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Caracterizacion de distintas fuentes de AMP ciclico involucradas

en los mecanismos de senalizacion del GPCR CRHR1

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) son los mediadores de las respuestas celulares
una gran cantidad destimuos, asi como también el blanco de muchas drogas terapéuticas. El

rol clasico de los GPCRs es acoplar la unién de ligandos a la activacion de proteinas G
heterotriméricas, que a su vez regulan a mdultiples proteinas efectoras. Recientemente se hi
demostrado que los modos de sefializacion de los GPCR son mucho mas complejos,
involucrando también mecanismos independientes de proteinas G y sefalizacién dependiente d

la internalizacion del receptor.

La hormona liberadora de corticotropina (CRH) ejerce un rol clave en la respuesta integrada al
estrés. Ademas de regular la activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), CRH esta
ampliamente distribuida en el sistema nervioso central, donde funciona como un
neuromodulador, integrando aspectos comportamentales y afectivos de la respuesta a estrés. &
ha demostrado que la desregulacion de la accién de CRH a través de su receptor de alta afinidac
CRHR1, se encuentra involucrada en el desarrollo de estadios patolégicos asociados al estré:

como ansiedad y depresion.

CRHR1 es un GPCR de clase B, que al activarse principalmente se acopla a proteina Gs y lleve
a un aumento del segundo mensajero AMP ciclico (CAMP) y la activacion de multiples vias de
sefializacion. Es de particular interés la fosforilacion de la MAPK ERK1/2, que induce la
transcripcion déPomcpara activar el eje HPA en corticotrofos, y se dispara en estructuras del
cerebro asociadas a aspectos comportamentales de la respuesta a estrés frente a la estimulaci
con CRH.

Habiamos descripto previamente que CRHR1 activa mecanismos de sefializacion dependiente:
de proteina G y otros dependientes de la endocitosis del receptor. Estos dos componentes d
respuesta pueden evidenciarse como dos fases diferentes de activacion de ERK1/2 en la line
celular hipocampal murina HT22 transfectada establemente con CRHR1 (HT22-CRHR1). En

este trabajo, nos focalizamos en la respuesta de cAMP mediada por CRHR1, utilizando métodos
clasicos de biologia molecular en combinacién con biosensores basados en la transferencia d«
energia resonante de Forster (FRET) para estudiar por visualizacién dinamica de célula Unica

los mecanismos de sefalizacion de CRH.

En primer lugar demostramos que al estimular CRHR1, el aumento en los niveles de cAMP no
sblo esta mediado por las adenilil ciclasas transmembrana (tmACs) sino también por una
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adenilil ciclasa soluble (sAC) en las células HT22-CRHR1. sAC es una fuente atipica de cAMP
ya que es insensible a proteina G y es regulada por calcio y bicarbonato. Ademas, se ha
reportado que SAC estd presente en distintas localizaciones subcelulares, formando
microdominios de sefializacion. La respuesta de cAMP a CRH también se encontré6 mediada
tanto por tmAC como por sAC en la linea celular derivada de corticotrofos AtT20, pero no asi
en las células 3T3L1-CRHR1. Sin embargo, observamos que tanto en células HT22-CRHR1
como en AtT20, sAC no participa en la sefalizacion de otros ligandos de GPCRs, como
isoproterenol o PACAP38, respectivamente. Estos resultados indican que el rol de sAC en la
transduccion de sefiales de un GPCR depende del contexto celular y del receptor involucrado.
La estimulacion con CRH genera un aumento en los niveles de calcio intracelular, y al bloquear
la respuesta de calcio se observé un patron de cAMP y ERK1/2 en respuesta a CRH similar al
gue se obtiene al bloquesAC. Esto sugiere que calcio es el activador de sAC rio abajo de
CRHRL1.

Luego, nos propusimos caracterizar si ambas fuentes de cAMP contribuy@oa eomun de

cAMP o si pueden identificarse roles particulares para edelilil ciclasa en la respuesta.
Observamos que tanto tmACs como sAC participan en la fase aguda de activacion de ERK1/2,
pero que en la fase sostenida de fosfo-ERK1/2, dependiente de la internalizacién de CRHR1,
s6lo sAC esté involucrada. Mas aun, demostramos que el CRHR1 continla generando cAMP
desde estaciones endociticas, y que es sAC la responsable de esta produccién una ve
internalizado CRHR1.

En conclusién, a través de la caracterizacion de los mecanismos moleculares activados por
CRHR1, se hallaron nuevas evidencias que refuerzan el modelo emergente de sefializacion po
GPCR en el que la respuesta de cAMP no ocurre exclusivamente a nivel de la membrana

plasmatica y donde sAC representa una fuente alternativa de cAMP regulada por GPCRs.

Palabras clave: CRH, GPCR, AMP ciclico, adenilil ciclasa soluble, sefializacion desde

endosomas
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Characterization of different cyclic AMP sources

involved in the signaling mechanisms of the GPCR CRHR1

G protein—coupled receptors (GPCRs) are the mediators of cellular responses to a wide variety
of stimuli, as well as the target of many therapeutic drugs. The classical role of GPCRs is to
couple the binding of ligands to the activation of specific heterotrimeric G proteins, leading to

the regulation of downstream effector proteins. Recently, it has been demonstrated that GPCR
signaling is much more complex, including G protein—-independent mechanisms and receptor

internalization dependent signaling.

Corticotropin-releasing hormone (CRH) plays a critical role in the integrated stress response.
Besides being the driver of the hypothalespituitary-adrenal (HPA) axis, CRH is widely
distributed in the central nervous system, where it functions as a neuromodulator, integrating
affective and behavioral aspects of the stress response. It has been demonstrated that th
dysregulation of CRH action through its high-affinity type 1 receptor (CRHR1) is crucial in the
pathogenesis of stress-related affective disorders.

CRHRL1 is a class B GPCR that, upon ligand activation, signals mainly by Gs coupling, leading
to the increase of the second messenger cyclic AMP (cAMP) and the activation of multiple
signaling cascades. Of particular interest is the phosphorylation of the MAPK ERK1/2, which is
involved in the induction ofPomc transcription to activate the HPA axis in pituitary
corticotrophs, and that is activated in specific brain structures related to behavioral aspects of

the stress response upon CRH stimulation.

We have previously described that CRHR1 activates G protein-dependent and receptor
endocytosis-dependent mechanisms. These two components of the response can be evidenced !
two distinct phases of ERK1/2 activation in the mouse hippocampal cell HT22 stably
transfected with CRHR1 (HT22-CRHR1). In this work, we focused on the cAMP response of
CRHR1, using classical cell biology tools in combination with Forster resonance energy transfer
(FRET)-based biosensors, to study CRH signaling mechanisms at the single cell level by live

imaging.

First, we demonstrated that upon CRHR1 stimulation, cAMP level increase is not only mediated
by transmembrane adenylyl cyclases (tmACs), but also by a soluble adenylyl cyclase (SAC) in
HT22-CRHRL1 cells. sAC is an atypical cCAMP source, insensitive to G protein but regulated by
bicarbonate and calcium. In addition, it has been reported that sAC is localized in different
intracellular locations, generating particular signaling microdomains. cAMP response to CRH
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was also found mediated by both tmACs and sAC in the corticotroph-derived cell line AtT20,
but sAC was not involved in the response in 3T3L1-CRHRL1 cells. However, we determined that
in HT22-CRHR1 cells as well as AtT20 cells, sAC does not participate in the signaling pathway
of other GPCR ligands such as isoproterenol or PACAP38, respectively. These results indicate
that the role of SAC in the signal transduction of a GPCR depends on the cellular context and the
receptor involved. CRH stimulation leads to a rise in intracellular calcium levels, and when the
calcium response is blocked the cAMP and ERK1/2 pattern in response to CRH is similar to the
one observed when sAC is blocked. This suggests that calcium is the activator of sAC
downstream CRHRL1.

Then, we aimed to characterize if both cAMP sources contribute to a common cAMP pool or if
particular roles for each type of adenylyl cyclase may be identified in the response. We observed
that both tmACs and sAC participate in the acute activation of ERK1/2, but in the sustained
phospho-ERK1/2 phase only sAC is involved. Moreover, we demonstrated that CRHR1
continues to generate cCAMP from endocytic stations, and that sAC is the enzyme responsible for

this production once CRHRL1 is internalized.

In conclusion, by characterizing the molecular mechanisms activated by CRHR1, we found new
evidences that strengthen the emerging model of GPCR signaling in which the cAMP response
does not occur exclusively at the plasma membrane and introducing the notion of SAC as an
alternative source of CAMP.

Keywords: CRH, GPCR, cyclic AMP, soluble adenylyl cyclase, endosome-based signaling
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La sefalizacion celular a través de los GPCRs

Para mantener la homesiasis las células tienen la capacidad de percibir cambio®len
ambiente externo y los organismos pluricelulares ademas tienen mecanismos que permiten le
comunicaciéon entre células mediante sefales especificas. Asimismo, es fundamental que las
células puedan adaptarse rapidamente a cambios en el medio externo y, en consecuencic
responder. Muchas patologias caracterizadas por un control inadecuado de la sefalizacior
celular demuestran que estas respuestas son esenciales. Gran cantidad de procesos fisiologic
importantes estdn gobernados por activacion de receptores, que a su vez, regulan multiples via
de sefializacion de accion coordinada y especifica. Todas las células tienen sistemas
transmembrana que comparten dos elementos basicos: un receptor capaz de reconocer le
sefales extracelulares y un efector que puede generar una respuesta intracelular dependiente d

receptor.

De particular importancia en esta funcién son los receptores acoplados a proteina G, conocidos
como GPCRs por sus siglas en ingl@sp¢otein-coupled receptods Los GPCRs son la familia

de proteinas mas grande del proteoma humano, con mas de 800 miemtsadel genoma
Lagerstrom y Schioth, 2008). Son uno de los componentes esenciales de las células eucariotas
siendo responsables de reconocer y responder a una amplia variedad de estimulos extracelulare
entre los que se encuentran la mayoria de los neurotransmisores, las hormonas peptidicas
moléculas pequefas, iones, lipidos y estimulos sensoriales. La diversidad de roles que cumpler
los GPCRs junto con la evidencia de condiciones patolégicas relacionadas a la sefializacion
alterada por GPCRs, refuerzan la importancia biolégica y clinica de esta familia de receptores.
Se estima que los GPCRs son el blanco del 30-40% de las drogas actualmente en el mercad
(Drews, 2000Hopkins y Groom, 200XKumariet al, 2015. Por lo tantgp entender la estructura

y funcién de los BCRs es fundamental para comprender los mecanismos involucrados en la

sefalizacion celular asi como también para los programas de desarrollo de drogas.

Los GPCRs comparten una arquitectura de siete segmentos transmembrana y st topologi
determina que el extremo amino-terminal se ubique hacia afuera y el extremo carboxi-terminal
hacia adentro de la célula. De acuerdo a la homologia de secuencia, la familia de GPCRs puedt
serclasificada en cinco clases — rodopsina (clase A); secretina y adhesién (clase B); glutamato
(clase C); yfrizzled/taste receptor ETAS2)-. Los receptores de clase A son los méas abteslan

en la mayoria de los organismos (el 80% de los GPCRs en humanos, Fredriksson y Schioth,
2005) y también los més estudiados, siendo el rec§@@drenérgico {2AR) el sistema
modelo para el estudio de la estructura, farmacologia y sefializacion de los GPCRs (Rasmussel
et al, 2007 Rosenbaunet al, 2009).
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Mecanismo de activacion de los GPCRs
Los GPCRs son proteinas dinamicas que pueden visitar muchos estados conformacionales. Lo

ligandos capaces de activar a los GPCR los estabilizan en una conformacion activa, capaz de
interactuar con la proteina G heterotrimérica -el complejp @ y Gy- , que estabilizal

GPCR aun méas en la conformacion activa (Figura 1). El GPCR unido al ligando estimula el
intercambio de nucle6tido GDP por GTP en la proteinadbe cambia la conformacion de la
mismapermitiendo la disociacion del complejo. Las subunidades son capaces de interactuar con
distintas proteinas efectoras que regulan la produccion de moléculas que actian como segundo
mensajeros, entre los que se encuentran el AMP ciclico (del inglés, cAMP), el calcio y
diacilglicerol, que a su vez regulan otros componentes moleculares de la cascada de
transduccion de sefales. Cuan@a hidroliza GTP a GDP, se inactiva permitiendo la re-

asociacion con el complejo@ (Rosenbaunet al, 2009).

unién del subunidades de proteina G
agonista activada regulan
roteinas efectoras
@) acoplamiento de proteina G P hidréli_s,is dg GTP
\ e intercambio de nucledtido e inactivacion de G

reensamblado de la proteina G heterotrimérica

Figura 1 | Ciclo de activacion de proteina G

La union de un agonista extracelular al GPCR lleva a cambios conformacionales del receptor,
permitiendo la unién de la proteina G heterotrimérica y el intercambio del nucleétido GDP por GTP, que
favorece la disociacion de la subunidad Ga y el complejo GBy. Las subunidades regulan las distintas
proteinas efectoras. Luego de la hidrdlisis de GTP a GDP en la subunidad Ga, el heterotrimero se
reensambla, finalizando el ciclo de activacion. Modificado de Rasmussen et al., 2011.

La fosforilacién de las colas citoplasmaticas del receptor, catalizada por las proteinas GRKs
principalmente, favorece la union de las proteifyasrestinas, que a su vez promueven la
internalizacién del GPCR a los endosomas tempranos por un mecanismo dependiente de clatrine
y dinamina (Mooreet al, 2007). La descripciobn de estos mecanismos llevé a establecer el
concepto clasico de la endocitosis del GPCR como un mecanismo asociado a la

desensibilizacion de la respuesta, ya que disminuye el nimero de receptores en la superficie
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celular y se redistribuyen en compartimentos subcelulares donde se remueve el ligando. Una ve:
en los endosomas, los GPCR pueden reciclar rapidamente a la membrana plasmatica,

permitiendo la resensibilizacion, o ser transportados a lisosomas para su degradacion.

Sefalizacion no candnica: rol de las proteinas  B-arrestinas

Dependiendo de la fuerza de la interaccion entre el receptopyatasstinas, los GPCRs suelen
dividirse en dos clases: aquellos que tienen interacciones débiles, son internalizados
transitoriamente y son reciclados a la membrana plasmética (por ej@@pR, -opioide y

los receptores de aminas), y una segunda clase que interacciona de forma mas estable y tien
una internalizacion mas sostenida en endosomas (por ejemplo, VAR, Oakleyet al,

1999 Oakleyet al, 2000Q. La olservacion de que Igbarrestinas interaccionan con numerosos
componentes de los mecanismos de sefializacién condujo a plantear la hipétesis de que lo:
GPCRs pueden activar cascadas de fosforilacion de forma independiente de las proteinas G, col
las p-arrestims actuando como adaptadores y andamigmaffold para la formacion de
complejos de sefalizacién. Contribuciones de muchos grupos, especialmente del laboratorio de
Lefkowitz, han demostrado que las proteinas MAP kinasas (MAPKs, del iNgtégen
Activated Protein Kinas¢scomoERK1/2, pueden ser activadas por mecanismo dependiente

de lasfB-arrestinas que genera una fase tardia y més sostenida de sefializacion (Lefkowitz y
Shenoy, 2005Reiteretal., 2012).

La localizacion subcelular de estos eventos ha sido menos clara. Hay evidencias d@-que las
arrestinas activan a las vias tanto a nivel de la membrana plasmatica (Terrillon y Bouvier, 2004)
como en los endosoma®dFeaet al, 2000a DeFeaet al, 2000h Tohgo et al, 2002)
sugiriendo que depende del tipo de receptor y de su interaccion dowadestinas. Aunque

esta establecido que Iglarrestinas son necesarias para la sefalizacién sostenida ante la
internalizacion, las3-arrestinas pueden actuar de forma opuesta a nivel de la membrana
plasmética, habiendo ejemplos de receptores comf2AR en el que lag3-arrestims
disminuyen la sefalizacion desde la superficie celular, mientras que tienen un efecto
estimulatorio para el PTHR (Wehéi al, 2013).

Las p-arrestinas interacttan con la cola carboxi-terminal fosforilada y corcoss
transmembrana del GPCR, siendo este sitio de uniéon también donde interactda la proteina G.
Por lo tanto, ha sido ampliamente considerado qug-tsestinas estéricamente no permiten
nuevos ciclos de activacion de proteinas G (Shetkéd, 2014 Szczepelet al, 2014 Kanget

al., 2015), ademéas de promover la union de la maquinaria de endocitosis. Sin embargo, en
trabajos recientes se ha progresado enormemente en el conocimiento de la funcién y estructur:

de lasp-arrestimsy llevaron a cambiar como entendemos los mecanismos de sefalizacion a
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través de GPCRs (revisado en Pavlos y Friedman, 2016). Se ha establecido que, una vez que ¢
disocian del receptor, |fsarrestinas permanecen en su conformacion activa antes de regresar a
su estado basal, sugiriendo la existencia de acciones independientes del receptor.
Adicionalmente, se ha descripto que [laarrestinas pueden dirigir la activacion de las MAPK
desde los hoyos de clatrina después de la disociaciéon del GPCR activado, introduciendo el
concepto de “activacion a distancia”, ademas de la candnica “activacion desde el complejo”. D
esta manera se explica por ejemplo cdmo ocurre la sefializaaiprariestinas en GPCRs que
interactlan poco con Ifsarrestinas y casi no internalizan, com@®AR (Eichelet al, 2016.

Por otro lado, utilizando una versién modificada del recep?®R, en que se reemplazo el
extremo carboxi-terminal por el del V2R, que presenta una interaccion mas estable y duradera
con lasp-arrestinas, se observo que flaarrestinas pueden unirse en una primera conformacion
tanto a la cola carboxi-terminal comoaire y luego sélo se une a la cola carboxi-terminal
fosforilada, conformacién que permite que el GPCR interactle simultdneamente con la proteina
Gs y lag-arrestinas en un “megaplex”, cuya arquitectura permite el intercambio GDP por GTP

y la activacion de la proteina G una vez internalizado el receptor (Thetskr2016).

Sefalizacion sostenida mediante GPCRs
Habia sido asumido durante mucho tiempo que los GPCRs internalizados eran inactivos. Esta

premisa fue construida a partir de evidencias experimentales y limitaciones técnicas. Se observ¢
que el reclutamiento de las proteiftagrrestina competia por el sitio de union de la proteina G,
terminando el ciclo. Ademas, las mediciones bioquimicas de los procesos dirigidos por los
GPCR carecian de la resolucion temporal y espacial necesaria para evidenciar aspectos que sc
consecuencia de la compartimentalizacion de los mecanismos. La introduccion de sensores
basados en la visualizacién permitieron estudiar en tiempo real y con mayor resolucién los
distintos estadios de los mecanismos de activacion y trafico de los GPCRs (ver mas adelante).
Utilizando estas estrategias experimentales, trabajos recientes han demostrado que los GPCR
internalizados permanecen activos y promueven una sefalizacion prolongada (revisado en

Irannejad y von Zastrow, 201¥ilardagaet al, 2014 Pavlos y Friedman, 2016).

La primera evidencia de sefalizacion de GPCRs desde compartimientos intracelulares fue en
levaduras, donde se identific6 un complejo de sefalizacién que incluye a la proteirgué

media una fase tardia de sefalizacibn del GPCR Ste2p (Slesstaralya2006). Estudios
publicados en 2009 casi en simultaneo para los recepi®iedH (TSHR Calebiroet al, 2009

y PTH (PTHR, Ferrandoret al, 2009) fueron las primeras evidencias de la existencia de
sefializacion sostenida de GPCRs en células de mamiferos. Utilizando ratones transgénicos qu:

expresan un biosensor basado en FRET para cAMP, Calebiro y colaboradores observaron que I
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union del ligando TSH en las células foliculares de la tiroides generaba una respuesta de CAMP
prolongada y poco afectada por el lavado del ligando, solapada temporalmente con la
endocitosis de TSHR. Se observé que TSHR internalizado colocalizaba con la proteiaa Gs y
adenilil ciclasas transmembrana (tmACs) en compartimientos endosomales (Celedliro

2009). En un trabajo posterior, el mismo grupo observd que la duracion de la respuesta de
cAMP excedia el tiempo necesario para la disociacion el ligando y demostr6 que este
mecanismo es dependiente del tipo cellderthmanret al, 2012. Por otro lado, el grupo de
Vilardaga utilizé sensores de FRET para cAMP en lineas celulares para estudiar los mecanismos
moleculares responsables de la selectividad funcional de los ligandos endégehbiRdeTH

y el péptido relacionado PTHrP. Observaron que, aunque ambos ligandos aumentaban los
niveles de cAMP intracelular, las cinéticas de las respuestas eran diferentes, observandose un
respuesta sostenida para PTH mientras que la del PTHmsti@nsitoria. Demostraron que la
respuesta prolongada gatillada por PTH dependia de la internalizacion del receptor y hallaron
que la proteina Gs y las tmAG-localizan en endosomas. Estas observaciones fueron
especificas para PTHR ya que no se observarorpgam en las mismas célulgserrandoret

al., 2009). En paralelo, otro estudio acerca del receptor de esfingosina S1P (S1PR1) extendi6
este nuevo modelo a la proteina G inhibitoria (Gi), ya que demostraron que la internalizacion del
receptor y su trafico por el trans-Golgi contribuian a la sefializacion dependiente de Gi mediada
por la droga FTY720, agonista de S1PR1 (Mullershaasah 2009).

Estos resultados fueron inesperados ya que no eran consistentes con el paradigma hasta entonc
vigente de que el complejo GPCR-proteina G sélo era activo a nivel de la membrana plasmética.
Asi, estos trabajos sentaron las bases para construir un nuevo modelo donde la sefializacion de
GPCR contintia una vez internalizado. Desde entonces ha sido reportado para otros GPCRs col
distinto nivel de detalle mecanistico (Tabla 1). Es notable cémo en los Ultimos afios se ha
acumulado evidencia sobre la funcion de los endosomas promoviendo la sefializacion de los
GPCRs, sugiriendo que es un mecanismo general mas que una excepcion, ya que se observa t
sélo en ejemplos de GPCRs cuya respuesta es sostenida (PTHR, TSHR) si no también en casc

en los que la respuesta es ag@iPAR, D2R).
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: Clase de ) .
Receptor Ligando Proteina G Referencia
GPCR
(Ferrandon et al., 2009;
o ) Feinstein et al., 2011;
PTHR Hormona paratiroidea B Gs, Gq, Gi ) i
Wehbi et al., 2013; Gidon
etal., 2014)
Hormona liberadora de (Calebiro et al., 2009;
TRHR ) ) A Gs, Gg/11
tirotropina Werthmann et al., 2012)
) ) ) (Mullershausen et al.,
S1PR1 Esfingosina 1-fosfato A Gs, Gi/o
2009)
(Irannejad et al, 2013;
B2AR Isoproterenol A Gs Tsvetanova y von Zastrow,
2014)
GLP1R GIP (glucagon-like peptide) B Gs (Kuna et al., 2013)
PAC1 PACAP B Gs (Merriam et al., 2013)
V2R Vasopresina A Gs (Feinstein et al., 2013)
D1R, D2R, . ;
D3R Dopamina A Gs (Kotowski et al., 2011)

Tabla 1 | GPCRs en los que se ha observado senalizacion sostenida

Mecanismos involucrados en la sefializacion prolongada de GPCRs

El nUmero creciente de GPCRs para los que se observa que la sefalizacién es prolongada lleva
preguntarnos cuales son los mecanismos involucrados en sostener y regular la activacion de la
vias de sefalizacién una vez internalizados los receptores. La observacion de que los niveles de
segundo mensajero cCAMP eran todavia elevados cuando el receptor ya habia sido internalizado
llevé a proponer la hipétesis de que existia produccién de cAMP desde complejos GPCR-

ligando presentes en compartimientos endosomales. Experimentos demostrando la co-
localizacion de la maquinaria de sefalizacién en endosomas y las observaciones de que bloquee
la endocitosis produce un efecto negativo en la duraciéon de las respuestas fueron consistente
con esta ideaFginsteinet al, 2011 Kotowski et al, 2011 Feinsteinet al, 2013 Irannejadet

al., 2013).

Quizés el GPCR més estudiado sea el rec§@AR, que sefaliza principalmente a través de
Gs. Utilizando biosensores conformacionales basados en anticuerpos de dominio simple o
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nanobodies que reconocen de forma especifica a la conformacion actii2AR o al
intermediario catalitico libre de nucle6tido de la proteina Gs, el grupo de Von Zastrow demostro
de manera elegante que no solo las formas activfi2 A& o de Gs se encuentran a nivel de la
membrana plasmatica, sino también en endosomas tempranos una vez agregado el ligandc
Estos resultados, en conjunto con la observacion de una modesta pero significativa reduccion er
los niveles de cAMP al bloguear la endocitosis, sugieren que existen nuevos ciclos de activacion

de Gsy produccion de cAMP desde endosomas (Iranaegd2013).

Sin embargo, es evidente que la mayor parte de los GPCRs para los que se tiene evidencia de |
sefializacion sostenida son receptores de péptidos, que interactlan de manera mas prolongac
con lasp-arrestinas. De los receptordase B el GPCR mas estudiado es PTHR. Como todos

los GPCRs, PTHR existe en distintas conformaciones estabilizadas por el tipo de ligando
(agonista total, parcial o inverso) pero también por las proteinas de la cascada de sefializacior
con las que interactua. A través de aproximaciones farmacoldgicas y biofisicas se ha establecidc
gue PTHR puede formar un complejo de elevada afinidad con PTH, alin en ausencia del
acoplamiento a la proteina G, y que genera una respuesta sostenida mostrando ciclos d¢
activacion de Gs una vez internalizado. En contraste, PTHrP, el otro ligando nativo para PTHR
gue muestra una potencia similar en términos de ensayos de concentracion-respuesta, formi
complejos menos estables con el receptor y dependientes de proteina G, que se asemejan mas
modelo candnico de sefializacion por GPCR, generando una respuesta mas breve y a nivel de |
membrana plasmatica (Vilardaget al, 2014). Asi, estos resultados sugieren que un

conformacién particular del receptor es necesaria para mantener la sefializacion una vez

internalizado.

¢ Como se regula la produccion de cAMP desde endosomas? Es conocida la capacigiad de las
arrestinas de organizar complejos de sefializacion, como ha sido observado para la activacior
sostenida de ERK1/2. Trabajos del grupo de Vilargada proponen un modelo de retro-
alimentacion positiva, en el que la activacion prolongada de ERK1/2 dependi@rterdstim

inhibe a la fosfodiesterasa 4 (PDE4), llevando a una respuesta sostenida de cAMP (Etinstein
al., 2011). Adicionalmente, se demostro la existencia del complejo ternario B-HrRstina-

Gy, que favorece la activacién de Gs contribuyendo a la generacion persistente de cAMP
(Wehbiet al, 2013). El efecto positivo de Iglsarrestinas también ha sido reportado para la
generacion de cAMP dependiente del GPCR de clase A V2R (@idah 2014). Estos
resultados contribuyen a la construccion de un nuevo modelo de sefializacion dopde las

arrestinas actiian promoviendo (mas que atenuando) los mecanismos de transduccién de sefiale
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¢, Qué mecanismos estan involucrados en la finalizacion de la respuesta del GPCR desde
endosomas? Trabajos recientes sugieren que son clave los mecanismos post-endociticos qu
regulan el destino final del receptdrannejad y von Zastrow, 2014, Bowmainal, 2016. Una

vez endocitados, los receptores ingresan a una red elaborada y dinAmica compuesta po
diferentes compartimientos que maduran de endosomas tempranos a tardios, caracterizados pc
el reclutamiento de distintas proteinas marcadoras y la acidificacion del lumen. En general, los
destinos posibles son la degradacion a través de la via lisosomal, el reciclado a la membrane
plasmatica o el transporte retrogrado a través de la red de trans-Golgi. La degradacién produce
una disminucion del numero de receptores mientras que los dos ultimos procesos llevan a la
resensibilizacién. En la determinacion del destino final es critico el ensamblaje de complejos en
la superficie del endosoma. Estudios recientes para PTHR proponen que la terminacion de la
sefializacion a través de cAMP coincide con el desplazamiento @letesstinas del complejo
PTHR-PTH y el reclutamiento del retrbmero, un componente de complejo multiproteico ASRT
(siglas del inglésctin-sorting nexin 27 (SNXjetromer tubulg, que media el reciclado rapido a

la membrana plasmati¢g&einsteinet al, 2011). El rol clave del retromero en la terminacion de

la sefializacion también fue descripto para \(B&insteiret al, 2013. Ademas, se ha reportado

gue la acidificacion del endosoma es necesaria para promover la disociacion del complejo PTH-
PTHR y la terminacién de la sefial, y que este proceso es regulado por una retroalimentacién
negativa en la que participan cAMP, PKA y la ATPasa vacuolar (Gitlah 2014).

La endocitosis como reguladora de los procesos celulares

Més alld de que la endocitosis fue inicialmente descripta como un mecanismo celular sencillo
para transportar moléculas desde la membrana plasmatica, las evidencias acumuladas en lo
afos recientes -dificiles de reconciliarse con esta vision tradicional- llevaron a la construccion
de un nuevo paradigma de la endocitosis como un regulador maestro de la sefalizacién celulal
(revisado en Sigismuneét al, 2012). Ya sea mediante la endocitosis constitutiva o la
dependiente de ligando, una vez internalizados, los componentes de la membrana plasmaétice
pueden ser reciclados o destinados a degradacion. Como consecuencia de este proceso,
endocitosis constantemente remodela la composicion de la superficie celular, permitiendo
plasticidad en la respuesta al medio extracelular y el destino celular. El enorme impacto de la
endocitosis en la homeostasis celular queda evidenciado por los multiples mecanismos de

internalizacién y la intrincada red intracelular de compartimientos membranosos que existen.
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A Regulacion de la sefalizacion B Regulaciéon de la sefnalizacion C Senalizacién desde endosomas
por endocitosis en la membrana por las vias endociticas
plasmatica

EGFEGFR  TGFTGFSR

DELTA
{active)

: & :
' 1
' ? | 1
' 1
] 1
: PaxEy !
‘ CME NCE !
' |
' 1
: |
' 1
! (1] (o} :
: @ :
' 1
' 1
L} 1
' 1
' '
] 1
' 1
' 1
' 1
' 1
' 1
: |
) 1
- To degradation )
' 1
' 1
: :
' 1
GPCR | !
Ir ' 1
/ : |
L 1
\ ' 1)
(.. —— To degradation | :
: 1
: ;
' 1
EGF MS:)))) Signaling ’ i =
: e
EGFR PI3K : RS—

PLCy - 1 Signaling

Y I to nucleus
' 1

-

Figura 2 | La endocitosis controla la sefnalizacion a diferentes niveles

A. La endocitosis regula la sefalizacion a nivel de la membrana plasmatica. a, La endocitosis puede
destinar los receptores a degradacion, extinguiendo la senal. AUn en presencia de mecanismos de
senalizacion desde endosomas, la endocitosis regula aquellos mecanismos que estan restringidos a la
formacion de complejos exclusivamente en la membrana plasmatica (b, ¢). Una vez internalizados, la
acidificacion de los endosomas provoca la disociacion del ligando y la desfosforilacion del receptor (d).
Los mecanismos de reciclado permiten la reexposicion del receptor a la superficie celular, y asi, la
resensibilizacion. El reciclado a regiones especificas de la membrana puede promover la senalizacién,
asi como también ciertas modificaciones postraducionales en compartimientos endociticos (e).

(continla en la siguiente pagina)
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B. Las distintas rutas endociticas modulan la duraciéon de la senal. Muchos receptores pueden ser
internalizados por mecanismos dependientes (g, CME) o independientes de clatrina (f, NCE) y el destino
del receptor a ser reciclado o ir a degradacion depende del mecanismo de endocitosis.

C. Los endosomas actlian como plataformas de senalizacion. Las membranas de los endosomas tienen
propiedades bioquimicas diferentes que pueden prolongar senales originadas en la membrana
plasmatica o generar una senal nueva y especifica. Un ejemplo es la activacion de ERK1/2 desde los
adaptadores presentes en endosomas (h, ilustrado para receptores tirosina kinasa (RTKs), también para
GPCRs con las B-arrestinas). Para el caso del GPCR PTHR se han descripto conformaciones diferentes
del receptor asociadas a distintos ligandos y distinta residencia en endosomas (i). Los endosomas
también pueden funcionar como estaciones intermedias para la propagacion de la senal al ntcleo, por
ejemplo EGFR activado promueve la translocacion de APPL1 al nlcleo (no se muestra), o el factor de
transcripcion STAT3 activado por HGF (glucagon) (j, k) puede ser traslocado al nlcleo mediante
endosomas (k). Hay creciente evidencia de la especificidad de la senal desde endosomas, ejemplificado
por la activacion de SMAD2 dependiente de TGFBR mediada por el adaptador de endosomas SARA (l).

Tomado de Sigismund et al., 2012.

Es indudable que la endocitosis es un mecanismo fundamental para la atenuacion de las sefale
a largo plazo. Sin embargo, el trabajo de los ultimos afos lleva a proponer una relacion mucho
mas compleja con los sistemas de transduccion de sefiales, siendo un mecanismo que permite
la célula procesar las sefiales con cinéticas precisas y en sitios de accion definidos
espacialmente, haciendo posible un ajuste fino de las respuestas biologicas (Figura 2). La
endocitosis regula la sefializacion a nivel de la membrana plasmatica y modula qué rutas
intracelulares sigue el cargo una vez internalizado. Mas aun, la evidencia creciente de que la
sefializacidon no ocurre exclusivamente en la membrana plasmatica sino también en estacione:
endociticas revoluciond nuestra comprension del proceso (Irannejad y von Zastrow, 2014). El
concepto de sefializacion desde endosomas no se restringe a los GPCRs: que la endocitosis d
receptor tirosina kinasa (RTK) EGFR era necesaria al menos para ciertas vias de sefalizacior
fue inicialmente propuesto por el laboratorio de Bergeron (Di Guglielnab, 1994). Hoy, la

relacion bidireccional entre endocitosis y sefializacion parece ser un mecanismo general de

distintas cascadas bioquimicas (Figura 2).
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El cAM P como segundo mensajero
Earl Sutherland y Ted Rall descubrieron la molécula adenosina 3, 5’-monofosfato

(comunmente llamadaAMP) en 1958 por su rol mediando los efectos de epinefrina en la
glicogendlisis(Berthetet al, 1957 Sutherland y Rall, 1958En los afios siguientes se describio

la actividad enzimética responsable de convertir ATP en cCAMP (ddecidsa, Sutherlandet

al., 1962), asi como su degradacion (fosfodiesterasa, Butcher y Sutherland, 1962). Se estableci¢
gue estas actividades estaban ampliamente distribuidas y que mediaban la acciéon de multiples
hormonas (Muracet al, 1962). A partir de estos resultados, se propuso al CAMP como un
“segundo mensajero” en las acciones de las hormonas, siendo las hormonas los primeros
mensajeros (Sutherlamd al, 1965 Sutherland y Robison, 1966, Figura 3).

Varied ( —
Stimuli
,/’L\\\ 5-AMP
/ \
[ Endocrine ' \
\ gland /’ .,
\ / Adenyl Cyclic 3,5-AMPorY
N cyclase —  (second messenger(s))
or
I /’ X f
Hormone Enzymes, permeability, efc.. ..
(first messenger)
Inactivated | Physiological responses )
hormone including ~

Steroids, Thyroid hormone, etc

Figura 3 | Esquema tomado de Sutherland y Robison, 1966, para ilustrar el concepto de “segundo
mensajero” propuesto para la funcion del cAMP en la via de senalizacion de las hormonas por el grupo
de Sutherland.

El entusiasmo respecto a la existencia de los segundos mensajeros deriva de la gran cantidad ¢
procesos fisioldgicos que regulan: son pocos los mecanismos en eucariotas no afectados por €
cAMP. El primer efector de cAMP identificado fue la proteina kinasa A (RKAlshet al,

1968) una holoenzima formada por dos subunidades regulatorias que unen cAMP y dos
subunidades cataliticas que fosforilan proteinas blanco en residuos serina y treonina. Mucho
mas recientemente se describieron los canales i6nicos regulados por nucleétidos (CNGs,
Fesenkoet al, 1985 Kaupp y Seifert, 2002) que se abren al unir cAMP o cGMP, y los
intercambiadores de nucledétidos activados por cAMP (EPACSs, de &R@bjj 1998 Kawasaki

et al, 1999 que al unir cAMP catalizan el intercambio de GDP por GTP, y asi la activacion de
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las proteinas G pequefias Rapl y Rap2. Siendo tantos los procesos regulados a través de sé
tres mediadores inevitablemergurge preguntarse cémo es posible que se logre un control

selectivo y fino via cCAMP.

La generacion de cAMP por a denilil ciclasas

Adenilil ciclasas transmembrana

Una respuesta parcial al interrogante de la especificidad de cAMP recae en la existiascia de
multiples enzimas adenilil ciclasas (AC), con diferente regulaciéon y patrones de expresiéon. AC
especificas han sido implicadas en procesos como secrecion de insulina, memoria y aprendizaje
respuestas inmunoldgicas, etc. En mamiferos existen nueve adenilil ciclasas transmembrane
(denominadas AC1-AC9 o tmACs por sus siglas en inglés) que estan muy conservadas
estructuralmente. Estan formadas por un extremo amino-terminal variable, seguido por un
dominio de 6 hélices transmembrana, un dominio catalitico C1, otro dominio de 6 hélices
transmembrana y el dominio catalitico C2 hacia el carboxi-terminal. Sin embargo, presentan
variaciones fuera de sus dos dominios transmembrana y cataliticos, lo que les confiere
propiedades individuales. Las tmACs pueden ser moduladas por proteinas G (G¥)Gi, G
muchos otros componentes (Tabla 2), y de esta manera pueden computar las actividades di

muchas vias de sefializacion diferentes.

Adenilil ciclasa soluble

Una fuente adicional de cAMP es la adenilil ciclasa soluble (AC10 o sAC por sus siglas en
inglés), descripta por primera vez en 1975 (Braun y Dods, 1975) aunque su estructura,
regulacion bioquimica y funcion fisiologica no se dilucidaron hasta que fue clonada en 1999
(Bucket al, 1999. Hay un Unico gen para sAdilie codificapara una proteina de 187 k3
dominios transmembrana y con dos dominios cataliticos (C1 y C2) que presentan una
conservacion evolutiva mayor que las tmACs (Céteal, 2000). Se han identificado distintas
variantes de sAC y se ha propuesto que son producto del uso de varios promotores y variante:
de splicing alternativo (Jaiswal y Conti, 200Earrellet al, 2008). Sin embargo, la validacion

de la existencia de las distintas variantes de sAC ha sido dificil por la falta de anticuerpos que
las detecten de forma robusta en tejidos a excepcion de testiculo. Desde su purificacién inicial
en testiculo, se observd una proteina de 48 kDa mas activa que la variante de largdi-total (
length o sAG,, Gordeladzeet al, 1981 Gordeladze y Hansson, 1981), que mas tarde se llamé
SAC truncada (sAg: Esta isoforma podria generarse por protedlisis post-traduccional o a partir

de mRNAs generados psplicing alternativo que han sido clonad@ucket al, 1999 Jaiswal
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y Conti, 2001)sAG, estaconstituida casi exclusivamente por C1 y C2 y carece de una region

regulatoria presente en el extremo amino-terminal.

Regulador Adenilil ciclasa Efecto
Proteina G Gs todas las tmACs Estimulacion
Gi AC1, AC3, AC5, ACB, AC8, AC9 Inhibicion
GBy AC2, AC4 Estimulacion
AC1, AC8 Inhibicion
Forskolina tmACs excepto AC9 Estimulacion
Kinasas CaMKII AC3 Inhibicion
CaMKIV AC1 Inhibicion
PKA AC5, AC6, AC8 Inhibicion
PKC AC2, AC4, AC5, AC6, AC7 Estimulacion
ACG6, AC9 Inhibicién
Receptor AC1, AC5, AC6 Estimulacion
tirosina
kinasa
RGS (regulator of G- AC3, AC5, AC6 Inhibicion
protein signaling)
Calcio AC1, AC8 (via CaM) Estimulacion
SAC (directamente) Estimulacion
AC9 (via calcineurina), AC5, AC6 Inhibicion
Bicarbonato sAC Estimulacion

Tabla 2 | Efecto de los distintos moduladores sobre la actividad de las AC (construido a partir de Cooper,
2003; Willoughby y Cooper, 2007).

sAC se ha encontrado distribuida en el citoplasma, pero también asociada a dominios de
membrana (Zippiret al, 2003), dentro del nucleo (Zippet al, 2004 Mardoneset al, 2008
Zippin et al, 2010) y de la mitocondriaA€in-Perezet al, 2009 Kumar et al, 2009)
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constituyendo microdominios de sefializacion caracterizados funcionalmente (revisado en
Kamenetskyet al, 2006).

La actividad de la sAC no es sensible a la accién de proteinas G heterotriméricas sés0 que
regulada por calcio, necesario para su actividaditedadlado que aumenta su afinidad por el
sustrato ATPMg®, y por bicarbonato, que aumenta la tasa catalitica favoreciendo el
intercambio entre pragttos y sustrat@Litvin et al, 2003 Steegborret al, 2005 Kleinboelting

et al, 2014). Para sAC no se han identificado proteinas regulatorias o modificaciones post-
traduccionales, pero existen evidencias de regulacion intramolecular por el dominio amino-
terminal (Kamenetskegt al, 2006 Tresguerregt al, 2011). Los mayores niveles de expresiéon

se encuentran en testiculo (Kornbliattal, 1981 Buck et al, 1999), donde juega un rol clave

en la capacitacion espermatica, pero actualmente se considera que se expresa de forma ubict
en todos los tejidosStileset al, 2014), ya que fue encontrada en todos aquellos en donde fue
examinado (Chesmt al, 200Q Farrellet al, 2008). Sin embargo, determinar el rol de sAC en

aquellos tejidos donde los niveles de expresion son bajos ha sido una dificultad experimental.

Microdominios de sefializacion

La hipotesis de microdominios de sefializacion, propuesta hace mas de 30 afios (Buxton y
Brunton, 1983), considera la existencia de microambientes a nivel subcelular de regulacion
independiente. La identificacion de la existencia de las fosfodiesterasas (PDEs, por sus siglas er
inglés), enzimas que hidrolizan cAMP a 5’ queactian como barreras para la difusion y

la comunicacion cruzada entre microdominios (Caleleircal, 201Q Houslay, 2010), la
descripcioén de la organizacién de complejos de sefializacion mediante proteinas de andamiaje )
las nuevas metodologias que permiten estudiar la dinamica de cAMP con mayor resolucién (ver

mas adelante) contribuyeron a adoptar este modelo de compartimentalizacion.

La existencia de microdominios ha sido demostrada a través del uso de sensores dirigidos ¢
estructuras subcelulares o acoplados a efectores especificos (Baedkdi993 Rich et al,

200Q Zaccolo y Pozzan, 200DiPilato et al, 2004). Quizas los trabajos mas ilustrativos son

los del laboratorio de Cooper, en los que acoplaron un sensor de cAMP a distintas adenilil
ciclasas, revelando que, frente a un estimulo fisiolégico, existen diferencias locales en las
sefiales a distintas ACs. La movilizacion de calcio en respuesta a la hormona TRH genera un
aumento de cAMP local dependiente de ACS8, pero el cAMP a nivel global disminuye por la
inhibicion de AC5 y ACS6, y la estimulacion de PDE4. En contrast,e VIP genera un aumento
global de cAMP en las mismas células dependiente de la proteina Gs y catalizado por AC5 y
ACG6, aunque AC8 casi no se activa frente a este estimulo (Wathakr2010).
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La regulacion de las ACs ejercida por el calcio es otro ejemplo paradigmatico. Ha sido
observado que, mientras que aumentos fisiol6gicos en la concentracion intracelular de calcio
modulan la actividad de distintas ACs, esas mismas enzimas no son afectadas cuando st
incrementa el calcio de forma experimental usando ion6foros. Ademas, las ACs responden
mejor a los cambios rapidos en calcio mediados por canales dependientes de voltaje en célula:
excitables que a otras formas de entrada de calcio. Es posible que sea necesario que lo
incrementos de calcio sean en el dominio de las ACs (Taerats 2008 Willoughby et al,

2012) y que sea critica la tasa de aumento de calcio mas que los niveles absolutosetAlvarez
al., 2012).

Las ACs parecen ser eje fundamental de los microdominios de sefializacion, no sélo como
productoras de cAMP sino también como plataformas de organizacion de complejos (para
revision, Cooper y Tabbasum, 2014). Se han descripto muchos interactores de las ACs que
incluyen tanto proteinas blanco de cAMP como reguladores de la actividad de lags\Ggad
representadasonlas proteinas de anclaje de la PKOKAPs porA-kinase anchoring proteifs

gue localizan a la PKA en sitios especificos dentro de la célula (Beene y ScatiCan@gie

et al, 2009 Dessauer, 2009). Estos complejos proteicos son dindmicos y especificos del

contexto yel tipo celular.

Métodos para medir cCAMP
El reconocimiento inicial de los segundos mensajeros como reguladores de gran cantidad de

procesos celulares fue acompafiado por el desafio experimental de como medir cAMP. En
retrospectiva, multiples conceptos instalados en el campo reflejaron las metodologias utilizadas
(Beavo y Brunton, 2002). Los primeros estudios se focalizaron en cambios de estado
estacionario de cAMP que regulan procesos metabdlicos lentos. El ensayo inicial desarrollado
por Sutherland, que dependia de la capacidad del cAMP de activar a la glucogeno fosforilasa a
partir de un homogenato de higado, fue el Unico disponible por mas de 10 afios. El desarrollo en
1970 de ensayos competitivos (un radioinmunoensayo, Steined, 1970 y otro de
competencia de’H-cAMP por PKA, Gilman, 1970) hicieron mucho mas accesible y

reproducible la determinacién de cAMP.

Los métodos tradicionales miden el cAMP producido por una muestra estatica de gran cantidad
de células en pocos puntos tempesal han limitado experimental y conceptualmente la
investigacion en el rol celular de cAMP por no contar con la suficiente resoluciéon espacial y
temporal (Willoughby y Cooper, 2008). El concepto de compartimentalizacion, aunque
inicialmente propuesto para cAMP, fue demostrado primero para el calcio aprovechando la

disponibilidad de indicadores fluorescentes sensibles a calcio de gran afihsilenlet al,
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1982), que revelaron cambios dinamicos y locales a nivel subcelular (Bootman y Berridge,
1995 Peterseret al, 2005)

El soporte experimental a las hipétesis de microdominios para cCAMP necesito el desarrollo de
sensores que permitieran monitorelkcAMP en tiempo real y a nivel celular. A partir de los
esfuerzos experimentales de hgeatchingde CNGs individuales (Kramer, 1990) o la micro-
inyeccién de las subunidades de PKA marcadas con fluoroforos (Aetaahs1991), en los

afos siguientes se desarrollaron una gran cantidad de sensores genéticos que proveen may:
informacién espacial y temporal para el estudio de la dinamica de cAMP. Los sensores
disponibles estan basados en blancos de cAMP, incluyendo PKA, CNGs y EPACs,
generalmente marcados con moléculas fluorescentes que permiten usar el fendmeno de
transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) o de transferencia de energia d
resonancia de bioluminiscencia (BRET), mientras que otros basados en los CNGs utilizan
métodos electrofisiolégicos o indicadores de calcio para determinar cambios en los niveles de
CAMP (para revision, Willoughby y Cooper, 2008). Existe un continuo mejoramiento de
sensores originales que generod biosensores de cAMP con mayor sensibilidad, rango dindmico y
resoluciéon espacio-temporal, siendo especialmente notables los avances en las sonda
unimoleculares basadas en EPACs, que son hoy las mas utilizadas. Frente a la gran cantidad d
sensores con los que se cuenta actualmente, la eleccion del método depende de la pregunta qt
se desea abordar y el equipamiento disponible, ya que cada método presenta ventajas \

desventajas a considerar.

Mecanismos de sefializacion activados por cCAMP
La estimulacion de los GPCRs acoplados a proteina Gs es el evento de sefializacion mejor

caracterizado que lleva a un aumento intracelular de cAMP a través de la activacion de tmACs.
Desde su descubrimiento, se ha relacionado el cAMP con la regulacion de las vias metabdlicas
ejercidas por hormonas, teniendo la PKA un rol protagonico. La evidencia acumulada durante
décadas, hoy le otorga al cAMP un rol central en la biologia celular ya que regula una gran
cantidad de procesos por multiples vias. Se describen a continuacién algunas de las vias

reguladas por cAMP de principal importancia en el contexto de esta Tesis.

Activacion de ERK1/2

Teniendo en cuenta que se ha identificado un papel fundamental para las proteinas MAPK en el
control de procesos como crecimiento, proliferacion y diferenciacién, y que se ha descripto que
el cCAMP también cumple un rol critico en estos procesmka estudiado la regulacion de las
MAPK ejercida por cCAMP (Pearsagt al, 2001).
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Las MAPKs fueron descubiertas a principios de la década del 80 como kinasas estimuladas por
mitdbgenos capaces de fosforilar proteinas blanco en el motivo consenso minimo Ser/Thr—Pro
con preferencia en Pro en la posicién -2 (Gonzateal, 1991 Songyanget al, 1996). Las
MAPKSs son activadas directamente por fosforilacion, siendo necesaria la fosforilacion dual de
una tirosina y una treonina para activar la enfinaavrenceet al, 2008. Las vias de MAPK se
componen de tres niveles de kinasas, en el que el médulo de MAPK se activa después de st
fosforilacién por una proteina kinasa kinasa activada por mitdgenos (MAPKK), que a su vez es
activada, por fosforilacion, por una MAPKKK. Que la via sea una cascada de fosforilacion
secuencial le otorga capacidad de amplificacion de la sefial inicial y una mayor integracion con

otras vias de sefializacion.

Hasta la fecha se han caracterizado seis diferentes grupos de MAPKs en mamiferosefDhillon
al., 2007) siendo ERK1 y ERK2 (del inglés podtracellular signal-regulated kinasels mas
estudiadas (Rubinfeld y Seger, 2005). ERK1 y ERK2 son proteinas de 44 y 42 kDa
respectivamente que comparten un 84% de identidad de secuencia. EI médulo de sefializacior
esta constituido por Raf (A-Raf, B-Raf y C-Raf/Raf-1)-MEK1/2-ERK1/2. Poco se sabe acerca
de las acciones especificas de cada isoforma, ya que ambas se expresan de forma ubicua
tienen la misma especificidad de sustrato. Transducen sefales de una gran variedad de
mitdgenos, citoquinas, factores de diferenciacion y hormonas, y regulan procesos biold@gicos qu
incluyen la proliferacion celular, determinacién de destino celular, morfogénesis y respuestas
inmunes (Pearsoret al, 2001). La actividad desregulada de ERK1/2 esta asociada a
enfermedades como cancer, desérdenes inflamatorios y enfermedades neurodegenerativa
(Lawrenceet al, 2008 Tartaglia y Gelb, 2010).

ERK1/2 estd ampliamente distribuido en el sistema nervioso central (SNC) y esade alt
expresion en las zonas limbicas del cerebro como el hipocampo, la corteza prefrontal y amigdala
basolateral (BLA), donde actia como un regulador central de los procesos moleculares que
median la plasticidad sinaptica, comportamientos emocionales, el aprendizaje y la memoria
(Thomas y Huganir, 200Davis y Laroche, 20QBamuelst al, 2009).

La activacion de ERK1/2 mediada por RTKs flaeprimera via identificada ¥s lamejor
estudiada. Los GPCRs también regulan a las MAPK pero los mecanismos son muy variados
(Marinissen y Gutkind, 20QXGoldsmith y Dhanasekaran, 2007). Las cuatro clases de proteinas
G descriptas, Gs, Gi, Gq, ;& regulan a las distintas MAPKs por distintas vias. Tanto la
subunidad @ como el complejo @y pueden modular a las MAPK de forma dependiente del
contexto celular. En particular, las vias que integran el cAMP a ERK1/2 son complejas ya que

CAMP puede regular positiva o negativamente a la cascada de MAPK (Stork y Schmitt, 2002) y
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constituye un punto importante de dialogo cruzadwaosstalkcon las vias activadas por los
RTKs.

