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ABREVIATURAS UTILIZADAS

aa: Aminoacidos
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FRET: Transferencia de Energia Resonante de Forster
G3P: Glicerol-3-Fosfato

GlcCerS: Glucosilceramida Sintasa

IDPs: Proteinas Intrinsecamente Desestructuradas
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NGF: Factor de Crecimiento Nervioso
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RESUMEN



La proto-oncoproteina c-Fos es un factor de transcripcion tipo AP-1 cuya funcion fue
descripta hace mas de 25 afios (Curran & Morgan 1987). En su funcién candnica, c-Fos forma
heterodimeros funcionales con proteinas de las familias Jun, ATF o JDP, que se unen a
regiones especificas del ADN y promueven la transcripcién de multiples genes blanco (Hess et
al. 2004). Esta actividad AP-1 ha sido involucrada en la transformacion de sefales de
crecimiento de corta duracion en cambios de larga duracion al regular la expresién de genes
involucrados en el crecimiento celular. Evidencias previas del laboratorio han demostrado
gue la proteina c-Fos, de manera independiente de su actividad como factor de transcripcion
tipo AP-1, activa la sintesis de fosfolipidos al asociarse al reticulo endoplasmico (Caputto et
al. 2014). El objetivo principal de esta Tesis fue estudiar la actividad no gendmica de c-Fos
por la es capaz de activar la sintesis de lipidos, y en particular el mecanismo molecular por el
cual c-Fos ejerce este efecto.

Encontramos que para alcanzar el incremento en el marcado radioactivo de todas las
especies de fosfolipidos analizadas, c-Fos afecta positivamente solo etapas metabdlicas
especificas. Utilizando homogeneizados de células NIH3T3 quiescentes, encontramos que c-
Fos recombinante activa in vitro la actividad de CDP-diacilglicerol sintasa, Lipin 1 y
fosfatidilinositol 4-quinasa tipo Il pero no fosfatidilinositol sintasa. La constante cinética
Vmax se incrementd para todas las enzimas analizadas mientras que no se observd ningin
efecto en Km, una medida de la afinidad de la enzima por su sustrato.

Mads aun, hemos probado la activacién in vitro en un sistema purificado que contiene
sblo a c-Fos, Lipin 1 y membranas modelo compuestas de micelas mixtas de Triton X-100/PA.
En este sistema altamente simplificado, encontramos que c-Fos incrementa la actividad
enzimatica de Lipin1 sin modificar la afinidad de esta por las membranas modelo.

En orden de explicar el mecanismo de activacién enzimdtica, realizamos ensayos de
interaccion proteina-proteina. Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacién y de
microscopia FRET establecimos una interaccion fisica entre c-Fos y las enzimas que activa
mientras que esta no se produce con aquellas enzimas cuya actividad c-Fos no regula.

El empleo de mutantes de delecién permitié determinar que la region involucrada en

la activacién enzimatica es diferente de la region responsable de la uniéon a enzimas



especificas, y que estas regiones de asociacidon/activacion son comunes a todas las enzimas
estudiadas. Mientras que la regidon de activacion es el dominio basico de c-Fos, la regidn de
asociacidn se encuentra en el N-terminal de la proteina.

Los resultados apoyan nuestra hipdtesis de un mecanismo compartido en la
activacion de la sintesis de fosfolipidos en el que c-Fos se asocia fisicamente con las enzimas
responsables de la sintesis de fosfolipidos que es capaz de activar modificando su eficiencia
catalitica sin alterar la afinidad de la enzima blanco por su sustrato. A su vez, refuerzan el
concepto de una proteina que posee dos funciones diferenciales como lo son la de su
actividad como factor de transcripcion y la capacidad de incrementar actividades enzimaticas

claves per se, para de esta forma sostener eventos de proliferacidon o diferenciacion celular.
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Introduccion

Membranas biolégicas

Las membranas de células eucariotas son una compleja mezcla de glicerolipidos,
esfingolipidos, proteinas y colesterol (Singer & Nicolson 1972) cuya sintesis requiere la
actividad sincronizada de multiples pasos metabdlicos que son coordinados en varios niveles.
Los lipidos son las especies moleculares cuantitativamente mdas importantes de las
membranas celulares (Spector & Yorek 1985). Entre la vasta diversidad de lipidos existentes,
los mas abundantes son los glicerofosfolipidos  [fosfatidilcolina  (PtdCho),
fosfatidiletanolamina (PtdCho), fosfatidilinositol (Ptdins), fosfatidilserina (PtdSer) vy
cardiolipina] (van Meer et al. 2008). La estructura de todos ellos deriva del glicerol-3-fosfato
(G3P), que se esterifica en las posiciones sn-1 y sn-2 con dos acidos grasos, para dar acido
fosfatidico (PA), y en el grupo fosforilo con alcoholes de bajo peso molecular como colina o
etanolamina (Fig. 1). Aunque los glicerofosfolipidos son clasificados de acuerdo a la
estructura de su cabeza polar (por ejemplo colina o inositol), cada clase de fosfolipido en
realidad consiste en numerosas especies moleculares que contienen la misma cabeza polar
pero se diferencian por las cadenas de los acidos grasos que cada uno contiene (Wenk 2005).
En consecuencia, las membranas celulares son formadas por cientos de moléculas de
glicerofosfolipidos diferentes. Para alcanzar esta complejidad, las células eucariotas
necesitan invertir importantes recursos: aproximadamente 5% de sus genes estan
involucrados en la sintesis de lipidos (Sud et al. 2007). La mayoria de los glicerofosfolipidos
estan presentes en todas las membranas celulares, pero la abundancia relativa varia
significativamente de una organela a la otra. La sintesis de lipidos estructurales esta limitada
espacialmente, por lo que el metabolismo lipidico local es el primer determinante de la
composicion Unica de las distintas organelas (van Meer et al. 2008).

La biogénesis de membrana es un proceso complejo, fundamental para el
crecimiento, la proliferacién y la diferenciacidn celular. Estos procesos acoplan sefales de
crecimiento ambientales con respuestas nucleares para generar cambios funcionales y
morfolégicos en la célula (Hermansson et al. 2011), que en conjunto necesitan de lipidos para

la expansion de membrana. Los lipidos requeridos son provistos por el sistema de
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endomembranas; en particular el reticulo endoplasmico (RE), el principal sitio de sintesis de
la mayoria de los fosfolipidos, y el complejo de Golgi (Fagone & Jackowski 2009).

Fosfolipidos, junto con colesterol y proteinas integrales de membrana son
sintetizados en el RE e incorporados a membrana pre-existente. Membranas nacientes
surgen desde los sitios de salida del RE y se mueven por transporte vesicular hacia la
membrana plasmatica pasando a través del complejo de Golgi, donde ocurren una serie de
modificaciones post-traduccionales en la carga y las proteinas asociadas a membrana. La
composicion lipidica también es ajustada en el complejo de Golgi, especializado en la sintesis
de esfingomielina, glucosilceramida y glicoesfingolipidos complejos (Futerman & Riezman
2005). Adicionalmente, el transporte no vesicular tiene un rol relevante en la distribucién y
trafico intracelular lipidico. Los intercambios de mondmeros lipidicos, tanto espontaneos
(lentos) como mediados por proteinas que transfieren lipidos (mucho mas rapidos), son
incrementados enormemente por sitios de contacto directo con membranas, definidos como
pequefias intersecciones entre el RE y practicamente todas las otras organelas celulares (Lev
2010). La biogénesis de membrana es también sostenida con la inactivaciéon de ciertas
fosfolipasas frente a determinados estimulos, volviendo mas lento el recambio permanente

de un abundante rango de fosfolipidos (Manguikian & Barbour 2004, Bao et al. 2006).

Vias de sintesis de fosfolipidos

Los glicerofosfolipidos constituyen las unidades estructurales mayoritarias de las
membranas bioldgicas. Seran el principal objeto de estudio de esta Tesis, por lo que nos
centraremos en la descripcién de sus vias de sintesis (Fig. 1). EI PA es un precursor central
para la biogénesis de membrana (Brindley 1984, Carman & Han 2009). Como puede
observarse en la Fig. 1, el PA se encuentra en un punto Unico de ramificacidn: puede ser
transformado por una fosfatasa a diacilglicerol (DAG), un precursor comun a toda la via de
Kennedy, o alternativamente puede ser derivado a la via de sintesis del fosfatidilinositol y sus
derivados fosforilados por la enzima limitante de la via, CDP-diacilglicerol sintasa (CDS)

