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I. INTRODUCTION AND OBJETIVES.

1.1. Peripheral membrane proteins.

A wide number of proteins domains lead the membrane recruitment of the
cell proteins by recognizing key features of the membrane surface (Lemmon,
2008; Moravcevic et al, 2012).

The regulation of these proteins is essential to the proper function of the
cellular machinery and to avoid the pathologies development. These domains are
peripheral membrane proteins and they have the capacity of freely diffusing along
or away from the membrane surface where they exert their function. These
functions are the modulation of the membrane lipid composition, GTPases
activation or connect between the second messenger pools and effector
pathways downstream among many others (Driscoll & Vuidepot, 1999;
Moravcevic et al., 2012).

I.2. Dual targeting mode.

Most peripheral membrane domains bind only one membrane element and
when these domains do, it is in a low affinity mode. The force of this interaction
increases due to additional elements located on the membrane. These
components could be lipids, proteins or both. Dual targeting mode is the capacity
of these peripheral membrane domains to bind two membrane lipids, two proteins
or one lipid and one protein (Lemmon., 2008).

These domains could interact with a protein target in a specific way by
recognizing a lipid context under a certain signaling condition. Membrane
specificity is determined by its charge and curvature, this enhance the number of
possibilities of combinations to develop different control cellular processes (Falke
& Ziemba, 2014; Moravcevic et al., 2012).

1.3. C2 domains in PKC and Rabphilin3A.

C2 domains are one of the first peripheral membrane protein described
together with C1 domains. These domains were first discovered as the regulatory
regions of protein kinase C (PKC) and they directly respond to second
messengers like calcium, acidic phospholipids and diacylglycerol. They achieve
to gather into the plasma membrane the PKC and its activation (Oancea & Meyer,
1998).
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C2 domains appear in a wide variety of eukaryotic proteins and are
independent modules of 130 residues. These domains are conserved in classical
PKC (a, BI, BIl, y) and their interaction with the membrane is executed in a calcium
dependent manner. However, novel PKCs (g, n, 8, 8) have lost the calcium
interacting aminoacids and thus, they are not able to respond to calcium and are
only regulated by interactions with negatively charged phospholipids. Myriad of
proteins share a C2 domain in their structure and most of them are involved in
membrane trafficking and fusion and signal transduction. Atypical PKCs lack C2
domains in their structure and instead contain a PB1 domain located in the N-
terminus (Coussens et al., 1986; Knopf et al., 1986; Ono et al., 1986; Corbalan-
Garcia & Gomez-Fernandez, 2014).

Another protein that share C2 domains in their structure is rabphilin3A or
exophilinl (Geppert et al., 1994). This protein belongs to a wide family of proteins
and its members are granuphilin/exophilin2/Slp4, exophilin6/SIp3 and
exophilin9/SIp5 although at the beginning was called as Rab3a (Fukuda &
Yamamoto, 2005; Deak et al., 2006). Rabphilin3A is a protein composed about
690 residues in the human version and 77kDa. The protein structure of
rabphilin3A also has a Rab binding domain (RBD) at the N-terminal region and a
Zinc-finger binding domain. C2 domain tandem appear in the C-terminal region
(Izumi, 2007).

1.4. Objectives.

» Characterization of the hyperforin treatment of breast cancer cells in
the presence and absence of PKCa expression.

» Characterization of the salinomycin treatment of breast cancer cells in
the presence and absence of PKCa expression.

» Validation of the analysis of differential gene expression profiles of a
model breast cancer cell line (MCF-7) in the presence and absence of
PKCa.

» Therapy design based on the molecular markers obtained in the
analysis of differential gene expression.

» Characterization the phosphorilation pathways affected under the
control of PKCa on the breast cancer cell line MCF-7.

» Characterization of the Rabphilin-3A and SNAP25 interaction on PC12
cells.
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Il. MATERIALS AND METHODS.

I1.1. Construction of expression plasmids.

Rabphilin3A and SNAP25 DNA used were purchased at OriGene
Technologies, Inc (Rockville, MD, USA) and were amplified by PCR using specific
primers. Plasmid constructions used along this Doctoral Thesis as follows:

CONSTRUCTION USED MUTATIONS
HA-Rph3A-WT -
HA-Rph3A-M1 K651A/K656A
HA-Rph3A-M2 K651A/K656A/H663A
HA-Rph3A-M3 K651A/K656A/K663A/H617A

Myc-SNAP25-WT --

myc-SNAP25-MI E38A/D41A/R45A

myc-SNAP25-MI| D51A/E55A/R59A

11.2. Cell culture.

MCF-7, MDA-MB-231 and PC12 have been the cell lines used along this
work. MCF-7 and MDA-MB-231 are a human breast cancer model hormone and
chemotherapeutic respectively and PC12 cell line is a rat pheochromocytoma
used as a neuron or endocrine model.

Lipofectamine2000 was used to transfect cells with Rabphilin3A and
SNAP25 DNA following manufacturer instructions with PC12 cells. To inhibit
PKCa on these two MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines were transfected by
electroporation technique using small interference RNA (SiRNA).
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11.3. Confocal microscopy and TEM.

The confocal microscope used was a Leica TCS SP8 (Leica, Heidelberg,
Germany). The objectives used were PL APO 20X /0.7 AN under dry conditions
and PL APO 63X / 1.3 AN (immersion oil). The detectors used were PMT and
HyD ultrasensible (30% quantum efficiency). Images were analyzed with Fiji-
image J-NIH https://fiji.sc/.

The transmission electron microscopy (TEM) used was a PHILIPS
TECNAI 12 of 120 KV and with Megaview lll digital camera (EMSIS GmbH,
located in Minster Germany). Negative staining technique was used with
formvar-carbon grids (200 mesh).

I1.4. Proliferation, Migration and Apoptosis measurements.

Proliferation experiment to measure total amount of DNA were carry out
following manufacturer instructions of the kit used CyQUANT® NF Cell
Proliferation Assay (Invitrogen, Oregon, USA).

Migration capacity was measured through wound healing assay method
and photographs were taken immediately to set O hours and many times later till
wound were closed.

Apoptosis effect was measured following the manufacturer instructions of
the Vibrant® Apoptosis Assay kit (Invitrogen, Oregon, USA) by Alexa Fluor® 488
annexin V and PI for flow cytometry. This kit allowed us to detect between live
cells (no fluorescence signal), death cells (red fluorescence) and early apoptotic
cells (green fluorescence) and apoptotic-death cells (both, green and red
fluorescence).

I1.5. gPCR.

Once RNA is isolated and its quality was validated, it was necessary to
obtain cDNA by RT-PCR following manufacturer instructions of the kit iScript
Reverse Transcription Supermix (Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA). Primer
design to gPCR reaction was made with software Primer Express® v3.0 (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA). SYBR® Green (Applied Biosystems,
Inc., Foster City, CA) was the probe used in singleplex and qPCR assay was
carried out with 7500 Fast Real Time PCR System device (Applied Biosystems,
Inc., Foster City, CA).


https://fiji.sc/
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11.6. Proximity Ligation Assay (PLA).

In situ PLA® is a proximity ligation assay technology that consist in a pair
of oligonucleotide labeled secondary antibodies (PLA probes) that generate a
signal only when the two PLA probes have bound near enough, maximum
distance allowed is 40 nm to the reaction could be done. PLA assay was carried
out following the manufacturer instructions kit used was Duolink® In Situ (Sigma-
aldrich DUO92101). The signal from each detected pair of PLA probes was
visualized as an individual fluorescent spot with a confocal microscope and
quantified with FIJI software.

I1.7. Human Phospho-Kinase Array Kit.

The Human Phospho-Kinase Array was used to analyze the
phosphorylation profile of 43 kinases and their substrates simultaneously to
understand how cells recognize and respond to changes under the absence of
PKCa. This array was used following the manufacturer instructions of the kit
(Proteome profiler, R&D SYSTEMS, bio-techne).
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Ill. RESULTS.

I11.1. Study of the role of Hyperforin and PKCa in Breast Cancer
Cell physiology.

Hyperforin is a phloroglucinol contained in Hypericum perforatum L herb.
This compound has properties against tumors and inflammation processes
among others, being it a potential interesting drug (Chiang et al., 2017; Merhi et
al., 2011). For that reason, we have investigated the anti-tumoral capacity of
hyperforin under the absence of PKCa in a breast cancer cell line as MDA-MB-
231. The study aimed to determine if this drug was a potential solution in breast
cancer models and if its mechanism was related with PKCa.

We have determined the anti-proliferative and pro-apoptotic effect of
hyperforin in MDA-MB-231 cells in the presence and absence of PKCa. Only the
absence of PKCa reduced 20% the proliferation capacity of these cells.
Hyperforin and the inhibition of PKCa together achieved a better effect with a
lower concentration of hyperforin than in the presence of PKCa.

Previous studies revealed the mechanism through hyperforin has its effect
is arresting cell cycle in G2/M phase achieving anti-proliferative effect and pro-
apoptotic through the activation of caspases 9, 8 and 3 by death mitochondrial
pathway with the inhibition of Bcl-2 protein (Billard, Merhi, & Bauvois, 2013).

In addition, the PKCa expression level is related with Bcl-2 status in acute
myeloid leukemia, for example. Samples with Bcl-2 activated had also PKCa and
ERK activated (Kurinna et al., 2006). These results could suggest that hyperforin
share a mechanism with PKCa in the proliferation and apoptotic pathways in
MDA-MB-231.
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I11.2. Effect of Salinomycin and PKCa depletion treatment in
Breast Cancer Cell physiology.

Salinomycin is a monocarboxylic polyether antibiotic isolated from
Streptomyces albus that exhibits antimicrobial activity against Gram-positive
bacteria, some filamentous fungi, Plasmodium falciparum, Eimeria spp and it has
been used as an anticoccidial drug in poultry (Callaway & Oliver, 2009; Miyazaki
et al., 1974).

We have studied the effect of salinomycin treatment with down-regulated
PKCa on the proliferation capacity and on process like autophagy and apoptosis
of two characteristics of malignant cancer cells, MCF-7 and MDA-MB-231 cells.

The results obtained in proliferation assays determined a completed
reduction of this capacity with 10 yM of salinomycin in both breast cancer cell
lines under the presence or the absence of PKCa expression.

Increases in LC3-1l levels are commonly used to monitor the induction of
autophagic process. We have measured LC3B in both cell lines combining
salinomycin treatment with down-regulated PKCa. LC3B-II level was increased
three times with 10 uM of salinomycin during 12 hours on MCF-7 cells and four
times with 10 uM of salinomycin during 10 hours on MDA-MB-231 cells. The
absence of PKCa in both cases did not show an extra increase.

Another aspect studied in MCF-7 and MDA-MB-231 cells stimulated with
different concentrations of salinomycin was programmed cell death or apoptosis.
Down-regulation of PKCa increased lightly the apoptotic effect in both breast
cancer cell lines reaching near 12-15%. The concentration of salinomycin
treatment of 1 uM obtained a 30% apoptosis on both cell lines in the presence or
the absence of PKCa. A higher concentration of salinomycin like 10 uM showed
a great effect on the apoptosis process, MCF-7 achieved near 40% but MDA-MB-
231 reaching a value of 75%. We did not obtain a significantly difference between
the presence or the absence of PKCa with salinomycin treatment on the
apoptosis effect.
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I11.3. Validation of PKCa inhibition gene profile microarray and
combination treatment design.

Considering all the studies that relate PKCa and tumour progression, the
next step in our investigation was trying to understand the function of this classical
PKC isoform in breast cancer cells. We have inhibited the expression in MCF-7
cell line by using siRNA interference and performed a microarray analysis. The
comparison of genome-wide expression patterns has enabled us to discover, for
example, pathways that are modificated and disrupted in breast cancer under the
absence of PKCa.

After the microarray analysis, we obtained a list of genes classified into
two groups: up- and down-regulated genes. Differences in gene expression were
considered statistically significant when the p-value was smaller than 0.05. After
classifying down-regulated genes according to KEGG pathways
http://www.genome.jp/kega/pathway.html (Yi et al., 2006), the largest group of
genes belong to pathways implicated in cancer and for up-regulated genes we
highlight inositol phosphate metabolism and phosphatidylinositol signaling
system. The cut-off was 1.5-fold change to choose the relevant up-regulated
genes: PLCB4, PRKA, ERBB4 and PDGFR.

We validated these results by gPCR and designed a therapy that combines
to inhibit PKCa expression and other of these PLC4, PRKA, ERBB4 or PDGFR
simultaneously. We studied this therapy through proliferation and migration
capacity and the effect on apoptosis. The results obtained showed that BMS
599626 inhibitor, which is against ErbB proteins, might be a synergistic
collaborator with PKCa to treat breast cancer.

Another aspect studied was analyze the phosphorylation profile of kinases
and their protein substrates and was essential for understanding how MCF-7 cells
respond to changes in their environment like the inhibition of PKCa expression.
The Phospho-kinase Array simultaneously detect the relative levels of
phosphorylation of 43 kinases phosphorylation sites and 2 related total proteins
in the presence and absence of PKCa to compare. We obtained a general
reduction of the phosphorylation levels, STAT family and mTOR among others.

Finally, these results suggest that PKCa plays an important role in this
breast cancer cell line by regulating the expression of many other genes. Our
hypothesis was if PKCa was a protein related directly with cancer development
when PKCa was down-regulated, other oncogenes will also be down-regulated
but over-express other genes to try to maintain growth. For that reason, we tested
together using siRNA PKCa and some specific inhibitors of PLCB4, PRKA,
ERBB4 and PDGFR.
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I11.4. Characterization of Rabphilin3A and SNAP25 interaction
in PC12 cells.

Membrane fusion is essential in a wide range of cellular processes,
neuronal and endocrine communication among others. Rabphilin3A (Rph3A) is a
membrane trafficking protein involved in the regulation of secretory vesicles
exocytosis in neurons and neuroendocrine cells in a calcium dependent manner.

Our group has resolved the crystal structures of Rph3A C2B-SNAP25 and
C2B-PIP2 complexes in collaboration with the group of Dr. Verdaguer IBMB-
CSIC, Barcelona. Biophysical and biochemical characterization performed in our
group indicated that the bottom a-helix of C2B domain of rabphilin3A is crucial to
interact with SNAP25, while the polybasic region is essential for the
phosphoinositide-dependent interaction with the plasma membrane.

The Raphilin3A and SNAP25 interactions were visualized at single-
molecule resolution in an in situ proximity ligation assay (PLA) by a transient
expression of the full-length HA-Rph3A and myc-SNAP25 in PC12 cells. PLA
signals were observed both in the cytosol and plasma membrane distributed
about 50% in each subcellular compartment.

Given that only Rph3A and not SNAP25 has been detected in dense core
vesicles in PC12 cells, the PLA signals appearing in the cytosol might represent
a population of trafficking vesicles in which Rph3A and SNAP25 converge. In
addition, the signals at the plasma membrane might be associated with
populations of docked vesicles due to the interaction of Rph3A with either
SNAP25 alone or the SNAP25/STX1A.

For that reason, we have examined if the specific Rph3A-SNAP25
interface was critical for the interaction detected. To examine this, we carried out
mutants abolishing the function of the C2B bottom a-helices and the SNAP25-Nt
regions 1 and 2. A significant decrease in the number of PLA signals at the
plasma membrane was observed for all mutants tested, with the only exception
of myc-SNAP25-M2 for which no changes were observed.

In addition, we also characterized this interaction by surface plasmon
resonance in collaboration with Dr. D’Auria group at the ISA, CNR, ltaly.

Another aspect studied was the role in the membrane fusion of C2AB-
Rph3A with small unilamellar vesicles (POPC/POPS/PIP2) and negative staining
by transmission electron microscopy in a PIP2 and calcium dependent manner.
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IV. CONCLUSIONS.

1. Hyperforin treatment shows an anti-proliferative and pro-apoptotic
effect, and hyperforin also increases the synthesis of autophagic
marker protein LC3B on MDA-MB-231 breast cancer cell line.

2. PKCa expression inhibition with hyperforin treatment achieves to
completely reduce the proliferation rate of MDA-MB-231 cells. The
hyperforin pro-apoptotic and pro-autophagic effect is independent of
the presence and the absence of PKCa.

3. Salinomycin treatment inhibits the proliferation rate, to induce
apoptosis and increase autophagic protein synthesis marker LC3B on
MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines.

4. PKCa down-regulation improves the salinomycin effect; this absence
achieves better and faster results with a lower salinomycin dosis and
this combination gives rise to a low toxicity treatment.

5. siRNA PKCa inhibition used for gen expression profile microarray of
MCF-7 cells is validated by qPCR, and the down-regulation of EGFR
and ITGB6 genes obtained in microarray analysis too.

6. The combination of PKCa down-regulation and specific inhibitors used
against key up-regulated microarray genes (PLCB4, PKA, ErbB4 y
PDGFR) obtained in the absence of PKCa, confirm our synergistic
effect hypothesis on the proliferation rate, migration capacity and
apoptosis in MCF-7 cells.

7. PKCa down-regulation reduce the relative levels of the phosphorilation
protein families studied, mainly STAT protein family, FAK, mTOR,
HSP60, PRAS4 and only two protein families are increased: ERK1/2
and p53.

8. We confirme residues implicated in the rabphilin3A and SNAP25
interaction. These residues belong to the a-helix C2B bottom face of
rabphilin3A are K651A/K656A/K663A/H617A and E38A/D41A/R45A at
N-terminal position of SNAP25.
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9. The Rabphilin3A and SNAP25 interaction mechanism needs to bind
PIP2 and this happen through C2AB of rabphilin3A.

10.We characterize in vitro rabphilin3A and SNAP25 interaction by surface
plasmon resonance (SPR) measuring the dissociation constant of Kp =
1 uM.

11.C2AB-rabphilin3A shows to be involved in the membrane phusion and
curvature of the small unilamellar vesicules (SUV) in a PIP2/Ca?*-
dependent manner by negative staining with transmission electron
microscopy (TEM).
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1. Proteinas periféricas de membrana.

La asociacion de proteinas con la superficie interna de la membrana
plasmética y de otras membranas intracelulares es esencial para una enorme
cantidad de funciones celulares. Desde la sefializacion celular y tréfico celular
hasta el mantenimiento de su propia estructura (Lemmon, 2008; Moravcevic et
al., 2012). Se estima que el 30-40% de las proteinas celulares son proteinas
asociadas a membrana, evidenciando la importancia de este tipo de proteinas
para las funciones celulares (Arora & Tamm, 2001).

Las proteinas periféricas de membrana son proteinas que se asocian de
modo transitorio con las membranas a través de interacciones o mecanismos
basados en un equlibrio dinamico de las superficies de interaccion o
modificaciones post-traduccionales como GPI, palmitoilaciones o miristilaciones
(Basso et al., 2016). Las proteinas periféricas pueden contactar mediante
interacciones electrostaticas o puentes de hidrégeno a determinados lipidos o
proteinas integrales de la membrana. Un ejemplo de proteina periférica es el
citocromo c que interacciona con la superficie de la membrana interna de la
mitocondria y que a pH fisiolégico es catidnico pudiendo asociarse con
fosfatidilserina o fosfatidilglicerol (Van Doren et al, 2017).

La regulacién del funcionamiento de estas proteinas permite controlar los
procesos celulares y evitar el desarrollo de patologias. Ademas, las proteinas
periféricas de membrana o sus dominios tienen la capacidad de difundir
libremente desde el citosol a la membrana plasmatica u otras membranas
intracelulares donde ejercen su funcidon determinada. Esta funcién puede
consistir en la modificacibn de lipidos, en la activacion de GTPasas o
simplemente colocalizar con sus dianas en las rutas de sefalizacion celular.
(Driscoll & Vuidepot, 1999; Lemmon, 2008). Ademas también participan en la
regulacion de las subunidades de los canales i6nicos y receptores de
transmembrana (Stott et al., 2015), en la respuesta inflamatoria o en la
homeostasis de Ca?* (Garcia et al., 2013), de los factores antimicrobianos
(Vicente et al., 2013) y quinasas (Hurley, 2006) entre otras (Vauquelin & Packeu,
2009).

2. Mecanismo de doble diana en dominios periféricos
de membrana.

La mayoria de los dominios periféricos de membrana interaccionan con un
solo componente de la membrana con baja especificidad y afinidad (Fig. I.1.A).
La fuerza con la que se unen los dominios a las distintas membranas aumenta
debido a un efecto sumatorio de la interaccion de estos dominios con varios
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componentes de la superficie de la membrana, éstos pueden ser de diferentes
tipos como por ejemplo lipidos o proteinas e incluso ambas a la vez (Fig. I.1)
(Moravcevic et al., 2012). Asi, el mecanismo de doble diana alude a la capacidad
de determinados dominios a unir dos lipidos de la membrana (Fig. I1.1.B), dos
proteinas o un lipido y una proteina, utilizando areas diferentes dentro del mismo
dominio (Fig. I1.1.D, E). Esto permite a la proteina que lo posee responder a
multiples sefales celulares, bien por separado o de forma simultdnea mediante
el reconocimiento de las dianas que se generan en las membranas celulares.

La especificidad de la membrana viene determinada por la carga, curvatura
y composicién, esto favorece el aumento del nimero de posibilidades a la hora
de generar combinaciones para crear mecanismos de control celular (Fig. .1.C).