La primera evidencia de que Gs y cAMP pueden estar implicados en la regulacion de ERK1/2,
provino del estudio del oncogdysp que codifica al mutante constitutivamente activo de Gs
(Landis et al, 1989 Lyons et al, 1990). La caracterizacion funcional de estas mutantes
demostré que la expresion ectopica de Gs puede estimular ERK1/2 en diferentes tipos celulares
(Faureet al, 1994). Se demostr6 que aumentos en cAMP pueden activar ERK1/2 en un
mecanismo dependiente de la pequefia proteina G Rapl y de la MAPHR&K(Bossleret al,

1997 Wan y Huang, 1998Nanget al, 2009. Una de las vias por las que cAMP activa-Rap
involucra a los EPACs, que son factores intercambiadores de nucleétido de g@&mapdr

sus siglas en inglés) especificos para Rapl (de Bbalj, 1998 Quilliam et al, 2002 Bos,

2006). Se han identificado otros Rapl GEFs involucrados en la activacion de ERK1/2 (Enserink
et al, 2002). En particular se identific6 que PKA puede activar al GEF C3G en un mecanismo
dependiente de la fosforilacién de Src (Schmitt y Stork, 2002raet al, 2004).

La pequeiia G Ras también puede mediar la activacion de ERK1/2 por cAMP, como ha sido
demostrado en distintos sistemas celulares, incluyendo cultivos primarios neuronales
(Ambrosini et al, 2000) y mdltiples lineas celulares (Bustaal, 200Q Norum et al, 2003

Norum et al, 2005). Se ha observado que dependiendo del tipo celular, la activacion de Ras
involucra o no a PKA. Es interesante destacar que la via Gs-cCAMP también puede inhibir la
activacion de ERK1/2. Uno de los mecanismos descriptos involucra la fosforilacion de Raf-1
por PKA (Wu et al, 1993. Por otra parte, también se ha identificado lguectivacion de Raft

por PKA lleva a la inhibicion de ERK1/2 en células en las que B-Raf es minoritario como
NIH3T3 (Bos, 1998Stork y Schmitt, 2002).

Regulacion transcripcional CREB

Ya a fines de 1960s se not6 que el aumento en los niveles intracelulares de cAMP estaba
asociado a la induccion de proteinas especificas (Wicks, 1969). Las bases moleculares se
delinearon mas tarde, identificando un elemento de respuesta a cAMP (CRRANYBF
response elementle 8 pb-5'-TGACGTCA-3’- en el gen de la somatostatifMontminy et al,

1986). La purificacion del factor de transcripcién capaz de unirse a CRE, CREB (Montminy y
Bilezikjian, 1987), seguida por la identificacion de otros factores de la misma féidikal y

CREM, entre otros) sentaron las bases para comprender los mecanismos involucrados en los

efectos transcripcionales de cCAMP y sus efectos a largo plazo (Lonze y Ginty, 2002).
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Figura 4 | Regulacion de la activacion de CREB

Distintas vias de senalizacion pueden activar a CREB, como GPCRs, RTKs, actividad neuronal, etc. La
actividad de CREB como factor de transcripcion regula la expresion génica de gran cantidad de blancos,
qgue incluye muchos factores de transcripcion, que a su vez median una segunda ola de regulacion
génica. Tomado de Benito y Barco, 2010.

Aungue inicialmente se identifico a CREB como un factor especifico de la via cCAMP/PKA, se
han descripto mas de 300 estimulos capaces actuar a través de CREB. CREB se activa median
la fosforilacion en Serl33 dependiente de kinasas de CREB que incluyen a PKA, kinasas
dependientes de calcio/calmodulina (CaMKs), kinasas ribosomales S6, ERK1/2, AKT, etc
(Figura 4). CREB se une a las secuencias de DNA blanco como dimero, ya sea homodimero ¢
heterodimero con otros miembros de la familia. La dimerizacion ocurre a través del motivo
cierre de leucinas (bZIP) presente en el extremo carboxi-terminal de la proteina, mientras que la
union al DNA estd mediada por un dominio basico rico en lisinas y alaninas (Lonze y Ginty,
2002 Benito y Barco, 2010). La fosforilacion eer$33 de CREB es crucial para su funciéon y

le permite interactuar con coactivadores de la transcripcion, como CBP y p300 (Mayr y
Montminy, 2001). Sin embargo, la actividad de CREB y su especificidad como factor de
transcripcion puede ser modulada por otras modificaciones postraduccionales de CREB y sus

coactivadores.

La activacion de CREB da inicio a programas transcripcionales complejos y alin no se conocen
los mecanismos que determinan la especificidad segun el estimulo o el tipo celular. Los genes
regulados por la familia CREB son cientos de genes heterogéneos y con funciones diversas, qut
van desde reguladores del metabolismo a la sefalizacién y estructura celular (Lonze y Ginty,
2002). Algunos de estos genes son factores de transcripcion y su induccion conduce a ung

segunda ola de expresion génica (Figura 4). CREB también activa mecanismos de retro-
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alimentacion negativa, por ejemplo mediante la induccién del represor ICER (Sassone-Corsi,
1995).

CREB es de expresion ubicua y estudios en sus funciones biol6gicas han demostrado su acciol
en una gran variedad de procesos tales como proliferacién, diferenciacion, respuestas
adaptativas y regulacién metabdlica. Particular atencién se le ha otorgado al rol de GREB en
aprendizaje y la memoria (Bourtchuladzieal, 1994 Yin et al, 1994 Bartschet al, 1995),

siendo un factor en el que convergen varias vias de sefalizacién dependientes de la actividac
neuronal -el aumento de cAMP dependiente de GPCRs, el aumento de calcio por canales
dependientes de voltaje o ligando, la activacion de RTKs por factores de crecimiento- y que
regula proteinas asociadas a la plasticidad celular —proteinas estructurales, receptores dt

neurotransmisores, componentes de sefializacion y adhesion- (Benito y Barco, 2010).

Proliferacion y diferenciacion

Afios de investigacion han llevado a apreciar el rol critico del cAMP en la proliferacion y
diferenciacion celular, siendo paradodjica la capacidad de ejercer efectos opuestos segun el tipc
celular y el estimulo. El reporte inicial fue en ganglios sensoriares de embriones de pollo donde
un aumento deAMP promovia la elongacion de axor{@oisenet al, 1972. Desde entonces,

gran cantidad de estudios han explorado la funcién de cAMP en la polarizacién celular, el
crecimiento y la guia de los axones, y se ha demostrado que los niveles intracelulares de cAMP
estanrelacionados con la capacidad neuritogénica de las neuronaet @LaR001 Shewaret

al., 2002).

La diferenciacién neuronal involucra una variedad de procesos celulares complejos ademas de
cambios morfoldgicos, que incluyen el arresto en el crecimiento, cambios bioquimicos, un
aumento en la excitabilidad eléctrica y la activacion de programas de expresida génic
especificos. El rol de CREB en estos procesos ha sido intensamente investigado, mientras que |
dependencia de ERK1/2 en la diferenciacion estimulada por cAMP parece ser dependiente del
estadio o tipo celular (Grewal al, 1999 Grewal et al, 200Q Pattersoret al, 2001 Vogt
Weisenhorret al, 2001 Zanassket al, 2001).

En las lineas celulares PC12 -derivada de un feocromocitoma de rata- o Neuro-2a -que proviene
de un neuroblastoma murino- la neuritogénesis estda acompafada por un arresto en la
proliferacion celular. El uso de estos modelos celulares, especialmente las células PC12, ha sidc
importante para determinar cuéles son los mecanismos involucrados en la elongacion de neurita:
y como las vias de sefializacion pueden integrar la informacion de distintas sefiales

extracelulares para promover una respuesta bioldgica comun o distinta (¢addrg002).
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En los modelos experimentales donde cAMP inhibe la proliferacion celular, se han identificado
mecanismos dependientes e independientes de ERK1/2. cAMP puede inhibir la proliferacion
celular sin inhibir ERK1/2 y hasta mediante la activacion de ERK1/2. La accién antiproliferativa
de cAMP a través del bloqueo de la activacion de ERK1/2 mediada por factores de crecimiento
ha sido ampliamente reportada. Por otra parte, el cAMP también puede estimular la
proliferacion celular a través de la activacion de ERK1/2 en muchos modelos celulares (revisado
en Stork y Schmitt, 2002).

CRH y la respuesta a estrés
Frente a estimulos del medio externo o interno que amenacen la homeostasis, todos los

organismos han desarrollado una respuesta fisiolégica que involucra la activacion de muchos
sistemas interconectados que inducen cambios comportamentales y fisioldgicos con el objetivo
de disminuir el riesgo de ese estimulo y recuperar rapidamente la homeostasis. El conjunto de
estos procesos es lo que se conoce como respuesta a estrés (a# #lo@005). Se han
descripto una gran variedad de moléculas -mediadores ée esite se liberan en respuesta a

un estimulo estresor y que generan efectos especificos, con caracteristicas temporales y sitios d
accion distintivos. Se propone que la existencia de multiples mecanismos es lo que le otorga al
organismo la capacidad de responder y adaptarse a un ambientecdiffels y Baram,

2009). Asi como una adecuada respuesta es critica para la supervivencia del organismo, le
existencia de mecanismos que finalicen la respuesta también son clave ya que si la respuesta ¢
excesiva 0 prolongada, el costo de reinstalar la homeostasis puede llevar a situaciones

patoldgicas.

La hormona libertadora de corticotropina (CRH) como ligando enddgeno ha existido y
funcionado filogenéticamente aln antes de la evolucion de los tetrapodos y teledsteos (Chang y
Hsu, 2004). Tal conservacion evolutiva sugiere que es un ingrediente esencial para el
mantenimiento de la homeostasis. CRH es un péptido de 41 aminoacidos, aislado y
caracterizado inicialmente por Vale y sus colaboradores a partir de extractos hipotalamicos por
su capacidad de estimular la secrecion de ACTH vy, por lo tanto, activar el eje hipotalamico-
hipofisario-adrenal (HPA), el principal sistema neuroenddcrino de la respuesta a estrés (Spiess
et al, 1981). Ya desde su descripcién inicial se anticipé que CRH podria ejercer funciones
importantes en circuitos extrahipotalamicos. Hoy, CRH es considerado un componente maestro
de la respuesta integrada a estrés, orquestrando una variedad de mecanismos que regule
aspectos comportamentales vy fisiolégicos de la respEgura 5). Mas adn, la desregulacion

de los mecanismos asociados a la sefalizacion por CRH estan implicados en el desarrollo de
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patologias asociadas al estrés como ansiedad y depresion (Holsboer y Ising, 2010).

Initiation-fast Termination-slow
CRH, CRHR1 Urocortin, CRHR2 (?)

Fight-flight > Coping—adaptation
Sympathetic Parasympathetic
G

~|ACTH
Opioids
_|Melanocortins

Corticosterone [ 2 “\ Adrenal cortex

Figura 5 | CRH y la respuesta integrada al estrés

CRH dirige la activacion de la respuesta endocrina y comportamental frente al estrés. El eje HPA
representa la principal respuesta endécrina, regulado por CRH y arginina vasopresina (AVP)
hipotalamicas que activan la sintesis de pro-opiomelanocortina (POMC) en la hipofisis anterior y su
procesamiento a ACTH, entre otros productos. ACTH estimula la secrecion de GC desde la corteza
adrenal. A su vez, los GC ejercen una regulacion negativa del eje HPA a través de los receptores MR. El
sistema CRH/CRHR1 también actla a nivel del SNC, activando la respuesta conductual aguda frente al
estrés. La respuesta a estrés ademas tiene un componente mas lento que promueve la adapaciéon y la
recuperacion de la homeostasis. Tomado de de Kloet et al., 2005.

CRH y su familia de péptidos relacionados

CRH es un péptido de 41 aminoacidos generado a partir del clivado del extremo carboxi-
terminal de un precursor de 192 aminoacidos (Dautzenberg y Hauger, 2002, Figura 6). Ademas
de CRH, se ha identificado una familia de péptidos analogos: urocortina 1 (UCN1, Vatighan
al., 1995), urocortina 2 (UCN2) y urocortina 3 (UCN3, Hsu y Hsueh, 2001) y dos péptidos que
no se expresan en mamiferos, urotensina de peces y sauvagina de anfibios. Estos péptidos ¢
entre 38 y 41 amnodcidos estan estructuralmente relacionados y presentan cierta identidad ds
seceencia (26-54%, Dautzenberg y Hauger, 2002).

CRH est4 ampliamente distribuido en el SNC (Figura 7) y en la periferia (gladula adrenal,
testiculo, placenta, estbmago, bazo, timo, piel), mientras que la expresion de las UCNs en el
cerebro esta mas restringida, siendo mas importante la presencia de las UCNs en los tejidos
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periféricos (tracto gastrointestinal, testiculo, corazén, timo, bazo e higado, Dautzenberg y
Hauger, 2002).

Receptores de CRH
CRH y sus péptidos relacionados ejercen su funcion a través de dos receptores GPCRs, CRHR:

y CRHR2 (Figura 6). Estos receptores estan codificados por genes distintos, presentan una
elevada homologia a nivel de proteina (70% de identidad para los receptores humanos) y se hai
descripto multiples variantes d#plicing para ambos receptores. CRHR1 presenta muchas
variantes aunque sélo una es funcional, CR#{Rjue posee 415-420 aminoacidos con 7
dominios transmembrana y 5 sitios consenso de N-glicosilacion, mientras que CRHR2 tiene tres
variantes funcionalesy, 3 y v, con diferencias principalmente en el extremo amino-terminal y

su patron de expresion en tejidos (Dautzenberg y Hauger, @@&matopoulos y Chrousos,
2002). La mayor divergencia de secuencia entre CRHR1 y CRHR2 se encuentra en los dominios
extracelulares, particularmente en el amino-terminal (40% de identidad), ya que es la regién
involucrada en la unién a los ligandos. En contraste, los dominios intracelulares y
transmembrana son muy conservados (80-85% de identidad). CRH se puede unir a ambos
receptores pero con mayor afinidad a CRHR1, UCN1 se une con afinidad similar a ambos
receptores, y UCN2 y UCN3 son considerados ligandos selectivos de CRHR2 (etaaiger

2006).

La distribucién de los receptores en tejidos ha ayudado a comprender cuales son sus funcione:
(Figura 7). Ambos receptores se encuentran en el SNC, siendo CRHR1 mas abundante. CRHR!
se distribuye en corteza, cerebelo, bulbo olfatomedial septum hipocampo, amigdala e
hipofisis. La expresion a nivel central de CRHR2 esta principalmente restrindadaral
septume hipotadlamo, pero se encuentra en tejidos periféricos que incluyen corazén, pulmon,
musculo esquelético, tracto gastrointestinal y vasculatura. Teniendo en cuenta el rol clave de
CRH en la respuesta a estrés a través del eje HPA y la coordinacién a nivel central, ha recibido
especial atencion la distribucion de CRH, las UCN y sus receptores en el cerebro (Figura 7).
Dada la falta de anticuerpos que detecten de manera especifica a cada tipo de receptor, I
determinacién de los patrones de expresion fue realizada principalmente en estudios de
hibridacionin situ para detectar mRNAs y, mas recientemente, mediante el uso de ratones
reporteros (Henckeret al, 2016).

Ademas de los receptores de membrana, existe una glicoproteina soluble de unién a CRH
(CRH-BP) que en humanos se halla distribuida en el cerebro, hipofisis, placenta y plasma

(Potteret al, 1991). La funcion de CRH-BP aln es poco comprendida, pero se propone que
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podria limitar la disponibilidad de ligando para los receptores, servir como un reservorio local o

facilitar el transporte de los péptidos.

ECD Binding
Domain

Extracellular

CRHBP Binding
Domain

Cellular
Membrane =

Intracellular

TM Binding
Domain

@ Mterminus Agonint Binding Additional Agonlst Binding
TNVR experiments] Domains
Non peptide Astagonist Binding T G Protein Rinding Comain
o Regions Peued

@ <y residues in Disulfide Bonds
55

@ CRH (b) CRHR;

Figura 6 | Estructura de CRH y su receptor CRHR1
a, Estructura del péptido CRH en la que se pueden apreciar las distintas regiones de unién al receptor.

b, Estructura del GPCR CRHRZ1, en la que se observan los dominios extracelulares (ECD),
transmembrana (TMD) e intracelulares (ICD) para ambos receptores, ademas de las cisteinas que
establecen puentes disulfuro (rojo), regiones relevantes en la unién a ligando (azul), sitios de union de
antagonistas no peptidicos (verde) y region critica para la transduccion de senales por proteina G.
Notese el gran dominio extracelular en el amino-terminal, caracteristico de los receptores de clase B.

Tomado de Hemley et al., 2007.

CRHR1 pertenece a la subfamilia de GPCRs de clase B

Los receptores de CRH son GPCRs clase B, una subfamilia de 15 receptores. Los GPCR clase t
se caracterizan por tener un extremo amino-terminal extracelular (ECE2xpacellular

domair) grande, con 6 cisteinas formando puentes disulfuro y una estructura terciara conservada
(Figura 6). ElI ECD es critico para la union del ligando: el extremo carboxi-terminal de CRH se
une primero a ECD de CRHR1 y la region amino-terminal interactia con un dominio

juxtamembranaJtdomair), resultando en la activacion del receptor (Piosta, 2008).Este
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modelo de unidn del ligando de dos dominios parece ser general para los GPCRs de clase E
(Culhaneet al, 2015).

La clase B de los GPCR comprende a receptores de muchas hormonas peptidicas, comc
calcitonina, hormona paratiroidea, glucagéon, GHRH, etc, que a su vez regulan un gran nimero
de funciones fisiologicas. En 2013 se reportaron en simultaneo las estructuras cristalinas de los
primeros dos GPCR clase B, CRHR1 (Hollenstetiral, 2013) y el receptor de glucagon

(GCGR,(Siuet al, 2013, lo que represent6 un gran avance ya que esta clase de receptores son
el potencial blanco terapéutico para una variedad de enfermedades como diabetes, osteoporosi:
desoérdenes afectivos, y aln persiste una gran dificultad para encontrar moléculas pequefias qu
funcionen como agonistas. Las estructuras demostraron que el bolsillo de unién de los ligandos
endogenos (sitio ortostérico) de estos receptores es mas abierto que en los otros GPCRs, per
también mostraron que existen otros bolsillos secundarios que pueden actuar como sitios
alostéricos para el disefio de drogas (Sexton y Wootten, 2013). Esto es clave teniendo en cuent
gue la mayoria de los receptores de clase B responden a multiples ligandos end6genos (como s
comentd antes para PTHR) y por los tanto hay un potencial agonismo sesgado que puede

utilizarse para regular las respuestas fisiolégicas (Woettah 2017).

Fisiologia de CRH
El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal

Se describié a CRH a partir de su capacidad de dirigir la activacion dPAjegue constituye

el principal sistema enddcrino que se activa en respuesta a estrés en mamiferos. La integracion
nivel del hipotalamo de estimulos sensoriales y viscerales por vias del tronco cerebral, y
estresores psicogénicos por vias limbicas regula la secrecibn de CRH en el nucleo
paraventricular. En los corticotrofos de la hipéfisis, CRH induce la sintesis de pro-
opiomelanocortina (POMC) y su procesamiento a corticotropina o ACTH que, a su vez,
estimula la secrecion de glucocorticoides desde la corteza de la glandula adrenal. La hormona
arginina vasopresina (AVP), también expresada y secretada por el hipotdlamo ante un estimulo
estresor, actia de forma sinérgica a CRH activando al eje HPA (Holsboer y Ising, 2010). Los
glucocorticoides (GC), principalmente cortisol en primates y corticosterona en roedores, tienen
multiples funciones entre las que se destacan la regulacion de los niveles metabdlicos en
adaptacion al estrés y el mantenimiento del estado de alerta. A su vez, la funcién adaptativa de!
eje HPA depende de la regulacidon negativa que ejercen los GC, responsables de disminuir la
actividad del eje a niveles basales. La funcion de los GC durante la respuesta a estrés e

principalmente mediante el receptor de mineralocorticoides (MR), de mayor afinidad, mientras
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gue en la normalizacion de la homeostasis participa en mayor medida el receptor de
glucocorticoides (GC, de Kloet al, 2005).

Circuitos extrahipotalamicos

CRH no so6lo cumple su funcién como activador de la respuesta enddcrina, sino que es clave
como coordinador de muchos aspectos humorales y comportamentales de la respuesta integrac
frente al estrg (Figura 5). Estudios anatémicos que revelaron que CRH estaba ampliamente
distribuido en el SNC fuera del eje HPA, llevaron a postular que CRH regula otras funciones
ademas de los aspectos enddécrinos de la respuesta a estBserS86 que la administracion
intracerebroventricular de CRH tenia efectos autondémicos -funciones cardiovasculares y
gastrointestinales- y promovia un comportamiento ansiogénico, ademas de promover la
liberacion de ACTH (Brittoret al, 1982 Suttonet al, 1982 Koob y Bloom, 1985Dunn vy

File, 1987). Estos efectos comportamentales asociados a la administracion central de CRH
persisten en animales en los que se elimind la hipofisis, apoyando un rol extrahipotalamico de
CRH (Eavest al, 1985).

Es importante destacar que, a diferencia de los neurotransmisores clasicos, CRH y su familia de
péptidos relacionados, funcionan como neuroreguladores: no cambian el potencial de membrane
per se pero modifican la accidon de un neurotransmisor ya sea aumentando o disminuyendo su

efecto electrofisioldgico, permitiendo un ajuste fino de la respuesta biologica (Gallagher 2008).

CRH modula la respuesta del sistema simpéatico regulando la liberacion de noradrenalina a nivel
dellocus coeruleuy también coordinando el sistema nervioso simpético periféricongdala
adrenal(Brownet al, 1982 Valentinoet al, 1993. Mas aun, la funcion de CRH a nivel central
contribuye a los aspectos comportamentales de la respuesta a estrés. A través de estrategic
farmacoldgicas o el uso de modelos animales transgénicos generalmente se le ha atribuido un rc
ansiogénico a la activaciéon de CRHR1, mientras que la funcion de CRHR2 ha sido menos clara,
siendo asociada muchas veces al cierre de la respuesta a estrés y la recuperacion de |
homeostasis. Sin embargo, el desarrollo de nuevas herramientas neurobiolégicas en los Gltimos
aflos, como la mutagénesis condicional, la manipulacion con vectores virales y la optogenética,
permiti6 conocer cuales son los circuitos regulados por CRH y un estudio de las funciones de
CRHR1 y CRHR2 en regiones especificas del cerebro. Se observé que tanto CRHR1 como
CRHR2 modulan el comportamiento, pero que su efecto depende de la regién del cerebro
analizada y del tipo de neurona involucrada (revisado en Henekahs2016). Por ejempilo,
ratones con delecion especifica de CRHR1 en neuronas glutamatérgicas mostraron un

comportamiendo menos ansioso y una reduccién en la neurotransmision en hipocampo y
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b-c, Representacion esquematica de la distribucion de los mRNAs de Crhrl (b) y Crhr2 (c) en los
distintos tipos de neuronas en una seccion sagital del cerebro en roedores.

d-e, Los efectos de la activacion aguda de CRHR1 (d) o CRHR2 (e) en distintas regiones estan ilustrados
en la seccion sagital del cerebro de roedores. *Efectos de CRHR1 parecen dependientes de la dosis.
TEfectos del receptor parecen especificos de la sinapsis. §Efectos del receptor parecen dependientes
de estrés o adicciones previas.

5-HT, b5-hidroxitriptamina (serotonina); 7, nlcleo facial; 12, ndcleo hipoglosal; Al, células Al
noradrenérgicas; Ab, células A5 noradrenérgicas; ACh, acetilcolina; Amb, ndcleo ambiguo; Arc, nicleo
arcuato; BAR, nucleo de Barrington; BG, ganglios basales; BLA, amigdala basolateral; BNST, nucleo de la
cama de la estria terminal; CeA, amigdala central; Cereb, cerebelo; CingCx, corteza cingulada; CoA,
amigdala cortical; DA, dopamina; DBB, banda diagonal de Broca; DMH, hipotalamo dorsomedial; EW,
nacleo de Edinger-Westphal; FrCx, corteza frontal; Glu, glutamato; GP, globus pallidus; Hip, hipocampo;
IC, colliculus inferior; 10, oliva inferior; LC, locus coeruleus; LDTg, nlcleo tegmental laterodorsal; LS,
septo lateral; LSO, oliva lateral superior; MeA, amigdala medial; MePO, area predptica medial; MGN,
nicleo medial geniculado; MS, septo medial; NA, noradrenalina; NAc, nucleus accumbens; NTS, ndcleo
del tracto solitario; OB, bulbo olfatorio; OccCx, corteza occipital; PAG, sustancia gris periacueductal;
ParCx, corteza parietal; PB, nlcleo parabraquial nucleus; PFA, area perifornical; PG, pons gris; Pir,
corteza piriforme; PM, nlcleo premamilar del hipotalamo; PPTg, nicleo tegmental pedlnculopontino;
PVN, ndcleo paraventricular del hipotalamo; R, nlcleo rojo; RN, ndcleo de raphe; RTN, ndcleo reticular;
SC, colliculus superior; Sl, substantia innominata; SN, substantia nigra; SON, nucleo supradptico; SP5n,
nicleo trigeminoespinal; SPO, nlcleo paraolivar superior; VMH, hipotamalo ventromedial; VTA, area
ventral tegmental.

amigdala basolateral (BLA), mientras que la delecién de CRHR1 en neuronas dopaminérgicas
favorecid6 un comportamiento ansiogénico y disminuyé la liberacién de dopamina desde la
corteza prefrontal (Refojet al, 2011). Por lo tanto, la funcién concertada y antagdnica de
CRHRL1 en distintos circuitos permitiria una respuesta balanceada frente al estresor. Los efectos
diferentes de los receptores pueden atribuirse las funciones caracteristieasdidtintas
regiones cerebrales. Sin embargo, también se hallaron efectos distintos para CRHR1 y CRHR2
dentro de una misma region, sugiriendo la existencia de mecanismos mas complejos de
regulaciéon. En este sentido, es muy poco lo que se conoce sobre la especificidad de vias de

sefializacion que podrian ayudar a comprender los efectos locales de CRH.

Rol de CRH en desdrdenes psiquiatricos asociados a estrés

Se ha observado que la desregulacion del sistema CRH/C&diiriuertemente relacionada

con desoOrdenes psiquiatricos tales como ansiedad y depresion (detkdbeP005 Joels y

Baram, 2009). Estudios clinicos en pacientes psiquiatricos con depresion demostraron que la
mayoria de los individuos analizados presentaba una sobre-estimulacién del eje HPA (Holsboer,
1983 Gold et al, 1984 Holsboeret al, 1984 Holsboeret al, 1986). Ademas, se observd que
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CRH se encontraba elevado en el liquido cefalorraquideo de pacientes deprimidos (Ngmeroff
al., 1984) y que las concentraciones se normalizaban luego de un tratamiento exitoso con
antidepresivos (De Bellist al, 1993 Heuseret al, 1998). En linea con lo anterior, en la
corteza cerebral de victimas de suicidio se registraron menores niveles de CRHRs, lo que se
puede interpretar como la desensibilizacién del sistema frente a la abundancia de CRH
(Nemeroffet al, 1989. Los trabajos en modelos animales también apoyan éer6RH como

regulador clave de desordenes ligados al estres.

Teniendo en cuenta que la depresion y los desordenes ligados a estrés afectan al ~17% de |
poblacion y que las terapias disponibles actualmente presentan limitaciones, hay un interés er
desarrollar nuevos farmacos. En particular, antagonistas de CRHR1 se han evaluado en ensayc
clinicos como alternativas terapéuticas. Los resultados fueron promisorios en algunos ensayos y
mostraron efectos dispares en otros, existiendo consenso en la necesidad de encontra
biomarcadores que permitan identificar a los pacientes que presenten desbalances en el sistenr
CRH/CRHR1 (Holsboer y Ising, 200Blenckenset al, 2016. Considerando la complejidad de

los mecanismos involucrados en la respuesta a estrés, una mayor comprensiéon de las distinta
vias involucradas y sus roles especificos contribuiran a utilizar de manera més eficiente las

terapias hoy disponibles y a desarrollar nuevos tratamientos.

Mecanismos de transduccion de sefiales activados por CRH
La via de sefializacion principal para los CRHRs es el acoplamiento a proteina Gs, que resulta

en un aumento de los niveles intracelulares de cAMP. Sin embargo, se ha observado que los
CRHRs pueden acoplarse de manera promiscua a otras proteinas G, proteinas de andamiaj
como lasp-arrestinas, y varias proteinas de regulacién del tréfico, lo que resulta en una amplia
variedad de posibles vias de sefializacion y gran diversidad en las respuestas celulares que sc
dependientes del contexto celular, algo que es caracteristico @Bd&%s clase B (Wootteet

al., 2017). Dado que los dominios intracelulares y transmembrana de CRHR1 y CRHR2
presentan elevada homologia, en general se ha observado que utilizan mecanismos de
sefializacion similares. En el contexto de esta Tesis, nos focalizaremos en las vias de

sefializacion activadas por CRHRL1.

La union del ligando a CRHR1 promueve el cambio conformacional del receptor, aumentando
la afinidad por la proteina Gs, que se acopla al tercer loop intracelular. La proteina Gs activada
estimula la produccién de cAMP a través de tmACs. En este sentido, se ha observado que,
dependiendo del tejido y del tipo celular, CRHR1 puede, ademas de la via de cAMP-PKA,
activar otras cascadas de sefalizacién (Arzt y Holsboer, 20liGouse y Grammatopoulos,

2006 Bonfiglio et al., 2011a).
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Figura 8 | Activacion de las MAPK
ERK1/2 en respuesta a CRH en el eje
HPA'y en areas especificas del cerebro
CRH y AVP actdan sinérgicamente,
dirigiendo la activacion del eje HPA en
respuesta a un estimulo estresor. La
activacion de CRHR1 en corticotrofos de
la hipofisis anterior conduce a la
activacion de fosfo-ERK1/2, critica para
aumentar la expresion de POMC.
Por otra parte, CRH estd ampliamente
distribuida en el SNC. La administracién
3 intracerebroventricular de CRH induce la
activacion especifica de ERK1/2 en
5 amigdala basolateral (BLA) y las areas
hipocampales CA1-CA3. Estas estructuras
estan involucradas en el procesamiento
de la informaciéon ambiental y en
s procesos cognitivos. En ratones KO
5 condicionales para CRHR1 en cerebro
: anterior no se observa la activacion de
ERK1/2 en respuesta a CRH. Tomado de
Bonfiglio et al., 2011a.

Corticosteroids

Grandes progresos en el conocimiento de los mecanismos de sefializacion de CRH a nivel
molecular se consiguieron gracias al uso de lineas celulares. Se ha reportado que CRHR1 e
capaz de acoplarse a otras proteinas G (Grammatopoulos et al., 2000) y en muchos sistemas ¢
ha observado que también genera aumentos de calcio intracelular (Gutknecht et al., 2009
Bonfiglio et al., 2013) aunque los mecanismos descriptos difieren segun el modelo experimental
(Hauger et al., 2006). Mas aun, se ha descripto que CRHR1 puede activar también una variedac
de vias intracelulares tales como EPACs, PKC, PLC PKB/Akt, y g&d8omo también otras
moléculas como 6xido nitrico sintasa, guanilil ciclasa, prostaglandinas, Rho/RhoA kinasa,
Fas/Fas ligando, Sonic Hedgehog y los factores de transcripcion CREB, Elk-1 y Nur77
(Dautzenberg y Hauger, 200@rammatopoulos y Chrousos, 20@bnfiglio et al., 2011a). En
particular, se ha descripto que CRH puede activar a ERK1/2 y que esta via de sefalizacion
critica para su funcion bioldgica (Figura 8).
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CRHRL1 activado es fosforilado por las proteinas GRKs, habiéndose observado la participacion
de GRK2, GRK3 y GRK6 en distintos estudios (para revision, Haegat, 2006). Este
proceso estimula el reclutamiento de las proteffragestina y la internalizacion del receptor.

La actividad del receptor también puede ser modulada a través de interacciones establecidas
través del dominio PDZ presente en el extremo carboxi-terminal (Behdér 2015). Se ha
observado que la exposicion prolongada a los ligandos puede regular el destino del receptor
(Reyeset al, 2008 Reyeset al, 2014), pero los mecanismos implicados en la regulacion de
CRHR1 una vez internalizado aun no han sido explorados. La sefializacion selectiva
dependiente de ligando ha sido sugerida para ligandos sintéticos (Beyetrahn2007). Sin
embargo, aln no se ha realizado una comparacion sistematica de las vias activadas por lo.

ligandos endégenos de CRHRL.

Senalizacion en corticotrofos

En los corticotrofos de la hip6fisis, CRH estimula la producciéon de ACTH a partir del precursor
POMC (Figura 8). Se ha utilizado a la linea celular derivada de corticotrofos de raton AtT20
como modelo de estudio, ya que expresa de forma endégena CRHR1 @edte2604). Se
demostro que la activacion de CRHR1 sefializa a través de la PKA y de la via de las MAPKs
para activar a los factores de transcripcion Nurr77 y Nurrl, y aumentar la expresion de POMC.
En ese sistema, la PKA dispara una via de sefalizacién independientdcidey otra
dependiente de la activacién de canalesaleiodependientes de voltajede CaMKIIl. Ambos
mecanismos convergen en la activacion secuencial de Rapl y B-Raf que llevan a la activacion
de ERK1/2 (Kovalovskyet al, 2002). Mas recientemente se ha reportado que los EPACs

participan en la sefializacion de CRH en estas células (Van &woé&n2010).

Senalizacion en el SNC

Estudiosin vivodemostraron que en el cerebro, CRH activa ERK1/2 especificamente en &reas
relacionadas con el procesamiento de la informacibn ambiental y con aspectos
comportamentales de la respuesta a estrés, como hipocampo y amigdala basolateral (Figura 8
En otras regiones, como el hipotalamo y nucleo central de la amigdala, involucradas en el
procesamiento de la informacion visceral y la respuesta enddcrina-autonoma al estrés, no se
observo la activacion de ERK1/2 en respuesta a CRH a pesar de formar parte del circuito central
de CRH(Refojoet al, 2005. Por otra parte, un trabajo de nuestro grupo analiefeeto de la
sobreexpresion de CRH en la activacion de ERK1/2 utilizando una linea de ratones transgénicos
que sobreexpresa CRH exclusivamente en estructuras limbicas. Se encontré que los niveles d

fosfo-ERK1/2 en la amigdala de los animales sobreexpresores se encuentran disminuidos en
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condiciones de estrés. Ademas, se observé una reduccién significativa de los niveles de CRHR1
sugiriendo que este estimulo de estrés gatilla una internalizacion rapida del receptor de maner:
tal que los niveles de fosfo-ERK1/2 disminuyen en esas areas (Silbetstédjr2009). Estos
resultados sugieren que la via de sefalizacion de ERK1/2 es especifica de estas estructuras
importante para comprender la accion de CRH en el SNC.

Dado el rol fundamental del hipocampo en la formacion de memoria, aprendizaje y
comportamientgFenoglioet al, 2006, se le ha otorgado un papel fundamental en el desarrollo

de patologias asociadas a estrés. CRH amplificaria el circuito excitatorio en el hipocampo
(Aldenhoff et al, 1983 Refojoet al, 2011). Particularmente, se espera que la desregulacion de
CRH esté asociada a los déficits cognitivos observados en muchos pacientes con depresior
severa (Berton y Nestler, 2006). Sin embargo, los mecanismos involucrados en la sefalizacién

de CRH en neuronas hipocampales no estan claros.

Teniendo en cuenta que las vias de sefializacion de CRH/CRHR1 dependen del contexto celula
(Arzt y Holsboer, 2006), en nuestro laboratorio se emprendié el estudio de los mecanismos
asociados a la accién de CRH en neuronas hipocampales. Como sistema de estudio se utilizé
la linea hipocampal murina HT22, unas células ampliamente utilizadas como modelo neuronal
(Li et al, 1998 Aminovaet al, 2005 Luo y DeFranco, 20Q6Liu et al, 2009 Zhaoet al,

2012). En células HT22 transfectadas de forma estable con CRHR1 (HT22-CRHR1),
observamos que CRH produce una activacion bifasica de ERK1/2 (Figura 9). Considerando la
relevancia de B-Raf en células neuronales y su importancia en la activacion de ERK1/2 mediada
por cAMP, se estudi6 el rol de esta MAPKKK en la sefializaciéon de CRH. A través de un
estudio proteémico se identificaron los interactores de B-Raf en células HT22-CRHR1 en
condicién basal (Bonfigliet al, 2011b) y estimulada con CRH. Se demostré que la activacion
temprana de ERK1/2 depende de B-Raf y de otras proteinas identificadas en los
inmunoprecipitados de B-Raf, como las proteinas 14-3-3, PKA, Rapl y MEK1/2. La segunda
fase de activacion de ERK1/2 depende de la internalizacién del receptor media@a por
arrestina2. A su vez, ambas fases dependen de la accién de calcio y CaMKII (Behfglio

2013, Figura 9). Es interesante observar que varios interactores de B-Raf, cumplen un rol en la
segunda fase de fosfo-ERK1/2, aunque esta etapa tardia no parece depender de B-Raf. Estc
resultados ponen en evidencia la funcion de organizadores de complejos de sefializacion de I

familia Raf, mas alla de su rol de MAPKKK de la via candnica de activacion de ERK1/2.
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Figura 9 | Mecanismos moleculares involucrados en la activacion bifasica de ERK1/2 gatillada por CRH
en células hipocampales

a, Activacion de ERK1/2 en respuesta a CRH en células HT22-CRHR1 con condiciones control y al
preincubar con un antagonista especifico de CRHR1, DMP696. Se muestra la senal de ERK1/2
fosforilado (pERK1/2) y total a distintos tiempos. Se grafica la respuesta como el maximo porcentaje de
pERK1/2 (mediat SEM, n = 3).

b, Modelo propuesto para los mecanismos involucrados. Fase temprana: tras la activacion de CRHR1
por CRH, la proteina Gasacoplada estimula la adenilil ciclasa (AC) con el consecuente aumento de los
niveles de cAMP intracelulares y la activacion de la PKA. Ademas, CRH gatilla el ingreso de calcio
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extracelular y la activacion de la CaMKII. Las proteinas pequenas Rapl y Ras regulan la activacion de B-
Raf. Fase tardia: la union de B-arrestina2 al receptor ocupado con agonista gatilla la internalizacién y el
armado de un complejo de activacion de las MAPKs, resultando en la activacion de ERK1/2 en tiempos
largos. Dinamina (Dyn) y vimentina, identificadas como interactores de B-Raf, participan en la
internalizacion de las vesiculas recubiertas de clatrina que contienen al CRHR1 unido a B-arrestina2. La
CaMKIl activada también esta involucrada en esta segunda etapa, sugiriendo un rol en la internalizacion
de CRHR1. El pERK1/2 generado por ambas vias es principalmente de localizacion citoplasmatica, con
escasa senal detectada en el nlcleo. Modificado a partir de Bonfiglio et al., 2013.
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Objetivos

Nuestroobjetivo general es identificar nuevos mecanismos moleculares involucrados en la

sefializacion celular de CRH mediada por CRHR1 en el sistema nervioso central, donde CRH

cumple un papel crucial en la respuesta frente al estrés y en el desarrollo de condiciones

patologicas asociadas.

Considerando que los mecanismos de sefializacion activados por CRHR1 dependen del context

celular, y que durante la respuesta a estrés CRH tiene un rol clave de CRH en el hipocampo,

decidimos utilizar como modelo neuronal hipocampal a la linea celular HT22-CRHRL1.

Nos propusimos para este trabajo los siguiestipgtivos particulares:

Caracterizar el efecto de CRH en la diferenciacion celular y analizar su relacion con
procesos bioldgicos como la proliferacion y la expresion génica.

Definir las caracteristicas espaciales y temporales de la respuesta de cAMP rio abajo de
CRHR1 activado.

Investigar el rol de las distintas fuentes de cAMP en la activacion de vias de sefializacion
relevantes para la funcion de CRH con énfasis en evaluar la existencia de microdominios
de sefializacion.

Estudiar la participacién de distintas fuentes de cAMP en la sefalizacion de CRHR1 a
través del vinculo entre la generacién de cAMP y la activacion de ERK1/2.

Comparar los mecanismos identificados en la sefalizacion de CRH con los de otros
GPCRs y en diferentes sistemas celulares para comprender la especificidad y la

dependencia de contexto de los mecanismos identificados.



Materiales y metodos
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1 Lineas celulares
En este trabajo se utilizardas siguientes lineas celudss:

HT22: Esta linea celular corresponde a un subclon de la linea HT4, la cual deriva de un cultivo
primario de hipocampo de raton. Fue cedida generosamente por el Dr. Dietmar Spengler
(Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemania). Durante la Tesis de Licenciatura del
Lic. Juan José Bonfiglio por RT-PCR se determiné que esta linea celular no expresa niveles
detectables del CRHR1 (Bonfiglio, 2008).

AtT20: Esta linea celular fue generada a partir de tumores de hipdfisis secretores de ACTH
inducidos en ratones LAF-1 por Dr. Furth y colaboradores por irradiacion en 1957, y luego
establecida como linea celular. Estas células son ampliamente utilizadas como modelo de

corticotrofos ya que expresan CRHR1 y secretan ACTH.

3T3L1: Esta linea celular fue establecida en 1962 por los Dr. Todaro y Green a partir de tejido
embrionario de ratones Swiss y actualmente es un modelo muy utilizado de fibroblastos

murinos. No expresan CRHR1.
A partir de ellas se generaron los siguientes clones estables:

HT22-CRHR1: Durante la Tesis de Licenciatura del Lic. Juan José Bonfiglio se generaron
clones estables derivados de HT22 que expresaran el receptor de CRHR1 de raton fusionado
untag c-Myc en el C-terminal (Bonfiglio, 2008). Dado que no existen anticuerpos comerciales
gue reconozcan de forma fiable al CRHR1, se eligié esta construccion para poder detectarlo
mediante anticuerpos contra el epitope c-Myc. La funcionalidad del receptor fue verificada en el

mismo trabajo.

3T3L1-CRHR1: Se generaron clones estables de la construccién c-Myc-mCRHR1 a partir de

transfection de pcDNA3-c-Myc-mCRHRL1 y la seleccion con genat&00 ug/ml. Después de

14 dias de tratamiento con antibiotico las colonias se aislaron y se subcultivaron. Se verificé la
expresion del receptor por RT-PCR y Western blot y se eligié un clon de expresion intermedia

para trabajar. La funcionalidad de CRHRL1 se describe en este trabajo.

Clones estables de los sensores de FRER2-CRHR1-ICUE3; HT22-CRHR1-Epac-S™¥;
HT22-CRHR1-AKAR4; 3T3L 1-CRHR1-Epac-S™¥

A partir de las construcciones ICUE3, AKAR4 y Epd¢®Slos sensores se subclonaron en el
plasmido pcDNA3.1/Zeo(+). Luego, se transfectaron en las células HT22-CRHR1 o 3T3L1-
CRHR1 y se seleccionaron los clones estables con zeocinagD(Invitrogen). Después de

14 dias de tratamiento con antibiético las colonias se aislaron y se subcultivaron. Se
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seleccionaron los clones con mayor nivel de fluorescencia analizando los distintos clones por

citometria de flujo.

1.1 Mantenimiento de las lineas celulares en cultivo
Laslineas celulares fueron cultivadas en medio esencial minimo de cultivo DMEM baja glucosa

suplemententado con bicarbonato de sodio 2,4 g/l, HEPES 2,2 g/l, suero fetal bovino (SFB)
previamente decomplementado por calor a 65°C durante 30 $ipga HT22 y 3TB1, 10%

para AtT20), penicilina 100U/ml, esptreptomicina 100mg/ml, glutamina 4 mM. El medio de
cultivo de Is clones estables para CRHR1 también contiene el agente selectivo geneticina
200ug/ml para asegurar la presencia del receptor y los clones para ICUE3, "Bpac-S
AKAR4, zeocira 9 pg/ml. Las lineas celulares fueron incubadas a 37°C en una atmosfera
hiameda y 5% de CQOLas lineas se mantuvieron en crecimiento con pasajes cada 72-96hs de
una dilucién 1:10. Para el mantenimiento, asi como para el plaqueo de las células para cade
experimento, las células fueron lavadas con PBS y despegadas en presencia de tripsina 1 min
37°C.

2 Transfecciones transitorias de lineas celula res

2.1 Transfeccién de DNA
Las células HT22-CRHR1, AtT20 y 3T3L1-CRHR1 fueron sembradas al 75% de confluencia.

24 h mas tarde fueron transfectadas utilizando Lipofectamina y PLUS Reagent (Invitrogen)

segun instrucciones del fabricante.

Brevemente, para las células HT22-CRHR1 y 3T3L1-CRHR1 en una placa de 60 mm de
diametro, en un tubo de poliestireno se colocaron 4 pug de plasmido, 4 pl de PLUS Reagent y
250 pul de OptiMEM, y en otro, 15 ul de Lipofectamina, y 250 ul de OptiMEM, por placa. Para
las células AtT20 en una placa de 60 mm de diametro, en un tubo de poliestireno se colocaron £
pg de plasmido, 5 pl de PLUS Reagent y 250 pl de OptiMEM, y en otro, 10 pl de
Lipofectamina, y 250 ul de OptiMEM, por placa.

Transcurridos 15 min, se transfirieron 250 pl del tubo con Lipofectamina al tubo con DNA, se

mezcld vigorosamente y se incubd por 15 min para que se formaran los complejos entre el poli-
cation y el DNA. Luego, se agrego la mezcla a la placa, previamente lavada con PBS para
eliminar trazas de suero y con 2,5 ml de DMEM. Para las distintas placas, se escalé el
procedimiento de forma proporcional. Se incub6 a las células durante 3 h a 37°C y a 5%CO

para la transfeccién y luego se reemplazé el medio por medio completo. 24 h después de la
transfeccion las células se sembraron en placas de 6 pocillos para los ensayos de Western Blo

de 12 pocillos para los ensayos de cambios morfolégicos a la densidad adecuada de 24 pocillo:
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para los ensayos de microscopia. En general, los experimentos se realizaron 48 h ddapués d

transfeccion.

Como control de transfeccidén en general el plasmido de interés se co-transfectd con un vector de
expresion de proteinas fluorescentes. Cuando se llevaron a cabo experimentos de visualizacior

(imaging, solo se analizaron las células co-transfectadas con el reportero fluorescente.

2.2 Transfeccién de siRNA
En este trabajo se utilizaron los siRNAs que se detallan en la Tabla 3. Todos los siRNAs fueron

de 21 nucleétidos y con el dinucledtidb sobresaliendo hacia el 3'.

Blanco SiRNA Proveedor
siRNA GL3 (si-control) CUUACGCUGAGUACUUCGAL t Invitrogen
siRNA sAC AAUGUAUGGGCUUCAUGGAL t Invitrogen
siRNA AC1 SMART pools de 4 siRNAs predisenados Thermo Fisher Scientific
siRNA AC8 SMART pools de 4 siRNAs predisenados Thermo Fisher Scientific

GGUCAAUUCUGCCGGUGAU t
siRNA EPAC1 Invitrogen
CGACACCACAGGUUGGAAAL t

GCUGGUAGACUGGAUGAUAL t
siRNA EPAC2 Invitrogen
GCUAAUCUACCACACAUULL t

Tabla 3 | siRNAs utilizados en este trabajo para silenciar a distintas proteinas blanco. Se detalla la
secuencia en los casos que se utilizaron siRNAs no comerciales.

Para las células HT22-CRHR1 y AtT20 los siRNAs se transfectaron utilizando Lipofectamina
2000 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, para una placa de 60
mm de diametro, en un tubo de polipropileno se coloc6 la masa de siRNA suficiente para
alcanzar la concentracion final de 50 nM final (9 ul de la dilucion 20 uM) y 600 ul de
OptiMEM, y en otro, 9,75 pl de Lipofectamina 2000 y 600 pl de OptiMEM por placa.
Transcurridos 5 min, se transfirieron 600 pl del tubo con Lipofectamina 200 a cada tubo con
siRNA, se mezclé vigorosamente y se incubd por 20 min para que se formaran los complejos

entre el poli-cation y el RNA. Luego, se agreg6 la mezcla a la placa, previamente lavada con
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PBS para eliminar trazas de suero y con 2,5 ml de OptiMEM. Se incubd a las células durante 6 h
a 37°C y a 5%COQpara la transfeccién y luego se reemplazé el medio por medio completo. 72 h

después de la transfeccién se realizaron los experimentos.

La eficiencia de los silenciamientos en general fue verificada por RT-g-PCR utilzamdos
especificos y normalizando a los nivelesHpet (ver mas adelante). Se consideraron aquellos
experimentos donde al menos se redujeron 65% los niveles de mRNA.

3 Cultivos primarios neuronales

3.1 Animal es
Los ratones fueron criados en condiciones estandar de laboratorio (temperatura 22 + 1°C,

humedad 55% * 5%gon comida y aguad libitum Su manejo yisoexperimental fue realizado
bajo las normas y protocolos aprobados de acuerdo con la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio del Gobierno de Bavaria (Alemania) y aprobados por el Comité de

Cuidado y Uso animal del Instituto Max Planck de Psiquiatria (Munich, Alemania).
Los animales utilizados en este trabajo fueron:

* ratoneswild-typeCD1

« ratonesCrhr1®"® Nex-Cre(CRHRI*?®"): son ratone&nock-outcondicionales para
Crhrl, que tienen delecionado Crhrl en las neuronas glutamatérgicas del cerebro
anterior. EllocusCrhrl estéflanqueado por sitios IoxP y la recombin&sa se expresa
en heterocigosis bajo el promotdMex que sblo se expresa en las neuronas
glutamatérgicas del cerebro anterior. Descripto en detalle en Refijp2011.

* ratonesCrhr1' "o R2g-AGLStdToma/CAG:LSLIdTomalp C R R 1PXO-C - A\j9): ratonesknockout
para Crhrl que ademas tienen el sistema reportero de tdTomabcugERosa26 se
modific6 con un promotor de expresion constitutiva y fuerte CAG seguido por un
cassette Stop flanqueado por sitios loxP y el gen tdTomato. De esta manera sélo en las
células donde se exprese la recombinasa Cre, se expresa la proteina fluorescente
(Madisenet al, 2010).

« embriones de la cruza de rator@hr1”®">" Nex-Cre (CRHRI €Y y Crhr1/o®o
R2GACHLSLdTomato/CAG:LSLtdTomato (CRHRICKOC:  Aj9)  cuyos posibles genotipos son
CrhrlloxP/loxP; R26+/CAG::LSLthomat? Nex-Cre y CrhrTxP/onP; R26/CAG:LSLdTomato | o

preparacion de cultivos primarios de neuronas a partir del pool de embriones resulté en
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aproximadamente 50% de neuronas glutamatérgicas que expresan proteina fluorescente

tdTomato y ademas tienen delecion&ibrl.

3.2 Preparacion y mantenimiento de cultivos primarios de hipocampo y corteza
Se prepararon cultivos neuronales hipocampales y corticales a partir de embriones de ratones

CD1 (E17,5-E18,5). Brevemente, las madres se sacrificaron por sobredosis de isoflurano. Los
embriones fueron extraidos rapidamente, se sacaron los cerebros y se aisalaron el hipocampo
parte de la corteza en medio de diseccién (HBSS suplementado con HEPES 1M y glutamina
200 mM, penicilina 100U/ml y esptreptomicina 100mg/ml. Se disgreg6 el tejido con tripsina

0,25% por 15 min a 37°C y luego mecéanicamente con una pipeta pasteur de vidrio con la punta

pulida. Se cosecharon las células por centrifugacion 5 min a 800g.

Las células fueron cultivadas en medio Neurobasal-A supementado con B27 2%, GlutaMAX-I
0,5 mM (Gibco) incubadas a 37°C en una atmésfera humeda y 5% dd &COcélulas se
sembraron sobre cubreobjetos previamente lavados con cloroformo y etanol absoluto y cubiertos
con poli-D-lisina 5Qug/ml (Sigma) y laminina pg/ml (Invitrogen).