(Athenstaedt & Daum 1999).
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Figura 1. Vias de sintesis de fosfolipidos en células de mamifero. G3P, glicerol-3-fosfato; 1-acil-
3-G-P, 1-acilglicerol-3-fosfato; PA, acido fosfatidico; DAG, diacilglicerol; TAG, triacilglicerol; CDP-
DAG, citidina difosfato diacilglicerol; Ptdins, fosfatidilinositol; PIPs, polifosfoinositidos; PG,
fosfatidilglicerol; CL, cardiolipina; PtdEth, fosfatiletanolamina; PtdSer, fosfatidilserina; PtdCho,
fosfatidilcolina; P-Etanolamina, fosfoetanolamina; CDP-Etanolamina, citidina difosfato
etanolamina; P-Colina, fosfocolina; CDP-Colina, citidina difosfato colina. R representa una cadena
acilo de 14-24 carbonos de longitud, con 0-6 dobles enlaces. Metabolitos claves se encuentran en
color rojo. Las enzimas que catalizan cada uno de los pasos metabdlicos son: GPAT, glicero
fosfato aciltransferasa; AGPAT, acilglicerolfosfato aciltransferasa; PAP, fosfatasa de 4cido
fosfatidico; CDS, CDP-diacilglicerol sintasa; PIS, fosfatidilinositol sintasa; CLS, cardiolipina sintasa;
EPT, CDP-etanolamina: diacilglicerol etanolaminafosfotransferasa; CPT, CDP-colina: diacilglicerol
fosfotransferasa; EK, etanolamina quinasa; ET, CTP: fosfoetanolamina citidiltransferasa; CK, colina
quinasa; CCT, CTP: fosfocolina citidiltransferasa; PEMT, fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa;
PSD, fosfatidilserina decarboxilasa; PSS, fosfatidilserina sintasa. Adaptado de Cardozo Gizzi &
Caputto 2013.
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En comparacion con sus precursores y sus metabolitos, los niveles de PA son bajos en
células en crecimiento a pesar del considerable flujo metabdlico a través de PA requerido
para sostener la sintesis de fosfolipidos. Ademas de su rol biosintético, tanto PA como DAG
son también importantes en cascadas de transduccién de sefiales (Stace & Ktistakis 2006). El
PA se encuentra implicado en regulacion de la transcripcidn, activacion del crecimiento
celular, biogénesis de membrana, secrecion extracelular y transporte vesicular mientras que
el DAG se encuentra principalmente involucrado en la activacion de proteina quinasa C (PKC),
aunque también se ha descripto la activacién de otras quinasas también importantes en
sefnalizacion celular como por ejemplo proteina quinasa D o quinasas de DAG B and y (Brose
et al. 2004, Wang et al. 2006, Carrasco & Merida 2007).

Inicialmente se caracterizaron bioquimicamente dos grupos distintos de fosfatasas de
PA (PAP), PAP-1y PAP-2. Estas Ultimas se denominaron posteriormente LPP (lipid phosphate
phosphases o fosfatasas del fosfato de lipidos) debido a que no son especificas para PA. Su
actividad es independiente de Mg+2 y sus principales funciones estdn relacionadas a la
transduccion de sefalas a nivel de la membrana plasmatica (Pascual & Carman 2013). En

cambio, las enzimas con actividad PAP-1 fueron clonadas y denominadas Lipinas.

Lipinas

Las Lipinas son enzimas PAP dependientes de Mg+2, gue estan involucradas en la
sintesis de novo de fosfolipidos y lipidos neutros (Harris & Finck 2011). A diferencia de la
mayoria de las enzimas de la via de Kennedy, las Lipinas no son proteinas integrales de
membrana sino que se unen a membrana de forma periférica, por lo que necesitan
translocar desde el citosol hacia el RE para participar en la sintesis de glicerolipidos (Coleman
& Lee 2004, Csaki & Reue 2010).

El dominio polibasico de Lipin 1 (PBD) es un segmento compuesto por nueve residuos
basicos consecutivos que esta involucrado en la unién selectiva a PA, lo que promueve la
translocacién de la enzima a membranas. El dominio PBD de Lipin 1 es también su principal
senal de localizacién nuclear. Ha sido propuesto que el rol dual de PBD es regulado a partir

de los niveles de PA: un contenido elevado de PA en las membranas citoplasmicas antagoniza
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la localizacion nuclear de Lipin 1 (Ren et al. 2010). Existen evidencias de que la Lipinas dentro
del nucleo juegan un rol en la regulacién directa de directa de la transcripcion de genes
involucrados en la oxidacién de 4acidos grasos (Harris & Finck 2011). Por ejemplo, se ha
demostrado que Lipin 1 interacciona directamente con el receptor PPARa, un factor de
transcripcion clave para el metabolismo de lipidos en el higado, y con su co-activador PGC-1a
(Finck et al. 2006). Debido a que Lipin 1 no poseen una secuencia de unién a ADN
reconocible, la evidencia indica que Lipin 1 incrementaria la actividad de estos complejos de
factores de transcripcion al reclutar otras proteinas co-activadoras con la habilidad de
modificar enzimaticamente la cromatina (Siniossoglou 2013).

En los ultimos afos las Lipinas han sido intensamente estudiadas dado su rol clave en
la sintesis de fosfolipidos (Pascual & Carman 2013). Su actividad se encuentra sujeta a
estrictos mecanismos de regulacion, dados principalmente por multiples fosforilaciones.
Estas son mediadas por varias quinasas, por ejemplo quinasas dependientes de ciclinas
(Grimsey et al. 2008) y mTOR (Huffman et al. 2002, Harris et al. 2007), que inducen su
disociacion de la membrana. La fosforilacion de las Lipinas altera su localizacion subcelular y
las proteinas con las que interactla, cambiando indirectamente la actividad PAP al impedir
gue se encuentre con el sustrato y/o directamente al disminuir el reconocimiento o la
afinidad por el sustrato (Harris & Finck 2011, Eaton et al. 2013). El reconocimiento por el
dominio PBD del PA di-aniénico promueve la asociacion a membrana, mientras que la
fosforilacion mediada por mTOR inhibe dicho reconocimiento (Eaton et al. 2013). La Lipin 1
hiper-fosforilada se asocia a las proteinas citosoélicas 14-3-3 lo que facilita su retencién en el
citosol (Peterfy et al. 2010). Por otro lado, el complejo transmembrana CTDNEP1-NEP1R1
(que es el ortélogo del Nem1p—Spo7p de levaduras) es capaz de defosforilar a Lipin y
consecuentemente actla en la via de activacion de Lipin. Sin embargo, aun no estd
esclarecido si para ser desfosforilada por el complejo CTDNEP1-NEP1R1, la Lipin que se
encuentra citosolica debe llegar a la region perinuclear (donde reside el complejo) o si Lipin 1
puede ser también defosforilada en el citosol por fosfatasas desconocidas (Han et al. 2012).

En conclusion, Lipin 1 es capaz de regular la sintesis de lipidos en multiples niveles. Al

regular el destino de PA a través de su actividad PAP, puede controlar directamente la
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sintesis de fosfolipidos, mientras que puede hacerlo indirectamente al modular la actividad
de factores de transcripcion relevantes para el metabolismo de lipidos. Ambas actividades
poseen claras separaciones espaciales: mientras que la actividad PAP de las Lipinas se ejerce
en las membranas nucleares/reticulares, la actividad como activador co-transcripcional
ocurre dentro del nucleo.

CDS - Via del CDP-DAG

Como se menciond anteriormente, el PA puede ser sustrato de la familia de Lipinas
que lo convierten en DAG o, en cambio, ser sustrato de la enzima CDP-DAG sintasa (CDS)
gue cataliza la conversion PA a CDP-DAG (Heacock & Agranoff 1997). El CDP-DAG es el
precursor de Ptdins y sus derivados fosforilados, ademas de fosfatidilglicerol o cardiolipina.
La biosintesis y metabolismo de Ptdins es de considerable interés debido a la participacion de
este lipido y sus derivados fosforilados en la traduccion de sefiales (Di Paolo & De Camilli
2006). Esta enzima tiene un rol clave entonces en la sintesis de fosfolipidos en general y en la
de polifosfoinositidos (PIPs) en particular. La enzima es integral de membrana y es la
limitante de la via (Heacock & Agranoff 1997). Recientemente se cristalizd el homélogo de
CDS del organismo procariota Thermotoga maritima (Liu et al. 2014).

Dos isoformas han sido identificadas en mamiferos, CDS1 y CDS2, las cuales han sido
descriptas localizando en el RE (Saito et al. 1997, Volta et al. 1999, Inglis-Broadgate et al.
2005). EIl ARNm de CDS2 muestra un patrén de expresion ubicua en ratén, en tanto el ARNm
de CDS1 se ha encontrado en cerebro, ojo, musculo liso, rifidn y testiculo. En ojo, CDS1 esta
altamente expresada en la capa de fotorreceptores de retinas de adulto, lo que sugiere un rol
de CDS1 en la fototransduccion de senales a través de la formacion de PIP, en mamiferos
(Inglis-Broadgate et al. 2005). Este rol fue también probado en invertebrados: en la
fototransduccion en Drosophila se requiere de la enzima CDS para la regeneracién de
PtdInsP,; los animales mutantes para esta enzima sufren una degeneracion retinal mediada
por luz (Volta et al. 1999). En otro reporte, la mutacion de CDS2 en pez cebra produce
defectos especificos en angiogénesis y en la formacién de vasos sanguineos, que fueron
atribuidos a la deplecion de los niveles de PtdIns(4,5)P, en células endoteliales estimuladas

por el factor de crecimiento VEGF. En estos estudios se concluyé que la actividad de la
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enzima CDS era necesaria para mantener una reserva de PtdIns(4,5)P, para sefializacién
celular (Pan et al. 2012).

