta y la muestra deflectan el

cantilever segun la ley de Hooke: F = k . x, donde k es la constante elastica del
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cantilever. Un escaner piezoeléctrico permite la alta resolucion en el posicionamiento

tridimensional de la punta (~0.1 nm) (Figura 6.2 ).

El AFM se utiliza ademas en la modalidad de diversas espectroscopias de
fuerza (Figura 6.3): espectroscopia de fuerza de moléculas individuales (SMFS, por
sus siglas en inglés, Single molecule force spectroscopy), microscopia de fuerzas
quimicas (CFM, por sus siglas en inglés, Chemical force microscopy), mapeo de
reconocimiento molecular (MRM, por sus siglas en inglés, Molecular recognition
mapping) y espectroscopia de fuerza de células individuales (SCFS, por sus siglas en

inglés, Single cell force spectroscopy).

A
ligando
receptor
ADN
x| AN
i . * péptido
o—— -' X : -
2 oligosacarido
Az grupos molécula lipido
i;," quimicos biolégica
i
'y n Ir
Figura 6.3. Esquema del AFM utilizado en la modalidad de espectroscopia de fuerza. A. La

punta del sensor de fuerza detectar interacciones en la superficie celular con resolucion de moléculas
individuales. Ejemplos que muestran: la punta funcionalizada con un ligando para detectar la interaccion
con su receptor (izquierda), una punta con una proteina de adhesién celular para medir interacciones con
otras moléculas de adhesion (centro), y una punta recubierta con grupos quimicos para detectar las
interacciones de interés (derecha). B. Funcionalizaciéon de las puntas del AFM o del cantilever para
detectar interacciones bioldgicas, celulares, virales o quimicas especificas. Tomado de Miiller et al., 2009.

En la modalidad de espectroscopia de fuerza se registra la deflexion del
cantilever mientras la punta y la muestra se aproximan y luego se separan (Figura
6.3.A). Esta informacion permite obtener curvas de deflexion versus desplazamiento
gue pueden ser transformadas en curvas de fuerzas versus distancias, siendo la
fuerza igual al valor de la deflexion multiplicado por la constante elastica del cantilever.
La fuerza de adhesion o despegado caracteristica observada durante el despegado de
la punta del AFM es el pardmetro clave que brinda informacion sobre la interaccion
ligando-receptor (en SMFS), sobre la distribucién espacial de la interaccion quimica
(en CFM), sobre la distribucion espacial de receptores individuales (MRM) y sobre las

fuerzas que gobiernan las interacciones célula-célula y célula-sustrato (en SCFS).

La mayoria de los experimentos de espectroscopia de fuerza con células vivas
requieren la funcionalizacion quimica o bioldgica de la punta del AFM (Figura 6.3.B).

Para SMFS y MRM se unen a la punta ligandos, péptidos o proteinas que interactdan
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especificamente con receptores de la superficie celular. Para ensayos de CFM la
punta es modificada con diversos grupos quimicos, mientras que para SCFS se unen

al cantilever células o virus.
Las curvas de fuerza

Las curvas de fuerza muestran la fuerza de interaccion en funcion de la
distancia de separacion entre la punta y la muestra para un ciclo en el que la punta se
acerca a la muestra (punto A de la Figura 6.4), toma contacto (punto B), ejerce
presion sobre la misma (punto C) y finalmente se aleja (puntos D-E). Se mide la
adhesion entre la punta y la muestra como la diferencia entre el valor de fuerza antes
de tocar la muestra y el valor en el que se desprende la punta de la muestra en el ciclo

de retraccién (punto F).

------ Acercamiento
3 Retraccion
] cantilever
o A
= 8 punia superficie
E
® pR— .1
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£ I —F
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o
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Distancia punta - superficie (nm)
Figura 6.4. Curva esquematica de fuerza versus distancia. Curva fuerza-distancia que

describe un ciclo de aproximacion-retraccion de la punta del AFM a la muestra. Este ciclo se repite
durante el escaneo de la superficie. La punta se aproxima a la superficie (A), esta atraccion inicial entre la
punta y la superficie esta dada por fuerzas de tipo Van der Waals que conducen al contacto (B). La punta
ejerce presion sobre la superficie y esto conduce a la identacion de la muestra y a la deflexion del
cantilever (C). Posteriormente, la punta se aleja de la superficie (D-E). Se mide la adhesién entre la punta
y la muestra como la diferencia entre el valor de fuerza antes de tocar la muestra y el valor en el que se
desprende la punta de la muestra (F) en el ciclo de retraccién. Adaptado de Shahin et al., 2005.

Si la punta estd modificada quimicamente, por ejemplo con un ligando, y la
superficie presenta un receptor para ese ligando entonces esa fuerza de adhesion
corresponderd a la fuerza de interaccion especifica ligando-receptor. La
caracterizacion de fuerzas de interaccién especificas a nivel funcional y molecular
consiste en tomar una gran cantidad de curvas de fuerza y analizarlas
estadisticamente para obtener el valor de la fuerza de interaccion caracteristica del
sistema de interés. EI AFM permite ademas combinar las curvas de fuerza y la
resolucion espacial en un mapa de fuerzas para medir y localizar las interacciones

especificas sobre la célula.
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La técnica de SMFS ha sido ampliamente utilizada para i) caracterizar la
interaccion de moléculas de adhesion celular (Fritz et al., 1998; 2000; Shi et al., 2008);
ii) localizar la unién de ligandos e inhibidores a proteinas de membrana (Kedrov et al.,
2008) y proteinas solubles en agua (Junker et al., 2009); iii) caracterizar las fuerzas de

anclaje de ciertos péptidos a la membrana plasmatica (Ganchev et al., 2004).