3.3 Transfeccién con DNA de cultivos primarios

Las neuronas fueron transfectadas mediante el método de fosfato de calcio (Jiang y Chen, 2006)
Brevemente, para las células sembradas en 4 pocillos de placas de 24 pocillos sobre
cubreobjetos, se colocaron en un tubo eppendorf 37,5 ul de agua, 8 ug de plasmido y 12,5 ul de
CaCl, 1M y se agreg6 lentamente mientras se vortexeaba 50 luffde BBS (BES 50 mM,

NaCl 280 mM y NgHPQ, 1,5 mM). Luego, se completd con 900 ul de medio Neurobasal-A, se
incubd a temperatura ambiente por 15 min y se agrego6 a las células. Una vez transcurridas 2 h
se reemplazé el medio de transfeccion por el medio condicionado que se habia sacado

previamente. En general, los experimentos se realizaron 48 h después de la transfeccion.

4 Deteccion de mRNAs por hibridacion  in situ

4.1 Secciones de cerebro

Los ratones adultos fueron sacrificados por sobredosis de isoflurano. Los cerebros fueron
extraidos cuidadosamente y congelados en hielo seco rapidamente. Los cerebros congelado
fueron cortados con un criéstato en secciones coronales de 20 uM de grosor que se montaron e
portaobjetos SuperFrost Plus (Thermo Scientific). Como control positivo de sAC se utilizaron
secciones de testiculo procesados de la misma forma. Las rodajas se guardaron a -20°C hasta

momento de procesarlas.
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Las muestras fueron pretratadas antes de la hibridaciéon para aumentar la eficiencia y reducir la
tincion no especifica. Las secciones fueron fijadas con paraformaldehido 4%, lavadas con PBS y
luego acetiladas con trietanolamina 0,1 M, &cido acético 0,25% para disminuir la unién de las

sondas en el tejido. Luego, las secciones fueron deshidratadas. Todas las soluciones fuerol
autoclavadas y se les agreg6 dietilpirocarbonato (DEPC) para preservar el RNA de la accién de

nucleasas.

4.2 Hibridacién in situ (ISH)
Se utilizaron tres sondas que se hibridizan al mMRNA de sAC (numero de acceso en GenBank
NM173029.3):

- ISH1: nucleétidos 3553-4482
- ISH2: nucleétidos 4560-5191
- ISH3: nucledétidos 1391-2210

En primer lugar, se realizé una PCR, utilizamqtomers que reconocen los sitios T7 y T3
flanqueando el inserto clonado en el pBlueScript I, que se us6 como molde. Luego, se realizd
una transcripcionn vitro usando los productos de PCR como molde para general las sondas
radiactivas. Se utilizé la mezcla de rNTPs (rATP/rCTP/rGTP¥S¢io-rUTP y las RNA
polimerasas T7 o T3 para generar las sosdasey antisenserespectivamente.

La hibridacion fue realizada durante la noche con una concentracion de sonda dé 7 x 10
c.p.m./ml a 58°C en camara humeda. Al dia siguiente, los portaobjetos fueron lavados a 64°C en
una solucion salina de sodio citrato (15 mM NacCl, 1,5 mM Na-citrato, pH 7,4) y 0,1 M DTT.

Las muestras hibridadas fueron reveladas por autoradiografia.

5 Estimu los y agentes farmacoldgicos
Se describen a continuacion los distintos estimulos utilizados en este trabajo. Salvo que se aclar:
lo contrario, se traté con los distintos compuestos en medio OptiMEM y por los tiempos

indicados en las figuras. Los tratamientos basales se realizaron con el vehiculo de las drogas.

» CRH humano/rata (Bachem Biochemica): Ligando del receptor GPCR CRHR1 (y
CRHR2 con menor afinidad). Se realizaron curvas concentracion-respuesta entre 0,01
nMy 1 uM, y en general se eligié la concentracion de trabajo 10 nM en las células
HT22-CRHR1. Cabe destacar que las secuencias de CRH de ratén, de humano y de rate

son idénticas.
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* UCN1 (Bachem Biochemica): Ligando de los receptores CRHR1 y CRHR2.
Concentracion final utilizada 10 y 100 nM.

* Isoproterenol (Sigma): Reactivo cedido gentilmente por las Dr. A. Bruzzone and |.A.
Luthy. Ligando de los receptores GP@R- y p2-adrenérgicos. Concentracion final
utilizada 10 pM.

« PACAP38 Ppituitary adenylate cyclase-activating peptid@albiochem): Ligando del
receptor GPCR PAC1. Concentracion final utilizada 100 nM.

e 8-CPT€AMP (8(4-clorofeniltio)-adenosina-3',5'-monofosfato; Sigma): analogo de
AMPc permeable a la membrana celular y maés resistente a fosfodiesterasas.
Concentracion final utilizada 50 pM.

* Forskolina (Sigma): diterpenoide permeable obtenid€aleus forskohliique activa a
las adenilato ciclasas transmembrana. Concentracion final utilizada 10 pM.

e Suero: cuando se utilizd6 como estimulo el suero, se preincubaron a las células en

ausencia de suero por al menos 5 h y luego se agregé 5% SFB.

En aquellos experimentos donde se analizaron los niveles de fosfo-proteinas en respuesta
estimulos (ERK1/2, AKT, CREB), las células se hambrearon de suero en medio OptiMEM por

al menos 5 h antes del estimulo. Cuando se evalué la dependencia de la respuesta al bicarbonat
se prepararon medios 0 y 25 mM de bicarbonato con 25 mM HEPES para regular el pH. El pH
de ambos medios fue ajustado a 7,4 con NaOH y HCI, se dejaron equilibrar en la incubadora por
30 min y se ajustaron nuevamente. Las células se hambrearon en medio sin suero sin

bicarbonato o bicarbonato 25 mM por 6 h previo al estimulo con CRH.

5.1 Agentes farmacolégicos
En todos los casos, se preincubd con los distintos agentes farmacolégicos 15-30 min antes de

estimulo y se dejaron durante el tiempo del estimulo. Las concentraciones utilizadas estan
dentro de los rangos recomendados por los fabricantes teniendo en cuenta la afinidad y
toxicidad. La concentracién empleada en muchos casos es la que se utilizé previamente en le
literatura, aunque para algunos compuestos hubo que ponerla a punto para las células HT22
CRHRL1. Como tratamiento control se utilizo el vehiculo de los distintos compuestos.

* IBMX (3-isobutil,1-metilxantina, Sigma): inhibidor no especifico de las fosfodiesterasas
de cAMP y cGMP (IG, = 2-50uM). Concentracion final utilizada 500 mM.

* HB89 (371962, Calbiochem): inhibidor permeable de PKA (Ki = 48 nM). Inhibe otras
kinasas s6lo a concentraciones mas elevadas de la utilizada: CaM kinasa 2 (Ki = 29.7
uM), casein kinasa 1 (Ki = 3848M), kinasa de la cadena liviana de miosina (Ki = 28.3
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uM), proteina kinasa C (Ki = 31M) y ROCK-II (IC5, = 270 nM). Concentracion final
utilizada 10 M.

» KT5720 (K3761; Sigma-Aldrich): inhibidor permeable de PKA (Ki = 60 nM), que no
tiene efecto sobre otras kinasas como PKC o PKG (Ki > 2 uM). Concentracion final
utilizada 700 M.

* RpcAMPS (1337; Tocris Bioscience): inhibidor permeable de PKA, &CL1-16 uM)
altamente especifico. Concentracion final utilizada 75 pM.

e ESIO09 (SML0814; Sigma-Aldrich): inhibidor especifico de EPACL (3,2 uM) y
EPAC2 (IG, = 1,4 uM), que no tiene efecto sobre PKA a concentracion 25 pM.
Concentracion final utilizada 5 pM.

« U0126 (662005; EMD Millipore): inhibidor permeable, especifico de MEK1,#C72
nM) and MEK2 (IG, = 58 nM). No compite con ATP ni con ERK. Tiene efecto
despreciable sobre otras kinasas como Abl, Cdk2, Cdk4, ERK, JNK, MEKK, MKK-3,
MKK -4/SEK, MKK-6, PKC y Raf. Concentracion final utilizada 1@ .u

e PD98059 (513000, Calbiochem): inhibidor permeable, especifico de MEKJ]1HI€
uM) y MEK2 (I1C5, = 50uM). Concentracion final utilizada 10t

» 2’ 5'-dideoxiadenosina (2',5-ddA, 288104, Calbiochem): inhibidor permeable y no
competitivo de las tmACs (Ig= 3 uM). Se une al sitio P de la enzima, siendo mucho
menor su afinidad por la SAC. Concentracion final utilizada 50-100 uM.

» KH7 (3834, Tocris Bioscience): inhibidor especifico de la sAG,(C3 - 10uM in
vivo). Inerte hacia las tmACis vitro y en cultivos celulares hasta concentraciones 300
uM. Concentracion final utilizada 7,5-15 pM.

» 2-hidroxiestradiol (2-HE, 13019; Cayman Chemical): inhibidor especifico de sAg (IC
= 2 uM Iin vitro), que no tiene efecto sobre las tmACs hasta concentraciones 100 puM.
Concentracion final utilizada 20-40 puM.

« DMP696: antagonista especifico de CRHR1, cedido generosamente por el Dr. Hausch
(Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemania). Concentracion final utilizada 5
MM,

» DIDS (D3514; Sigma-Aldrich): bloqueante de los transportadores de aniones, incluidos
los transportadores de bicarbonato. Se ha reportado recientemente que también puede
inhibir drectamente a sA&leinboeltinget al, 2014. Concentracion final utilizada 450
HM.
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» BAPTA-AM (B6769; Thermo Fisher Scientific): quelante permeable a la membrana
celular, altamente selectivo para calcio respecto a magnesio. Concentracion final
utilizada 100 nM.

 EGTA (E3889; Sigma-Aldrich): quelante no permeable, selectivo para calcio respecto a
magnesio. Concentracion final utilizada 500 pM.

» Dyngo-4a (dinamina; ab120689; Abcam): inhibidor especifico de dinamina=ZD0-

400 nMin vitro). Inhibe la encocitosis (lg= 5,5 uM).

6 Western blot

6.1 Preparacion de los extractos celulares

Una vez finalizado el tiempo de incubacion del estimulo, se colocé la placa sobre hielo, se
removio el medio de estimulacién y las células se lavaron con PBS frio. Las células fueron
lisadas en Laemmbuffer 2X (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% m/v SDS, 10% glicerol y 5% v/v
[-mercaptoetanol), sonicadas en un sonicador Bioruptor (Next Gen Diagenode). Los lisados

fueron calentados a 95°C por 5 min antes de sembrarlos en geles de poliacrilamida.

6.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), electrotransferencia
y revelado

Las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida 8-12% desnaturalizhuoftes €ns-
Glicina-SDS (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 0,1% SDS). Para la identificacion de los
tamafios moleculares, se utilizd el marcador de peso molecular Broad Precision Marker
(BioRad). Se realiz6 la corrida electroforética hasta que cayo el frente de corrida. Una vez
finalizada, en general se realiz6 la transferencia a membranas de nitrocelulosada Get5

poro a 100 V durante 1 h &ufferde transferencia (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 20%
metanol). Luego, se tifieron transitoriamente las membranas con rojo Ponceau para corroborar le
correcta transferencia de las proteinas a la membrana y comparar cualitativamente las masa
sembradas en cada calle. Se incubaron las membranas durante 1 hora en agitacion con soluci¢
de bloqueo Blocking Buffer (Li-Cor Biosystems) o TBS-Tween 0,05% (Tris 25 mM pH7,4,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%) con 5% m/v de leche descremada para bloquear el pegado
inespecifico. Teniendo en cuenta que la leche tiene fosfatasas, para la inmunodeteccion de

fosfoproteinas, la solucion de bloqueo fue inactivada calentandola durante 1 h a 60°C.

La incubacion con los anticuerpos primarios se llevé a cabo durante la noche a 4°C en agitacion.

Las diluciones de los anticuerpos fueron preparadas en la misma soluciéon de bloqueo. Las
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membranas fueron lavadas tres veces durante 10 min con TBS-Tween 0,05%. Luego, segun e

tipo de revelado elegido:

- Para revelar por quimioluminiscencia, se incubd con el anticuerpo secundario de la especie
apropiada acoplado a peroxidasa de rabanito (HRP) (Bio-Rad) en una dilucién 1:3000 en
solucién de bloqueo por 1 h a RT en agitacion. Luego de tres lavados de 10 min con TBS-
Tween 0,05% y un cuarto lavado con TBS, la unién de los anticuerpos fue detectada con el kit
de quimioluminiscencia SuperSignal West Dura (Pierce) utilizando un equipo digital G:BOX-
CHEMI-XT4 (Sygene).

- Para revelar por fluorescencia, se incubé con el anticuerpo secundario de la especie apropiad;
acoplado a los fluoroforos IRDye700DX o IRDye800@M-Cor Biosystems) en una dilucion
1:6000-1:10000 en solucion de bloqueo por 1 h a RT en agitaciéon. Luego de tres lavados de 10
min con TBS-Tween 0,05% y un cuarto lavado con TBS, la unién de los anticuerpos fue

detectada con el equipo Odyssey Fc Imaging System (Li-Cor Biosystems).

Las sefales inmunoreactivas fueron analizadas de forma digital utilizando el programa ImageJ
(NIH). Los niveles de fosfoproteinas fueron relativizados a los niveles de proteina total en la

misma membrana.

6.3 Anticuerpos utilizados
Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo fueron:

» anti-sAC (R21, CEP Biotech)

anti—c-Myc (9E10, sc-40, Santa Cruz Biotecnology)
» anti—fosfo-ERK1/2 (E-4, sc-7383, Santa Cruz Biotecnology)
» anti—total-ERK1/2, (9102, Cell Signaling)

» anti-fosfo-CREB (06-519, EMD Millipore)

» antitotatCREB (9104, Cell Signaling)

» anti-fosfo-AKT (4058, Cell Signaling)

* anti-total-AKT (2920, Cell Signaling)

* anti-FLAG (F3165, Sigma-Aldrich)

» anti-HA (MMS-101R, Covance)

» antif-actina 6¢47778, Santa Cruz Biotechnology)
* anti-GAPDH (6C5, ab8245, Abcam)

* anti-ratén acoplado a IRDye700DX (Rockland)

» anti-conejo acoplado a IRDye700DX (Rockland)
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e anti-ratén acoplado a IRDye800CW (Rockland)

» anti-conejo acoplado a IRDye800CW (Rockland)
e anti-ratén acoplado a HRP (170-6516, BioRad)
» anti-conejo acoplado a HRP (170-6515, BioRad)

59

e anti-ratén, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (A21202, Molecular Probes)

» anti-conejo, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (A21206, Molecular Probes)

» anti-conejo, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 555 (A31570, Molecular Probes)

e anti-ratén, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 647 (A21235, Molecular Probes)

» anti-conejo, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 647 (A21245, Molecular Probes)

7 Manejo de plasmidos
En este trabajo se utilizaron los plasmidos detallados en la Tabla 4.

Plasmido

Descripcion

Origen

pBlueScript Il SK (+)

Vector de clonado usado de forma
estandar

Agilent

pcDNA3.1(+)/Zeo

Vector vacio de expresion en células
eucariotas

Invitrogen

pSAC5.02 Vector de expresion de sACfl de rata Addgene (16077)
Vector de expresion de sAC: de rata
SAC+HA con etiqueta HA en el extremo C Generado en este trabajo

terminal

pcDNA3-c-Myc-mCRHR1

Vector de expresion de CRHR1 de

ratbn con etiqueta c-Myc en el

extremo N terminal

Dr. Wolfgang Wurst, Instituto Max

Planck de Psiquiatria, Alemania

pcDNA3-myc-GFP-CRHR1

Vector de expresion de la proteina de
GFP-CRHR1 de
etiqueta c-Myc en el

fusion ratbn con
extremo N

terminal

Dr. Jan
Planck de Psiquiatria, Alemania

Deussing, Instituto Max

mCherry

Vector de expresion de la proteina
fluorescente roja mCherry

Dr. Mario
Investigacion en

Rossi, Instituto de
Biomedicina de

Buenos Aires, Argentina
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D . Dr. Takeharu Nagai, Research
Vector de expresion de la proteina ) ) .
Venus ] Institute for Electronic Science,
fluorescente amarilla Venus . . ) ,
Hokkaido University, Japon
D . Dr. Theodorus Gadella, Citologia
. Vector de expresion de la proteina ) . .
mTurquoise ) Molecular, Institute for Life Sciences,
fluorescente cyan mTurquoise . )
University of Amsterdam, Holanda
Vector de expresion de la proteina Dr. Mitkowski, Instituto Max Planck
Cerulean

fluorescente cyan Cerulean

de Medicina Experimental, Alemania

mTurquoise2-EPAC-
cpl73Venus-Venus

Vector de expresion del biosensor de
cAMP basado en FRET Epac-SH187

Dr. Kees Jalink, Departmento de

Biologia Celular, The Netherlands

(Epac-SH187) Cancer Institute, Holanda
Dr. lJin Zhang, Departmento de
ICUE3 Vector de expresion del biosensor de Farmacologia y Ciencias Moleculares,
cAMP basado en FRET ICUE3 Johns Hopkins University, Estados
Unidos
» ) Dr. lJin Zhang, Departmento de
Vector de expresion del biosensor de 3 o
o Farmacologia y Ciencias Moleculares,
AKAR4 la actividad de PKA basado en FRET ) ) .
Johns Hopkins University, Estados
AKAR4 )
Unidos
» Dr. Robert Campbell, Departmento de
Vector de expresion del sensor o . )
REX-GECO1 . . Quimica, University of Alberta,
genético de calcio REX-GECO1 Canada
n

Dinamina-K44A

Vector de expresion de la mutante
dominante negativa de Dinamina

Dr. Jeffrey L. Benovic, Departmento
de Bioquimica y Biologia Molecular,
Thomas Jefferson University, Estados
Unidos

Dr. Daniel L. Altschuler, Departmento

EPACL Vector de expresion de EPAC1 de Farmacologia y Quimica Biolégica,
humano University of Pittsburgh, Estados
Unidos
Dr. Daniel L. Altschuler, Departmento
N-EPAC Vector de expresion del dominante de Farmacologia y Quimica Biolégica,

negativo de EPACs

University of Pittsburgh, Estados

Unidos

Tabla 4 | Listado de los plasmidos utilizados en este trabajo. Se detallan el nombre con el que se lo

identifica, su descripcion y de donde se obtuvo.
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7.1 Clonados
7.1.1 Sensores de FRET

Se subclonaron los sensores ICUE3 y AKAR4 en el plasmido pcDNA3.1(+)/Zeo. En ambos
casos se digirieron los vectores originales y el vector destino con las enzimas BamHI y EcoRI.
Se purificaron el inserto y el vector destino y se ligaron los fragmentos. Para el subclonado de
EpacS™® en el plasmido pcDNA3.1(+)/Zeo, se digirieron el vector original y el vector destino
con las enzimas Xbal y Hindlll. Se purificaron el inserto y el vector destino y se ligaron los
fragmentos. En ambos casos, una vez seleccionados los clones positivos, se chequearon pc

restriccion las contrucciones.

7.1.2 sAC-HA

A partir del plasmido pSAC5.02 obtenido de Addgene, que codifica para la forma lalya o
lengthde sAC(SAG,) de rata, se subclonaron la forfuél length (SAG,) y la forma corta o

truncada (sAQ a la que se les agrego la etiqueta HA al carboxi-terminal.

Primer Secuencia

sense ATTTGCGGCCGCCACCATGAGT GCCCGAAGG

antisense
SACH

TTGGGCCCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGAAAGGATTGT CCAG

antisense
SACt

TTGGGCCCTTAAGCGTAATCTGGAACAT CGTATGGGTAACACGACACTTTCTCATTGAGG

Tabla 5 | Secuencias de los primers utilizados para amplificar por PCR las secuencias de sACq y sACt a
partir del plasmido pSAC5.02, y generar los sitios de restriccion para poder clonarlas en
pcDNA3.1(+)/Zeo.

Se amplificaron por PCR los 1608 aminoacidos o los primeros 468 aminoacidos en el caso de
SAC, (Tabla 5). La secuencia del epitope HA fue agregada prineer reverse. Logrimers
ademas codificaban para los sitios de las enzimas de restriccion Apal y Notl, que fueron
utilizados para insertar en el sitio de clonado mdultiple del plasmido pcDNAS.1(+)/Zeo,
previamente digerido y desfosforilado con la enzima SAP (Thermo Scientific). La ligacion se
realizo utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific) segun las instrucciones del
fabricante. Una vez realizado el clonado y purificados los clones positivos, se verificd por

restriccién y por secuenciacion la correcta construccion.
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Al transfectar estas construcciones en distintas lineas celulares pudo detectarse por Western blc
utilizando anticuerpos contra HA una proteina de 48 kDa en el caso g¢elBASin embargo,

no se pudo detectar en ninguna de las condiciones ensayadas la expresioptda sAtesar

de que la construccion fue realizada con éxito. A partir de lo reportado por otros grupos y
comunicaciones orales con ellos, se hipotetiza que la fiuliMangthes poco estable y puede

sufrir protedlisis post traduccional o que la sobreexpresiéon de esta forma es mas dificil.

7.1.3 Sondas para hibridacion in situ de sAC

Primers Secuencia Sitio para
restriccion
GCGGGATCCCTGCTGAAATCTCTGACGAATG
sense BamHlI
sonda ISH1
(947 pb)
. CAATGCGGCCGCGGAGTAAAGT CCCAGGAGGAGT
antisense Notl
sense TGCGCTCGAGACGAAGAACCCCGACAGITC Xhol
sonda ISH2
(628 pb) . CGCAAGCTTACAGATGTGAGGTGCCTGTG .
antisense Hindlll
TGCGCTCGAGT GGGATCGTI TGGACACACTG
sense Xhol
sonda ISH3
(819 pb) . GCGAAGCTTGGCATAGAGCGGATGAGCTT .
antisense Hindlll

Tabla 6 | Secuencias de los primers utilizados para amplificar por PCR las secuencias de las sondas
para realizar la ISH de sAC a partir de RNA total de raton y generar los sitios de restriccion para poder
clonarlas en pBlueScriptll SK (+).

Se disefiaron tres sondas para realizar la hibridacién in situ de sAC en rodajas de cerebro de
raton. Una de las secuencias fue la que esta utilizada en el banco de datos Allen Brain Atlas
(www.brain-map.org). Las otras dos secuencias se disefiaron contra otras partes del mRNA

teniendo en cuenta:
- La seleccion de regiones de baja homologia entre el transcripto de sAC y otros genes.
- Que el largo 6ptimo de las sondas es entre 400 y 1200 nucleétidos.

- Que la sonda esté localizada en las 3000 pb mas cercanas a la cola de poli A.
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Se extrajeron testiculos de un raton, se homogeneiz6 con un Ultraturrax, se purifico RNA total y
se generd cDNA. Se amplificaron por PCR las secuencias de las distintas sondapraoeres
detallados en la Tabla 6. Lgsimers ademas codificaban para los sitios de las enzimas de
restriccion que fueron utilizados para insertar en el sitio de clonado mdultiple del plasmido
pBlueScriptll SK(+), previamente digerido y desfosforilado con la enzima SAP (Thermo
Scientific). La ligacion se realizé utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific) segun
las instrucciones del fabricante. Una vez realizado el clonado y purificados los clones positivos,

se chequed por restriccion la correcta construccion.

7.2 Preparacion de bacterias competentes

Se siguidé el protocolo de transformacién descripto por Sambrook (Samdtrabk 2001).
BacteriasEscherichia colicepa DH% fueron utilizadas como fuente de bacterias competentes.
Para alcanzar la competencia, las bacterias fueron sembradas en una placa de LB-agar libres ¢
antibiético suficientemente diluidas como para obtener colonias individuales, e incubadas a
37°C por 16 h. Una colonia fue picada y crecida durante 16 h en 5 ml de medio LB en agitacion
(200 rpm, 37°C). Una vez alcanzada la saturacién, se inocularon 200 ml del LB nuevo que se
incubo en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad oOptica de 0,5 medida a 600 nr
para estimar el crecimiento del cultivo. Luego se centrifugd por 10 min a 3000 rppelet!
bacteriano se resuspendid en 100 ml de £ad0 nM frio. La suspensién de bacterias se
centrifugé nuevamente a 4°C por 10 min a 3000 rpnpeltét fue resuspendido en 5ml de

CaCl, 100 nM e incubado en hielo por 30 min. Posteriormente, 200 ul de la suspensién de
bacterias fueron alicuotadas en tubos eppendorf con el agregado de glicerol hasta alcanzar un

concentracion final del 15%. Finalmente, las bacterias fueron conservadas a —80°C.

7.3 Transformacion bacteriana y aislamiento de p  lasmidos
Se siguid el protocolo de transformacién descripto por Sambrook (Samétradk 2001)

modificado a partir del original de Hanahan (Hanahan, 1983).

50 ul de bacterias competentes DHée eficienca al menos 1.f@olonias/ml, almacenadas a
-80°C fueron descongeladas lentamente en hielo granizado. Una vez descongeladas se agregar
entre 50 ng y 1 pg de plasmido, y se las incubé 30min en hielo. Rapidamente, se les aplicé un
shock térmico de 98 a42°C y nuevamente se las colocé en hielo. Luego, se agregaroh 700 p
de medio LB sin antibiotico durante 45-60 min a 37°C. Finalmente, se tomaron cantidades
variables de bacterias en LB (entre 50-500 pl), dependiendo de la calidad y cantidad inicial del

plasmido y se plaquearon en placas de LB con el antibidtico correspondiente.
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7.4 Preparacion de plasmidos a pequefia e scala (mini-preparaciones )
Se utilizé el método de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly, 1979). Tubos de vidrio conteniendo

3ml de medio LB con el antibiético de seleccion correspondiente fueron inoculados con
bacterias provenientes de colonias individuales portadoras del plasmido de interés o de
gliceroles guardados. Los cultivos fueron crecidos por 16 h a 37°C en agitaciéon a 200 rpm.
Luego, 1,5 ml de cultivo fueron trasvasados a tubos tipo eppendorf y centrifugados a 2000 rpm,
5 min. Elpellet celular fue resuspendido en 300 ul de P1 (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; EDTA 10
mM) conteniendo RNAsa A (50 pg/ml). Luego, 300 ul de P2 (NaOH 0,2 N; SDS 1%) fueron
agregados, mezclados por inversibn y mantenidos por 5 min a temperatura ambiente. Se
agregaron 300 pl de P3 (KAcO 3 M pH 5, 2) fria, se incubd la mezcla en hielo durante 20 min'y
se centrifugé a 10000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 700 pl del sobrenadante
fueron precipitados con un volumen de isopropanol,pekétse lavé con 1 ml de etanol 70%.

El pelletfinalmente se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 200ul de H

7.5 Andlisis de p lasmidos po r enzimas de r estriccion

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron analizados mediante mapeo por enzimas
de restriccion para asegurar la utilizacién de los plasmidos correctos. Para ello varias mini-
preparaciones de DNA plasmidico fueron verificadas simultdneamente. 2-3 ul de DNA
plasmidico proveniente de minipreparaciones fue sometido a digestion por enzimas de
restriccion siguiendo el siguiente protocolo: 2-3 pl de DNA plasmidico, 2 dutfer de
restriccion, 0,5 U de la enzima de restriccion elegidag@ kbsta completar 20 pl de volumen

final. Las mezclas fueron incubadas durante 2 h a 37°C. Luego las bandas obtenidas fueron
resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa de entre 0,&f¥6rarBE (Tris-HCI

25 mM, Acido Bérico 100nM; EDTA 10 mM, pH 8,0) con bromuro de etidio. El porcentaje

final de agarosa de los geles fue determinado segun el tamafio de las bandas esperada
Finalmente, las bandas fueron observadas en un transiluminador UV y documentadas de forme

digital.

7.6 Preparacion de plasmidos a gran e scala (maxi/m ega-preparaciones )

Los plasmidos chequeados fueron sujetos a amplificaciones a gran escala para obtener una mas
suficiente para los experimentos de transfecciones mediante el uso de columnas de afinidac
(QIAGEN). Brevemente, 250 ml de medio LB con el antibiético de seleccion adecuado, fueron
inoculados con bacterias provenientes de colonias individuales portadoras del plasmido de
interés o stock guardados con glicerol a -80°C. Los cultivos fueron crecidos por 16 h

aproximadamente a 37°C en agitacion a 200 rpm y luego cosechados por centrifugacién (6000 g
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por 15min a 4°Q. H pelletcelular fue resuspendido 40 ml de P1 (TridHCl 50 mM pH 7,5;

EDTA 10 mM) con RNAsa A (50 pug/ml). Se lisaron las células por desnaturalizacion alcalina
agregando 10ml de P2 (NaOH 0,2N; SDS 1%) y manteniendo por 5min a temperatura ambiente.
Luego, se neutralizé el lisado con 10 ml de P3 (KAcO 3 M pH 5,2) helada, se laaubkacla

en hielo durante 20 min y se centrifugé a 20000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue
fillrado en un embudo con gasa y volcado en una columna QIAGEN-tip 500 (para
maxipreparaciones) o tip-2500 (para megapreparaciones). La columna fue eluida por gravedad y
lavada dos veces con 30 mllgferde lavado QC. Finalmente, el DNA retenido en la columna

fue eluido con 15ml buffer de elucion QF. EI DNA del eluido fue precipitado con 0,7
volumenes de isopropanol en tubos COREX y centrifugado a 15000 g. EI DNA precipitado fue
lavado dos veces con etanol 70% ypellet fue secado al aire durante 20 min y resuspendido en
H,O. La calidad del DNA plasmidico se verific por geles de agarosa y la concentracion final se
cuantificé por absorbancia con un Nanodrop (Thermo Scientific).

8 RNA, transcripcion reversay PCR

8.1 Purificacion de RNA

Para aislar RNA tanto a partir de lineas celulares como de cultivos primarios o tejido de cerebro
se utilizo el reactivo Tri Reagent (MRC) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
las muestras se lisaron en el reactivo, que combina fenol y tiocianato de guanidina, inhibiendo la
actividad RNAsa. Luego, se agregd cloroformo que permite la separaciéon del homogenato en
fases acuosa y organica. El RNA que quedoé en la fase acuosa y se precipité con isopropanol, s
lavé con etanol 70% y se resuspendio en agua MilliQ. Para resuspender el RNA, las muestras s¢
congelaron a -80°C; una vez congeladas, se descongelaron a 55°C durante 15min y se agitaro
vigorosamente con vortex, colocandolas en hielo. El RNA se cuantificé utilizando un Nanodrop
(Thermo Scientific). Para controlar la integridad del RNA extraido, se corrieron geles de

agarosa 1%m/v.

8.2 Transcripcion reversa
Para la obtencion de DNA copia (cDNA) a partir de RNA, se utilizd la enzima transcriptasa

reversa (M-MLV RT, Promega). Se desnaturaliz6 el RNA incubdndolo 5 min a 65°C y
pasandolo inmediatamente a hielo para evitar la formacion de estructuras secundarias. Luego, s
realizo la transcripcion reversa (RT) incuband@gl de RNA, 500uM de dNTPs (mezcla
equimolar de dATP, dTTP, dGTP y dCTP), 20 U de RNAsin (Promegal, &e oligo-dT, 300

U de la enzima retrotranscriptasa M-MLV Rbyfferapropiado en un volumen final de j20a

37°C durante 1 h. Se inactivd la enzima incubando 5 min a 95°C.



Inda | Materiales y métodos 66

8.3 PCR de punto final
Todas las reacciones de PCR fueron realizadas ghdgsvolumen final. Se utilizaron 142 de

la reaccion de RT que contiene el cDNA que actia como molde de la reaccion de PCR. A cada
tubo de reaccioén se le agregaron:#d,8e bufferde PCR sin MgGJ 1-2ul de MgCl, 25 mM, 1

ul de la diluciébn 10uM de la mezcla derimers forwardy reverse 0,5ul de dNTPs 10 mM
(mezcla equimolar de dATP, dTTP, dGTP y dCTP, Invitrogen);uD,@ enzima Taq DNA
polimerasa (5 Wi, PBL); H,O c.s.p. 25u volumen final. Para las reacciones de clonado se
utilizo la enzima Platinum Taq DNA polimerasa HiFi (Invitrogen).

Los programas utilizados fueron ajustados seguprosers utilizados y el amplicon: 5 mia
95°C, 30-40 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 55-68°C y elongacion 68/72°C (1 min/kpb de
producto). Los productos de PCR se analizaron en general por electroforesis en geles de

agarosa con bromuro de etidio.

8.4 PCR entiempo real o cuantitativa

Todas las reacciones de PCR en tiempo real-{ime PCR qPCR) fueron realizadas enp25

de volumen final de forma similar a las PCR de tiempo final. Como molde se utilizdrda 5

una dilucién 1:20-50 de la reaccién de RT. El seguimiento de la reaccion se llevd a cabo
mediante el agregado de Sybr Green 1:30000 (Roche) a la mezcla de reaccién, que se realiz6 e
el ciclador CFX96 touch real-time (BioRad).

El programa que se utilizé en todos los casos fue el siguiente: 5min a 95°C, 40 ciclos de 15s a
95°C, 15s a 60-68°C y 15s a 72°C, efectuandose la lectura de la fluorescencia al finalizar cade
ciclo. Se realiz6 una curva de disociacion térmica (curvamedting) para evaluar la
especificidad de la reaccion. Ademas, para determinar que sélo existiera un producto de la
reaccion, alicuotas de los productos de gPCR fueron analizadas en geles de agarosa 1.5-29
teflidos con bromuro de etidio, corroborandose también la identidad del producto en funcién del
tamafio esperado. Para cada uno de los productos analizados, se realizé una curva di
temperatura de hibridacién y de concentracion de magnesio para determinar las condiciones
Optimas de reaccion. En cada experimento se realizé una curva de calibracién con diluciones al
medio seriadas a partir de una mezcla de los cDNA de las reacciones de RT, para evaluar e
eficiencia de la reaccion de PCR y estimar la cantidad inicial relativa de molde en cada muestra.
Las cantidades relativas iniciales del producto de interés fueron normalizadas en cada caso a lo:
valores obtenidos para el cDNA Hert por el método de Ct.
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8.5 Primers utilizados
Se utilizaron los pares dprimers detallados en la Tabla 7. Se disefiaron utilizando los

programas Beacon Designer y Primer3, las bases de datos PrimerBank (Harvard University) o

MousePrimerDepot (NIH) o secuencias previamente reportadas en bibliografia.

Primers Secuencia Tamano amplicon

SAC sense CCTGCATCGCTGTCTGGTAT 102 pb
antisense GAACTGTCGGGGTTCTTCGT

Acl sense GTGGCCAGTCGGATGGATAG 119 pb
antisense TTCACGCTGACTTTGCCTCT

AcS sense ACGTCATCATCTTCGCTTCCA 150 pb
antisense AGTACTCTGGGTAGGAGCAGA

Epacil sense TCTTACCAGCTAGIGITCGAGC 223 pb
antisense AATGCCGATATAGTCGCAGATG

Epac2 sense TAAAAGGCCGT TGGAGCGAT 195 pb
antisense GCCAGGACAGCATACCAGTT
sense ATCGGCAGAAGGGGCAAAGTAG

c-fos 172 pb
antisense GCAACGCAGACTTCTCATCTTCAAG

Crhrl sense GGGCCATTGGGAAACTTTA 109 pb
antisense ATCAGCAGGACCAGGATCA

Hprt sense TGGGCTTACCTCACTGCTTTCC 139 pb
antisense CCTGGTTCATCATCGCTAATCACG

. sense TGACGGGGTICACCCACACTGIGCCCATCTA
B-actina 663 pb

antisense CTAGAAGCATTTGCGGT GGACGATGGAGGG

Tabla 7 | Listado de las secuencias de los primers empleados para el estudio transcripcional de
diferentes genes de interés. En todos los casos se muestra el nombre del gen y las secuencias de cada
primer en sentido 5" a 3.

Los pares deprimers fueron analizados utilizando el Primer-BLAST para evaluar su
especificidad. En el caso de Ipsmers utilizados para gPCR, se eligieron secuencias que
hibridaran en exones distintos (Genome Browser, UCSD) y amplificaran productos entre 75-
300 pb.
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9 Ensayos de Actividad Luciferasa

9.1 Preparacion de extractos celulares
Las células AtT20 fueron sembradas en placas de 48 pocillos y transfectadas coRdh&41g

Luc y 0,1 pg RS\B-galactosidasa. Después de 24 h, las células fueron preincubadas con los
inhibidores correspondientes y estimuladas con CRH 100 nM por 6 h. Las células fueron
lavadas con PBS vy lisadas con 1i0de Passive Lysis Buffer (Promega). Las muestras se

guardaron a -80°C.

9.2 Determinacién de la actividad luciferasa
Los lisados se descongelaron a temperatura ambiente, se trasvasaron a tubos eppendorf, y lue¢

de una centrifugacion de 10 min a 12000 gl 212l sobrenadante fueron mezclados corulLl00
del kit Beetle-Juice (PJK). La actividad de luciferasa fue medida en un lector de placas.

9.3 Determinacioén de la actividad pB-galactosidasa
Para normalizar por diferencias en la eficiencia de transfeccion y numero total de células

cosechadas durante la preparacion de los extractos, en todos los casos se co-transfectd ¢
plasmido de interés con un plasmido control con el gen [dledalactosidasa bacteriana bajo el
promotor constitutivo viral RSV. Brevemente, en placas de 96 pocillos (fondo plano) se
colocaron, por pocillo, 10QI de buffer 3-gal (NgHPO/NaH,PO, 100 mM pH 7,4, MgGl 1

mM, p-mercaptoetanol 50 mM, Orto-nitrofenil-galactopiranésido (ONPG) 0,66 mg/ml)uy 20

del lisado celular. Se incub6 a 37°C hasta el desarrollo de color amarillo. Finalmente, se midié

la absorbancia a 415 nm.

10 FRET espectral para la determinacion de cA MP y medicion en
simultaneo de cAMP vy calcio

Las células HT22-CRHR1, AtT20, o 3TB-CRHR1, expresando de forma estable o transitoria
las proteinas fluorescentes o los sensores de FRET (ICUE3, AKAR4 y EfamScalcio
(REX-GECO1) fueron sembradas en pocillos con fondo de vidrio. La adquisicion de las
imagenes se realizd en un microscopio confocal invertido LSM 710 (Zeiss), equipado con una
platina automatica, una camara de incubacion para controlar la temperatura y ®lugO
sistema Definite Focus (Zeiss) para mantener el foco a lo largo del experimento. Se utilizo el
programa ZEN Black 2011 (Zeiss) para el control del microscopio. Se utiliz6 un objetivo de
inmersién de agua 40X con correcciébn por temperatura (C-Apochromat NA 1.2) y se
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adquirieron fotografias de 10241024 pixeles, 16 bits, tiempo de escaneo por pixel 3,15 us 'y
pinholeabierto (600 pum).

La determinacion de los espectros de emision de las proteinas fluorescentes Cerulean,
mTurquoise2, Venus, y REX-GECO1 unido a calcio se realiz6 utilizando los laseres de 405 nm
0 488 nm para excitar a la muestra y el modo de deteccibn Lambda, usando el detector
QUASAR de 32 canales, configurado con una ancho de canal de 9,7 nm.

Para los experimentos de FRET, las células se iluminaron con el laser de diodo de 405 nM (30
mW, 2% de potencia, ganancia 550-650) y un espejo dicroico de 405 nm. La emision fue
captada entre las longitudes de onda 413 y 723 nm, cada 15 s, durante el tiempo de duracion d
cada experimento. Para la medicién en simultaneo de cAMP y calcio, las células expresando de
forma estableEpacS™®#'se transfectaron de fornti@nsitoriacon REXGECOL. Las células se
iluminaron con el laser de argon de 448 nM (25 mW, 2,5% de potencia, ganancia 650) y un
espejo dicroico de 458 nm. La emisién fue captada entre las longitudes de onda 463 y 723 nm,
cada 5 s, durante 10 min. Se verific6 en cada experimento que las imagenes no estuvierar

saturadas.

Para la determinacion de los espectros de emision de referencia y para los experimentos se
utilizé medio DMEM/F12 sin rojo fenol, para reducir la fluorescencia de fondo, y suplementado
con HEPES 20 mM, para controlar mejor el pH durante el experimento. Las adquisiciones se
realizaron a 37°C y 5% COAproximadamente 2,5 min después de iniciar el experimeato, s
agrego el estimulo correspondiente a la concentracion indicada. En algunos casos, las células s
preincubaron 15 min con distintos compuestos y en otros, los inhibidores se agregaron después

del estimulo.

En los experimentos de FRET espectral, se utilizé la funtidear unmixing para la
deconvolucién espectral a partir de los espectros de emision de referencia de los distintos
fluoréforos. La cuantificacién de las imagenes se realizdé con el programa Fiji. Se sustrajo la
sefial de fondo y luego, se midieron a nivel de célula Unica las intensidades del dador y el
aceptor de FRET o de REX-GECOL1 para cada tiempo. El cociente FRET/dador o la intensidad
de REX-GECOL1 fue calculada y normalizada a los niveles basales, previo a la estimulacion, de
cada célula.
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11 Determinacion bioquimica de cAMP

Los ensayos de medicién bioquimica de cAMP fueron realizados en el laboratorio del Dr.
Carlos Davio (Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, Argentina). Las células HT22-
CRHR1 fueron sembradas en placas de 12 6 24 pocillos al 80% de confluencia y hambreadas de
suero con OptiMEM durante 18 h. Las células fueron preincubadas 30 min con los inhibidores
indicados y luego estimuladas con CRH 100 nM en medio OptiMEM. Luego, las células fueron
sometidas a una extraccion realizada con etanol seguida de una centrifugacion por 15 min a
3000 g. Los sobrenadantes se secaron y se resuspendidroffieeiiris-HCI 50 mM, pH 7,4.

La cantidad de cAMP se determind por medio de un ensayo de competenéisjcahlP para

la PKA, tal como se ha descripto previamente (Cogisal, 2011). Los resultados se expresan
como el porcentaje de estimulacion con relacion a la respuesta maxima. La curva estandar se
llevd a cabo usando ocho cantidades de cAMP, desde 0,1 a 90 pmol. Se analizaron las muestra
por duplicado provenientes de al menos tres experimentos independientes.

12 Medicién de calcio por indicadores fluorescentes

Las células fueron plaqueadas en pocillos con fondo de vidrio al 70% de confluencia. Al dia
siguiente, se carg0 a las células por 30-60 min en oscuridad con Fluo-4uAMMMolecular
Probes) y Pluronic F-127 0.14% (Molecular Probes) elufiier Krebs Ringer (20nM HEPES

136 mM NacCl, 4,7 mM KCI, InM NaH,PO,, 1 mM MgSQ, and 1 mM CagCJ pH 7,4). Se lavo

el medio de carga y se colocé la placa en el microscopio de fluorescencia Axio Observer Z1
(Zeiss), equipado con una camara CCD AxioCam HRm3 digital, el controlador de Kldtina
STEP SMC 2009, la camara de incubacion XLmulti S1 (D) y el médulo de temperatura XL S1
(D). La adquisicién se control6é con el programa Zen Blue 2011 (Zeiss) y se tomaron fotografias
con el objetivo de aire 20XP(anApochromat NA 0.8 M27) de 14-bits, excitando en el LED
Colibri.2 470 nm (5% potencia) y el filtro 38HE, adquiriendo con una exposicion de 50 ms cada

5 s durante 10 min.

Cuando se indica, las células fueron preincubadas con distintos compuestos durante el cargad:
del indicador fluorescente. Aproximadamente 30 s después del inicio de la adquisicion, se
estimularon las células con CRH a una concentracion final de 100 nM. Las imégenes fueron
analizadas con el programa Fiji (NIH). Los niveles de calcio se midieron como cambios en la
intensidad de fluorescencia respecto del basal, y se presentanAddmp donde F es la
fluorescencia basal (antes de la estimulaciénfyes el cambio en la fluorescencia alcanzado
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con el estimulo respecto de la condicion basal. Se cuantificaron 30 - 40 células elegidas al azai
en cada campo.

13 Andlisis de la endocitosis de CRHR1 mediante citomet ria de

flujo

Se cuantificé la internalizacion del receptor inducida por el ligando mediante la determinacion
por citometria de flujo de c-Myc-CRHRL1 presente en a nivel de la membrana plasmética en
distintas condiciones. Dado que no se cuenta con anticuerpos robustos para CRHR1, se utilizo le
marcacion indirecta usando anticuerpos que reconocen la etiqueta c-Myc de la construccion y
anticuerpos secundarios fluorescentes. Esta técnica fue previamente optimizada durante la Tesi

de Licenciatura de la Lic. Paula dos Santos Claro (Dos Santos Claro, 2016).

Las células HT22-CRHR1 fueron sembradas en placas de 60 mm de didmetro. 24 h mas tarde
se hambrearon 1 h en OptiMEM previo al pretratamento con agentes farmacolégicos o la
estimulacién. Una vez finalizado el tiempo de estimulacién las células fueron lavadas con PBS
frio y levantadas mecénicamente, favoreciendo el despegado de las células adherentes con PB¢
EDTA 1 mM. Después de dos lavados con PBS, se incubaron 2cgldids por condicion

analizada durante 1 h a 4°C con PBS 10% SFB para reducir el pegado inespecifico de los
anticuerpos. Se cosecharon las células por centrifugacion y en el volumen residual se agregarot
con 0,2 pg de anticuerpo anti c-Myc por 2 h en un bafio de agua-hielo en el mismo medio de
blogueo. Se lavaron las células con PBS 1% SFB, en el volumen residual se agregé 1,4 ug de
anticuerpo secundario anti-raton Alexa 647 (Molecular Probes) y se incub6 en oscuridad por 1 h

enun bafo de agua-hielo. Todas las soluciones utilizadas contienen azida sddica 0,01%.

En forma paralela se prepararon los correspondientes controles de autofluorescencia, de
anticuerpo primario realizando la marcacion en la linea parental HT22 y de anticuerpo
secundario en muestras donde no se incub6 con el anticuerpo primario. Para la adquisicién de
datos se empled un equipo FACsCANTO Il (BD Biosciences). Los datos se analizaron con el
programa FlowJo (Tree Star).

14  Microscopia confocal y analisis de la loc  alizacion subcelular de
GFP-CRHR1

Las células HT22-CRHR1 se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio. En los casos de GFP-
CRHR1 o sAGHA, las células fueron transfectadas de forma transitoria con el plasmido c-
Myc-GFRCRHR1 o sAGHA y 24 h mas tarde se sembraron en cubreobjetos de vidrio. Al dia
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siguiente de plaguearlas sobre los cubreobjetos, se preincubaron las células con los compuestc
indicados y se estimularon por los tiempos correspondientes. Finalizado el tratamiento, las
células se lavaron con PBS frio y se fijaron con paraformaldehido 4% durante 15 min a
temperatura ambiente. Cuando fue necesario, se permeabilizaron las células con 0,01% de

Triton X-100 en PBS por 15 minutos a temperatura ambiente.

Para las inmunomarcaciones, se incubaron los cubreobjetos durante 2 h en camara himeda cc
la dilucién de anticuerpo en medio de bloqueo (1:200 HA, optimizados previamente), seguido
de tres lavados con PBS-Tween 0,05%. Luego se incub6 durante una hora en camara humed
con los anticuerpos secundarios acoplados a Alexa Fluor 488 o 647 en una dilucion 1:500. Se
lavé nuevamente con PBS-Tween 0,05%, y se realiz6 la tincion con DAPI (1:3000). Por altimo
los vidrios se montaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje Mowiol. En todos los
casos se realizaron los controles de autofluorescencia (sin anticuerpo), de secundario (sin

anticuerpo primario) y de primario (con las HT22 parentales sin el epitope c-Myc).

Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal LSM 710 (Zeiss) mediante el
programa ZEN Black 2011. Se utilizaron los objetivos C-Apochromat 40x/1LD doC-

Apochromat 63X/1.15 de inmersidn en agua y correccion por temperatura. Las imagenes fueron
obtenidas a 1024.024, 8 bit, tiempo de escaneo por pixel de 4,6 ys. En cada caso, se
analizaron entre 15 a 20 células seleccionadas de manera azarosa. Las imagenes fuero

analizadas utilizando el programa ZEN Black 2011 y el Fiji.

15 Anadlisis de los cambios morfologicos

Las células se sembraron en placas de 12 o 24 pocillos a una confluencia de 40%. 24h ma:s
tarde, se lavaron con PBS y se trataron con los distintos agentes farmacoldgicos y/o se
estimularon por el tiempo indicado en OptiMEM manteniendo las células a 37°C y 5%.de CO
Se fotografiaron las células en campo claro utilizando un microscopio de fluorescencia Axio
Observer Z1 (Zeiss), equipado con una camara CCD AxioCam HRm3 digital, la camara de
incubacion XLmulti S1 (D) y el médulo de temperatura XL S1 (D). La adquisicidn se controld
con el programa Zen Blue 2011 (Zeiss) y se tomaron fotografias con el objetivo de aie 40X.

tomaron al menos 10 fotografias por cada tratamiento, seleccionando los campos al azar.

La cuantificacién se realiz6 mediantepéligin Simple Neurite Tracer, que se distribuye como
parte del programa Fiji. De cada fotografia, se eligié cuantificar aquellas células que estuvieran

poco superpuestas con otras, para poder medir correctamente las trayectorias. Se determing ¢
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largo de la neurita mas larga y el didmetro de la célula en pixeles y luego se realiz6 el cociente.

Para cada tratamiento, se midieron en total al menos 100 células de 10 campos distintos.

16 Ensayo de migracion por cierre de la herida

Las células HT22-CRHR1 fueron sembradas en una placa de 24 pocillos y se las dej6 crecer ¢
confluencia. Se realiz6 una herida en la monocapa con un tip estéril, se lavé exhaustivamente y
se cambid el medio a DMEM 1% SFB, para disminuir la tasa de proliferacion, y en aquellas
condiciones estimuladas, se agregé CRH. Cabe destacar que como las células no fueror

hambreadas de suero la proliferacion de las células es significativa durante el tratamiento.

Se tomaron fotografias de campo claro de las heridas cada 15 min durante 24 h un microscopic
de fluorescencia Axio Observer Z1 (Zeiss), equipado con una camara CCD AxioCam HRm3
digital, y la cAmara de incubacion XLmulti S1 (D) y el médulo de temperatura XL S1 (D) para
mantener las condiciones de cultivo a 37°C y 5% de .d@ adquisicién se control6 con el

programa Zen Blue 2011 (Zeiss) y se tomaron fotografias con el objetivo de aire 10X.

El cierre de la herida fue cuantificado utilizando un macro disefiado por la Lic. Fabiana Rossi
(Instituto de Investigacion en Biomedicina de Buenos Aires) para el programa Fiji que
determina de forma automética el area ocupada por las células a lo largo del tiempo, que esté

determinada por el nimero de células y su migracion.

17 Ensayo de proliferacion con cristal violeta

Las células HT22-CRHR1 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad del 25%.
24h mas tarde, las células se trataron con los distintos agentes farmacolégicos y/o se estimularol
por el tiempo indicado en DMEM 1% SFB excepto que se indique diferente, manteniendo las
células a 37°C y 5% de GOLuego, se removid el medio de estimulacion y las células se
lavaron con PBS frio y se fijaron agregando metanol por 15 min. Se mantenieron las muestras

en PBS a 4°C hasta el momento de la tincion.

La tincién fue realizada agregando 200 pl de solucién 0,5% de cristal violeta en agua por pocillo
durante 15 min a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con agua, se secaron y el crist:
violeta remanente fue solubilizado agregando 200 ul de metanol por pocillo y agitando. Se
transfirieron 100 ul de cada pocillo a un pocillo de una placa de 96 pocillos fondo plano y se
midié la absorbancia a 595 nm en un lector de placas. Cada condicion se hizo por triplicado en

cada experimento.



Inda | Materiales y métodos 74

18 Ensayo de apoptosis

Las células HT22-CRHR1 fueron sembradas en placas de 6 pocillos y 24 h mas tarde, se
estimularon durante 24 h con CRH 100 nM en OptiMEM. Luego, las células fueron lavadas con
PBS, se tripsinizaron y se cosecharon por centrifugacion. Como control positivo se utilizaron
células HT22-CRHR1 que una vez cosechadas fueron incubadas durante 30 min a 60°C.