Ambas isoformas de CDS son inhibidas tanto por PtdinsP como por PtdinsP,, en un
mecanismo clasico de inhibicién por un producto final de la via (Saito et al. 1997, D'Souza et
al. 2014). Mas alld de estos reportes, no hay otras pruebas de mecanismos regulatorios
enddgenos para esta enzima. Existe un estudio que mostré cdmo drogas antidepresivas
inducen la actividad de CDS, incrementando asi la disponibilidad de CDP-DAG vy facilitando la
sintesis de PtdIns (Aboukhatwa & Undieh 2010), y que postuldé entonces la importancia de
esta enzima en cascadas de senalizacion mediadas por este lipido y sus derivados fosforilados

en células neurales en humanos.

PIS

La segunda enzima de la via de sintesis de PIPs se denomina CDP-diacilglicerol:myo-
inositol 3-fosfatidil-transferasa o fosfatidilinositol sintasa (PIS). Cataliza la condensacién de
una molécula de myo-inositol y una de CDP-DAG para formar PtdIins. Un Unico gen que
codifica para esta enzima fue clonado y caracterizado en mamiferos (Tanaka et al. 1996,
Lykidis et al. 1997). PIS es una proteina de 213 aminoacidos (aa) que se expresa
uniformemente en todos los tejidos humanos analizados. Estos estudios confirmaron ademas
gue PIS es responsable tanto de la actividad de sintesis de Ptdins como asi también de la de
recambio de myo-inositol en una molécula de Ptdins ya formada (Lykidis et al. 1997).

Estudios en pez cebra con una mutante para este gen indican que la falta de sintesis
de novo de PtdIns genera estrés crénico del RE lo que conduce por ejemplo a esteatosis
hepatica (Thakur et al. 2011) y a dafio e inflamacion de la mucosa intestinal (Thakur et al.
2014). A su vez, esta mutante posee defectos estructurales del cristalino ocular y un reducido
numero de fotorreceptores (Murphy et al. 2011).

Un trabajo reciente mostré que PIS se localiza no solo en el RE, donde co-localiza con
CDS1 y CDS2, sino también en un compartimento vesicular altamente mévil en donde estas
ultimas enzimas quedan excluidas. Estas vesiculas emergen desde la red membranosa del RE

en forma dependiente de la GTPasa pequefa Sarl y es donde se concentra la mayor
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actividad PIS. Es importante remarcar que estas vesiculas que contienen PIS no son
simplemente vesiculas de transporte que se dirigen al aparato de Golgi, ya que no se
observa fusidon de las mismas con esta organela. En cambio, se postula que este
compartimento hace contactos con una gran cantidad de membranas permitiendo asi el
intercambio directo de lipidos (Kim et al. 2011). En un estudio posterior de otro grupo se
confirmé la existencia de estas estructuras altamente moviles que contienen PIS pero
también CEPT (la ultima enzima en la via de sintesis de PtdCho) y dependen de otra GTPasa
pequeiia llamada Rab10 para formar este compartimiento que es o bien un extremo que

crece o que ha emergido desde el RE (English & Voeltz 2013).

Biosintesis de PIPs

Los PIPs son molecularmente diversos debido a la fosforilacion variable de sus grupos
hidroxilo del anillo inositol (Fig. 2). La configuracion de las siete especies de PIPs conocidos es
controlada rdpida y reversiblemente por una bateria de quinasas y fosfatasas que
interconvierten PIPs y que debido a ello resultan criticas para la localizacion y funcién de
cada uno de los distintos isomeros (Sasaki et al. 2009). Asimismo, se han identificado un gran
numero de mddulos de proteinas capaces de reconocer a isémeros especificos de PIPs (Czech
2003, Wenk & De Camilli 2004). Esto ha definido un paradigma en la regulacién mediada por
PIPs en donde los mismos controlan una variedad de fendmenos de sefializacién vy trafico
celular al reclutar proteinas reguladoras hacia complejos de sefializaciéon ubicados en
membranas celulares (Balla & Balla 2006). De esta forma, los PIPs estan involucrados en el
transporte vesicular, secrecion y endocitosis (Balla et al. 2009), la organizacién de
citoesqueleto (Janmey 1994, Gilmore & Burridge 1996) y la estimulacién de las cascadas de
proteina quinasas (Noh et al. 1995, Franke et al. 1997, Downward 2004). Las distintas clases
de PIPs son ademds importantes para definir la identidad de las organelas (van Meer et al.

2008).
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Figura 2. Estructura y formacion de
PIPs. El fosfatidilinositol estd formado
por un esqueleto de glicerol (recuadro
azul), dos cadenas acilo en las
posiciones snl y sn2 (recuadros en
rojo) y una molécula de myo-inositol
(recuadro verde). Los grupos hidroxilo
pueden ser fosforilados en |las
posiciones 3,4 y 5, lo que permite la
formacién de hasta siete especies
distintas de PIPs. La produccién de cada
una de estas especies depende de las
acciones muy reguladas de las quinasas
y fosfatasas de estos lipidos. Las
distintas especies pueden ser
interconvertidas segun se indica con las
flechas. Adaptado de D'Souza & Epand
2014.

Pl4Ks

Las fosfatidilinositol-4-quinasas (P14Ks) fosforilan al anillo de inositol en la posicion D4
para producir PtdIns4P. A la fecha, en base a la estructura de sus dominios y la sensibilidad a
inhibidores, se han identificado cuatro PI4K en mamiferos que se clasifican como tipo II:
Pldlla y PI411B; y tipo lll: Pl4llla y PI4lIIB (Balla & Balla 2006). Las PI4K tipo Ill tienen un
dominio quinasa C-terminal similar a PI3Ks y son sensibles a los mismos inhibidores como por
ejemplo wortmanina (Balla 1998). Por otro lado, la regién catalitica de las Pl14K tipo Il se
diferencian sustancialmente de las otras, son insensibles a wortmanina pero en cambio son
sensibles a adenosina. Cada isoenzima localiza en un compartimiento celular especifico en un
tejido especifico, sugiriendo que cada una de ellas produce PtdIns4P requerido en una

funcidn celular diferente.
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Pl4Ks tipo Il

Se discutiran las caracteristicas de ambas isoformas, a y B, en forma conjunta. Tanto
PI4KIl a como B se encuentran fuertemente unidas a membranas, debido a la palmitoilacién
de un segmento conservado de cisteinas que se encuentra dentro del dominio catalitico. A
pesar de tener una secuencia de palmitoilacidn muy similar, una fraccién mds importante de
PI4KIIB respecto de Pl4Klla no se encuentra palmitoilada y consecuentemente se encuentra
en el citoplasma (Jung et al. 2008). PI4KIIB es mas soluble y menos activa que Pl4Klla, pero
puede asimismo ser movilizada y activada al haber un estimulo como por ejemplo el del
factor de crecimiento PDGF (Wei et al. 2002).

Tanto Pl4Klla como Pl4KIIB se expresan en forma ubicua en tejidos humanos.
Northern blot de tejidos humanos han mostrado que el contenido de ARNm de PI4KIIB es
mayor en higado mientras que para Pl4Klla es mayor en el cerebro (Minogue et al. 2001,
Balla et al. 2002). A nivel subcelular, analisis inmunoquimicos y de fraccionamiento
subcelular han mostrado que PI4Klla en su forma palmitoilada se ubica en las membranas del
RE, trans-Golgi y endosomas (Wang et al. 2003, Waugh et al. 2003).

Pl4Klloe y Pl4KIIB son proteinas de un peso molecular cercano a 55 kDa. La
comparacion de secuencias entre las dos isoformas revela un alto grado de similitud en el
dominio catalitico C-terminal con una homologia significativamente menor en la regién N-
terminal, que comprende los primeros 100 residuos aminoacidicos. Pl4Klla en el N-terminal
posee una region rica en prolinas, mientras que PI4KIIB no la tiene y en cambio muestra una
region acidica. El N-terminal de PIl4Klla es necesario para enviarla hacia membranas
especificas, incluyendo vesiculas positivas para GLUT4 (Xu et al. 2006). Adn no estd
esclarecido el rol del N-terminal de PI4KIIB, si bien se establecié que sufre en esta region una
fosforilacidn, esta no influye en su asociacion a membranas o actividad. Mas aun, los ultimos
160 aa en el C-terminal parecen ser los determinantes en la diferencia de solubilidades,
estado de palmitoilacién o redistribucién dependiente de estimulo (Jung et al. 2008). En
cambio, se ha sugerido que la regién N-terminal divergente media interacciones proteina-

proteina especificas.
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Respecto de las funciones bioldgicas atribuidas a estas enzimas, ha sido descripto
gue Pl4Klla es necesaria para la produccién de Ptdins4P en el aparato de Golgi y la red trans-
Golgi y que esto regula el reclutamiento a membranas de adaptadores de clatrina como por
ejemplo los complejos proteicos adaptadores tipo | (Wang et al. 2003, Wang et al. 2007) vy
tipo Il (Craige et al. 2008). Otro estudio demostré que la mayor parte de la actividad Pl4K en
el cerebro proviene de Pl4Klla, donde ademas se la encontré asociada a vesiculas sindpticas y
se la relacioné con la neurotransmisidon (Guo et al. 2003). En cambio, PI4KIIB podria estar
asociada a sefalizacidn intracelular, ya que se la encontrd asociada in vivo al complejo de

membrana TCR-CD3 (Srivastava et al. 2006).