La conclusion general sobre el area de unién entre la superficie lipidica y las
proteinas periféricas de membrana es su heterogeneidad y el empleo de una
gran variedad de mecanismos para asegurar que la union tenga lugar (Figura
[.1). Estos mecanismos incluyen tres modalidades: 1) las interacciones
electrostéaticas no especificas a través de determinadas superficies basicas de
las proteinas e incluso algunas de ellas que son mediadas por cationes como
por ejemplo el Ca?* que cambian la carga electrostética de la superficie de la
proteina donde se une para que pueda acceder a sus lipidos diana cargados
negativamente. 2) interacciones por la insercion en la bicapa lipidica de una zona
hidrofébica de la proteina y 3) reconocimiento especifico de la cabeza polar del
fosfolipido.
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Figura I.1. Representacion esquematica de los diferentes mecanismos de interaccion multiple entre
las proteinas periféricas de membranay la superficie de la bicapa lipidica. A) mecanismo que aumenta
la afinidad a la membrana debido a la oligomerizacién, B) interacciones electrostaticas basadas en la union
a dos lipidos diferentes, C) la curvatura de la bicapa lipidica es otro parametro determinante en este tipo de
interacciones D) se puede producir el reconocimiento especifico de una proteina de la membrana y/o de los
fosfolipidos expuestos en la membrana, E) Mecanismo de doble diana en un monémero o dominio periférico
de membrana, puede unir dos lipidos, lipido y proteina o dos proteinas Figura adaptada de (Lemmon, 2008).

En la década de los afios 90 se identificaron dos clases de dominios o
proteinas periféricas de membrana que presentaban propiedades comunes de
reconocimiento especifico para lipidos y los fosfoinositidos comenzaron a
considerarse dianas reconocidas por estas proteinas periféricas de membrana.
Por un lado, estan los dominios o proteinas que presentan una regulacion
espacial y por otro los que presentan una regulacién temporal (Lemmon, 2008).
En el primer caso hablamos de dominios o proteinas que solo interaccionan con
los lipidos que se encuentran en determinados espacios subcelulares y en el
segundo caso se hallan los dominios que Unicamente en determinados
momentos son capaces de interaccionar especificamente con determinados
lipidos. La sefial que puede provocar el reclutamiento de los dominios o proteinas
en este ultimo caso puede ser debida a la sefializacion celular o al requerimiento
de algun cofactor para unirse a la membrana como por ejemplo el Ca?* (Janmey
et al., 1995; Driscoll & Vuidepot, 1999; Moravcevic et al., 2012).
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Las membranas celulares son estructuras dinamicas cuya composicion
posee mas de 1000 tipos diferentes de lipidos en los que se incluye a los
fosfoinositidos que se encargan de generar las sefiales espaciales y temporales
que permite a las proteinas periféricas ejercer su funcion. Los fosfoinositidos
(PIP) se sintetizan en el reticulo endoplasmético (ER) mediante la enzima
fosfatidilinositol (PI) sintasa a partir de diacilglicerol (DAG) y de myo-inositol y
luego son distribuidos a las distintas membranas intracelulares y a la plasmatica.
Tras su localizacion, los Pl pueden ser fosforilados de forma reversible dando 7
tipos diferentes de PIPs (Figura 1.2.) y son usados por diferentes dominios
periféricos de membrana en funcion del tipo de fosforilacion que presentan. Los
Pl representan de un 10-20% del total lipidico y los PIPs suponen menos del 1%
y regulan una gran cantidad de procesos celulares como el crecimiento, la
dinamica del citoesqueleto y quimiotaxis entre otras (Agranoff, Bradley, & Brady,

n.d.; Di Paolo & De Camilli, 2006; Falke & Ziemba, 2014; Kufareva et al., 2014;
Stahelin, Scott, & Frick, 2014; van Meer, 2005).
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Figura 1.2, Los siete tipos de PIPs presentes en las células de mamifero que son dianas de las
proteinas periféricas de membrana. Cada tipo de PIPs lleva indicado debajo el dominio periférico de
membrana que lo utiliza como diana (Stahelin et al., 2014).

Hay que tener en cuenta para analizar la distribucion de los PIPs que
estan regulados por quinasas y fosfatasas y por lo tanto pueden ser fosforilados
y desfosforilados rapidamente. Los PIPs més abundantes son PI(4,5)P2 y PI(4)P
y se hallan en la membrana plasmaética y en el Golgi respectivamente (fig.l.3). La
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cara interna de la membrana plasmatica presenta 20-30% de lipidos anionicos,
esto genera un campo eléctrico negativo que atrae proteinas periféricas de
membrana con superficies cationicas, siendo el fosfolipido anionico mas
abundante la fosfatidilserina (PS) en membranas plasmaticas animales. Ademas
de ayudar al reclutamiento de proteinas catidnicas, atrae aquellas que
especificamente unen PS como ocurre en el caso de los dominios C2. La
presencia de PS junto con la cabeza de otros PIPs refuerza la union, que de
haber sido con un solo componente de membrana seria débil, proporcionando
asi un efecto sinérgico (Di Paolo & De Camilli, 2006; Olivotto, Arcangeli, Carla,
& Wanke, 1996; Stahelin et al., 2014; van Meer, 2005).

O,

Phagosomes

W PI3)P WPI4)P ®PI(5)P WPI(3,4)P, " PI(3,5)P, *PI(4,5)P, % PIP,

Figura 1.3. Esquema de la distribucion de los PIPs en una célula eucariota. Con estrellas de distintos
colores se representa la localizacion exacta de cada tipo de PIPs (Stahelin et al., 2014).

3. Los dominios C2.

3.1. Introduccion.

Los dominios C2 son un ejemplo de dominios periféricos de membrana que
presentan mecanismo de doble diana y son descritos junto con los dominios C1
de la familia de la proteina quinasa C (PKC) como las primeras proteinas
periféricas de membrana, pudiendo responder a diacilglicerol (DAG) y calcio y
traslocar la PKC a la membrana plasmatica para ejercer su funcion (Oancea &
Meyer, 1998).

Los dominios C2 son modulos independientes de 130 residuos que se
encuentran en un gran grupo de proteinas eucariotas. Estos dominios estan
conservados en las PKCs clasicas (a, Bl, BIl, y) y su union a la membrana es
dependiente de calcio. Sin embargo, en el grupo de las PKCs nuevas (g, n, 0, 0)
se ha perdido la respuesta a calcio, aunque la region VO de su dominio C2 en la
region N-terminal interacciona con los fosfolipidos cargados negativamente. Se
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ha descrito una gran variedad de proteinas que contienen dominios C2
conservados en sus estructuras y que estan involucrados en el trafico y fusion
de membranas asi como en la sefalizacion celular (Corbalan-Garcia & Gomez-
Fernandez, 2014; Nalefski & Falke, 1996).

3.2. Estructura, funcion y regulacion.

Estructuralmente estos dominios se definen como miembros de la
superfamilia de los dominios C2 que unen calcio y lipidos (CaLB). La clasificacion
en SCOP estid basada en dos topologias que se diferencian en la distinta
orientacién de las 8 laminas beta en cada uno de los dominios. No se han
descrito cambios funcionales en funcion del tipo de topologia.

La superfamilia de los dominios C2 incluye dos grupos, por un lado, esta la
variante de la proteina fosfolipasa C (PLC), también conocida como familia P y
gue presenta topologia de tipo Il. Y por otro lado estd la variante de tipo
sinaptotagmina a la que también se le hara referencia como familia S y que
presenta topologia de tipo | (Figura 1.4). La principal diferencia entre las dos
topologias es que la primera cadena de la topologia tipo | ocupa la misma
posicion estructural que la octava cadena de la topologia tipo Il, lo que desplaza
el orden de las cadenas homoélogas en la estructura primaria. Ademas ambas
estructuras son facilmente interconvertibles pasando la del primer tipo a ser del
segundo cuando los extremos amino y carboxilo se fusionan generando nuevos
extremos terminales cortando el bucle entre las cadenas p1 y B2 (Fig.l.4)
(Nalefski & Falke, 1996).

En términos generales esta superfamilia de dominios C2 esta formada por
127 dominios segun la base de datos CATH y a nivel funcional se obtiene 80
grupos distintos. Los dominios C2 se encuentran en una gran variedad de
proteinas involucradas en diversas funciones biol6gicas como fosforilacion,
modificacion de lipidos, transporte de vesiculas, regulacion de pequefias
GTPasas y la ubiquitinacion.

Los dominios de tipo | estan presentes en la familia de la sinaptotagmina que
posee un amplio grupo de afinidades distintas por el Ca?* incluyendo hasta
aguellas que no lo unen. Otros ejemplos de proteinas que poseen uno o varios
dominios C2 en su estructura son las que participan en la regulacion de la
liberacién de neurotransmisores como por ejemplo Munc-13, Rabfilina-3A y la
familia RIM/NIM entre otras (Corbalan-Garcia & Gomez-Fernandez, 2014).

Algunas de las proteinas que poseen los dominios C2 de topologia Il que
unen Ca?*, son por ejemplo PLC, las proteinas supresoras de tumores
PTEN/MMACL1 y las quinasas del fosfoinositido 3 (PI3K). Sin embargo, existen
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también familias de proteinas que pueden presentar ambas topologias como es
el caso de la familia de las proteinas quinasas C (PKC). En el grupo de las
clasicas los dominios C2 presentan la topologia de tipo | y el grupo de las nuevas
posee la topologia de tipo Il (Corbalan-Garcia & Gdomez-Fernandez, 2006;
Corbalan-Garcia & Gomez-Fernandez, 2014).

Tras ser estudiada su estructura mediante difraccion de rayos X y por RMN
se ha determinado que presenta ocho cadenas 3 antiparalelas, agrupadas en
dos hojas de cuatro cadenas cada una, que forman un sandwich 3 compacto
(Shao et al, 1996; Sutton & Sprang, 1998).

Las conexiones entre las cadenas y la regién amino terminal son las partes
con mayor variabilidad que presentan los dominios C2. En la parte superior del
sandwich B se hallan las conexiones o regiones de union a Ca?* (CBR) que
comprenden 5 residuos de acido aspartico que coordinan la unién a Ca?*.
Ademas, existe una gran variabilidad en las regiones de unién entre las laminas
B donde los residuos de prolina e histidina son muy abundantes haciendo posible
su carécter flexible.

La estructura comun de los dominios C2 son las laminas B dejando las
regiones de interaccion como especificas para cada dominio. Existe otra region
conservada en las laminas B3 y B4 de los dominios de topologia | que forman
una region bésica compuesta mayoritariamente por lisinas (LRC) que esta
involucrada en la union a fosfolipidos cargados negativamente como por ejemplo
PIP2 y ademas también presenta interacciones de tipo proteina-proteina
(Nalefski & Falke, 1996; Rizo & Sudhof, 1998; Corbalan-Garcia & Gomez-
Fernandez, 2014) .
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PKCau-C2 domain PLCH-C2 domain
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Figura |.4. Representacion de las dos topologias existentes para la superfamilia de los dominios C2.
La variante S (tipologia |) esta representada por el dominio C2 de la PKCa y la variante P (tipologia Il) esta
representada por el dominio C2 de la PLCS. La posicién de la lamina 31 de la variante-S se superpone con
la lamina 38 en la variante-P debido al cambio de conformacion que sufren, lo que deja los extremos amino
y carboxilo terminal en la parte superior de la variante-S y en la parte basal de la variante-P (Corbalan-
Garcia & Gomez-Fernandez, 2014).

Se utilizé la estructura en 3D del dominio C2 de la PKCa para realizar un
alineamiento de secuencias basado en estructuras (VAST-MMDB) mostrando un
alto grado de solapamiento con los dominios C2 de otras proteinas como son:
las sinaptotagminas 1, 4, 7 y13, rabfilina3A, PI3K, piccolo y RIM1y 2 (Figura 1.5).
Basandose en estos resultados la secuencia consenso de union a PIP2 fue
propuesta e incluye a los dominios C2 que conservan seis residuos. La
comparacion de las secuencias primarias en este alineamiento mostro que Y195,
K197, K209 y N253 de PKCa esta muy conservado. El residuo K211 del C2A no
resulté estar muy conservado en los dominios de algunas sinaptotagminas y
piccolo, en cuyo lugar poseen residuos glutamato o valina. Sin embargo, las
regiones polibasicas tienen residuos de lisina que le confieren a estos motivos el
potencial electrostatico positivo, dificultando la determinacién de los residuos que
intervienen en la interaccion con PIP2 (Corbalan-Garcia & Gomez-Fernandez,
2014). Recientemente se ha descubierto que la sustitucion de un glutamato por
lisina en el dominio C2A de la sinaptotagmina 1 consigue restablecer la habilidad
del dominio para interaccionar con el PIP2, confirmando asi la importancia de
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esta region especifica para la interaccion con los fosfoinositidos (Guillen et al.,
2013).

o (1RH8)
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Figura I.5. Secuencias alineadas de los dominios C2 con el dominio C2 de PKCa. Las proteinas estan
identificadas en la izquierda y se indica su codigo del PDB. Los asteriscos marcan los residuos Asp que
participan en la coordinacion del Ca?*. Se resaltan en amarillo y azul los residuos involucrados en la union
a PIP2 siendo Y195 y W245 y por otra parte K197, K209, K211 y N253 respectivamente. La caja superior
resalta los residuos homologos de los 20 aminoacidos que estan involucrados en las interacciones con
fosfatos del dominio C2B de algunas sinaptotagminas. La caja de la parte inferior de la imagen indica la
secuencia consenso (Corbalan-Garcia & Gémez-Fernandez, 2014).

Los dominios C2 son los responsables de la interaccién con calcio de algunas
isoformas de las PKCs. Se han caracterizado tres sitios de union diferentes (Cal,
Ca2 y Ca3). Todos localizados en la parte superior del B-sandwich,
concretamente entre los lazos de la lamina B. Asi se llamaran a los lazos
localizados en esta parte del dominio como CBR1 (en inglés: calcium binding
region), CBR2 y CBR3 en orden desde el extremo amino terminal.

Los resultados obtenidos de los estudios bioquimicos y celulares de la
literatura sugieren un modelo secuencial de unibn a membrana y activacion para
las PKC clasicas. En primer lugar, un incremento de Ca?* intracelular podria
resultar en la union de dos iones calcio llamados Cal y CaZ2 a la proteina cuando
aun se halla en el citosol provocando asi su traslocacion a la membrana diana a
través del dominio C2 (Figura 1.6). Una vez en la membrana, PKC penetra en la
bicapa permitiendo que el dominio C1 pueda interaccionar con el DAG
consiguiendo asi la completa activacion del enzima (Bolsover et al., 2003;
Conesa-Zamora et al, 2001)



28 Capitulo I

Figura 1.6. Regién de unién a calcio (CBR) y a fosfatidilserina del dominio C2 de PKCa y la
representacion de la superficie electrostética. A) Esquema de coordinacion de los iones de calcio en la
estructura determinada del C2 de PKCa en complejo con Ca?* y DCPS. Las lineas de puntos representan
la coordinacion establecida entre los grupos carboxilicos y los oxigenos y Cal (1), Ca2 (2) y Ca3 (3). B)
Superficie electrostéatica del dominio C2 de PKCa en presencia de calcio. Se muestra vista lateral en la parte
superior y en la parte inferior la vista desde arriba (Corbalan-Garcia & Gémez-Fernandez, 2014).

La cristalizacién del dominio C2 de PKCa junto con Ca?* y 1,2-diacetil-sn-
fosfatidil-L-serina (DAPS) demostré la presencia de un sitio adicional para la
unién de fosfolipidos aniénicos en la regidén proxima a la regién rica en lisinas en
las PKC clasicas (Biol et al., 2002). Especificamente se encontré que el residuo
Lys197 y Lys 199 localizados en la lamina B3 y los residuos Lys209 y Lys211
localizados en la lamina 34 establecen una serie de interacciones electrostaticas
con una segunda molécula como es DAPS sugiriendo que esta region interviene
o0 participa en la interacciébn con membrana del dominio C2.

Otros estudios han demostrado que esta area puede unir moléculas cargadas
negativamente como fosfatos, acido fosfatidico fosfoinositidos como PIP2 (Biol et
al., 2002; Marin-Vicente et al., 2008).

Un estudio bioquimico mas amplio empleando diferentes fosfolipidos
acidos demuestra que el dominio C2 de PKCa une PIP2. Esto ocurre a través de
la lamina B4 de la region rica en lisinas (Lys209/Lys211) activando asi a la
isoenzima siendo por tanto un mecanismo de activacién diferente del clasico. El
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dominio C2 de PKCy presenta baja afinidad por este lipido, mientras que el C2
de PKCa se trasloca rapidamente a membrana con muy poca cantidad de PIP2.

Ademas, los aminoacidos aromaticos Tyr195y Trp245 han resultado estar
implicados en la interaccion especifica entre el C2-PKCa y el fosfato del anillo
de inositol del PIP2 (Figura 1.7). Estos residuos son similares a otros aminoacidos
catibnicos como son Lys197, Lys209, Lys211 y Asn253 y se encuentran
altamente conservados entre todos los residuos C2 de tipo |, mientras que en los
dominios de tipo Il no se conservan los residuos que intervienen en la interaccion
con el PIP2 (Guerrero-Valero, Marin-Vicente, Gémez-Fernandez, & Corbalan-
Garcia, 2007; Guerrero-Valero et al., 2009). Ademas de unir a las membranas,
los dominios C2 estan involucrados en interacciones proteina-proteina a través
de la region rica en lisinas.

Se puede concluir que PtdSer y PIP2 son muy importantes para la
regulacion de la localizacion y activacion de las PKC clésicas a través de los
dominios C2, especificamente a través del sitio de unién a Ca?* y de la regién
rica en lisinas (Mochly-Rosen et al., 1992; Marin-Vicente et al., 2008).

En el caso de las PKC nuevas estos dominios muestran algunas
diferencias como son la localizacién en el extremo amino terminal, que presenta
topologia de tipo Il y que su mecanismo de interaccion con las membranas es
independiente de Ca?*. Ademas, contiene una regiéon importante en la parte
superior del B-sandwich, la conexién entre las laminas 3 se denominan lazos y
regién que no une Ca?*. Los lazos 1 y 3 estan localizados en esta region y
forman las conexiones entre B-1 y B-2 y entre -5 y B-6 respectivamente. El
mecanismo de union del grupo de las isoformas nuevas es distinto al de las
clasicas debido a que carecen de los residuos que forman la regién de unién a
Ca?'y a la estructura de unién a lipido formada por el lazo 1y 3.
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Figural.7. Estructurade launién del C2 de PKCa y PIP2. A) Se muestra el complejo terciario del dominio
C2-PKCa-Ca?*- PIP.. B) Se muestra el complejo cuaternario del dominio C2-PKCa con Ca?*-PS-PIP2. Los
dominios C2 se representan en azul, los iones calcio son esferas verdes que se hallan en la parte superior
del dominio. Los iones fosfato y las moléculas de fosfolipidos estan representados con modelo de varillas.
C) Vista de la cavidad formada por las laminas B3 y 4 mostrando las interacciones entre el dominio C2 y
la cabeza IPsdel PIP2 y los residuos implicados en la unién. Los puentes de hidrégeno se muestran en linea
discontinua (Guerrero-Valero et al., 2009).

4. La evolucion en los dominios C2.

Un trabajo (Farah & Sossin, 2012) ha estudiado la evolucion de las proteinas
periféricas de membrana y concretamente los dominios C2 que existen en la
familia de las PKC. Posteriormente, analizaron conjuntamente dos familias de
proteinas donde los dominios C2 se encuentran muy conservados como es el
caso de los dominios C2 de rabfilina-3A y los dominios C2 de las Ras GTPasas
(Figura 1.8).

Los dominios C2 son médulos periféricos de membrana que tradicionalmente
han estado presentes a lo largo de la evolucibn en numerosas proteinas de
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eucariotas. El andlisis filogenético determiné que las familias de las PKC se
establecieron claramente muy pronto a partir de un ancestro comun. La
separacion de las PKC atipicas del resto de las PKC se produjo previamente a
la separacion de las clasicas y las nuevas entre si. Los dominios C2 de las PKC
de hongos, de las PKN y de las PKC nuevas | y Il provienen presumiblemente
de un ancestro comun.

La capacidad de unir Ca?* parece ser una mutacién que dio lugar a otra rama
de la que provienen los dominios C2 de rabfilina-3A, de las PKC clasicas y de
las ras GTPasas. Es la capacidad de unir calcio, que no estaba presente en el
ancestro mas antiguo, la que se puede considerar caracteristica comun que
separa los dos grandes grupos (Farah & Sossin, 2012).

Sin embargo, mediante los andlisis filogenéticos de Zhang y Aravind
realizados con las estructuras, se determinaron las funciones ancestrales de los
dominios C2 y su diversificacion en eucariotas. La pérdida de unién a calcio se
considera como un suceso mas moderno en la evolucion de los dominios C2 y
son las PKC las que aparecen de su ancestro comun sin respuesta a calcio
(Zzhang & Aravind, 2010).
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Figura 1.8. Analisis filogenético de la evolucion de los dominios C2 de las PKC, Rabfilina-3A y Ras
GTPasas. Las secuencias son obtenidas del NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed o del JGI Genome
site, http://genome.jgi.doe.qgov/. Las secuencias fueron alineadas con el Clustal-W. Las abreviaturas que

aparecen son: Apl Aplysia (Molusco), Bra Brachiostoma (Lancelet, cefalocordado), Cas Capsaspora
(Fungi/Metazoo), Cer S. Cervisiae (levadura), Cpt Capitella (Anélido), Dan Danio (pez cebra; Chordate),
Dap Daphnia (Crustaceo), Dro Drosophila melanogaster (mosca de la fruta)), Hom Homo (Humano;
Cordado), Hyd (Hydra; Cnidaria), Lot Lottia (Molusco), Mon Monosiga Brevicollis (Choanofl agellate), Nem
Nemostella (Anemona; Cnidaria), Sal Salpingoeca (Choanofl agellate), Spo S. Pombe (levadura), Sub
Suberites domoncula (Porifero). EI nimero de los arboles muestra el grado de coincidencia con el arbol

consenso (Farah & Sossin, 2012).
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5. Los dominios C2 en las PKCs.