Para aplicar la SMSF para detectar interacciones especificas de moléculas
individuales en la superficie de células vivas es necesario que los grupos que se
utilicen para funcionalizar las puntas de los sensores estén mas fuertemente unidos al
mismo que la interaccién que se desea medir. Por otro lado, la molécula a detectar
debe estar en su estado nativo y debe ser posible discriminar las interacciones
inespecificas de aquellas que son especificas. Finalmente, las interacciones

detectadas deben representar aquellas de las moléculas individuales.
Fuerzas de interaccion ligando-receptor al nivel de moléculas individuales

Tanto la localizacién de los receptores como la cinética de unién del ligando
resultan aspectos fundamentales para entender las funciones celulares
desencadenadas por los receptores. Sin embargo, muy pocas aproximaciones
experimentales permiten brindar simultdineamente una visién de la dinamica espacial y
temporal y de las fuerzas intermoleculares en células individuales (Lauffenburger y
Linderman, 1993). Este tipo de estudios cuantitativos es esencial para comprender
como las células responden diferencialmente a un mismo ligando. Esto resulta util para
estudiar la respuesta a drogas, (Rotsch y Radmacher, 2000), diferenciacion (Kamba et
al., 2006) o bien cémo la unién del ligando puede depender del agregado (del inglés,
clustering) de diversas moléculas en la sinapsis (Vyas et al., 2004) o la asociaciones

en el citoesqueleto en la formacion de adhesiones focales (Avalos et al., 2004).

La mayoria de las mediciones de fuerzas de interaccion antigeno-anticuerpo y
ligando-receptor asi como el estudio de sus dindmicas de unién fue realizada por AFM
hasta el momento con proteinas purificadas adheridas a superficies rigidas (Browning-
Kelley et al., 1997; Yip et al., 1998; Merkel et al., 1999; Schwesinger et al., 2000; Li et
al., 2002; Slade et al., 2002, Stroh et al., 2004). Utilizar esta medicién de fuerzas de
interaccion molecular en la escala de los pN para visualizar receptores individuales e
inferir cinéticas de interaccién ligando-receptor en células intactas y vivas sigue siendo

un gran desafio.

Las diferencias detectadas en la sefializaciobn de ambas isoforma del IR

motivaron el disefio de experimentos que permitieran medir la fuerza de interaccion
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entre el ligando y el receptor al nivel de moléculas individuales. Las herramientas
generadas, evaluadas y detalladas en el comienzo de este trabajo de tesis resultaban

ideales para estudiar interacciones ligando-receptor de insulina por AFM.

La hipotesis que surgio de los resultados presentados en los capitulos previos
supone que diferencias en las fuerzas de interaccion entre cada isoforma del IR y la
insulina podian explicar en cierto grado las diferentes cinéticas de internalizacion y
sefalizacién observadas. Esto es consistente con los datos de la literatura acerca de
las diferencias en la afinidad de ambas isoformas por diversos ligandos. Para esto, en
colaboracién con la Dra. Lia Pietrasanta y la Lic. Catalina von Bilderling (Centro de
Microscopias Avanzadas, CMA) se disefiaron y se llevaron adelante experimentos

tendientes a abordar los objetivos que se detallan a continuacion.
Objetivos

1. Visualizar células HeLa por AFM

2. Funcionalizar la punta del AFM con insulina biolégicamente activa

3. Medir fuerzas de interaccién entre la insulina y cada una de las isoformas del

IR en células vivas

4. Estudiar la dinamica de la espectroscopia de fuerza

6.2. RESULTADOS

6.2.1. Visualizacion de células HelLa por AFM

Para adquirir familiaridad con la técnica, en primer lugar se visualizaron células
Hela fijadas en 3.7 % PFA crecidas en cubreobjetos sobre fibronectina para asegurar
que no se despeguen durante la visualizacion. Las muestras se visualizaron en medio
liquido y fue posible obtener imagenes de las mismas con alta resolucion como se

muestra en la Figura 6.5 .

Las imagenes fueron adquiridas en modo de contacto intermitente (tapping
mode). Durante el barrido, el sensor oscila verticalmente y la punta toma contacto con
la superficie o lo pierde alternativamente. Mientras el sensor de fuerza interactia
intermitentemente con la superficie su oscilacion necesariamente se reduce debido a
pérdidas de energia producidas en el contacto de la punta con la muestra. Esta

reduccién en la amplitud de la oscilacion es lo que permite obtener informacién de la
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superficie. Sin embargo, durante el barrido en modo de contacto intermitente existe
una retroalimentacion que produce que la amplitud se mantenga constante. La
amplitud de la oscilacién es medida por un detector del controlador electrénico. La
retroalimentacion de tipo digital ajusta luego la separacion entre la muestra y la punta

del AFM de modo tal de mantener constante la amplitud y la fuerza en la muestra.

| 5.0nm
2.5nm

0.0nm

Figura 6.5. Visualizacion de células HelLa por AFM.  Células Hela fijadas en 3.7 % PFA
visualizada por AFM en PBS en modo de contacto intermitente. Se utilizé un sensor de fuerza NP (Veeco)
de nitruro de silicio cuya constante elastica fue k = 0.58 N/m y el radio nominal de la punta fue 20 nm. La
barra ubicada a la derecha indica la escala de profundidad o altura (eje z).

La microscopia de fuerza atomica permitié obtener imagenes que muestran
detalles topograficos de las células que por microscopia optica no es posible observar.
Mientras que la resolucién en las direcciones x-y es <25 nm para AFM, la misma es de
300 nm en la microscopia confocal de barrido con laser. En el eje z las diferencias son
aun mas importantes: mientras que en AFM esta resolucién es de 0.1 nm, la

microscopia confocal sélo permite resolver 800 nm.
6.2.2. Funcionalizacion de los sensores de fuerza del AFM con insulina

La microscopia de fuerza atomica basada en el reconocimiento molecular (MR-
AFM, por sus siglas en inglés, Molecular recognition atomic force microscopy) permite
la deteccion y localizacion de eventos singulares basados en el reconocimiento entre

pares ligando-receptor.