PI4Ks tipo Il

Existen dos tipos de quinasas tipo Ill: Pl4Killa (~230 kDa) y PI4KIIB (~92 kDa)
(Nakagawa et al. 1996, Nakagawa et al. 1996). Ambas contienen un dominio quinasa C-
terminal similar al de las PI3Ks, y ambas son sensibles a wortmanina.

La enzima Pl4Kllla es la principal responsable de la generacion del Ptdins4P de
membrana plasmatica (Balla et al. 2005, Balla et al. 2008), a pesar de que su localizacion
inicialmente habia sido descripta en la interface RE/Golgi (Nakagawa et al. 1996). A diferencia
de la isoforma B, que se expresa en forma ubicua, la isoforma a se encuentra expresada
principalmente en cerebro, aunque se detectaron niveles bajos en varios otros érganos
(Zolyomi et al. 2000).

La informacion disponible al presente permite inferir que PI4KIIIB regula, mediante la
formacion de Ptdins4P, el trafico desde Golgi hacia membrana plasmatica (Bruns et al. 2002,
Godi et al. 2004). Esta enzima se localiza principalmente en el Golgi (Godi et al. 1999),
aungue también se ha descripto que transloca desde el citosol al nucleo, si bien se desconoce

la funcidn precisa que alli ejerce (de Graaf et al. 2002).
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c-Fos es un factor de transcripcion tipo AP-1 con una funcién no genémica adicional

Células que se encuentran en un proceso activo de proliferacién o en eventos de
expansion de la membrana demandan la biogénesis de membrana en forma masiva, por lo
gue es razonable esperar que la homeostasis de las organelas sea diferente de aquellas
células que no se estan dividiendo o creciendo activamente. Sin embargo, la naturaleza de
los eventos que regulan estos procesos todavia es pobremente entendida. Desde un punto
de vista simplista los mecanismos que regulan la sintesis lipidica pueden ser divididos en dos:
una al nivel de la transcripcion y la traduccion de las enzimas involucradas (regulacidén génica)
y otra al nivel post-transcripcional (regulacién no-gendémica). En mamiferos, la familia de
factores de transcripcion SREBPs, actla a nivel central controlando la expresion de
receptores de lipoproteinas de baja densidad junto con los genes para la sintesis de novo de
colesterol y acidos grasos (Nohturfft & Zhang 2009).

En cambio, diversos mecanismos no-gendmicos existen y aparecen como respuestas
rapidas frente a cambios en la necesidad de sintesis de fosfolipidos (Cardozo Gizzi & Caputto
2013). Dentro de estas respuestas no gendmicas a la demanda de sintesis de lipidos, nos
concentraremos en aquellas producidas por la proteina de interés central para esta tesis: c-
Fos. Esta proteina fue descripta como un miembro de la familia de factores de transcripcién
inducibles denominado Proteina Activadora 1 (AP-1) hace mds de 25 afios (Curran & Morgan
1987). El contenido celular de c-Fos se encuentra estrictamente regulado: mientras que en
células quiescentes se encuentra al limite de deteccidn, su expresién es rapida vy
transitoriamente inducido frente a diversos estimulos como por ejemplo factores de
crecimiento, estimulacién sensorial o liberacion de neurotransmisores (Kovary & Bravo 1992,
Ginty et al. 1994, Hughes & Dragunow 1995, Caputto & Guido 2000, Maggiolini et al. 2004) .
Un trabajo pionero de Hunt y colaboradores mostré como después de la estimulacién
sensorial se inducia rapidamente la expresion de c-Fos en neuronas espinales de rata (Hunt
et al. 1987). A partir de alli, multiples estudios publicados proveyeron evidencia de que
condiciones tanto fisiolégicas como patoldgicas son capaces de inducir la expresidn de c-Fos
y otros miembros de su familia de factores de transcripcién en el sistema nervioso central
junto con otros tipos celulares.
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AP-1 es un factor de transcripcion homo- o heterodimérico compuesto por proteinas
gue pertenecen a la familias de Fos, Jun, ATF o JDP (Shaulian & Karin 2001). Todos los
miembros AP-1 poseen un dominio bZip, que consiste en un dominio basico (BD) adyacente a
un motivo de cierre de leucinas. El BD estd implicado en la unién secuencia-especifica del AP-
1 al ADN mientras que los residuos conservados de leucinas permiten la dimerizacién y
consecuentemente la formacion de los dimeros AP-1 transcripcionalmente activos (Neuberg
et al. 1989). Mientras que la familia Jun existe como homo o heterodimeros, la familia Fos,
que no puede homodimerizar, forma heterodimeros estables principalmente con las
proteinas Jun. (Hess et al. 2004). Debido a que la dimerizacidon es un pre-requisito para la
unién al ADN, c-Fos no se asocia al ADN por si mismo (Halazonetis et al. 1988).

La actividad AP-1 ha sido involucrada en la transformacion de sefiales de crecimiento
de corta duracidon en cambios de larga duracidn al regular la expresidn de genes blanco
involucrados en el crecimiento celular como por ejemplo colagenasa (Angel et al. 1987),
metaloproteasa-3 (Kerr et al. 1990), metalotioneina IIA (Lee et al. 1987) o de genes criticos
para la re-entrada al ciclo celular como ciclina D1 (Brown et al. 1998). Cuando el
correspondiente estimulo cesa, c-Fos se degrada rapidamente, con una vida media que va
desde el minuto a la hora, dependiendo del tipo celular (Basbous et al. 2008, Adler et al.

2010).
c-Fos como activador de la sintesis lipidica

c-Fos ejerce un rol relevante en la regulacion del crecimiento, diferenciacion asi como
también en procesos de transformacion celular (Curran & Franza 1988, Cohen & Curran
1989). Estudios de nuestro laboratorio han establecido que c-Fos tiene dos funciones que lo
sitian como capaz de regular el crecimiento celular no solo con su actividad como factor de
transcripcion sino también al actuar como un activador de la biosintesis de lipidos en
procesos celulares tanto normales como patoldgicos que demandan altas tasas de biogénesis
de membrana. La activacion de la sintesis de lipidos ha sido observada en diferentes tipos
celulares: in vivo en células ganglionares retinales y fotorreceptoras estimuladas por luz

(Guido et al. 1996, Bussolino et al. 1998), en fibroblastos que se encuentran proliferando
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(Bussolino et al. 2001), en células PC12 inducidas a diferenciar (Gil et al. 2004, Crespo et al.
2008), en tumores del sistema nervioso central y periférico (Silvestre et al. 2010, Gil et al.
2012) y en tumores mamarios humanos malignos (Motrich et al. 2013).

En la retina, se observd que ante la estimulacién luminica de pollos se produce un
incremento tanto en expresion de c-Fos como en la sintesis de lipidos en células ganglionares
de la retina (Guido et al. 1996, Bussolino et al. 1998). Al bloquear especificamente la
expresion de c-Fos se bloquean las modificaciones inducidas por luz en la sintesis de
fosfolipidos. Debido a que la liberacion de neurotransmisores ocurre en luz en células
ganglionares, se interpretd que el pico en la expresion de c-Fos responde a la necesidad de Ia
célula de incrementar la tasa de sintesis de membrana para restablecer el reciclado de
vesiculas sindpticas ante la liberacion de neurotransmisores (de Arriba Zerpa et al. 1999,
Caputto & Guido 2000).

La biogénesis de membrana requiere del suministro coordinado de todos sus
componentes integrales. En este sentido, fue notable como en células ganglionares el
marcado isotépico realizado tanto in vivo (*H-glicerol o **P-ortofosfato) como in vitro (32P-y-
ATP) mostrd consistentemente que la marcacién de todos los fosfolipidos analizados se
incrementd de manera similar, de un modo dependiente de c-Fos, en luz con respecto a
oscuridad. Resultados concordantes fueron encontrados en células PC12 inducidas a
diferenciar con factor de crecimiento nervioso (NGF) a un fenotipo similar a neuronas
simpaticas. c-Fos activa el marcado metabdlico general tanto de fosfolipidos (Gil et al. 2004)
como de glicolipidos (Crespo et al. 2008). Al bloquearse la expresidon de c-Fos se detiene
tanto la activacion de sintesis de lipidos como asi también la neuritogénesis. Analisis por TLC
de los extractos lipidicos luego del marcado isotépico de estas células con **C-Galactosa o
con *’P-ortofosfato mostraron un incremento del 50-60% en todos los glicolipidos marcados
con *Cy de PtdCho, que también se marca en este ensayo. Asimismo, todos los fosfolipidos
marcados con >’P también mostraron resultados similares. Estos resultados son compatibles
con una estimulacién global de la maquinaria de sintesis de lipidos en la respuesta a NGF

mediada por c-Fos.
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Regulacion de la funcion de c-Fos como activador de la sintesis de fosfolipidos

La capacidad de c-Fos para activar la sintesis lipidica en el citoplasma requiere de la
asociacion de c-Fos al RE (Bussolino et al. 2001), el sitio de sintesis cuantitativamente mas
importante de la célula. Esta asociacion al RE esta regulada por el estado de fosforilacién de
los residuos de tirosina 10 y 30 de c-Fos. Células quiescentes tienes cantidades muy
pequefias de c-Fos que, ademas, se encuentra fosforilado en dichos residuos y por tanto
disociado del RE. Al inducir a las células a proliferar, se promueve la expresién de c-Fos
conjuntamente con la desfosforilacion de esta proteina, lo que resulta en su asociacion a las
membranas del RE y en la activacion de la sintesis de lipidos (Portal et al. 2007).