La apoptosis se determiné mediante la marcacion de la fosfatidilserina expuesta con anexina V-
PE y la exclusién del colorante vital 7-amino actinomicina (7-AAD) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (BD Biosciences). Brevemente, las células se resuspendieron en 10(
pl debufferde union (HEPES 0,1 M pH 7,4, NaCl 1,4 M, CaZ3 mM) y se incubaron durante

30 min con 5 ul de anexina V-PE y 5 ul de 7-AAD. Luego, se agregaron 400buffeede

union y se analizo la fluorescencia por citometria de flujo (FACSCANTO Il, BD Biosciences).
Ademas, como controles para la compensacion y la determinacién de los cuadrantes se
prepararon células no marcadas, células marcadas solo con anexina V-PE y células marcada
s6lo con 7-AAD. Los datos se analizaron con el programa FlowJo (Tree Star) para determinar la

proporcion de células apoptoticas.

19 Andlisis de la progresion del ciclo celular

Las células HT22-CRHR1 fueron sembradas en placas de 6 pocillos y 24 h mas tarde, se
estimularon durante 24 h con CRH 100 nM en OptiMEM. Luego, las células fueron lavadas con
PBS, se tripsinizaron y se cosecharon por centrifugacion. Se fijaron las células agregando de ¢
gotas etanol 70% frio. Se mantuvieron las muestras a -20°C hasta el marcado.

Para el marcado del contenido de DNA las células se lavaron con PBS y se tifieron incubando
con una solucion de ioduro de propidio (50 pg/ml ioduro de propidio y 50 pg/ml RNAsa A)
durante 30 min a temperatura ambiente. Se analizaron las muestras mediante citometria de flujc
(FACsCANTO II, BD Biosciences). Los datos se analizaron con el programa FlowJo (Tree Star)

para determinar la proporcién de células en los distintos estadios del ciclo celular.

20 Identificacidon de interactores de sAC

20.1 Optimizacion de la inmunoprecipitacion de sAC ~ -HA
Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con 4#C por 48 h y luego fueron

estimuladas con CRH 100 nM en OptiMEM en aquellos casos donde se indica. Una vez
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finalizado el tiempo de estimulaciéon las células fueron lavadas con PBS frio y levantadas
mecénicamente, con PBS-azida sddica 50 mM. Se cosecharon las células por centrifugacion, s

descarto el sobrenadante ypelletse guardd a -80°C hasta que fue utilizado.

Se pusieron a punto las condiciones para que-BACse solubilizara probando diferentes
combinaciones de detergentes y protocolos. Los mejores resultados fueron obtenidos utilizando
un bufferpara la lisis TrisHCI 25 mM pH 7.5, EDTA 2 mM, NaCl 125 mM), al que se le agreg6

el céctel de inhibidores de proteasas (Roche Molecular Biomedicals; 1:25), ortovanadato de
sodio (Sigma; 8 mM) y PMSF (Sigma; 1 mM). Las muestras se disgregaron con una jeringa (3
veces con aguja 21G y 3 veces con aguja 27,5G) en hielo. Luego, se agreg6 el detergente NP4
a una concentracion final 1%. Los extractos fueron lisados durante 1 h a 4°C en rotor giratorio y

centrifugados 4 min a 6200 g a 4°C. El sobrenadante fue utilizadoicputo

Los lisados celulares fueron incubados en agitacion cquh @&® proteina A acoplada a sefarosa

al 20% durante 1 h a 4°C (clarificaciorpee-clea). Luego, se descart6 la resina, y se separo
una alicuota comput Los extractos fueron incubados en agitacién cqug He anticuerpo
especifico contra HA durante toda la noche a 4°C en agitacion. Posteriormente fueron agregados
30wl de proteina A acoplada a sefarosa al 20% vy, tras una incubacion en agitacion de 2 h a 4°C,
los inmunoprecipitados fueron lavados una vez con PBS frio. Los inmunoprecipitados se
resuspendieron ebuffer 2X Laemmli, las muestras fueron calentadas por 30ani@°C, se

agrego el agente reductdTT y se calentaron por 10 min adicionales a 85°C. ihpst, los

outputy los inmunoprecipitados fueron analizados por ensayos de Western blot.

20.2 Ensayos de Inmunoprecipitacion de sAC  -HA para identificacion protedémica
Para maximizar la identificacion de proteinas que interaccionan copH®Qitilizamos tres

placas de 10 cm de didmetro por condicion. Las inmuniprecipitaciones se realizaron en un
volumen final de 1400 pl y se agregaron 1ug de anticuerpo anti-HA y 40 ul de de proteina A
acoplada a sefarosa al 20%. Los inmunoprecipitados fueron corridos en un gel de poliacrilamida
con SDS 12%. Luego de la electroforesis, las proteinas se tifieron con Coomassie Brilliant Blue
siguiendo instrucciones del fabricante (BioRad) y escaneadas con el densitometro GS-800

usando el programa PDQuest (BioRad).

20.3 Andlisis proteémico por LC-ESI- MS/MS
El andlisis se realiz6 en el laboratorio del Dr. Chris W. Turck (Instituto Max Planck de

Psiquiatria, Munich, Alemania). Las distintas calles de gel se cortaron en 24 porciones iguales y
se sometieron a la digestion con tripsina, siguiendo el protocolo que detallamos previamente

(Bonfiglio et al, 2011b). Resumidamente, cada fragmento de gel se destifid tres veces con
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acetonitrilo (ACN)/NHHCO, 25 mM, pH 8,5. Luego se secaron a temperatura ambiente, se
rehidrataron con NHHCO, 25 mM y se las sometieron a un ambiente fuertemente reductor
(DTT 10 mM durante 30 min a 56°C en oscuridad). Luego, habiendo quitado el sobrenadante,
se agreg6 iodoacetamida (agente carboximetilante) 55 mM preparadaté@8®|{25 mM. La
reaccion de carboxiamidometilacion procedié durante 30 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Para la digestién enzimatica se agregaron 200 ng de tripsina,(E0QYE0 mM a

pH 8,5) a cada porcién de gel. La reaccion enzimatica se llevo a cabo a 37°C durante la noche.
Para detener la reaccidén enzimatica, se agrego6 acido acético 1% v/v. Después de la digestion, lo
péptidos se extrajeron por incubacion con soluciéon acuosa de acido formico al 2%/ACN a
temperatura ambiente durante 20 min y luego se sonicaron durante 5 min. El procedimiento de
extraccion se repiti6 dos veces. Los sobrenadantes se juntaron y finalmente se evaporaror
(Savant Speedvac Plus SC210A; Thermo Scientific).

Los péptidos liofilizados fueron resuspendidos enull@e acido formico al 0,1% (en solucién
acuosa). Luego se colocarorpben una nanocolumna de silica empaquetada RP-C18 (0,075
mm X 20 cm). La columna se lavé con 0,1% de acido formico durante 10 min y se eluy6 con un
gradiente de 95% acetonitrilo/0,1% acido férmico a partir de 2% a 10% en 2 min, de 10 a 45%
en 45 min, con un caudal de 200 nl/min utilizando el sistema nano LC-2D (Ekdijenjema

fue acoplado en linea a un espectrometro de masa LTQ-Orbitrap equipado con una fuente de
nano spray (Thermo Fisher Scientific). El espectrometro de masas fue operado en el modo de
ion positivo, voltaje de pulverizacion de iones de 2kV, permitiendo el cambio automatico,
dependiente de los datos de adquisicion, entre MS y MS/MS. Todas las adquisiciones fueron
registradas en el analizador de masas del Orbitrap, con un intervalo de masas de m/z 380-1,60C
con una resolucion de 60.000 (a un relacion m/z de 400). El andlisis MS/MS de los tres iones

peptidicos mas intensos para cada adquisicion se grabé en el analizador de masas LTQ.

20.4 Asignacion por busquedas en bases de datos

La identificacién de las proteinas se consiguié mediante la blisqueda y comparacién contra la
base de datos SwissProt 15,3 (uniprot29.05.09), definidid® musculuscomo especie
taxonomica, tripsina como enzima mediante la cual se digirieron las proteinas, y permitiendo
que un Unico sitio de escision se hubiera omitido. La oxidacion de metionina y la
carboxiamidometilacion de cisteina se establecieron como modificaciones dinamicas y estéticas,
respectivamente. Las exactitudes de masa de los precursores y de los fragmentos idnicos s
fijaron en 20 ppm y 0,7Da, respectivamente. Para la identificacion de péptidos, se buscaron

espectros MS/MS con el apoyo de Mascot 2.2. Los resultados con significancia mayor al 95%
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fueron aceptados. La identificacion de proteinas fueron considerados confiables cuando, al
menos, 2 péptidos estaban presentes. Las tasas de falsos positivos de identificacion se evaluarc
en todos los datos utilizando una base de datos de proteinas aleatorio creado con el apoyo de L

script decoy.pl (www.matrixscience.com).

21 Tratamiento estadistico de los datos

Los datos se presentan como la media + desvio estandar de la media (SEM por sus siglas el
inglés) de al menos tres experimentos independientes, a menos que se indique de otro modo. E
programa GraphPad Prism fue usado para el analisis estadistico de los datos. tRteebas
Student fueron utilizadas para comparar dos grupos experimentales. Para comparaciones
multiples, se efectu6é un andlisis de la varianza (ANOVA) de uno o dos factores. Se realizaron
pruebagpost hocde Tukey o Bonferroni para determinar los grupos que presentaban diferencias
significativas entre si. En todos los casos se considerd un valor p < 0,05 como estadisticamente

significativo.
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La activacion de CRHR1 induce la diferenciacion de | as células HT22 -
CRHR1

En el trabajo de mi Tesis de Licenciatura demostramos que la activacion de CRHR1 por CRH es
capaz de inducir cambios morfologicos en la linea celular neuronal hipocampal HT22,
caracterizados por el crecimiento de neuritas (Inda, 2012). Se observé que el efecto
neuritogénico de CRH ocurre en el rango de concentraciones 1-100 nM (Figura 1@staque
mediado por un aumento en los niveles de cAMP intracelular (Inda, 2012) y que el agregado de
analogos permeables de cAMP como 8-CPT-cAMP también promueven el crecimiento de
neuritas (Figura 10b).

neurita/soma

0
CRH(nM) - 00101 1 10 100  8-CPTcAMP (M) - 50

neurita/soma

Basal CRH UCN1

Figura 10 | Efecto neuritogénico de la activacion de CRHR1

El crecimiento de neuritas en células HT22-CRHR1 fue analizado después de 20 h de estimulo como el
cociente entre la neurita mas larga y el diametro del soma en cada célula. Datos: media £ SEM (n = 3).
**% p<0,001 respecto del basal por ANOVA de un factor de medidas repetidas y prueba post hoc de
Tukey.

a-b, Las células fueron estimuladas con distintas concentraciones de CRH o con el analogo permeable
de cAMP, 8-CPT-cAMP en OptiMEM.

¢, Las células fueron estimuladas con CRH o UCN1 100 nM. Se muestra una fotografia representativa de

cada tratamiento. Barra: 50 ym.

Dado que CRH no es el Unico ligando enddégeno de CRHR1, para determinar si el efecto

neuritogénico dependia de un ligando particular de CRHR1, comparamos el cambio
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morfologico disparado por CRH y UCN1, que también se une con alta afinidad al receptor. Los
cambios morfologos en las células HT22-CRHR1 en respuesta a CRH y a UCNL1 fueron
similares (Figura 10c). Al estimular las células tanto con CRH como con UCN1, la fosforilacion
del CREB en 8r133 también fue comparable en términos de la dependencia de la concentracién
de ligando, como en cuanto a la cinética de activacion, observando en ambos casos la respuest

méaxima luego de 30-40 min del agregado del estimulo (Figura 11).

a CRH UCN 1
Concentracion (nM) B 0,01 0,1 1 10 100 B 001 01 1 10 100

pCREB _ . G S — L e e e

CREB | v ssas s S s ssae M R A R

b CRH UCN1
Tiempo(min) B 5 10 20 40 B 5 10 20 40
pCREB — .. - e - @
CREB | W S s s T —— —

Figura 11 | Activacion de CREB en respuesta a CRH y UCN1

Las células HT22-CRHR1 fueron estimuladas con CRH o UCN1 en OptiMEM por 40 min con las
concentraciones indicadas (a) o por los tiempos indicados con 100 nM de ligando (b). Los niveles de
CREB fosforilado (pCREB) y total fueron determinados por Western Blot.

CRH estimula la diferenciacion de la linea celular HT22 -CRHR1

El rol del cAMP en la regulacion de la proliferacién y la diferenciacion celular ha sido el objeto
de gran cantidad de estudios, siendo paraddjica la capacidad del cAMP de aumentar la
proliferacion de algunos tipos celudarmientras que promueve la diferenciacion celular de
otros. Dado que la diferenciacion neuronal es el resultado de multiples y complejos mecanismos
celulares, entre los que se incluyen los cambios morfologicos y el arresto de la proliferacién, nos
preguntamos si CRH también ejercia una regulacion en la proliferacion de las células HT22-
CRHRL1. Utilizamos dos estrategias para evaluar cambios en el numero de células. En primer
lugar, realizamos un ensayo de cierre de herid@und healing Se realiz6 una laceracién en

una monocapa de células HT22-CRHR1, para crear una superficie libre de células y luego se
tomaron fotografias de campo claro con un microscopio para cuantificar a lo largo del tiempo el
area cubierta por células. En este ensayo, el cierre de la herida es producto tanto de la motilidac

celular como de la proliferacion. Elegimos realizar el experimento a tiempos largos (24 h) y en
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presencia de 1% suero fetal bovino (SFB) para que la proliferacion celular fuera el componente
mas importante. Se observé que el area cubierta por células en presencia de CRH (10 y 100 nM
fue significativamente menor que en condiciones basales (Figura 12). Ademas, los cambios

morfolégicos inducidos por CRH fueron evidentes en las células del borde de la herida.
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Figura 12 | Ensayo de cierre de herida

Una monocapa de células HT22-CRHR1 fue lacerada con un tip para generar un area libre de células.
Luego, las células fueron estimuladas con CRH 10 o 100 nM en DMEM 1% SFB, y se obtuvieron
fotografias en campo claro durante 24 h.

a, Se muestran fotografias representativas a distintos tiempos. Barra: 100 um.

b, Cuantificacion del area ocupada por células en funcion del tiempo en cada tratamiento, respecto del
tiempo O. Datos: media £+ SEM, n = 8.

Como segunda aproximacion, se utilizd un ensayo colorimétrico. El cristal violeta es un
colorante que puede unirse a las proteinasDN&, y por lo tanto, brinda informacién sobre la
cantidad de células adheridas a la placa. Se observé un menor nimero de células en los pocillo
gue fueron incubados por 48 h con distintas concentraciones de CRH (Figura 13). Mas aun, un
efecto similar fue observado cuando se incub6 a las células con 8-CPT-cAMP. En linea con lo
observado previamente, CRH y UCNL1 redujeron de manera similar la proliferacion de las
células a lo largo del tiempo (Figura 14a).
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- Figura 13 | Ensayo de tincion con cristal violeta
§ " Las células HT22-CRHR1 fueron estimuladas con
E 0.8 distintas concentraciones de CRH o con el analogo
= 0.6+ permeable de cAMP, 8-CPT-cAMP en DMEM 1%
a SFB por 48 h. Las células fueron fijadas y tenidas
§ 0,41 con cristal violeta. El colorante fue disuelto en
0.24 metanol y se midié la absorbancia a 595 nm.
Datos: media * SEM, n=3. *, p<0,05 **%*,
0,0*= p<0,001 respecto del basal para cada condicion
CRH(M) - 1 10 100 - por ANOVA de un factor, seguido por la prueba

8-CPT-cAMP (uM) - B B - 50 post hoc de Tukey.

Luego, comparamos el efecto de CRH en células cultivadas en ausencia o en presencia de suer:
Mientras que fue claro el rol del suero como un agente proliferativo, CRH indujo el arresto de la
proliferacion en ambas condiciones (Figura 14b). Estos resultados indican que la activacién de
CRHR1 no solo tiene un efecto neuritogénico sino que también induce el arresto de la
proliferacion en las células HT22-CRHR1. Ademas, estos procesos no parecen depender de le
naturaleza del ligando, siendo similares los efectos observados para CRH y paraSECN1.
concluye de esta manera que tanto CRH como UCN1 estimulan cascadas de transduccién d¢

sefiales que promueven la diferenciacion celular de la linea celular hipocampal HT22.

CRH no interfiere con la viabilidad celular sino que induce un arresto del ciclo
celular

El efecto dependiente de CRHR1 en el numero de células puede ser producto de la promocior
activa de la apoptosis o del arresto del ciclo celular. Para distinguir entre estos dos escenarios
primero examinamos si CRH aumentaba la apoptosis deteminando por citometria de flujo la
union de anexina V-PE y la tincion con 7-amino actinomicina (7-AAD). La apoptosis es un
proceso caracterizado por ciertos cambios morfoldgicos, incluyendo la pérdida de la asimetria
de la membrana plasmética, la condensacion del citoplasma y el nacleo, y la fragmentacién del
DNA. Anexina V es una proteina que se une a fosfatidilserina con alta afinidad y que se utiliza
como un marcador de apoptosis temprana, ya que la translocacion de fosfatidilserina de la
hemimembrana interna a la externa de la membrana plasmatica es uno de los primeros evento
en las células apoptéticas. 7-AAD es un colorante vital que es excluido de las células con
membranas intactas, mientras que permea aquellas células muertas o en estadios tardios de
apoptosis. Se observd que el tratamiento con CRH no modificé de forma signifiglativa

porcentaje de células viables, marcadas con anexina V o con la doble marca anexina V/7-AAD,
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sugiriendo que es similar la proporcién de células apoptoéticas en condiciones basales o
estimuladas (Figura 15a-b).

Por otra parte, se estudio si la activacion de CRHR1 regula la progresion del ciclo celular. Se
utilizé el colorante ioduro de propidio, que tiene afinidad pobNKA, para determinael
contenido d®DNA encada célula mediante la deteccion de fluorescencia por citometria de flujo

y estudiar las subpoblaciones en los diferentes estadios del ciclo celular. En aquellas células
HT22-CRHR1 estimuladas con CRH se observé una mayor proporcién de células en el estadio
Gy/G, (Figura 15c-d) indicando que CRH inhibe la progresién del ciclo celular. En conjunto,
estos resultados indican que la activacion de CRHR1 no sélo tiene un efecto neuritogénico en
las células HT22-CRHR1, si no que ademas inhibe la proliferacion celular mediante un arresto
de las células en ..
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Figura 14 | Efecto de CRH, UCN1 y presencia de suero en el ensayo de tincién con cristal violeta

Las células HT22-CRHR1 fueron estimuladas por los tiempos indicados. Las células fueron fijadas y
tenidas con cristal violeta. El colorante fue disuelto y se midi6 la absorbancia a 595 nm. Datos: media *
SEM, n = 3. *, p<0,05 ***, p<0,001 respecto del basal para cada condicion por ANOVA de un factor,
seguido por la prueba post hoc de Tukey.

a, Se estimulé con CRH o UCN1 100 nM por los tiempos indicados.

b, Se estimulé con CRH 100 nM en DMEM libre de suero o en presencia de 5% SFB por los tiempos
indicados.
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Figura 15 | Estudio de la apoptosis y la progresion del ciclo celular

Las células HT22-CRHR1 fueron incubadas en condiciones basales (a, c) o estimuladas con CRH 100
nM (b, d) por 24 hs en OptiMEM.

a-b, Las células se marcaron con anexina V 'y 7-AAD y la fluorescencia se midié por citometria de flujo
para estudiar la apoptosis. Se muestra un diagrama de puntos representativo de tres experimentos
independientes. Se indica el porcentaje de células en cada cuadrante.

c-d, Las células se tineron con ioduro de propidio y se determiné el contenido de DNA de cada célulay la

progresion del ciclo celular. Se muestra un histograma representativo de tres experimentos
independientes. En las cotas se indican el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular (Go/Gz1, S,

Gzo/M).

El suero antagoniza la diferenciacion dependiente de CRH en células HT22-
CRHR1

Luego, nos preguntamos si existia cierta relacion entre el efecto de CRH y el de un estimulo
proliferativo, como el suero. El suero es una mezcla compleja, en el que estan presentes factore

de crecimiento que no sefalizan por la via de cAMP (Stork y Schmitt, 2002). Observamos que
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Figura 16 | Efecto neuritogénico y vias activadas por CRH y suero

a, El efecto neuritogénico de CRH 100 nM en células HT22-CRHR1 fue analizado en ausencia de suero,
0 en presencia de SFB 1% o 5%. Datos: media + SEM (n = 3). Se muestra una fotografia representativa
de cada tratamiento. Barra: 50 um. Por ANOVA de dos factores de medidas repetidas y prueba post hoc
de Sidak, se encontraron diferencias significativas para el tratamiento con CRH (p=0,0005) y de suero
(p=0,0024) *, p<0,05 *** p<0,001 respecto del basal, 3, p<0,01 entre los tratamientos indicados.

b, Las células HT22-CRHR1 fueron estimuladas con CRH 100 nM, SFB 5% o con la combinacion de
ambos tratamientos por los tiempos indicados. Se determianron por Western blot los niveles de ERK1/2
fosforilado (pERK1/2) y total, AKT fosforilado (pAKT) y total, CREB fosforilado (pCREB) y B-actina.

la capacidad de CRH de inducir el crecimiento de neuritas en las células HT22-CRHR1
disminuy6 cuando la estimulacion se realizo en presencia de cantidades crecientes de suero fete
bovino (Figura 16a). Se ha observado que, en esta linea celular, una pequefia proporcion de I
poblacion desarrolla neuritas en condiciones no estimulada®t al, 2009 Inda, 2012)Es

interesante notar que la presencia de suero también modifico la morfologia basal de las células
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(comparar tratamientos basales l#e Figura 1) Considerando que CRHR1 induce a
diferenciacion de las células HT22-CRHRL1 y que el cCAMP es critico en este proceso, quisimos
explorar algunos componentes moleculares clave rio abajo. AnalizamosegtenWblot la
activacion de ERK1/2, AKT y CREB en respuesta a CRH, 5% suero y ambos estimulos en
combinacion (Figura 16b). CRH indujo una marcada fosforilacion de ERK1/2 a tiempos cortos
(5 min) y una menor respuesta 30 min y 3 h después de agregado el estimulo, de manere
consistente con el perfil temporal observado previamente en esta linea celular (Bendijlio

2013). Cuando el suero fue utilizado como estimulo, ERK1/2 también fue activeiopos

cortos. Llamativamente, las respuestas de ERK1/2 fueron aditivas cuando se estilaslaron
células en simultdneo con CRH y suero, sugiriendo que cada estimulo activaria ERK1/2 a través
de mecanismos diferentes. CRH estimulé la fosforilacion de AKT a tiempos largos (30 min, 3h)
mientras que el suero no tuvo un efecto detectable en esta via de sefalizacion a los tiempo:
analizados. Por ultimo, CREB fue fosforilado en respuesta tanto a CRH como al suero luego de
5 y 30 min. Los niveles de fosfo-CREB fueron mayores al estimular con CRH y suero en
simultdneo, nuevamente sugiriendo la existencia de mecanismos diferentes en cada caso. Asi, €
posible especular con la activacion de CREB dependiente e independiente de cAMP en

respuesta a CRH y suero, respectivamente, en células HT22-CRHRL1.

Los mecanismos de sefalizacién involucrados en la diferenciacibn son complejos y, aunque
muchos componentes pueden ser comunes entre diferentes tipos celulares, diferencias notable
también han sido identificadas. La linea celular PC12 es quizads el modelo celular mejor
caracterizado respecto de las cascadas de sefalizacion involucradas en el destino celular. E
células PC12, la activacion sostenida de ERK1/2 es necesaria para la diferenciacion celular
(Vaudry et al, 2002) y la proporciéon entre las formas activadas de ERK1/2 y AKT es critica
para la decision “todo o nada” entre proliferacion y diferenciacion (€herh, 2012). Sin
embargo, los resultados indican que en las células HT22-CRHR1, la activacion sostenida de
ERK1/2 no es suficiente para estimular cambios morfologios, en linea con lo observado
previamente que el efecto neuritogénico de CRH no depende de fosfo-ERK1/2, mientras que la
neuritogénesis en respuesta a PDFG si depende de la via de ERK1/2 (Inda, 2012). Mas aln
mientras que la estimulacion de la via PI3K/AKT inhibe la diferenciaciéon de las células (Bang
et al, 200% Chenet al, 2012), esta via promueve el crecimiento de neuritas en un contexto
hipocampal (Shet al, 2003 Schwamborn y Puschel, 2QQ¥aworskiet al, 2005).
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CRH genera una respuesta de CcAMP sostenida en célula s
hipocampales

Establecimiento de un método para medir la respuesta de cCAMP en tiempo real y
a nivel de célula Unica

Teniendo en cuenta que el GPCR CRHRL1 sefializa principalmente acoplado a la proteina Gs er
la mayoria de los sistemas estudiados, la regulacién del segundo mensajero cAMP es critica
para la funcion de CRH. De esta forma, nos propusimos establecer un método para poder

monitorear los niveles intracelulares de cAMP en nuestro modelo celular HT22-CRHR1.

Biosensores basados en FRET para monitorear la respuesta de cAMP

Entre los sensores de cAMP disponibles, decidimos probar dos desarrollados por grupos
diferentes, pero basados la misma estrategia. Basicamente, estan compuestos por un dominio ¢
union a cAMP de las proteinas EPAC, que se encuentra flanqueado por las proteinas
fluorescentes que funcionan como dador y aceptor de FRET. Cuando se une el CAMP al sensor
ocurre un cambio conformacional del dominio de EPAC, que modifica la eficiencia del FRET.

Son sensores unimoleculares, que presentan una eficiencia de FRET, una relacion sefial/ruido

cinéticas mejores que los sensores desarrollados previamente.

El laboratorio del Dr. Kees Jalink, en el Netherlands Cancer Institute, ha desarrollado sensores
que se basan en Epacl truncado hacia el N-terminal (E{¥4%1en el que se introdujeron las
mutaciones T781A y F782A, para que sea cataliticameattiva, y Q270E para aumentar la
afinidad por cAMP 2,5 veces (Ef4uM). Ademas, como dador se utiliz6 mTurquoise2 que es
mas brillante y resistente al fotoblanqueo, y como aceptor un casete de dos Venus circularmente
permutados en 173 (cpl73Venus)tandem. Este sensor de Ultima generacién se denomina
Epac-$'¥(Klarenbeeket al, 2015).

Por otra parte, el laboratorio de la Dr. Jin Zhang, en John’s Hopkins University, ha desarrollado
la serie ICUE, siendo ICUES el biosensor de Ultima generacion. Consiste en et*Bpacl
flanqueado por el dador ECFP y el aceptor de Venus circularmente permutado en 194
(cpl94Venus). Ademas, este laboratorio tiene la serie AKAJRIfase activity report@rpara
monitorear la actividad kinasa de PKA, rio abajo de cAMIRN y Zhang, 2006Depryet al,

2011) Consiste en urswitch molecular compuesto por un dominio de unién a fosfo-
aminoacidog-HAL1 ligado a una secuencia consenso sustrato para la PKA, flanqueado por el
dador y aceptor de FRET, Cerulean y cpl172Venus, respectivamente.
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Optimizacion del método para estudiar la senalizacion de cAMP/PKA por sensores de
FRET

Para realizar las mediciones de FRET de células vivas en tiempo real se optimizé el método
teniendo en cuenta el equipamiento disponible en el laboratorio. Dads queroscopio de
epifluorescencia no dispone de una configuracién adecuada de filtros para la medicién de
proteinas fluorescentes CFP e YFP, se eligio utilizar el miscroscopio confocal, usando el
pinholeabierto, en el modo de adquisicién espectiatecciorLambda Broussardet al, 2013,
optimizando los distintos parametros de la adquisicibn que permitan una medicién lo
suficientemente rapida, una calidad de imagen que no afecte la medicion e intensidades de
laseres que no fotoblanqueen la muestra de forma significativa en experimentos de hasta 1 h de
duracion. Por otra parte, se establecié como hacer de forma artesanal placas con fondo de vidrio
y se eligi6 DMEM sin rojo fenol 20 mM HEPES como medio de estimulacion para disminuir la

variacion del pH durante el experimento.

Se transfectaron individualmente los vectores que codifican para sensores de FRET ICUES3,
AKAR4 o Epac-8'¥, o las proteinas fluorescentes que funcionan como dador y aceptor en cada

par (Venus, Cerulean, Turquoise) en células HT22-CRHR1. Se obtuvieron los espectros de
fluorescencia de cada una de las proteinas por separado. Luego, se determind el espectro de I
sensores de FRET en condiciones basales y al estimular con forskolina. Una vez adquiridos, se
realizé una deconvolucién espectral con los espectros previamente establecidos para obtener lo
datos del dador y el aceptor de FRET a lo largo del experimento. Para el procesamiento de
datos, se eligi6 utilizar el programa Fiji, determinando la intensidad media del dador y el aceptor

de FRET en cada célula individual, estableciendo ROIs de forma manual en imagenes en las que

se corrigié previamente el fondo (ver Materiales y métodos).

Utilizando forskolina como estimulo se logré detectar el cambio esperado en el fenémeno de
FRET (una disminucion en los sensores de cAMP, ICUE3 y Eff&¢Bun aumento en el de

PKA, AKARA4). La relativizacion entre la sefial del dador y el aceptor, y la normalizacién de los
datos a los niveles basales permiten independizarse de diferencias producto de diferente
eficiencia de transfeccién en cada célula. Sin embargo, por cuestiones practicas (evitar
transfectar regularmente las mismas construcciones y poder utilizar a todas las células para e
andlisis) y también para lograr una medicion mas reproducible evitando posibles artificios
producto de distinto nivel de expresion de los sensores (asegurarse que se trabaja en el rang
dindmico, que no hay saturacion) se decidié establecer clones estables de las distintas

construcciones. Las construcciones obtenidas estan clonadas en vectores de expresién co
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resistencia a antibiético Geneticina (G418). Dado que los clones HT22-CRHR1 ya son
resistentes a este antibidtico, se procedidé al subclonado de las construcciones en el vectol
pcDNA3.1(+)/Zeo. Una vez obtenidos, se generaron lineas estables que sobreesjpresan
receptor CRHR1 y cada uno de los sensores de FRET resistentes a G418 y Zeocina: HT22-
CRHR1-ICUE3, HT22-CRHR1-AKAR4, HT22-CRHR1-Epat!s Por el andlisis de

fluorescencia con citometria de flujo se eligieron clones en base a una homogeneidad e
intensidad de la sefal.

Respuesta de cAMP a CRH en HT22- CRHR1

Se utilizaron los clones estables HT22-CRHR1-ICUE3 y HT22-CRHR1-Epéc{sara
analizar la respuesta de cAMP inducida por CRH a nivel de célula Unica, sin el agregado de
inhibidores de fosfodiesterasas (PDESs), en tiempo real. Ante el agregado de CRH, se produjo un
aumento rapido en los niveles de cAMP que permanecieron elevados durante el experimento, ye
sea utilizando ICUE3 o Epact® como sensores (Figura 17a). En ambos casos, el agregado de
medio sin estimulo no modificé la fluorescencia, verificando que los cambios en la
fluorescencia se deben al efecto de CRH (no mostrado). Teniendo en cuenta el mayor brillo y
fotoestabilidad de Epac®$’ respecto de ICUE3, se siguié utilizando este sensor en los
experimentos subsiguientes.

a CRH
o 100 S
2
85 Figura 17 | Respuesta de cAMP medida con el
T
g % sensor Epac-SH187 dependiente de CRH
L2501
§ % Células HT22-CRHR1-Epac-SH187 fueron
Q) ~
% Fé ! estimuladas a tiempo O con CRH 10 nM. Datos:
£ = media + SEM, n=16 células.
30
0 20 40 a, Respuesta de FRET (mTurquoise/FRET) del

b 201 sensor Epac-SH187 relativo al maximo de la
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Llamativamente, los niveles de cAMP en respuesta a CRH permanecieron elevados por al
menos 40min (Figura 13a). La adicion de CRH en el medio produjo una disminucion de la
emisbn del aceptor (cpl73Venus) y el correspondiente aumento en la emision del dador
(mTurquoise2, Figura 17b), confirmando que los cambios observados fueron causados por la
reduccion de FRET, que indica un aumento en los niveles citosélicaAM®. No se
detectaron diferencias apreciables en las dinamicas subcelulares de la respuesta de FRET con
método de medicion utilizado. Como control, se observé que el agregado de foskolina después
de 2,5 min de CRH, produjo una disminucion aun mayor de FRET, verificando que los sensores
no estan saturados (Figura 18).

31 CRH  Forskolina ) _
Figura 18 | Respuesta de cAMP medida con el

sensor Epac-SH187 dependiente de CRH

Respuesta de FRET medida en células HT22-
CRHR1-Epac-SH187 relativo a niveles basales.

respuesta de cAMP
(Turquoise/FRET)

Las células fueron estimuladas a tiempo O con
CRH 10 nM y 2 min después se agregd
forskolina 10pM. Datos: media + SEM, n=11
células.

2 0 2 4 6
Tiempo (min)

El hecho de que la respuesta de CAMP a CRH fuera sostenida en el tiempo, manteniéndose el
niveles elevados aun en tiempos a los que el receptor CRHR1 esta internalizado (30 min,
Bonfiglio et al, 2013)nos resultd interesante teniendo en cuenta que clasicamente se considera
gue la produccion de cAMP esta gobernada por la activacion de las tmACs por las Gs, eventos
que ocurren a nivel de la membrana plasmatica en intervalos cortos luego del agregado del
estimulo. Sin embargo, recientemente estas respuestas sostenidas de cAMP han sido reportadi
para otros GPCRs.

CRH y UCN1 activan la via de cAMP/PKA de forma similar

Nos preguntamos si la respuesta de cAMP generada por la activacion de CRHRL1 era distinta si
se estimulaba al receptor con CRH o UCN1. Observamos que la respuesta para ambos ligando
era similar (Figura 19a). Con el objetivo de monitorear la actividad de PKA directamente, se
utilizé el sensor basado en FRET, AKAR4, del que se generaron clones estables en las células
HT22-CRHR1, como se describio previamente. También a nivel de PKA, las respuesta de CRH
y UCNL1 fueron indistinguibles (Figura 19b), lo que es consistente con efectos similares de
ambos ligandos observados para el cambio morfolégico y la proliferacién. Habiendo observado
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gue el suero antagoniza el efecto neuritogénico de CRH, quisimos determinar si existia algin
efecto del suero a nivel de la produccion de cAMP. Observamos que la respuesta de cAMP
dependiente de CRH no era afectada por la presencia de suero (Fguta @9e sugiere que

el didlogo cruzado entre las distintas cascadas de sefializacion ocurre rio abajo del cAMP o a
través de otros mecanismos de la cascada de transduccion de sefales. Ademas, verificamos qt

el suero no sefializa a través de la produccién de cAMP o la activacion de PKA (Figura 19a-b).
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Figura 19 | Activacion de la via cAMP/PKA en respuesta a CRH, UCN1 y suero (SFB)

Los niveles de cAMP (a,c) y la actividad de PKA (b) fueron determinados en células HT22-CRHR1-Epac-
SH187 o HT22-CRHR1-AKAR4 respectivamente.

a-b, Las células fueron estimuladas con CRH o UCN1 100nM o SFB 5% en DMEM sin suero.
c, Las células fueron estimuladas con CRH en DMEM sin suero o con 5% SFB.

Las barras representan el cambio maximo de FRET observado respecto del basal (t = 1 min). Datos:
media + SEM, 20-25 células de tres experimentos independientes. *, p < 0,05 ***, p < 0,001 respecto
del basal en cada condicion por ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey.

La activacion de CRHR1 genera una respuesta sostenida de cAMP en cultivos
primarios neuronales

Nos propusimos estudiar la respuesta de cAMP dependiente de CRH utilizando cultivos
primarios de neuronas. La distribucion de la localizacion de los receptores CRHR1 y CRHR2 en
el SNC ha sido estudiada principalmente a nivel de mRNAs ya que no se dispone de anticuerpos
especificos para la deteccién de los receptores (Reff@jlp 2011). En particular, la presencia

de CRHRL1 en el hipocampo ha sido ampliamente reportada, siendo su funcién esencial en los
aspectos comportamentales de la respuesta &s €R&fojo et al, 2011). Sin embargo, son
escasos los estudios de la activacion de CRHR1 en cultivos primarios hipocampales o en rodajas

de cerebro, quizas debido a los bajos niveles de expresion del receptor y las dificultades para
sobreexpresarlo con éxito.
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% GRH Figura 20 | Respuesta de cAMP dependiente de CRH
é gwo_ en cultivos primarios neuronales

%E a, Expresion de Crhrl medido por RT-g-PCR en
§.é neuronas hipocampales y corticales. Los niveles de
%E W_f/v\ Crhrl a nivel de RNA fueron establecidos en cultivos
£ 9o — WT primarios jovenes (DIV 5) y maduros (DIV 12) y en las
&2 — KO CRHR1

z 2 mismas estructuras del cerebro adulto de raton. Los
Tiempo (min) niveles de CRHR1 fueron normalizados a los de Hprt.
Datos: media + SEM, n=3.

b-d, Respuesta de cAMP medidas en neuronas transfectadas con el sensor Epac-SH187. Cultivos
primarios neuronales hipocampales (b, d) o corticales (c) fueron estimuladas con CRH 100 nM. d, Los
cultivos primarios se prepararon a partir de la cruza de ratones KO condicionales para CRHR1 y ratones
reporteros tdTomato. La respuesta de cAMP fue medida en la poblacion mixta de neuronas WT y KO
(también expresan tdTomato) en el mismo campo. Las curvas son representativas de tres experimentos
independientes. Datos: media + SEM, n=20-25 células.

En colaboracién con el Dr. Jan Deussing, en el Instituto Max Planck de Psiquiatria, (Munich,
Alemania) preparamos cultivos primarios neuronales a partir de hipocampo y corteza
embrionales de raton y se analiz6 la presencia de CRHR1 por la técnica de RT-PCR en tiempo
real (RT-g-PCR). Se detectd la expresion de CRHR1 en los cultivos primarios a distintos

tiempos de diam vitro (DIV, Figura 20), en linea con los antecedentes previos (Behadr
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2015). Ademéas, CRHR1 fue hallado también en las mismas estructuras en el cerebro adulto de

raton.

Con el objetivo de medir la respuesta de cCAMP generada por CRH, los cultivos primarios fueron
transfectados de forma transitoria con la construccion Ef&c-Banto en neuronas corticales
como en hipocampales, la adicibn de CRH generd una disminucién en los niveles de FRET,
evidenciando un aumento en los niveles de cAMP (Figura 20b-c). Notoriamente, la respuesta de
cAMP fue sostenida por al menos 10 min después del agregado del estimulo, recapitulando la
respuesta observada en las células HT22-CRHR1-Ep&#c-S

Quisimos confirmar que la respuesta de FRET medida correspondiera especificamente a la
activacion de CRHRL1. Con este objetivo, se cruzaron ratones KO condicionales para CRHR1,
en los ge CRHRL1 esta delecionado especificamente en neuronas glutamatérgicas del cerebro
anterior Crhr1®">® Nex-Cre -CRHRI*?¢"- Refojo et al, 2011), con ratones reporteros
tdTomato Crhr1®ox®  RpgAG: LSLdToma/CAG:LSLIdTomato R R EKO-CH. - Ajg- - Madisen et all,

2010). Luego, preparamos cultivos primarios hipocampales utilizando los embriones de la cruza,
juntando en una misma preparacion las neuronas derivadas de emiibm&s®™ "
R2@/CAGLSLdToma Nax_Crey Crhr]@lox? Rpgicac:LsidTomae e astg forma, aproximadamente

50% de las neuronas glutamatérgicas no expresaban CRHR1 y simultaneamente estabai
marcadas con el reportero tdTomato. Esto permiti6 medir la respuesta de cAMP ante el
agregado de CRH en neuronadld-type y KO para CRHR1 en el mismo campo del
microscopio. Mientras que una respuesta de cAMP rapida y sostenida fue observada en las
neuronaswild-type no se detecté una respuesta apreciable en aquellas marcadas con tdTomato
ante el estimulo con CRH (Figura 20d). Estos resultados indican que el fenébmeno de FRET
corresponde a una medicion especifica de los niveles de cAMP y ademas, que la accién de CRF
es mediada exclusivamente por CRHR1. Cabe destacar que esto es consistente con la falta d
deteccion de CRHR2 en los cultivos primarios en reportes previos (Behady 2015).
Ademas, la observacién de que el patron de la respuesta de cAMP en cultivos primarios es
similar a la detectada en las células HT22-CRHR1-Ep&é-#poya el uso de esta linea celular

para el estudio de la sefializacién de CRHR1.

Multiples fuentes de cCAMP estan involucradas enlare  spuesta a CRH

SAC se identificé en un estudio protedémico de las proteinas asociadas a B- Raf
En el contexto de la Tesis Doctoral del Dr. Juan José Bonfiglio en nuestro laboratorio, se

emprendio un andlisis protedmico del interactoma de la MAPKKK B-Raf en colaboracion con
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los investigadores del Instituto Max Planck de Psiquiatria (Munich, Alemadaiapra.
Giuseppina Maccarrone gl Dr. Chris Turck (Bonfiglioet al, 2011k Bonfiglio, 2013). Se
focalizo en la proteina B-Raf ya que cumple un rol critico en la activacion de las via de las
MAPK en el SNC y porque funciona como una proteina de andamiageadfold para la

organizacion de complejos de sefializacion (Bonfiglial, 2011b).
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Figura 21 | Identificacion de la adenilil ciclasa soluble (sAC)

a, Esquema de la estrategia llevada a cabo para identificar proteinas interactoras de B-Raf en células
HT22-CRHR1

b, Espectro de ESI-MS/MS de la secuencia del péptido asignado a sAC. Se muestran los fragmentos
ionicos b e y de la secuencia QLEALFMK (residuos 622-629).

A partir de extractos de células HT22-CRHR1 en condiciones basales o estimuladas con CRH
por 4 0 9 min, se realizaron inmunoprecipitaciones de B-Raf, se resolvieron los extractos en un
SDSPAGE vy las proteinas co-inmunoprecipitadas fueron identificadas por espectrometria de
masa (digestion proteolitica en gel, BES+MS/MS, Figura 21a). Un grupo de las proteinas

identificadas en este estudio ya ha sido estudiado en relacion con su rol en la sefializacion de



Inda | Resultados 95

CRH (Bonfiglio et al, 2013). Nos parecio interesante un péptido que se asignd a la sAC
(GI=227497594, NM_173029, Figura 21b). EI mismo péptido fue identificado en las dos

condiciones de estimulacion con CRH y no en el basal, en multiples experimentos.

Expresiéon de sAC en el cerebro y distintas lineas celulares
Estudios previos han reportado que sAC es una proteina de expresion ubicua pero poco
abundantea excepcia deentesticulo(Tresguerrest al, 2011 Chenet al, 2013. Ademas, la

falta de anticuerpos comerciales robustos ha sido un obstaculo para el estudio de esta proteina.

Con el objetivo de investigar la expresion de sAC realizamos RT-PCR e identificamos que el
MRNA de sAC estaba presente en el cerebro adulto de ratén y en distintas lineas celulares
murinas, HT22-CRHR1, AtT20 y 3T3L1-CRHR1Figura 22). Utilizando el anticuerpo
monoclonal especifico para sAC (R21), se detecté una banda de 48 kDa por Western blot en
extractos crudos de HT22-CRHR1. Més aun, al transfectar un siRNA especifico contra sAC
murina, esa banda se redujo de forma proporcional a la concentracion de siRNA transfectado,
sugiriendo que se trata de una banda especFigaré 22). En funcion de estos resultados,
confirmamos que sAC se expresa en las células HT22-CRHR1 e hipotetizamos que puede esta

implicada en la sefializacion de CRH.
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Figura 22 | Deteccion de sAC en cerebro y distintas lineas celulares murinas

a, La expresion de sAC fue detectada a nivel de mRNA por RT-PCR a partir de RNA de cerebro de raton
total y en distintas lineas celulares murinas utilizadas a lo largo de este trabajo.

b, Por Western blot se detectd la expresion a nivel de proteina de sAC, utilizando el anticuerpo
monoclonal (R21), en extractos de células HT22-CRHR1 control y células transfectadas con distintas
concentraciones de un siRNA especifico contra sAC. Se utiliz6 ERK1/2 como control de carga.

A continuacion quisimos estudiar como era la expresion de sAC en el cerebro de raton en

colaboracion con el Dr. Jan Deussing. Con este objetivo seguimos dos estrategi
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experimentales: la deteccion por hibridadidsituen rodajas de cerebrt8H del inglésin-situ
hybridizatior) y por RT-g-PCR a partir de extractos de RNA.

NM_173029.3
a 5209 bp
ISH 3 Fw ISH 3 Rv ISH 1 Fw ISH1Rv ISH 2 Fw ISH 2 Rv
10001 20001 30001 40001 50001
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b Sonda 1 especifica para mRNA de sAC Figura 23 | Estudio de la expresion
de sAC en cerebro de ratén
Cerebro Testiculo
a, Esquema de las sondas
sonda sonda control utilizadas para detectar la
antisense sense positivo expresion de sAC por ISH.

b, Autoradiografias representativas
obtenidas para la sonda 1 en los
experimentos de ISH en secciones
coronales de cerebro adulto vy
testiculo de raton.

¢, Expresion de sAC medido por RT-
g-PCR en neuronas hipocampales y
corticales. Los niveles de sSAC a
nivel de RNA fueron establecidos
en cultivos primarios jévenes (DIV
5) y maduros (DIV 12) y en las
mismas estructuras del cerebro
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Para realizar la ISH, se disefiaron tres sondas para detectar de manera especifica el mMRNA d
sAC murina (Figura 28. Se generaron por PCR a partir de RNA de testiculo y los amplicones
se clonaron en el plasmido pBluescript Il SK (+). Luego, a partir de los plasmidos se generaron
las sondasensey antisenseadiactivas de RNA marcadas céi$ por transcripcionin vitro. Se
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hibridizaron en rodajas de cerebro de ratén y se reveld por autoradiografia. Como control
positivo se utilizaron rodajas de testiculo. Aunque la sefial de las tres sondas para sAC fue muy
intensa en testiculo, no se hallé una distribucion caracteristica en cerebro. La sonda 1 fue la que
mostré mejor sefial en cerebro respecto de la ssesgcontrol negativo), pero la marca
encontré distribuida de forma homogénea, no identificando por esta técnica regiones de mayor y
menor expresion de sAC (Figura 23b).

De manera alternativa, se extrajo RNA de cultivos primarios neuronales de hipocampo y corteza
o de esas mismas regiones en el cerebro adulto de raton. Luego, se realizaron RT-g-PCR usand
primersespecificos contreACy Hprt (como control). Detectamos que el mMRNA de sAC estaba

presente tanto en los cultivos primarios embrionales como en el cerebro adulto en hipocampo y

corteza, aunque en niveles bajos de expresion (Figura 23c).

Estrategias experimentales para diferenciar el rol de tmACs y sAC
Discernir los roles diferenciales de las distintas fuentes de cAMP, tmACs y SAC, no es una tarea

trivial. Las tmAC presentan dos dominios de 6 pasos transmembrana, pero recientemente se h:
demostrado que pueden sefalizar no solo desde la membrana plasmatica sino también despu
de la internalizacion. Aunque la sAC no presenta segmentos transmembrana, la proteina se hall:
principalmente en la fraccion particulada de los lisados celulares, como ha sido reportado
previamente Hlesset al, 2005) y también observado por nosotros en la linea HT22 (ver mas
adelante).

Por eso, existe un esfuerzo por disefiar inhibidores pequefos que presenten especificidad par
poder diferenciar cada actividad enzimatica (Bitterraual, 2013) En este trabajo hemos
utilizado al inhibidor 2’,5'-dideoxiadenosina (2',5'-ddA) y los inhibidores de sAC, 2-
hidroxiestradiol (2-HE) y KH7. Otro criterio importante para diferenciar la accion de tmACs y
SAC es como es su activacion. Ambos tipos de enzimas difieren estructuralmente, siendo sAC
insensible a los conocidos moduladores de tmACs, proteinas G y forskolina. Por otro lado, la
SAC es activada directamente por calcio y por bicarbonato. Por ultimo, la expresion de sAC

endogena puede ser especificamente disminuida a través del uso de siRNAs.

La sAC esta involucrada en la respuesta de cAMP rio abajo de CRHR1 en cé lulas
HT22-CRHR1

Habiendo identificando que sAC esta presente en las células HT22-CRHR1, quisimos estudiar si
esta ciclasa participaba en la generacion de cAMP en respuesta a CRH. Con este objetivo,
medimos los niveles intracelulares de cAMP con el sensor EpHorSutilizamos inhibidores
especificos para las tmACs y sAe,5-ddA y 2-HE, respectivamente. No se utilizd el
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inhibidor KH7 ya que esta molécula tiene fluorescencia intrinseca al irradiarla con 405 nM, con
un espectro de emision que solapa con la sefial de dador de FRET, mTurquoise/Gégulean (
24).

a b campo claro 405nm

control

v ) Turquoise

v W venus

KH7

Figura 24 | El inhibidor de sAC KH7 presenta fluorescencia intrinseca que solapa con la del sensor Epac-
SH187

a, Diagrama del espectro de emision medido para KH7, mTurquoise (dador de FRET) y Venus (aceptor de
FRET) al irradiar con 405 nm.

b, Fotografias en campo claro y de fluorescencia de células HT22-CRHR1 incubadas con DMSO (control)
0 KH7.

Cuando el inhibidor de tmACs 2',5’-ddA fue agregado durante la cinética de cAMP, 2,5 min
después del estimulo con CRH, los niveles de cAMP fueron inhibidos (p < 0,001, respecto del
control a t = 5 min) pero no fueron bloqueados completaméiigeire 2%). De manera
interesante, cuando se agregd6 el inhibidor de sAC 2-HE, la respuesta de cAMP también fue
inhibida de forma significativa (p < 0,001, respecto del control a t = 5Figaya 2%2). La
contribucion de sAC a la respuesta de cAMP al estimular las células con CRH también fue
evidenciada cuando se redujeron los niveles de sAC endogena a través del silenciamiento
especifico con un siRNAF{gura 2%H).

Como control, se determinaron los niveles de cAMP por un método bioquimico, mediante la
competencia corffiJcAMP por PKA. Cuando se preincubaron las células HT22-CRHR1 con
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Figura 25 | La generacion de cAMP en respuesta a CRH depende de tmACs y sAC

a-c, Respuesta de FRET medida en células HT22-CRHR1-Epac-SH187 relativo al maximo de la respuesta.
Las células fueron estimuladas con CRH 10 nM (a, b) o isoproterenol 10 uM (c) a tiempo O. a, c, El
vehiculo o los inhibidores especificos de tmACs (2’,5-ddA 100 uM) o sAC (2-HE 20 uM) fueron
agregados 1,5 min después del estimulo. Las curvas son representativas de 3 experimentos
independientes. Datos: media + SEM, 20-25 células.

b, Las células fueron transfectadas con siRNA contra GL3 (control) o sAC 50 nM 72 h antes del
experimento. En el recuadro se muestra la eficiencia del silenciamiento de sAC analizado por RT-g-PCR
normalizado a HPRT (media + SEM, n = 3). *** p < 0,001, por prueba t de Student.

d, Células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con vehiculo (control) o los inhibidores especificos de
tmACs (2',5’-ddA 50 pM) o sAC (KH7 7,5 uM), y luego estimuladas con CRH 100 nM. Los niveles de
cAMP fueron determinados mediante un ensayo de competencia con [3H]JcAMP por la PKA, y expresados
como el porcentaje de respuesta relativo a la maxima obtenida. Datos: media + SEM, n = 3. *, p < 0,05
por ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey.

2',5’-ddA o con KH7, otro inhibidor de sAC, los niveles de cAMP en respuesta a CRH también

disminuyeron significativamente respecto del control en presencia de ambos inhilktares (
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25d). Estos resultados indican que la sAC es una fuente de cCAMP alternativa a las tmACs en las
células HT22-CRHR1 en respuesta a CRH.