Para esto, en primer lugar, fue necesario modificar el sensor de fuerza del AFM
de modo de tener al ligando unido al mismo. Esto permitié reconocer a los receptores
localizados en la membrana plasméatica de las células vivas midiendo la fuerza de
interaccion ligando-receptor. Se utilizé un sensor de fuerza con una punta modificada
con una cadena de polietilenglicol como espaciador flexible con una biotina en el
extremo. Para funcionalizarlo se lo incubé durante 1-2 h a TA con 1 yM SA en PBS.
Luego de sucesivos lavados se incub6 la punta asi modificada con 2 yM BAC-Ins

durante 1 h a TA en la soluciéon Rab. Esta estrategia permitié obtener el ligando en la
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punta del sensor del AFM vy el receptor expresdndose en la membrana plasméatica de

las células vivas (Figura 6.6) .

cantilever

Peo-biotina
estreptavidina
BAC-Ins

IR membrana de una

fj célula viva

Figura 6.6. Funcionalizacion de la punta del AFM con insulina biolégicamente activa. La
punta del sensor de fuerza del AFM modificada con una cadena de Peo y una biotina en el extremo
(Novoscan) fue incubada con 1 yM SA en PBS durante 1-2 h a TA, luego de varios lavados se modificd
con 2 uM BAC-Ins en solucion Rab durante 1 h a TA. Las células expresando el IR se crecieron sobre
cubreobjetos previamente tratados con 5 ug/ml fibronectina / PBS.

La unién biotina-SA es una de las interacciones no covalentes mas fuertes que
existen en la naturaleza. Es también un sistema modelo para estudiar interacciones
ligando-receptor. Experimentalmente, fue posible demostrar la capacidad del AFM de
medir fuerzas discretas de ruptura al nivel de moléculas individuales (Lee et al. 1994).
La medicion directa de la ruptura de uniones individuales avidina-biotina (160 pN) y
biotina-SA (257 pN) es posible con esta técnica (Florin et al., 1994; Moy et al., 1994).

Resultados previos de Catalina von Bilderling mostraron que la fuerza de
interaccion biotina-SA medida en el microscopio del CMA es de (172 £ 79) pN, siendo
consistente con lo reportado por diversos grupos para esta fuerza de unién. Es
importante contar con este dato dado que en este trabajo la punta fue modificada con
SA y BAC-Ins, por lo tanto era imprescindible estar seguros de que la interaccion
insulina-IR medida fuera menor a la fuerza de union biotina-SA. En caso contrario lo
medido seria la ruptura de la unién no covalente entre la biotina y la SA de la punta

modificada y no la que existe entre la insulina y el IR.
6.2.3. Medicion de la interaccion insulina-IR

La estrategia disefiada y llevada adelante hasta aqui permiti6 medir mapas de
fuerza en células HelLa vivas sobreexpresando el IR-A o el IR-B o bien en células que
no hubieran sido transfectadas, las cuales actuaron como uno de los controles dado
que las células HelLa expresan endégenamente menos de 5000 IR/célula (McKeon et
al., 1990).
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Figura 6.7. Interaccion ligando-receptor por esp ectroscopia de fuerza atomica. A. Curva
fuerza-distancia esquematica que muestra en negro las fuerzas medidas durante la aproximacion de la
punta a la muestra y en rojo las medidas durante la retracciéon. B. Mapa de fuerzas de adhesion obtenido
de una muestra de células HeLa expresando el IR-A (hambreadas durante toda la noche) interactuando
con una punta modificada con BAC-Ins. C. Histograma de la distribucién de las fuerzas de interaccion
medidas en B provenientes de 256 curvas.

Se midid la fuerza de interaccion en regiones de 10 ym x 10 ym realizando
curvas de fuerza de 16 pixeles x 16 pixeles (es decir, 256 curvas por region). Los
valores de la fuerza de adhesién se estimaron en cada pixel como la diferencia entre
el minimo de cada curva y el valor en el que se desprende la punta del AFM de la
muestra en el ciclo de retraccion (Figura 6.7.A) utilizando una rutina escrita en el
Matlab. Estos datos para cada pixel se representaron en un mapa de fuerzas de
adhesion (Figura 6.7.B ) en el cudl una escala de grises muestra la magnitud de cada

evento de adhesién (blanco: alta adhesion; negro: baja adhesién).

Finalmente, los datos de los mapas de fuerza se graficaron en histogramas
mostrando asi la distribucion de las fuerzas de adhesion medidas en cada regién
analizada. En la Figura 6.7.C se muestra uno de estos histogramas obtenidos a partir
de un mapa de fuerza en una region de 10 ym x 10 ym (256 curvas de fuerza) de una
muestra de células Hela transfectadas con el pcDNA3-IR-A utilizando una punta
modificada con BAC-Ins. Se puede observar en este experimento que el pico de la
distribucion de Gauss se encuentra en (70 £ 6) pN. Este valor se encuentra en el
orden de las interacciones ligando-receptor reportadas en otros sistemas bioldgicos
(Hinterdorfer y Dufréne, 2006; Evans y Calderwood, 2007; Lee et al., 2007; Han et al.,

2008), siendo ademas menor que la union biotina-SA.
6.2.4. El IR-A interactia mas fuertemente con la insulina que el IR-B

Los resultados presentados a lo largo de la tesis muestran las diferencias en la
sefializacion e internalizacion de ambas isoformas del IR. La funcionalidad de las
herramientas generadas motivé disefiar experimentos de espectroscopia de fuerza
con células expresando el IR-A o el IR-B de modo de evaluar si la interaccién fisica de

cada isoforma con la insulina es diferente. Se procedié de manera similar a lo que se
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describié anteriormente y se evaluaron 6 células expresando el IR-A, 6 células
expresando el IR-B y 6 no transfectadas midiendo en cada una de ellas 256 curvas de
fuerza. Los datos provenientes de todas las curvas de fuerza medida para cada grupo

de células se incluyeron en los histogramas que se muestran en la Figura 6.8 .