5.1. Introduccion.

Las PKC fueron descubiertas hace 40 afios por Nishizuka y sus
colaboradores, identificadas como proteinas dependientes de fosfolipidos y
activadas por calcio (Inoue, Kishimoto, Takai, & Nishizuka, 1977; Nakamura &
Yamamura, 2010). Blumberg y sus colaboradores determinaron que las PKC
actuaban como receptores celulares para los esteres de forbol. Existen mas de
60.000 citaciones en el PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed ) y mas
de 10.000 citaciones asociando a cancer esta familia de proteinas,
convirtiéendose en una de las familias de quinasas mas estudiada (Driedger &
Blumberg, 1980; Castagna et al., 1982; Sharkey, Leach, & Blumberg, 1984;
Cooke et al, 2017).

Esta familia de proteinas esta compuesta por 10 isoenzimas codificadas por
9 genes en mamiferos y representan el 2% del quinoma humano. Son enzimas
con actividad fosfotransferasa que fosforilan especificamente residuos Ser/Thr
en las proteinas diana y poseen un papel crucial en la sefializacién celular. Se
encuentran implicadas en una enorme variedad de funciones fisiolégicas como
son proliferacion celular, regulacion del metabolismo, apoptosis, activacién de
plaquetas, reorganizacion del citoesqueleto de actina, regulacién de los canales
i6nicos, diferenciacion neural y ademas se encuentran implicadas en una gran
variedad de patologias como son el cancer o enfermedades del corazén y
pulmén (Corbalan-Garcia & GoOmez-Fernandez, 2006; Urtreger et al, 2012;
Cooke et al., 2017).

5.2. Estructura de la familia PKC.

Son enzimas ubicuas, se expresan en una gran variedad de tipos celulares y
cada célula puede expresar a su vez gran cantidad de estas proteinas. Las
isoenzimas de la PKC se han clasificado en tres grupos en funciéon de su
estructura primaria, asi como de la dependencia por los diferentes cofactores
enzimaticos (figura 1.9):

e PKC clasicas o convencionales (cPKC): comprende las isoformas
PKCa, BI, BIl y y. Este grupo requiere de DAG o esteres de forbol,
fosfolipidos anidnicos y Ca?* para su 6ptima activacion. Aparecen dos
isoformas de la PKC debido a un procesamiento diferencial del gen
para esta enzima a nivel del ARN. Asi se obtienen dos isoformas que
solo se diferencian en la regién V5, variando asi su localizacion en
estado activo o inactivo ( Yoshitaka Ono et al., 1986; Disatnik,
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Buraggi, & Mochly-Rosen, 1994; Luria, Tennenbaum, Sun,
Rubinstein, & Breitbart, 2000).

e PKC nuevas (nPKC): este grupo comprende las isoenzimas PKCg, &
(Y Ono et al., 1987), n (Osada et al., 1990) y 6 (Osada et al., 1992).
Ademas, requieren de fosfolipidos anionicos y DAG o esteres de
forbol para su Optima activacion y carecen de respuesta directa a
Ca?*.

e PKC atipicas (aPKC): estan formadas por dos isoformas que son
PKCCy por PKC I/A (PKCi es como se denomina la isoforma humana
(Selbie, Schmitz-Peiffer, Sheng, & Biden, 1993) y PKCA es la isoforma
en raton (Akimoto et al., 1994)). Este grupo requiere solo de
fosfolipidos acidos para su actividad enzimética, aunque puedan ser
regulados por ceramidas e interacciones proteina-proteina (Corbalan-
Garcia & Gémez-Fernandez, 2006).

Se incluye un cuarto grupo segun algunos autores llamado quinasas
relacionadas PKN, estd compuesto por tres miembros que son PKN1, PKN2 y
PKN3 (Rosse et al., 2010). Presentan un motivo o regién homéloga 1 (HR1) en
lugar del dominio PB1 y ademéas poseen un modo de regulacion alostérica
dependiente de proteina G. Existe un doble mecanismo de los motivos HR1a y
HR1b en la familia GTPasas de Rho o Rac que desacopla el dominio pseudo
sustrato PKN activando la quinasa. El extremo C-terminal de PKN1 puede
necesitar también a Rho para su activacion (Rosse et al., 2010).

Solo existe una isoenzima para S. cerevisiae que comparte caracteristicas
estructurales con las PKC clasicas (figura 1.9), nuevas y atipicas de mamiferos,
asi como con el grupo de las relacionadas PKN. Asi S. cerevisiae presenta
dominios HR1, C1, C2 y un dominio quinasa del tipo Ser/Thr quinasa. La region
reguladora de las isoenzimas clasicas y nuevas en mamiferos son los dominios
C1 (C1Ay C1B) que unen DAG vy ésteres de forbol y el dominio C2. En el grupo
de las clasicas tiene la misma estructura que las nuevas solo que la posicion de
estos dominios esta invertida. Ademas las isoformas cléasicas son sensibles a
Ca?* y a fosfolipidos anidnicos, en cambio las nuevas no son sensibles a Ca?*
(Corbalan-Garcia & Gémez-Fernandez, 2006; Rosse et al., 2010; Newton et al,
2016).

El grupo de las PKC atipicas no presentan dominio C2, en su lugar poseen
un dominio PB1 localizado en el extremo amino terminal y ademas también
posee un dominio C1 que no tiene respuesta a DAG. El dominio PB1 posee 85
aminoacidos e interacciona con otras proteinas con el mismo dominio como por
ejemplo: PAR6 o MAPKS5 o ZIP/p62 mediante interacciones PB1-PB1 (Corbalan-
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Garcia & Goémez-Fernandez, 2006; Rosse et al., 2010). El dominio PB1 se puede
clasificar en dos grupos | y Il. El primero presenta un dominio de unién
denominado OPCA (dominio de interaccibn que contiene repeticiones del
octicosapéptido) formado por una secuencia consenso de 28 aminoacidos con
residuos acidos e hidrofobicos conservados. El segundo tipo tiene un residuo
conservado de Lys en la hoja B (Wilson et al., 2003; Moscat, Diaz-Meco, &
Wooten, 2009).

Activadores Isoformas
Diacilglicerol, lipidoy Ca?* SIS [ cPKC (PKCa, PKCP, PKCy)
Diacilglicerol, lipido = (I [ nPKC (PKCB, PKCe, PKCn, PKCH)
PAR6-CDC42 - B B aPKC (PKCC, PKCy/A)
(T T PN (PRNL PN PR
Racand Rho
Rho 0 TH o B PKQ1 S.cerevisiae
Dominios

I

ha (D Pseudosubstrate

CDrei &

COHRI CD Kinase

Figura I.9. Clasificacién esquemaética de la super familia de las PKCs segln su estructura primaria y
los requerimientos de cofactores para su activacion enzimética 6ptima. Se muestran los distintos
dominios que las forman, asi como los requerimientos de cofactores para su regulaciéon. En mamiferos la
familia de las PKCs se puede dividir en cuatro grupos en funcion de los dominios reguladores. Se muestra
la isoforma presente en S. cerevisiae y los cuatro grupos de mamiferos: clasicas (cPKC), las nuevas
(nPKC), las atipicas (aPKC) y las quinasas relacionadas con PKC (PKN). En el extremo amino terminal se
encuentra la region reguladora, con el dominio pseudosustrato (color rojo), los dominios C1 (color verde),
C2 (color azul oscuro), el dominio HR1 (color amarillo) y el PB1 (color azul claro) que unen diferentes
cofactores segun el tipo de isoenzima. En el extremo carboxilo terminal, se encuentra la region catalitica
del enzima con el dominio quinasa (color violeta) de unién al ATP y al sustrato (Rosse et al., 2010).

6. Los dominios C2 de Rabfilina-3A.

6.1. Introduccion.

Los dominios C2 también se encuentran involucrados en el trafico y fusion de
membranas, siendo este tipo de procesos esenciales para multiples funciones
celulares entre las que se encuentra la comunicacion neuronal (Jahn &
Fasshauer, 2012). Las neuronas son capaces de relacionarse mediante la
liberacion de neurotransmisores a través de la sinapsis y para ello se requiere
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un gran numero de proteinas que regulen este mecanismo (Xie et al., 2017). Los
componentes centrales de este proceso son el complejo SNARE (Receptor de
Proteina de fijacion soluble del factor sensible a n-etilmaleimida) que esta
formado por la sintaxina 1A, VAMP2 (sinaptobrevina) y SNAP25 (proteina 25
asociada al sinaptosoma) que forman un ramillete de cuatro hélices y se
encargan de unir las vesiculas a las membranas para que tenga lugar la fusion
(Brunger et al., 2009; Sutton et al., 1998).

Existen mas proteinas que participan y que a su vez comparten en sus
estructuras el dominio C2 siendo este contexto celular otro ejemplo del
mecanismo de doble diana. Los dominios regulan mediante la unién a Ca?*, a
fosfolipidos y la interaccion con otras proteinas el complicado mecanismo que
implica la liberacion de vesiculas (Sudhof, 2012). Una de las proteinas
implicadas y que posee dominios C2 en su estructura es rabfilina3A. Se
encuentra relacionada en la regulacion dependiente de Ca?* de la exocitosis de
vesiculas secretoras en neuronas y células endocrinas, aunque su papel exacto
es hoy tema de debate (Fukuda, Kanno, & Yamamoto, 2004; Xie et al., 2017).

Se ha demostrado que Rab3 y Rab27 tienen como diana a rabfilina3A en el
contexto de las vesiculas secretoras, concretamente interaccionan a través del
dominio de unién a rab que también esta presente en esta proteina (Shirataki et
al., 1993). Ademas, en su extremo carboxilo-terminal posee un tAndem de dos
dominios C2 que son los responsables de unir Ca?*, la especificidad de
fosfolipidos de membrana y la capacidad de interaccionar con otras proteinas
(Chung et al., 1998; Guillen et al., 2013). Se ha determinado que el dominio C2B
interacciona con SNAP25 para regular el acoplamiento de las vesiculas de
ndcleo denso en las células PC12 y en la regulacién de la recaptacion de las
vesiculas sinapticas en las neuronas del hipocampo embrional (Deak et al., 2006;
Tsuboi, Kanno, & Fukuda, 2007).

6.2. Estructura de Rabfilina-3A.

La rabfilina-3A o exofilina 1 pertenece a una amplia familia de proteinas
cuyos miembros son granulofilina/exofilina 2/Slp4, exofilina 6/SIp3 y exofilina
9/SIp5 aunque originalmente fue identificada como proteina Rab3a (Deak et al.,
2006; Fukuda & Yamamoto, 2005). Son 690 aminoacidos en la versién humana
confiriéendole una masa de 77 kDa. Su estructura posee en el extremo amino
terminal un regién o dominio de union a proteinas Rab ademas de un motivo de
union de dedos zinc y en el extremo carboxilo terminal presenta un tandem de
dominios C2 (Figura 1.10) (Izumi, 2007).
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Trabajos previos de nuestro grupo determinaron la estructura 3D del
dominio C2A de rabfilina3A en complejo tanto con PIP2 o con IP3y su regulacién
dependiente de Ca?* (figura 1.11). Este trabajo sugiere un mecanismo de unién a
calcio para este dominio C2A que explica los cambios conformacionales
observados entre las formas libre y unida a este ion.

Exophilin2/Granuphilin-a 673 (671) aa
Exophilin3/Melanophilin |_J2EL] [1]]2] | 550 (572) aa
{Slac2-a
Exophilind/SIp2 Ll A TR ] o0 010) 2
;1960 (1989) aa
Exophiling/Slaczs L1 / |

/

Exophiling/Slp3 CEET TGS TRGER] o o
Exophilin7iorcisipt [ ] RGN TG 57 (s62)

ExophilingiMyRP/Stac2-c [_JZEL] ] 1] [2] |esees9aa
Exophilin9/Slp5 E. | -:I 753 (752) aa
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Munc13-4
[ Dominiode Dominio [0 Region [l Dominio [] Dominiohomoélogo de
uniénaRab dedosdeZn Coiled C2 Munc13raton (humano)

Figura 1.10. Estructura de la familia de proteinas de efectores de Rab27. Se encuentra
Rabfilina3A/exofilinal, granulofilina-a/exofilina2, melanofilina/exofilina3/Slac2-a, Slp2/exofilina4, Slac2-
b/exofilina5, Slp3/exofiilna6, Slpl/JFCl/exofilina7, Slac2-c/MyRIP/excfilina8, Slp5/exofilina9, Noc2 y
Munc13-4. Los diferentes dominios que estan presentes en las distintas proteinas son: Dominios de union
a Rab (naranja), Dominios de dedos de Zinc (azul), Regién de tipo Coiled (rosa), Dominios C2 (turquesa) y
Dominios homologos al de Munc13 en raton (amarillo) (Izumi, 2007).

Ademas, revel6 el mecanismo especifico molecular mediado por PIP2 a
través de la region bésica rica en lisinas que demostré ser un mecanismo
combinado dependiente de interacciones electrostaticas e hidrofobicas. La
posicion precisa de los residuos de Lys en las cadenas 3-f4 del dominio C2
determina su capacidad para interactuar con algunos fosfoinositidos
especificamente, lo que sugiere que puede ser un paso clave para la localizacion
y orientacion de la proteina en las membranas desencadenando la fusion de las
vesiculas (Guillen et al., 2013).
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Figural.11. Estructuradel dominio C2A de rabfilina-3A unido a PIP2. A) Estructura del complejo dominio
C2A de rabfilina-3A interaccionando con PIP2. La molécula de C2A se muestra en verde con las cadenas
de aminoacidos del bolsillo formado por las cadenas 33-4 en modelo de varillas que son las responsables
de la unién al PIP2. Los iones fosfato y la molécula de fosfolipido también son mostrados con modelo de
varillas. B) Vista superior del bolsillo formado por las cadenas 33-B4 mostrando en detalle los residuos que
intervienen en la interaccién con el fosfolipido mostrados con modelo de varillas. Los puentes de hidrégeno
se muestran con linea discontinua (Guillen et al., 2013).

7. Proteina Quinasa C y el cancer.

7.1. Activacion de las PKC.

El proceso de activacion general de las PKC tiene lugar en varias etapas.
Si partimos del estado inactivo del enzima, observamos en la figura .12 que el
dominio pseudo-sustrato esta unido al centro activo del dominio catalitico
impidiendo asi que realice su funcion. Para que se produzca la activacion, el
dominio regulador C2 debe unir calcio en un primer paso que le permitira ahora
interaccionar con la membrana a través de la fosfatidilserina (PS). Ahora es
posible que tenga lugar la siguiente etapa que consiste en la unién del dominio
C1A al DAG de la membrana, lo cual produce que salga el dominio pseudo-
sustrato del centro activo del dominio catalitico quedando ya PKC en estado
activo. Mediante las fosforilaciones de las proteinas diana regulan las rutas de
apoptosis y la expresion de genes (Das, Ramani, & Suraju, 2016).
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Figura 1.12. Esquema del proceso de activacién de las PKC. El dominio C2 une calcio citosélico en el
estado inactivo de las PKC. Ahora el C2 se une a la membrana a través de la PS tirando de los dominios
C1 separandolos del dominio catalitico. El dominio C1A une DAG tirando ahora del dominio pseudo-sustrato
dejando libre el sitio activo y como consecuencia activando las PKC (Newton & Brognard, 2017).

En el caso de las PKC clasicas pueden responder a diferentes estimulos
celulares a través de los dominios C1 y C2. Un incremento de calcio citosélico
provoca la traslocacion de la PKCa a la membrana plasméatica como en el
proceso general, pero ahora en este caso pueden ocurrir dos situaciones. Por un
lado si los microdominios de la membrana estan enriquecidos solo con PS, la
interaccion del dominio C2 es necesaria junto a la del dominio C1A al DAG para
como hemos explicado en el proceso general obtener el estado activo del enzima
(Figura 1.13 A-C) (Corbalan-Garcia & Gomez-Fernandez, 2014).

Por otro lado, si los microdominios de la membrana estan enriquecidos
con PS y PIP2 los dominios C2 se unen con una orientacion diferente al
interaccionar en dos zonas de la membrana. Esta situacién indica que se
produce un cambio conformacional en el dominio C1B que provoca el estado
activo de la PKCa (Figura I.13 Ay D) (Ausili et al., 2011; Sanchez-Bautista et al.,
2009).
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Ca*/PS " C1A
PIP,

Figura 1.13. Modelo molecular para la activacion de las PKC clasicas. Existen dos situaciones
dependiendo del tipo de enriquecimiento lipidico que presente la membrana plasmatica. A) estado inactivo
de la cPKC. B) si actlian como activadores Ca?*, POPS y DAG, C) estado activo de la cPKC mediante el
proceso general de activacion D) cuando los activadores son Ca?*, POPS, DAG y PIP2 (Corbalan-Garcia &
Gomez-Fernandez, 2014).

7.2. Proteina Quinasa C y cancer.

Las isoformas de las PKC presentan distintos patrones de fosforilacion de
sustratos, activacion de las rutas de sefializacion y la regulacion de la expresion
de genes provocando en el contexto del cancer numerosas respuestas que van
desde la proliferacion, supervivencia, motilidad y se asocia su activacion a
fenotipos asociados con la progresion de los tumores y metastasis (Cooke et al.,
2017).

Los sustratos que son fosforilados por las PKC se podrian usar como dianas
terapéuticas, biomarcadores para monitorizar la progresion de algunas
enfermedades o para seguir la evolucion del tratamiento farmacoldgico aplicado
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a las PKC como mediadoras. Esta familia de proteinas fosforila residuos Ser y
Thr que estan rodeados por residuos basicos. Ademas existe un solapamiento
de sitios de fosforilacion con las secuencias consenso de otras quinasas a nivel
celular, lo cual supone un problema para la identificacion de los sustratos
relevantes a nivel fisiologico de las PKC (Nishikawa, Toker, Johannes,
Songyang, & Cantley, 1997). Se han determinado usando librerias de péptidos
orientados (Kiss & Steinberg, 1985; Nishikawa et al., 1997).

El laboratorio de Shokat ha desarrollado un método de busqueda llamado
“filtros de selectividad” para aumentar la especificidad del inhibidor. Este método
esta basado por un lado en un residuo hidrofobico conservado y de gran tamafio
llamado “gatekeeper” (Met, Leu, Phe o Thr) que se encuentra en el centro activo
de las quinasas e interacciona con el grupo Ne del ATP vy, por otro lado, un
residuo normalmente Cys que también esta dentro del centro activo. Este residuo
es sustituido por una Gly o una Ala permitiendo asi a las quinasas mutantes y no
a las de fenotipo salvaje que puedan aceptar gran cantidad de analogos del ATP
en su centro activo (C. Zhang et al., 2005). Asi, se han identificado una gran
cantidad de productos fosforilados por las quinasas, como por ejemplo las
tirosinas quinasas Src, INKy ERK2 (Habelhah et al., 2001; Shah & Shokat, 2002;
Eblen et al., 2003). Rotenberg y sus colaboradores realizaron otra busqueda
para identificar los sustratos de las PKC en células de mamifero mediante co-
inmunoprecipitaciones de PKCa, PKCd y PKC{. Uno de los sustratos
encontrados de la isoenzima PKCa fue a6-tubulina (Abeyweera, Chen, &
Rotenberg, 2009; Chen et al, 2012).

Mediante el uso de dianas rastreables de quinasas, inmunoprecipitaciones o
marcaje de isotopos estables con aminoacidos en cultivos celulares (SILAC) se
realizd una caracterizacion de la localizacion de las isoformas de las PKC tras
su activacién en los distintos compartimentos intracelulares y la caracterizacion
de sus fosfoproteomas. Por ejemplo, en el caso de la PKCd se determind su
papel en la muerte celular o la ruta de fosforilaciones a partir de esta isoforma.
Un analisis funcional exhaustivo tras esta caracterizacion permitira revelar las
rutas de cada isoforma y las posibilidades que presentan como efectores o
biomarcadores teniendo en cuenta siempre el contexto celular/tisular en el que
se han hallado los resultados (Cooke et al., 2017).

Los efectos de la activacion de las PKC pueden ser redundantes e incluso
opuestos dependiendo del tipo de isoenzima y del contexto celular/tisular.
Mientras que los estudios iniciales demostraban que la activacion de las PKC a
traves de los ésteres de forbol tenia un efecto mitogénico, hoy dia se ha
demostrado que pueden incluso inhibir la proliferacion o provocar una respuesta
apoptética dependiendo del tipo celular (Griner & Kazanietz, 2007). Se ha
demostrado por ejemplo la funcion anti-proliferativa de la isoforma PKC®
mediante la inhibicion del ciclo celular, provocando un aumento de células en
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fase G2/M. PKC?d inhibe la divisién celular como respuesta a la estimulacion
celular con acetato de forbol miristilado (PMA o TPA) y ademas se encuentra
relacionada en la activacion del inhibidor p21 que para el ciclo celular en fase G1
(Nakagawa et al., 2005; Watanabe et al., 1992).
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Figura I.14. Rutas de sefializacion y transduccién de las PKC y su regulacién durante el cancer. Las
isoenzimas intervienen de forma directa o indirecta en funciones biolégicas como la migracién, invasion,
supervivencia, proliferacion y apoptosis. Las flechas negras indican activacion de la cascada y las flechas
rojas indican inhibicién de esa ruta (Kang, 2014).