Luego, nos preguntamos si el rol de sAC era especifico para la acciébn de CRH. Con ese
objetivo, estudiamos la respuesta de cAMP mediado por isoproterenol, un ligando de los
receptore$-adrenérgicos, que también se acoplan a proteina Gs. Al estimular con isoproterenol
a las célulagiT22-CRHR1-Epac-8*, observamos un aumento en los niveles intracelulares de
cAMP pero la cinética de la respuesta fue mas transitoria que la obtenida par@iQurbl

25c). La respuesta observada estd de acuerdo con reportes previos para los ligandos de
receptoreg3-adrenérgicasAl investigar la participacion de las distintas fuentes de cAMP en
esta respuesta observamos que sélo el agregado del inhibidor de gh&ak|A, produjo una
dismunucién significativa en los niveles de cAMP (p < 0,001, con respecto al contraHiz a 2-
después de 5 mlinmientras que no se detectaron diferencias cuando se agrego el inhibidor de
SAC, 2HE (Figura 2%). En conjunto, estos resultados demuestran que sAC esta involucrada de

manera especifica en la respuesta de cAMP disparada por CRH enHE€R2aERHR1.

Los inhibidores utilizados han sido ampliamente probadugro y en otros sistemaelulares

habiendo seleccionado las concentraciones utilizadas en funcion de los trabajos previos. Habel
observado efectos positivos de los inhibidores en la respuesta de CRH mientras que no se
detectaron efectos de los mismos tratamientos utilizando otro estimulo también argumenta a

favor de la especificidad de los compuestos.

Como una prueba adicional, quisimos determinar la especificidad y la capacidad para bloquear
las actividades enzimaticas de tmACs y sAC de los inhibidores utilizados, 2',5'-ddAEy 2-

Para esto, se midio la respuesta de cAMP generada por CRH o forskolina —activador exclusivo
de las tmACs- en presencia de distintas concentraciones de los inhibidores en las células HT22-
CRHRL1. La respuestas de cAMP ante el estimulo con CRH o forskolina fueron casi idénticas en
presencia de 2',5'-ddA, alcanzando ~50% de inhibicién en la mayor concentracion ensayada
(200 uM, Figura 2&). Por otra parte, concentraciones de hasta 40 uM de 2-HE no tuvieron
efecto sobre la respuesta de cAMP generada por forskolina, pero causaron una reduccién de
~30% en los niveles estimulados por CRIFggra 2®). Estos resultados confirman que
concentraciones de 2’,5-ddA 1M y 2-HE 20 uM son suficientes para evaluar y discriminar

la contribucion de sAC y tmACS en los procesos de nuestro sistema experimental.
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Figura 26 | Efecto de los inhibidores de tmACs y sAC sobre la respuesta de CRH y forskolina

Inhibicion de la respuesta de cAMP disparada por CRH 10 nM o forskolina 10 yM en células HT22-
CRHR1-Epac-SH187 para las concentraciones indicadas de los inhibidores 2’,5’-ddA (a) o 2-HE (b). Los

valores representan el cambio de FRET 2,5 min después del agregado del inhibidor, relativo al valor en
ausencia de inhibidores. Datos: media + SEM, 15-20 células.

Finalmente, decidimos evaluar como era la respuesta de cAMP frente al estimulo CRH cuando
se incubaba con los inhibidores de tmACs y sAC en simultaneo respecto de ambos tratamientos
por separado. Se observo una reduccion mayor de los niveles de cAMP al incubar con ambos

inhibidores juntos que por separa#fig(ra 27, apoyando aun mas la idea de la participacion de

ambas fuentes de cCAMP en la respuesta de CRH.

DMSO
2-HE |2'5'-ddA
2'5-ddA | +2-HE

CRH 10 nM

8

S

% max respuesta de cCAMP
(mTurquoise/FRET)

0 5 10
Tiempo (min)

Figura 27 | Efecto de los inhibidores de
tmACs y sAC juntos sobre la respuesta de
cAMP dependiente de CRH

Las células HT22-CRHR1-Epac-SH187 fueron
estimuladas con CRH 10 nM a tiempo O. El
vehiculo o los inhibidores especificos de
tmACs (2',5’-ddA 100 uM) o sAC (2-HE 20 uM)
fueron agregados 1,5 min después del
estimulo. Se grafica la respuesta de cAMP
medida en células Unicas relativo al maximo
de la respuesta. Las curvas son
representativas de 3 experimentos
independientes. Datos: media + SEM, 20-25
células.
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tmACs y sAC estan implicadas en la induccion transcripcional de c-fos mediada
por CRH

Hemos observado previamente que tanto las tmACs como sAC participan en la fosforilacion en
Serl33 de CREB (Inda, 2012). Ademas, hemos identificado que la fosforilacion de CREB
depende de la actividad de PKA, pero no de ERK1/2 (Inda, 2012) en las células HT22-CRHRL1.
CREB es un factor de transcripcion que tiene funciones criticas &N€l (Benito y Barco,

2010). La expresiéon de nuevos genes resulta clave para la transicion entre respuestas a corto
largo plazo. La activacién de los programas de transcripcibn son una parte esencial de la
respuesta celular a la estimulacion externa, regula multiples procesos incluyendo el desarrollo
de la arquitectura neuronal y el aprendizaje y memoria, y esta alterado en muchos desordene:
neuronales (Benito y Barco, 2015).
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Figura 28 | Rol de tmACs y sAC sobre la induccién transcripcional de c-fos mediada por CRH

Expresion de c-fos inducido por CRH medido por RT-g-PCR en células HT22-CRHR1. Los niveles de c-fos
fueron normalizados a los de Hprt y relativizados a los niveles en la condicién basal de cada tratamiento.

a, Las células fueron preincubadas con el vehiculo o los inhibidores especificos de tmACs (2°,5’-ddA 100
uM) o0 sAC (KH7 7,5 uM).

b, Las células fueron preincubadas con el vehiculo o los inhibidores especificos de PKA (H89 10 uM) o
MEK1/2 (U0126 10 pM).

Datos: media + SEM, n=3. Por ANOVA de un factor y prueba post hoc de Tukey *, p<0,05 ***, p<0,001
respecto del control; £, p<0,01, 13, p<0,001 entre los tratamientos indicados.

Nos preguntamos si la participacion de ambas fuentes de cAMP a nivel de la fosforilacion de
CREB también era evidente a nivel de la regulacion transcripcional dependiente de CRH. Con
este objetivo analizamda expresion del geo-fog uno de los genes de respuesta temprana mas
caraterizados en la respuesta mediada por la via de cAMP. CRH produjo un fuerte aumento del
nivel de mRNA dec-fos1 h después de la estimulacion de las células HT22-CRHR1, medido
por RT-g-PCR (Figura 28a). La induccion ddos disminuyé significativamente cuando las
células fueron preincubadas con el inhibidor de tmACs, 2',5’-ddA o con el inhibidor de sAC,

KH7. La inhibiciénc-fosfue aun mayo cuando se incubaron las células con ambos inhibidores
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en simultdneo (Figura 28 Estos resultados refuerzan el modelo propuesto de que tanto las
tmACs como la sAC son fuentes de cAMP que regulan la sefializacion celular en respuesta a
CRH.

Adicionalmente, investigamos como la actividad de PKA y ERK1/2 regulaban a la expresion de
c-fos En presencia del inhibidor de PKA H89, la inducciéncdies mediada por CRH fue
despreciale (Figura 28b). Al inhibir la via de ERK1/2 con el inhibidor de MEK1/2 U0126, la
expresion dec-fos disminuyd parcialmente (Figura 28b). Esto indica que aunque ERK1/2 no
esta involucrado en la fosforilacion de CREB, ERK1/2 seria necesario al menos parcialmente

para los efectos transcripcionales de CRHR1/cAMP.

¢ Participan las tmACs y sAC en cascadas de sefial  izacion diferentes?
Multiples fuentes de cAMP pueden contribuir apgol de cAMP comun o cada una de ellas

pueden actuar diferencialmente y generar respuestas celulares especificas. Habiendo establecic
gue, ademas de las tmACs, sAC es necesaria para la generacion de cAMP en respuesta
CRHR1 activado por CRH, decidimos preguntar si los distintos tipos de ciclasas mediaban

funciones especificas.

Hemos investigado previaments mecanismos involucrados en la fosforilacion de ERK1/2 rio
abajo de CRHR1, identificando la participacion de mecanismos dependientes e independientes
de proteinas G en las células HT22-CRHR1 (Bonfigical, 2013). Ademas, ya hemos
determinado que la activacién de ERK1/2 depende de los niveles de cCAMP en este sistema. Poi
lo tanto, decidimos utilizar la activacion de ERK1/2 como lectura para evaluar el lad de
distintas fuentes de cAMP en respuesta a CRH.

En primer lugar, utilizando inhibidores farmacolégicos, se observé que la inhibicién especifica
de tmACs con 2',5-ddA atenu6 solamente la fase temprana (5 min) de fosfo-ERK1/2 (Figura
29b), como hemos reportado previamente (Bonfigtioal, 2013). En contraste, los dos
inhibidores de sAC, KH7 y 2-HE, redujeron los niveles de fosfo-ERK1/2 tanto en la primera
como en la segunda fase de activaciéon (5 y 30 min, Figura 29a-b). Mas aun, cuando las células
se incubaron con los inhibidores de tmACs y SAC en simultaneo, se observé una reduccion mas
pronunciada de fosfo-ERK1/2 en la fase temprana al comparar con cada tratamiento por
separado (Figura 29b).

Luego, evaluamos la activacion de ERK1/2 mediada por CRH en células HT22-CRHR1 donde
se redujeron los niveles enddgenos de sAC transfectando el siRNA especifico. En paralelo, se
determino la cinética de fosfo-ERK1/2 es respuesta a isoprotenenol, que también presenta ung

respuesta bifasica de ERK1/2 en células HT22-CRHR1, similar a la descripta en las células
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HEK293T Shenoyet al, 200§. El silenciamiento de sAC afect6 significativamente los niveles

de ambas fases de fosfo-ERK1/2 estimuladas por CRH (Figura 30a), de manera similar a lo
observado utilizando inhibidores (Figura 29). Sin embargo, silenciar SAC no tuvo un efecto
significativo en la activacion de ERK1/2 mediada por isoproterenol (Figura 30b), en linea con lo
observado midiendo cAMP (Figura 25c). En conjunto, estos resultados sugieren que sAC puede
mediar procesos distintos que los de tmACs en la cascada de transduccion de sefales di
CRHRL1.
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Figura 29 | Efecto de los inhibidores de tmACs y sAC sobre la respuesta de ERK1/2 dependiente de CRH

a, Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con el vehiculo o los inhibidores especificos de sAC
(KH7 7,5 uM o 2-HE 20 yM) y estimuladas con CRH 10 nM.

b, Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con el vehiculo o los inhibidores especificos de tmACs
(2’,5’-ddA 100 uM) o0 sAC (KH7 7,5 uM o 2-HE 20 pM) y estimuladas con CRH 10 nM.

Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total se determind por Western blot en los tiempos
indicados. Los resultados se expresan como el porcentaje del maximo pERK1/2. Datos: media + SEM,
n=4. Por ANOVA de dos factores con prueba post hoc de Tukey *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001
respecto al control, #, p < 0,05; ###, p < 0,01 entre los tratamientos indicados.
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Figura 30 | La sAC participa en las fases temprana y tardia de pERK1/2 en respuesta a CRH y no a
isoproterenol en células HT22-CRHR1

Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con siRNA contra GL3 (control) o sAC por 72 h antes de
estimularlas con CRH 10 nM (a) o isoproterenol 10 uM (b). Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2)
y total se determinaron por Western blot en los tiempos indicados. Los resultados se expresan como el
porcentaje del maximo pERK1/2. Datos: media + SEM, n=3. Se realiz6 la prueba t de Student para cada
tiempo; *, p < 0,05; *** p < 0,001. c, La eficiencia del silenciamiento de sAC fue determinado por RT-g-
PCR normalizado a Hprt (media + SEM, n = 3). *** p < 0,001, por prueba t de Student.

sAC fue identificada en la busqueda de interactores de la MAPKKK B-Raf. Es llamativo que,
aunque la contribucion de sAC es pequeafravel de la respuesta de cAMP estimulada por
CRH, al evaluar su rol a nivel de la fosforilacion de ERK1/2, su participacion es mas notoria.
Podria hipotetizarse a partir de estos datos qumalde cAMP generado por sAC cumple

funciones especificas, por ejemplo, la activacion de ERK1/2 o el efecto neuritogénico.

Dado que CRHR1 es un GPCR que suele acoplarse a Gs, la via candnica de sefalizacior
involucra la generacién de cAMP a nivel de la membrana plasmatica mediada por tmACs,
evidenciada en la fase temprana de fosfo-ERK1/2. El efecto de la inhibicion o el silenciamiento
de sAC sobre la fase tardia de fosfo-ERK1/2 revela que la activacién de sAC es necesaria pare

esta fase de activacion, que a su vez es dependiente de la endocitosis del receptor.
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La sefalizacion de CRHR1 en otros contextos celulare S

SAC esta involucrada en la sefializacion de CRH en células At T20

El siguiente interrogante que buscamos responder fue determinar si SAC es un componente de i
respuesta de CRHRL1 sélo en el contexto neuronal hipocampal o si tenia un rol general en la
funcion de este receptor. Con este fin, seleccionamos a la linea celular murina derivada de
corticotrofos, AtT20 como un segundo escenario de relevancia fisioldgica para CRH. Estas
células presentan niveles endogenos tanto de CRHR1 (Pettaks2004) como de sAC
(Figura 22a).
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Figura 31 | CRH promueve el aumento de cAMP y la fosforilacion de ERK1/2 en las células AtT20

a, Las células AtT20 fueron transfectadas con el sensor de cAMP Epac-SH187y estimuladas a tiempo O
con CRH 100 nM. Se grafica la respuesta de FRET medida en células Unicas relativo al maximo de la
respuesta. Datos: media + SEM, 5 células.

b, Las células AtT20 fueron estimuladas con CRH 100 nM por los tiempos indicados. Los niveles de
ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total se determinaron por Western blot. Los resultados se expresan
como el porcentaje del maximo pERK1/2. Datos: media + SEM, n=3.

En primer lugar, a través de la transfeccién transitoria del sensor Epadeferminamos que

CRH generé un aumento transitorio en los niveles de cAMP (Figura 31a), con una cinética
diferente a la observada para los cultivos primarios neuronales y las células HT22-CRHR1.
Ademas, como es tipico de los sistemas neuroenddcrinos, aumentos de cAMP conducen a le
fosforilacion de ERK1/2 en las células AtT20 (Van Koétral, 201Q Emeryet al, 2013).La

cinética de activacion de ERK1/2 también fue diferente al perfil observado para las células
HT22-CRHR1 (Figura 31b). En paralelo, se investigo la participacién de sAC en la sefializacion
de PACAP38, un ligando del GPCR de clase B PAC1, que también se acopla a Gs y que gener:
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un aumento transitorio de cAMP (Figura 32a) y un consecuente aumento en fosfo-ERK1/2
(Figura 32b) en células AtT20.
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Figura 32 | PACAP38 promueve el aumento de cAMP y la fosforilacion de ERK1/2 en las células AtT20

a, Las células AtT20 fueron transfectadas con el sensor de cAMP Epac-SH187 y estimuladas a tiempo O
con PACAP38 100 nM. Se grafica la respuesta de FRET medida en células Unicas relativo al maximo de
la respuesta. Datos: media + SEM, 5 células. b, Las células AtT20 fueron estimuladas con PACAP38 100
nM por los tiempos indicados. Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total se determinaron por
Western blot.

Se evalud la participacion de las distintas ciclasas en la cascada de sefalizaciéon de CRH et
células AtT20 utilizando la activacion de ERK1/2 como lectura. Utilizando inhibidores
farmacoldgicos, hallamos que tanto el inhibidor especifico de tmACs, 2',5-ddA, asi como los
dos inhibidores de sAC, 2-HE y KH7, disminuyeron la fosforilacion de ERK1/2 estimulada por
CRH (Figura 33a). Ademas, el silenciamiento especifico de sAC también disminuyo los niveles
de fosfo-ERK1/2 (Figura 33b). A diferencia de lo observado para CRH, el silenciamiento de
SAC no tuvo efectos en la activacion de ERK1/2 en respuesta a PACAP38 (Figura 33c). Esto

indica que sAC es un componente especifico de la sefializacion de CRHR1.

La funcién de CRH en las células corticotrofas de la hipofisis es clave para la activacion del eje
HPA. En particular, CRH estimula la induccién transcripcional delRgeng que codifica para

el precursor de ACTH. Buscamos evaluar si SAC estaba involucrada a nivel de la transcripcion
de Pomc Con este objetivo, determinamos la induccion por CRH de la construccién reportera
Pome-Luc (Liu et al, 1992) en presencia de los inhibidores de sAC, KH7 y 2-HE. Se observo
gue la actividad luciferasa en respuesta a CRH fue significativamente menor en las células
donde sAC estaba inhibida respecto del control, mientras que no se observaron diferencias en I
actividad basal (Figura 34). En conjunto, estos resultados son consistentes con la participacion
de sAC en la sefializacion de CRHR1 en un segundo escenario celular y sugieren un rol clave de
SAC en la funcién de CRH.



Inda | Resultados

a CRH100nM control 2' 5-ddA KH7 2-HE
Tiempo(min) B 5 10 B 5 10 B 5 10 B 5 10
PERK1/2 | S i e o i v

ERK1/2

—_————— ——— — ——
T - — — S — = — — — — -

-
(=)
=)

50

b msi-control 3si-sAC
< 1001
N\
o
x 8
L;IEJLX 50+
: W] ﬂ ]ﬂ
0-
T!empo (min) Tlempo min)
CRH 100 nM PACAP38 100 nM
si-control si-sAC si-control si-sAC
Tiempo(min) B 5 10 B 5 10 B 6 20 B 6 20
PERK1/2| o G G s i s | | R S S S S5

ERK/2| ™ " v v s s | | St s i — —"_——
T T S o o | | N " — ———

o
AC
o
o

% mMmRBNA s,
(6]
o

0

si-control si-sAC

pERK1/2
(%max respuesta)

2]

108

Figura 33 | La sAC participa en la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a CRH y no a PACAP38 en

células AtT20

a, Las células AtT20 fueron preincubadas con el vehiculo o los inhibidores especificos de tmACs (2’,5'-

ddA 50 uM) o sAC (KH7 7,5 uM o 2-HE 10 uM) y estimuladas con CRH 100 nM.

b-c, Las células AtT20 fueron transfectadas con un siRNA contra GL3 (control) o sAC por 72 h antes de
estimularlas con CRH 100 nM (b) o PACAP38 100 nM (c). Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2)y
total se determinaron por Western blot. Los resultados se expresan como el porcentaje del maximo
pPERK1/2. Se realizd la prueba t de Student para cada tiempo; *, p < 0,05; ***, p < 0,001. Datos: media
+ SEM, n=3. d, La eficiencia del silenciamiento de sAC fue determinado por RT-q-PCR normalizado a
Hprt Datos: media £+ SEM, n = 3. *** p < 0,001, por prueba t de Student.
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Figura 34 | La sAC esta involucrada en la induccion transcripcional de Pomc-Luc

Las células AtT20, transfectadas con Pomc-Luc y pB-gal, fueron preincubadas con el vehiculo o los
inhibidores de sAC, KH7 7,5 yM o 2-HE 10 uM, y estimuladas con CRH 100 nM. Se determiné la
actividad Luciferasa y se relativizd a la actividad B-gal. Datos: media + SEM, n=4 de un experimento
representativo de 3 experimentos independientes con resultados similares. Por ANOVA de dos factores
con prueba post hoc de Tukey *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 respecto al control.

En la linea 3T3L1-CRHR1, sAC no participa de la respuesta de cAMP en la
sefalizacién de CRH

Utilizamos la linea de fibroblastos de raton BI2omo un tercer contexto celular para explorar
el rol de sAC, que se expresa de forma endégena (Figura 22a), en la sefalizacién de CRH. Dad¢
que las células 3T3L1 no expresan el receptor CRHR1, se generaron clones estables que

expresan la construccién c-Myc-CRHR1, igual a la que expresan los clones HT22.

8-CPT-cAMP Figura 35 | Estudio de la fosforilacion de ERK1/2
Tiempo (min) B 25 S5 10 20 40 en respuesta a 8-CPT-cCAMP
& E| pERK1/2 R ————
& % — ———— —— Las células HT22-CRHR1, AtT20 o 3T3L1-CRHR1
T | ERKIR |Gl S — - o
= fueron tratadas con el analogo permeable de
E PERK1/2 P cAMP, 8-CPT-cAMP 50 uM, por los tiempos
| ERKIRZ G0 e indicados. Los niveles de ERK1/2 fosforilado
;1) < pERK1/2 (PERK1/2) y total fueron determinados por
58 ERKTZ | i s i Western blot.

Seleccionamos esta linea celular ya que presenta caracteristicas diferentes a los dos sistem:
celulares usados previamente. Ha sido ampliamente establecido que existen contextos celulare
en los que aumentos en los niveles de cAMP favorecen la activacion de la via de ERK1/2 y
otros en los que cAMP inhibe esta misma via (Stork y Schmitt, 2002). Al tratar las células
HT22-CRHR1, AtT20 y 3T3L1-CRHR1 con el analogo permeable de cAMP, 8-CPT-cAMP, se
observa que aumenta la fosforilacion de ERK1/2 en las lineas HT22-CRHR1 y AtT20, pero no
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en la 3T3L1-CRHR1 (Figura 35). Esto confirma que en las células 3T3L1-CRHR1 la activacion
de ERK1/2 no es regulada positivamente por cAMP, en linea con lo reportado previamente
(Emeryet al, 2013) y a diferencia de lo que ocurre tipicamente en los sistemas neuronales y

neuroenddcrinos.

En las células 3T3L1-CRHR1, la estimulacion con CRH dispar6 la activacion de las vias de
ERK y de CREB (Figura 36a), confirmando que el receptor es funcional. Ademas, el agregado
de CRH generd una respuesta sostenida de cAMP, medido con el sensot'EfféigiBa 37a).

a CRH b
Tiempo (min) B 25 5 10 20 40 e 20
[ Qo
pERK1/2 —_——— 3
- Doy
ERKIZ [ e == OF ¥
- ;(7); -
CREB - —
PCREB | |2 4l

control EGTA

Figura 36 | Senalizacion mediante ERK1/2, CREB y calcio en respuesta a CRH en células 3T3L1-CRHR1

a, Las células 3T3L1-CRHR1 fueron estimuladas con CRH 100 nM por los tiempos indicados. Los niveles
de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total, y CREB fosforilado (pCREB) y total fueron determinados por
Western blot.

b, Las células 3T3L1-CRHR1 fueron cargadas con el indicador de calcio permeable Fluo-4-AM y
preincubadas con el vehiculo o el quelante de calcio EGTA 500 uM. La respuesta de calcio mediada por
CRH 100 nM fue determinada como el cambio de fluorescencia respecto del basal 15 s después de la
estimulacion. Media + SEM, n = 30. *** p < 0,001, por prueba t de Student.

¢ Participa sAC la sefalizacion de CRHR1 en las células 3T3L1-CRHR1? Para responder esta
pregunta decidimos evaluar el efecto de los distintos inhibidores de ciclasas en la respuesta de
cAMP generada por CRH. Con este fin, se generaron clones estables del sensdt°Epac-S

las células 3T3L1-CRHR1 (3T3L1-CRHR1-Epdt®3. Se observd que el agregado del
inhibidor de tmACs, 2',5-ddA, atenud la respuesta de cAMP. Sin embargo, el agregado del
inhibidor de sAC, 2-HE, no tuvo un efecto significativo sobre los niveles de cAMP (Figura
37a). Para descartar la posibilidad de que la falta de efecto fuera producto de niveles de
expresion bajos de sAC en estas células, se repiti6 el experimento en células previamente
transfectadas con la construccion M@, que esla isoforma mas activa cataliticamente
(Tresguerregt al, 2011), obteniendo resultados similares (Figura 37b).



Inda | Resultados 111

h
o)
=
w
(@]
o

2-HE DMSO
. 2' 5'-ddA 2-HE
= CRH & CRH
S~ 7 e
8 Ll'—" 100+ (] E 100 AN
© o O x
guo © L
0 $ 83
as 23
S 50 5P 50
8 E 8 E
£ £=
& 2
0 5 10 0 5 10
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 37 | Respuesta de cAMP mediada por CRH en células 3T3L1-CRHR1

Respuesta de FRET medida en células 3T3L1-CRHR1-Epac-SH187 relativo al maximo de la respuesta. b,
Las células fueron transfectadas por 48 h con sAC+HA. a-b, Las células fueron estimuladas con CRH
100 nM a tiempo 0. El vehiculo o los inhibidores especificos de tmACs (2’,5-ddA 100 uyM) o sAC (2-HE
20 uM) fueron agregados 1,5 min después del estimulo. Las curvas son representativas de 3
experimentos independientes. Datos: media + SEM, 20-30 células.

En muchos sistemas celulares la union de CRH al receptor CRHR1 estimula un aumento de
calcio intracelular (Kovalovsket al, 2002 Gutknechtet al, 2009 Bonfiglio et al, 2013).

Dado que calcio es un activador de sAC (Jaiswal y Conti, ;20@Bsonet al, 2007
Kleinboelting et al, 2014), nos preguntamos si en las células 3T3L1-CRHR1 existia una
respuesta de calcio dependiente de CRH. Para determinar los niveles de calcio se utilizé el
indicador permeable Fluo-4-AM, que aumenta su fluorescencia cuando esta unido al ion. Al
agregar CRH, se midié una respuesta transitoria de calcio, que pudo ser bloqueada al preincuba
las células con el quelante extracelular de calcio EGTA (Figura 36b), de manera similar a la
respuesta de calcio observada para CRH en las células HT22-CRHR1 (Betfédli@013).

En conclusién, a pesar de que las respuestas dependientes de CRH son comparables en I
células HT22-CRHR1 y 3T3L1-CRHRL1 en términos de las cinéticas de cAMP y calcio, SAC no
parece estar involucrada en la generacion de cAMP en la linea 3T3L1-CRHR1. Esto indica que
la participacién de sAC en la sefializacion de CRHR1 depende del contexto celular. Ademas,
estos resultados en conjunto con las observaciones previas, permiten hipotetizar que existe ciert
asociacion funcional entre pbol de cAMP dependiente de SAC y la via de ERK1/2.
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Los efectores del cCAMP generado por sAC
En siguiente lugar, nos propusimos explorar cuales eran los efectores de cAMP rio abajo de

SAC. Se ha descripto que tanto PKA como los EPACs pueden mediar la activacion de la via de
ERK1/2 (Kawasaket al, 1998). Por otra parte, se ha demostrado que el CAMP generado por
SAC sefializa a través de PKA durante la capacitacion espernvidgcdéimeret al, 2013, la
migracion transendotelial de los leucocifd¢atsonet al, 2019 y en la via estimulada por,8,

en el epitelio de los bronquios (lvonrettal, 2015), mientras que la via sSAARACGRapl ha

sido relacionada con la proliferaciéon celular en modelos de celulas tumorales de prostata y de
mama(Flackeet al, 2013 Appukuttanet al, 2014 Onoderaet al, 2014).

Tanto tmACs como sAC sefalizan a través de PKA en respuesta a CRH en
células HT22 -CRHR1

En las células HT22-CRHR1, hemos demostrado previamente que la inhibicion de PKA con
H89 reduce los niveles de fosfo-ERK a tiempos cortos, sin afectar la segunda fase de activacion
(Bonfiglio et al, 2013). Se utilizaron otros inhibidores de PKA, KT5720 y RpcAMPS, usando
concentraciones bajas de los compuestos para minimizar posibles efectos inespecificos.
Nuevamente, se observo una disminucion en la activacion en la fase temprana de fosfo-ERK1/2,

sin afectar la fase tardia (Figura 38).

a CRH10nM control KT5720
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Figura 38 | La activacion de la PKA participa en la primera fase de fosfo-ERK1/2 en respuesta a CRH en
células HT22-CRHR1

Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con vehiculo o los inhibidores de PKA (a, KT5720 700
nM; b, RpcAMPS 75 uM) y estimuladas con CRH 10 nM por los tiempos indicados. Los niveles de
ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total fueron determinados por Western blot.

Con el objetivo de monitorear la actividad de PKA directamente, se utilizaron las células HT22-
CRHR1-AKARA4, que expresan de forma estadleensor AKAR4. La estimulacion de células

HT22-CRHR1-AKAR4 con CRH produjo un aumento rapido y sostenido de FRET, que indica
la fosforilacién del sensor por PKA y que fue blogueado rapidamente cuando se elgregé
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inhibidor H89 (Figura 39a). Luego, evaluamos si la actividad de PKA dependia de las distintas
ciclasas utilizando los inhibidores. Observamos que la preincubacion tanto con 2',5’-ddA como
con 2-HE redujeron significativamente la activacion de PKA mediada por CRH (Figura 39b).
De esta manera, concluimos que el cAMP generado por tmACs y sAC contribuye a la actividad
de PKA en estas células. Teniendo en cuenta que ambos tipos de ciclasas afectan la primera fas
de fosfo-ERK1/2, que es la fase sensible a PKA, estos resultados son consistentes.
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Figura 39 | Las tmACs y sAC estan involucradas en la activacion de la PKA mediada por CRH
Respuesta de FRET medida en células HT22-CRHR1-AKARA4 relativo al maximo de la respuesta.

a, Las células fueron estimuladas con CRH 10 nM y se agrego el inhibidor de PKA H89 10 uM cuando se
indica.

b, Las células fueron preincubadas con vehiculo, el inhibidor de tmACs (2’,5’-ddA 100 uM) o el inhibidor
de sAC (2-HE 20 uM) y estimuladas a tiempo O con CRH 10 nM. Las curvas son representativas de 3
experimentos independientes. Datos: media + SEM, 20-30 células.

Las proteinas EPAC estan involucradas en ambas fases de activacion de ERK1/2
en células HT22 -CRHR1

Para investigar si las proteinas EPAC participan en la sefializacion de CRH se utilizaron
distintas estrategias experimentales. Por RT-g-PCR se determiné que las células HT22-CRHR1
expresan EPAC1 y EPAC2 (ver mas adelante, Figura Bd)primer lugar, se utilizo el
compuesto ESI09, que ha sido identificado como un inhibidor especifico de EPAC1 y EPAC2.
Aunque se ha reportado que ESI09 puede inducir la agregacion no especifica de proteinas
(Rehmann, 2013), se ha descripto mas recientemente que concentraciones por debajo de los 2
MM no tienen un efecto sobre la desnaturalizacion proteica o la unién inespecifiet &hu

2015), y se utilizd una concentracion de 5 uM. La preincubacién de las células HT22-CRHR1
con ESI-09 redujo fuertemente la activacion de ERK1/2 tanto en la primera como en la segunda
fase (Figura 40a).
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Figura 40 | Rol de las proteinas EPAC en la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a CRH en células
HT22-CRHR1

a, Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con vehiculo o el inhibidor de EPACs (ESIO9 5 uM) y
estimuladas con CRH 10 nM por los tiempos indicados. Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y
total fueron determinados por Western blot. Los resultados se expresan como el porcentaje del maximo
pPERK1/2. Se realizé la prueba t de Student para cada tiempo. Datos: media + SEM, n=3; *, p < 0,05;
** p<0,01; ***, p<0,001.

b, Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con el dominante negativo N-EPAC y estimuladas con
CRH 10 nM por los tiempos indicados. Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total fueron
determinados por Western blot.

Por otra parte, se utilizaron métodos genéticos para bloquear la accion de los EPACs. Se he
desarrollado una construccién que funciona como un dominante negativo de la accién de los
EPACs (N-EPAC, Hochbaurat al, 2008). Estd compuesto por el fragmento N-terminal de
EPAC1 e incluye el dominio DEP (por las iniciales DBeheveled, EgI10, IBckstrin
responsable del anclado de estas proteinas en la membrana plasmética y el sitio de unién
cAMP, pero que no tiene actividad catalitica. La transfeccion de N-EPAC disminuy6 la
fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a CRH tanto a tiempos cortos como a tiempos largos
(Figura 40b). Finalmente, el silenciamiento por siRNAs de EPAC1 y EPAC2 por separado
también redujo los niveles de fosfo-ERK1/2 modestamente (Figura 41). El impacto pequefio del

silenciamiento de los EPACs puede deberse a la actividad residual de estas proteinas.
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Figura 41 | Rol de las EPACs en la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a CRH en células HT22-CRHR1

Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con siRNA contra GL3 (control), EPAC1 (a) o EPAC2 (b)
por 72 h antes de estimularlas con CRH 10 nM por los tiempos indicados. Los niveles de ERK1/2
fosforilado (pERK1/2) y total se determinaron por Western blot en los tiempos indicados. En el panel de
la derecha en cada caso se muestra la eficiencia del silenciamiento de Epacl y Epac2 por RT-g-PCR
normalizado a Hprt (media + SEM, n = 3). *** p < 0,001, por prueba t de Student.

En conjunto, estos resultados indican que las vias activadas por el CAMP en respuesta a CRF
involucran a las proteinas EPAC ademas de PKA. Ademas, haber observado que al bloquear los
EPACs se ve afectada la fase tardia de fosfo-ERK1/2, sugiere nuevamente que la sefalizacior
por cAMP de alguna manera esta relacionada con los mecanismos de transduccion de sefiale

dependientes de la endocitosis de CRHRL1.

En las células AtT20 CRH sefializa a través de PKA y EPACs

a CRH 100 nM candioni RpCAMPS Figura 42 | Participacion de los efectores de
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b CRH 100 nM  control ESI09 o
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En la linea celular AtT20 también buscamos determinar cuales eran los efectores de cAMP
involucrados en la accion de CRH. La activacion de ERK1/2 en respuesta a CRH fue
ligeramente disminuida en presencia del inhibidor de PKA RpcAMPs (Figura 42a). Por otra
parte, el inhibidor de los EPACs ESI-09 produjo una reduccion mayor en los niveles de fosfo-

ERK1/2 dependientes de CRH (Figura 42b), en linea con reportes previos que identifian a los
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EPACs como principales efecémde cAMP rio abajo de CRHR1 en células AtT20 (Van Kolen
et al, 2010Q. Estos resultados indican que también en las células AtT20, los aumentos de cAMP
dependientes de CRHR1 pueden activar tanto a PKA como a los EPACs.

Los moduladores de sAC también regulan la resp uesta de cAMP
dependiente de CRH

A diferencia de las tmACs que son reguladas principalmente por proteinas G, la actividad
enziméatica de sAC depende de calcio y bicarbonato. Nos propusimos estudiar como afectaban le
respuesta de CRH los moduladores de sAC en las células HT22-CRHR1 con el fin de
caracterizar aun mas la funcion de sAC en la sefializacion de CRH y explorar cémo puede ser el

mecanismo de activacion de sAC estimulada por CRHRL.

CRH estimula un aumento de los segundos mensajeros cAMP y calcio
En el laboratorio hemos estudiado las respuestas de calcio a través del uso de indicadore:

quimicos fluorescentes, como el Fluakt. Estos métodos de visualizacion de los niveles de

calcio son los mas sensibles y cuantitativos. Sin embargo, en los ultimos afios se han realizadc
esfuerzos en desarollar y optimizar sensores genéticos para medir calcio, ya que permiten
visualizar las respuestas de calcio en subpoblaciones celulares o en localizaciones subcelulare
especificas y evitan métodos invasivos para cargar las células con los indicadores. Ademas, st
han desarrollado sensores que se excitan y emiten a diferentes longitudes de onda, creando ur
paleta de sensores que funcionan en distintos rangos del espectro. Esto permite, por ejemplo
monitorear la respuesta de calcio en conjunto con un sensor de FRET basado en la transferenci
entre CFP y YFP como es habitual, a diferencia de los indicadores fluorescentes tradicionales

gue tienen rangos mas amplios pero en general solapan con el sensor de FRET.

Dos clases de sensores genéticos de calcio han sido desarrollados, aquellos basados en FRE
como los del tipo camaleon (Miyawadd al, 1997), y otros basados en la proteina de unién a
calcio calmodulina (CaM) y la region de uniéon a CaM de la cadena liviana de la miosina,
fusionada al extremo carboxilo y amino-terminal de variantes permutadas circularmente de
proteinas fluorescentes, que aumentan su fluorescencia cuando tienen calcio unido. En
particular, en este trabajo utilizamos el sensor REX-GEGQ1 ¢t al, 2014) que esta basado

en la proteina fluorescente roja mApple y funciona a longitudes de onda mayores que el sensot
Epac-$'?'.

A continuacion, buscamos monitorear de manera simultdnea las respuestas de los segundo

mensajeros cAMP vy calcio. Utilizamos las células HT22-CRHR1-EpétiBansfectadas de
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manera transitoria con REX-GECO1. Observamos que la estimulacién con CRH produjo un
aumento rapido y sincronizado de ambos segundos mensajeros, pero con perfiles diferentes
(Figura 43). Los niveles de calcio intracelular aumentaron de forma pronuncitdalan
agregado del estimulo y volvieron a niveles basales después de 60 s, una cinética muy similar ¢
la observada por el método de indicadores quimicos (Bunégkl, 2013). En contraste, los
niveles de cAMP también aumentaron rapidamente, alcanzando su maximo ligeramente despué:
gue el calcio, pero se mantuvieron sostenidas durante el tiempo del experimento. Cabe destaca
gue el incremento de ambos segundos mensajeros esta solapado temporalmente, permitiend

considerar la posibilidad de que exista algun tipo de didlogo cruzado.
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Figura 43 | Respuesta de los segundos mensajeros cAMP y calcio dependiente de CRH en las células
HT22-CRHR1

Las células HT22-CRHR1 fueron co-transfectadas con el sensor de cAMP, Epac-SH187, y de calcio, REX-
GECO1, y estimuladas con CRH 100 nM por los tiempos indicados. a, Se muestran imagenes
representativas para cada senal. Barra: 5 yM. b, Se grafican los cambios en el fendmeno de FRET (curva
negra) y de la fluorescencia de REX-GECO1 (curva naranja) en funcion del tiempo. Datos: media + SEM,
14 células.



Inda | Resultados 118

La respuesta de calcio regula la sefializacion de CRH

Hemos observado que el aumento de calcio mediado por CRH es critico para la fosforilacion de
ERK1/2 en las células HT22-CRHR1 (Bonfiglet al, 2013). El agregado del quelante
permeable de calcio BAPTA-AM, que anula completamente el incremento de calcio (Bonfiglio
et al, 2013, produjo una disminucién de los niveles de fdSRK1/2 en respuesta a CRH tanto

en la primera como en la segurfdae Figura 44). Nos llamo la atencion que el perfil de fosfo-
ERK1/2 obtenido en presencia del quelante de calcio era reminiscente de aquellos obtenidos a

bloguear la actividad de sAC farmacoldgica (Figura 29) o genéticamente (Figura 30).

CRH 10 nM control BAPTA-AM
Tiempo(min) B 3 6 12 20 40 B 3 6 12 20 40

pErk1/2 [ o e i o 0 B s S5 o

-—— -— e e e e e — e — —
ERK1/2 --:_—-——--—-

Figura 44 | La respuesta de calcio regula la activacion de ERK1/2 dependiente de CRH

Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con vehiculo o el quelante intracelular de calcio BAPTA-
AM 5 uM y estimuladas con CRH 10 nM por los tiempos indicados. Los niveles de ERK1/2 fosforilado
(PERK1/2) y total fueron determinados por Western blot.

SAC no es la Unica adenilil ciclasa regulada positivamente por calcio. Dos tmACs, AC1 y AC8
también son estimuladas por calcio a través de un mecansimo dependiente de CaM (Willoughby
y Cooper, 2007). Buscamos investigar el rol de estas dos tmACs en la respuesta de ERK1/2
mediada por CRH. El silenciamiento especifico de AC1 por siRNAs afect6 solamente la primera
fase de fosfo-ERKI2 (Figura 4%@). Por otra parte, no logramos detectar niveles apreciables de
ACS8 en estas células ni un efecto significativo del siRNA especifico contra esta tmAC. Estos
resultados son consistentes con la reduccion de fosfo-ERK1/2 exclusivamente en la primera fase
al incubar las células con el inhibidor general de las tmACs 2',5’-ddA (Bonégk, 2013,

Figura 45b).

Si la respuesta de calcio mediada por CRH fuera critica para la activacion de sAC, se esperaric
un menor aumento de cAMP estimulado por CRH cuando estd bloqueado el incremento de
calcio. Para probar esta hipétesis, comparamos la respuesta de cAMP dependiente de CRH e
las céluladHT22-CRHR1-EpaecS*® preincubadas con el quelante de calcio permeable BAPTA

AM respecto de condiciones control. Notablemente, los niveles de cAMP estimulados por CRH
fueron menores en presencia de BAPAM- (Figura 46a). Como un control adicional, el
experimento también se realizé preincubando las células con el quelante extracelular de calcio

EGTA, ya que sabemos que en las células HT22-CRHRL1 el aumento de calcio corresponde a un
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Figura 45 | La tmAC sensible a calcio AC1 participa en la primer fase de fosfo-ERK1/2 en respuesta a
CRH

Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con siRNA contra GL3 (control), AC1 (a) o AC8 (b) por 72
h antes de estimularlas con CRH 10 nM por los tiempos indicados. Los niveles de ERK1/2 fosforilado
(PERK1/2) y total se determinaron por Western blot. Los resultados se expresan como el porcentaje del
maximo pERK1/2. Se realizd la prueba t de Student para cada tiempo; *, p < 0,05. Datos: media + SEM,
n=3. a, En el panel de la derecha se muestra la eficiencia del silenciamiento de Acl RT-g-PCR
normalizado a Hprt (media + SEM, n = 3). **, p < 0,01, por prueba t de Student. b, En el panel de la
derecha se muestra la expresion de Ac8 por RT-PCR en células HT22-CRHR1 y en extracto de cerebro.
Se utiliz6 B-actina como control de carga.

influjo desde el medio extracelular, y por lo tanto este tratamiento también anula la respuesta de
calcio dependiente de CRBonfiglio et al, 2013. Los niveles de cAMP estimulados por CRH

en presencia de EGTA fueron similares a la condicién con BARWMAFigura 46a), inferiores

a los del control. Estos resultados sugieren que la respuesta de cAMP depende, al menos

parcialmente, de un mecanismo dependiente de calcio.
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Figura 46 | La respuesta de cAMP mediada por CRH depende de los niveles de calcio en las células
HT22-CRHR1

a, Las células HT22-CRHR1-Epac-SH187 fueron preincubadas con vehiculo, el quelante de calcio
permeable BAPTA-AM 5 pM, o el quelante extracelular de calcio EGTA 500 uM, y estimuladas a tiempo O
con CRH 100 nM. Respuesta de FRET medida en células Unicas relativo al maximo de la respuesta.
Datos: media + SEM, n=3. b, Las células HT22-CRHR1 fueron cargadas con el indicador de calcio
permeable Fluo-4-AM y preincubadas con vehiculo, el inhibidor de tmACs (2’,5’-ddA 100 uM) o el
inhibidor de sAC (2-HE 20 uM) y estimuladas a tiempo O con CRH 100 nM. La respuesta de calcio fue
determinada como el cambio de fluorescencia respecto a niveles basales. Media £+ SEM, n = 3.

De manera alternativa, nos preguntamos si la respuesta de calcio dependia de los niveles d
CAMP. Para esto, medimos los niveles de calcio usando el indicador fluorescenteAMuem-
ausencia o presencia de los inhibidores de tmACs y sAC. La respuesta de calcio mediada pot
CRH fue similar en condiciones control, en presenci&2’¢&-ddA o 2HE (Figura 4®),

indicando que el calcio no depende del aumento de cAMP en respuesta a la activacién de
CRHRL1.

Es interesante destacar que haber observado que la respuesta de calcio no depende de I
tmACs, indirectamente sugiere que la entrada de calcio no depende de la subuwedadss,
pudiendo estar el complefy u otras proteinas G involucradas. Ademas, que el aumento de
calcio, necesario para la activacion de sAC, no esté rio abajo de la activacion de las tmAC es

consistente con la existencia de mecanismos que dependen de sAC pero no de tmAC.

El activador de sAC, bicarbonato, es critico para la sefializacion de CRH

El anién bicarbonato ejerce una regulacion directa sobre los dominios cataliticos de sAC
(Steegbornet al, 2005 Kleinboelting et al, 2014). Cabe destacar que sAC es el Unico
componente de cascadas de transduccion de sefiales sensible a bicarbonato descripto. .
continuaciéon buscamos investigar si el bicarbonato tenia algin efecto sobre la sefializacion de

CRH, utilizando la activacion de ERK1/2 como lectura en las células HT22-CRHRL1.
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La concentracion de bicarbonato en el medio usado para cultivar las células y realizar los
experimentos mostrados fue 25 mM, que es la concentracion habitualmente endownikada

Para evidenciar el efecto del bicarbonato, comparamos la respuesta de ERK1/2 cuando la
estimulacion con CRH se realizaba en el medio control (25 mM bicarbonato) respecto de un
medio sin bicarbonato. Como el HG/GO, es uno de los sistemasiffer en los medios de
cultivo, se utilizOHEPES exclusivamente para regular el pH, se incubd previamente en la
atmosfera con 5% CQy se ajustd cuidadosamente el pH para evitar la existencia de artificios.
Se preincubaron las células por 6 h en presencia o ausencia de bicarbonato previo a la
estimulacion con CRH. La activacion de ERK1/2 estimulada por CRH fue drasticamente
disminuida en las condiciones libres de bicarbonato respecto del c&iguob(42). Mas aun,

la segunda fase de activacion de ERK1/2casanulada en la condicién sin bicarbonato.
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Figura 47 | La senalizacion de CRH depende de bicarbonato

a, Las células HT22-CRHR1 fueron estimuladas con CRH 10 nM por los tiempos indicados en medio
DMEM sin HCO3z o con HCOs 25 mM. b, Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con el
bloqueante DIDS y estimuladas con CRH 10 nM por los tiempos indicados. a-b, Los niveles de ERK1/2
fosforilado (pERK1/2) y total se determinaron por Western blot. Los resultados se expresan como el
porcentaje del maximo pERK1/2. Datos: media + SEM, n=3. *, p < 0,05 **, p < 0,041, por prueba t de
Student.

La superfamilia de transportadores de bicarbonato estd compuesta por los transportadores dt
Na" acoplados a HCQy los intercambiadores anidnicos, por ejemplo los intercambiadores Cl
/HCO; (Boron, 2001). La mayoria de estos transportadores pueden ser blogueados con el
derivado de estilbenos DIDS, que ha sido utilizado para modular los niveles de bicarbonato y
asi, la actividad de sA(Choiet al, 2019. Mas recientemente, se demostrd que DIDS también
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puede inhibir a sAC directamente por compentencia con H&@inboelting et al, 2014).
Analizamos la activacion de ERK1/2 en respuesta a CRH en presencia de DIDS. Observamos
gue los niveles de fosfo-ERK1/2 en la primera fase fueron significativamente menares vy |
segunda fase se inhib@asitotalmente respecto de las condiciones configufa 4D). Este

patrén fue similar al observado cuando se bloque6 la actividad de sAC, apoyando nuevamente le
existencia de SAC como un mecanismo sensible a bicarbonato que participa en la activacion de

ambas fases de ERK1/2 en respuesta a CRH.

En conjunto, estos resultados son consistentes con la participaciéon de sAC como una fuente
alternativa de cAMP rio abajo de CRHR1, regulada por calcio y por bicarbonato. Ademas, por
distintas estrategias experimentales, ya sea bloqueando directamente a SAC o modificando st
actividad a través de sus moduladores, estos resultados indican que la sefializacién por cAMP nc
solo esta involucrada en la primera fase de fosforilacion de ERK1/2, sino que ademas participa
en la segunda fase, que a su vez, depende de la endocitosis del receptor en las células HT2:
CRHRL1.

CRHR1 genera cAMP una vez internalizado a través de la activida d
de sAC

Hemos descripto que una vez activado con CRH, el receptor CRHR1 es internalizado y
permanece en compartimientos endociticos por al menos 30 min (Bogfiglip2013). Mas

aun, hemos demostrado que la internalizacion del receptor y la proteirestina2 regulan la

fase tardia de fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a (BBHfiglio et al, 2013. Teriendo en

cuenta los resultados hasta aqui mostrados en este trabajo y recientes reportes para otrc
GPCRs, nos preguntamssla via del cAMP depende de la endocitosis del receptor y en ese

caso, cual es el rol de sAC.

La endocitosis de CRHR1 es rapida
En primer lugar, buscamos estudiar cuantitativamente como era la internalizaciéon de CRHR1

inducida por su estimulacién. Dado que no existen anticuerpos que reconozcan de manera
especifica al receptor CRHR1 (Ref@bal, 2011), se utilizél tag c-Myc para detectarlo. Por

la marcacion indirecta del receptor en muestras sin permeabilizar y su medicién por citometria
de flujo (puesta a punto previamente en el laboratorio, dos Santos Claro, 2016), se cuantificaron
los receptores en membraaalistintos tiempos después de estimular con CRiguta 49.
Observamos que CRH promovié la rapida internalizacion del receptor: una fraccion

significativa estaba ya internalizada a los 5 min después del estimulo y permanecié constante
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por al menos 30 min. En cuanto a la fraccion de receptor internalizado, observamos una
disminucién del 20-30% de marca en la superficie celular, que es superior a lo observado en
otros sistemas (Dunet al, 2016). Llamativamente, la cinética de interalizacién de CRstR1
encontré solapada temporalmente con aquella de la respuesta de cCAMP (Ket@AsRD11
Bonfiglio et al, 2013).

Figura 48 | CRH induce la rapida endocitosis del

receptor CRHR1
100 A
Células HT22-CRHR1 fueron estimuladas con CRH 10

nM y la internalizacion de CRHR1 a los tiempos
50 - indicados fue determinada por citometria de flujo,
marcando el tag c-Myc por inmunofluorescencia
indirecta, La fluorescencia a tiempo O fue definida
0- como 100%. Datos: media + SEM, n = 4, 10.000
0 > ; 10 .20 % células/condicion. ***, p<0,001; **, p<0,01 respecto
Tiempo (min)
del basal por ANOVA de un factor y prueba post hoc de

% receptores en la
superficie celular

Tukey.

Como otra lectura del trafico del receptor CRHR1 utilizamos la construccion GFP-CRHR1. En
células HT22 transfectadas de forma transitoria con GFP-CRHRL1, la estimulacion con CRH
genera un perfil de fosforilacion de ERK1/2 similar al observado en los clones HT22-CRHR1
(no mostrado)En condiciones basales, se observo la marca de GFP principalmente a nivel de la
membrana plasméatica. Después de 30 min de estimulacion con CRH, aparecieron camulos o
clustersde fluorescencia en el citoplasniragura 50 paneles superiores), de manera similar a lo
detectado utilizando la inmuno-marcacion indirecta con c-Myc (Bonfglad, 2013).

Q
o

w
P
[
o
L

n
P
n
o
y 8

e,
o
R
o
i

internalizacion
(% pérdida de receptor

en superficie)
en superficie)

@
Q

intemalizacion
(% pérdida de receptor

control DynK44A control Dyngo-4a

Figura 49 | Bloqueo de la internalizacion de CRHR1 con el dominante negativo DynK44A y el inhibidor
Dyngo-4a

Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con pcDNA3 (control) o DynK44A (a) o preincubadas con
vehiculo o Dyngo-4a 30 uM (b). Las células se estimularon con CRH 100 nM por 30 min y se determiné
la pérdida en la fluorescencia en cada tratamiento por citometria de flujo, marcando el tag c-Myc por
inmunofluorescencia indirecta, Datos: media + SEM, n = 3, 10.000 células/condicion, cada condicion

por duplicado.
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El hecho de haber observado que tanto la primera como la segunda fage-BRKH2 eran
afectadas cuando la actividad de sAC era inhibida o silenciada, nos condujo a postular que la
endocitosis de CRHR1 y la actividad de sAC podian ser procesos funcionalmente relacionados.
Para evaluar esta hipotesis, buscamos contar con métodos para interferir con la endocitosis de
receptor. La endocitosis de CRHR1 es sensible a la funcién de la proteina GTPasa dinamina
(Bonfiglio et al, 2013, responsable de la escision de las vesiculas recientememigdfis de la
membrana plasmatica. Asi, utilizamos dos estrategias experimentales que interfieren con la
funcidon de dinamina para inhibir la internalizacion del receptor: una genética a traves de la
sobreexpresion del mutante y dominante negativo de dinamina DynK44A, que es deficiente en
la union e hidrolisis de GTP (Herskoviet al, 1993); otra, farmacoldgica, utilizando el
inhibidor especifico de ultima generacion Dyngo-4 (McClusiegl, 2013). Por citometria de

flujo observamos que la internalizacion de CRHR1 inducida por CRH pudo ser bloqueada de
forma eficiente y similar tanto con el mutante DynK44A como con el inhibidor Dyngo-4a
(Figura 49. En paralelo, utilizando la construccion GFP-CRHR1 también observamos que la
formacion de cumulos intracelulares de receptor en respuesta a CRH fue inhibida tanto con el
tratamiento de DynK44A como de Dyngo-4a respecto de las condiciones control, sin observarse

cambios en el estado badgigura 50.