A IR-A B IR-B C Control

3001 (68 + 30) pN 3004 3004 < 15pN
w ¥ w w
§20) | & 2oy §
g 3 [(41430) pN 3

1004 k(129 £ 39) pN 1004iiia 100 |

0 o JAATD i 0

0

0 100 200 300 400 O 100 200 300 400 100 200 300 400
Fuerza (pN) Fuerza (pN) Fuerza (pN)

Figura 6.8. Interaccion del IR con insulina.  Células HelLa sobreexpresando el IR-A (A) o el IR-
B (B) o bien células no transfectadas (C, control) fueron hambreadas durante la noche anterior a la
medicion de los mapas de fuerza. Los histogramas incluyen los datos de las curvas de fuerza de 6 células
de cada tipo. Para cada célula se tomé una regién de 10 um x 10 yum y se midieron 256 curvas de fuerzas
en cada una. Se realizaron los ajustes a distribuciones de Gauss y se muestran los maximos de las
mismas. Para la espectroscopia de fuerza se utilizaron sensores de fuerza con puntas modificadas con
una cadena de Peo y una biotina en el extremo que se incubaron con 1 yM SA durante 1-2 h y luego con
2 uM BAC-Ins. Las mediciones se realizaron con las células vivas crecidas sobre fibronectina en medio de
cultivo DMEM sin aditivos.

La fuerza de adhesion medida en células transfectadas resulto diferente de la
adhesion medida en células control. Mientras en el caso de células HelLa sin
transfectar todas las interacciones detectadas resultaron menores de 15 pN (Figura
6.8.C), cuando las células habian sido transfectadas con alguno de los pcDNA3-IR (A
0 B) se detectaron interacciones de significativa mayor magnitud. Los histogramas
permiten observar la distribucion de las fuerzas de adhesion para cada una de las

isoformas del IR.

Por otro lado, las dos isoformas del IR presentan los maximos de sus
distribuciones de fuerza en magnitudes distintas. Estos maximos constituyen lo que se
conoce como fuerzas caracteristicas de interaccion ligando-receptor. Para el IR-A esta
interaccion caracteristica medida es de (68 = 30) pN (Figura 6.8.A ), mientras que para
el IR-B es de (41 £ 30) pN (Figura 6.8.B).

El tercer aspecto relevante fue que para ambas isoformas se encontraron
maximos de menor frecuencia cuya fuerza de interaccién resulté ser aproximadamente
un mualtiplo de la fuerza caracteristica: para el IR-A estos picos fueron de (129 + 39) pN
y (207 £ 51) pN; y para el IR-B de (88 £ 68) pN. Esto podria indicar que una molécula
de ligando (de la punta del AFM) se une a dos receptores vecinos, pero esto resulta
poco probable ya que el bolsillo dentro del cual se une el ligando en la estructura del

IR no permitiria que una misma molécula de insulina esté accesible a dos sitios de
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union de dos receptores. La otra opcion es que dos moléculas de insulina unidas a la
punta del AFM estén interaccionando con dos receptores cercanos y que por lo tanto
la fuerza medida sea del doble, del triple o del cuadruple, corroborando ademas asi

que las interacciones caracteristicas de cada receptor son diferentes entre si.
6.2.5. La interaccion ligando-receptor disminuye en presencia de rhins libre

Un aspecto clave en los experimentos de reconocimiento molecular es
demostrar la especificidad de la interaccion medida. Uno de estos controles fue medir
la interaccion en células no transfectadas en las que pudo verse que las interacciones

no superaban los 15 pN (Figura 6.8.C).

Asimismo, se midié la fuerza de interaccion en células sobreexpresando el IR

antes y después del agregado de rhins libre a la muestra en estudio (Figura 6.9).
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Figura 6.9. La interaccion insulina-IR en presencia de rhins libre. Se midio la interaccién en

células HelLa sobreexpresando el IR-A que fueron hambreadas durante toda la noche. Los histogramas
incluyen los datos de 256 curvas de fuerza tomadas en la misma regién antes de agregar rhins libre (A) o
bien 10 min més tarde del agregado de 8 uM rhins (B) o luego de 100 min (C).

Si la interaccion es especifica debe desaparecer o disminuir en presencia de
ligando libre. Este experimento permitié ver que la interaccion medida luego de
agregar 8 UM rhins disminuyé significativamente confirmando la especificidad de las

interacciones ligando-receptor determinadas.
6.2.6. La interaccion ligando-receptor medida depende de la tasa de carga

Las fuerzas de interaccion entre ligandos y receptores medidas a una velocidad
constante de retraccion representan solamente un punto de un espectro continuo de
fuerzas de interaccion ya que tanto la prediccion teérica (Evans y Ritchie, 1997) como
los experimentos (Fitz et al., 1998; Merkel et al., 1999; Li et al., 2003; Zhang et al.,
2004) muestran que esto depende del tiempo en el que se produce el acercamiento y

la interaccion antes de la retraccion (tasa de carga). La tasa de carga puede
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aproximarse al producto entre la constante elastica del cantilever (k) y la velocidad de

retraccion, Viegaccisn, (€CUACION 6.1 ):
=K. Vretraccion [ec. 6.1]

Por lo tanto la tasa de carga puede variarse modificando la velocidad de
retraccion o bien la constante elastica del cantilever. Se espera que dentro de ciertos
limites se establezca una relacién lineal entre el logaritmo de la tasa de carga y la

fuerza de interaccién medida.

Para entender la dependencia entre la tasa de carga y la fuerza de interaccion
es necesario tener en cuenta que las uniones entre ligandos y receptores poseen un
tiempo de vida media que se acorta en presencia de una fuerza aplicada sobre esta
unién debido a la activacion térmica. De hecho, la energia térmica del medio que
circunda al enlace puede provocar que se rompa la union ligando-receptor incluso sin
la presencia de una fuerza externa. Existe un tiempo de vida media, ¢ (0), que es el
necesario para que se produzca la pérdida de interaccion de modo espontaneo y esta

dado por la inversa de la constante cinética (Kq«) en solucién (ecuacion 6.2 ).