Hay dos rutas que resultan activadas a través de las PKC: MEK/ERK y
PI3K/Akt (Figura 1.14). Esta ultima ruta se ha relacionado con la inhibicion del
proceso de apoptosis mediante la fosforilacion de las proteinas diana que poseen
funcién pro-apoptética. Ademas, activan factores de transcripciéon como NF-kB,
y esto induce la expresion de genes implicados en la supervivencia. Por tanto,
una desregulacion en la actividad o expresion de las PKC puede desencadenar
en un aumento en los procesos de supervivencia y proliferacion celular
contribuyendo asi a los procesos de transformacion celular. Otros procesos muy
importantes en patologias como el cancer es el caso de la motilidad celular y la
capacidad de invasién de las células. Se ha determinado que la isoforma PKCa
incrementa la tumorogeneidad y metastasis, la PKCBII con un aumento de la
capacidad invasiva probablemente a través de Ras y MEK. PKCe en cambio,
disminuye la capacidad de invasion, es capaz de reducir el crecimiento del tumor
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y el desarrollo de metastasis y si por el contrario se encuentra sobre-expresada
presenta el efecto contrario. En el caso de PKC9, cuando se encuentra inhibida
se ha asociado a mayores niveles de capacidad invasiva mediante la secrecion
de proteasas y ocurre lo contrario cuando se presenta sobre-expresada, siendo
asi el caso contrario de la PKCe (Urtreger, Kazanietz, & Bal de Kier Joffé, 2012).

7.2.1. PKC en el cancer de mama.

La localizacién y expresion de las PKC esta regulada en los procesos de
diferenciacion de las glandulas mamarias y esta descrita la presencia de una
sobreexpresion de algunas PKC en el cancer de mama, asi como en las lineas
celulares de cancer de mama. Los procesos asociados en este tipo de patologias
como son las sefales apoptoticas y las sefiales mitogénicas se encuentran a su
vez regulados por las PKC (Urtreger, Kazanietz, & Bal de Kier Joffé, 2012). Se
ha determinado la existencia de una desregulacién en los niveles de expresion
de las PKC en este tipo de patologias por ello se ha convertido en diana
terapéutica, especialmente en el caso de la isoforma clasica PKCa que se
encuentra sobre-expresada en este tipo de tumores (Lahn et al., 2004; Tan et
al., 2006).

Ha sido ampliamente documentado el papel de la PKCa en el crecimiento de
los tumores y su implicacion en la progresion de los mismos a pesar de poseer
un papel dual en el cancer, siendo promotor y a veces supresor tumoral (Griner
& Kazanietz, 2007; Kang, 2014; Newton & Brognard, 2017b). Particularmente en
el cancer de mama se ha establecido que la sobre-expresion de PKCa confiere
un fenotipo mas agresivo y resistencia a la quimioterapia en aquellas lineas
celulares ER positivas y ademas presentan elevados niveles de PKCa. Por
ejemplo, si comparamos las lineas celulares con distintos grados de expresion
de PKCa podemos ver que en lineas donde la expresion presenta niveles muy
bajos como es el caso de la linea T47-D la capacidad proliferativa es también
deficiente. Sin embargo, las lineas que tienen altos niveles de expresion como
son por ejemplo MCF-7 y MDA-MB-231 poseen a su vez una capacidad
proliferativa elevada, capacidad para migrar e incluso invasiva en el segundo
caso. También se ha encontrado a la PKCa en el proceso de la transicion epitelio
mesénquima y que ademas confiere a las células una alta capacidad invasiva y
de movilidad en las células de cancer de mama (Tam et al., 2013; Urtreger,
Kazanietz, & Bal De Kier Joffé, 2012; Hsu et al., 2014).
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8. Rabfilina3A y la fusion de membranas.

Se ha demostrado en la literatura que los niveles de rabfilina-3A se ven
afectados si se inhiben los niveles de expresion de Rab3 en un 70% en neuronas
(C. Lietal.,, 1994). Los andlisis fenotipicos de los ratones knockout para rabfilina-
3A no han demostrado que sea necesaria para la funcion de la subfamilia Rab3
(Schluter et al., 1999). Rabfilina-3A interacciona con Rab3 en su forma activa
que presenta GTP a través de los residuos SGAWFF del dominio de dedos de
zinc permitiendo asi su union a las vesiculas sinapticas y se disocia de ellas al
hidrolizar el GTP (Ostermeier & Brunger, 1999). Trabajos posteriores en C.
elegans demostraron que la perdida de la funcion de rabfilina-3A explicaba un
defecto en la transmision sinaptica en los mutantes de Rab27 pero no en los
mutantes de Rab3 (Mahoney et al., 2006).

Las células PC12 han sido usadas ampliamente como modelo para el estudio
de proteinas relacionadas con la fusibn de membranas. Se ha determinado en la
literatura que rabfilina-3A puede interaccionar con Rab3a, Rab27a e incluso con
Rab8a (Fukuda et al., 2004). Ademas se ha determinado que rabfilina-3A y Noc2
interaccionan con Rab27A/B en células PC12 (M. Fukuda, Kanno, & Yamamoto,
2004). Ensayos de sobre-expresion de rabfilina-3A en estas mismas células la
han relacionado con un aumento en la actividad secretora de las células (Tsuboi
& Fukuda, 2005). También se ha determinado que el dominio C2 muestra
afinidad por los fosfolipidos de membrana como PS y PIP2 dependiente de calcio
y el dominio C2B interacciona con SNAP25. Se ha demostrado que rabfilina-3A
también interviene en la regulaciéon de la union de las vesiculas de nucleo denso
y/o el re-priming de las vesiculas sinapticas después de que se haya agotado el
conjunto de vesiculas listo para ser liberado (Tsuboi & Fukuda, 2005; Deak et
al., 2006).

Rabfilina-3A también es capaz de interaccionar con a-actinina a través del
extremo amino terminal, es decir, la misma regién con la que se une a Rab3ay
se ha descrito tanto in vitro como en células PC12. En los ensayos in vitro se ha
demostrado que rabfilina-3A activa la asociacién de a-actinina con F-actina para
formar su estructura en paquetes. Estos datos sugieren que la asociacion de
rabfilina-3A con a-actinina puede facilitar la union de tipo granular a las redes de
F-actina creadas por a-actinina (Kato et al., 1996; Baldini et al., 2005).

Ademas, también se ha descrito que, a través de la misma region anterior,
rabfilina-3A interacciona con rabaptina-5, que es una proteina efectora de Rab5
gue interviene en la regulacion de la endocitosis. Esta interaccidén se inhibe en
presencia de Rab3a, pudiendo rabfilina-3A jugar otro papel en la regulacién del
proceso endocitico y posteriormente participar en la exocitosis mediante su
interaccion con Rab3. Aun no existe consenso sobre el mecanismo en el que
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rabfilina-3A interviene en la regulacion de la exocitosis (Ohya et al, 1998;
Coppola et al., 2001; Izumi, 2007). Estudios actuales han mostrado que rabfilina-
3A también interacciona con el receptor del dominio N-metil-D-aspartato (NMDA)
a travées de su dominio N-terminal, implicandola asi en las neuronas
postsinapticas (Stanic et al., 2015).

A nivel patoldgico, la pérdida de rabfilina-3A se ha asociado a enfermedades
como Alzheimer debido a la disfuncién del complejo SNARE en las neuronas que
resultan afectadas con un incremento de la proteina B-amiloide y a otras
patologias como la enfermedad de Huntington, donde se ha descrito una
disminucién en los niveles de rabfilina-3A y SNAP25 en el cértex de estos
pacientes con la consecuente influencia en la regulacién de la liberacion de los
neurotransmisores (Smith et al., 2007; Tan et al., 2014).

Los sintomas de la enfermedad de Parkinson o de Alzheimer son muy
similares a los de la demencia causada por los cuerpos de Lewy (LB), y esto
dificulta su correcto diagnéstico (Galasko, 2017; Harding & Halliday, 2001). Se
ha determinado que en el cerebro sano se produce la interaccién de rabfilina-3A
con Rab3a y en cambio, en los cerebros con demencia por LB hay un descenso
de esta interaccion y se produce un incremento de la unibn Rab3a con a-
sinucleina en los agregados presentes en este tipo de demencia (Galasko, 2017;
Leenders et al., 2001). Debido a que estas tres proteinas intervienen en la
liberacion de neurotransmisores, el desbalance generado sugiere la afeccion del
proceso en esta enfermedad (Dalfé et al, 2004).
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9. OBJETIVOS.

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han determinado la
importancia de unas proteinas periféricas de membrana como son los dominios
C2 y su importancia en determinados procesos como el cancer de mama a través
de la isoforma PKCa. Se demostré la importancia de la regiéon de union de Ca?*
para la correcta localizacién y activacion de la PKCa (Conesa-Zamora et al.,
2001). Se ha determinado también en los dominios C2 la region polibasica que
interviene en la activacién y localizacion de la PKCa mediante la interaccion con
PIP2 (Conesa-Zamora et al., 2001; Guerrero-Valero et al., 2009; Marin-Vicente
et al., 2008).

Ademas, se ha determinado el papel de estos dominios periféricos de
membrana en otras proteinas relacionadas con patologias neurodegenerativas
como es el caso de rabphilina3A y sinaptotagimal. Estos hallazgos sugieren un
mecanismo de unidn a calcio del dominio C2A de rabfilina3A que explica los
cambios conformacionales observados entre las formas libre y unida a Ca?*.
Ademas se reveld el mecanismo especifico molecular a través de PIP2 mediante
la region bésica rica en lisinas del dominio que demostré no ser Unicamente un
mecanismo dependiente de interacciones electrostéaticas (Guillen et al., 2013).

En base a estos conocimientos y a la reciente determinacion de la estructura
tridimensional del dominio C2B de rabfilina en complejo con SNAP25 y con PIPz,
gue indica un conjunto de residuos clave que estan interaccionando. Parte del
trabajo de esta tesis doctoral ha consistido en la validacion de la funcién de los
residuos aminoacidicos en un sistema bioldgico como las células PC12.

Para resolver todas estas cuestiones se propusieron los siguientes objetivos:

» Caracterizacion del tratamiento basado en la inhibicion de la expresién
de PKCa en combinacion con hiperforina para el cancer de mama.

» Caracterizacion del tratamiento basado en la inhibicion de la expresion
de PKCa en combinacion con salinomicina para el cancer de mama.

» Validacion del analisis del perfil diferencial de transcritos de células de
cancer de mama con inhibicién de la expresion de PKCa.

» Disefio y estudio del efecto de una terapia combinada basada en la
disminucién de la expresion de PKCa combinada con farmacos
inhibidores de las proteinas sobre-expresadas como consecuencia.
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» Determinacion de rutas de sefializacion directamente fosforiladas por
PKCa en la linea de cancer de mama MCF-7.

» Caracterizacion de la interaccion de Rabfilina3A con SNAP25 en
células PC12.
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1. Obtencion de las construcciones plasmidicas.

Los distintos ADN de Rabfilina-3A y SNAP25 se amplificaron por PCR
mediante el disefio de oligonucleotidos especificos y una polimerasa de ADN de
alta fidelidad. Los vectores se linealizaron mediante la digestion con enzimas de
restricciéon y se cuantificé la concentracion de ADN del inserto y del vector
mediante un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDropTech,
Wilmington, DE, USA). Posteriormente, se ensamblaron mediante la reaccion de
Gibson (E2611S de NEB.Inc) y posteriormente se realizé la busqueda de clones
positivos mediante transformacion de bacterias de la cepa DH10B de E. coli,
para proceder a la amplificacion, purificacibn y secuenciacion de clones
individuales.

1.1. Clonacion de la Rabfilina-3A.

El cADN de la Rabfilina-3A y del SNAP25 fueron adquiridos en OriGene
Technologies, Inc (Rockville, MD, USA). En el caso de la Rabfilina-3A se clond
en el plasmido pCGN (figura 11.1) unida al extremo carboxilo terminal de un
epitopo de hemaglutinina (HA-tagged). Esta HA-Rabfilina-3A se incorporé al
vector de expresion de mamiferos pCGN. Este vector contiene tanto el promotor
de citomegalovirus (CMV) como un sitio de policlonacion que permite la
expresion de genes fusionados en su extremo 3" al epitopo de hemaglutinina
(HA). Este epitopo de hemaglutinina fue utilizado en los ensayos de ligacién por
proximidad (PLA), ya que permite usar el anticuerpo anti-HA de muy alta afinidad
por dicha secuencia.
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CAG_enhancer

T7_promoter CMV_immearly_promaoter
M13_forward20_primer CMW_fwd_primer
MA13_pUC_fwd_primer CMV_promoter
lacZ_a pCEP_fwd_primer
T1_origin LNCX_primer
? CMW2_promoter
*hal (708)
Kpnl (728)
Xmal (728)
pGEX_3_primer Smal (730)
AmpR_promaoter BamHI (733)
bGlob_int
JORF frame 3
Ampicillin Apal (1283)
Mscl (1424)
Balll (1453)

rb_glob_PA_terminator

Xhol (1901}

Stul (1928)
SV40pro_F_primer
SVW40_promoter
SV40_origin

Figura I.1. Mapa del vector de clonacion pCGN usado para Rabfilina-3A. Imagen tomada de
https://www.addgene.org

Para la obtencion de los mutantes de la Rabfilina-3A empleados, se utilizé
la Rabfilina-3A silvestre incluida en el vector pCGN como molde (HA-
Rabfilina3A-WT-pCGN) y mediante un protocolo de mutagénesis dirigida
(Quickchange XL site directed mutagenesis, Agilent, Santa Clara, CA, Estados
Unidos) se sustituyeron puntualmente los residuos deseados. Para obtener las
construcciones de Rabfilina-3A tanto el silvestre como los mutantes se utilizaron
en las PCRs los siguientes oligonucleotidos:

Foward:
5’GACTATGCCAGCCTGGGAGGACCTTCTAGAATGACTGACACCGTG
Reverse:

5’CCACGTGTCAAGTGATTGAGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTTT
GGG

Los productos de PCR se ligaron con el vector pCGN usando la reaccion de
Gibson (E2611S de NEB.Inc), el vector y el inserto se trataron con las enzimas
de restriccion Xbal/BamHI-HF y los constructos obtenidos finalmente son los
indicados en la tabla Il.1.
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Tabla 1l.1. Construcciones empleadas de Rabfilina-3A.

MUTANTE MUTACIONES
HA-Rph3A-WT -
HA-Rph3A-M1 K651A/K656A
HA-Rph3A-M2 K651A/K656A/H663A
HA-Rph3A-M3 K651A/K656A/K663A/HE617A

1.2. Clonacion del SNAP25.

En el caso de SNAP25 se utilizé el plasmido pCMV6-Entry (figura 11.2)
unida al extremo carboxilo terminal con un epitopo de myc (myc-tagged) de
OriGene Technologies, Inc (Rockville, MD, USA). El plasmido contiene un nuevo
sistema denominado Entry-PrecisionShuttle para permitir una facil subclonacion
de un ORF de un vector a otro, gracias a tener flanqueado el ORF por dos
endonucleasas con una secuencia de corte muy poco frecuente como son Sgf |
(extremo 5’) y Mlu | (extremo 3).
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Figura I1l.2. Mapa del vector de clonacion pCMV6-Entry para SNAP25. Imagen tomada de
http://www.origene.com

Para la obtencion de los mutantes de SNAP25 utilizados, se utilizd el
SNAP25 silvestre incluido en el vector pCMV6-Entry como molde (myc-SNAP25-
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WT-pCMV6-Entry) y mediante un protocolo de mutagénesis dirigida
(Quickchange XL site directed mutagenesis, Agilent, Santa Clara, CA, Estados
Unidos) se sustituyeron puntualmente los residuos deseados mostrados en la
tabla 11.2.

Para la obtencion de las construcciones de SNAP25 tanto el silvestre como
los dos mutantes se utilizaron en las PCRs los siguientes oligonucleétidos:

Foward:
5 CCGCGATCGCATGGCCGAAGACGCAGACATGCGC
Reverse:

5" CTGCTCGAGACCACTTCCCAGCATCTTTGTTGC

Tabla 11.2. Construcciones empleadas de SNAP25.

MUTANTE MUTACIONES

Myc-SNAP25-WT --

myc-SNAP25-M1 E38A/D41A/R45A

myc-SNAP25-M2 D51A/E55A/R59A

2. Cultivos celulares.

2.1. Células PC12.

Las células PC12 (figura 11.3) proceden de la Coleccion Europea de
Cultivos Celulares (ECACC, 88022401) y se encuentran en el Servicio de Apoyo
a la Investigacion de la Universidad de Murcia (SAIl). Estas células derivan de un
feocromocitoma de la médula suprarrenal murino pudiendo desarrollar
caracteristicas fenotipicas neuronales al ser tratadas con el Factor de
Crecimiento Neuronal (NGF). Es una linea celular ampliamente utilizada como
modelo del sistema neuronal debido a su relacion con las células cromafines
adrenales y con las neuronas del sistema simpatico.
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ATCC Number: CRL-1721
Designation: PC-12
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Figura 11.3. Células PC12. La micrografia de la izquierda muestra las células después de un subcultivo
(baja densidad) y en la micrografia de la derecha podemos observar un cultivo de alta densidad celular
(Imagen tomada de https://www.lgcstandards-atcc.org).

2.1.1. Medio de crecimiento para la linea PC12 y subcultivo.

El medio de cultivo para las células PC12 es Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) sin rojo fenol y con 4500 mg/L de glucosa. Esta suplementado
con un 10% (v/v) de suero de caballo (HS), suero bovino fetal al 5% (FCS),
antibidticos (penicilina 50 unidades/ml y estreptomicina 50 pg/ml), piruvato
sédico 110 mg/ml (p/v) y glutamina 2 mM. Se mantienen en incubadores de
atmosfera de 37°C y 7.5% de COa.

Cuando las células alcanzan la confluencia, es decir, con una
concentracion aproximadamente de 2 x 10° células/ml se diluyen con una
proporcion de 1:4 a 1:6 tras un proceso mecanico de separaciéon con el raspador
y son sembradas en un nuevo frasco de cultivo ventilado y colocadas en el
incubador.

2.1.2. Transfeccion de las células PC12.

El método empleado para transfectar las células PC12 fue lipofectamina
2000 (Invitrogen, Oregon, USA). Este método se basa en la formacion de
complejos entre lipidos catiénicos y ADN. El complejo resultante posee afinidad
por la membrana y permite la entrada del ADN en el citosol (Ohki et al, 2001).
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Las células se sembraron en distintos formatos previamente a su
transfeccion, siendo desde una placa de 3.5 cm de didmetro a una placa de 15
pocillos (u-Slide ibidi) con un tamafio de 0.4 cm de diametro.

Para la formacion de los complejos de liposomas cationicos y el ADN se
diluy6é previamente por separado tanto el ADN como la solucion comercial de
lipofectamina 2000 en DMEM sin antibiético ni suero con una dilucién
aproximada de 1:10 (pocillo placa de 15: 0.2-0.5 pl de lipofectamina 2000 y 200-
500ng de ADN y en las placas de 3.5 cm de didmetro: 2-3 pul de lipofectamina
2000 y 2-3 pug de ADN) y se incub6 durante 5 minutos a 25°C. Una vez que
ambos componentes estaban diluidos se mezclaron en una proporcion de 1:1.
Se incubd la mezcla a 25°C durante 5-15 minutos. Se dejo incubar en el medio
de crecimiento con las células durante 48 horas a 37°Cy 7.5 % CO:2 que permitid
la expresion de las proteinas transfectadas.

2.2. Células MCF-7.

Las células MCF-7 (figura I1.4) son una linea celular procedente de una
muestra aislada del tejido epitelial de la glandula mamaria de una mujer
caucésica de 69 afios en 1970. La paciente presentaba un adenocarcinoma de
mama metastasico de efusion pleural. MCF-7 es el acronimo de “Michigan
Cancer Foundation-7”, refiriéndose al instituto de Detroit donde la linea fue
establecida en 1973 por Herbert Soule y colaboradores (Soule et al, 1973). Las
células MCF-7 se utilizaron como modelo no invasivo en los estudios de cancer
de mama. La linea se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC,
HTB-22). Estas células contienen caracteristicas del epitelio mamario
diferenciado como es la habilidad de procesar el estradiol via receptores de
estrogeno citoplasmatico (ER+) y poseer la capacidad de crecer agrupadas.
Particularmente esta linea celular presenta una alta cantidad de este receptor
haciéndolas muy Uutiles para el estudio de los mecanismos relacionados con
estas hormonas.

Las células MCF7 poseen altos niveles de p70S6K y podrian ser
marcadores para mTOR y el PDK-1. Otras caracteristicas importantes de esta
linea son que su crecimiento puede ser inhibido mediante el tratamiento con el
Factor de Necrosis Tumoral o (TNFa) y que pueden secretar las Proteinas de
Unioén a los Factores de Crecimiento similares a la Insulina (IGFBPs) (Sugarman
et al., 1985; Takahashi & Suzuki, 1993).
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ATCC Number: HTB-22
Designation: MCF-7
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Figure Il.4. Células MCF-7. La micrografia de la izquierda muestra las células después de un subcultivo
(baja densidad) y en la micrografia de la derecha podemos observar un cultivo de alta densidad celular
(Imagen tomada de https://www.lgcstandards-atcc.org).