c-Src fue identificada como la primer quinasa y TC45-PTP como la primer fosfatasa
que actuan sobre los residuos de tirosina de c-Fos (Ferrero et al. 2012). Estudios de
fraccionamiento subcelular y de marcado con *2P-ATP evidenciaron que c-Fos fosforilado es
incapaz de unirse a membranas y en consecuencia no activa la sintesis de fosfolipidos. La
regulacién de esta modificaciéon post-traduccional reversible se encuentra en la etapa de
desfosforilacion. La induccion de las células con mitégenos promueve la concomitante
translocacién de TC45-PTP desde el nucleo hacia el citoplasma, su activacion y la formacién
del complejo transitorio c-Fos/TC45 que resulta en la desfosforilacion de c-Fos (Ferrero et al.
2012). Diferentes estudios han demostrado la activacion de c-Src con el estimulo celular,
(revisado en Hunter 2009). Sin embargo, en el modelo celular empleado, no se observé un
incremento en la fosforilacidn de c-Fos frente al estimulo, lo que indicaria que la actividad de
c-Src basal es suficiente para mantener las pequefias cantidades de c-Fos presente en células
quiescentes en su estado fosforilado. Es importante remarcar que la fosforilacién en tirosina
tiene un efecto represor de la actividad no gendmica de c-Fos mientras que la fosforilacion

en serinas/treoninas tiene un efecto trans-activador de su actividad como AP-1.

c-Fos en el crecimiento tumoral
Existe abundante informacion acerca de los eventos gendmicos que se encuentran
detras del crecimiento exacerbado caracteristico de células tumorales (Hanahan & Weinberg

2011). En cambio, son escasos los estudios respecto de los cambios pleiotrépicos que
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necesariamente acompanan el crecimiento tumoral. En este contexto, altas tasas de
proliferacién correlacionan estrictamente con una elevada expresion de c-Fos junto con altas
tasas de sintesis de fosfolipidos en modelos tumorales. Bloqueando especificamente la
sintesis de fosfolipidos dependiente de la expresién de c-Fos se reduce significativamente la
proliferacion en cultivo de células T98G, que derivan de un glioblastoma multiforme humano.
Mas aun, al tratar ratones atimicos xeno-transplantados con estas células en el lugar de la
lesion con un oligonucledtido ARNm antisentido (ASO) especifico para c-Fos, se impide el
crecimiento tumoral que de otro modo se desarrolla en el 90% de los animales control (Gil et
al. 2012). Resultados concordantes fueron encontrados en ratones NPcis, un modelo animal
de la enfermedad humana Neurofibromatosis tipo |, que a los 5-6 meses de edad generan
espontaneamente tumores del sistema nervioso central y periférico con una penetrancia del
100%. Los tumores ya formados crecen significativamente mds lento que en los controles
cuando los ratones NPcis son tratados con ASO para c-Fos. Finalmente, ratones NPcis
homocigotas nulos para c-Fos no desarrollan tumores, en contraste con el 71.4% de sus

hermanos de camada Fos +/+ que si lo hacen (Silvestre et al. 2010).

c-Fos y un estado activado de la sintesis de lipidos

No solo patologias asociadas a tumores muestran c-Fos asociado al RE, en la médula
espinal de ratas sensibilizadas para desarrollar encefalomielitis alérgica en la que se
promueve gliosis, se induce la expresion de c-Fos y este se encuentra asociada al RE (Cammer
et al. 1989). La actividad no gendmica de c-Fos promueve un estado activado de sintesis de
fosfolipidos que se ha probado como necesario en modelos de crecimiento, proliferacién y/o
diferenciacidon celular para sostener estos procesos. En un reporte reciente, se estudiaron
cambios globales en la transcripcién inducidos por c-Fos de una manera independiente a su
actividad AP-1. Se encontré que estos eran la consecuencia de la sintesis nuclear
dependiente de c-Fos de PtdIns(4,5)P, (Ferrero et al. 2014), un lipido involucrado en la
remodelaciéon de cromatina (Viiri et al. 2012). De esta manera, c-Fos integra ambas
funciones, tanto como i) activador de la sintesis lipidica (Caputto et al. 2014) como ii) un

modulador transcripcional (Angel & Karin 1991).
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Objetivos e Hipotesis de Trabajo

Los ejemplos planteados hasta aqui apuntan a la existencia de un mecanismo
compartido que permite un aumento en el abastecimiento de lipidos y nos permite formular
la siguiente hipdtesis causa-consecuencia: 1) La expresion de c-Fos es rdpidamente inducida
por factores externos, que llevan a 2) un incremento tanto en la actividad AP-1 como en la
activacion de la sintesis de fosfolipidos que en consecuencia sostienen 3) proliferacidon o
diferenciacién celular. El tiempo y la localizacién de estas dos funciones dentro de la célula
son distintos. c-Fos nuclear es necesario en etapas iniciales para desencadenar los
correspondientes programas génicos, participando entonces en preparar a las células para
crecer, mientras que c-Fos citopldsmico es necesario para mantener una tasa elevada de
sintesis lipidica tanto en etapas del crecimiento iniciales como tardias (Gil et al. 2004, Ferrero
et al. 2012, Gil et al. 2012, Cardozo Gizzi & Caputto 2013).

Distintos reportes del grupo han ido avanzando en el conocimiento de los fendmenos
dependientes de c-Fos. El objetivo principal de esta Tesis fue estudiar el mecanismo
molecular por el cual c-Fos es capaz de activar la sintesis de lipidos: la manera en que
consigue incrementar el marcado radioactivo de todas las especies de fosfolipidos analizadas.

En fibroblastos NIH 3T3 quiescentes estimulados a reingresar al ciclo celular, se
produce la rapida induccion transcripcional de c-Fos, en el orden de minutos (Greenberg &
Ziff 1984). Se producen dos ondas de expresion de c-Fos que son necesarias para que genere
concomitantemente la estimulacion en la incorporacién de 32p_ortofosfato a fosfolipidos in
vivo (Bussolino et al. 2001). La primera onda de marcado radioactivo incrementado de lipidos
tiene un pico a 7,5 minutos post-estimulo y regresa a niveles del control a los 15 minutos; la
segunda onda empieza a los 30 minutos y se mantiene elevada al menos hasta 120 minutos,
el tiempo mas largo examinado. Los lipidos que incorporan 32p durante la primera onda son
PIPs, predominantemente segundos mensajeros ubicuos, mientras que en la segunda onda
los productos radioactivos mayoritarios son los principales lipidos constituyentes de
membranas. La vida media del ARNm de c-Fos es muy corta en la primer onda, de solo 10
minutos, en tanto es de alrededor de 85 minutos en la segunda onda (Bussolino et al. 2001).

Este antecedente fue el disparador de esta tesis doctoral, ya que nos propusimos

estudiar en detalle este fendmeno. El modelo de estudio empleado a lo largo de la tesis sera
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entonces la mencionada linea celular y particularmente la transicion Go/G; inducida por el
agregado de suero fetal bovino (FBS) al 20% a células que se encuentran quiescentes luego de
permanecer 48 horas deprivadas de factores de crecimiento. Se utilizard este sistema como
modelo para estudiar la respuesta celular a un rapido requerimiento de sintesis de lipidos
frente a un estimulo externo. Se pretende resolver estos interrogantes mediante un enfoque
conjunto de técnicas bioquimicas clasicas junto con microscopia confocal de fluorescencia.

En otros modelos celulares ya se habia observado que c-Fos activa el marcado
radioactivo de todos los lipidos analizados. Sin embargo, no se conocia si este efecto estaba
dado por la activacion de todas las vias metabdlicas involucradas o si en cambio c-Fos actuaba
sobre etapas especificas. Uno de los objetivos especificos fue el de establecer qué etapas
metabdlicas c-Fos esta afectando a partir del estudio de las mismas in vitro. La hipdtesis es
que c-Fos sélo afecta etapas claves, épero cdmo lo hace? Nos propusimos estudiar las
posibles interacciones directas con las enzimas cuyos pasos metabdlicos c-Fos incrementa.
Para hacerlo, la idea fue emplear co-inmunoprecipitaciones por su robustez pero también
avanzar en el empleo de microscopia de fluorescencia para obtener informacion espacial y
temporal del fenédmeno.

Otro de los objetivos planteados fue el de establecer la region de c-Fos involucrada en
la funcién no gendmica, conociendo por resultados anteriores que la regidon basica,
involucrada en la unién al ADN, también parecia clave en la funcién no gendmica. El enfoque
empleado fue genético, generando mutantes de delecién de c-Fos y estudiar la pérdida de
funcion de las mismas en la activacion de la sintesis lipidica.