¢ (0) :i [ec. 6.2]
Kot

Cuando la retraccidén se produce mas rapidamente que este tiempo es posible,
entonces, medir una fuerza de interaccion. La escala de tiempos del AFM (desde los
milisegundos a los segundos) se encuentra dentro de los tiempos de activacion
térmica. Es posible describir matematicamente como una fuerza (F) actua sobre un
complejo ligando-receptor disminuyendo la barrera de disociacion y acortando el
tiempo de vida media de la unién, C (F), a través de la ecuaciéon 6.3 (Bell, 1978; Evans
y Ritchie, 1997):

G (F) =< (0) exp(—ﬁ ) [ec. 6.3]

donde xg es la proyeccion térmica promedio de la barrera de energia en la
direccién de la fuerza, ¢ (F) es el tiempo de vida media de la interacciéon en presencia

de la fuerza F, kg es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta.

La fuerza de interaccién ligando-receptor puede medirse en funcién de la tasa
de carga ya que r = dF / dt. Esta aproximacion es muy util dado que permite obtener

parametros cinéticos del proceso de interaccion. La ruptura de un enlace es un
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proceso estocastico y la probabilidad de que un enlace sobreviva se puede expresar
como una probabilidad en funcién del tiempo, N (t), de estar en el estado de unién bajo

una fuerza que se incrementa linealmente segun la ecuacion 6.4 (Strunz et al., 2000):
dN(t)/dt=-kot (r)N(t) lec. 6.4]

Por lo tanto, suponiendo que una Unica barrera de energia gobierna el proceso
de disociacién, el maximo de las distribuciones de fuerza a diferentes tasa de cargas

(F*) depende de manera logaritmica de la tasa de carga de acuerdo a la ecuacién 6.5 :
Fr=FsIn(rkor /) [ec. 6.5]

donde Fg es la escala de fuerza dada por la relacion entre la energia térmica
(ksT) y xg (Evans y Ritchie, 1997; Strunz et al., 2000). Por lo tanto al graficar F* en
funcion del log (r) se obtiene una linea recta. Hay en la literatura varios ejemplos de
este tipo de comportamiento en la interaccion entre ligandos y receptores (Fritz et al.,
1998; Ros et al., 1998; Kienberger et al., 2000).

Para poner a prueba esto, se midi6 la fuerza de interaccion insulina-IR variando
la velocidad de retraccion en un rango entre 0.32 um/s y 2.4 um/s. Luego de calcular la
tasa de carga segun la ecuacidon 6.1 se realizaron los graficos de r (en escala

logaritmica) en funcion de la fuerza de adhesion medida.

En la Figura 6.10 se presenta el espectro dindmico de fuerza para una célula
sobreexpresando el IR-A mostrando que existe una relacién lineal entre el logaritmo de
la tasa de carga y la fuerza de interaccién. Esto esta de acuerdo con la ecuacién 6.5

(Evans y Ritchie, 1997; Strunz et al., 2000), permitiendo confirmar la mediciones

realizadas.
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Figura 6.10. Espectro dinamico de la fuerza de interaccion insulina-IR. Se midio la fuerza de

interaccion variando la velocidad de retraccién entre 0.32 yum/s y 2.4 um/s. Cada punto representa el pico
de una distribucién de Gauss de 256 curvas de fuerza. Las barras de error corresponden a la desviacion
estandar de dichas distribuciones. Los datos experimentales de fuerzas de interaccibn muestran una
dependencia lineal con el logaritmo de la tasa de carga.
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6.3. DISCUSION

Los procesos de interaccion ligando-receptor han sido ampliamente estudiados
utilizando técnicas bioquimicas. Actualmente, es posible abordar este tipo de estudios
al nivel de moléculas individuales y en células vivas con alta resolucién. La
espectroscopia de fuerza y la microscopia de fuerza atémica hacen posible, por un
lado, visualizar topografias con una resolucion tridimensional de aproximadamente 0.1
nm y, a su vez, medir fuerzas de interaccion entre receptores localizados en la
superficie celular y sus ligandos. Recientemente este tipo de estudios han sido
utilizados con algunos receptores de membrana. Esta aproximacién permite el analisis
de los procesos de unién de ligandos a sus receptores de un modo que complementa
la visibn bioquimica con los fundamentos fisicos y de interaccibn de moléculas

individuales.

Se han publicado pocos trabajos de AFM que involucran a la insulina o al IGF-II
y Sus receptores, pero ninguno adn in vivo. En uno de ellos se miden fuerzas de
interaccion entre mondémeros de insulina modificando la punta del sensor de fuerza
con insulina y haciéndolo interactuar con insulina depositada sobre mica (Yip et al.,
1998). Otro trabajo muestra la visualizacion de receptores de insulina reconstituidos
sobre una bicapa lipidica (Slade et al., 2002). Més recientemente fue posible detectar
el IGF-Il unido a receptores en células vivas pero modificando el sensor con un

anticuerpo capaz de reconocer al IGF-II unido al receptor (Han et al., 2008).

En esta parte de la tesis fue posible funcionalizar la punta del AFM con insulina
biotinilada activa biologicamente a través de la union biotina-SA. Se utilizd una punta
modificada con un grupo Peo como espaciador para tener un sistema de medicion
flexible. Esto es importante dado que el sitio de union de insulina dentro del IR no se
encuentra expuesto segun la conformacion propuesta en el modelo de la “V invertida”
(Ward et al., 2006). En el trabajo presentado en este capitulo se midié la interaccion
directa entre la insulina y el IR en células vivas. Esto permitidé, por primera vez,
estudiar esta interaccion ligando-receptor con una técnica de muy alta resolucién y al

nivel de moléculas individuales.