2.2.1. Medio de crecimiento para la linea MCF-7 y subcultivo.

El medio de cultivo para las células MCF-7 fue DMEM sin rojo fenol y con
4500 mg/L de glucosa. Se suplement6 con un 10% (v/v) de suero bovino fetal
(FCS), antibidticos (penicilina 50 unidades/ml y estreptomicina 50 pg/ml),
piruvato de sodio 110 mg/ml y glutamina 2 mM. Se mantuvieron en incubadores
de atmosfera de 37°C y 7.5% de CO:a.

El medio fue reemplazado cada dos dias. Las células se diluyeron al
alcanzar 80-85% de confluencia a los 5 dias aproximadamente. Para
despegarlas de la superficie del frasco de cultivo se utiliz6 un procedimiento
enzimatico con tripsina/EDTA (0.25% tripsina/0.53 mM), se incubaron durante 2
minutos a 37°C. Tras la tripsinizacion las células se recogieron, se afiadio 8 ml
de medio de cultivo y se centrifugé a 200g durante 5 minutos para eliminar el
sobrenadante y afiadir medio de crecimiento fresco. Se diluyeron siguiendo una
proporcion que oscila de 1:2 a 1:3 y se volvieron a sembrar en los frascos de
cultivo.

2.3. Células MDA-MB-231.

Las células MDA-MB-231 (figura 11.5) es una linea celular aislada por
Cailleau y sus colaboradores en 1973 de una efusion pleural de una paciente
con cancer de mama en el “Anderson Hospital de Houston” (Cailleau et al, 1974).
Las células son mantenidas en el Servicio de Apoyo a la Investigacion de la
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Universidad de Murcia (SAl), previamente adquiridas de la Coleccion de Cultivos
Tipo Americana (ATCC, HTB-26). Esta linea celular es ampliamente utilizada
como modelo de estudio por su alta capacidad metastédsica en cancer de mama.
Sus principales caracteristicas epiteliales son el crecimiento en monocapa y su
morfologia. Poseen una alta capacidad invasiva y expresan el receptor del factor
de crecimiento epidermal (EGFR) y el receptor del factor de crecimiento
transformante alfa (TGFaR) (BATES et al., 1990).

ATCC Number: HTB-26
Designation: MDA-MB-231

A
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Figure I1.5. Células MDA-MB-231. La micrografia de la izquierda muestra las células después de un
subcultivo (baja densidad) y en la micrografia de la derecha podemos observar un cultivo de alta densidad
celular (Imagen tomada de https://www.lgcstandards-atcc.org).

2.3.1. Medio de crecimiento para la linea MDA-MB-231 y
subcultivo.

El medio de cultivo y el tratamiento para las células MDA-MB-231 es muy
parecido al de la linea MCF-7 aunque con algunas diferencias. Los componentes
principales son DMEM sin rojo fenol y con 4500 mg/L de glucosa. Esta
suplementado con un 10% (v/v) de suero bovino fetal (FCS), antibiéticos
(penicilina 50 unidades/ml y estreptomicina 50 ug/ml), piruvato de sodio 110
mg/ml, glutamina 2 mM y con aminoacidos no esenciales. Se mantienen en
incubadores de atmdésfera de 37°C y 7.5% de COa.

El medio no fue reemplazado directamente cada dos dias porque hay
células en suspension. Tras 2-3 dias el medio se recogié y se centrifugé para
recuperar las células en suspension con medio fresco de crecimiento. Las células
se diluyeron al alcanzar 80-85% de confluencia a los 5 dias aproximadamente.
Para despegarlas de la superficie del frasco de cultivo se utilizé un procedimiento
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enzimatico que contiene tripsina/EDTA (0.25% tripsina/0.53 mM), se incubaron
durante 2 minutos a 37°C. Tras la tripsinizacion, las células se recogieron, se
afadieron 8 ml de medio de cultivo y se centrifugd a 200g durante 5 minutos para
eliminar el sobrenadante y anadir medio de crecimiento fresco. Se diluyeron
siguiendo una proporcion que oscila de 1:4 a 1:6 y se volvié a sembrar en los
frascos de cultivo.

3. Preparacién del ensayo de ligacion por proximidad
en las células PC12.

Las células fueron fijadas con 4% para-formaldehido en PBS durante 10
minutos. Tras lavar después del proceso de fijacion se procedié a la
permeabilizacion con 0.1% Triton-X100 en PBS durante 10 minutos a 25°C y
posteriormente las células fueron bloqueadas con 1% albumina de suero bovina
(BSA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células se incubaron con
el anticuerpo primario correspondiente diluido en 1% BSA y 0.15% saponina
durante 1 h a 37°C (Anticuerpo HA-probe (F-7) sc-7392 (ratén) 1:200 y el
anticuerpo Anti-Myc tag ab9106 (conejo) 1:200.

Después de la incubacién con el anticuerpo primario se sigui6 el protocolo
de las instrucciones del kit Duolink® In Situ (Sigma-aldrich DUO92101). Tras la
incubacion con el anticuerpo primario se lavo con PBS tres veces. Después se
realizd un nuevo bloqueo con 1% BSA/PBS durante 20 minutos a 25°C. Para la
incubacion con los anticuerpos secundarios llamados en este kit PLA PROBES,
se diluyé 1:4 (AbMINUS y AbPLUS) en el mismo tampén usado para los
anticuerpos primarios. La incubacion se realiz6 en la camara de humedad
durante 1 hora a 37°C (figura I.6.A).
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Figura 1.6. Esquema del ensayo de ligacion por proximidad (PLA). A. Unién de los anticuerpos
secundarios PLA PROBES (anticuerpos violetas) a los primarios que estan unidos a las proteinas a estudiar.
B. Proceso de Ligacién que ocurre cuando los anticuerpos se hallan a una distancia menor de 40 nm. Cy
D. Proceso de amplificacion con la polimerasa en circulo rodante con los oligonucleétidos conjugados con
las sondas fluorescentes que permitiran su visualizacion.

Se realizaron dos lavados con el tampén de lavado tipo A durante 5
minutos cada uno. Tras ello se procedio al proceso de ligacion para el que se
diluy6 el tampon 1:4 y se afiadi6 ligasa 1U/ul y se incub6 a 37°C durante 1 hora
(figura 11.6.B). Se repitié el lavado con tampodn de tipo A dos veces durante 2
minutos. Por ultimo, se realiz6 el proceso de amplificacién (figura 11.6.C y D). Se
diluy6 el tampdn 1:4 y se afiadioé la polimerasa de circulo rodante diluida 1:80, se
incub6 30 minutos a 37°C.

Se lavaron dos veces con tampén B durante 10 minutos cada vez. Tras
este proceso, si vamos a realizar un marcaje de otras proteinas para ayudar a
su visualizacion o andlisis de las muestras (counterstaining) volviamos a lavar
esta vez con tampdn de lavado A y se realizé el protocolo detallado para la
inmunofluorescencia. Los anticuerpos primarios usados han sido HA-tag sc7392
(1:200) y myc-tag ab9106 (1:200). Los anticuerpos secundarios utilizados eran
cabra anti-raton 1gG (Alexa Fluor® 488) preadsorbed ab150117 y policlonal de
cabra anti-conejo IgG (Alexa Fluor® 647), pre-adsorbed ab150083, abcam). Por
altimo, se procedid al montaje de las muestras con la solucién comercial Duolink
mounting solution (Sigma-Aldrich Co. LLC, Madrid, Espafa).

4. Inhibicion de la expresion de la PKCa por técnicas de
ARN interferente.

En los Capitulos Ill, IV y V de esta Tesis Doctoral se han utilizado daplex
de ARN interferente para realizar la inhibicion de la expresiéon de la PKCa. Para
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ello se han usado secuencias predisefiadas de stealth siRNA (Invitrogen,
Oregon, USA), que inhiben especificamente la PKCa en las distintas lineas
celulares empleadas mediante electroporacion (GenBank ENSG00000154229).
Las secuencias de cada uno de los ARN utilizados fueron:

Para la linea celular MCF-7:

5- UCCAAACGGGCUUUCAGAUCCUUAU -3’

Y para la linea MDA-MB-231:

5’- CCAUCGGAUUGUUCUUUCUUCAUAA -3’

y un control no especifico del genoma de mamiferos:
5-AGGUAGUGUAAUCGCCUUGUCGCCUUG-3.

Las dos lineas celulares fueron electroporadas en un tampon comercial
de electroporacion Mirus Ingenio® Electroporation Solution (Mirus Bio LLC,
USA). Se resuspendieron 3x10° de células de cada linea en 300 pl de tampén
de electroporacion Mirus en cubetas de electroporacion de 0.4 cm de BioRad. La
concentracion de oligos usada ha sido de 1 yM siRNA en ambos casos. El
electro-shock se realizé en un electroporador de BioRad (BioRad Laboratories,
CA, USA) bajo las siguientes condiciones:

Se eligié un perfil de onda cuadrada de 900 Voltios para las células MCF-
7 y de 1000 Voltios para las células MDA-MB-231. El electro-shock tuvo una
duracion de 0.4 ms y se repiti6 dos veces con una pausa de 5 s entre ambos.
Las células fueron resuspendidas con la mayor brevedad posible en medio de
cultivo fresco y quedaron disponibles para la preparacién de los experimentos
necesarios.

5. Lisis celular.

Se resuspendieron las células PC12 en tampdn de lisis con una
concentracion de 4-5x10° células en 100 pl. La composicion del tampon de lisis
fue 50 mM Tris HCI pH 8.4, 10 mM NacCl, inhibidor comercial de proteasas
cOmplete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Tablets y de fosfatasas PhosSTOP
(Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Spain). Se incubaron a 4°C durante 15
minutos y se pasaron por una jeringa de insulina 15 veces a 4°C y se
centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante quedé listo
para los distintos ensayos requeridos.

Para los capitulos Ill, IV y V, las células utilizadas fueron MCF-7 y MDA-
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MB-231 previamente electroporadas para producir el silenciamiento génico de la
PKCa. Posteriormente se resuspendieron en tampon de lisis a una
concentracion de 1x108 células en 300 pl. La composicion del tampén de lisis fue
50 mM Tris HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40 (Roche Diagnostic,
GmbH, Germany), 10% glycerol, inhibidor comercial de proteasas cOmplete,
Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Tablets y de fosfatasas PhosSTOP (Sigma-
Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Spain).

Los ensayos de inhibicion de la expresion de PKCa se analizaron
mediante western blot de muestras tomadas durante 8 dias después de la
transfeccion con el siRNA de interferencia. Una vez que las células se
resuspendieron en el tampon de lisis, se pasaron por una jeringa de insulina 10
veces a 4°C y se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se mezclaron con el tampon de carga de electroforesis (200 mM
Tris HCI pH 6.8, 250 mM DTT, 5% SDS, 37.5% glicerol y 0.015% azul de
bromofenol) y se analizaron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) cuyo
porcentaje se expresara en cada experimento en particular.

6. Ensayo de migracién celular.

Se ha estudiado la capacidad de migracién de las células MCF-7 y MDA-
MB-231y con el tratamiento de diferentes farmacos mediante el ensayo de cierre
de wound healing (Yarrow, Perlman, Westwood, & Mitchison, 2004).

Para realizar estos experimentos las células se transfectaron por
electroporacion y se sembraron del orden de 300.000 células/pocillo para MCF-
7 y de 240.000 células/pocillo para MDA-MB-231 en placas de 24 pocillos. Fue
necesario que alcanzaran una confluencia del 90-95% en el dia de maxima
inhibicién de PKCa (72 horas para las células MCF-7 y 96 horas para las MDA-
MB-231). Se dejaron crecer las células con medio de crecimiento y pasados 2
dias para las MCF-7 y 3 para las MDA-MB-231 se les retir6 el medio de
crecimiento y se afiadio nuevo medio con el suero bovino fetal reducido al 0.5 %
durante 16-24 horas con el fin de sincronizar las células y que comenzaran a ser
estimuladas una vez se hizo la herida en el cultivo a recuperar.

Esta herida del cultivo en monocapa se realizdé con una punta de plastico
de 10 ul y se lavo el cultivo con tampon PBS para eliminar las células que se
habian eliminado y se afiadid medio de crecimiento completo.

El ensayo fue monitorizado mediante la toma de micrografias desde el
mismo momento de realizar la herida que se consideré como 0 horas y luego
cada 2 horas hasta que la monocapa cerré por completo la seccion.
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7. Ensayo de proliferacion.

Para los ensayos de proliferacion se ha utilizado un kit comercial
CyQUANT® NF Cell Proliferation Assay (Invitrogen, Oregon, USA). Se siguio6 el
protocolo de las instrucciones del fabricante. El ensayo consistié en medir la
cantidad de ADN celular mediante su tincion con una sonda fluorescente siendo
una medida aproximadamente proporcional al nUmero de células existente. Se
evitd asi el uso de anticuerpos, enzimas o cualquier otro tipo de ensayo que
pueda depender de la actividad fisiolégica y por lo tanto introducir una
variabilidad que puede ser independiente del nimero de células.

El protocolo consistié en retirar el medio de cultivo de los pocillos donde
las células de tipo adherente han sido sembradas y tratadas en los diferentes
casos. Se afiadié la disolucién de permeabilizacion y tincién del ADN y se incubd
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se leyeron los resultados en un lector de
placas a punto final (figura I1.7).

Transfeccion
siRNA Comienza el
(electroporaciéon)  tratamiento
y sembrar las

Maéxima Maxima
inhibicion de inhibicion de
laPKCa la PKCax MDA-

| MCF-7 MB-231
células
0000 06aaE0
Adhesion celular Tratamiento con farmaco

Figura II.7. Flujo de trabajo ensayo proliferaciones. La transfeccion de las células se realizo el dia 0
(D0), se dejaron 24 horas para que la adhesion celular tuviera lugar y se comenzd el tratamiento el dia (D1)
previo a una medida del ADN total de partida. En los sucesivos dias se fue tomando el mismo tipo de medida
de ADN total.

El protocolo del ensayo es el siguiente:

Las dos lineas celulares de cancer de mama empleadas son MCF-7 y
MDA-MB-231 se electroporaron para realizar la inhibicion de la PKCa como se
ha indicado anteriormente. Posteriormente se sembraron del orden de 1x10*
células/pocillo en placas de 96 pocillos con medio de crecimiento durante 24
horas para su adhesién en un incubador de 37°C y con atmdsfera al 7.5% de
COo..

Tras este periodo de incubacion se retird el medio de crecimiento por
aspiracion y se afiadié 75 ul de solucion de tincion (una mezcla CyYQUANT® NF
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de agente permeabilizante y la sonda fluorescente). A las 24 horas se realiz6 la
medida para establecer el nivel de ADN de partida de los ensayos de
proliferacion. Tras estas 24 horas de adhesion celular comenz6 también el
tratamiento de las diferentes drogas para evaluar su efecto en la capacidad
proliferativa. Se diluyeron en diferentes concentraciones en el mismo medio de
crecimiento y se usaron controles para el diluyente de los mismos farmacos.

Ademas, es necesario en este tipo de ensayos la realizacién de una curva
patron diaria para poder cuantificar la cantidad de ADN cada 24 horas. Esta curva
se realizd con al menos 6 concentraciones de ADN conocidas y se incub6 con la
misma mezcla que las células. La placa fue cubierta para evitar el contacto de la
disolucién con la luz y se introdujo en el incubador a 37°C durante 1 hora para
que pueda permeabilizar y tefir el ADN, midiéndose asi la fluorescencia a punto
final. Tras esta incubacion se midi6é la intensidad de fluorescencia de cada
muestra y de la curva patron en un espectrofotometro lector multi-modal synergy
de Biotek con una excitacion de 480 nm y detectando la emisién a 520 nm. Cada
condicion fue testada en tres pocillos y al menos en tres experimentos
independientes.

8. Ensayo de apoptosis.

Para los ensayos de apoptosis se han utilizado cambios que distinguen
este proceso de otros tipos de muerte celular no programada como pueda ser la
necrosis o la muerte accidental de las células. El proceso de apoptosis implica
una serie de caracteristicas morfoldgicas y cambios bioquimicos que pueden ser
utilizados como marcadores del proceso apoptético. En este caso se eligid la
perdida de la asimetria de la membrana plasmatica (Ja-Young Kim et al., 2002).
En las células vivas, la fosfatidilserina (PS) se halla localizada en la cara interna
de la membrana plasmatica. Sin embargo, en las células apoptoéticas la PS es
traslocada desde la cara interna de la membrana plasmatica a la cara externa,
pudiendo ser detectada por el anticoagulante humano anexina V (van Engeland
et al, 1998). La anexina V tiene un peso molecular de 35-36 kDa y es una
proteina de unién a fosfolipido dependiente de Ca?* que tiene una alta afinidad
por PS. Ademas anexina V es conjugada con un fluoréforo para poder ser
identificada en las células apoptoéticas en las que la PS se encuentra expuesta
en la cara extracelular de la membrana plasmatica (van Engeland et al., 1998).

Para realizar los ensayos de apoptosis se utilizé un kit comercial Vibrant®
Apoptosis Assay kit (Invitrogen, Oregon, USA) con la anexina V conjugada con
Alexa Fluor® 488 y con ioduro de propidio (IP) para citometria de flujo. Asi se
distinguio entre las células vivas que no daban fluorescencia, las células muertas
cuya sefial era fluorescencia roja debido al ioduro de propidio que ha podido
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penetrar en la célula y tefiir el ADN, las células apoptéticas, pero no muertas que
daban fluorescencia verde (anexina V) y las células doblemente marcadas, es
decir, células apoptoticas y muertas que eran positivas para fluorescencia roja y
verde a la vez (figura 11.8). Se siguieron las instrucciones indicadas en el
protocolo del kit.

Células apoptosis .
temprana Células m!.lertas Células vivas
(IP-/AnexinaV+) (IP+/AnexinaV+) {IP-/AnexinaV-)
m l , - /
§ 3 2 E control
= v ]
=] o
> =73
D .-
%é s V.;}'r
=)= o3 o
Sy ;
= :‘—‘) -’ =
8 > &= o), 3%
g = = o
] i
3 e
= A e ] UM T RO o a8 e L_sw” sy
o 0! 107 w03 o T o 200 400 600 800 1000
Apoplosis (Annexin V FITC fluorescence intensity)
Células vivas A B
{(IP-/AnexinaV-)

Figura 11.8. Dot plot de los diferentes estados de apoptosis. En el grafico Ay B se puede apreciar la
poblacién doble negativa (IP-/AnexinaV-) para las células control. En el grafico B se muestran células que
no han recibido ningun tratamiento, es decir, corresponden a lo que llamamos un control negativo donde
practicamente toda la poblacién es doble negativa para ambas sondas. En cambio, el grafico A son células
tratadas con un control positivo de apoptosis, donde podemos observar la poblacion de células en apoptosis
temprana (IP-/AnexinaV+) y también la poblacion de células muertas, es decir, doble positivas
(IP+/AnexinaV*). (Imagen tomada de www.beckmancoulter.com).

Este ensayo se utilizé para estudiar el efecto en la apoptosis de las células
MCF-7 y MDA-MB-231 en ausencia de PKCa (SiRNA PKCa) y con el tratamiento
de diferentes farmacos. Las células se sembraron tras la electroporacion con
siRNA (control e inhibicién PKCa) con una proporcion de 3x10° células/placa de
3.5 cm de didmetro. Se incubaron a 37°C y 7.5% of CO2 con medio de
crecimiento durante 24 horas para la adhesion celular. Tras este periodo se retird
el medio de crecimiento y se afiadid el medio con los diferentes farmacos a
estudiar. Se utilizaron controles negativos (células cultivadas solo con medio de
crecimiento) y controles positivos (estimulando con estaurosporina a una
concentracion de 2 yM durante 24 horas). Las células se trataron durante 4y 5
dias, MCF-7 y MDA-MB-231 respectivamente para alcanzar el maximo de la
inhibicion de la PKCa.

Tras el tratamiento las células se recogieron de las placas mediante
tratamiento enzimatico (tripsina), se contaron y separaron en alicuotas de 2x10°
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células. Se lavaron con tampon PBS dos veces y por ultimo se resuspendieron
en 100 ul de 1X de tampdn de unidn a anexina V. A continuacion, se afiadieron
5 ul Alexa Fluor® 488 anexina V 'y 1 pl 100 ug/ml ioduro de propidio (IP) a cada
muestra. Las muestras se incubaron durante 15 minutos a 25°C tras ello se
afadio 400 ul de tampdn de unién a anexina V a cada muestra y a continuacion
se midio por citometria de flujo con una emisién de fluorescencia a 525 nm (FL1)
para la anexina V y a 575 nm (FL3) para el ioduro de propidio.

El citémetro de flujo usado para analizar las muestras ha sido el modelo
Epics XL (Beckman Coulter, Barcelona, Espafa) que posee 15 mW a 488 nm
para el laser de argon-ion para la excitacién y detectores para la emision para
las longitudes de onda de 525, 575, 620 y 675 nm. Este equipo se encuentra en
la Seccidén de Cultivos de Tejidos de la Universidad de Murcia.