Por ultimo, queda planteado el interrogante de cdmo se activan vias metabdlicas para
dar como producto lipidos distintos. EIl PA es un intermediario clave en la sintesis de
glicerofosfolipidos ya que puede derivado tanto a la via de PIPs como a la via de Kennedy que
dard lugar finalmente a PtdCho, PtdEth y PtdSer. En el mencionado reporte (Bussolino et al.
2001), se indicd que existen las dos ondas de activacion del marcado radioactivo de lipidos
gue depende de c-Fos en donde los lipidos que incorporan 32p durante la primera onda son
diferentes a los de la segunda. Esto despertd un interés por parte mia para continuar

estudiando el destino final de PA en este sistema y su dependencia en la expresién de c-Fos.
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Efecto de c-Fos en la sintesis de PIPs in vivo

Cuando ingresé al laboratorio, la Dra. Marianne Renner habia comenzado durante el
desarrollo de su tesis doctoral a dilucidar algunos aspectos de esta activacién dependiente de
c-Fos. En la Fig. 3 se puede ver como se produce un acentuado incremento en el marcaje de
Ptdins y PtdInsP, en las células luego de sélo 7,5 minutos de estimulo. Dicho incremento se
ve abolido frente al agregado a las células de un ASO que impide la traduccién de la proteina
c-Fos. El experimento demuestra la relevancia bioldgica del fendmeno de la activacion
dependiente de c-Fos para que la célula ajuste la sintesis de PIPs. Es concordante también
con estudios que indican que la expresion de c-Fos es necesaria para que células quiescentes
reingresen al ciclo celular (Robbins et al. 1990).

En la mencionada Fig. 3 se observa en la esquina inferior derecha el nombre de
Renner, ML reconociendo su trabajo. En proximas figuras, se continuara aclarando si el
trabajo fue hecho por otro miembro del laboratorio, en conjunto conmigo o si algunos
resultados fueron luego confirmados por mi. En los casos en los que no se coloque ningun

nombre, se trata de experimentos realizados integramente por mi.

Las actividades CDS y PIK pero no la de PIS son activadas por c-Fos

El incremento en el marcaje radioactivo de PIPs implica una mds activa tasa de
sintesis o de recambio por sobre la de degradacién de estos productos lipidicos. Nos
propusimos estudiar los distintos pasos metabdlicos que conducen a la formacién de los
mismos. En particular, se midieron las actividades enzimaticas en homogenatos celulares
totales de los tres primeros pasos de sintesis de PIPs utilizando precursores especificos de
cada etapa metabdlica marcados radioactivamente, en presencia o ausencia de c-Fos
purificado obtenido en forma recombinante en E. Coli. Los homogenatos totales utilizados
como fuente de enzimas son de células NIH 3T3 quiescentes, que poseen niveles no

detectables c-Fos enddgeno.
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Figura 3. Efecto del bloqueo de la expresion de c-Fos sobre el marcado radioactivo de
PtdInsP y PtdsInsP,. a) y b) Células NIH 3T3 quiescentes fueron pulsadas con *’P-ortofosfato y
luego mantenidas en quiescencia (primera columna) o estimuladas con FBS al 20% durante
7.5 minutos (segunda a cuarta columna). Las células fueron cosechadas y cuantificadas para el
marcado radioactivo de PtdinsP (a) o PtdIinsP, (b) a partir de la correspondiente TLC del
extracto lipidico. Oligonucleétido ARNm sentido (S) como control (tercera columna) u
oligonucledtido ARNm anti-sentido (AS) contra c-Fos (cuarta columna) fueron adicionados al
medio de cultivo previo al estimulo. c) WB de muestras de células utilizadas en a) y b) fue
revelado utilizando anticuerpos anti-c-Fos y anti-a-tubulina (control de carga). Nétese la
disminucién en la expresidon de c-Fos al cultivar las células en presencia de AS. *p<0,005
determinado con ANOVA de una via con Tukey post-test. Adaptado de Alfonso Pecchio,
Cardozo Gizzi et al. (2011).
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Luego de establecer las condiciones de linealidad de las distintas enzimas, se
realizaron ensayos con agregados crecientes de c-Fos purificado para establecer cual o cuales
actividad/es esta proteina es capaz de modificar. Como puede observarse en la Fig. 4, con el
agregado de 0,5 ng c-Fos/ug proteina total de homogeneizado, CDS tiene un pico en su
actividad de alrededor del 60% por encima del control que contiene solo el vehiculo. Este
aumento se ve disminuido hasta alrededor del 30% por encima del control con mayores
cantidades de c-Fos. La actividad PIK requiere de mayores concentraciones de c-Fos (1 ng c-
Fos/ug proteina total) para alcanzar una activacién del 60%. Sin embargo, hasta una
concentracion de 3 ng c-Fos/ug proteina total (la mas alta concentracion de c-Fos ensayada)
sigue incrementandose el porcentaje de activacion. En tanto, no se observé un incremento

en la actividad PIS a ninguna de las concentraciones de c-Fos ensayadas.
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Figura 4. Curvas de activacion dependiente de c-Fos para las actividades enzimaticas de CDS, PIS y
PIK. Actividad in vitro de las enzimas CDS (circulos abiertos), PIS (cuadrados cerrados) y PIK
(triangulos cerrados) en homogenatos totales de células NIH 3T3 quiescentes en funcion de la
cantidad de c-Fos recombinante adicionado al medio de ensayo. Las actividades enzimaticas fueron
determinadas segun se describe en Materiales y Métodos, incubando los tubos durante 20 minutos
para el caso de la actividad CDS y 10 minutos para los otros dos. Los Resultados son el promedio +
DE de un experimento representativo realizado en duplicado de un total de tres experimentos
realizados. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al. (2011).
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Es realmente interesante que a concentraciones inferiores de c-Fos se active CDS,
sugiriendo que los requerimientos para la activacion del primer paso metabdlico son
distintos del tercero.

A continuacion, se realizaron curvas de tiempo de las actividades enzimaticas a medir,
lo cual consiste en determinar la formacion del producto de cada paso metabdlico en
incubaciones a distintos tiempos; con o sin el agregado de c-Fos recombinante, usando 0,5
ng c-Fos/ug proteina total para CDS y 1 ng c-Fos/ug proteina total para las otras dos
actividades enzimdticas ensayadas. La actividad de CDS fue lineal hasta 60 minutos de
incubacién (Fig. 5a). La actividad PIS fue lineal hasta 15 minutos, el tiempo mas largo
ensayado (Fig. 5b). La formacidn de PtdInsP (actividad PIK) presenta una rdpida cinética, por
lo que aun determinando la actividad a 25 °C no se obtuvo una clara zona de linealidad (Fig.
5c). En todos los tiempos analizados, se produjeron cantidades incrementadas de CDP-
DAG cercanas al 50% con el agregado de c-Fos. Esencialmente el mismo resultado se obtuvo
para PIK. En contraste, no se obtuvieron diferencias significativas en la actividad PIS en los
distintos tiempos analizados ni en las distintas concentraciones de c-Fos recombinante
ensayadas. Estos experimentos establecieron claramente que c-Fos es capaz de promover
una activacion general de la via al incrementar la actividad del primer y tercer paso
metabdlico involucrado. Asimismo, la no activacion de PIS estaria indicando la especificidad

de la activacidn enzimatica.
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Figura 5. Curvas de tiempo para la actividad enzimatica de CDS, PIS y PIK con la adicion de c-
Fos. Actividad in vitro en homogenatos de células NIH 3T3 quiescentes de las enzimas bajo
estudio con o sin el agregado de c-Fos recombinante (circulos cerrados o abiertos,
respectivamente) en funcién del tiempo de incubacion. Se emplearon 0,5 ng c-Fos/ug proteina
total para CDS y 1 ng c-Fos/ug proteina total para las otras dos actividades enzimaticas
ensayadas. Las actividades enzimaticas fueron determinadas segun se describe en Materiales y
Métodos. Los Resultados son el promedio + DE de un experimento representativo realizado en
duplicado de un total de tres experimentos realizados. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo
Gizzi et al. 2011.
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Finalmente, se realizaron curvas de concentracion de sustrato de las enzimas que son
activadas por c-Fos (Fig. 6) con el objetivo de establecer los parametros cinéticos, Km vy
Vmax, de las enzimas en presencia y ausencia de c-Fos. El ajuste de los datos a curvas de
Michaelis-Menten permitié determinar los Km y Vmax de CDS y PIK, cuyos resultados se
encuentran en la Tabla 1. Estos estudios cinéticos son nuestro primer acercamiento al
mecanismo molecular mediante el cual c-Fos consigue el efecto de activacién. En los dos
casos analizados, se observé el mismo comportamiento: el agregado de c-Fos recombinante
produjo incrementos en la velocidad maxima de la reaccidén de alrededor del 100% por
encima del control, sin que se produzcan cambios estadisticamente significativos en los Km.
Esto indica: i) que c-Fos incrementa la capacidad catalitica de las enzimas involucradas en la
activacion sin que ello impligue un cambio en la afinidad de la enzima por su sustrato y ii) son
las primeras evidencias de que existe un mecanismo compartido en la activacién de las
distintas enzimas involucradas. Los pasos metabdlicos estudiados catalizan reacciones
totalmente distintas: CDS transfiere un nucleétido (CTP) hacia el grupo fosfato del PA
mientras que Pl4Klla transfiere un fosfato desde ATP hacia el grupo alcohol del anillo de
inositol.

