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NUEVOS PAPELES DE LAS CORONINAS EN LA ORGANIZACION DEL
CITOESQUELETO Y LA SENALIZACION CELULAR

La familia de GTPasas Rho/Rac constituye un subgrupo de la superfamilia de
proteinas Ras que participa en la regulacién de funciones celulares muy
diversas, siendo una de las mejor caracterizadas la regulacién que ejercen
sobre el citoesqueleto de actina (Jaffe and Hall 2005). Por otro lado, las
coroninas constituyen una familia conservada en todo el reino eucariota,
también con un papel clave en el mantenimiento del citoesqueleto de actina
(Uetrecht and Bear 2006). Distintos estudios sobre la Coronina1A han puesto
de manifiesto la importancia de esta proteina en el sistema inmune para regular
distintos procesos relacionados con el citoesqueleto. Por tanto, no es de
extrafar que mutaciones en esta proteina se asocien con enfermedades del

sistema inmune (Pieters, Muller et al. 2013).

Para ahondar en el conocimiento de las funciones que las coroninas
desempefian, hemos generado lineas celulares estables deplecionadas de
Coronina1A o Coronina1B mediante transduccion de shRNA especificos para
cada isoforma. Ambas lineas se caracterizan por la presencia de grandes fibras
de estrés en comparacién con las células silvestres, reflejo de un defecto
citoesquelético subyacente. Previamente habiamos descrito la participacion
necesaria de CoroninalA para una correcta activacion y translocacién a la
membrana plasmatica de la GTPasa Rac1 (Castro-Castro, Ojeda et al. 2011).
Esto, junto con el papel fundamental que desempefia Rac1 en la regulacion del
citoesqueleto, nos hizo plantearnos la hipotesis de que introduciendo un
mutante constitutivamente activo de Rac1 (Rac1%™) en las células deficientes
en Coronina1A/1B podriamos rescatar sus defectos citoesqueléticos basales.
Sin embargo, la sobreexpresiéon de un mutante activo de Rac1 en células
deplecionadas de CoroninalA o Coronina1lB provoca la formacion de
estructuras aberrante de F-actina morfolégicamente diferentes de las ondas de

membrana o ruffles que forma en las células WT.

La formacion de este fenotipo se debe a una hiperactivacion de la ruta de la
miosina, ya que el tratamiento de las células deficientes en coronina

transfectadas con Rac1%™ con blebbistatina (inhibidor de la miosina) revierte a
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la formacién de ruffles. Adicionalmente, células WT cotransfectadas con un
mutante constitutivamente activo de la miosina junto con Rac1 activo, forman
las mismas estructuras aberrantes que las células deplecionadas de coronina

confirmando la implicacién de una miosina hiperactiva en el fenotipo.

También hemos conseguido demostrar la participacion necesaria en este
proceso de Pak2 y ArhGEF7, dos efectores de Rac1, utilizando distintas
aproximaciones (mutantes de Rac1 incapaces de unirse a ellos y deplecién de

los mismos por expresion de siRNA).

Por ultimo, mediante técnicas de inmunoprecipitacion hemos conseguido
demostrar la existencia de la formacién de un complejo entre Rac1-
GTP/ArhGEF7/Pak2 y miosina que es mas estable en ausencia de coronina. La
formacion de este complejo requiere de la presencia de Pak2, ya que en su

ausencia la interaccion entre Rac y la miosina no tiene lugar.

Como segundo objetivo de nuestro estudio nos planteamos estudiar los
mutantes de Coronina1A asociados con enfermedades del sistema inmune en

un contexto citoesquelético. Uno de estos mutantes, Coronina1AF2%¢

, Se une a
la F-actina con mucha mayor afinidad que la version silvestre provocando la
asociaciéon de filamentos en estructuras de alto orden molecular. Esta
reorganizacion de los filamentos de actina se produce de tal manera que se
altera su estructura, de modo que ya no pueden ser reconocidos por
marcadores de actina (faloidina, lifeact, anticuerpos anti-actina). Ademas, la
union de la F-actina a este mutante la hace mas resistente a la
despolimerizacion por distintos agentes (Latrunculina, citocalasina) o proteinas
despolimerizadores de actina (gelsolina). Experimentos de FRAP indican que

este mutante es mucho menos mévil que la proteina silvestre.

Ensayos funcionales ponen de manifiesto que este mutante es activo en
funcidn del contexto, ya que si que es capaz de desencadenar respuestas
equivalentes a las de la proteina silvestre en el caso de activacién de NF-AT

pero la respuesta de activacion de JNK es deficiente.

Estos dos trabajos sirven para entender en mayor profundidad los mecanismos

por los cuales las coroninas regulan el mantenimiento de las estructuras



citoesqueléticas. En el primero de ellos, hemos descrito un mecanismo
desconocido por el cual Rac1 interacciona y regula el estado de la miosina de
manera dependiente de coronina. En el segundo hemos descrito un mutante de
coronina que, a pesar de presentar ganancia de funcién, no es capaz de

desempenar todas las funciones que realiza la version silvestre.
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