9. Microscopios.
9.1. Microscopio de Barrido Laser Confocal.

9.1.1. Introduccidon y concepto de microscopia confocal.

Marvin Minsky patenta el concepto de imagen confocal en 1957, que se
diferencia de una imagen de fluorescencia convencional en la iluminacion
puntual de la muestra mediante el uso del “pinhole” en un plano éptico conjugado
frente al detector quedando descartada la informacion que queda fuera del plano
focal. Debido a este tipo de adquisicion es necesario una exploracion (scanning)
del espécimen para la adquisicion de una imagen, bien sea bi o tridimensional
(mediante la exploracién de varios planos). El tamafio del plano focal se define
como el cuadrado de la apertura numérica (AN) de la lente del objetivo. También
viene determinado por las propiedades Opticas del espécimen y el indice de
refraccion del ambiente (figura 11.9).
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Figura I1.9. Representacion del funcionamiento basico de un microscopio confocal laser. Se observa
la luz del laser que excita a la muestra tras pasar por el pinhole (apertura P2 en la imagen) y es filtrada en
el espejo dicroico. La luz que emite la muestra atraviesa de nuevo los espejos dicroicos y el segundo pinhole
(apertura P1), siendo asi la informacion de un solo plano la que es captada. En este esquema vemos una
representacion basica de un microscopio no invertido y que carece del sistema AOBS incorporado en el
microscopio utilizado en esta Tesis Doctoral (Bacallao & Stelzer, 1989).

La fuente de luz que usa un microscopio confocal es un laser y de su
estabilidad depende la capacidad de hacer medidas cuantitativas pudiendo
corregir por pixel al tomar la imagen. El sistema AOTF (Filtro Gptico acustico
modulable) consiste en modificar el sistema de filtros del microscopio para
seleccionar las longitudes de excitacién y evitar el fotoblanqueado de la muestra,
ya que también se utiliza para desactivar el laser durante los tiempos en los que
no se adquiere la imagen. Es un cristal con un generador y un receptor de
ultrasonidos que reemplaza a los filtros de excitacion. Consigue modificar la
frecuencia y potencia de ultrasonidos que se le aplica y ademas se puede variar
la potencia de las lineas seleccionadas.

En este tipo de microscopia se requiere un divisor de haz que separe la
luz de la excitacion (va hacia la muestra) de la luz que la muestra emite en
respuesta porque ambos haces usan el mismo camino, es decir, la luz de
excitacion que llega a la muestra va por el mismo recorrido que se recoge la
emision. Para ello Leica posee el sistema AOBS o Divisor de Haz Acustico Optico
(figura 11.10). Es un cristal activo de TeO2 completamente transparente y con la
maxima eficiencia de fotones. Las propiedades de transmision del cristal
cambian al acoplarle una onda acustica y lo hace en microsegundos, cambiando
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la frecuencia de radio de la onda. Las bandas de reflexion de este sistema
presentan un corte muy marcado y un paso de banda delgado permitiendo la
recogida de hasta 30% mas de luz de emision.

El AOBS soporta hasta ocho bandas de reflexion, incluso con lineas de
excitacion muy proximas. Pudiendo separar sondas muy cercanas sin necesidad
de recurrir al “Unmixing” y los posibles artefactos que conlleva.

488 nm 561 nm 633 nm

458nm | 514 nm 594 nm 514 nm 543 nm
l 'I[JEI-_,I‘I‘ 1’
1004 __Y ] Y \J
00\ a0
_ B0 - i Leica advantage
X & 0 Signal gain by AOBS (30%)
z W s
3 Iz EYFP Effciency AGBS
‘5 40 T A0
= |
20- 20 Efficiencymultichroic
AOBS
D 1 T T 1 i T EI - : i :
450 500 550 600 650 700 510 540 570 £00

Emission [nm]

Emission [nm]

Fig. I1.10. Representacion de la forma de distribucion de la luz mediante el sistema AOBS. se observa
la forma de distribucién de la luz por el sistema AOBS, en este caso la modulacion de la longitud de onda
que incide sobre la muestra o se refleja desde ésta, es controlada por este sistema, sin necesidad de
cambiarlo segun el fluorocromo utilizado (Tomado de la pagina www.leica-microsystems.com).

El detector sélo recibe luz de un punto de la muestra, asi este microscopio
s6lo recibe en cada momento informacion de un punto del espécimen. Por lo
tanto, para obtener una imagen se debe mover el punto de enfoque iluminado o
se debe mover la muestra. En base a estas dos opciones existen dos tipos de
microscopios confocales. Por un lado, el de escaneo estacionario donde la
muestra se mueve segun el movimiento del escaneo, mientras que los elementos
opticos permanecen estables y el otro tipo realiza un escaneo por espejo
(espectral) donde el punto iluminado se escanea sobre la muestra fija, conducido
por espejos pequefos, rapidos y galvanomeétricos.

9.1.2. Microscopio de barrido laser confocal Leica TCS SP8.

Las inmunofluorescencias o los ensayos de ligacidén por proximidad fueron
analizados en un microscopio de barrido laser confocal Leica TCS SP8 (Leica,
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Heidelberg, Germany) situado en el Servicio de Microscopia del Laboratorio de
Investigacion Biosanitaria de la Universidad de Murcia (LAIB). Este equipo
cuenta con un laser de onda continua 405 nm laser, con una laser multilinea de
argon (458, 476, 488, 496 y 514 nm), un laser amarillo (DPSS 561 nm) y otro
rojo HeNe (633 nm). Los objetivos usados han sido en seco PL APO 20X / 0.7
AN y de inmersién en glicerol PL APO 63X/ 1.3 AN. Los detectores usados han
sido los PMT y 2 detectores hibridos HyD ultrasensibles (30% de eficiencia
cuantica).

El rendimiento fotonico y su alta velocidad se deben a que los
componentes Opticos se acoplan de forma que consiguen optimizar la
fluorescencia foténica del contraste de la imagen y mejorar la viabilidad de las
células si se trabaja con células vivas. Ademas, posee un sistema de barrido con
una velocidad superior, pudiendo conseguir del orden de 428 imagenes/s, que
junto al sistema de Galvoflow (galvanémetro Super Z) permite recoger imagenes
con una resolucién confocal completa.

9.1.3. Fluorocromos utilizados.

Los fluoréforos usados fueron DAPI, Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 546,
Alexa Fluor® 647, Cy3 (tabla 11.3). Ademas, en la figura Il.11 se pueden observar
los distintos espectros de absorcion y emision de los anticuerpos secundarios
fluorescentes utilizados en los ensayos de ligacion por proximidad utilizando el
fluorescence spectra viewer de la pagina www.thermofisher.com.

Table II.3. Fluorocromos utilizados.

Eluoréforo A Excitacion max. [ A Emisién max. R_ar_lgo de
(nm) (nm) emision (nm)

DAPI 360 450 420-550

Alexa Fluor 488 488 530 520-580

Alexa Fluor 546 535 575 560-600

Cy3 554 579 540-620

Alexa Fluor 647 630 655 630-780
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Figura I1.11. Espectros de absorcién y emision de los anticuerpos secundarios fluorescentes
utilizados en los ensayos de ligacién por proximidad. Espectros de absorcion (linea discontinua) y
emision (linea continua) del fluorocromo DAPI (linea azul), del anticuerpo Alexa fluor 488 (linea verde), el
fluorocromo Cy3 (linea amarilla), el anticuerpo Alexa fluor 647 nm (linea roja) (Representaciéon hecha con
Fluorescence spectra viewer de https://www.thermofisher.com).

9.2. Microscopio Electronico de Transmision (TEM).

La primera idea de microscopio electrénico de transmision (TEM) surge
en 1932 por Knoll y Ruska (David B. Williams & Carter, 2009). No es hasta 1939
cuando se comercializan los primeros modelos de TEM por Siemens y Halske.
Su Odptica basica se mantiene hasta nuestros dias. Hoy en dia solo se ve
aumentado el nimero de lentes para incrementar los aumentos e incrementar su
versatilidad. Este equipo proporciona informacion directa de las estructuras que
oscilan entre 0,2 y 200 nm.

El microscopio electrénico de transmision (TEM) se basa en los
fenémenos fisico-atdbmicos producidos por un haz de electrones suficientemente
acelerado que colisiona con un espécimen suficientemente delgado. Al colisionar
los electrones con el espécimen, parte de ellos seran dispersados en funcion de
la composicion de la muestra y de su grosor. Obteniéndose la imagen formada
por los electrones dispersados de la cara contraria a la que ha sido irradiada
(figura 11.12). Existe un gradiente entre los electrones que atraviesan la muestra
directamente y los que se ven desviados por completo.
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Figura Il.12. Esquema representativo de las sefiales generadas por un espécimen tras la interaccion
con los electrones producidos por un haz de alta energia. Las direcciones mostradas no tienen por qué
coincidir con la direccion fisica de la sefial, si no que hacen referencia hacia donde la sefial es mas fuerte
y es detectada (Williams & Carter, 2009).

Las partes principales del TEM son:

e La columna (la Optica electrénica, llamada asi por su forma vertical
y cilindrica).

e Elsistema de vacio que permite tener una baja presion en el interior
de la columna.

e Sistema de refrigeracion.

e Corrientes de alimentacion y sus controles.

e Dispositivos para la captura de imagenes.

En la parte superior de la columna se halla el dispositivo generador de
electrones o también llamado cafion electrénico. A continuacion, se encuentran
lentes condensadoras 0 magnéticas que se encuentran en el interior de la
columna y que se encargan de enfocar, dirigir y concentrar el haz de electrones.
Por otra parte, el sistema de vacio es una pieza fundamental porque el aire
puede desviar los electrones. La placa fotografica o pantalla fluorescente se halla
detras del objeto a visualizar para capturar la imagen aumentada. Finalmente,
todos los electrones son conducidos para formar una imagen final sobre una
camara digital de tipo Megaview Ill (EMSIS GmbH, Minster, Germany). Es una
camara de tipo CCD (dispositivo de carga acoplada) cuyo chip es de 10.2 mm X
8.3 mm, con una resolucion 1376 x 1032 pixel y que se encarga de convertir la
sefal luminosa en eléctrica. Las lentes generan los aumentos que le confieren el
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poder de resolucion. La imagen resultante posee diferentes intensidades de gris
gue se correlacionan con la dispersién de los electrones incidentes sobre la
muestra.

El microscopio de transmision utilizado en el capitulo VI ha sido un
PHILIPS TECNAI 12 con 120 KV y que posee una camara digital de tipo
Megaview Il (EMSIS GmbH, Mlnster, Germany).

10. Tincidén negativa para Microscopia Electronica de
Transmision.

Este tipo de ensayo se ha utilizado para la caracterizacion de los eventos de
fusién en vesiculas dependiente del dominio doble C2AB de Rabfilina-3A en
diferentes condiciones. Para ello se prepararon vesiculas unilamelares
pequefias (SUV) con una mezcla lipidica de POPC/POPS/PIP2 (65:25:10
mol/mol). La concentracion final de los SUV fue de 0.4 mM y se incubaron en
tampon Tris/NaCl a una concentracion final de 25 mM. En los casos donde se ha
estudiado la fusién bajo condiciones de calcio, la concentracién usada fue de 0.2
mM y en forma de CacClz. Por el contrario, cuando se ha trabajado en ausencia
de calcio se ha utilizado un agente quelante (EGTA) a 1 mM. Las proteinas
testadas se han empleado en la misma concentracion final de 15 uM.

El protocolo empleado ha sido la incubacion a 25°C durante 10 minutos
de los liposomas (SUV) con el tampdén y la proteina a estudiar con y sin
condiciones de calcio para cada muestra. Tras la incubacion se coloc6 sobre un
parafilm una gota de la mezcla y otra de acetato de uranilo (AcUr). Con unas
pinzas se sujetd una rejilla Formvar/carbon de 200 agujeros (mesh) con la que
se carga la mezcla por contacto, secandose el exceso sin tocar la superficie de
la rejilla (la superficie de trabajo de la rejilla es la cara mate). Tras cargar la rejilla
con la muestra se procedio a contrastar con el AcUr también por contacto durante
10 s y se seco el exceso del mismo modo. Se dejé secar durante al menos 5
minutos y se procedid a su visualizacion en el microscopio electronico de
transmision.

11. Inmunofluorescencia.

Para la realizacion de las inmunofluorescencias se han llevado a cabo los
siguientes pasos después de preparar las células en las condiciones apropiadas
segun el tipo de ensayo:

- Se realiz6 un lavado previo de las células con PBS (0.008 M fosfato de
sodio, 0.002 M fosfato de potasio, 0.15 M NaCl, pH 7.4) a temperatura
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ambiente al proceso de fijacion. Para ello se afiadid formaldehido 2%
durante 10 min, seguido de la incubacion de las células con cloruro de
amonio 50 mM durante otros 5 min, para neutralizar la accién del
formaldehido.

- Una vez fijadas, las células se lavaron convenientemente con PBS y a
continuacion se permeabilizaron con Tritdbn X100 en PBS durante 10 min,
para las lineas celulares MCF-7 y PC12 la concentracion de Triton X100
usada es del 0.1% y para el caso de MDA-MD-231 se utilizd6 una
concentracion de Tritdn X100 del 0.5%, todo ello a temperatura ambiente.

- Se procedi6 con otro lavado con PBS.

- A 25°C y en camara de humedad se realiz6 el bloqueo con Image-iT-FX
signal enhancer (Invitrogen, Oregon, USA) durante 30 min.

- El anticuerpo primario correspondiente se diluyé en BSA 1% y saponina
0.15% en PBS y se incub6 durante 1 h a 37°C dentro de la camara
humeda para evitar la deshidratacion de la muestra. Las diluciones de los
distintos anticuerpos varian en funcion de la proteina a estudiar:

PKCa ab4124 (1:100) Abcam, Cambridge Science Park.

HA sc7392 (1:200) Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Myc ab9106 (1:200) Abcam, Cambridge Science Park.

SNAP25
= ab41455 (1:200) Abcam, Cambridge Science Park.
= BD610367 (1:50) BD Biosciences: Becton Dickinson.

o Rabfilina-3A sc390915 (1:100) Santa Cruz Biotechnology, Inc.

- Lavado con PBS.

- Blogueo con BSA al 1% en PBS durante 20 min a 25°C.

- Incubacion con anticuerpo secundario durante 1 h en oscuridad a 25°C
diluido en BSA al 1% y en saponina al 0.15% en PBS. Los anticuerpos
secundarios van conjugados con un fluor6foro permitiendo asi la
visualizacion de la proteina a estudiar en el microscopio confocal. Se han
usado con las siguientes diluciones:

o Alexa fluor 488 (1:1000) ab150117 Abcam, Cambridge Science P.
o Alexa fluor 546 (1:1000) Invitrogen, Oregon, USA.
o Alexa fluor 647 (1:500) A11083 Invitrogen, Oregon, USA.

o O O

Se realiz6 un Ultimo proceso de lavado con PBS y se procedi6 al montaje
en un porta o se afiadi6é directamente la solucion DAPI-Prolong Gold antifade
reagent (Invitrogen, Oregon, USA) si esta en placa de pocillos para su directa
visualizacion al microscopio.
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12. Técnicas electroforéticas.

Se han utilizado dos métodos de electroforesis: agarosa y acrilamida. El
primer método es usado para separar fragmentos de ADN y de ARN de diferente
tamafo y el segundo método se ha usado para separar proteinas de diferente
tamano.

12.1. Gel de agarosa.

La cantidad de agarosa correspondiente para el porcentaje de gel a utilizar
se disolvi6 en el tampdn TAE que contiene trizma base 24.2% (p/v), acido acético
glacial 5.7% (v/v), EDTA 50 mM pH 8.0. Antes de que el proceso de
polimerizacion de la agarosa comenzara se afiadié la tincion del ADN comercial
SERVA DNA Stain G usando una dilucion de 1:30.000, para poder visualizar los
fragmentos de ADN posteriormente. EI ADN se carg6 en el gel mezclado con
tampodn de carga (azul de bromofenol 0.25% (p/v), glicerol 30% (v/v), Tris 0.5 mM
pH 8.0). Las muestras se sometieron a un voltaje de 90 voltios durante 45
minutos y fueron visualizadas en una fuente ultravioleta (UV) para visualizar los
fragmentos de ADN.

12.2. Gel de acrilamida.

Los geles de poliacrilamida usados se realizaron en condiciones
desnaturalizantes con la presencia de SDS (SDS-PAGE), siguiendo el método
desarrollado por Laemmli (1970). Este sistema fue utilizado en el Mini-PROTEAN
Tetra Cell (BioRad Laboratories, CA, USA). Para cada electroforesis se utilizaron
dos tipos de gel. Por un lado, se encuentra el gel separador, en el que las
muestras se van a separar en funcion de su tamafo. Para ello se preparé una
mezcla de acrilamida-bisacrilamida 10% (p/v), disuelta en tampdén Tris-HCI
0.375 M pH 8.8 y SDS 0.1% (p/v). El gel se polimerizé con persulfato amoénico
(PSA) 0.064% (p/v) y TEMED 0.064% (v/v). Cuando el gel separador estaba
polimerizado, se prepard sobre éste el otro tipo de gel, el gel concentrador, el
cual contiene acrilamida-bisacrilamida 5% (p/v), disuelta en tampon Tris-HCI
0.130 M pH 6.8 y SDS 0.1% (p/v), con PSA 0.1% (p/v) y TEMED 0.1% (v/v) como
agentes polimerizantes. La funcion del gel concentrador es conseguir que las
proteinas penetren al mismo tiempo en el gel separador.

Las muestras se disolvieron en tampén de carga (40 mM Tris-HCI pH6.8,
50 mM DTT (p/v), 1% SDS (p/v), 7.5% glicerol (p/v) y 0.003% azul de bromofenol
(p/v)) antes de cargar el gel concentrador. El tampdn de recorrido para que tenga
lugar la electroforesis contiene 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glicinay 0.1 %
SDS (p/v). Se cargaron las muestras en los geles y se aplico a un voltaje de 100
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V hasta que el frente paso el gel concentrador y entonces se incremento el voltaje
hasta 120-160 V y el frente lleg6 al final del gel separador.
12.3. Electrotransferencia (Western blots).

Una vez que ha acabado la electroforesis del gel de acrilamida con las
muestras adecuadas, se transfirieron desde ese gel a la membrana de
nitrocelulosa Hybond ECL (GE) que tiene un tamafio de poro de 0.2 um. Se
realiz6 en un sistema turbo de transferencia en semi-seco “Trans-Blot Turbo
Transfer System” (BioRad Laboratories, CA, USA) con un potencial de 25V
durante 20 minutos. El tampdn de transferencia se enfrié a 4°C y contiene el 1%
(v/v) del tampon comercial NUPAGE® Novex® y se afiadio un 10% extra de
metanol (v/v).

Una vez ha acabado el proceso de la transferencia y las proteinas estan
en la membrana de nitrocelulosa se procediéo al proceso de bloqueo con
albumina de suero bovina (BSA) a una concentracion del 2% (p/v) diluida en
TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween-20 0.1% (v/v)) durante 2
h a 25°C con agitacion leve. Asi se consiguio bloquear las posibles interacciones
inespecificas de los anticuerpos que se usaron a continuacion.

Tras este periodo de bloqueo de la membrana se realizé la incubacion con
los anticuerpos primarios que se diluyeron en la misma disolucion de bloqueo
(2% BSA en TBST). La incubacion tuvo lugar durante toda la noche a 4°C. Las
concentraciones empleadas de los anticuerpos primarios varian segun la
proteina a detectar:

e PKCa ab32376, dilucion 1:1000 (conejo).

e GAPDH ab9485, dilucion 1:2000 (conejo).

e HA sc7392, dilucién 1:500 (ratén).

e Myc ab9106, dilucién 1:500 (conejo).

e SNAP25

e ab41455, dilucion 1:500 (conejo).

e BD610367, dilucion 1:1000 (ratén).

e Rabfilina-3A sc390915,dilucion 1:100 (raton).

e Sintaxinala ab41453 dilucién 1:500 (conejo).

e VAMP2 SYSY 104202 dilucion 1:1000 (conejo).

A la mafiana siguiente se realiz6 un proceso de lavado en agitacién con el
tampon TBST y después se incubd con el anticuerpo secundario contra la
especie en la que haya sido hecho el anticuerpo primario. Los anticuerpos
secundarios se diluyeron en la misma disolucion que el primario (2% BSA en
TBST) y se incubaron durante 1 hora a 25°C. Los anticuerpos secundarios
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empleados van conjugados con la peroxidasa de rdbano picante (HRP) o una
sonda fluorescente. Las diluciones empleadas fueron:

e Anticuerpo de cabra anti-raton ab5887, dilucion 1:2000 (abcam)

e Anticuerpo de cabra anti-conejo ab6112 dilucion 1:2000 (abcam)

e Anticuerpo de cabra anti-raton Alexa fluor 488 A11017 dilucion 1:1500
(Invitrogen)

Tras la incubacion con el anticuerpo secundario se realizd otro proceso de
lavado con tampdn TBST. Si se ha utilizado un anticuerpo secundario conjugado
con una sonda fluorescente se puede visualizar directamente. En cambio, si se
ha utilizado conjugado con HRP requiere un revelado basado en una reaccion
guimioluminiscente.