Figura 50 | Internalizacion de GFP-CRHR1
inducido por CRH y efecto del bloqueo de la

Basal CRH 30 min
GFP-CRHR1

endocitosis

Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas

control

con GFP-CRHR1 y se analizé la localizacion
subcelular de la fluorescencia en células
preincubadas con vehiculo, co-transfectadas
con DynK44A o preincubadas con Dyngo-4a 30
MM, en condiciones basales o estimuladas con
CRH 100 nM por 30 min. Se muestran
imagenes representativas de cada tratamiento.

DynK44A

Las flechas indican clusters de GFP
internalizado después de 30 min de estimulo
en condiciones control. Barra: 5 uM.

Dyngo-4a
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CRHR1 continta sefalizando a través de cAMP una vez internalizado

Luego, nos preguntamos si la internalizacion de CRHR1 afecta de alguna forma la respuesta de
cAMP. Con este objetivo, medimos la cinética de los niveles de cAMP estimulados por CRH en
las células HT22-CRHR1-Epaé”8® previamente transfectadas con el mutante DynK44A o
preincubadas con Dyngo-4a. En ambos casos, observamos que al inhibir la endocitosis, los
niveles de cAMP inducidos por CRH disminuian. Cabe destacar que el incremento inicial de
cAMP no pareci6 afectado, alcanzando un maximo de respuesta similar. Sin embargo, a partir
de 3,5-5 min despues del estimulo, los niveles de cAMP fueron significativamente menores en

las células donde la endocitosis fue inhibida respecto de las condiciones control (Figura 51a,c).
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Figura 51 | La respuesta de cAMP mediada por CRH depende de la endocitosis en células HT22-CRHR1

Las células HT22-CRHR1-Epac-SH187 fueron estimuladas a tiempo O con CRH 10 nM (a, c) o forskolina 10
UM (b, d). a-b, Las células fueron transfectadas con pcDNA3 (control) o DynK44A 48 h antes de la
estimulacion. c-d, Las células fueron preincubadas con vehiculo o Dyngo-4a 30 uM. a-d, Respuesta de
FRET en células Unicas relativo al maximo de la respuesta. Datos: media + SEM, n = 4. Se realizo la
prueba t de Student para cada tiempo. Se grafican los valores p (puntos grises) y p=0,05 se indica con la
linea punteada.
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Nuevamente, la escala temporal donde se observéd un efecto de los tratamientos es consistent

con la dindmica de internalizacion rapida del receptor (Figura 48).

Como control medimos como era la respuesta de cAMP estimulada por forskolina en células
HT22-CRHR1-Epac-8% en las que la endocitosis fue bloqueada ya sea por DynK44A o
Dyngo-4a. En estos casos, no se observaron diferencias significativas entre las células control y
las tratadas (Figura 51b,d), confirmando que los tratamientos utilizados no afectan la activaciéon
directa de tmACs y que el efecto de la inhibicion de la endocitosis sobre los niveles de cAMP

requieren la activacion de las vias de sefializacion a través del receptor.

Adicionalmente, nos preguntamos si el bloqueo de la internalizacién del receptor también
afectaba la respuesta de calcio mediada por CRH. El aumento de calcio medido a través de!
indicador Fluo-4 en células control y transfectadas con el mutante DynK44A fue dhiglaa(

52). Por lo tanto, la disminucién observada en los niveles de cAMP cuando la internalizacion
esta afectada no puede atribuirse a cambios en la respuesta de calcio dependiente de CRH.

Recientemente se ha descripto que el GPCR de clase B PTHR continlia sefializando a través d
cAMP una vez internalizado (Feinsteet al, 2011). En este caso, se ha propuesto un
mecanismo que depende de la interaccion del receptor con las pr@ieinastina y la
activacion prolongada de ERK1/2. Por lo tanto, buscamos determinar si para CRHR1 también
era necesaria la fosforilacion de ERK1/2 para la respuesta de cAMP dependiente de CRH en
células HT22-CRHR1. Al incubar células con el inhibidor de MEK1/2 U0126 se anula
completamente la fosforilacion de ERK1/2 mediada por CRgu(a 5&). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas a nivel de la respuesta de cRigitg 5d), indicando

que la generacion de cAMP no depende de fosfo-ERK1/2 en nuestro sistema.

Figura 52 | La respuesta de calcio mediada por
o G CRH no depende de la endocitosis en células
34 I --=- DynK44A HT22-CRHR1

Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas
con pcDNA3 (control) o DynK44A 48 h antes del
experimento. Las células fueron cargadas con el
indicador de calcio permeable Fluo-4-AM vy

respuesta de calcio
(F/Fy)

estimuladas a tiempo O con CRH 100 nM. La

0 60 120 180 respuesta de calcio fue determinada como el
cambio de fluorescencia respecto a niveles
basales. Datos: media + SEM, n = 3.
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Figura 53 | La activacion de ERK1/2 no regula la respuesta de cAMP mediada por CRH

a, Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con vehiculo o el inhibidor de MEK1/2 U0126 10 uM, y
estimuladas con CRH 10 nM. Los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total se determinaron por
Western blot en los tiempos indicados.

b, Respuesta de FRET en células Unicas HT22-CRHR1-Epac-SH187 preincubadas con vehiculo o U0126
10 uM, y estimuladas con CRH 10 nM, relativo al maximo de la respuesta. Datos: media + SEM, n = 4.

En conjunto, estos resultados indican que la endocitosis del receptor afecta negativamente le
respuesta de cAMP estimulada por CRH. Es importante notar que a través del uso del sensol
EpacS™®se miden los niveles de cAMP a un determinado tiempo, que corresponde al balance
entre la produccion de cAMP por las adenilil ciclasas y su degradacion por fosfodiesterasas
(PDEs). La disminucién en los niveles de cAMP a tiempos largos cuando se bloquea la
endocitosis puede responder a una menor actividad de las adenilil ciclasas, a una mayor
actividad de las PDEs, o a ambos procesos en simultdneo. De hecho, al incubar las células
HT22-CRHR1-Epac-8% con el inhibidor general de PDEs, IBMXg produce un rapido
aumento en los niveles de cAMP en ausencia de estimulo (no mostrado). Esto indica que las
PDEs son enzimas activas y que es el balance entre las actividades de las adenilil ciclasas y la

PDEs lo que determina los niveles de cCAMP en un determinado momento.

La actividad de sAC es esencial para la generacién de cAMP dependiente de la
endocitosis de CRHR1

¢ Existe generacion de cAMP una vez internalizado CRHR1? ¢ Participa la SAC en este proceso”
Hemos observado que el receptor es internalizado con una dindmica que estd solapade

temporalmente con la generacion de cAMP y que los niveles de cAMP son menores al bloquear
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la endocitosis del receptor. Por otra parte, observamos que el silenciamizmbibicion de

SAC directa oa través de sus moduladores no solo afectan la primera fase de activacion de

ERK1/2 sino también la fase tardia de fosfo-ERK1/2, que es sensible a la internalizacion del

receptor. Dado que existe una correlacion entre la actividad de sAC y la sefalizacion de

receptor internalizado, nos propusimos demostrar si efectivamente son procesos que estar

relacionados funcionalmente.

Una posible explicacion a los resultados obtenidos puede ser que la activacion de sAC fuera
necesaria para la internalizacion de CRHRL1. Para evaluarlo, investigamos si la internalizacion
de CRHR1 era afectada al inhibir SAC. Por citometria de flujo, observamos que el perfil
temporal de la internalizacion de receptor era similar en células HT22-CRHR1 control y en
aqguellas tratadas contE (Figura 541). A traves del analisis por microscopia de fluorescencia

de la distribucion de GFP-CRHR1 tampoco encontramos diferencias entre los tratamientos
(Figura 54). Esto sugiere que la internalizacion del receptor no depende de la actividad de sAC.

a b Basal CRH 30 min

100 A ==

control

o
o
!

% receptores en la
superficie celular

o
I

o 4

Tiempo (min)

2-HE

GFP-CRHR1

Figura 54 | La internalizacion de CRHR1 no depende de sAC

a, Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con vehiculo o el inhibidor de sAC 2-HE 20 uM, y
estimuladas con CRH 100 nM. La internalizacion de CRHR1 a los tiempos indicados fue determinada
por citometria de flujo, marcando el tag c-Myc por inmunofluorescencia indirecta. La fluorescencia a
tiempo O fue definida como 100%. Datos: media + SEM, n = 4, 10.000 células/condicion.

b, Las células HT22-CRHR1 fueron transfectadas con pcDNA3 (control) o GFP-CRHR1 y se analizé la
localizacion subcelular de la fluorescencia en condiciones basales o estimuladas con CRH 100 nM por
30 min. Se muestran imagenes representativas de cada tratamiento. Las flechas indican clusters de
GFP internalizado después de 30 min de estimulo en condiciones control. Barra: 5 uM.
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Para estudiar los mecanismos de sefalizacion activados por CRHR1 nos hemos focalizado er
las respuestas de calcio, CAMP y fosfo-ERK1/2 en células HT22-CRHR1. Los patrones
temporales de cada una son diferentes, aunque puede haber mecanismos comunes que regul
cada uno de esos procesos. El incremento de calcio inducido por CRH retorna a niveles basale:
1 min después del estimulBigura 43. Al contrario, las respuestas de cCAMP y fosfo-ERK1/2

son mucho mas sostenidas en el tiempo, detectando niveles elevados dé&-gpiéP1(A) y la
activacion de ERK1/2Hgura 3@&) al menos 40 min después del agregado de CRH. Sin
embargo, el aumento de cAMP es muy rapido mientras que la fosforilacion de ERK1/2 alcanza
su maximo a los 3-6 min. A su vez, aunque inhibir la endocitosis del receptor afecta tanto a la
respuesta de cAMP como a la de ERK1/2, su efecto es evidente a los 3,5 min después de
estimulo a nivel de cAMP pero recién a los 20 min a nivel de ERK1/2.

En este sentido, quisimos explorar qué ocurria con la respuesta de cAMP a tiempos que sor
relevantes a nivel de la respuesta de ERK1/2. Ya hemos demostrado que los niveles de cAMF
continlan elevados por al menos 40 min luego del estinkigur& 17. Por cuestiones
practicas, en la mayoria de los experimentos se analizaron los primeros 10laniaspeiesta

de cAMP dependiente de CRH. Quisimos determinar si el efecto de la endocitosis de CRHR1
era evidente a nivel de cAMP hasta los 20 min después del agregado de CRH, cuando es
detectable a nivel de fosfo-ERK1/2. Observamos e&juaenor nivel de cAMP en las células
HT22-CRHR1-Epac-8* transfectadas con el mutante DynK44A respecto de aquellas control
empieza a detectarse en los primeros minutos de la respuesta y continlia detectandose al menc
después de 20 min de estimulo (Figura 55a). Estos resultados indican que el andlisis de los
primeros 5-10 min de la respuesta de cCAMP es suficiente para evaluar el efecto de la endocitosis
del receptor, aunque se necesita un intervalo mayor de tiempo para evidenciarlo utilizando

fosfo-ERK1/2 como lectura.

Otro aspecto a tener en cuenta para estudiar este mecanismo es que, aunque es posible detec
la internalizacion de CRHR1, una fraccion considerable del receptor sigue siendo detectado a
nivel de la membrana plasméatica (Figura 48, Figura 50). Dado que en nuestro disefio
experimental los agonistas se agregan al medio y permanecen durante el experimento (no es u
pulso de estimulacién), las respuestas medidas después-deros de CRH pueden no sélo

depender de los receptores ya internalizados si no también de la estimulacion a nivel de la
membrana plasmatica. A tiempos posteriores tampoco podemos descartar la contribucion de
receptores que reciclen en ese periodo del ensayo a la membrana plasmatica desde

compartimientos intracelulares.
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Figura 55 | Efecto de la endocitosis sobre la respuesta de cAMP dependiente de CRH a tiempos largos

a-b, Las células HT22-CRHR1-Epac-SH187 fueron transfectadas con pcDNA3 (control) o
DynK44A+mCherry 48 h previo a la estimulacion. La poblacién mixta de cé€lulas se estimulé con CRH 10
nM a tiempo O. Respuesta de FRET en células Unicas relativo al maximo de la respuesta para cada
tratamiento. Datos: media + SEM, n = 15-20 células. b, Se agregb el inhibidor de tmACs 2’,5’-ddA 100
MM al tiempo indicado.

Los experimentos devashout(pulso y lavado del estimulo) no nos permitieron eliminar de

manera reproducible y constante en las réplicas experimentales al ligando, y sabemos que
concentraciones muy bajas de CRH son suficientes para inducir una respuesta de cAMP. Pot
otra parte, no contamos con un método para inhibir especificamente a las adenilil ciclasas que s¢

encuentren en un determinado compartimiento celular, asociadas a la membrana plasmatica o e
compartimientos intracelulares.

A fin de investigar si habia generacion de cAMP una vez internalizado CRHRL1, y en ese caso,
cual era la fuente involucrada, estudiamos la respuesta de cAMP combinando los inhibidores de
las adenilil ciclasas con el bloqueo de la endocitdsis. &lulas HT22-CRHR1-Epac-8’

fueron transfectadas con un vector vacio o con el mutante DynK44A (en conjunto con un

plasmido fluorescente mCherry, que emite en el rojo). Luego, ambos tipos de células fueron

mezcladas para poder tratarlas con inhibidores, estimularlas con CRH y analizarlas en el mismo
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Figura 56 | sAC es critica para el cAMP generado desde endosomas en respuesta a CRH

a, Esquema representativo del diseno experimental. Las células HT22-CRHR1-Epac-SH187, transfectadas
con pcDNA3 (control) o DynK44A+mCherry 48 h previo a la estimulacion, fueron preincubadas con
vehiculo, el inhibidor de tmACs (2’,5’-ddA 100 uM) o el inhibidor de sAC (2-HE 20 uM) y estimuladas con
CRH 10 nM.

b, Respuesta de FRET en células Unicas. La respuesta de cAMP se expresa como el porcentaje de la
maxima sefal de FRET obtenido en cada condicion ensayada después de la estimulacion. Datos: media
+ SEM, n = 7. Se realiz6 la prueba t de Student para cada tiempo. Se grafican los valores p (puntos
grises) y p=0,05 se indica con la linea punteada.

campo del microscopid={gura 5&). Se analiz6 como variaban los niveles de cAMP una vez
alcanzado el maximo de la respuestd5(s después de agregar de CRH) en cada una de las
condiciones. Cuando las células fueron estimuladas en presencia del vehiculo o del inhibidor de
tmACs 2’,5'-ddA, los niveles de cAMP disminuyeron mas rapido en las células transfectadas
con DynK44A en comparacion con las células control veciRagi@a 5®). Sin embargo, en
presencia del inhibidor de sACHE, los perfiles de cAMP de las células control y DynK44A
fueron similares Kigura 5®). Esto sugiere que al inhibir SAC se perdio el efecto de la
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endocitosis del receptor a nivel de cAMP, es decir, que el componente que depende de la
endocitosis, depende de la actividad de sAC.

Decidimos estudiar cual era el efecto del agregado del inhibidor de las #hBaslA 10 min
después de estimular con CRH, cuando la fraccion de CRHR1 endocitada ya es significativa y
constante. Los niveles de cAMP disminuyeron con el inhibidor, demostrando que las tmACs
siguen activadas 10 min después del estinkifpufa 5H). Mas aun, la reduccion en los niveles

de cAMP también se detecté en células donde la endocitosis esta inhibida y después del
agregado de 2',5’-ddA, continuaron siendo evidentes las diferencias entre las células control y
aqguellas con la endocitosis inhibida. Estos resultados indicapoglide cAMP producido por

las tmACs no es critico para la fase tardia de ERK1/2, aunque alun estén activas a tiempos
largos. Ademas, el efecto de la endocitosis siguié siendo evidente en presencia del inhibidor de

tmACs sugiriendo que no corresponden al mismo mecanismo de sefalizacion.
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Figura 57 | Rol de sAC y la endocitosis sobre la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a CRH

Las células HT22-CRHR1 fueron preincubadas con el vehiculo, el inhibidor especifico de sAC (KH7 7,5
MM) o el inhibidor de endocitosis (Dyngo-4a 30 uM) y estimuladas con CRH 10 nM. Los niveles de
ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) y total se determinaron por Western blot en los tiempos indicados. Los
resultados se expresan como el porcentaje del maximo pERK1/2. Datos: media + SEM, n=4. Por ANOVA
de dos factores con prueba post hoc de Tukey *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 respecto al
control, #, p < 0,05 entre los tratamientos indicados.

Finalmente, decidimos evaluar a nivel de la activacion de ERK1/2 dependiente delCRH
efecto combinado de inhibir la actividad de sAC y bloquear la endocitosis. Como hemos

mostrado previamentd-igura 29, en presencia del inhibidor de sAC KH7 la activacién de
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ERK1/2 es menor a tiempos cortos y largos de estimulacion respecto de las cesdaritol

(Figura 57. Por otra parte, el inhibidor de dinamina Dyngo-4a disminuy0 significativamente la
fase tardia de fosfo-ERKA (Figura 57, en linea con lo reportado previamente con el mutante
DynK44A (Bonfiglio et al, 2013). La inhibicion simultanea de sAC y de la endocitosis genero
una reduccion en la primera fase de fosfo-ERK1/2 respecto del tratamiento con Dyngo-4a solo,
indicando que sAC participa en la activacion de ERK1/2 a tiempos cortos. Notablemente, ambos
tratamientos, ya sea por separado o en combinacion, redujeron la fase tardia de fosfo-ERK1/2
con similar magnitud, sugiriendo que la actividad de sAC y la endocitosis estan involucrados en
el mismo mecanismo de sefializacion que es critico para la segunda fase de activacion de
ERK1/2.

Interactoma d e sAC en las células HT22 -CRHRL1

Los resultados de este trabajo le asignan un rol a SAC como fuente alternativa de cCAMP en la
cascada de transduccion de sefales de CRH, con funciones biolégicas especificas.
Consideramos que realizar un estudio sisteméatico de las proteinas que interactian con sAC
contribuira a entender conesel complejo de sefializacion de sAC. Dada la falta de anticuerpos
robustos que detecten sAC, decidimos generar las proteingaso g, con la etiqueta de

fusién HA. La sobreexpresion de la forma $A€A no se logré en las células HT22-CRHR1,

por lo que continuamos trabajando &XC-HA. Cabe destacar que la forma truncada de sAC

es la que se detecta con mayores niveles enddgenos en estas células (Figura 22).

En linea con los reportado por otros grup8slds et al, 2014),sAC-HA fue detectada en
distintas localizaciones subcelulares por inmunofluorescencia (Figaja ®8ayoritariamente

en fracciones membranosas al realizar una lisis suave de las células (Figura 58b). El tratamientc
con carbonato de sodio (pH 11) convierte las vesiculas en laminas lipidicas y disrumpe las
interacciones entre proteinas aunque las interacciones proteina-lipido y la bicapa lipidica
permanecen intactas. El tratamiento de las muestras con carbonato de sodio solubilizé a sAC
HA, de forma consistente con la ausencia de segmentos transmembrana en su secuencia (Figul
58b).

Luego, se optimizaron las condiciones para solubilizar -$#Ce inmunoprecipitarla (ver
Materiales y métodos). Como una primera aproximacion para conocer las proteinas que
interactan con sAC realizamos la inmunoprecipitacion de -BACy el andlisis por
espectrometria de masa de las proteinas co-inmunoprecipitadas en células HT22-CRHRL1 er

condiciones basales y estimuladas con CRH por 30 min, siguiendo un esquema similar al
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utilizado para B-Raf (Figura 21a) en colaboracion con el Dr. Chris Turck y la Dra. Giuseppina
Maccarrone del Instituto Max Planck de Psiquiatria (Munich, Alemania). Se identificaron una
gran cantidad de proteinas (mas en la muestra basal que en la estimulada) utilizando comc
criterio de corte un puntaje Mastatayor a 80 y haber identificado al menos dos péptidos

distintos. La lista completa de proteinas se presenta en el Anexo.

b RIPA Na,CO,

input pellet SN pellet SN

SACt-HA Wﬁ ﬁ,

B-Raf | w8 LAl

Figura 58 | Localizacion subcelular de de sAC+HA en células HT22-CRHR1

a, La distribucion subcelular de sAC+HA fue estudiada por inmunofluorescencia utilizando anticuerpo
primario anti-HA y anticuerpo secundario acoplado a Alexa647, y los nlcleos se tineron con DAPI. Se
tomaron fotografias con el microscopio confocal. Barra: 10 uM.

b, Por Western blot se detectdé sAC+-HA usando un anticuerpo anti-HA en distintas fracciones a partir de
células HT22-CRHR1: lisado completo (input), fraccion membranosa (pellet) y soluble del lisado con RIPA, y
fraccion membranosa y soluble del pellet tratado con carbonato de sodio. Se utilizé BRaf como control de
proteina citosolica.

Dado que todavia no contamos con repeticiones los resultados aqui presentados sor
preliminares. Es importante destacar que la identificacion protedémica realizada de esta maners
es cualitativa y no cuantitativa (como lo son otros métodos como el SILAC). Entre la muestra

basal y estimulada el ~80% de las proteinas fueron comunes (Figura 59, datos totales en e

! Habitualmente, para identificar proteinas se utéizmétodo ddingerprint (huella digital), mediante el
cual secomparan los picos de un péptido incognita con una baséodedtron ya conocida. Este es el
proceso de comparacion del espectro de masas con la informacidreredia@n bases de datos de
secuencias conocidas, como Swsst o nrGenBank. Para ello esten motores de bdsqueda como
Mascot que ordenan las proteinas identificadas asdpies puntos en funcion del ndmero de
coincidencias.
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Anexo). Realizamos un analisis de las proteinas identificadas utilizando la base de datos Gene
Onthology, que es una de las mas utilizadas para clasificar la funcion biolégica de los genes y
las proteinas basandose en el uso de térmi@Qstérm3. Utilizando el programa DAVID

(NIH), se realiz6 un analisis de enriquecimiento en el que se busca qué términos bioldgicos de la
base de datos estdn sobre-representados en el conjunto de proteinas analizado respecto d
genoma total. En particular, realizamos la clasificacion de las proteinas en las categorias
Componente celular (Figura 60a) y Proceso biolégico (Figura 60b). Presentamos los términos
biolégicos que mostraron un mayor numero de proteinas y un mayor enriquecimiento (se
presenta el valor p destde Fischer utilizado), destacando algunos términos de relevancia para

los resultados de este trabajo.

Cabe destacar que sAC habia sido identificada en el analisis de proteinas co-inmunoprecipitada:
con B-Raf en estas mismas células. B-Raf no fue identificada, pero si se identificaron las
proteinas 14-3-3, que desempefian un papel central en el proceso de activacion de la familia Ra
(Tzivion et al, 1998. Ademas de las 13-3, otras proteinas de interés que se identificaron tanto

en el andlisis de B-Raf como de sA€A incluyen: IQGAPL, que se une a Cdc42 y esta
involucrada en la neuritogénesis; vimentina, una proteina de citoesqueleto que también cumple
roles en la sefalizacion de CRH (Bonfigkt al, 2013), NEDD4, una E3 ubiquitin-ligasa
encontrada en complejos de sefializaciébn con pequefias proteinas G y reguladora de le
arborizacién neuronal (Donovan y Poronnik, 2013); moesina, que pertenece a la familia de
ezrina (proteina que se hallé formandocomplejo con sACWatsonet al, 2015 y que puede
funcionar comoAKAP (Deminget al, 2015) y regulador del citoesqueleto (lvetic y Ridley,
2004); HSP9O0, proteinas del citoesqueleto, entre muchas otras. Ademas se identifico tanto er
condiciones basales como estimuladas a la proteina piruvato kinasa (PKM) que previamente se
describié como interactora de sAC (Onodetral, 2014).

Figura 59 | Diagrama de las proteinas
Basal CRH 30 min

identificadas en la co-inmunoprecipitacion de sACt-
418 234

HA por espectometria de masa. Se presenta el
nimero de proteinas en condiciones basales y
estimuladas (30 min CRH), junto el nimero de

231 187 47 proteinas comunes o exclusivas de cada
condicion. El listado completo se encuentra en el
Anexo.
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vesicula fagocitica
signalosoma de COP9
periferia celular

borde dinamico de la célula
filamento de actina
granulos de estrés
membrana de vesicula citoplasmatica
lamen del RE
compartimiento intermedio RE-Golgi
vesicula

citoesqueleto de actina
proceso celular

superficie celular
organelas membranosas
ribosoma

complejo proteico
citoesqueleto

matriz extracelular
adhesion focal
nucleoplasma

citosol

mitocondria

membrana

nucleo

citoplasma

trasiocacion proteica al nacleo
regulacion de la morfogénesis
polimerizacién de actina

transporte de endosoma temprano a tardio
regulacion de la migrcion celular
endocitosis mediada por receptor
direccionamiento de proteinas
desarrollo de procesos neuronales
organizacion del citoesqueleto de actina
regulacion de la forma celular
estabilizacion proteica

regulacion de la expresion génica
plegamiento de proteinas
procesamiento de mRNA

regulacion de la apoptosis

adhesion célula-célula

procesos de 6xido-reduccion

traduccion
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términos GO: Componente celular
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términos GO: Procesos biolégicos
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Figura 60 | Analisis de enriquecimiento en términos biolégicos de Gene Onthology (GO terms). Las

proteinas identificadas fueron anotadas y clasificadas de acuerdo a componentes celulares (a) o

procesos biolégicos (b). Se presentan las categorias mas abundantes y las mas relevantes en el
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contexto de este trabajo. Se presenta el porcentaje de proteinas de cada término biolégico y el valor p
del test de Fischer utilizado para evaluar el enriquecimiento de cada categoria.

En el contexto de este trabajo queremos destacar que se encontraron numerosas proteine
involucradas en la formacion y en trafico de vesiculas, como claiia, ARF3, subunidades

del coatdbmero, TMED10 y muchas proteinas GTPasas RAB que son caracteristicas de
endosomas (tempranos -RAB5c, RAB14- y tardios, RAB7a). En condiciones basales también se
identificaron a la proteinas del retrometro VPS29 y VPS35.

Se identificaron proteinas implicadas en la regulacién del citoesqueleto y en la formacion de
procesos neuronales -por ejemplo, subunidades del complejo remodelador de actina Arp2/3,
Cofilina, RAC1, CDC42- (Figura 60b). También proteinas implicadas en el direccionamiento de

proteinas a distintos destinos celulares -importinas y exportinas al nucleo, complejo TOM a
mitocondria- (Figura 60b), lo que es consistente con haber identificado proteinas de distintas
organelas (Figura 60a) y est4 en linea con la descripcion de la funcién de sAC en distintas

localizaciones subcelulares (Tresgueetal, 2011).

En conclusién, consideramos que los resultados preliminares obtenidos son auspiciosos respect
de utilizar la inmunoprecipitacion de sAC seguida de identificacién por espectrometria de masa
de las proteinas co-inmunoprecipitadas para estudiar la funcion de sAC no sélo en condiciones
basales si no también identificar complejos de sefializacién involucrados en la funcién de CRH.

Para los futuros experimentos consideramos utilizar anticuerpos covalentemente unidos a la
resina para poder evitar la separacion de las muestras por electroforesis en un gel y poder hace
la digestién proteolitica en el eluido de la inmunoprecipitacion directamente. También
evaluamos la posibilidad de realizar experimentos de manera cuantitativa por la técnica de
SILAC.
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Conclusiones
Los principales hallazgos de este trabajo se resurigtialya continuacion:

La activacion de CRHR1, ya sea mediada por CRH como por UCN1, promueve la
diferenciacion de la linea celular HT22-CRHR1, inhibiendo la proliferacion celular y
favoreciendo el crecimiento de neuritas.

CRH y UCN1 aumentan los niveles de cAMP, activan la PKA y fosforilan CREB de
manera similar en las células HT22-CRHRL.

CRH genera un aumento de cAMP intracelular rapido y sostenido en cultivos primarios
de neuronas hipocampales y corticales, y las células HT22-CRHRL1. El patron temporal
de esta respuesta es distinto al observado para otros estimulos en las mismas célula:
HT22-CRHR1, como isoproterenol -agonistaf#AR-, o de CRH en otros contextos
celulares, como la linea celular AtT20.

La respuesta de cAMP estimulada por CRH depende de las tmACs pero también de
SAC, como una fuente alternativa, en dos contextos celulares relevantes para la funcion
fisiologica de CRH, las células HT22-CRHR1 y AtT20. En los mismos sistemas
experimentales, la sefializacion de otros agonistas de GPCRs que estimulan cAMP no
involucré a sAC (isoproterenol en HT22-CRHR1 y PACAP38, ligando de PAC1, en
AtT20).

No se observé la participacion de sAC en la sefializacion de CRH en la linea celular
3T3L1-CRHR1. Esto es consistente con reportes previos que indican una gran
dependencia de los mecanismos de sefializacion de CRH del contexto celular.

En las células HT22-CRHRL1 las existencia de dos fuentes de cAMP se evidencia en la
activacion de ERK1/2, CREB y la induccién transcripcionat-fies

Utilizando la fosforilacion de ERK1/2 dependiente de CRH como lectura, en células
HT22-CRHR1 se observé que el cAMP generado por tmACs y SAC puede participar en
mecanismos de sefializacion diferentes: ambas fuentes regulan la fase temprana de
activacion de ERK1/2, mientras que sélo sAC esta involucrada en la fase sostenida de
fosfo-ERK1/2.

En las células HT22-CRHR1 y AtT20, el cAMP generado en respuesta a GR# ut
como efectores tanto a PKA como a EPACs para activar a ERK1/2. EI cAMP

dependiente de sAC sefializa tanto por PKA como por EPACs.



Inda | Discusion 140

* La respuesta de cAMP estimulada por CRH es dependiente del aumento intracelular
transitorio de calcio, también estimulado por CRH. En contraste, la respuesta de calcio
no es afectada por inhibidores de tmACs o sAC.

* Anivel de la activacion de ERK1/2, el bloqueo de sAC o de la respuesta de calcio tiene
efectos similares (disminucion de ambas fases de activacion) cuando se estimulan
células HT22-CRHR1 con CRH. En contraste, las tmACs estimulables por calcio so6lo
regulan la primer fase de fosforilacion. Esto sugiere que el aumento de calcio es critico
para la activacion de sAC en respuesta a CRH.

* La presencia de bicarbonato, un activador exclusivo de sAC, es esencial para la
respuesta de ERK1/2 dependiente de CRH en células HT22-CRHRL.

e En células HT22-CRHR1, la endocitosis de CRHR1 estimulada por CRH es rapida.

* Laendocitosis de CRHRL1 contribuye a la respuesta de cAMP dependiente de CRH.

e La funcién de sAC, y no la de las tmACs, es critica para el componente de la respuesta
de cAMP y ERK1/2 dependiente de la endocitosis.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, esguematizamos los mecanismos

identificados en las Figura 6Rigura 62 y Figura 63.

Diferenciacion de las células HT22 -CRHR1 estimulada por CRH como
estrategia para explorar las vias de sefalizacion

Durante mi Tesis de Licenciatura observamos que CRH promovia la extension de neuritas en
células HT22-CRHR1. Nos propusimos caracterizar como era el cambio morfolégico y qué

componentes moleculares estaban implicados en este proceso. En ese trabajo, determinamos qt
las actividades de tmACs y sAC eran necesarias para la fosforilacion de CREB. Sin embargo,
demostramos que el cAMP generado por sAC era critico para este mecanismo, que depende d
la activacibn de PKA y no de ERK1/2 (Inda, 2012). En el presente estudio decidimos

profundizar en los mecanismos moleculares de la accion de CRH a partir de esos resultados

previos.

CRH y UCN1 generan respuestas similares en células HT22- CRHR1

Una de las preguntas que quisimos abordar fue si existia cierta especificidad de ligando,
teniendo en cuenta que es caracteristico de muchos receptores GPCRs de clase BeiWootten

al., 2017) y son pocos los estudios en los que ha realizado una comparacion entre los agonista
de CRHR1. Teniendo en cuenta que CRH y UCNL1 son los ligandos de mayor afinidad para
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CRHR1, se compararon sus respuestas en las células HT22-CRHR1. Observamos que a nivel d
la respuesta de cAMP, la activacion de PKA (Figura 19) y la fosforilacion de CREB (Figura 11)
ambos ligandos presentaron respuestas similares tanto en magnitud como en el patron tempora
También fueron indistinguibles los efectos a largo plazo para CRH y UCN1, observando un
efecto neuritogénico (Figura 10) y un arresto de la proliferacion (Figura 14, ver mas adelante)

similares entre estimulos.

La generacion de ligandos sesgados hacia determinadas vias de sefalizacion es uno de Ic
objetivos de la farmacologia de GPCRs alktRajagopakt al, 2010Q. Existen ejemplos, como

el PTHR, donde los ligandos enddégenos generan diferentes respuestas mediante la activaciol
del mismo receptor (Vilardagat al, 2014). Existe un trabajo en el que se ha descripto que la
fosforilacion de CREB en respuesta a UCN1 ocurre a través de un mecanismo que involucra a
GBy y ERK1/2 mientras que CRH no activa esta via (Stemd, 2011). Sin embargo, en ese
trabajo no lograron detectar un aumento de cAMP en respuesta a CRH/UCNL1 ni la dependencia
de PKA de fosfo-CREB, por lo que podria ser una via caracteristica de ese sistema
experimental. En neuronas hipocampales y corticales hemos demostrado que CRH genere
aumentos de cAMP con caracteristicas similares a las de las células HT22-CRHR1 (Figura 20).
El estudio de los componentes moleculares activados rio abajo del cAMP es muy dificil ya que
en cultivos primarios embrionarios los niveles basales de ERK1/2 y CREB activados son altos.
Por otra parte, en otros reportes en los que se han comparado los efectos de CRH y $8N1 no
han encontrado diferencias significativas (Swiebyl, 2004 Gounkoet al, 2013 Pozzoliet

al., 2015).

Considerando que CRH y UCNL1 tienen un patron de expresién en el cerebro Unico, sélo
solapado de forma parcial (Figura 7), las diferencias funcionales entre ambos ligavidos
pueden resultar de la activacion de CRHR1 en distintos circuitos del cerebro (Hextckdens
2016). Por otra parte, teniendo en cuenta que, a diferencia de CRH, UCNL1 tiene una afinidad
similar por CRHR1 y por CRHR2, pueden surgir diferencias a partir de la activacion de distintos
receptores. En este sentido, consideramos que es esencial avanzar en la caracterizacion de |
vias de sefalizaciéon de CRHR2 a la luz de que la funcién conjunta de ambos receptores es
critica para la respuesta a estrés integral y las patologias asociadas. Quizas a través de ur
activacion diferencial de las vias de sefalizacién pueda comprenderse cémo es posible que
CRHR1 y CRHR2 tengan efectos diferentes en el comportamiento segun la regién analizada
(Henckent al, 2016, Figura 7).
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La activacién de CRHR1 promueve la diferenciacion de células HT22- CRHR1

La diferenciacion celular es un proceso que no sélo incluye cambios morfolégicos sino también
un arresto en la proliferacion (Vaudey al, 2002). Ademas de promover el crecimiento de
neuritas, ¢regula CRH la proliferacion celular? Observamos que la activacion de CRHR1 redujo
significativamente la proliferacion de esta linea celular (Figura 13-Figura 14) a través del arresto
de la progresion del ciclo celular (Figura 15). Ademas, demostramos que el efecto neuritogénico
de CRH puede ser antagonizado por un estimulo que promueve la proliferacién como el suero
(Figura 16).

Estudios previos que han explorado el rol de CRHR1 como regulador de la proliferacion y la
diferenciacion celular indican que el efecto de CRHR1 no es general sino especifico segun el
estadio de diferenciacién y el contexto celular. Se ha reportado un efecto anti-proliferativo de
CRH en células de neuroblastoma SKSN-(Pozzoliet al, 2015), y en lineas celulares
tumorales derivadas de corticotrofos, endometrio y mama (Melzig; &384ianiet al, 2007

Jin et al, 2014 Stuhr et al, 2014), mientras que se ha descripto que CRH favdeece
proliferacion en modelos de cancer de piel y gastricos (Arbtsar 1999; Yanget al, 2013).

CRH promovio la proliferacion de progenitores neuronales (Koutetaad, 2013) y regulé el
crecimiento de distintos tipos de células de la piel (Slometski, 2006).

Los antecedentes respecto del rol de CRH como modulador de la arquitectura neuronal tambiér
son controversiales. CRH genero el crecimiento de neuritas en un mecanismo dependiente de
PKA y ERK1/2 en la linea celular CATH.a derivada Weus coeruleus en cultivos
organotipicos déocus coeruleuy en células de Purkinje de rodajas de cerebelo (Céieli,

2002, Swinnyet al, 2004 Swinny y Valentino, 2006 pero redujo la arborizacion dentritica de
neuronas en desarrollo en el hipocarfpbenet al, 2004. CRH aumentd el nimero de espinas
dendriticas en rodajas de cereb@ounkoet al, 2013 mientras que afectd negativamente a las

eginas finas en rodajas de hipocampo (Céiteal, 2010).

Las diferencias observadas entre nuestros resultados y antecedentes previos pueder ser produc
de los distintos modelos experimentales empleados asi como de las condiciones de estimulacion
Nosotros nos hemos interesado en utilizar el cambio morfolégico de las células HT22-CRHR1

como un bioensayo para estudiar los mecanismos de sefializacion de CRHRL1 (Inda, 2012). Serii
imprudente considerar una relevancia fisiolégica directa de estudios en lineas celulares
establecidas. Sin embargo, este tipo de aproximacion permite realizar experimentos moleculares
y celulares que serian mucho mas complicades$vo, y las células HT22-CRHR1 mantienen

caracteristicas fundamentales de la respuesta de cAMP (Figura 20) y ERK1/2 &Reiigjo



Inda | Discusién 143

2005 Bonfiglio et al, 2013) dependiente de CRH. Por lo tanto, consideramos que el efecto
neuritogénico y anti-proliferativo de CRH y UCNL1 a través de la activacion de CRHRL1 en este
sistema celular provee informacion valiosa a un topico que aun es objeto de investigacion.
Debido a que el establecimiento de la conectividad entre neuronas es critico para la funcion del
cerebro, se ha propuesto que la accién de CRH como modulador de la plasticidad sinaptica y las
redes neuronales durante el desarrollo y en patologias asociadas a estrés podria explicar lo
efectos a largo plazo de la respuesta a estrés (Brugisaly 2003). Futuros estudios que
evallen la regulacién ejercida por CRHR1 de las proteinas de la famila RhoGTPasas y cambios
en la dinAmica del citoesqueleto son necesarios para entender el rol de CRH como modulador de
la arquitectura neuronal (Tojinetal., 2011).

Vias de sefalizacion activadas en la diferenciaciéon de HT22- CRHR1

Una pregunta fundamental de la transduccidon de sefiales es como distintos mecanismos de
sefializacion comunes a distintos sistemas son capaces de integrar sefiales de un estimulo dac
para generar un efecto biol6gico determinado. El estudio de las vias de sefializacion que dirigen
el destino celular ha sido fundamental para establecer muchos de los conceptos hoy
ampliamente aceptados, dado que estan involucradas rutas bioquimicas complejas, que vai
desde respuestas muy cortas (aumento de calcio) hasta procesos de largo plazo (cambio
morfolégicos y en el programa de expresion génica, Vaeiday, 2002).

En funcién de los resultados del presente trabajo en conjunto con resultados previos del
laboratorio (Inda, 20%2Bonfiglio et al, 2013), proponemos un modelo para representar los
mecanismos involucrados en la difenciacién de células HT22-CRHR1 estimulados por CRH,
donde se evidencia una compleja red de sefializacién (Figura 61). La estimulacién con CRH
conduce a un aumento de cAMP a través de la activacion de tmACs y sAC. Ambas fuentes de
cAMP pueden mediar la activacion de PKA, de ERK1/2 y de CREB. Sin embargo, la activacion
de ERK1/2 no es critica para la fosforilacion de CREB ni para el crecimiento de neuritas en este
sistema(lnda, 2012), lo que sugiere que las vias de ERK1/2 y CREB estan funcionalmente
aisladas. Ademas, glool de PKA dependiente de sAC es el fundamental para el efecto
neuritogénico de CRH (Inda, 2012daet al, 2016).

Por otro lado, ERK1/2 es esencial para los cambios morfolégicos dependientes de PDGF en
eshs células pero no es necesario para el efecto de CRH (Inda, 2012). Mas aun, un estimulc
proliferativo como el suero induce una activacion de ERK1/2 similar a la disparada por CRH,
pero cumple un rol opuesto al de CRH respecto de la diferenciacién celular (Figura 16). La

activacion prolongada de ERK1/2 es suficiente para la diferenciacion en células derivadas de



Inda | Discusién 144

feocromocitomd@C12(Vaudryet al, 2003. Sin embargo, los resultados obtenidos en PC12 no

son extrapolables a células hipocamples.

Ademas, en este trabajo nos preguntamos cémo es la integracion de las distintas vias de
sefializacion a nivel de la regulacion transcripcional. Elegimos estudiar la induccidosga

gue es un gen clasico de la via cCAMP/PKA vy es caracteristico de respuestas neuronales (Benitc
y Barco, 2015). Es interesante notar que ambas fuentes de cAMP regomrasi como
también las vias de CREB y ERK1/2 (Figura 28).

En conclusién, en este modelo celular hipocampal podemos identificar multiples vias de
sefializacion dependientes de cAMP en la misma célula, algunas dependientes entre si y otra:
aisladas: via dependiente de tmAC/sRKA -primera fase de fosfo-ERK1/2via dependiente

de sAC, independiente de PKA -fase tardia de fosfo-ERKli2-dependiente de tmAC/sAC-

PKA, independiente de fosfo-ERK1/2 —activacion de CRBMBa dependiente deAC-PKA,
independiente de ERK1/2 —crecimiento de neuritas-; via dependiente de tmACGHBAC-

ERKZ1/2 —induccién transcripcional defos.

CRHR1

+ Crecimiento
CAMP ¢ neuritas
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e( CREB ) \
\
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Figura 61 | Modelo propuesto para las vias de senalizacion activadas por CRHR1 involucradas en la
diferenciacion celular

La estimulacion de CRHR1 genera cAMP a través de tmACs y sAC, que a su vez puede activar a la PKA 'y
promueve la fosforilacion de ERK1/2 y CREB. La actividad de sAC es esencial para la neuritogénesis, un
proceso dependiente de PKA pero no de ERK1/2. La activacion de CREB no depende de ERK1/2 en este
sistema. Tanto ERK1/2 como CREB participan en la induccion transcripcional de c-fos.
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sAC como una fuente alternativa de cAMP

En este trabajo, demostramos que la activacion de CRHR1 genera una respuesta de cAMP qu
no soélo depende de las candnicas tmACs si no también de SAC en dos contextos
fisiolégicamente relevantes para la accién de CRH. Dado que los fenotipos detectados para el
primer raton KO de sAC era la infertilidad en machos vy dislipidéEsaositoet al, 2004 Xie

et al, 2009, y que los niveles de sAC (MRNA y proteina) en tejidos somaticos son muy bajos,
durante mucho tiempo se considerd que la funcién de sAC estaba restringida al testiculo, donde
presenta los mayores niveles de expresion y cumple una funcion critica en la fertilidad
masculina, siendo esencial para la movilidad y la capacitacion esperrhtgsat(al, 2005).

Sin embargo, hoy sAC se considera de expresion ubicua, habiendo sido hallada en multiples
tejidos(Mittag et al, 1993 Sinclairet al, 200Q Genget al, 2005 Hanet al, 2005 Halmet al,

2010), incluido el cerebr¢Chenet al, 2013. Ademas, se han detectado isoformas somaticas de
SAC, que sdlo tienen el segundo dominio catalitico y que no han sido eliminadas en el primer
raton KO de sAC (Farreéit al, 2008. Se han reportado funciones de sAC en multiples tejidos
incluyendo rifiones, pancreas, tracto digestivo, tejido 0seo, vias respiratorias, sistema inmune y

sistema nervioso (para revision, Tresgueetesl, 2011).

Expresion de sAC en el cerebro

A partir de la caracterizacion de las vias de sefializacion activadas por CRH, describimos a sAC
como fuente de cAMP en las células derivadas de neuronas hipocampales, HT22-CRHR1 y la
linea celular derivada de corticotrofos, AtT20. Ademas, pudimos detectar la expresion de sAC a
nivel de mRNA en hipocampo y corteza de cerebro adulto asi como también en cultivos
primarios neuronales preparados a partir de esas estructuras (Figura 23). Evaluamos la expresio
de sAC en otras lineas celulares, como 3T3L1-CRHR1 y Neuro-2a, detectandola por RT-PCR
(Figura 22, Inda, 2012). Por lo tanto, nuestros resultados son consistentes con una expresior
ubicua de sAC, que permite considerar que cumple funciones en tejidos somaticos. Es
importante destacar, sin embargo, que los niveles de expresion a nivel de mRNA fueron bajos
en todos los casos, en linea con lo reportado previamente (Eaakll2008 Corredoret al,

2012 Stileset al, 2014). La falta de anticuerpos robustos que detecten sAC en otros tejidos
ademas de testiculo y que no haya una caracterizacion bioquimica completa de cuéales son la

isoformas que se expresan dificultan su estudio.

El grupo de Levin y Buck investigo la expresion de sAC en el cerebro utilizando la técnica de
inmunohistoquimica, y detectd la expresion de sAC en neuronas de cerebelo, hipocampo y

cortex cerebral (Cheet al, 2013). La sefial detectada se perdié cuando utilizaron secciones de
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ratones KO para sAC (tanto en el primer ratén KO, deficiente en el primer dominio catalitico
C1, como un raton de segunda generacion que no tiene el segundo). Con el objetivo de exploral
si era posible estudiar el patrén de expresion en distintas regiones del cerebro, en este trabaj
utilizamos una estrategia alternativa, a través de la hibridacgitu. Esta técnica permite una
mayor resolucién y es ampliamente utilizada para estudiar la expresion génica en el campo de le
neurobiologia. En las bases de datos publicas disponibles, como el Allen BrainLAitheest (

al., 2007), no se habia detectado una expresion significativa de sAC en el cerebro, pero
buscamos realizar ajustes en el protocolo para sensibilizar su deteccién y utilizar mas de una

sonda para detectar el mMRNA.

A través de la hibridaciéim situno fue posible determinar un patron de expresién caracteristico
para sAC en el cerebro (Figura 23). Existen antecedentes de genes cuya expresion en el cerebr
es muy baja y de distribucion homogénea, lo que representa una dificultad para su deteccion.
Por ejemplo, para el receptor purinérgico P2X7, que es considerado un potencial blanco
farmacolégico para enfermedades neurodegenerativas, se desarrollaron ratones KO pare
verificar que esa sefial homogénea era especifica y desarrollar ratones transgénicos que permite
la expresion condicional del gen en regiones especificas para determinar su funcién @letzger
al., 2016). Consideramos que es importante que se lleven a cabo este tipo de estudios en el cas
de sAC para comprender su contribucion en tejidos como el cerebro.

Funcién de sAC en el cerebro

Nuestros resultados indican que sAC tiene funciones en la transduccion de sefiales de CRHR]
en dos lineas celulares, una neuronal, HT22-CRHR1, y otra neuroenddcrina, AtT20. No es el
primer reporte que destaca la funcion de sAC en contextos celulares neuronales (para revision
Stileset al, 2014). sAC ha sido involucrada en el crecimiento de axones y la elaboracion del
cono de crecimiento en respuesta a nettie@ neuronas ganglionarf@u et al, 2006. No se
observaron alteraciones en esta funcién en el raton KO C1 (Mbaltge 2008), sugiriendo la
existencia de mecanismos redundantes o la existencia de otras isoformas de sAC en este raté
(Farrell et al, 2008). También en neuronas ganglionares sAC favorecié la viabilidad y el
crecimiento axoal en respuesta a la actividad eléct(icarredoret al, 2019. Ademas, sAC se
expresa también en astrocitos y se ha reportado que participa en el acoplamiento metabdlicc

entre neuronas y astrocitos (Cletial, 2012).

Se ha propuesto que sSAC participa en los mecanismos de sefalizacion de neurotrofinas, que
involucran la activacion de RTKs y la sefializacion mediada por interacciones entre proteinas y

cascadas de fosforilacién en general. En neuronas de cerebelo se observo que el crecimient
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axonal inducido por la neurotrofina BDNF depende de sAC (Maréhak 2014). Utilizando

como modelo a las células derivadas de feocromocitoma PC12 se ha propuesto que sAC medi:
la activaciéon de RaplSfessinet al, 2006) y cambios morfologicos (Youref al, 2008)
dependiente de la neurotrofina NGF. Existe evidencia creciente de que el cCAMP regula la accion
de las neurotrofinas que estimulan cambios morfolégicos en neuronas (Huang y Reichardt,
2003 Stileset al, 2019. Estas observaciones sugieren que sAC podrianaeiuente atipica de

cAMP en estas vias de sefializacion. Mas aun, consideramos que es importante profundizar e
estudio de sAC en neuronas teniendo en cuenta que en células excitables se observa un
correlacién entre el influjo de calcio por actividad eléctrica y los niveles de cAMP detectados
(ver més adelante).

SAC y su rol rio abajo de GPCRs
El rol de sAC en la transduccién de sefiales de GPCRs aun no ha sido suficientemente explorade

y hay pocas evidencias hasta ahora. En la mucosa del leobpmefrina activa a los receptores
B1AR y B2AR para regular la secrecion transitoria deyCla secrecion sostenida dé.Se
observé qu2AR sefaliza a través de tmACs para aumentar de forma transitoria CAMP y asi,
la secrecion de CIEn contraste, la secrecion sostenida deetfuiere la estimulacion g AR

y B2AR, que lleva a la estimulacion de sAC y un aumento de cAMP mas sogteaidet al,

2010). Por otra parte, en células del epitelio bronquial la estimulacion de los receptores GPCRs
EP1 yEP4lleva a la activacion de las tmACs, lo que regula al canal die A fibrosis quistica
(CFTR). Se describié que existe un mecanismo de amplificacién de la sefial: las tmAC llevan a
la activacion de EPACs, que median la movilizacién de calcio, lo que activa a sAC, la cual
activa aun més al CFTR a través de PKA (lvomtetl, 2015).

En este trabajo, describimos la participacion de sAC como una fuente alternativa de cAMP a las
tmACs en la sefalizacion de CRHR1, en un mecanismo que es dependiente del aumento de
calcio y que lleva a la activacion de PKA y EPAEg(ra 62). Es interesante que tanto en el
trabajo de Halm y colaboradores, como en la sefializacion de CRH, se destaca el rol de sAC er
la parte sostenida de la respuesta. Los mecanismos de activacion de sAC parecen ser variable:
por ejemplo, CRH estimula la entrada de calcio por influjo en las células HT22-CRHR1
mientras que en las células de epitelio, es la movilizacion de calcio desde reservorios
intracelulares lo que activa a sAC. Siendo tan pocos los trabajos que han indicado un rol de sAC
en la sefializacion de GPCRs aun es dificil comprender si existen mecanismos comunes
involucrados. También es importante destacar que la participacion de sAC es dependiente del

contexto celular. Como estudiamos en este trabajo, SAC participa en la sefializacién de CRH en
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células HT22-CRHR1 (Figura 25, Figura 30) y AtT20 (Figura 33), y no en células 3T3L1-
CRHR1 (Figura 37). En linea con lo anterior, la sefalizaciorpti&R-f2AR involucra a la

sAC en la mucosa de colon, pero isoproterenol no activa a sAC en las células HT22-CRHR1 o
en rodajas de cerebro (Chatial, 2012).
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Figura 62 | Modelo propuesto para las vias de senalizacion activadas por CRHR1 involucradas en la
activacion de ERK1/2

CRHR1 activado a nivel de la membrana plasmatica genera un aumento de cAMP y calcio intracelular.
Tanto las tmACs -dependientes de proteina G- como sAC -dependiente de calcio- participan en la
generacion de cAMP, que a través de PKA y EPACs regulan la fosforilacion temprana de ERK1/2. La
internalizacion de CRHR1 lleva a una activacion sostenida de ERK1/2, dependiente de sAC y EPAC.