Como ya se ha detallado a lo largo de esta tesis, numerosos trabajos han
estudiado las propiedades de unién de la insulina a cada una de las isoformas del IR
con aproximaciones fundamentalmente bioquimicas. La mayor parte de ellos
concluyen que el IR-A posee una afinidad mayor por insulina que el IR-B (Mosthaf et
al. 1990; Yamaguchi et al. 1991; Benyoucef et al. 2007; Blanquart et al. 2008). Pero
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estas diferencias son mucho mayores cuando se trata del IGF-Il ya que el IR-A
presenta un afinidad aproximadamente 10 veces mayor que el IR-B por este ligando
(Yamaguchi et al., 1993).

Esta evidencia, en conjunto con los resultados obtenidos en los capitulos
anteriores, motivo el estudio de la interaccion ligando-receptor entre la insulina y las
isoformas del IR. Para ello se utilizaron las herramientas presentadas anteriormente y
una técnica de alta resolucion como es la espectroscopia de fuerza atémica. Los
resultados muestran que la interaccion con insulina es diferente para cada isoforma
del IR. Esto es interesante dado que la Unica diferencia entre ellas es la presencia o
ausencia de solo unos pocos aminoacidos en la regiéon inmediatamente rio abajo del
péptido C-terminal esencial para la union de ligando (Kristensen et al., 1999; Surinya
et al., 2002; Ward et al., 2007).

La fuerza de interacciébn medida entre la insulina y el IR-A resulté mayor que
para el IR-B. Estas diferencias son consistentes con el conjunto de resultados

presentados en la tesis y los datos de literatura existentes.

Cuatro aproximaciones experimentales permiten afirmar que la interaccion
medida es especifica. Por un lado, las células no transfectadas mostraron una fuerza
de interaccion significativamente menor que las transfectadas. Las células Hela
expresan niveles bajos de expresion del IR enddégeno, por lo tanto los histogramas
obtenidos de células no transfectadas se encuentran centrados en valores bajos de
fuerza. Por otro lado, los multiples maximos de los histogramas de las células
transfectadas resultan ser maltiplos unos de otros (Figura 6.8). Esto confirma, por un
lado, que las interacciones medidas son reales y, por otro, que las diferencias entre las
isoformas también lo son. En tercer lugar, el maximo de las distribuciones de fuerza a
diferentes tasas de cargas (loading rate) se comprobd que depende de manera
logaritmica de la tasa de carga (Figura 6.10 ; ecuacion 6.5 ). Finalmente, en presencia
de insulina libre la fuerza de interaccion disminuye y no se observa la multiplicidad en
los maximos (Figura 6.9). Si bien la interaccién no desaparece, esta disminuye a
valores que son similares a los obtenidos en células no transfectadas. En el caso del
receptor del factor de crecimiento vascular (VGFR), también se han detectado este
tipo de interacciones en presencia de un anticuerpo libre bloqueante. Los autores
detectan interacciones ligando (anticuerpo)-receptor de 33 pN y 64 pN y en presencia

del anticuerpo blogueante la interaccion medida disminuye a 13 pN (Lee et al., 2007).
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Este tipo de mediciones de union de ligandos a sus receptores sobre
superficies de células individuales permite realizar predicciones acerca de la dinamica
de la interaccion, de la cinética de disociacion y de efectos de agregacion de
receptores inducidos por la union del ligando (Lee et al., 2007). Con este objetivo se
analizaran los datos obtenidos en las mediciones realizadas en este trabajo de modo
de obtener informacion acerca del equilibrio de disociacion ligando-receptor. Se
calcularan las constantes k¢ como se describid anteriormente y ko, a partir de los
ensayos de competencia con el ligando libre. Con estos datos sera posible estimar la
constante de equilibrio del proceso de disociacion ligando-receptor para cada isoforma
del IR.

El IR es un receptor dimérico que presenta esta estructura de “V invertida”
descripta en la Introduccion y que, como dimero, presenta dos sitios de unién a
ligando (sitio 1 y 2" de un lado de la “V invertida” y 1" y 2 del otro lado). Resulta, por lo
tanto de interés, estudiar los fenbmenos de unién a cada sitio y la afinidad mayor y
menor de cada uno con esta técnica. Los datos medidos permitiran realizar
estimaciones de los procesos de equilibrio que se establecen y serd necesario

analizarlos en el marco de este modelo.
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IV. Consideraciones finales y perspectivas

En esta tesis se estudio la dinAmica espacial y temporal de las dos variantes de
splicing del IR en respuesta a dos de sus ligandos, insulina e IGF-1l. Se caracterizaron
las fuerzas de union entre ligando y receptor y el comportamiento de ambas isoformas
de manera dinamica. Se correlacion6 la localizacién celular y la velocidad de
internalizacion de los complejos ligando-receptor con la sefalizaciébn mitogénica y

metabdlica rio abajo de los receptores.

Fue posible generar un conjunto de herramientas que permitieron visualizar
procesos celulares in vivo por microscopia de epifluorescencia y confocal. Estas
herramientas fueron ademdas aplicadas al estudio cuantitativo de la endocitosis de
cada isoforma del IR en respuesta a insulina y a IGF-1l en células individuales tanto
por microscopia confocal como por citometria de flujo. Las herramientas generadas y
evaluadas se presentaron ademas como adecuadas para estudiar fenémenos de
interaccion ligando-receptor entre la insulina y el IR-A y el IR-B por técnicas de alta
resolucion. En este trabajo se utilizé la microscopia de fuerza atémica para entender si
la interaccién molecular entre la insulina y cada IR podia ser uno de los mecanismos o
razones de las diferencias detectadas en su comportamiento biolégico. Los resultados
de la espectroscopia de fuerza atémica descriptos demuestran que la interaccién entre
la insulina y el IR-A es mayor que para el IR-B. Estas diferencias detectadas son
consistentes con el cuerpo de resultados presentados a lo largo de la tesis y también

con la gran variedad de datos bioquimicos existentes en la literatura.