Se ha usado un kit comercial WesternBright ECL-HRP substrate (Advansta)
basado en dos componentes que son mezclados en una proporcion 1:1y en la
que la membrana se incubaron durante dos minutos previos a su revelado. Esta
incubacion permitié la emision de quimioluminiscencia tras la conversion del
sustrato de la reaccion y fue captado por el equipo Amersham Imager 600 series
(GE) que posee una camara CCD (con una resolucion de 2048 x 1536, 3.2
Mpixel y un rango dindmico de 16-bit, 4.8 6rdenes de magnitud) y que esta
ubicado en el Servicio de Imagen del Servicio de Apoyo a la Investigacion de la
Universidad de Murcia. Para el revelado del Alexa fluor 488 se utilizé el modo
fluorescencia, si es para cualquier otro anticuerpo conjugado con HRP
usariamos la opcién guimioluminiscencia, en ambos casos usando la opcion
“high dynamic range” para obtener la mejor sefial sin que llegue a saturacion
para poder analizarlas posteriormente por densitometria en el programa Fiji-
image J-NIH (Schindelin et al., 2012).

13. Procesamiento y analisis de imagen.

13.1. Analisis de western blot por densitometria con Fiji-
Imaged.

Para comenzar el andlisis del western blot la imagen debia estar en
formato tif y en 8 bits. El software Fiji-lmageJ interpreta los datos crudos de la
imagen en tres dimensiones tomando el ancho y alto de las bandas donde hay
sefal quimioluminiscente. Esto se realizo tras seleccionar las areas a estudiar y
utilizando la herramienta “Plot lines”. La densidad de una banda es una medida
como el volumen total bajo el pico tridimensional que se apreciaba como imagen
bidimensional en el perfil obtenido en el punto 2 del flujo de trabajo de la figura
[1.13. Se ajusté manualmente con precision el area a estudiar eliminando el ruido
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de la propia imagen mediante el uso de “Straight” (lineas azules del punto 3 de
la figura 11.13.1.). Tras haber delimitado el area pudimos cuantificar ésta en cada
uno de los casos o bandas mediante la herramienta “Wand (tracing) tool” que
nos permitid ir seleccionando una a una y obteniendo el valor del area como se
aprecia en los puntos 4 y 5 de la figura 11.13 del flujo de trabajo para este analisis.
Estos resultados se utilizaron para cuantificar las diferencias relativas entre las
condiciones testadas en cada uno de los western blot realizados.
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Figure 11.13. Flujo de trabajo para analizar un western-blot mediante densitometria usando el
software Fiji-lmageJ. En el primer paso (1) se seleccionan las areas de interés a estudiar. Después se
dibujan los perfiles que representan la intensidad de los pixeles de cada banda presente dentro de las areas
seleccionadas en el paso 1. Como tercer paso (3) ajustan los perfiles de cada banda eliminando las zonas
gue representen ruido basal (lineas azules). En el paso cuarto (4) se van identificando uno a uno los picos
obtenidos resultando en un valor correspondiente para cada uno en forma del area que representa (5).

13.2. Analisis del ensayo de ligacion por proximidad (PLA)
mediante el software Fiji-Imaged.

El andlisis de las imagenes obtenidas por el ensayo de ligacion por proximidad
(PLA) requirio la deteccion de los puntos maximos que equivalen a cada una de
las reacciones que ha tenido lugar por la proximidad de las proteinas a estudiar.
Cada stack de imagenes contenia en este ensayo diferentes tinciones aunque
para este andlisis requeriamos el uso del canal del Alexa 647 en el que se marco
el SNAP25 y que nos sirvid como guia para delimitar la célula ya que es una
proteina de membrana. Fue en ese canal donde seleccionamos célula a célula
su forma mediante la herramienta del software “ROI”. Una vez delimitada se
cambio al canal del Cy3 donde se encontraban las sefiales positivas del ensayo
a cuantificar. Se utilizd6 ahora la herramienta “Find Maxima” del software Fiji-
ImageJ y mediante el ajuste manual de la tolerancia del ruido de cada imagen
se obtuvo el nimero de puntos por célula (Fig. 11.14).
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Figurall.14. Andlisis de puntos obtenidos mediante el ensayo de ligacién por proximidad en la célula
total. Se seleccionan las &reas de interés, en este caso cada una de las células a cuantificar y mediante el
software Fiji se cuantifican el nimero de puntos obtenidos (Find Maxima tool).

Otro tipo de analisis empleado con las imagenes obtenidas del ensayo
PLA ha sido su cuantificaciéon en la membrana y en el citoplasma. Para ello se
recurrid6 de nuevo a la imagen donde esta tefiida la proteina SNAP25 que se
encuentra solamente en la membrana pudiendo seleccionar un ROI en esta zona
unicamente. Se volvié de nuevo al canal de Cy3 para proceder mediante “Find
Maxima” a la cuantificacion de los puntos en dicha region. Se realizd este mismo
analisis célula a célula obteniendo asi el nimero de maximos en la célula total y
en la membrana y la diferencia en cada célula que corresponde a los maximos
del citoplasma en cada caso (Fig. 11.15).
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Figura I.15. Analisis de puntos obtenidos mediante el ensayo de ligacién por proximidad en la
membrana celular. Se seleccionan las areas de interés, en este caso la membrana plasmatica de cada
una de las células a cuantificar y mediante el software Fiji se cuantifican el niUmero de puntos obtenidos
(Find Maxima tool).

14. Microarrays.

El estudio de los transcritos de ARN en ausencia de PKCa en los que se
baso el capitulo V fue realizado anteriormente en el Departamento de Bioquimica
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y Biologia Molecular-A de la Universidad de Murcia por el Dr. Rubén Lépez
Nicolas como se resume a continuacion.

Se transfectaron las células MCF-7 mediante electroporacion del mismo
modo que se indica en pasos previos (SIRNA PKCa) y se recogieron las células
los dias de maxima inhibicion. Posteriormente se extrajo el ARN total utilizando
el RNeasy Plus kit para después marcarlo con biotina. El proceso de marcaje
requiere una serie de pasos (figura 11.16):

e la transcripcion reversa.

e purificacién del cADN obtenido.

e transcripcion in vitro del cADN donde el nuevo ARN sintetizado se
marco con biotina.

e se utilizé el kit comercial MessageAmp™ IlI-Biotin Enhanced Kit
siguiendo las condiciones del fabricante.

¢ el ARN marcado se fragment6 para hibridarlo con el GeneChip®
Probe Array (Affymetrix) durante 16 horas a 45°C.

e Se introdujo el chip en las “Fluidics Stations” antes de escanearlo
en el Affymetrix® GeneChip® Scanner 3000.

Tras el escaneo, los resultados obtenidos se analizaron con el programa
R para la extraccion de una lista de los genes expresados con diferencias
significativas entre las células donde se ha inhibido la expresion de PKCa y las
que se han transfectado con un ARN interferente control para secuencias del
genoma de mamiferos.

Por dltimo los genes resultantes se introdujeron en la base de datos
“GENECODIS” http://genecodis.cnb.csic.es/ y se realizd una clasificacion
basada en Gene Ontology y también en KEGG pathways.
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Figure 11.16. Un ciclo de preparacién de las muestras para el estudio del perfil de expresion génica.
El flujo de trabajo muestra los pasos desde la extraccion del ARN o poli(A)-ARN. El cebador posee una
cola poli (T) y el sitio de unién de la polimerasa T7 [T7—oligo (dT) cebador] es usado para la transcripcion
reversa, resultando en la sintesis de una primera cadena complementaria ADN (cADN). La segunda cadena
de cADN es completada obteniéndose una doble cadena de cADN. En un ciclo de este método, la doble
cadena de cADN es usada como molde para la transcripcién in vitro con ribonucleétidos biotinilados.
Obtuvimos asi una muestra de ARN biotinilado. Después se procedié a la fragmentacion del cARN y la
muestra estaba preparada para ser analizada hibridando en el array, lavada, tefiida y finalmente escaneada.
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15. Determinacion del perfil de fosforilacidn de
quinasas.

Analizar el perfil de fosforilacion de quinasas y de sus proteinas sustrato
es esencial para la comprension de cdmo las células reconocen y responden a
los cambios de su entorno. En el capitulo V se utilizé el kit comercial Phospho-
kinase Array de humanos (Proteome profiler, R&D SYSTEMS, bio-techne). Se
han analizado simultdneamente niveles relativos de la fosforilacion de 43 sitios
de fosforilacion de quinasas y 2 proteinas totales relacionadas.

El principio de este ensayo consiste en la captura de anticuerpos control
y de las proteinas a analizar en dos puntos por duplicado en membranas de
nitrocelulosa. Los lisados celulares se diluyeron y se incubaron toda la noche con
las membranas permitiendo ser detectados posteriormente por estreptavidina-
HRP y con una solucion quimioluminiscente. La sefial obtenida en los diferentes
puntos correspondia a la cantidad de proteina fosforilada unida (figura 11.17) y
para hallar la correspondencia de cada punto con los distintos casos se utilizo la
plantilla del array mostrada en la figura 11.18.

MEMBRANA TIPO A MEMBRANA TIPO B
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Figll.17. Membranas control de un lisado de MCF-7 sin tratar. La parte de la izquierda corresponde con
la membrana Ay la parte de la derecha corresponde a la membrana B.
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Human Phospho-Kinase Array Coordinates

Figura I1.18. Plantilla de las membranas del kit de estudio del perfil de fosforilaciones de quinasas
en humanos. En esta plantilla se observan las dos membranas con los puntos disponibles a estudiar. La
membrana tipo A acaba en la columna n°10 y la membrana tipo B comprende desde la columna n°11 hasta
la n°18. En las tablas 11.15.1. y 11.15.2 de este capitulo se puede comprobar la correspondencia de cada uno
de los puntos de las membranas.

Se siguieron las instrucciones comerciales que se resumen en los pasos

descritos a continuacion:

Las membranas fueron bloqueadas con 1 ml de tampon comercial Array
Buffer 1 por cada membrana. Se realizé en agitacién durante 1 horay a
temperatura ambiente.

Posteriormente se preparo el lisado celular con un volumen de 2 ml por
muestra para poner 1 ml para la membrana tipo A y otro ml para la
membrana tipo B. Las células que se utilizaron fueron MCF-7 y se
transfectaron para silenciar la PKCa mediante electroporacion como se
indicé anteriormente y se sembraron en placas recogiéndose los dias de
maxima inhibicibn como también se ha indicado anteriormente.

La concentracion celular fue de 5x10° células lisadas en 500 pl de tampén
de lisis del kit (n° 6) y mediante el uso de jeringa, se incubd a 4°C durante
30 minutos y se centrifugé a 14.000 g durante 5 minutos. El volumen
maximo permitido es de 334 pl por array set (membrana A y membrana
B) y se completo el volumen hasta 2 ml con el tampdn Arrayl.

Se eliminé el tampo6n de blogueo y se afiadi6 el lisado celular en ambas
membranas y se dejo incubar toda la noche en agitacion y a 4°C.

Lavado con el tampdn comercial en placas con un volumen de 20 ml, un
total de tres veces durante 10 minutos cada vez y en agitacion.

Se prepard 1 ml del Coctel A de deteccion de anticuerpos (DAC-A) para
la membrana A y otro ml se afiadi6 del coctel B (DAC-B) para la
membrana B.
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e Para la preparacion de la dilucidon de estos cocteles de anticuerpos tanto
A como B, se preparoé el tampon Array 2/3 que consistio en mezclar 2 ml
del tampdn 5x Array n°® 2 con 8 ml del tampdn Array n°® 3. Se tom6 20
del stock Coctel tipo A y se diluyé en 1 ml de tampon Array tipo 2/3 e
igualmente se hizo con el coctel tipo B. Los anticuerpos se incubaron con
las membranas durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion.

e Lavado de las membranas con el tampdn comercial de la misma forma
indicada en el lavado anterior.

e Se procedio a incubar ahora las membranas con 1ml de estreptavidina-
HRP (1:1000) durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion.

e Lavado como en pasos anteriores.

e Revelado de las membranas. Para ello se utilizé la mezcla de los reactivos
Chemi Reagent con una dilucion 1:1. Esta incubacion permitio la emision
de quimioluminiscencia tras la conversion del sustrato de la reaccion y fue
captado por el equipo Amersham Imager 600 series (GE) como se ha
indicado anteriormente en el Western blot. Las imagenes obtenidas
fueron analizadas por densitometria con el Fiji-imageJ-NIH como se
indica en ese mismo apartado.

A continuacion, se detallan las coordenadas de las membranas y las
proteinas que se chequean en cada caso (Tablas 1.4 y 11.5). Se incluyen los
controles positivos y negativos (indicado en la tabla como Reference spot y
PBS Negative control, respectivamente).
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Tabla Il.4. Proteinas y sitios de fosforilacion que se estudian en cada uno de los puntos de las
distintas membranas.

Membrane/
Coordinate

A-A1, A2
A-A3, A4
A-AS, A6

A-A7, A8

A-R9, A10
B-A13, A14
B-A17,A18
A-B3, B4
A-BS, B6
A-B7, B8
A-B9, 810
B-B11,812
B-B13, 814
A-C1, Q2
A-G, (4
A-G5, (6
A-(7,@8
A-C9,C10
B-C11,(12
B-(13, (14
B-C15,C16
A-D1,02
A-D3, D4
A-D5, D6
A-D7,08
A-D9,010
B-D11,012
B-D13,D14
B-D15,D16

Target/Control

Reference Spot
p38a
ERK1/2

INK1/273

GSK-3a/p
ps3
Reference Spot
EGFR
MSK1/2
AMPKa1

Akt 1/2/3

Akt 1/2/3

P53

TOR

(REB

HSP27
AMPKa2
p-Catenin
p70 56 Kinase
p53

¢-Jun

Ste

Lyn

Lck

STAT2

STAT5a

p70 56 Kinase
RSK1/2/3
eNOS

Phosphorylation
Site
1180/Y182

1202/Y204, 1185/
Y187

T183/Y185,1221/
Y223

521/59
5392
Y1086
§376/5360
1183

5473
1308

546
52448
5133
578/582
172
1389

515

563

Y419
Y397
Y394
Y689
Y694
T421/5424
5380/5386/5377
ST

DuoSet® IC(Total) ELISA | DuoSet® IC (Phospho) ELISA

Development System

DY(8691B

DYC1205

DYC2157
DYC1043

DY(1854

DY(3197
DYC1043
DYC1580
DY(1329
DY(89%2
DY(1043

DY(8962

Development System
DY(8698
DY(10188

DY(1387

DY(2630
DY(2996

DY(3528
DY(8878
DYC1489
DYC1665
DY(2510
DY(2314

DY(896

DY(1839
DY(2685
DY(3936

DYC8965
DYC889B
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Tabla I1.5. Continuacién de la tabla anterior para saber las proteinas y sitios de fosforilacion que se
estudian en cada uno de los puntos de las distintas membranas.

Membrane/ Target/Control Phosphorylation DuoSet® IC (Total) ELISA | DuoSet® IC (Phospho) ELISA
Coordinate Site Development System Development System
A-E1,E2 Fyn Y420 e R
A-E3, E4 Yes Y426 — DY(3929
A-E5,E6 Fgr Y412 — —
A-E7,E8 STAT6 Y641 — —
A-E9, E10 STATSb Y699 — —
B-E11,E12 STAT3 Y705 — DYC46078
B-E13,E14 p27 1198 DYC2256 —
B-E15,E16 PLC-y1 Y783 e R
A-F1,F2 Hek Y41 — —
A-F3,F4 Chk-2 T68 — DYC1626
A-F5, F6 FAK Y397 DYC4467 DYC4528
A-F7,F8 PDGF RB Y751 DYC385 DY(3096
A-F9,F10 STATSa/b Y694/Y699 e R
B-F11,F12 STAT3 S727 — —
B-F13,F14 WNK1 T60 — DYC4720
B-F15, F16 PYK2 Y402 — —
A-G1,G2 Reference Spot — —_ —_
A-G3, G4 PRAS40 1246 e DYC6890
A-G9, G10 PBS (Negative Control) —_ e —_
B-G11,G612 HSP60 — DYC1800 —
B-G17,G18 PBS (Negative Control) J— — —

16. Analisis Array Quinasas.

Para el analisis del perfil de fosforilacion de quinasas se realiz6 otra
densitometria como se ha descrito en el apartado 13.1 de este mismo capitulo.
Las diferencias residieron en el tratamiento previo de la imagen. Al ser una serie
de puntos a comparar entre membranas distintas se requirié la realizacién de
una plantilla generada mediante el software Fiji-ImageJ y el uso de ROl manager.
Cada membrana estaba provista de controles negativos y positivos para poder
cuantificar de forma relativa los resultados obtenidos en la imagen
qguimioluminiscente. Ademas cada elemento de estudio estaba por duplicado.
Los controles positivos del ensayo se consideraron la sefial maxima a partir de
la cual se relativizaron el resto de medidas en porcentaje. Los controles
negativos se consideraron el ruido a extraer de todas las medidas (Figura 11.19).
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Fig. 1.19. Anédlisis de las membranas del Array de quinasas fosforiladas. Se seleccionaron las zonas
de interés, es decir, donde estaban los puntos con anticuerpos fijados usando el ROl manager se generé
una plantilla para utilizarla en las membranas a comparar para igualar areas de estudio. Se midi6 la
intensidad de la sefial y por comparacion con las condiciones control se han obtenido los resultados.

17. Aislamiento, cuantificacion y analisis del ARN.

Se han preparado las muestras de la misma forma que se ha descrito
anteriormente en este mismo capitulo. Se transfectaron y en el dia de maxima
inhibicion para las células MCF-7 se extrajo su ARN mensajero con RNeasy®
Plus Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) para la validacién mediante PCR a
tiempo real (QPCR). Posteriormente se analiz6 la extraccibn con un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDropTech, Wilmington, DE, USA)
midiendo concentracion y relacion de absorbancia a 260/280 y 260/230. Las
muestras utilizadas fueron las que presentaban un rango de absorbancia de
260/280 >2.0 y 260/230 de 2.0-2.2 para asegurar una baja contaminacion de
proteinas y compuestos fendélicos que acttan como inhibidores de la reaccion de
PCR. Ademas se comprobd que las moléculas de ARN aisladas presentaban
la calidad y concentracion suficientes para hacer una PCR a tiempo real
mediante un sistema electroforético capilar 2100 Bioanalyzer de Agilent
Technologies mostrado en la figura 11.20 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) ubicado en el Servicio de Biologia Molecular (SAI) de la Universidad de
Murcia. Este equipo permitié determinar la concentracion, calidad y tamafio
de ADN, ARN y proteinas. Combinaba la rapidez en la separacion
electroforética y el analisis de los datos, con una reproducibilidad, resolucién
y sensibilidad muy elevadas. Se utiliz6 un chip RNA 6000 Pico con una
sensibilidad de 50-5000 pg/ul.
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Figura Il. 20. Imagen del bioanalizador de Agilent Technologies (izquierda) y representacion de las
muestras analizadas (derecha).

18. PCR a tiempo real (qPCR).

Una vez aisladas las muestras de ARNm y analizadas para asegurarnos
gue la muestra de partida posee la calidad necesaria se procedio a la obtencién
del cADN que se utilizé en la PCR a tiempo real (QPCR). El paso de conversion
de ARN a ADN se llevé a cabo mediante RT-PCR (reaccion de PCR con
transcriptasa reversa) usando un kit comercial iScript Reverse Transcription
Supermix (Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Por otra parte, también fue necesario disefiar los oligos o cebadores para
las diferentes reacciones de qPCR y se utiliz6 el software Primer Express® v3.0
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) (Tabla 11.6). Los pares de
oligonucledtidos pueden formar estructuras secundarias o dimeros, dicha
tendencia se evalu6 con el software OligoAnalyzer v1.0.3 (Freeware, Teemu
Kuulasmaa, Finland) en la concentracion final de sales a la que se trabajé que
fue 50 mM. Ademas, se hicieron controles sin cADN (No TemplateControls,
NTCs) para comprobar la ausencia de estas formaciones ya que podian resultar
como falsos positivos. La gPCR se realiz6 en el equipo 7500 Fast Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) ubicado en el Servicio
de Biologia Molecular del SAI de la Universidad de Murcia.
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Tabla I1.6. Oligonucleétidos utilizados para los ensayos de qPCR y sus concentraciones.

RefSeq NOMBRE SECUENC!AS [nM]
GEN OLIGONUCLEOTIDOS gPCR

w_o20a6 | GarDn | SASHICSCTASICHOCTS g
i oonoizses | emems | SAAISCTCOOCOTICE | g
w_oonirzos | picas | SACCSMSTECTENCGRE | g
wiooszn | eor |, BCICCIECOCREIET T o
wioooss | moms | | Aceeeestemeen T g
i omoz | poeea |, Seiececonerienie
i oo1ira0is | seaws | , SSASACATTGRGTCGOTGE
wiooszs | csta | SATSIMGTEITEINGT g

La sonda utilizada fue SYBR® Green (Applied Biosystems, Inc., Foster
City, CA) que es inespecifica e interacciona con la hendidura menor del ADN
dando lugar a un complejo ADN-sonda que absorbe luz a 497 nm y emite
fluorescencia con un maximo de 520 nm que puede ser cuantificado (Figura
[1.21). Al ser la sonda inespecifica las muestras se midieron en singleplex (cada
muestra en un pocillo independiente), se realizaron curvas de calibracion
indirectas basadas en la cantidad inicial de ARN. Ademas se utilizo ROX™ como
referencia pasiva. Finalmente, para cada gen y condicion se llevaron a cabo
duplicados técnicos y triplicados biologicos.
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Figura I1.21. Esquema funcionamiento de la sonda SYBR Green utilizada en los ensayos de qPCR.
Esta sonda se une de forma inespecifica a las dobles cadenas de ADN (dsADN) como ocurre en el paso 1
y 4. En el primer paso se unira pero al someter a las moléculas de dsADN a una desnaturalizacion (paso 2)
se pierde esta interaccion y permite que los oligos o cebadores hibriden para que se amplifiqguen los
fragmentos (paso 3). Finalmente en el Ultimo paso (4) obtendremos una amplificacion de las moléculas de
dsADN con el SYBR Green unido emitiendo una sefal de fluorescencia medible por el equipo de gPCR
(imagen tomada de www.thermofisher.com).