Es importante destacar que la mayor concentracion de c-Fos exdgena adicionada (1
ng/ug proteina total) es comparable a una concentracién cercana a 10° moléculas de c-Fos
por célula. Esta concentracién es la que se encuentra en fibroblastos cuando la expresién de

c-Fos es inducida, segun fuera calculada por Kovary & Bravo (1991).
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Figura 6. Curvas de concentracion de sustrato de las actividades enzimaticas de CDS y PIK.
Actividad in vitro en homogenatos de células NIH 3T3 quiescentes de las enzimas bajo estudio
con o sin el agregado de c-Fos recombinante (circulos cerrados o abiertos, respectivamente)
en funcién de la concentracién de sustrato adicionado exdgenamente. Las actividades
enzimaticas fueron determinadas segun se describe en Materiales y Métodos, incubando los
tubos durante 20 minutos para el caso de la actividad CDS y 10 minutos para el de PIK. Los
resultados son el promedio + DE de un experimento representativo realizado en duplicado de
un total de tres experimentos realizados. El recuadro interior son graficos de Lineweaver-
Burk para el calculo de Km y Vmax. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al. (2011).

28



Resultados

Tabla 1. Parametros cinéticos de las enzimas de la via de sintesis de PIPs que son activadas
por el agregado de c-Fos recombinante, calculados a partir de los datos de la Fig. 6.

Constantes cinéticas de la enzima CDS Constantes cinéticas de la enzima PIK
Km (uM) Vmax Km (um) Vmax
(nmol producto/ (pmol producto/
mg proteina total min) mg proteina total min)
Control 1,3+0,2 15,8+0,7 254+30 4,0+0,5
+c-Fos 1,6+0,3 34,3+1,6 331157 8,5+0,6

Las actividades de CDS1 y Pl4Klla son claves para la activacidon del marcado radioactivo de

PtdinsP y PtdIinsP, promovido por FBS, no asi la de PI4KIIB

En esta instancia, se habia establecido que al estimular fibroblastos a reingresar al
ciclo celular se produce un rapido incremento en el marcaje radioactivo de PIPs que requiere
de la expresidon de c-Fos. La hipdtesis inicial es que c-Fos media este efecto al activar etapas
metabdlicas especificas, la primera y la tercera para el caso de la via de sintesis de PIPs. Para
confirmar el rol de enzimas particulares en la sintesis de PtdInsP y PtdInsP, in vivo, decidimos
estudiar el marcado de estos lipidos en células en cultivo previamente tratadas con
pequefios ARN de interferencia (siRNA) para deprimir la expresién de las enzimas en estudio.

Respecto de la formacidon de PtdinsP a partir del Ptdins, se ha observado que en
homogenatos totales de células NIH 3T3 se puede abolir practicamente en su totalidad la
actividad PI4K con el inhibidor adenosina, que es especifico para PI4K tipo Il (de Graaf et al.
2002). Aun mas, la via predominante de fosforilacion de PtdIns es iniciada por este tipo de
guinasas en muchas células de mamiferos (Fruman et al. 1998) y en particular la enzima
Pl4Klla se ha descripto como la mas activa (Balla et al. 2002). Por tanto, se decidi6 utilizar las
dos isoformas (a y B) de esta familia de enzimas como blanco para disminuir su expresion. En

concreto, se tratd a las células con siRNA contra CDS1, Pl4Klla y P14KIIB.
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Figura 7. La disminucidon en la expresion de CDS1 y Pl4Klla pero no de PI4KIIB suprime el
incremento en el marcado radioactivo de PtdinsP y PtdInsP, in vivo. Células NIH 3T3 fueron
transfectadas con siRNA contra las enzimas en estudio para deprimir la expresion de las mismas.
Tras establecer la quiescencia, las células fueron pulsadas con *’P-ortofosfato para luego ser
estimuladas con FBS al 20% durante 7.5 minutos. a) y b) muestran el marcado in vivo de PtdInsP
y PtdsinsP, (respectivamente) para cada caso analizado. c¢) WB de homogenatos celulares
utilizados en a) y b) fueron revelados para cada una de las enzimas en estudio utilizando
anticuerpos especificos (Abcam) en las condiciones indicadas (siRNA). En cada caso, puede
observarse la disminucién de la expresidn de la correspondiente enzima en las células tratadas
con el siRNA. Se revelé ademas contra a-tubulina como control de carga en cada caso. El control
consistié en células a las que se les adiciond solo el reactivo de transfeccion. Adicionalmente, se
examinaron células trasfectadas con un siRNA que no tiene ningun blanco, y no se observaron
diferencias respecto del mencionado control (no mostrado). Los resultados son la media de dos
experimentos independientes + DE. **p<0,01, *p<0,05 determinado mediante analisis de la
varianza de dos vias usando Bonferroni post-test. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et
al. (2011).
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Al estimular las células con FBS, se observa el esperando incremento en el marcado
de PtdInsP y PtdInsP, (Fig. 7). Este incremento se ve suprimido en células tratadas con siRNA
contra CDS1 o Pl4Klla. En cambio, disminuir la expresion de PI4KIIB no tiene efecto alguno en
el fendmeno. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de CDS1 y PIKlla en la
activacion de la sintesis de PIPs a tiempos cortos en células NIH 3T3 que reingresan al ciclo
celular. Es importante remarcar en este punto que segun se observa en la Fig. 3, dicha
activacion es dependiente de la expresién de c-Fos.

Es interesante destacar que en un reporte reciente se vio que mientras CDS1 no
muestra una especificidad o preferencia por las cadenas laterales del sustrato (posiciones sn-
1y sn-2 de PA), CDS2, la segunda isoforma de esta enzima, tiene una marcada preferencia
por 1-estearoil-2-araquidonil PA como sustrato, asi como también una inhibicion de su
actividad por parte del PtdInsP, con estas cadenas de los acidos grasos en particular
(D'Souza et al. 2014). Estudios de otros laboratorios demuestran que el Ptdins formado a
partir de la via de sintesis de novo contiene principalmente cadenas del resto acilo saturadas
0 mono-insaturadas (Holub & Kuksis 1971, Luthra & Sheltawy 1976). En cambio, el ciclo de
PtdIns involucra la ruptura de PtdIns(4,5)P, en la membrana plasmatica y la re-sintesis de
PIPs por parte de enzimas, entre ellas DGKe (Lung et al. 2009) o PtdIns4P-5-quinasa (Shulga
et al. 2012), que tienen una importante especificidad por el sustrato, lo cual resulta en un
enriquecimiento ciclico del Ptdins de cadenas acilo particulares, siendo las principales 1-
estearoil-2-araquidonil (18:0 sn-1/20:4 sn-2). Esto ultimo induce a pensar que CDS2 estaria
involucrada principalmente en el ciclo del Ptdins mientras que CDS1, que no exhibe ninguna
especificidad por la cadena lateral, en la sintesis de novo de PtdIns (D'Souza & Epand 2014).
La enzima CDS cuya actividad incrementada depende de la expresidon de c-Fos y que ademas
al deprimir la expresion de la misma se impide el incremento en la marcacion de PtdinsP,,

seria entonces la involucrada en la sintesis de novo.
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CDS1 y Pl4Klla pero no PI4KIIB participan en una asociacion fisica con c-Fos

Los experimentos mostrados hasta aqui plantearon el interrogante sobre la forma en
gue c-Fos logra la activacion de enzimas especificas. Un posible mecanismo es mediante una
interaccidn directa con las enzimas que activa. Para estudiar esta alternativa, inicialmente se
realizaron experimentos de coinmunoprecipitacion en homogenatos totales de fibroblastos
NIH 3T3 transfectados para expresar las enzimas bajo estudio con un rétulo que permita
dirigir un anticuerpo especifico contra el mismo. Concordantemente con lo observado en la
activacion de enzimas particulares (Figs. 4 y 5), c-Fos coinmunoprecipité con CDS1 y Pl4Klla
pero no con PIS1 o PI4KIIB (Fig. 8). Estos estudios sugirieron que c-Fos estd modulando la
actividad de estas enzimas a través de una interaccion fisica, lo cual permitiria la activacion
especifica de las mismas.

La técnica de coinmunoprecipitacién es muy robusta ya que si al bajar una proteina
con un anticuerpo especifico y luego revelar la existencia en el inmuno-complejo de una

segunda proteina, se estd probando que ambas participan en un complejo. Sin embargo, esta
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Figura 8. CDS1 y Pl4Klla pero no PI4KIIB coinmunoprecipitan con c-Fos. Células NIH 3T3 fueron
transfectadas para expresar PIS1-myc, Pl4Klla-myc, CDS1-YFP 6 PIKIIB-YFP y estimuladas con
FBS al 20% durante 1 hora para inducir la expresién de c-Fos enddgeno. Lisados de estas células
fueron inmunoprecipitados usando anti-GFP (Roche) o anti-myc (Sigma), ambos producidos en
ratdn. Se muestra en la parte superior el WB revelado utilizando anti-c-Fos (Santa Cruz,
producido en conejo) y en la parte inferior los inmunoprecipitados obtenidos para cada enzima
revelados usando anti-GFP (Sigma) o anti-myc (Santa Cruz) ambos producidos en conejo.
Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al. (2011).
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técnica tiene sus limitaciones. En primer lugar, al tratarse de homogenatos totales, no se
brinda ninguna informacion espacial del fendmeno. Mas aun, la disrupcién del entorno
natural en que se encuentran las proteinas de interés puede promover interacciones que no
estan presentes en una célula intacta. Por ultimo, que ambas proteinas se encuentren en el
mismo inmuno-complejo no descarta la posibilidad de terceras proteinas que actuen como
proteinas puente.