El complejo ligando-IR fue visualizado en diferentes etapas del trafico vesicular
luego de la endocitosis. La microscopia confocal permitio realizar estudios de
colocalizacién entre el ligando, el receptor y diversos compartimentos de la via
endocitica. Estos demostraron que, mientras la asociacion de la insulina con su
receptor en la membrana plasmatica y en endosomas tempranos es alta, las etapas
posteriores muestran que el grado de colocalizacion es menor reflejando posiblemente
la disociacion del ligando del receptor en endosomas tardios y en lisosomas dado el

pH &cido de estos compartimentos.
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El andlisis cuantitativo de la endocitosis en células individuales demostré que el
IR-A se internaliza a tiempos cortos a mayor velocidad que la isoforma B tanto en
respuesta a insulina como a IGF-Il. Es posible que las diferencias en las propiedades
de endocitosis del las dos variantes de splicing del IR sean tejido especificas y

potencialmente importantes en la regulacién del reciclado y traduccion del IR in vivo.

Las diferencias evidenciadas en la endocitosis condujeron a explorar la
influencia de este fendbmeno rio abajo del receptor. Teniendo en cuenta que el IR-A es
propuesto como la isoforma mas mitogénica y el IR-B como la mas metabdlica, el
estudio continué analizando cuatro eventos de la sefializacion: la activacion por
autofosforilacion del receptor (evento inicial), la fosforilacion de Akt y la activacion de
ERK 1/2 (eventos inmediatos) y un efecto mitogénico tardio como es la induccion de la
transcripcién génica. En esta parte fue posible demostrar que un mismo ligando (la
insulina) activa en mayor medida la cascada mitogénica a través del IR-A que a través
el IR-B presentando una activacién mas temprana de ERK 1/2 y estimulando en mayor
grado la transcripcion génica mediada por el factor AP-1. El IR internalizado unido a
ligando puede continuar fosforilando moléculas efectoras apoyando, asi, la hipétesis
de que los efectos mitogénicos del IR son sefializados desde los endosomas. En
cambio, el IR-B al internalizarse de manera mas lenta sefializa mayormente desde la

membrana hacia la via de Akt regulando el metabolismo de la glucosa.

Por lo tanto, se propuso a la dinamica de internalizacion como el posible
mecanismo responsable de la sefializacion diferencial de las dos isoformas del IR en
respuesta a un mismo ligando (Figura IV.1). Se plante6 un modelo de activacion
diferencial donde el IR-A se activa mas y de forma mas sostenida internalizandose
mas rapido, activando asi la via mitogénica desde los endosomas. Por otro lado, la
isoforma B se internaliza de forma mas lenta, permitiendo mayor sefializacién desde la
membrana, gatillando la fosforilacion de Akt, regulando por esta via la actividad de

enzimas metabdlicas y la translocacion a la membrana plasméatica del GLUTA4.

Ademés de la localizacién celular (membrana versus endosomas), un factor
capaz de modular la respuesta desencadenada por el IR es el patrén de fosforilacion
de su dominio intracelular. Esto regula la internalizacion del receptor y también la
divergencia en la sefalizacion de la via metabdlica y la mitogénica. Los resultados
obtenidos de los experimentos de internalizacién mostraron que el IR-A se internaliza
mas que el IR-B y ademas esta isoforma es la que presenta niveles de

autofosforilacion mas elevados y sostenidos. Patrones de fosforilacion diferenciales
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podrian explicar en parte la sefalizacion del IR-A hacia la via mitogénica y del IR-B

hacia la metabdlica y las diferencias en su dindmica de endocitosis.

De esta forma, el modelo propuesto muestra dos aspectos responsables de la
modulacion de la sefializacion diferencial de las isoformas del IR en respuesta a
ligando. Uno de estos es la localizacion de los receptores en la membrana o en

endosomas y el otro los patrones de fosforilacion (Figura IV.1).

NATURALEZA'Y
disociacién lenta: CONCENTRACION
i icil DEL LIGANDO
Insulina alta mri‘ogemcrdad/,
@ IGF-1
IGF! : FUERZA DE
Analogos DIMEROS @ INTERACCION Insulina-IR-A: intaraccian mayor
PRESENTES EN — Insulina-IR-8. interaceién menor

ligando-IR

MEMBRANA

FOSFORILACION IR
— —

Via Mitogénica Via Metabdlica

Fosforilacion en cis y en trans - Fosforilacion en cis

LOCALIZACION \ - Endoeiloais Penmanencia en membrana

Akt o

CELULAR DEL IR

Transcripcion génica .
P 9 Metabolismo

de glucosa

Figura IV.1. Esquema final. Sefalizacion diferencial de las dos variantes del IR en respuesta a
diversos ligandos. Los circulos rojos indican grupos fosfato.

La extension del analisis a otro ligando, el IGF-Il, permiti6 estudiar la
divergencia de las cascadas de sefializacién desde otra perspectiva: ¢, qué sucede con
un mismo receptor cuando une un ligando mitogénico como es el IGF-Il o uno
metabdlico como la insulina? Ambos receptores mostraron internalizar al IGF-Il con
una cinética mas rapida que a la insulina. Esto es consistente con el modelo propuesto
ya que un ligando predominantemente proliferativo sera internalizado mas
rapidamente para poder sefializar desde los endosomas la cascada mitogénica. A su
vez, el IGF-Il mostré inducir la endocitosis del IR-A mas rapidamente que la del IR-B.
Por lo tanto, desde la membrana plasmética el IR gatilla respuestas metabdlicas y
dentro de los endosomas su sefializacion por la via de las MAPK es més proliferativa y
mitogénica. Por otro lado, la insulina mostré una respuesta mas coincidente con la via
metabdlica que el IGF-Il a través del mismo receptor IR-A. Los resultados del trabajo
con los dos ligandos y los dos receptores permitio confirmar doblemente el modelo

propuesto por el lado de los receptores con diferencias en su sefializacion metabdlica
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y mitogénica y porque existen dos ligandos capaces de unirse y de activarlos

diferencialmente.