19. Analisis de las eficiencias y de los ratios de
expresion relativa en qPCR.

Se realizé una cuantificacion en términos absolutos. Se relaciono la sefial de
amplificacion obtenida con el contenido en ADN mediante curvas de calibrado
(Figura 11.22). Para ello es necesario que la gPCR de la muestra y la de las
muestras de la recta de calibrado posean la misma eficiencia de amplificacion
(E) (Bustin et al., 2013). Se calculé para cada gen a partir de la pendiente de la
recta que representa de forma semilogaritmica el ciclo umbral (Ct) frente a los
ng de ARN de partida (Applied biosystems, 2014). Asi la eficiencia (E) se obtiene
como se indica en la ecuacion (1), sera adimensional y comparable entre
reacciones RT-Q-PCR:


https://es.wikipedia.org/wiki/Curva_de_calibrado
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Eficiencia_de_amplificaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
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Lo importante es que los genes de referencia sean reales, es decir, no
sufran de variaciones con el tratamiento a estudiar. Se eligieron dos genes para
normalizar, por un lado la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y
por otro la molécula de adhesion espermatica 1 o hialuronidasa PH-20 (SPAML1).

Threshoid

Figura 1.22. Ejemplo de curva de amplificacion. Vemos la fase de Plateau (a), la fase lineal (b), la fase
exponencial (c), el ruido que se obtiene (d) y la linea de base que marca el inicio del rango de la
fluorescencia (e).

Se utilizo la ratio (R) calculada con la expresion relativa de las eficiencias
y los valores de Ct de los genes que se cuantificaron y los de referencia. Ademas
para evitar las variaciones inespecificas de la técnica se siguié el modelo
matematico de eficiencias corregidas de la ecuacion (2) (Filion Martin., 2012; M
W Pfaffl, 2001).

~ (EOb]_)ACt obj (control—siRNA) (2)

R =
(Erer)

ACtref (control-siRNA)

Los datos obtenidos se analizaron con el software REST© 2009 y también
para el calculo de las expresiones relativas (p<0.05%). Dicho software realiza un
test de aleatorizacion (Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test©) que
tiene la ventaja de calcular sin hacer suposiciones sobre la distribucion de
probabilidad de los datos (Filion Martin., 2012; Michael W Pfaffl, Horgan, &
Dempfle, 2002).
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20. Controles de calidad para el analisis del
microarrays.

Antes de analizar los datos obtenidos de los microarrays se llevo a cabo el
control de calidad del microarray (http://arrayanalysis.org/main.html). Para ello
se realiz6 un andlisis de comparacion entre microarrays denominado PCA (en
inglés: Principle Component Analysis) después de que los datos hayan sido
normalizados con el algoritmo RMA (en inglés: Robust Multiarray Average). Se
obtuvieron como se muestra en la figura 11.23 los cinco microarrays que fueron
seleccionados para su posterior analisis, en rojo los que pertenecian a las células
control y en azul a los microarrays de las células a las que se les inhibio la
expresion de PKCa.

PCA (85.3%)
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Figura 11.23. Representacion del analisis PCA (analisis de componentes principales) después de la
normalizacién RMA. Las esferas de color rojo representan los microarrays de las células MCF-7 control y
en azul se representan los microarrays de las células MCF-7 a las que se inhibié la expresion de PKCa. Las
5 esferas representan los microarrays analizados que explican el 85.3% de los datos.

Posteriormente se comprobo la distribucion de los microarrays mediante
el calculo de expresiones relativas en escala logaritmica, llamado RLE (en inglés:
Relative Log Expression). Estos valores son calculados para cada gen mediante
la relacion entre la expresién del gen estudiado y la mediana de todos los genes
analizados. Se espera que no haya variaciones en el array resultando en
proporciones alrededor de 0 y una distribucion similar traduciéndose como datos
con calidad suficiente para poder ser analizados. En el caso de los controles se
observé la homogeneidad entre ellos (figura 11.24 muestras 1 y 2), al igual que
ocurrio en el caso de los tres microarrays para las células con la PKCa silenciada
(figura 11.24 muestras 3, 4y 5).


http://arrayanalysis.org/main.html
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Figura 11.24. Representacién RLE plot (expresion relativa en escala logaritmica) de los microarrays
analizados. Se representan los microarrays de las células control (1 y 2) y los de las células en ausencia
de PKCa (3,4 y 5).

Otros controles que se llevaron a cabo fue el control de integridad del ARN,
que verifica el estado de las moléculas ya que se podrian haber visto afectadas
en el proceso de preparacion y que estuvieran fragmentadas. Se representa en
la figura 11.25 la intensidad media de cada gen con respecto a la intensidad del
conjunto de genes. En Affymetrix se realizan normalmente varias pruebas para
el mismo gen, comprobando asi, si esta integro. La degradacion comienza en el
extremo &’, esperando que las intensidades globales obtenidas sean menores
que las de 3'. Si la degradacién del ARN es alta, se obtendrian pendientes desde
5 a 3 en las curvas de intensidad. En nuestro caso no se observé dicha
degradacion (figura 11.25). Ademas, también se realizaron controles de marcaje
y de hibridacion previos al andlisis de los datos.
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Figura 11.25. Control de calidad del ARN usado en los microarrays. Se representan las intensidades
medias de las sondas de Affymetrix para comprobar si hay degradacion. 1 y 2 son los microarrays de las
células control y 3, 4 y 5 son los microarrays de las células con la expresion de PKCa inhibida.
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21. Analisis estadistico.

La significacion estadistica se evalué mediante el test de la distribucion t
de Student, D’Agostino & Pearson omnibus normality test (a=0.05), Kruskal-
Wallis, %2y el andlisis de la varianza, en los casos en los que cada uno de estos
andlisis pudiera aplicarse. El valor de p<0.05 se consideré estadisticamente
significativo. Estos analisis se realizaron gracias al uso del programa GraphPad
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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RESUMEN

La isoforma clasica a de la familia de las PKC posee un importante papel
en el cancer de mama, en la mayoria de los casos se encuentra sobre-expresada
favoreciendo la supervivencia y desarrollo de los tumores. Por otra parte, la
hiperforina es un fluoroglucinol que se encuentra en la hierba de San Juan
Hypericum perforatum L. Este compuesto posee muy diversas propiedades entre
las que se encuentra su capacidad anti-tumoral. Por ello, en este capitulo se
disefié una terapia combinada basada en la inhibicion de la expresion de PKCa
junto con el tratamiento de hiperforina. Asi, se consigui6 inhibir la proliferacion
celular de la linea de cancer de mama MDA-MB-231 con una concentracion baja
de hiperforina, teniendo asi un tratamiento con menor toxicidad. Ademas, este
tratamiento combinado aumentd los niveles de apoptosis y la sintesis de
proteinas marcadoras de los procesos de autofagia. Los resultados de este
capitulo sugieren que PKCa e hiperforina pueden cooperar en alguna de las
rutas de sus mecanismos de accion.
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RESUMEN

La salinomicina es un ionéforo de potasio con propiedades antibidticas
aislado de Streptomyces albus. Recientemente se ha descubierto su efecto anti-
tumoral porque consiguié reducir 300 veces mas la proporciéon de células madre
de cancer en comparacion con el paclitaxel. Por otra parte, la isoforma clasica a
de la familia de las PKC posee un importante papel en el cancer de mama, en la
mayoria de los casos se encuentra sobre-expresada favoreciendo la
supervivencia y desarrollo de los tumores. En este capitulo se disefié una terapia
combinada que consistié en la inhibicion de la expresion de PKCa y el
tratamiento con hiperforina en dos lineas modelo de cancer de mama como son
MCF-7 y MDA-MB-231. Se consiguio inhibir la capacidad proliferativa en ambos
casos. Ademas, se observo el incremento en los niveles de apoptosis y el
aumento en la sintesis de proteinas marcadoras de autofagia como LC3B. Los
resultados sugieren que la salinomicina junto a PKCa podrian ser un buen
tratamiento para este tipo de patologias siendo necesarios futuros estudios.
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RESUMEN

El estudio del perfil de expresion génico de células y tejidos ha supuesto uno de
los avances mas importantes en medicina permitiendo analizar los cambios que
ocurren en patologias como el cancer de mama estudiado en este capitulo. Tras
comprobar que el papel de PKCa es clave en esta patologia, se decidioé analizar
este tipo de estudio en la linea celular MCF-7. En este capitulo se han validado
los resultados del microarray mediante qPCR y se disefid una terapia combinada
basada en los cambios observados en el perfil génico tras la inhibicién de PKCa.
Esto se realiz6 mediante el uso de inhibidores especificos contra proteinas
sobre-expresadas en las rutas activadas como consecuencia de la ausencia de
PKCa. Esta terapia fue validada mediante ensayos de proliferacion, migracion y
apoptosis. Ademas, se realizé un estudio de los cambios registrados en el perfil
de fosforilacién en esta linea celular al inhibir la expresion de PKCa, dejando
clara su posicion estratégica en este tipo de patologias.
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RESUMEN

Numerosas proteinas involucradas en la liberacion de los neurotransmisores
comparten un dominio regulador estructural como es el dominio C2. Rabfilina3A
es una de estas proteinas y esté involucrada en la regulacion de la exocitosis de
vesiculas regulada por Ca?* en neuronas y células endocrinas, pero su funcién
exacta esta aun por determinar. Nuestro grupo en colaboracion con el IBMB-
CSIC ha determinado las estructuras cristalinas de los complejos formados por
el C2B de rabfilina3A con SNAP25 y C2B con fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato
(PIP2). En este capitulo se ha utilizado el ensayo de ligacion por proximidad
(PLA) para caracterizar los mecanismos moleculares que median la interaccion
de Rabfilina3A con SNAP25 en células PC12. Ademas, también se ha
conseguido caracterizar la union in vitro mediante la técnica de resonancia de
plasmon de superficie (SPR) del dominio C2AB de rabfilina3A con SNAP25. Por
otro lado, se ha determinado que el tandem de dominios C2AB posee un efecto
sobre la curvatura y fusibn de membranas lipidicas SUV, compuestas por
POPC/POPS/PIP: y visualizadas mediante tincidbn negativa con microscopia
electronica de transmision (TEM).







Caracterizacién de la interaccion entre las proteinas Rabfilina-3A y SNAP25 en 103
células PC12
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1. Discusion General.

Las proteinas de membrana engloban las denominadas proteinas periféricas
de membrana. Son proteinas que se asocian de modo transitorio con las
membranas a través de interacciones o mecanismos basados en un equlibrio
dinamico de las superficies de interaccion o modificaciones post-traduccionales
como GPI, palmitoilaciones o miristilaciones (Basso et al., 2016). Ademas, la
regulacion del funcionamiento de estas proteinas permite controlar los procesos
celulares y evitar el desarrollo de patologias. Ademas, las proteinas periféricas
de membrana o simples dominios tienen la capacidad de difundir libremente
desde el citosol a la membrana plasméatica u otras membranas intracelulares
donde ejercen su funcion determinada.

Los dominios C2 son un ejemplo de dominios periféricos de membrana que
presentan mecanismo de doble diana y son descritos junto con los dominios C1
de la familia de la proteina quinasa C (PKC) como las primeras proteinas
periféricas de membrana, pudiendo responder a diacilglicerol (DAG) y calcio y
traslocar la PKC a la membrana plasmatica para ejercer su funcién (Oancea &
Meyer, 1998).

En esta tesis doctoral se ha trabajado con dos ejemplos de proteinas que
comparten en su estructura el dominio regulador periférico C2, como son la
isoforma clasica PKCa y la proteina Rabfilina-3A.

Por un lado, se ha estudiado el potencial de dos compuestos que son la
hiperforina y la salinomicina como posibles farmacos para el tratamiento del
cancer de mama con las lineas modelo para el tratamiento quimioterapico y
hormonal MDA-MB-231 y MCF-7, respectivamente y su relacién con PKCa.

La inhibicion de la expresiéon de PKCa consigue reducir al 50% y al 20% la
capacidad proliferativa en las células MCF-7 y MDA-MB-231, respectivamente.
La hiperforina posee un efecto anti-tumoral, debido a que reduce la proliferacion
y es pro-apoptotica. Ademas, induce la expresion de proteinas marcadoras del
proceso de autofagia. Cuando este tratamiento se empleo junto con la inhibicion
de PKCa se consiguié una reduccioén total de la capacidad proliferativa de forma
mas rapida y a menor concentracion de ésta, pudiendo reducir los niveles de
toxicidad. EI mismo efecto ocurrié con los niveles de apoptosis. Los datos
sugieren que la hiperforina comparta algun mecanismo de accion con la PKCa
en el proceso de proliferacion y de apoptosis de la linea celular MDA-MB-231.

En el caso de la salinomicina los resultados confirmaron que el tratamiento
con salinomicina en las células MCF-7 y MDA-MB-231 redujo de forma muy
significativa la capacidad de proliferacion. Al combinar este tratamiento con la
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ausencia de PKCa se pudo obtener la inhibicién de dicha capacidad a menor
concentracion de salinomicina evitando los problemas de citotoxicidad
observados in vivo. La relacion de la salinomicina y la apoptosis ha sido
ampliamente descrita en multitud de canceres incluyendo el de mama y resultd
igualmente efectiva presentando un efecto pro-apoptdtico en ambas lineas
celulares, pero sin efecto cooperativo con la ausencia de PKCa. Se estudid
también el efecto en el proceso de autofagia mediante la expresion de proteinas
marcadoras como es LC3B e indujo un incremento en los niveles de expresion
para esta proteina. Ademas, interesa remarcar que la salinomicina provoca la
recuperacion de la sensibilidad a tratamientos quimioterapicos mediante la
inhibicion de genes como la proteina de resistencia en el cancer de mama
(BCRP) y proteinas de resistencia multiple a farmacos (MDR). Se requerirdn méas
investigaciones para comprender y descubrir el mecanismo de accion de
hiperforina y de salinomicina.

Debido a que PKCa posee un importante papel en el cancer de mama ya que
en la mayoria de los casos se encuentra sobre-expresada favorenciendo la
supervivencia y desarrollo de los tumores se realizd un estudio del perfil génico
de las células MCF-7 con el fin de comprender que cambios ocurrian en el
genoma al inhibir la expresion de PKCa. En esta tesis doctoral se han validado
los resultados mediante qPCR y se realizo el disefio y validacion de una terapia
combinada con la inhibicién de otros genes (PLCB4, PKA, ErbB4 y PDGFR) que
se veian sobre-expresados como consecuencia de la ausencia de PKCa. Los
resultados obtenidos sobre el efecto en la capacidad de proliferacion, migraciéon
y apoptosis en ausencia de PKCa y los inhibidores especificos confirman nuestra
hipotesis de un posible efecto sinérgico de esta estrategia. Ademas, se estudio
el perfil de fosforilaciones en las células MCF-7. Se observé un descenso
generalizado de la fosforilacién relativa a las quinasas estudiadas al inhibir la
expresion de PKCa y eran comparadascon las células control. Destacando entre
ellas la familia de proteinas STAT o mTOR. Los resultados obtenidos bajo esta
estrategia sugieren que las propias células MCF-7 tratan de compensar los
cambios que la ausencia de PKCa provoca. Inhibir la expresion de PKCa supone
una bajada en la capacidad de proliferacion, en la migracién y una induccién de
apoptosis, que combinada con los inhibidores empleados se puede considerar
como potencial terapia efectiva en el tratamiento para cancer de mama.

El otro ejemplo de proteina que comparte en su estructura un dominio
periférico de membrana es rabfilina3A. En este caso, la proteina posee un
tandem que consiste en dos dominios C2, C2A y C2B. Las interacciones
observadas por las diferentes técnicas entre la a-hélice del C2B de rabfilina y la
region N-terminal de la proteina SNAP25 tienen lugar tanto en el citosol como en
la membrana plasmatica. Nuestro grupo ha determinado las estructuras
cristalinas de los complejos formados por el C2B de rabfilina3A con SNAP25 y
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C2B con fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) en colaboracién con el grupo de la
Dra. Verdaguer (Instituto de Biologia Molecular de Barcelona-IBMB-CSIC). Estas
estructuras junto con los ensayos bioquimicos realizados para su caracterizacion
mostraron como el dominio C2 de rabfilina3A requiere la cooperacion de
PIP2/Ca?* y SNAP25 para unirse a la membrana plasmatica. En este capitulo se
ha utilizado el ensayo de ligacion por proximidad (PLA) para caracterizar los
mecanismos moleculares que median la interaccion de Rabfilina3A-SNAP25 en
células PC12, asi se determinaron los residuos implicados en la interaccion de
estas dos proteinas que son K651A/K656A/K663A/H617A para rabfilina3A vy
para el SNAP25 son E38A/D41A/R45A. También se determind que esta
interacciébn es un mecanismo dependiente de la union a PIP2z a través de la
misma técnica de PLA. Por otro lado, se caracterizd in vitro la interaccion
mediante resonancia de plasmén de superficie (SPR) permitiendo calcular la
constante de disociacion. Ademas, se demostré el efecto que el C2AB tiene
sobre la curvatura y fusidon de membranas lipidicas (SUV) dependiente de la
unién a PIP2y a Ca?* mediante microscopia electrénica de transmision (TEM).

Los resultados sugieren un modelo que explicaria como rabfilina3A regula en
varios pasos el proceso de fusion de vesiculas de nucleo denso en las células
PC12. La presencia de calcio podria promover la interaccion con los fosfolipidos
cargados negativamente a través de las regiones de union a calcio del C2B de
rabfilina, forzando a los dominios a interaccionar con la membrana a través de
un punto adicional, distorsionando asi la curvatura de la membrana. La nueva
conformaciéon adquirida se explica por la unidon a PIP2 a través de la region
polibasica de los dominios C2 contribuyendo asi a la deformacion de la
membrana.
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2. Conclusiones.

El estudio realizado con los dos ejemplos de proteinas que comparten el
dominio C2 en su estructura, contribuye a ampliar el conocimiento acerca del
mecanismo molecular que tiene lugar en dos contextos celulares diferentes. Por
un lado, en el cancer de mama para PKCa mediante el uso de lineas celulares
modelo como son MCF-7 y MDA-MB-231 y por otro, en la liberacién de vesiculas
para rabfilina3A en células PC12. Asi se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

1. Se ha demostrado el efecto anti-proliferativo, pro-apoptético y pro-
autofagico de la hiperforina en células de cancer de mama MDA-MB-
231.

2. La inhibicion de la expresién de PKCa en combinacién con el
tratamiento de hiperforina consigue alcanzar una reduccion total de la
capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231. El efecto pro-
apoptético y pro-autofagico de la hiperforina no se ve alterado por la
ausencia de PKCa.

3. La salinomicina es capaz de inhibir la capacidad proliferativa,
incrementar los niveles de apoptosis y de sintesis de proteinas
marcadoras de autofagia como es LC3B en las lineas celulares de
mama MCF-7 y MDA-MB-231.

4. Los efectos de salinomicina sobre estas células pueden ser mejorados
cuando se inhibe la expresiéon de PKCa, pudiendo bajar la dosis
empleada de salinomicina y por tanto la toxicidad del tratamiento.

5. Se ha validado mediante qPCR el silenciamiento de PKCa mediante
siRNA en las células MCF-7, asi como la sub-expresion de los genes
EGFR e ITGB6 apoyando asi los resultados obtenidos por el
microarray.

6. Eluso de inhibidores especificos de las proteinas (PLCB4, PKA, ErbB4
y PDGFR), cuyos genes habian resultado sobre-expresados en el
microarray debido a la ausencia de PKCa, confirmaron nuestra
hip6tesis de un posible efecto sinérgico en la capacidad proliferativa,
de migracién y apoptosis cuando se combina con la inhibicion de la
expresion de PKCa.
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7. El silenciamiento de PKCa provoca una disminucion general en los

niveles de fosforilacion relativa a diferentes familias de quinasas
estudiadas: la familia proteinas STAT, la quinasa de adhesion focal
(FAK), mTOR, HSP60, PRAS40 y dos aumentos de los niveles de
fosforilacion que son ERK1/2 y p53.

. Se confirmaron los residuos implicados en la interaccion de rabfilina3A

con SNAP25. Los residuos de rabfilina3A se encuentran en el a-hélice
del dominio C2B y son K651A/K656A/K663A/H617A vy los resiudos de
SNAP25 son E38A/D41A/R45A y estan en el extremo N-terminal. Esto
se determin6é mediante ensayos de ligacion por proximidad (PLA) en
células PC12.

. También se confirmé que la interaccion de rabfilina3A 'y SNAP25 es un

mecanismo dependiente de la union a PIPz a través del tandem C2AB
de rabfilina mediante la misma técnica de PLA.

10. Se caracteriz6 in vitro la interaccion mediante resonancia de plasmoén

de superficie (SPR) permitiendo calcular la constante de disociacion
Ko=1 pM.

11.Ademas, se demostré que el C2AB de rabfilina3A tiene efecto sobre la

curvatura y fusion de membranas lipidicas (SUV) dependiente de la
unién a PIP2y a Ca?* mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM).
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