SAC en la interseccién de dos segundos mensajeros, calcio y cAMP
La regulacion es uno de los aspectos que distinguen a sAC respecto de las tmACs. Se he

demostrado que sAC es activada directamente por bicarbonato, que aumenta la tasa cataliti
favoreciendo el intercambio del producto por nuevo sustrato ATP, y calcio, que estabiliza al
sustrato en el sitio activo (Kleinboeltireg al, 2014). Debido a la modulacion ejercida por
bicarbonato, sAC es considerada un sensor d¢gHO®,/pH. Se ha demostrado que es critica

la activacion de sAC por bicarbonato en procesos celulares dependientes de la concentracion di
bicarbonato en fluidos —capacitacion espermatitesg et al, 2005), transporte i6nico en
epitelios y endotelios (Pastor-Soktral, 2003), etc- o de la actividad metabdlica que genera
CO,/HCO; - acoplamiento metabdlico de astrocitos y neuronas (€hal, 2012), sintesis de

ATP mitocondrialfcin-Perezet al, 2009).
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En otros sistemas como neutréfilddab et al, 2005) y célulag del pancreas (Ramed al,

2008) sAC se activa por aumentos de calcio. En los trabajos en los que se reporté una funcion
de sAC en neuronas se hipotetizd que el activadoeleralcio(Wu et al, 2006 Corredoret al,

2012). Nuestros resultados en las células HT22-CRHR1 sugieren un mecanismo de activacion
de sAC dependiente de la respuesta de calcio disparada por CRH. Observamos que la respues
de cAMP dependiente de CRH es menor en presencia de un quelante de calcio (ya see
permeable —BAPTAAM- o no -EGTA-). Ambas fases de fosfo-ERK1/2 se reducen en
presencia de BAPTA-AM, al tratar las células con un inhibidor de sAC (KH7 o 2-HE), o
silenciar sAC, mientras que el tratamiento con un inhibidor de tmACs (2',5-ddA) o el
silenciamiento de AC1 o AC8 no afecta la segunda fase de fosfo-ERK1/2.

Es notable que las cinéticas de las respuestas de calcio y cAMP estimuladas por CRH son muy
diferentes en células HT22-CRHR1 (Figura 43). La respuesta de calcio es transitoria, retornando
a niveles basales después de 1 min de estimulo, como es tipico de aumentos de calcio mediadc
por influjo. En contraste, los niveles de cAMP permanecen elevados superados 40 min de
estimulo (Figura 17). El aumento de calcio al inicio de la respuesta es critico para la
fosforilacion de ERK1/2 a los 20-40 min de estimulacion (Figura 44). La activacion de sAC por
calcio es un mecanismo que permite explicar cdmo ocurre el acoplamiento entre distintos
niveles e intervalos temporales de la cascada de transduccion. Previamente hemos descripto otr
mecanismo para explicar la dependencia de la segunda fase de fosfo-ERK1/2 a la respuesta d
calcio a través de CaMKII (Bonfigliet al, 2013). La dependencia o interregulacion de estos

dos mecanismos deberan abordarse en futuros estudios.

Un aspecto a resaltar es que el aumento de calcio dependiente de CRH no se vio afectado pc
inhibidores de tmACs eAC (Figura 46). Esto es consistente con la observacién de que tmACs

0 SAC pueden regular mecanismos de forma independiente: por ejemplo, el crecimiento de
neuritas y la segunda fase de fosforilacion de ERK1/2 dependen de forma critica de SAC. Estos
efectos independientes no serian posibles en el escenario alternativo de que la entrada de calci
y la activacion de sAC fueran dependientes de las tmACs. Por otro lado, este resultado es
llamativo teniendo en cuenta que la via predominante de sefializacion propuesta para CRHR1 et
la activacién de la proteina Gs, cuya pricipal accion es la generacion de cAMP a través de
tmACs. ¢ Qué mecanismos regulan la entrada de calcio? Previamente, hemos determinado que ¢
aumento de calcio en respuesta a CRH se da por influjo desde el medio extracelular y que la vie
de PLC no estaria involucrada al menos a nivel de ERK1/2 (Bonéglad, 2013). ¢Qué

canales estan involucrados?, ¢esta regulado por el configlajie la proteina G?, ¢otras
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proteinas G activan la entrada de calcio? Futuros estudios sobre los mecanismos que regulan |
entrada de calcio son esenciales. En células AtT20, donde sAC también partidgpa en
fosforilacién de ERK1/2 rio abajo de CRHR1, previamente se ha demostrado que CRH estimula
un aumento de calcio mediado por canales dependientes de voltaje de tipo L (Luini y Axelrod,
1985 Kovalovskyet al, 2002).

Gran cantidad de procesos celulares son controlados por los segundos mensajeros cCAMP
calcio. Se ha propuesto que la localizacion subcelular y la dindmica de esas respuestas, sumad
a la forma en que las vias de sefalizacién del cCAMP y el calcio interactian entre si “codifican”
las sefiales que permiten una regulacion fina y especifica de los procesos (Zaccolo y Pozzan
2003 Dunnet al, 2006 Ni et al, 201% Tojimaet al, 201). En este sentido, se ha demostrado

que la dinamica del calcio y de cAMP son criticas para determinar procesos a largo plazo en
células excitables, como neuronas (Fukwthal, 2005 Nagappan y Lu, 2005), y también en
células no excitablg®Bruceet al, 2003. Uno de los puntos fundamentales para esta integracion

es la presencia de adenilil ciclasas reguladas por calcio. Intensa investigacion se ha focalizadc
en comprender cémo oscilaciones de calcio regulan los niveles de cAMP y asi, las respuestas
biolégicas, permitiendo apreciar la complejidad de las redes de sefializacién (Willoughby y
Cooper, 2007Cooper y Tabbasum, 2014). En muchos casos, los roles especificos de las tmACs
inhibidas por calcio, AC5 y AC6, como de las tmACs activadas por calcio, AC1 y AC8 han sido
dilucidados. Sin embargo, en otros estudios se han utilizado metodologias que no logran evaluai
de manera precisa cual es la fuente de cAMP involucrada. En este sentido, es imprescindible
incluir a sAC en futuros estudios considerando que tiene caracteristicas Unicas: puede estar el
localizaciones subcelulares mucho mas diversas que las tmACs (Tresgtuaite®)11) y es
estimulable por calcio, como AC1 y ACS8, pero es la Unica activable por calcio de forma directa
y no a través de calmodulina (CaM). A modo de ilustracién, en este trabajo y en el de Corredor
y colaboradoregCorredoret al, 2012, se reportaron la existencia de mecanismos mediados por
SAC y de los que no participaban AC1 ni AC8.

Finalmente, la existencia de métodos modernos que permiten la visualizacion de los niveles
intracelulares de calcio y cAMP en simultdneo y con suficiente resolucion, sumado a la

posibilidad de dirigirlos a poblaciones celulares o localizaciones subcelulares especificas, son
herramientas fundamentales que ayudaran a comprender como estas dos vias de sefializacic

estan interrelacionadas y regulan multiples procesos celulares a corto y largo plazo.
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Adenilil ciclasas como organizadoras de microdominios
Nuestros resultados sugieren que, aunque en términos absolutos la contribucion de sAC a los

niveles globales de cAMP es minoritaria, el CAMP generado por esta fuente tiene roles

particulares en la respuesta bioldgica, como ya ha sido descripto para otras ciclasas en e
paradigma emergente de microdominios de accién (Cooper y Tabbasum, 2014). Se ha
observado que sAC puede estar presente en distintas localizaciones subcelulares, dirigiendc

microdominios de sefializacion especificos (Tresguetrak 2011)

¢, Como estd sAC integrada en complejos de sefializacion particulares? Un reporte reciente
identific6 a sAC formando un complejo con ezrina, que funciona como un AKAP, cumpliendo
un rol critico en la funcion de CD99 para la migracion leucocitaria (Wasah, 2015).
Consideramos que un estudio exhaustivo de las interacciones de SAC permitira conocer mas
sobre cudl es su funcion para la sefalizacion de CRHR1 y en general para la funcion celular, y
ademas comprender cOmo se regula su activacion, como se logra la restriccion espemél del

de cAMP generado por sAC y cuales son las proteinas efectoras.

En este sentido cabe destacar que se esta empezando a reconocer un papel critico de las AC |
simplemente como productoras de cCAMP sino como verdaderas organizadoras de complejos de
sefializacion (Cooper y Tabbasum, 2014). Se han descripto una gran cantidad de proteinas
interactuando con las AC, entre las que se encuentran AKAPSs, fosfatasas, canales de calcio
proteinas del citoesqueleto, etc. Mas aun, trabajos en los que se compard el efecto sobre
funcion cardiaca de eliminar completamente una AC (ratbn KO para AC6) e introducir una
variante cataliticamente inactiva (knock-in de AC6 mutante) (TEdrg), 201Q Gaoet al,

2011 Gaoet al, 2013) sugieren fuertemente que las AC pueden funcionar como proteinas

organizadoras de complejos de sefializacion.

Direcciones futuras
En los Ultimos afios se han realizado grandes avances en la comprension de como la

sefializacion mediada por CAMP esta altamente organizada y compartimentalizada dentro de la
célula. Trabajos recientes han demostrado que sAC es una fuente de cAMP alternativa a las
canolnicas tmAC, con caracteristicas Unicas y que regula mecanismos celulares en mdultiples
tejidos. Las metodologias clasicas para estudiar la sefalizacion de cAMP no consideraban el
concepto de sefalizacion en microdominios. Por ejemplo, muchas funciones han sido atribuidas
a las tmACs a partir de observaciones realizadas en experimentos con forskolina, el activador de
las tmAC. Sin embargo, los aumentos de cAMP generados por forskolina no son fisioldgicos en

magnitud y sobrepasan la compartimentalizacion que existe frente a un estimulo fisioldgico.
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El uso de inhibidores farmacolégicos especificos, el silenciamiento de las distintas ACs y la
modulacién de los activadores de las ACs son herramientas poderosas y complementarias qu
permitirdn investigar la existencia de mas de una fuente de cAMP en otros sistemas y

profundizar en el conocimiento de los mecanismos involucrados.

La activacion de CRHR1 conduce a una sefalizacion pr  olongada

Han pasado 25 afios desde la descripcion de la endocitosis de los GPCRs activada por ligand
(von Zastrow y Kobilka, 1992), durante los que han explorado en detalle los mecanismos
implicados en la regulacion y el trafico. Sin embargo, el concepto de que la endocitosis puede
regular vias de sefializacion canénicas de GPCRs es reciente. En trabajos previos reportamo
que la internalizacion de CRHR1 y lfisarestinag contribuyen a la activacion de ERK1/2
(Bonfiglio et al, 2013. Los resultados de testrabajo demuestran que la endocitosis de CRHR1

en células HT22-CRHR1 contribuye a la respuesta de cAMP, en linea con el paradigma
emergente de que los GPCRs pueden generar cCAMP desde estaciones endociticas @filardaga
al.,, 2014). Méas aun, los resultados de este trabajo permiten proponer un nuevo mecanismo que
contribuiria al establecimiento de una resolucién espacial y temporal de los efectos de cAMP, a
través de fuentes del nucleédtido diferencialmente involucradas en cada una de las etapas dt

sefializacion (Figura 63).

La endocitosis de CRHR1 es rapida
Dado que la deteccion de CRHR1 enddgeno no es posible por la falta de anticuerpos que

reconozcan al receptor de forma sensible y especifica (Reffgh 2011), la expresion de
formas acopladas a tag ha sido utilizada para el estudio de la internalizacion de CRHR1. Nos
focalizamos en la linea celular HT22-CRHR1 como modelo de estudio. Monitoreando la
internalizacién de CRHR1 dependiente de ligando a través de la citometria de flujo encontramos
gue a los 5 min de estimulo ya hay una reduccién del nUmero de receptores en la membranz

plasmatica, que permanece mas 0 menos constante por al menos 30 min (Figura 48).

En células HEK293 y neuronas corticales se reporté que la internalizacion de CRHR1 ya era
significativa a los 10 min del estimulo (Holmetsal, 2006). Ademas, trabajos nuestros y de
otros grupos han observado que a los 30 min de estimulacién, una porcion significativa del
receptor se encuentra en compartimientos endociticos (Heimas 2006 Bonfiglio et al,

2013), sugiriendo que los mecanismos de reciclado no restauran al menos de manera

significativa la cantidad de CRHR1 en la membrana plasmatica durante ese intervalo de tiempo.
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En trabajos donde se estudi6 a la endocitosis como mecanismo de desensibilizacién, se observ
gue las cinéticas de internalizacion y resensibilizacion (medida como recuperacion de la

respuesta al estimulo) son dependientes del tipo celular, alcanzandose una resensibilizacion tote
1-2 h post-estimulo en corticotrofos 0 HEK293, mientras que en células de neuroblastoma IMR-

31 o retinoblastoma Y79 recién 24 h después (Haeigal, 1997 Teli et al, 2005 Haugeret

al., 2006). El control del destino de CRHRL1 internalizado asi como los aspectos temporales de
la resensibilizacion y la vida media del receptor en nuestro sistema celular serdn aspectos

importantes que deberan abordarse en futuros estudios.

Considerando que la endocitosis de CRHR1 es rapida, nos preguntamos si este mecanisme
ademas de modular procesos mas tardios, como la segunda fase de fosfo-ERK1/2 (20-40 min

Bonfiglio et al, 2013), podia regular procesos que ocurrieran en intervalos de tiempo corto.

cAMP desde endosomas: resolucion espacial de cCAMP a través de sAC
Mediante el andlisis de la respuesta de cAMP dependiente de CRH en células HT22-CRHR1

demostramos que la endocitosis del receptor contribuye a la generacion de cAMP: los niveles
globales de cAMP son menores al bloquear la internalizacion (Figura 51). Cabe destacar que al
observar la respuesta de cAMP, los tiempos en los que se observan menores niveles de cAMF
son consistentes con la cinética de internalizacion de CRHR1 (Figura 48). CRH estimula no solo
un aumento de cAMP sino también un aumento de calcio casi en simultaneo (Figura 43). Sin
embargo, la endocitosis no parece afectar la respuesta de este otro segundo mensajero (Figul
52).

¢En qué magnitud contribuye la endocitosis a los niveles globales de cAMP? La fraccion de

cAMP que depende de la endocitosis es significativa y parecida entre experimentosedonde s

usan distintos métodos para bloquear la endocitosis, pero representa menos del 50% de lo:
niveles de cAMP 10 min después de agregado el estimulo (Figura 51). Sin embargo, nuestros
resultados indican que epeol de cAMP regula funciones bioldgicas especificas, por ejemplo,

la fase sostenida de activacion de ERK1/2 (Figura 29Figura 30). Esto indica que existen

mecanismos que le otorgan resolucion espacial a la sefializacion de CRHR1. Cabe destacar qu
la fraccion de la respuesta dependiente de la internalizacion del receptor esta en linea con Ic
reportado para algunos GPCRs como PTHRréandonet al, 2009) o V2R (Feinsteipt al,

2013) y es superior a las diferencias reportadas para otros cdb2é\RI (Irannejadet al,

2013).

Nos propusimos investigar cual era el mecanismo de sefializacion de CRHR1 desde estacione:

endociticas. En primer lugar, observamos que mecanismos reportados para PTHR (EBeinstein
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al., 2011) no parecerian estar involucrados en este caso: la generacion de cAMP sostenida nc
depende de la fosforilacion de ERK1/2 (Figura 53). Considerando la existencia de dos fuentes
de cAMP (Figura 25Figura 27) y los resultados indicando que la funcién de sAC era critica para
la segunda fase de ERK1/2 (Figura 29Figura 30) evaluamos la contribucion de las tmAC y sAC
al cAMP dependiente de la endocitosis. Notablemente, al inhibir SAC se pierde el componente
de la respuesta de cAMP dependiente de la endocitosis mientras que al inhibir las tmge&Cs aun
detecta (Figura 56). Ademas, la segunda fase de ERK1/2 depende de la funcion de sAC y la
endocitosis del receptor, pero ambos mecanismos no son aditivos si no que actian sobre I¢
misma via (Figura 57). Dado que la inhibicion de sAC no afecta la endocitosis de CRHR1
(Figura 54), estos resultados apoyan un modelo en el que la funcién de sAC es critica para la

seializacion desde endosom&igra 62Figura 63).

Figura 63 | Un nuevo mecanismo para la generacion sostenida de cAMP dependiente de GPCR

Se ha demostrado para varios GPCRs que puede haber nuevos ciclos de activacion de proteina G a nivel
de endosomas, que llevan a una estimulacion tardia de las tmACs (izquierda). Los resultados de este
trabajo permiten proponer que la resolucion espacial de la senalizacion de CRHR1 puede lograrse a
través de una fuente de cAMP alternaliva, sAC (derecha).

Es importante destacar que sAC participa en ambas fases de fosforilacion de ERK1/2 (Figura
29Figura 30) por lo que no seria una fuente AMR que dependa exclusivamente de la

internalizacién de CRHR1. Nuestros resultados indican que los mecanismos de endocitosis de
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CRHRL1 y generacién de cAMP por sAC estan funcionalmente acoplados, aunque no sabemos s
SAC se encuentra en un complejo de sefializacion en el endosoma (Ver seccién anterior). En est
sentido, cabe destacar que ya existen antecedentes de sefalizacibn de GPCRs “a distancie
(Eichel et al, 2016). En cuanto al rol de las tmAC en la sefalizacion sostenida, podemos
concluir que en tiempos en los que CRHR1 ya ha sido internalizado, las tmACs siguen estando
activas (Figura 55). Sin embargo, su actividadcesoritica para la produccion de cAMP desde

endosomas (Figura 56) o para la fase sostenida de ERK1/2 (Figura 57).

En este trabajo no hemos investigado cual es el rol fledagstinas en la generacion de cAMP
dependiente de CRH. Considerando quétasrestinas son necesarias para la fase sostenida de
ERK1/2 dependiente en las células HT22-CRHR1 (Bonfigfial, 2013) y cumplen un papel

clave para la generacion de cAMP sostenida por PTHR (Feimstaln 2011), hipotetizamos

qgue pueden ser un componente del mecanismo de produccion de cAMP dependiente de CRHR:

y seran evaluadas en futuros estudios.

En conclusion, en este trabajo demostramos que CRHR1 continda generando cAMP una vez
endocitado y proponemos un mecanismo en el que la existencia de dos fuentes alternativas dt
cAMP contribuye a la diversificacion de las vias de sefalizacion activadas por CRH: tanto
tmACs como sAC patrticipan en la fase aguda de ERK1/2 mientras que s6lo sAC es critica para
la activacion sostenida de ERKI1/Figura 62). Este nuevo mecanismo se suma a los

mecanismos previos propuestos para explicar la sefializacion sostenida de GPCRs (Figura 63).

Funciones especificas de la sefalizacion desde endosomas
¢,Cual es el significado funcional de la existencia de sefializacion desde endosomas? Esta es ur

pregunta fundamental que recién ha comenzado a contestarse. Las evidencias acumuladas has
el momento sugieren dos efectos principales de las vias dependiente de estaciones endocitica
En primer lugar, la sefializacion desde endosomas le confiere control temporal a la respuesta
celular. Ha sido ampliamente reportado que este mecanismo extiende la duracién de la
respuesta, y se ha observado que permite el sostenimiento de la respuesta ain cuando se quita
ligando. Las manifestaciones rio abajo de estos efectos temporales restan por ser explorados
pero se han descripto respuestas fisiolégicas que dependen del intervalo de activacion (Calebirc
et al, 2009 Ferrandoret al, 2009 Lohse y Calebiro, 2013). Los efectos temporales también
son importantes en las acciones terapéuticas de drogas (Mullerseawder2009). Otros
estudios indican que la sefializacion desde endosomas provee un control espacial de la respues
celular. Por ejemplo, la inhibicion de la endocitosis redujo la magnitud de la induccion

transcripcional de un amplio repertorio de genes dependientes de cAMP incluyendo al gen
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PCK1, que codifica para la$to-enolpiruvato carboxikinasa 1, que controla la glucogendlisis
(Tsvetanova y von Zastrow, 2014). El efecto de la endocitosis sobre la induccion de PCK1 no
correlacion6é con los cambios globales en el nivel de cAMP si no que estuvo asociado a la
reduccion en la fosforilacion de CREB (Tsvetanova y von Zastrow, 2014). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que estos mecanismos pueden conferir control espacial sobre las vias d
sefializacion rio abajo. Para evaluar esta hip6tesis, en grupo de von Zastrow desarroll6 una
estrategia optogenética: la adenilil ciclasa fotoactivable, derivada de bacterias (bPAC) fue
ingenierizada para dirigirse a membrana plasmatica o endosomas y se observé que la bPAC d
endosomas fue mucho mas eficiente para inducir la transcripcion dependiente de cAMP
(Tsvetanova y von Zastrow, 2014).

En las células HT22-CRHRL1 la endocitosis del receptor es clave para la fosforilacién sostenida
de ERK dependiente de CRH (Bonfiglet al, 2013, Figura 57), habiendo observado
diferencias en la localizacién subcelular de qaatsl de ERK1/2. Esto esta en linea con reportes

de varios GPCRs en los que se establecio un rol de las pr@iean&stinas en la sefializacion

del receptor, siendo la via de las MAPK la mas estudiada en este sentido (Raagbpal
2010). ¢Qué significan las dos fases de fosfo-ERK1/2? A pesar del gran entusiasmo desde e
punto de vista farmacol6gico en desarrollar ligandos sesgados que sefialicen preferencialmente
por un mecanismo u otro, es un aspecto pendiente el comprender si hay funciones celulares qu
pueden ser moduladas de forma diferencial. Los resultados de este trabajo apoyan un modelo e
el que un determinado GPCR utiliza vias de sefalizacion diversificadas y reguladas en espacio y
tiempo. La identificacion de sAC como una fuente de cAMP rio abajo de un GPCR podria
aportar complejidad adicional considerando que sAC se ha descripto en distintas localizaciones
subcelulares regulando microdominios particulares de sefializacion (por ejemplo ver &ample
al.,, 2012). Aun resta determinar si los efectos observadegtro para la fosforilacion de
ERKZ1/2 son relevantes para la funcién bioldgica de CRHR1 u otro GPCR o si aln pueden ser

mejor evidenciados en un contexto mas fisioldgico.

Perspectivas

Siendo crecientes las evidencias que apoyan la existencia de mecanismos de sefalizacién d
GPCRs una vez internalizados ademas de la candnica activacion de vias a nivel la membran:
plasmatica, surgen muchas preguntas a ser exploradas a futuro. Como se describi6é antes, ¢
significado bioldgico de la activacion desde endosomas es una pregunta central de la que se
conoce muy poco, sobre todo en modelos celulares nativos o tejidos. Otro aspecto importante e

determinar si mas de un mecanismo puede operar en endosomas 0 si existe cierta especificida
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dada por el receptor, el contexto celular o el tipo de endosomas. Es notable que, a pesar de qu
no son tantos los GPCRs en los que se ha dilucelstémecanismo, no parecen ser los mismos
componentes moleculares los involucrados. Por otra parte, un punto fundamental a estudiar e

como se termina la sefializaciéon del GPCR si no es sélo a través de la endocitosis.

En particular para la sefalizacion de CRHR1 resultara interesante investigar cudl es el destino
celular del receptor una vez endocitado y si la sefializacion es afectada. No se conocen muchc
los mecanismos involucrados y pueden ser muy relevantes teniendo en cuenta observaciones e
modelos de estrés, en los que los niveles del receptor en membrana y el trafico podrian esta
alterados (Henckeret al, 2016). Analizar el rol del complejo del retrdmero en la terminacion

de la sefial, como ha sido demostrado para PTHR (Pavlos y Friedman, 2016), es un pasc
fundamental. También, estudiar qué componentes celulares estan implicados en el reciclado ¢
degradacion del CRHR1 puede ser muy interesante considerando evidencias recientes de
compartimientos vesiculares especificos en los que ocurre la sefializacipAteldesde
endosomas (Bowmaet al, 2016). Un analisis del perfil transcripcional regulado por CRH en
distintas condiciones experimentales a través de técnicas de alto rendimmgmtbiroughput

quizas permita comprender como estan diversificados los mecanismos de sefializacion y cual e«

su relevancia fisioldgica.

La dependencia de la respuesta respecto del contexto celular también es un aspecto interesante
explorar. Por ejemplo, para TSHR se ha observado que el rol de la endocitosis depende del
contexto celular (Werthmanet al, 2012). Las respuestas de cAMP en las células HT22-
CRHR1 y 3T21-CRHR1 son similares, mientras que en AtT20 es transitoria. Sin embargo,
tanto en AtT20 como en HT22-CRHR1 se identific6 a SAC como una fuente alternativa de
cAMP mientras que en 3T2-CRHR1, no. La existencia de una generacion mas prolongada de
cAMP no pareciera ser producto de la sobreexpresion de CRHRL1 ya que fue también observade
en cultivos primarios neuronales de hipocampo y corteza. Ya se ha descripto que la endocitosis
también puede regular procesos agudos, no sélo aquellos sostenidos (Ketoaysk011)

¢ Participa la endocitosis de la generacion de cAMP dependiente de CRH en corticotrofos? ¢ Es
SAC un componente fundamental de la sefializacion de CRH®&Ioen circuitos cerebrales?

¢, Qué mecanismos tienen en comun la sefializacion de CRHR1 y CRHR2? Son todas pregunta

gue aguardan ser contestadas.

En este sentido, cabe destacar que el sistema de CRH, sus péptidos y receptores asociados a
no cuenta con las herramientas experimentales que si estan disponibles para otros sistema

mucho mas estudiados y hay muchas caracteristicas del sistema que aldn no han sido explorada
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Creemos que el desarrollo de estas herramientas sera esencial para avanzar con el estudio (
este sistema. Queremos destacar que una de las ventajas del uso de técnicas basadas en
visualizacion para el estudio de procesos celulares es que son menos invasivas que las técnice
bioguimicas y por lo tanto es mas sencillo adaptarlas para sistemas experimentales de mayo
relevancia fisiol6gica, como rodajas de cerebro o incluso el carebinm (Kerr y Denk, 2008

Quizas este tipo de aproximaciones experimentales contribuyan a tender vinculos entre las area
de la sefializacion celular y la neurobiologia que muchas veces abordan problemas comunes
desde enfoques complementarios. Finalmente, consideramos que el estudio de los mecanismo
de sefalizacion de CRHR1 no sélo contribuiran a entender qué componentes moleculares sor
clave para la respuesta integral a estrés y la identificacion de potenciales blancos terapéuticos e
situaciones patolégicas asociadas, sino también permitira describir mecanismos que sean

utilizados por otros miembros de la familia de GPCRs.
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Tabla A | Proteinas identificadas en la co-inmunoprecipitacion de sAC+-HA en células HT22-CRHR1. Se
muestra el ID de Uniprot

Proteinas comunes a ambas condiciones

HNRPK, RL22, C1TM, RAB7A, CLH1, HNRPF, UBQL2, PPIA, NUCL, COF1, SYEP, ANXA2, IMB1, TCPA, HS90A,
RS13, ADT2, HS90B, DHB4, CH60, ROA3, FUMH, RS14, RS3, GSTA4, FLNB, EIF3E, K1C14, TCPH, RB11A,
YBOX1, ENPL, FAS, GBLP, NPM, IGKC, ATPB, PGK1, SPB6, RTN4, ANXA1, UBA1l, SPA3K, BTF3, GALK1,
MOES, PEBP1, PSMD2, PGAM1, PCNA, MYH10, LDHA, IDHP, 1433Z, PA2G4, GRP78, EIF3A, EF1G, RL31,
TRFE, EF1A1, RL7A, VDAC1, ALDOA, ANXA5, PHB, STRAP, EWS, GRP75, PSD11, RLAO, CLIC1, SERA, FLNC,
PSA1, TALDO, ACTN4, MIC60, QCR2, SF3A1, LEG3, RSSA, KV5A3, TCPD, CH10, EF2, FLNA, GELS, PRDX1,
IGHG3, RAB1B, LMNA, 1433G, IQGA1, PDIA3, AATM, RL11, G3P, TBB5, SET, IF1AX, IGG2B, PURB, 1433B,
KPYM, FUBP2, ROA2, HNRPU, ATPO, SERPH, RL40, VIME, LEG1, GANAB, NDKB, SFPQ, RS7, ALBU, MTAP,
CO1A2, ACTN1, MDHM, PLEC, RS4X, RAB5C, VDAC2, PDIAL1l, ANXA3, ACADS, MYH9, RS3A, THIL, 1433E,
PABP1, HNRPM, PROF1, HSP7C, RAC1, HVM21, FINC, NACA, A2M, KV2A7, EFTU, RL12, ENOA, ML12B,
K1C10, ANXA4, A1AT3, IF4A1, VINC, PRDX2, RS9, LRC59, RL23A, TERA, CO3, HSP74, CISY, TCPZ, SERC,
HVM51, RS11, PARK7, GNAI2, IGHG1, AK1A1l, NEDD4, ACON, SND1, MAP4, EIF3B, PSA4, MYOF, IGHM, EF1D,
PHB2, MCM2, MYO1C, IF2A, PCBP1, H4, K2C1, SYVC, ACADL, QCR1

Proteinas soélo identificadas en condiciones basales

PSMD6, THIC, PTH2, RS6, PARP1, SCMC1, VAOD1, HDGF, SAE1l, K1C42, SURF4, P5CS, PURA2, RL18A,
UGGG1, COPB, PPIC, KAD2, DCPS, HVM36, RPN2, CAPZB, TAGL2, SEPT2, SFXN3, TOM22, DDX46, RL7,
CBX3, RL10L, SLK, HEM2, CAZA2, GLU2B, IPYR, TIF1B, NAA50, SFXN1, TEBP, DCAKD, TOM34, RS5, CAPG,
ATP5H, K1C15, PSB2, PA24A, RL9, RAB1A, SEC63, ESTD, NSF1C, KV3A3, HEMO, FXR1, RL17, MCM3, SYLC,
MPCP, CNN3, ARPC3, RL15, PRS10, TRXR1, UBP2L, P5CR2, KAD1, GDIR1, ACOT9, HCDH, LDHB, ETFA,
CAN2, AIMP2, PTBP1, EIF3D, CNBP, IPO5, STIP1, PSME3, OST48, LPPRC, MCM4, XPO1, BAX, RS10, MDHC,
CALX, IPO7, RAN, ITB1, SKP1, RAB14, PGM1, VPS35, SDHA, APOA1, NASP, CD81, RAP1A, CRKL, MAREL,
LASP1, HYOU1, RS17, ARF3, ARC1B, ARP2, TADBP, LMNB1, H2A1H, CSK21, CAZA1l, K2C5, HXK1, COX2,
ATPG, VIGLN, AT5F1, NAA15, CSN7A, KV5A6, BZW1, RFC2, OTUB1, UBE2K, PSDE, DDX3X, EIF3F, NEB2,
PSMD7, FUS, NCPR, FXR2, PSB5, MY18A, SRPRB, ECHA, NB5R3, 2AAA, TNPO1, SRCS8, RL18, TOP2A, RD23B,
H12, TPM3, PSA, PSB1, PRS6B, THIM, VPS29, ROA1, OAT, SRSF1, U520, CAPR1, HVM30, TBA1B, GSTP1,
PSB4, EIF3C, ODPA, PDC6I, MTCH2, HNRH1, NT5C, G3BP1, SCOT1, RAB8A, RAB2A, MCM5, CKAP4, TXNL1,
SRSF3, TCEA1l, PSA7, ROAA, DNLI1, SNAA, M20M, XPO2, PSMD1, SPTB2, MCM7, GBB1, ACACA, UBPS5,
ERP44, FETUA, 1433F, GDIB, ATPA, HSPBS8, EPS8, PP1A, CMC1, TMEDA, AP2A2, ITA3, PSA2, DC112, CYB5B,
C1TC, TPM4, PPID, CDC42, PURY, EIF3K, IF2B2, PDLI1, AL1L2, RIR1, MLEC, ACTBL, ETFB, TLN1, GCAM,
ACTB, IDH3A, KTHY, G6PD1, PDXK, RL5, FPPS, IF4G2, ACLY, VPS25, PLAK, TIM50, PCBP2

Proteinas sélo identificadas en condiciones estimulad as

PSB6, 1433T, AT1A2, H3C, H13, IF4G1, TPIS, K22E, H2B1C, PUF60, RL6, CALR, 6PGD, TCPQ, GCAA, PPIB,
K2C6A, RS19, MBB1A, H2A2C, RL8, ACTG, COR1C, RS18, DDX17, TBA1C, F10Al, RS16, TCPG, DNJA1,
AT2B1, TXND5, RL27, ALDR, SAHH, OLA1, MATRS3, LAP2A, TBB4B, UAP1L, FMR1, KV3A8, NOMO1, RUVB2,
EIF3L, RPN1, HS105
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Tabla B | Proteinas identificadas en la co-inmunoprecipitacion de sAC+-HA en células HT22-CRHR1 en

condicion basal

. Cobertura
Mascot Namero de
Uniprot ID Proteina Peso Score ) d_e secuencia
péptidos %)
. 4308.5
MYH9_MOUSE Myosin-9 226.2 (M:4308.5) 88 48.1
HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 83.2 3692.6 43 56.5
- ) (M:3692.6)
HS90A_MOUSE Heat shock protein HSP 90-alpha 84.7 2457.8 34 49.7
_ : (M:2457.8)
FLNA_MOUSE Filamin-A 281 (Mg;flsg.ﬁs& 46 29.8
ENPL_MOUSE Endoplasmin 92.4 (Mzéﬁ'lgg) 30 45.8
. 2113.4
GRP78_MOUSE 78 kDa glucose-regulated protein 72.4 (M:2113.4) 30 54.8
ALBU_MOUSE Serum albumin 68.6 (szggéf& 42 66.6
EF2_MOUSE Elongation factor 2 95.3 (Mlligg'szz) 24 43.5
ANXA2_MOUSE Annexin A2 38.7 (Ml-iggbgg) 28 59.3
VIME_MOUSE Vimentin 53.7 (M1'132.944) 36 78.1
. 1757.6
HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 70.8 (M-1757.6) 33 65.8
. . 1713.7
FLNC_MOUSE Filamin-C 290.9 (M:1713.7) 37 23.3
. . 1713.7
ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 41.7 (M:1713.7) 26 66.9
. . 1705.4
FLNB_MOUSE Filamin-B 277.7 (M:1705.4) 40 28.9
Ig gamma-1 chain C region secreted 1617.9
IGHG1_MOUSE 35.7 (M:1617.9) 17 54.6
Transitional endoplasmic reticulum 1581.2
TERA_MOUSE 89.3 (M:1581.2) 27 41.8
) 1510.8
MYH10_MOUSE Myosin-10 228.9 (M:1510.8) 31 23.7
. 1478.0
ANXA1l_MOUSE Annexin Al 38.7 (M:1478.0) 22 57.5
1439.5
ENOA_MOUSE Alpha-enolase 47.1 (M:1439.5) 24 67.5
Malate dehydrogenase, 1393.3
MDHM_MOUSE mitochondrial 35.6 (M:1393.3) 20 64.8
PLEC_MOUSE Plectin 533.9 (Mliégé%) 39 12
ACTN4_MOUSE Alpha-actinin-4 104.9 (Ml'igcl)fS) 20 30.7
. 1289.0
ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 39.3 (M:1289.0) 19 64
60 kDa heat shock protein, 1269.2
CH60_MOUSE mitochon... 60.9 (M:1269.2) 27 68.6
. . 1165.9
IGHM_MOUSE Ig mu chain C region 49.9 (M:1165.9) 16 37.9
Glyceraldehyde-3-phosphate 1102.0
G3P_MOUSE dehydrog... 35.8 (M:1102.0) 19 71.2
GELS_MOUSE Gelsolin 85.9 1062.2 17 39.7

(M:1062.2)
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ACTN1_MOUSE Alpha-actinin-1 103 (Ml;%?;:g) 18 25.2
PRDX1_MOUSE Peroxiredoxin-1 22.2 (Ml:ggg;@ 18 49.7
TRFE_MOUSE Serotransferrin 76.7 (Ml:gcz)ézlﬁ@ 18 37.4
KPYM_MOUSE Pyruvate kinase PKM 57.8 (Ml:g(l)i.SO.O) 28 56.5
FINC_MOUSE Fibronectin 272.4 (MQ:SS.SG.G) 25 19.1
GRP75 MOUSE  Stress-70 protein, mitochondrial 73.4 (Mgzgif " 20 42
LMNA_MOUSE Prelamin-A/C 74.2 (M%Sgg_n 22 43.6
TBALB_MOUSE Tubulin alpha-1B chain 50.1 (M%ggé%) 15 52.5
UBA1_MOUSE Ubiquitin-like modifier-activating ... 117.7 (Mefgg':s) 19 28.4
1433Z_MOUSE 14-3-3 protein zeta/delta 27.8 (szzlz.Z) 14 58.4
PDIA3_MOUSE Protein disulfide-isomerase A3 56.6 (M%Zé.lS.S) 22 47.9
CLH1_MOUSE Clathrin heavy chain 1 191.4 (Mefggbg_g) 21 18.7
RL9_MOUSE 60S ribosomal protein L9 21.9 (l\/ﬁgggo) 12 70.3
1433E_MOUSE 14-3-3 protein epsilon 29.2 (ME%I'?ATAJ 14 63.1
IGKC_MOUSE Ig kappa chain C region 11.8 (Mefgéfe) 10 93.4
PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 44.5 (MT%.Z?O) 15 53.2
EF1A1_MOUSE Elongation factor 1-alpha 1 50.1 (M7:32;58.8) 14 40.7
NUCL_MOUSE Nucleolin 76.7 (Mzsg';s) 16 24.9
ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mitochondrial 85.4 (M7:e732§9) 13 22.4
FAS_MOUSE Fatty acid synthase 272.3 (M7:32§8) 20 12.9
TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain 49.6 (M7:3864. » 15 49.3
LDHA_MOUSE L-lactate dehydrogenase A chain 36.5 (Méggél_l) 12 40.7
IFAA1_MOUSE Eukaryotic initiation factor 4A- 46.1 (M6:2§.290) 14 45.1
MOES_MOUSE Moesin 67.7 (MG;‘?"f_Z) 13 29.3
ACTBL_MOUSE Beta-actin-like protein 2 42 (MG:g.ZB.S) 11 34
SPA3K_MOUSE Serine protease inhibitor A3K 46.8 (Méggf_s) 14 37.8
HSP74_MOUSE Heat shock 70 kDa protein 4 94.1 (MG:ggbz.Z) 15 27.3
VDAC1_MOUSE Voltage-dependsrit anion-selective 323 (M6:2g.46-6) 11 58.1
SERPH_MOUSE Serpin H1 46.5 (MGZé?:S) 10 36.2
RS3_MOUSE 40S ribosomal protein S3 26.7 (M6:615i36.6) 13 58.4
IGHG3_MOUSE Ig gamma-3 chain C region 43.9 611.3 12 425

(M:611.3)
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ATP synthase subunit O, 603.0
ATPO_MOUSE mitochondri... 23.3 (M:603.0) 9 48.8
ANXA5_MOUSE Annexin A5 35.7 (Ms'ggbss) 10 42
RLAO_MOUSE 60S acidic ribosomal protein PO 34.2 (Ms-ggbzz) 9 394
RTN4_MOUSE Reticulon-4 126.5 (M5';;.766) 10 17.1
RS7_MOUSE 40S ribosomal protein S7 22.1 (M5-$'344) 13 69.1
. 565.8
ANXA4_MOUSE Annexin A4 35.9 (M:565.8) 7 26
TCPD_MOUSE T-complex protein 1 subunit delta 58 (Msgj.A.OO) 15 50.1
IQGAL MOUSE Ras GTPase-activating-like protein 188.6 (Ms-gié44) 14 15.3
S-methyl-5'-thioadenosine 542.4
MTAP_MOUSE phosphory... 31 (M:542.4) 9 41.7
K1C10_MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 10 57.7 (Ms-ggéoo) 9 11.9
PUR9_MOUSE Bifunctional purine biosynthesis pr... 64.2 (Ms'éig?) 12 34.8
A2M_MOUSE Pregnancy zone protein 165.7 (M5-28;544) 13 13.9
PGAM1_MOUSE Phosphoglycerate mutase 1 28.8 (Mdtislz44) 7 43.7
Ig gamma-2A chain C region, 487.1
GCAM_MOUSE membran... 43.9 (M:487.1) 9 34.7
RAB14_MOUSE Ras-related protein Rab-14 23.9 (MATE.A.??) 7 56.7
NAA15 MOUSE N-alpha-acetyltransferase 15, NatA 100.9 (MATE.;S) 8 11.2
. . 470.8
IMB1_MOUSE Importin subunit beta-1 97.1 (M:470.8) 7 10.7
ACLY_MOUSE ATP-citrate synthase 119.7 (MATS,Z;‘S??) 11 155
. . . 459.5
PPIA_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase... 18 (M:459.5) 10 61
DNA replication licensing factor 453.2
MCM7_MOUSE MC... 81.2 (M:453.2) 9 16.8
. . 445.9
IGG2B_MOUSE Ig gamma-2B chain C region 44.2 (M:445.9) 8 29.7
CALX_MOUSE Calnexin 67.2 (Mdtj,ilgoo) 7 15.9
. . 440.8
RSSA_MOUSE 40S ribosomal protein SA 32.8 (M:440.8) 7 41.4
PDIA1_MOUSE Protein disulfide-isomerase 57 (Mdfigé44) 12 36.9
. 432.9
MYOF_MOUSE Myoferlin 233.2 (M:432.9) 12 8.7
K1C14_MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 14 52.8 (MdtjéllZZ) 8 18
- 429.5
PHB_MOUSE Prohibitin 29.8 (M:429.5) 6 34.2
PRDX2_MOUSE Peroxiredoxin-2 21.8 426.6 6 31.8
. eroxiredoxin- . (M:426.6) .
Heterogeneous nuclear 424.9
HNRPU_MOUSE ribonucleopro... 87.9 (M:424.9) 9 21.6
. 419.3
1433B_MOUSE 14-3-3 protein beta/alpha 28.1 (M:419.3) 7 28.9
GBLP_MOUSE Receptor of activated protein C kin... 35.1 419.3 8 41

(M:419.3)
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C1TM_MOUSE Monofunctional C1-tetrahydrofolate 105.7 (Mdtiilgzz) 11 16
Far upstream element-binding 416.6
FUBP2_MOUSE protei... 76.7 (M:416.6) 8 17.2
RS3A_MOUSE 408 ribosomal protein S3a 29.9 (M‘l,%fz) 9 34.8
TCPZ_MOUSE T-complex protein 1 subunit zeta 58 (Mdtggézz) 12 32.2
. 401.1
EF1D_MOUSE Elongation factor 1-delta 31.3 (M:401.1) 9 445
. 401.0
NPM_MOUSE Nucleophosmin 325 (M:401.0) 5 21.6
. S 395.3
EIF3B_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 91.3 (M:395.3) 7 18.4
. 391.1
TAGL2_MOUSE Transgelin-2 22.4 (M:391.1) 6 40.2
TCPA_MOUSE T-complex protein 1 subunit alpha 60.4 (Msfggbgg) 13 36.9
K1C15_MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 15 49.1 (Mg-ggésg) 8 7.5
Aspartate aminotransferase, 384.2
AATM_MOUSE itocho. 47.4 (M384.2) 9 27.9
PSA2_MOUSE Proteasome subunit alpha type-2 25.9 (Mg-g(s)gs) 6 35.5
LRC59_MOUSE Leucine-rich repeat-containing prot... 34.9 (Msj;?;ss:a) 8 36.8
Voltage-dependent anion-selective 374.3
VDAC2_MOUSE .. 31.7 (M:374.3) 8 37.6
. 370.4
PSB1_MOUSE Proteasome subunit beta type-1 26.4 (M:370.4) 7 37.1
Heterogeneous nuclear 368.4
ROAZ_MOUSE ribonucleopro... 37.4 (M:368.4) 8 39.1
PHB2_MOUSE Prohibitin-2 33.3 (M:gggégg) 8 31.8
Acetyl-CoA acetyltransferase, 365.8
THIL_MOUSE mitog.. 44.8 (M:365.8) 7 19.8
. 364.2
1433G_MOUSE 14-3-3 protein gamma 28.3 (M:364.2) 8 34.4
Vacuolar protein sorting- 359.3
VPS35_MOUSE associated... 9L.7 (M:359.3) ! 12.3
Heterogeneous nuclear 358.5
ROA3_MOUSE ribonucleopro... 39.6 (M:358.5) 6 22.4
. 357.7
RAB7A_MOUSE Ras-related protein Rab-7a 23.5 (M:357.7) 7 43.5
26S proteasome non-ATPase 356.2
PSMD2_MOUSE regulator... 100.1 (M:356.2) 9 15.7
. S 355.0
IF2A_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 36.1 (M:355.0) 6 22.9
- 355.0
MIC60_MOUSE MICOS complex subunit Mic60 83.8 (M:355.0) 4 6.7
. . 354.3
TCPH_MOUSE T-complex protein 1 subunit eta 59.6 (M:354.3) 10 29.4
. . 353.5
RL17_MOUSE 60S ribosomal protein L17 21.4 (M:353.5) 6 35.9
- . 351.3
PCBP2_MOUSE Poly(rC)-binding protein 2 38.2 (M:351.3) 7 29.3
. . 350.5
A1AT3_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-3 45.8 (M:350.5) 10 32.3
ATP synthase F(0) complex subunit 350.3
AT5F1_MOUSE B 28.9 (M:350.3) 6 27.3
HVM21_MOUSE Ig heavy chain V region M511 13.6 344.2 5 47.5

(M:344.2)
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. . 340.1
RL5_MOUSE 60S ribosomal protein L5 34.4 (M:340.1) 8 36
RL12_MOUSE 60S ribosomal protein L12 17.8 (Ms_ggéss) 7 58.8
SERC_MOUSE Phosphoserine aminotransferase 40.4 (Msfggéss) 8 33.2
- 333.1
UBQL2_MOUSE Ubiquilin-2 67.3 (M:333.1) 5 14.6
DNA replication licensing factor 329.6
MCM3_MOUSE MC... 91.5 (M:329.6) 6 15.5
FPPS_MOUSE Farnesyl pyrophosphate synthase 40.6 (M:gég,ggg) 5 24.6
Heterogeneous nuclear 327.8
HNRPK_MOUSE ribonucleopro... 50.9 (M:327.8) 10 28.1
1433F_MOUSE 14-3-3 protein eta 28.2 (Mg-ggbG 6) 5 195
TLN1_MOUSE Talin-1 269.7 (Mséilggg) 9 7.5
Staphylococcal nuclease domain- 316.4
SND1_MOUSE cont... 102 (M:316.4) 8 12.3
Trifunctional enzyme subunit 315.0
ECHA_MOUSE alpha.... 82.6 (M:315.0) 5 9.7
RL23A_MOUSE 60S ribosomal protein L23a 17.7 (Mséi.466) 7 33.3
KV2A7_MOUSE Ig kappa chain V-II region 26-10 12.3 (M3-5544) 4 425
PCBP1_MOUSE Poly(rC)-binding protein 1 37.5 (Mgéi.lOO) 5 24.7
EF1G_MOUSE Elongation factor 1-gamma 50 (Ms_g(s)'gss) 7 17.2
ATP synthase subunit d, 308.2
ATPSH_MOUSE mitochondri... 18.7 (M:308.2) 6 54
Programmed cell death 6- 306.8
PDC6I_MOUSE interacting... 96 (M:306.8) 4 7
NASP_MOUSE Nuclear autoantigenic sperm protein 83.9 (Msfggéoo) 9 20.3
LEG3_MOUSE Galectin-3 27.5 (Mg_gg':fs) 5 28
. 301.3
RAB1A_MOUSE Ras-related protein Rab-1A 22.7 (M:301.3) 7 50.7
RAN_MOUSE GTP-binding nuclear protein Ran 24.4 (M:g'géiOO) 4 39.8
NADPH--cytochrome P450 300.6
NCPR_MOUSE reductase 77 (M:300.6) 5 10.8
D-3-phosphoglycerate 300.3 2
SERA_MOUSE dehydrogenase 56.5 (M:300.3) 8 0.6
SYVC_MOUSE Valine--tRNA ligase 140.1 (Mz_gg;'4) 6 7.4
HYOU1l_MOUSE Hypoxia up-regulated protein 1 111.1 (Mz_gg;'4) 6 16.5
Isocitrate dehydrogenase [NADP], 298.5
IDHP_MOUSE mi._. 50.9 (M:298.5) 6 15.9
NACA_MOUSE Nascent polypeptide-associated 23.4 2'97.9 6 326
comp... (M:297.9)
COF1_MOUSE Cofilin-1 185 295.6 5 44
— ot ' (M:295.6)
295.3
NAA50_MOUSE N-alpha-acetyltransferase 50 194 (M:295.3) 8 48.5
- . 292.6
SF3A1_MOUSE Splicing factor 3A subunit 1 88.5 (M:292.6) 5 104
SPB6_MOUSE Serpin B6 42.6 289.9 6 24.1

(M:289.9)
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ATP synthase subunit beta, 288.0
ATPB_MOUSE mitochon. . 56.3 (M:288.0) 21.6
Heterogeneous nuclear 286.9
ROAL_MOUSE ribonucleopro... 34.2 (M:286.9) 20.6
. . . 286.7
SYEP_MOUSE Bifunctional glutamate/proline--tRN... 170 (M:286.7) 7.3
- 285.9
BTF3_MOUSE Transcription factor BTF3 22 (M:285.9) 51.5
ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subu 35 2854 25.2
— P (M:285.4) :
. . 284.3
CKAP4_MOUSE Cytoskeleton-associated protein 4 63.7 (M:284.3) 19.8
. 282.9
K2C1_MOUSE Keratin, type Il cytoskeletal 1 65.6 (M:282.9) 5.2
282.7
NSF1C_MOUSE NSFL1 cofactor p47 40.7 (M:282.7) 25.7
. . . 282.6
ML12B_MOUSE Myosin regulatory light chain 12B 19.8 (M:282.6) 51.7
Delta-aminolevulinic acid 279.4
HEM2_MOUSE dehydrata... 36 (M:279.4) 26.1
275.3
C1TC_MOUSE  C-1-tetrahydrofolate synthase, cyto... 101.1 (M:275.3) 7
N 275.2
CLIC1_MOUSE Chloride intracellular channel prot... 27 (M:275.2) 32.8
. . 272.8
STIP1_MOUSE Stress-induced-phosphoprotein 1 62.5 (M:272.8) 21.7
- . 270.3
NEDD4_MOUSE E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 102.6 (M:270.3) 135
_— . 270.3
SAE1_MOUSE SUMO-activating enzyme subunit 1 38.6 (M:270.3) 24.3
. 270.1
GSTA4_MOUSE Glutathione S-transferase A4 255 (M:270.1) 32.9
Nuclease-sensitive element-binding 270.0
YBOX1_MOUSE 35.7 (M:270.0) 37.3
GANAB_MOUSE Neutral alpha-glucosidase AB 106.8 268.4 14.9
- pha-g ' (M:268.4) '
K2C5_MOUSE Keratin, type Il cytoskeletal 5 61.7 266.5 9.3
— - ypeficy ' (M:266.5) :
A . . 265.2
RL40_MOUSE Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 14.7 (M:265.2) 38.3
. L - 263.8
SRSF3_MOUSE Serine/arginine-rich splicing facto... 19.3 (M:263.8) 25.6
261.9
ADT2_MOUSE ADP/ATP translocase 2 32.9 (M:261.9) 29.9
RL11 _MOUSE 60S ribosomal protein L11 20.2 261.5 41
- P : (M:261.5)
) 258.9
PSB4_MOUSE Proteasome subunit beta type-4 29.1 (M:258.9) 30.7
. 258.6
K1C42_MOUSE Keratin, type | cytoskeletal 42 50.1 (M:258.6) 12.8
S . 258.2
TIF1B_MOUSE Transcription intermediary factor 1... 88.8 (M:258.2) 23.9
258.2
AK1A1_MOUSE Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] 36.6 (M:258.2) 14.2
Leucine-rich PPR motif-containing 258.0
LPPRC_MOUSE ... 156.5 (M:258.0) 4.5
PSB5_MOUSE Proteasome subunit beta type-5 28.5 2579 22.3
— yp ' (M:257.9) :
. o 257.9
EIF3A_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 161.8 (M:257.9) 9.4
. 254.3
BAX_MOUSE Apoptosis regulator BAX 21.4 30.2