La divergencia en la sefializacion de dos receptores que difieren tan solo en 12
aminoacidos en su porcién extracelular y son idénticos en su dominio intracelular y
catalitico fue explorada de un modo complementario. Se generé un dominante
negativo del IR (IR-B-A1x3) capaz de unir insulina pero no de internalizarse. La
dominancia negativa fue demostrada sobre el IR-A tanto en la via mitogénica como en
la metabdlica. En cambio, para la isoforma B esta dominancia negativa se manifesto
solamente sobre la cascada mitogénica. Por lo tanto, se trataria de un dominante
negativo selectivo de la via mitogénica. Esta mutante retiene a los receptores
funcionales en la membrana plasmética, siendo entonces consistente con que sea un
dominante negativo selectivo de la via mitogénica. Cuando es el IR-B el receptor
retenido en la superficie celular, la activacion de Akt y su reclutamiento a la membrana
en respuesta a insulina es mayor que en células expresando el IR-A. Esto confirmaria
la hipétesis de que la sefalizacién a través de Akt requiere la permanencia del
receptor en la membrana. La no internalizacién de los receptores funcionales al
coexpresarse con el dominante negativo sugiere que la fosforilacion en trans no se
produce y que por lo tanto los dimeros formados entre los IR funcionales y el IR-B-
Alx3 permanecen mas tiempo en membrana. Dado que la activacion de la via
metabdlica no requiere la activacion completa de la quinasa del IR, la activacion de Akt
se incrementa cuando el IR-B es retenido por el dominante negativo. En cambio, para
el IR-A el efecto es distinto pues esta isoforma presenta menor capacidad de activar a
Akt porque es menos capaz de reclutarla a la membrana lo cual también fue probado

en este trabajo.

Otro aspecto que puede modular la sefalizacion es la identidad de los
homodimeros o heterodimeros presentes en la membrana. Se estudio, por lo tanto, la
existencia de los hibridos IR-A/IR-B en la membrana plasméatica utilizando una
quimera del IR (IR-B-A1x3) capaz de ser modificada extracelularmente. Esta estrategia
permitié purificar y analizar los receptores presentes en la superficie celular
exclusivamente. La hipétesis a partir de los resultados obtenidos al coexpresar los IR
funcionales con el IR-B-A1x3 fue que los dimeros IR-A/IR-B-A1x3 (isoformas
diferentes) e IR-B/IR-B-A1x3 (iguales isoformas) no se formarian de la misma manera.
Pudo demostrarse que se forman dimeros entre el IR-B-A1x3 y el IR-A y entre el IR-B-
Alx3 y el IR-B por experimentos de pull down detectando solamente la proteina

presente en la superficie celular. Al estudiar con esta aproximacion si la formacion de
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estos dimeros es aleatoria 0 no pudo observarse que para el IR-B ocurre de manera
estocastica. En cambio, se observé que la formacion de dimeros IR-A/IR-B-A1x3 se
encuentra desfavorecida. Si bien esto demuestra la existencia de receptores hibridos,
confirma la existencia de un mecanismo de segregacion en el RE y el Golgi que

distingue a las isoformas del IR durante el procesamiento.

La Figura IV.1 resume en un esquema el modelo propuesto durante la tesis a
partir de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta los datos existentes en la
literatura. Se muestra la sefalizacion diferencial de las dos isoformas del IR en
respuesta a diversos ligandos. La divergencia en las vias mitogénica y metabdlica
estaria modulada por diversos factores: i) por un lado, la naturaleza del ligando al nivel
de la interaccion del mismo con el receptor; ii) por otro, la localizacion del receptor ya
sea en la membrana plasmatica o bien en endosomas donde es capaz de continuar
sefalizando iii) los patrones y el grado de fosforilacion; iv) la presencia de receptores

hibridos en membrana.

Si bien, el IR y el IGF-IR y asimismo el IR-A y el IR-B, poseen funciones
superpuestas, otras son especificas de cada uno. Esto sugiere un grado de
especializacién adquirido a lo largo de la evolucion. Sin embargo, los mecanismos
moleculares y evolutivos a través de los cuales se selecciond la especializacion de
cada receptor contindan siendo una pregunta abierta. La isoforma A del IR se
encuentra presente tanto en invertebrados como en vertebrados. La aparicion de la
nueva variante del splicing alternativo del mensajero del IR permiti6 separar las
funciones metabolicas de las mitogénicas. Esto es coincidente con la aparicion de la
viviparidad y la necesidad de separar la regulacion metabodlica de la madre del
crecimiento del embriéon. Cada una de estas vias de sefializacion ha sido ampliamente
estudiada desde el descubrimiento de la existencia de las dos isoformas del IR en
1985. En numerosas oportunidades los resultados y conclusiones de aproximaciones
bioguimicas han sido controversiales. Esto se ha discutido en la literatura y en este
trabajo y probablemente sea debido a la complejidad del modelo en estudio. La
insulina, los factores de crecimiento y el IR se expresan en todos los tejidos estando
involucrados en procesos esenciales del crecimiento y el metabolismo celular. En este
sentido, es posible afirmar que su funcionamiento y mecanismos de accién son
generales. Pero, al mismo tiempo, su regulacién es lo suficientemente especifica de
cada tipo celular, como para mostrar particularidades al ser estudiada. Es por este
motivo, que la combinacién de técnicas bioquimicas y aquellas que permiten el analisis

de moléculas y células individuales asi como la interdisciplinariedad en el abordaje de
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las hipétesis presentadas a lo largo de esta tesis representan un avance importante en
los estudios de la sefalizacion a través del IR. Ademas se proponen como estrategia
para profundizar en el entendimiento molecular de la divergencia de la transduccién de
sefiales y de los mecanismos a través de los cuales se adquirié la especializacion de

receptores y ligandos.
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