(M:254.3)
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PROF1_MOUSE Profilin-1 14.9 (Mz,gg';?) 43.6
MLEC_MOUSE Malectin 32.3 (Mz_ggé44) 14.8
] 252.0
HXK1_MOUSE Hexokinase-1 108.2 (M:252.0) 9.5
TCEA1_MOUSE  Transcription elongation factor A p... 33.9 (Mz'géfG) 19.6
CAZA1_MOUSE  F-actin-capping protein subunit alp... 32.9 (Mz_géf4) 26.2
. 249.5
RAP1A_MOUSE Ras-related protein Rap-1A 21 (M:249.5) 27.2
Heterogeneous nuclear 249.0
. 16.
HNRPM_MOUSE ribonucleopro... 7.6 (M:249.0) 6.6
. 248.6
PARP1_MOUSE Poly [ADP-ribose] polymerase 1 113 (M:248.6) 7
- 247.8
VINC_MOUSE Vinculin 116.6 (M:247.8) 9.5
IFIAX_MOUSE Euk tic t lation initiation f 16.5 245.1 41
_ ukaryotic translation initiation f... . (M:245.1)
. . . 244.5
PCNA_MOUSE Proliferating cell nuclear antigen 28.8 (M:244.5) 34.9
Phosphatidylethanolamine-binding 243.0
PEBP1_MOUSE or.. 20.8 (M:243.0) 32.6
. . 242.7
RS9 _MOUSE 40S ribosomal protein S9 22.6 (M:242.7) 19.1
26S proteasome non-ATPase 240.6
PSMD1_MOUSE regulator... 105.7 (M:240.6) 10.2
PSA_MOUSE Puromycin-sensitive aminopeptidase 103.3 (M2_32'977) 6.1
GNAI2_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein 20.5 (Mgg;s) 211
Serine-threonine kinase receptor- 236.8
STRAP_MOUSE as.. 38.4 (M-236.8) 22.6
PTBP1_MOUSE Polypyrimidine tract-binding protei... 56.4 (Mzggéll) 22
Acetyl-CoA acetyltransferase, 235.8
THIC_MOUSE cytos... 41.3 (M:235.8) 16.1
Isocitrate dehydrogenase [NAD] 233.7
IDH3A_MOUSE subu... 39.6 (M:233.7) 14.8
RS11_MOUSE 40S ribosomal protein S11 18.4 (Mz-ggéoo) 32.3
ESTD_MOUSE S-formylglutathione hydrolase 31.3 (Mz-ggéll) 33.7
GDIB_MOUSE Rab GDP dissociation inhibitor beta 50.5 (Mz-ggéll) 20.7
232.0
CO3_MOUSE Complement C3 186.4 (M:232.0) 7
NDKB_MOUSE Nucleoside diphosphate kinase B 17.4 (Mzgéfe) 38.8
PABP1_MOUSE Polyadenylate-binding protein 1 70.6 (Mz-ggéoo) 14.2
ATP-dependent RNA helicase 226.8
DDX3X_MOUSE DDX3X 73.1 (M:226.8) 9.4
Mitochondrial import receptor 225.8
TOM22_MOUSE subun... 15.5 (M:225.8) 46.5
. 225.2
SET_MOUSE Protein SET 334 (M:225.2) 18
. C 225.1
EIF3K_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 25.1 (M:225.1) 23.9
RL7A_MOUSE 60S ribosomal protein L7a 30 223.9 21.8

(M:223.9)
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. o . 223.4
TXNL1_MOUSE Thioredoxin-like protein 1 32.2 (M:223.4) 28.4
Vacuolar protein sorting- 222.8
VPS29_MOUSE associated... 20.5 (M:222.8) 16.5
RPN2_MOUSE Dolichyl-diphosphooligosaccharide-- 69 (Mz-;iézz) 12.8
Heterogeneous nuclear 217.3
. 22.
ROAA_MOUSE ribonucleopro... 30.8 (M:217.3) 5
Transmembrane emp24 domain- 217.3
TMEDA_MOUSE containi... 24.9 (M:217.3) 21.9
ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subu... 27.6 (Mz-;iégg) 18.4
Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme 216.6
SCOT1_MOUSE A 56 (M-216.6) 27.1
. 2154
PSA1_MOUSE Proteasome subunit alpha type-1 29.5 (M:215.4) 27.8
ATP synthase subunit alpha, 213.2
ATPA_MOUSE mitocho... 59.7 (M:213.2) 9
EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mitochondrial 49.5 (Mz';i.ZGG) 15.7
. 212.2
GSTP1_MOUSE Glutathione S-transferase P 1 23.6 (M:212.2) 30
RAB5C_MOUSE Ras-related protein Rab-5C 23.4 (Mz';iigg) 21.8
RAB1B_MOUSE Ras-related protein Rab-1B 22.2 (Mz';iigg) 39.8
. . . 211.7
PPIC_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase... 22.8 (M:211.7) 28.8
EIF3C_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 105.5 (Mz';iiZZ) 6.9
Ribonucleoside-diphosphate 2111
RIR1_MOUSE reductas. 90.2 (M211.1) 11.6
. 210.4
PARK7_MOUSE Protein deglycase DJ-1 20 (M:210.4) 38.1
UBP2L_MOUSE Ubiquitin-associated protein 2-like 116.7 (Mz';gi)SS) 11.9
. . 208.5
SFPQ_MOUSE Splicing factor, proline- and gluta... 75.4 (M:208.5) 11.6
] 203.0
CAPR1_MOUSE Caprin-1 78.1 (M203.0) 13.6
Heterogeneous nuclear 202.4
. 154
HNRH1_MOUSE ribonucleopro... 49.2 (M:202.4) 5
A . 201.4
CDC42_MOUSE Cell division control protein 42 ho... 21.2 (M:201.4) 26.7
CAPZB_MOUSE F-actin-capping protein subunit bet... 31.3 (M2'28644) 12.3
DNA replication licensing factor 199.4
MCM2_MOUSE MC.. 102 (M:199.4) 8
. . 197.5
APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-1 30.6 (M:197.5) 19.7
UDP-glucose:glycoprotein 197.1
. T
UGGG1_MOUSE glucosyltr... 1763 (M:197.1) 5
] 196.8
H4_MOUSE Histone H4 11.4 (M:196.8) 35
. 195.2
CBX3_MOUSE Chromobox protein homolog 3 20.8 (M:195.2) 24
. . 194.5
KAD1_MOUSE Adenylate kinase isoenzyme 1 215 (M:194.5) 175
PSB2_MOUSE Proteasome subunit beta type-2 22.9 (Ml'igé88) 16.9
CNN3_MOUSE Calponin-3 36.4 193.5 16.4

(M:193.5)
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. 193.2
HEMO_MOUSE Hemopexin 51.3 (M'iSS 2) 13.3
. 193.1
LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 36.5 (M:193.1) 18.9
. . 193.1
SFXN3_MOUSE Sideroflexin-3 35.4 (M:193.1) 18.1
RL18A_MOUSE 60S ribosomal protein L18a 20.7 (Ml'igéll) 22.2
RS4X_MOUSE 40S ribosomal protein S4, X isoform 29.6 (Ml'is.ZGG) 14.1
MYO1C_MOUSE Unconventional myosin-Ic 121.9 (Ml'%.lGG) 6.6
- . 190.6
FUS_MOUSE RNA-binding protein FUS 52.6 (M:190.6) 13.9
. 190.4
SRC8_MOUSE Src substrate cortactin 61.2 (M:190.4) 8.4
26S proteasome non-ATPase 190.1
. 23.7
PSMD7_MOUSE regulator... 36.5 (M:190.1) 3
189.
CYB5B_MOUSE Cytochrome b5 type B 16.3 (M-?EQGG) 40.4
ARPC3_MOUSE Actin-related protein 2/3 complex s... 20.5 (M1-§2§55) 22.5
HVM30_MOUSE Ig heavy chain V-IIl region ABE-47N 12.7 (Ml_ig'ss) 345
Thioredoxin reductase 1 188.5
' . 19.4
TRXR1_MOUSE cytoplasmi... 67.1 (M:188.5) 9
- i 188.
QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, 528 (MESSSS) 11.9
Phosphate carrier protein, 186.9
MPCP_MOUSE mitochon... 39.6 (M-186.9) 17.1
RS14_MOUSE 40S ribosomal protein S14 16.3 (M1'§2;566) 31.8
Dephospho-CoA kinase domain- 185.1 22
DCAKD_MOUSE contain... 26.5 (M:185.1) S
FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mitochondrial 54.3 (Ml-igfz) 18.3
- i 184.1
QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, 48.2 (M'§84 N 14.8
Mitochondrial 2- 183.6
M20OM_MOUSE oxoglutarate/malate... 34.1 (M:183.6) 15.9
STE20-like serine/threonine- 183.2
SLK_MOUSE orotein... 141.4 (M:183.2) 6.8
Ras GTPase-activating protein- 183.1
G3BP1_MOUSE bindi... 51.8 (M-183.1) 19.4
PA24A_MOUSE Cytosolic phospholipase A2 85.2 (M1'§§.Z66) 7.1
Acyl-coenzyme A thioesterase 9, 181.9
ACOT9_MOUSE mit... 50.5 (M-181.9) 13.9
. . 178.4
RL7_MOUSE 60S ribosomal protein L7 31.4 (M:178.4) 15.6
. . 178.2
PDXK_MOUSE Pyridoxal kinase 35 (M:178.2) 17.3
177.8
PGM1_MOUSE Phosphoglucomutase-1 61.4 (M-177.8) 13.9
PA2G4_MOUSE  Proliferation-associated protein 2G... 43.7 (M%Z;.?ss) 19.8
. . 2
GLU2B_MOUSE Glucosidase 2 subunit beta 58.8 (M1'1;7 2) 6.5
Fragile X mental retardation 176.9
. 1
FXR1_MOUSE syndro... 76.2 (M:176.9) 0
Microtubule-associated protein 176.6
MARE1_MOUSE RPJE... 30 (M:176.6) 25
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Heterogeneous nuclear 176.6
HNRPF_MOUSE ribonucleopro... 457 (M:176.6) 12
SKP1_MOUSE S-phase kinase-associated protein 1 18.7 (M1'1673644) 38.7
26S proteasome non-ATPase 175.9
. 13.7
PSD11_MOUSE regulator... 414 (M:175.9) 3
IPYR_MOUSE Inorganic pyrophosphatase 32.6 (M1~Z$;544) 10.7
Aminoacyl tRNA synthase complex- 175.3
AIMP2_MOUSE int... 354 (M:175.3) 24.1
. 175.1
LEG1_MOUSE Galectin-1 14.9 (M:175.1) 31.9
. 174.8
TNPO1_MOUSE Transportin-1 102.3 (M:174.8) 6
174.2
TALDO_MOUSE Transaldolase 374 (M:174.2) 16.6
3-ketoacyl-CoA thiolase 173.7
! . 22.7
THIM_MOUSE mitochondr... 418 (M:173.7)
. 173.2
SEPT2_MOUSE Septin-2 41.5 (M:173.2) 15.5
DNA replication licensing factor 172.3
MCM4_MOUSE MC... 96.7 (M:172.3) 10.6
Ras-related C3 botulinum toxin 171.7
. 17.2
RACL_MOUSE subs... 214 (M:171.7)
Cytoplasmic dynein 1 intermediate 171.0
DC112_MOUSE c. 68.4 (M:171.0) 12.7
CAN2_MOUSE Calpain-2 catalyti bunit 79.8 170.8 5.6
| alpain-2 catalytic subuni . (M-170.8) .
. 170.8
RAB2A_MOUSE Ras-related protein Rab-2A 235 (M:170.8) 19.8
. 170.7
XPO1_MOUSE Exportin-1 123 (M:170.7) 7.2
Peroxisomal multifunctional enzyme 170.3
DHB4_MOUSE 79.4 (M:170.3) 4.6
CO1A2_MOUSE Collagen alpha-2(1) chain 129.5 170.3 6
| g p ' (M:170.3)
Long-chain specific acyl-CoA 170.2
ACADL_MOUSE dehydr... 47.9 (M:170.2) 13.3
26S proteasome non-ATPase 170.0
PSDE_MOUSE requlator... 34.6 (M-170.0) 22.6
MAP4_MOUSE Microtubule-associated protein 4 117.4 (M1'6132.900) 8.9
RAB8S8A_MOUSE Ras-related protein Rab-8A 23.7 (Ml'tl‘:g.gll) 23.2
Proteasome activator complex 167.3
PSME3_MOUSE subuni... 29.5 (M-167.3) 15.4
UBP5_MOUSE Ubiquitin carboxyl-terminal hydrola... 95.8 (Ml_%%oo) 6.9
EWS_MOUSE RNA-binding protein EWS 68.4 (M;elsgézz) 8.1
PRS10_MOUSE 26S protease regulatory subunit 10B 44.1 (Ml-elsgéss) 15.2
10 kDa heat shock protein, 164.7
CH10_MOUSE mitochon... 11 (M:164.7) 37.3
Mitochondrial import receptor 164.1
TOM34_MOUSE subun... 34.3 (M-164.1) 19.7
VIGLN_MOUSE Vigilin 141.7 (Ml-igégg) 4.9
. C 163.1
EIF3F_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 38 (M:163.1) 16.1
CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial 745 163.1 117

carri...

(M:163.1)
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ITB1_MOUSE Integrin beta-1 88.2 (Ml_elsgéoo) 6
. . . 162.7
CISY_MOUSE Citrate synthase, mitochondrial 51.7 (M:162.7) 10.1
XPO2_MOUSE Exportin-2 110.4 (Ml'tl‘:é.zll) 4.3
. 160.7
PSA4_MOUSE Proteasome subunit alpha type-4 295 (M-160.7) 20.7
Succinate dehydrogenase 158.9
SDHA_MOUSE [ubiguinone... 2.5 (M:158.9) 9.6
RL10L_MOUSE 60S ribosomal protein L10-like 24.5 (Ml'i;?GG) 18.2
0ST48_MOUSE Dolichyl-diphosphooligosaccharide 49 (M-igess) 13.2
156.3
ACACA_MOUSE Acetyl-CoA carboxylase 1 265.1 (M-156.3) 3.2
RS5_MOUSE 40S ribosomal protein S5 22.9 (Ml'igéom 22.1
HDGF_MOUSE Hepatoma-derived growth factor 26.3 (Ml_ig;;s) 325
P5CR2_MOUSE Pyrroline-5-carboxylate reductase 2 33.6 (Ml_ing) 125
ANXA3_MOUSE Annexin A3 36.4 (Ml,igf 2) 10.5
LMNB1_MOUSE Lamin-B1 66.7 (Ml'igboo) 8.7
i i 149.1
U520_MOUSE U5 small nuclear ribonucleoprotein 2a4.4 (M-129 N 3.9
. . 148.0
RS17_MOUSE 40S ribosomal protein S17 15.5 (M:148.0) 44.4
NT5C_MOUSE 5'(3")-deoxyribonuclectidase, cytos... 23.1 (Ml_ﬂ%gg) 30
. . 147.8
SURF4_MOUSE Surfeit locus protein 4 30.4 (M-147.8) 16.4
Ornithine aminotransferase, 147.5
OAT_MOUSE mitocho... 48.3 (M:147.5) 12.8
: 147.4
H2A1H_MOUSE Histone H2A type 1-H 13.9 (M:147.4) 22.7
Mitochondrial import inner 147.3
TIM50_MOUSE membrane. . 39.8 (M-147.3) 9.3
P5CS_MOUSE  Delta-1-pyrroline-5-carboxylate syn... 87.2 (Ml-ﬂjoo) 6.5
RL31_MOUSE 60S ribosomal protein L31 145 (Ml'ﬁ,éSS) 36
Pyruvate dehydrogenase E1 145.3
ODPA_MOUSE component... 43.2 (M:145.3) 16.4
OTUB1_MOUSE Ubiquitin thioesterase OTUB1 31.3 (Ml_ﬁ;;s) 16.6
SYLC_MOUSE Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic 134.1 (Ml'ijf:a) 5.7
Serine/threonine-protein 143.7
. 11
2AAA_MOUSE phosphatas... 65.3 (M:143.7)
H12_MOUSE Histone H1.2 21.3 (Ml'ii.ZZZ) 7.1
- . 139.8
TADBP_MOUSE TAR DNA-binding protein 43 44.5 (M:139.8) 15.2
CAZA2_MOUSE F-actin-capping protein subunit alp... 32.9 (Ml_i;'?gg) 21
Glucose-6-phosphate 1- 137.6
. 12.
G6PD1_MOUSE dehydrogenase... 59.2 (M:137.6) 8
CNBP_MOUSE Cellular nucleic acid-binding prote... 19.6 137.0 16.9

(M:137.0)
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Basic leucine zipper and W2 136.2
BZW1_MOUSE domain. 48 (M:136.2) 14.6
. . 135.
CAPG_MOUSE Macrophage-capping protein 39.2 (M'i2566) 9.7
KV5A3_MOUSE Ig kappa chain V-V region K2 12.6 (Ml'ig;144) 27.8
SRPRB_MOUSE  Signal recognition particle recepto... 29.6 (Ml_igfz) 12.3
Adenylosuccinate synthetase 133.8
PURA2_MOUSE isozyme... 50 (M:133.8) 12.7
Fragile X mental retardation 132.6
FXR2_MOUSE syndro... 73.7 (M:132.6) 4
ARF3_MOUSE ADP-ribosylation factor 3 20.6 (Mlig'zoo) 32.6
26S proteasome non-ATPase 129.2
. 10.
PSMD6_MOUSE regulator... 45.5 (M:129.2) 0.5
Ig heavy chain V region AC38 128.9
HVM51_MOUSE 205.12 12.9 (M:128.9) 28
EPS8_MOUSE Epidermal growth factor receptor Kki... 91.7 (Ml'igéss) 4.3
. . 127.4
KV5A6_MOUSE Ig kappa chain V-V region L6 13 (M:127.4) 20
. . 126.6
RS6_MOUSE 40S ribosomal protein S6 28.7 (M-126.6) 16.1
A . . 126.4
UBE2K_MOUSE Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K 22.4 (M:126.4) 13
. 126.3
RB11A_MOUSE Ras-related protein Rab-11A 24.4 (M:126.3) 13.4
. e 126.0
GDIR1_MOUSE Rho GDP-dissociation inhibitor 1 23.4 (M:126.0) 15.2
ARP2_MOUSE Acti lated tein 2 44.7 1254 12.9
. ctin-related protein . (M-125.4) .
AP2A2_MOUSE AP-2 complex subunit alpha-2 104 124.8 3
-~ ~= compiex subunit alp (M:124.8)
. C 124.8
IFAG2_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 102 (M:124.8) 3.5
SFXN1_MOUSE Sideroflexin-1 35.6 122.5 14.3
_ ideroflexin- . (M-122.5) .
PPID_MOUSE Peptidyl Iyl cis-t i r 40.7 121.0 10
| eptidyl-prolyl cis-trans isomerase... . (M:121.0)
Serine/threonine-protein 120.9
. 2
PP1A_MOUSE phosphatas... 375 (M:120.9) 8
Alpha-soluble NSF attachment 120.8
. 7.
SNAA_MOUSE protei... 33.2 (M:120.8) 8
. . . 120.5
KAD2_MOUSE Adenylate kinase 2, mitochondrial 26.5 (M:120.5) 17.6
Probable ATP-dependent RNA 120.3
DDX46_MOUSE helicase. . 117.4 (M:120.3) 3.8
. . 120.1
COX2_MOUSE Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 26 (M:120.1) 145
UV excision repair protein RAD23 119.1
RD23B_MOUSE ho... 435 (M:119.1) 12
. . 118.7
RL15 MOUSE 60S ribosomal protein L15 24.1 (M:118.7) 12.3
TPM3_MOUSE T in alpha-3 chain 33 118.6 13.7
| ropomyosin alpha-3 chai (M:118.6) .
- . . 118.5
PURB_MOUSE Transcriptional activator protein P... 33.9 (M:118.5) 12.3
. 116.2
TEBP_MOUSE Prostaglandin E synthase 3 18.7 (M:116.2) 13.1
SPTB2_MOUSE  Spectrin beta chain, non-erythrocyt... 274.1 115.7 2.1

(M:115.7)
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ATP synthase subunit gamma, 115.7
ATPG_MOUSE mitocho... 32.9 (M:115.7) 8.1
CSK21_MOUSE Casein kinase Il subunit alpha 451 (Mlﬁfz) 6.4
MDHC_MOUSE  Malate dehydrogenase, cytoplasmic 36.5 (Ml'ii;lll) 7.8
Hydroxyacyl-coenzyme A 113.8 1
HCDH_MOUSE dehydrogenas... 34.4 (M:113.8) 8.8
MTCH2_MOUSE Mitochondrial carrier homolog 2 33.5 (Ml-ﬁ.:fe) 12.2
Vacuolar protein-sorting- 112.8
VPS25_MOUSE associated. . 20.7 (M-112.8) 30.7
Peptidyl-tRNA hydrolase 2, 112.2
PTH2_MOUSE mitochor... 19.5 (M:112.2) 18.8
RFC2_MOUSE Replication factor C subunit 2 38.7 (Ml'iiiSS) 7.4
TOP2A_MOUSE DNA topoisomerase 2-alpha 172.7 (Ml'igi)zZ) 1.4
IPO5_MOUSE Importin-5 1235 (Ml'igi)zZ) 5.1
. . 109.6
PLAK_MOUSE Junction plakoglobin 81.7 (M:109.6) 6.3
Mitochondrial 10- 107.9
. A4
AL1L2_MOUSE formyltetrahydrofo... 1015 (M:107.9) 3
PRS6B_MOUSE 26S protease regulatory subunit 6B 47.4 (Ml'%.?oO) 12.4
COP9 signalosome complex subunit 106.5
CSN7A_MOUSE 7a 30.2 (M-106.5) 9.5
Short-chain specific acyl-CoA 106.4
ACADS_MOUSE dehyd... 44.9 (M:106.4) 7.5
Insulin-like growth factor 2 mRNA- 106.1
IF2B2_MOUSE b.. 65.5 (M:106.1) 4.2
MY18A_MOUSE Unconventional myosin-XVllla 232.6 105.2 2.3
- y ' (M:105.2) '
. . 105.2
RS10_MOUSE 40S ribosomal protein S10 18.9 (M-105.2) 18.8
. 103.9
VAOD1_MOUSE V-type proton ATPase subunitd 1 40.3 (M:103.9) 8.8
. . 103.7
RS13_MOUSE 40S ribosomal protein S13 17.2 (M:103.7) 16.6
. . 103.6
TPM4_MOUSE Tropomyosin alpha-4 chain 28.5 (M:103.6) 8.5
Endoplasmic reticulum resident 103.6
ERP44_MOUSE prot... 46.8 (M:103.6) 7.9
GALK1_MOUSE Galactokinase 42.3 102.4 7.9
— alac : (M:102.4) :
. 102.1
PSA7_MOUSE Proteasome subunit alpha type-7 27.8 (M:102.1) 13.3
] 1015
NEB2_MOUSE Neurabin-2 89.5 (M:101.5) 6
. . 101.1
HVM36_MOUSE Ig heavy chain V region 441 12.9 (M:101.1) 23.3
ITA3_MOUSE Integrin alpha-3 116.7 101.1 4.7
- egrin aip ‘ (M:101.1) '
RL18 MOUSE 60S ribosomal protein L18 21.6 100.8 18.1
» ibosomal p . (M-100.8) .
CRKL_MOUSE Crk-like protein 33.8 100.8 14.2
_ -like p : (M:100.8) '
KTHY_MOUSE Thymidylate kinase 23.9 100.6 10.8
_ ymidy - (M:100.6) '
SCMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial 529 100.0 95

carri...

(M:100.0)
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NB5R3_MOUSE NADH-cytochrome b5 reductase 3 34.1 99.6 (M:99.6) 3 13
FETUA_MOUSE Alpha-2-HS-glycoprotein 37.3 99.4 (M:99.4) 2 13
COPB_MOUSE Coatomer subunit beta 107 97.3 (M:97.3) 3 5.2
SEC63_MOUSE Translocation protein SEC63 87.8  94.3 (M:94.3) 2 5.3
homolog
DCPS_MOUSE m7GpppX diphosphatase 39 92.6 (M:92.6) 2 11.2
SRSF1_MOUSE Serine/arginine-rich splicing facto... 27.7 92.4 (M:92.4) 2 12.9
CD81_MOUSE CD81 antigen 25.8 92.1 (M:92.1) 2 18.2
ARC1B_MOUSE Actin-related protein 2/3 complex s... 41 89.2 (M:89.2) 2 8.3
EIF3D_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 63.9 88.4 (M:88.4) 2 7.5
GBB1_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein 374 86.6 (M:86.6) 2 59
MCM5_MOUsE ~ DNA rep"ca“&%"cens'”g factor 823  85.3(M:85.3) 2 35
LASP1_MOUSE LIM and SH3 domain protein 1 30 85.3 (M:85.3) 2 9.5
EIF3E_MOUSE Eukaryotic translation initiation f... 52.2 84.6 (M:84.6) 2 6.3
DNLI1_MOUSE DNA ligase 1 102.2 84.3 (M:84.3) 2 3.6
RL22_MOUSE 60S ribosomal protein L22 14.7 84.2 (M:84.2) 2 19.5
KV3A3_MOUSE Ig kappa chain V-IIl region MOPC 70 11.9 83.6 (M:83.6) 2 30.6
PDLI1_MOUSE PDZ and LIM domain protein 1 35.8 83.3 (M:83.3) 2 8.9
IPO7_MOUSE Importin-7 119.4 82.6 (M:82.6) 2 2.7
HSPB8_MOUSE Heat shock protein beta-8 21.5 81.6 (M:81.6) 2 9.7
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Tabla C | Proteinas identificadas en la co-inmunoprecipitacion de sAC+-HA en células HT22-CRHR1

estimuladas con CRH 100 nM por 30 min

, Cobertura
Peso Ndmero de
Uniprot ID Proteina molecular ~ Mascot Score de secuencia
(kDa) péptidos %)
MYH9_MOUSE Myosin-9 226.2 (Mséigbln 67 36.8
PLEC_MOUSE Plectin 533.9 (Mzgggéll) 56 14
FLNA_MOUSE Filamin-A 281 (Ml,slagéioo) 39 22.6
Heat shock protein HSP 90- 1562.9
HS90B_MOUSE beta 83.2 (M:1562.9) 31 44.2
VIME_MOUSE Vimentin 53.7 (Ml'iggbl " 28 59.4
FLNC_MOUSE Filamin-C 290.9 (Ml'iéifﬂ 30 16.7
. . 1363.3
ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 41.8 (M:1363.3) 22 57.6
Heat shock cognate 71 kDa 1345.5
HSP7C_MOUSE protein 70.8 (M:1345.5) 24 40.6
. . 1245.8
FLNB_MOUSE Filamin-B 277.7 (M:1245.8) 29 16.5
Heat shock protein HSP 90- 1241.0
HS90A_MOUSE alpha 84.7 (M:1241.0) 24 34.2
78 kDa glucose-regulated 1196.8
GRP78_MOUSE protein 72.4 (M:1196.8) 22 40.5
ALBU_MOUSE Serum albumin 68.6 1127.9 19 35.5
- erum albumi : (M:1127.9) :
. 1074.7
MYH10_MOUSE Myosin-10 228.9 (M:1074.7) 26 14.7
. 1043.6
ANXA2_MOUSE Annexin A2 38.7 (M:1043.6) 21 48.4
60 kDa heat shock protein, 1029.8
CHB0_MOUSE mitochon... 60.9 (M:1029.8) 18 40
KPYM_MOUSE Pyruvate kinase PKM 57.8 982.3 (M:982.3) 20 46.1
ENOA_MOUSE Alpha-enolase 47.1 954.3 (M:954.3) 18 52.8
MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, 356 882.5 (M:882.5) 19 60.4
- mitochondrial
IGHM_MOUSE Ig mu chain C region 49.9 828.6 (M:828.6) 15 38.8
Stress-70 protein, )
GRP75_MOUSE mitochondrial 73.4 798.2 (M:798.2) 15 26.1
Ig gamma-1 chain C region .
IGHG1_MOUSE secreted .. 35.7 759.2 (M:759.2) 14 49.7
LMNA_MOUSE Prelamin-A/C 74.2 747.0 (M:747.0) 14 25.1
ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate 39.3 735.6 (M:735.6) 15 48.1
— aldolase A
ENPL_MOUSE Endoplasmin 92.4 723.1 (M:723.1) 16 22.4
ANXA1l_MOUSE Annexin Al 38.7 713.9 (M:713.9) 13 44.5
PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 44.5 686.7 (M:686.7) 14 a7
EF2_MOUSE Elongation factor 2 95.3 663.8 (M:663.8) 16 23.3
PRDX1_MOUSE Peroxiredoxin-1 22.2 609.6 (M:609.6) 14 49.7
PDIA3_MOUSE  Frotein d's“'zge"somerase 56.6 602.5 (M:602.5) 11 23.2
TERA_MOUSE Transitional endoplasmic 89.3 580.9 (M:580.9) 15 28.2
- reticulum ...
NUCL_MOUSE Nucleolin 76.7 559.9 (M:559.9) 12 19.5
PPIA_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans 18 535.2 (M:535.2) 9 57.3
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isomerase...
ACTN4_MOUSE Alpha-actinin-4 104.9 519.6 (M:519.6) 10 14.1
TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain 49.6 484.1 (M:484.1) 11 25.9
EF1A1_MOUSE Elongation factor 1-alpha 1 50.1 482.8 (M:482.8) 10 27.5
G3p_Mousg ~ Clvceraldehyde-3-phosphate 35.8 461.1 (M:461.1) 9 28.8
dehydrog...
IGG2B_MOUSE Ig gamma-2B chain C region 44.2 455.4 (M:455.4) 8 23
1433Z_MOUSE 14-3-3 protein zeta/delta 27.8 449.7 (M:449.7) 10 36.3
IF4A1_MoOuse ~ Eukaryotic '”'“‘l"‘“on factor 4A- 46.1 440.8 (M:440.8) 11 32.3
UBA1_MOUSE Ubiquitin-like modifier- 117.7 437.3 (M:437.3) 11 15.9
activating ...

FAS_MOUSE Fatty acid synthase 272.3 423.9 (M:423.9) 12 5.6
K1C10_MOUSE  Keratin, type | cytoskeletal 10 57.7 422.1 (M:422.1) 7 10.7
MOES_MOUSE Moesin 67.7 411.5 (M:411.5) 11 19.9
TBB4B_MOUSE Tubulin beta-4B chain 49.8 390.1 (M:390.1) 9 21.6
ACON_MOUSE Aconitate hydratase, 85.4 386.8 (M:386.8) 10 14.2

mitochondrial
ACTN1_MOUSE Alpha-actinin-1 103 377.9 (M:377.9) 9 10.9
TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain 49.9 366.6 (M:366.6) 7 24.5
TCPZ MOUSE | -complex pzrgtt:'” 1 subunit 58 357.3 (M:357.3) 8 18.1
LDHA MOUSE  lactate diﬂﬁfge”age A 36.5 356.8 (M:356.8) 8 26.2
TALDO_MOUSE Transaldolase 37.4 349.7 (M:349.7) 6 19.6

RS11_MOUSE 40S ribosomal protein S11 18.4 348.0 (M:348.0) 9 50
TCPA_MOUSE | -complex 2[;;?” 1 subunit 60.4 345.6 (M:345.6) 9 19.2
TRFE_MOUSE Serotransferrin 76.7 339.0 (M:339.0) 8 125

H4_MOUSE Histone H4 11.4 338.4 (M:338.4) 6 42.7
HSP74_MOUSE Heat shock 70 kDa protein 4 94.1 337.4 (M:337.4) 7 10.5

IGKC_MOUSE Ig kappa chain C region 11.8 330.6 (M:330.6) 5 46.2

FINC_MOUSE Fibronectin 272.4 329.6 (M:329.6) 9 6.1
TCPH_MOUSE | -complex p;?;e'” 1 subunit 59.6 322.6 (M:322.6) 10 24.8
K2C1_MOUSE Keratin, type Il cytoskeletal 1 65.6 317.9 (M:317.9) 5 5.2

RS18 MOUSE 40S ribosomal protein S18 17.7 312.2 (M:312.2) 7 34.2
H2B1C_MOUSE Histone H2B type 1-C/E/G 13.9 305.6 (M:305.6) 5 38.1
GCAA MOUSE 9 gamma‘iAa ﬁ;‘la'” C region, 36.4 305.4 (M:305.4) 7 30
K1C14_MOUSE  Keratin, type | cytoskeletal 14 52.8 296.3 (M:296.3) 6 14.7
RLAO_ MOUSg  ©0Sacidic “bFf’goma' protein 34.2 293.1 (M:293.1) 6 24.9
MYOF_MOUSE Myoferlin 233.2 291.9 (M:291.9) 7 4

RS3_MOUSE 40S ribosomal protein S3 26.7 289.0 (M:289.0) 7 32.5
SERA_MOUSE D-3-phosphoglycerate 56.5 288.2 (M:288.2) 7 17.3

dehydrogenase
H2A2C_MOUSE Histone H2A type 2-C 14 287.6 (M:287.6) 6 36.4

EF1D_MOUSE Elongation factor 1-delta 31.3 287.5 (M:287.5) 8 33.8

NDKB_MOUSE Nucleoside diphosphate 17.4 284.1 (M:284.1) 5 40.1
kinase B

EF1G_MOUSE Elongation factor 1-gamma 50 283.4 (M:283.4) 7 16.5
RS3A_MOUSE 40S ribosomal protein S3a 29.9 281.8 (M:281.8) 7 22.7
ANXA5_MOUSE Annexin A5 35.7 279.4 (M:279.4) 6 21.3

IMB1_MOUSE Importin subunit beta-1 97.1 279.3 (M:279.3) 6 8.6
1433E_MOUSE 14-3-3 protein epsilon 29.2 274.4 (M:274.4) 6 21.2
ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, 56.3 271.8 (M:271.8) 7 19.1
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mitochon...
SPA3K_MOUSE  Serine protease inhibitor A3K 46.8 260.3 (M:260.3) 7 21.1
IGHG3_MOUSE Ilg gamma-3 chain C region 43.9 257.5 (M:257.5) 6 18.1
1433G_MOUSE 14-3-3 protein gamma 28.3 257.0 (M:257.0) 5 15.8

CISY_MOUSE Citrate synthase, 51.7 256.8 (M:256.8) 5 9.7

mitochondrial

ROA2_MOUSE Heterogeneous nuclear 37.4 255.6 (M:255.6) 5 19.8

ribonucleopro...
SERPH_MOUSE Serpin H1 46.5 250.3 (M:250.3) 5 15.6

RSSA MOUSE 40S ribosomal protein SA 32.8 249.4 (M:249.4) 4 22
HNRPU_MOUSE Heterogeneous nuclear 87.9 248.7 (M:248.7) 5 7.1

ribonucleopro...
EIF3B_MOUSE Eukaryotic translation 91.3 246.0 (M:246.0) 5 11.3
initiation f...
IQGAL MOUSE R8s GTP;S;:;“V&“”Q""‘G 188.6 243.6 (M:243.6) 6 4.8

RL7A_MOUSE 60S ribosomal protein L7a 30 240.5 (M:240.5) 6 23.3
ANXA4_MOUSE Annexin A4 35.9 240.1 (M:240.1) 4 12.2
HVM21_MOUSE Ig heavy chain V region M511 13.6 237.7 (M:237.7) 6 43.4
Kv2A7_MOUSE  '9kappa Cha”ia/'” region 26- 12.3 232.9 (M:232.9) 2 31

THIL_MOUSE Acety"COAr:i‘igtcy'"a”Sferase' 44.8 231.1 (M:231.1) 6 19.3
SFPQ Mousg  SPlicing fagltﬁtrépro"”e' and 75.4 227.0 (M:227.0) 6 9.2
PROF1_MOUSE Profilin-1 14.9 224.7 (M:224.7) 5 45
MTAP_MOUSE S methyl-5-thioadenosine 31 223.8 (M:223.8) 4 18.4

phosphory...

RS14_MOUSE 40S ribosomal protein S14 16.3 223.5 (M:223.5) 5 311

RL12_MOUSE 60S ribosomal protein L12 17.8 222.3 (M:222.3) 4 33.3

K22E_MOUSE ~ feratn, typigicytos"e'eta' 2 70.9 221.7 (M:221.7) 4 4.5
TCPD_MOUSE | -ComPplex %ﬁi'” 1 subunit 58 221.2 (M:221.2) 7 19.7

Isocitrate dehydrogenase )

IDHP_MOUSE [NADP], mi... 50.9 220.7 (M:220.7) 6 15.7
CLH1_MOUSE Clathrin heavy chain 1 191.4 217.6 (M:217.6) 6 4.4
UAP1L Mouse  UDP-N-acetylhexosamine 56.6 217.3 (M:217.3) 6 12.8

pyrophosphor...
COF1_MOUSE Cofilin-1 18.5 210.9 (M:210.9) 3 27.1
HS105_MOUSE Heat shock protein 105 kDa 96.3 210.2 (M:210.2) 4 5.9
ADT2_MOUSE ADP/ATP translocase 2 32.9 210.1 (M:210.1) 5 16.8

A2M_MOUSE Pregnancy zone protein 165.7 209.3 (M:209.3) 5 3.6
QCR2 MOUSE  Cytochrome b-c1 complex 48.2 206.0 (M:206.0) 3 9.7

subunit 2, ...

H3C_MOUSE Histone H3.3C 15.3 205.1 (M:205.1) 3 19.9
RAB7A_MOUSE Ras-related protein Rab-7a 23.5 205.0 (M:205.0) 5 31.4
1433B_MOUSE 14-3-3 protein beta/alpha 28.1 202.8 (M:202.8) 5 20.3
MYO1C_MOUSE Unconventional myosin-Ic 121.9 202.6 (M:202.6) 4 5.3
1433T_MOUSE 14-3-3 protein theta 27.8 202.1 (M:202.1) 4 22.9
ML12B_MOUSE  MYosin reg“'l‘"‘ztgy light chain 19.8 201.1 (M:201.1) 4 23.8

Monofunctional C1- .
C1TM_MOUSE tetrahydrofolate .. 105.7 200.2 (M:200.2) 7 9.1
PRDX2_MOUSE Peroxiredoxin-2 21.8 196.9 (M:196.9) 5 31.3
PDIA1_MOUSE Protein disulfide-isomerase 57 194.5 (M:194.5) 3 6.5
GSTA4_MOUSE  Glutathione S-transferase A4 255 194.1 (M:194.1) 4 19.4
K2C6A_MOUSE Keratin, type Il cytoskeletal 59.3 193.4 (M:193.4) 4 5.8
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6A
PHB_MOUSE Prohibitin 29.8 192.8 (M:192.8) 4 18.8
RL23A_MOUSE 60S ribosomal protein L23a 17.7 192.8 (M:192.8) 4 29.5
PSAL_MOUSE P'Oteaso":;pzlff“”'t alpha 29.5 192.6 (M:192.6) 4 16.7
RB11A_MOUSE  Ras-related protein Rab-11A 24.4 192.4 (M:192.4) 5 23.1
NPM_MOUSE Nucleophosmin 32.5 191.3 (M:191.3) 3 14
Bifunctional .
SYEP_MOUSE glutamateproline~tRN... 170 191.1 (M:191.1) 4 3.4
FUBP2_MOUSE Far upstream element- 76.7 190.6 (M:190.6) 5 9.6
binding protei...
TCPG_MOUSE | -complex protein 1 subunit 60.6 190.6 (M:190.6) 6 10.8
gamma
cLici mousg ~ Chloride '”tng"“'ar channel 27 188.6 (M:188.6) 5 36.5
GELS_MOUSE Gelsolin 85.9 188.3 (M:188.3) 4 9.9
ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, 233 186.7 (M:186.7) 4 16.9
mitochondri...
6PGD_MOUSE 6-phosphogluconate 53.2 185.3 (M:185.3) 5 13.9
dehydrogenase, d...
RUVB2_MOUSE RuvB-like 2 51.1 184.8 (M:184.8) 5 12.7
PCNA_MOUSE Proliferating cell nuclear 28.8 184.4 (M:184.4) 4 25.3
antigen
RS4x_MOUSE  20S ribosomal protein S4, X 29.6 184.4 (M:184.4) 5 17.9
isoform
PHB2_MOUSE Prohibitin-2 33.3 180.4 (M:180.4) 5 16.4
KV5A3_MOUSE Ig kappa chain V-V region K2 12.6 178.5 (M:178.5) 3 27.8
SF3A1_MOUSE Splicing factor 3A subunit 1 88.5 178.2 (M:178.2) 4 8.7
RL40_MOUSE Ubiquitin-60S ribosomal 14.7 176.6 (M:176.6) 5 38.3
protein L40
LEG3_MOUSE Galectin-3 27.5 176.4 (M:176.4) 5 25.8
Ig kappa chain V-IIl region .
KV3A8_MOUSE e 3Tl 12.1 175.6 (M:175.6) 2 26.1
PA2G4_MOUSE Proliferation-associated 437 175.6 (M:175.6) 5 16
protein 2G...
UBQL2_MOUSE Ubiquilin-2 67.3 175.3 (M:175.3) 4 8.8
H13_MOUSE Histone H1.3 22.1 173.8 (M:173.8) 4 17.6
NACA_MOUSE Nascent polypeptide- 23.4 173.6 (M:173.6) 2 135
associated comp...
AATM_MOUSE  /\Sparate aminotransferase, 47.4 171.9 (M:171.9) 4 13
mitocho...
ROA3_MOUSE Heterogeneous nuclear 39.6 169.8 (M:169.8) 2 8.4
ribonucleopro...
GBLP_MOUSE  Receptor OfCakcitr']"ated protein 35.1 168.2 (M:168.2) 4 14.2
PPIB_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans 237 167.3 (M:167.3) 4 19.9
Isomerase...
PSA4_MOUSE P'Oteaso":;pzlfi’“”'t alpha 29.5 166.9 (M:166.9) 4 17.6
GNAI2_MOUSE ~ Guanine Sfoctﬁﬂ"de'b'”d'”g 40.5 165.7 (M:165.7) 4 14.4
FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, 54.3 165.5 (M:165.5) 4 12.8
mitochondrial
RL6_MOUSE 60S ribosomal protein L6 335 165.2 (M:165.2) 4 13.9
RS13_MOUSE  40S ribosomal protein S13 17.2 164.8 (M:164.8) 4 23.8
Probable ATP-dependent )
DDX17_MOUSE NA helioacn. 72.4 164.4 (M:164.4) 3 6
LRC59_MOUSE Leucine-rich repeat- 34.9 164.4 (M:164.4) 4 1.1
containing prot...
RAB1B_MOUSE Ras-related protein Rab-1B 22.2 163.6 (M:163.6) 4 22.4
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T-complex protein 1 subunit

TCPQ_MOUSE ot 59.5 162.5 (M:162.5) 5 11.1
SYVC_MOUSE Valine—tRNA ligase 140.1 161.1 (M:161.1) 4 4.6
PCBP1_MOUSE Poly(rC)-binding protein 1 37.5 161.1 (M:161.1) 4 16.3
HNRPK_MOUSE Heterogeneous nuclear 50.9 158.8 (M:158.8) 4 11.7
ribonucleopro...
RL11_MOUSE 60S ribosomal protein L11 20.2 158.3 (M:158.3) 3 20.2
VDAC2 MOUsg  Voltage-dependent anion- 31.7 157.2 (M:157.2) 3 14.2
selective c...
PEBP1 MOUSE ' nosphatidylethanolamine- 20.8 156.6 (M:156.6) 3 28.3
binding pr...
SAHH_MOUSE Adenosylhomocysteinase 47.7 155.3 (M:155.3) 4 10.2
pUF60_Mouse  POW(U)-binding-splicing 60.2 155.0 (M:155.0) 4 11.3
factor PUF...
EIF3E_MOUSE Eukaryotic translation 52.2 153.8 (M:153.8) 4 8.3
initiation f...
AT2B1 MOUSE  Flasmamembrane calcium- 134.7 153.4 (M:153.4) 3 3.3
transportin...
YBOX1_MOUSE Nuc'easeé)sifgiﬂg"e element- 35.7 152.4 (M:152.4) 5 28.9
RAC1_MOUSE Ras-related C3 botulinum 21.4 151.3 (M:151.3) 4 17.2
toxin subs...
CO1A2_MOUSE Collagen alpha-2(I) chain 129.5 150.1 (M:150.1) 4 5.4
RTN4_MOUSE Reticulon-4 126.5 148.8 (M:148.8) 4 7.7
HNRPM_MOUSE Heterogeneous nuclear 77.6 148.5 (M:148.5) 3 5.6
ribonucleopro...
LAP2A_MOUSE Lamina-associated 75.1 148.3 (M:148.3) 4 9.2
polypeptide 2, is...
IFIAX_MOUSE Eukaryotic translation 16.5 147.1 (M:147.1) 3 18.1
initiation f...
IF2A_MOUSE Eukaryotic translation 36.1 145.8 (M:145.8) 3 14.3
initiation f...
SND1_MOUSE Staphylococcal nuclease 102 143.7 (M:143.7) 4 5.8
domain-cont...
EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, 495 143.5 (M:143.5) 3 10
mitochondrial
MATR3_MOUSE Matrin-3 94.6 140.9 (M:140.9) 3 5.8
RL27_MOUSE 60S ribosomal protein L27 15.8 139.1 (M:139.1) 3 20.6
TXND5_MOUSE Thioredoxin domain- 46.4 138.6 (M:138.6) 4 13.9
containing prote...
CALR_MOUSE Calreticulin 48 138.6 (M:138.6) 4 12.7
HNRPF_MOUSE Heterogeneous nuclear 45.7 137.2 (M:137.2) 3 11.8
ribonucleopro...
EWS_MOUSE RNA-binding protein EWS 68.4 135.0 (M:135.0) 2 5.8
VDAC1_MOUsg  oltage-dependent anion- 323 134.7 (M:134.7) 3 17.2
selective c...
E3 ubiquitin-protein ligase .
NEDD4_MOUSE NEoDa 102.6 133.7 (M:133.7) 4 8.8
RS9_MOUSE 40S ribosomal protein S9 22.6 132.3 (M:132.3) 4 15.5
MBB1A_MOUSE Myb-binding protein 1A 151.9 131.1 (M:131.1) 3 3.2
RL31_MOUSE 60S ribosomal protein L31 14.5 131.1 (M:131.1) 3 26.4
COR1C_MOUSE Coronin-1C 53.1 130.6 (M:130.6) 2 5.5
SERC_MOUSE Phosphoserine 40.4 129.3 (M:129.3) 3 8.4
aminotransferase
SET_MOUSE Protein SET 33.4 126.7 (M:126.7) 3 11.1
MAP4_MOUSE Microtubule-associated 117.4 125.9 (M:125.9) 2 2.3
protein 4
QCR1_MoOuUsg ~ Cvtochrome b-cl complex 52.8 125.2 (M:125.2) 2 4.4
subunit 1, ...
F10A1_MOUSE Hsc70-interacting protein 41.6 123.9 (M:123.9) 3 7.8
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LEG1_MOUSE Galectin-1 14.9 123.1 (M:123.1) 3 25.9
Sodium/potassium- .

AT1A2_MOUSE ransporiing ATPaS.. 112.1 123.0 (M:123.0) 2 3.2

ACADL_MOUSE L°”9'°ha'rc‘j gﬁ)‘fgf‘c acyl-CoA 47.9 121.9 (M:121.9) 2 4.7

RS19 _MOUSE 40S ribosomal protein S19 16.1 121.5 (M:121.5) 3 17.2
ALDR_MOUSE Aldose reductase 35.7 121.2 (M:121.2) 3 9.2
PSMD2_MOUSE ~ 29S proteasome non-ATPase 100.1 121.2 (M:121.2) 3 45

regulator...
PURB_MOUSE Transcriptional activator 33.9 119.3 (M:119.3) 2 12
protein P...

SPB6_MOUSE Serpin B6 42.6 119.2 (M:119.2) 2 4.8

TPIS_MOUSE Triosephosphate isomerase 32.2 119.2 (M:119.2) 3 12.7

EIF3L_MOUSE Eukaryofic translation 66.6 116.2 (M:116.2) 2 6.4

initiation f...
PGAM1_MOUSE  Phosphoglycerate mutase 1 28.8 115.7 (M:115.7) 2 13.8

CH10 MOusg 10 kDaheatshock protein, 11 114.5 (M:114.5) 2 23.5

mitochon...

DHB4_MOusg " eroxisomal multifunctional 79.4 113.1 (M:113.1) 2 3.4

enzyme ...
IFAG1_MOUSE Eukaryotic translation 176 111.2 (M:111.2) 3 3.4
initiation f...
MIC60_MOUSE ~ MICOS C‘;Ar;l‘%'gx subunit 83.8 111.1 (M:111.1) 3 5.8
PABP1_MOUSE Po'yade”y'ate'lb'”d'”g protein 70.6 110.5 (M:110.5) 3 5.8
RS16_MOUSE 40S ribosomal protein S16 16.4 107.8 (M:107.8) 2 12.3
RL22_MOUSE 60S ribosomal protein L22 14.7 107.5 (M:107.5) 2 19.5
Alcohol dehydrogenase )
AK1A1_MOUSE INADP() 36.6 106.8 (M:106.8) 3 11.1

BTF3_MOUSE Transcription factor BTF3 22 106.7 (M:106.7) 2 12.7
ANXA3_MOUSE Annexin A3 36.4 106.6 (M:106.6) 3 105
MCM2_MOUSE DNA replication licensing 102 106.5 (M:106.5) 2 2.8

factor MC...

RAB5C_MOUSE Ras-related protein Rab-5C 23.4 102.8 (M:102.8) 2 12
ACADS_MOUSE Sho”"’ha'g :E%"f'c acyl-CoA 44.9 100.7 (M:100.7) 3 9.2
EIF3A_MOUSE Eukaryotic translation 161.8 99.9 (M:99.9) 2 2

initiation f...

CO3_MOUSE Complement C3 186.4 99.1 (M:99.1) 3 2.8
HVM51_MOUSE '9 Meawy Chgbnsvlgeg'on AC38 12.9 99.1 (M:99.1) 2 28
PARK7_MOUSE Protein deglycase DJ-1 20 98.8 (M:98.8) 2 7.4

RL8_MOUSE 60S ribosomal protein L8 28 98.6 (M:98.6) 2 105
NOMO1_MOUSE Nodal modulator 1 133.3 98.2 (M:98.2) 2 25

FMRI_MOUSE ~ Synapticfunctional regulator 68.9 97.4 (M:97.4) 2 3.4

FMR1
Dolichyl- .

RPNI_MOUSE oo iosaccharide-r.. 68.5 96.7 (M:96.7) 3 6.1

PSB6_MOUSE P“’teaso’:;% g_‘gb“”'t beta 25.4 96.4 (M:96.4) 2 8.8
GANAB_MOUSE Neutral alpha-glucosidase AB 106.8 95.7 (M:95.7) 2 3.4
STRAP_MOUSE Serine-threonine kinase 38.4 91.8 (M:91.8) 2 8.6

receptor-as...

RS7_MOUSE 40S ribosomal protein S7 22.1 91.5 (M:91.5) 2 10.3
GALK1_MOUSE Galactokinase 42.3 89.6 (M:89.6) 2 7.9
DNJA1_MOUSE ~ DnaJhomolog subfamily A 44.8 87.9 (M:87.9) 2 6.3

member 1
PSD11_MOUSE 20S proteasome non-ATPase 47.4 86.1 (M:86.1) 2 4.5

regulator...
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VINC_MOUSE Vinculin 116.6 85.4 (M:85.4) 2 2.1

OLA1_MOUSE Obg-like ATPase 1 44.7 84.0 (M:84.0) 2 5.1

A1AT3_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-3 45.8 83.9 (M:83.9) 2 4.4
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