Para superar estas limitaciones, decidimos estudiar la interaccion proteina-proteina
usando microscopia FRET por emision sensibilizada (Elangovan et al. 2003). Dicha técnica se
basa en la transferencia de energia desde un donor fluorescente excitado hacia un aceptor
(fluorescente o no) por medio de un fenémeno no radiativo. Este fendmeno, denominado
FRET o transferencia de energia de Forster, por quien estableciera los principios que lo rigen,
depende fuertemente de la distancia. En términos practicos, donor y aceptor deben
encontrarse a no mas de 10 nm de distancia para que ocurra el fendmeno de FRET, para el
caso de la utilizacion de proteinas fluorescentes como par aceptor-donor. Esta distancia es
tipica de una interaccion directa entre dos proteinas, por lo que esta técnica permite medir
interacciones proteina-proteina (Vogel et al. 2006). El FRET agota la poblaciéon del estado
excitado del donor, disminuyendo su emisién mientras que causa la emisién (sensibilizada)
del aceptor. La forma de medir el fendmeno consiste en fusionar las proteinas de interés a
proteinas fluorescentes, usando un par o combinaciéon que permita la transferencia de
energia. En este caso en particular empleamos a la proteina fluorescente cyan (CFP) como
donor y a la proteina fluorescente amarilla (YFP) como aceptor (Piston & Kremers 2007). Para
realizar el experimento de FRET, se transfectaron las células con los plasmidos
correspondientes al tiempo que se deprivaban a estas de factores de crecimiento. Luego de
establecerse la quiescencia, se indujeron las células durante 7,5 minutos con FBS para
generar la transicion Go/G; y situarnos en el momento de mas alta sintesis de PIPs (Bussolino
et al. 2001). Este estimulo es necesario para desencadenar los fendmenos celulares que
aseguran la interaccién de ambas proteinas. Sin embargo, el estimulo también promueve la

rapida traduccién de c-Fos enddgeno, que podria competir con el c-Fos fusionado a CFP por
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Alfonso Pecchio, AR- Cardozo Gizzi, AM

Figura 9. Microscopia FRET revela la interaccion entre c-Fos/CDS1 y c-Fos/Pl4Klla. a) Donor de
FRET, CFP (izquierda), Aceptor de FRET, YFP (centro) e imagen de Eficiencia de FRET (derecha).
Se co-transfectaron las células para que expresen cada una de las enzimas bajo estudio
fusionadas a ECFP junto con c-Fos-EYFP y estas fueron examinadas por microscopia confocal. Se
muestran imdagenes representativas de cada uno de los casos. El control negativo es CDS1-
ECFP/YFP y se muestra en la fila inferior. La imagen de Eficiencia de FRET fue generada con el
programa Imagel, usando una escala pseudocoloreada que representa la eficiencia en una
escala que incrementa de azul a blanco, como se muestra en la barra de la esquina inferior
derecha. El valor maximo (pixeles blancos) corresponde al control positivo ECFP-EYFP, una
quimera de ambas proteinas fluorescentes unidas por un segmento flexible de 18 aa, cuya
maxima eficiencia de FRET se utiliza para normalizar la escala (no mostrado). b) Eficiencia
promedio de FRET + DE. Los resultados, obtenidos tras analizar 25 células en cada caso,
provienen de un experimento representativo de un total de al menos tres. *p<0,001
determinado por ANOVA de una via con post-test de Dunnett. La barra blanca en la esquina
superior izquierda representa 10 um. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al. 2011.
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la unién de las enzimas y disminuir los valores de FRET. Para contrarrestar esto, se incubé a
las células durante el estimulo (y desde 45 minutos antes) con cicloheximida a una
concentracién de 50 pg/mL, que impide la traduccion al nivel del ribosoma. De esta forma, se
permiten los eventos post-traduccionales necesarios para la activacion de algunas enzimas al
tiempo que se inhibe la sintesis de c-Fos enddgeno.

Las condiciones de FRET indican que las proteinas de interés se encuentran a una
distancia menor a 10 nm, actuando entonces como una regla molecular; en tanto que al ser
una técnica de microscopia, permite obtener informacidon respecto de la localizaciéon
subcelular de la interaccion. Los resultados correlacionan con lo observado anteriormente en
las coinmunoprecipitaciones: tanto CDS1 como Pl4Klla pero no PI4KIIB participan de una
interaccion fisica con c-Fos (Fig. 9). Si bien se observa un acumulamiento de c-Fos dentro del
nucleo, la asociacién ocurre peri-nuclearmente, aparentemente asociado al RE segln puede
verse en las imagenes de eficiencia de FRET (Fig. 9). Es importante mencionar que c-Fos
experimenta un transporte activo entre el nicleo y el citoplasma, y que esta proteina es
capaz de experimentar ciclos de entrada y salida al nucleo (Malnou et al. 2007). El RE es,
como se dijo anteriormente, el principal sitio de sintesis de fosfolipidos y el sitio subcelular
donde se ha encontrado previamente a c-Fos asociado (Bussolino et al. 2001) por lo que el
sitio de asociacidon enzima/c-Fos se corresponde con la hipotesis de que c-Fos interacciona
directamente con enzimas especificas para activar la sintesis metabdlica de fosfolipidos en el

RE.
El domino BD seria el responsable de la activacidn de la sintesis de PIPs

Para determinar cudl o cuales son los dominios de c-Fos requeridos para esta funcion
no gendmica, construimos inicialmente mutantes de delecion de la proteina y ensayamos su
capacidad para activar la sintesis de PIPs in vitro. Puede observarse una representacion
esquematica de las mutantes empleadas en la Fig. 10c. La mutante NB (aa: 1-160) es capaz
de activar la sintesis de PtdInsP y PtdInsP, mientras que NA (aa: 1-138) no lo hace (Figs 10 ay
b). La diferencia entre ambas mutantes son Unicamente los 21 aa del dominio basico (BD)
gue NB incluye y NA no. Por otro lado, la mutante de delecién ABD, a la que solo le faltan los

21 aa correspondientes al BD respecto de c-Fos salvaje, es incapaz de activar la sintesis de
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PIPs (Fig. 10 a y b). Esta evidencia se suma a la ya obtenida en la linea celular PC12, un
modelo de diferenciacién neuronal en la que se encontré que el BD de c-Fos era necesario
para la activacion generalizada de la marcacion radioactiva de fosfo- y glico-lipidos en el
proceso de elongacion de neuritas (Gil et al. 2004, Crespo et al. 2008).

El BD se compone de 21 residuos, doce de los cuales son basicos y por lo tanto

poseen carga positiva a pH fisioldgico. Como se mencionara en la Introduccion, este dominio
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Figura 10. Activacion in vitro de la sintesis de PtdIinsP y PtdinsP, por la proteina c-Fos o sus
mutantes. a) y b) El marcado radioactivo con **P-ATP de PtdInsP y PtdinsP, (respectivamente)
fue determinado in vitro utilizando homogenatos de células quiescentes en presencia de c-Fos
o sus mutantes obtenidos en forma recombinante. Los resultados son expresados con respecto
a un control en el que sdlo se adiciond vehiculo. Las proteinas recombinantes se ensayaron a
una concentracion de 1 ng/ug proteina total en el homogenato. Los resultados son el promedio
de un experimento representativo de un total de tres realizado en triplicado + DE. *p<0,01
determinado por ANOVA de una via usando el post-test de Dunnett. c) Representacion
esquematica de las mutantes de delecion o puntuales empleadas en a) y b). Se muestra ademas
la secuencia del BD, con los residuos basicos en rojo. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo
Gizzi et al. (2011).
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esta directamente involucrado en la unién al ADN, que por sus fosfatos posee una fuerte
carga negativa. Sin embargo, la union al ADN es altamente especifica y los heterodimeros AP-
1 solo interaccionan con secuencias definidas. En la Fig. 10c puede verse la secuencia de este
dominio donde se han resaltado los residuos basicos en rojo. Decidimos realizar mutantes
puntuales sobre estos residuos basicos, en particular sobre lisina-139, arginina-144 y
arginina-146, reemplazandolas por asparagina, un aminoacido polar que tiene un grupo
carboxamida como su cadena lateral. Los resultados indican que la arginina-146 es
indispensable para conseguir la activacidn de la sintesis lipidica, ya que al mutarla se suprime
el efecto. Las otras dos mutantes ensayadas, K139N y R144N, son capaces de incrementar el
marcado radioactivo de lipidos a niveles comparables con c-Fos salvaje a pesar de tener una
carga positiva menos (Fig. 10 a y b), lo que indicaria que el efecto no es Unicamente una

cuestion de carga.
La region N-terminal es la responsable de la asociacién con CDS1

Habiendo establecido el dominio involucrado en la activacién de la sintesis de PIPs,
fue de interés establecer cudl era el dominio de asociacion con la enzima CDS1, elegida como
modelo de estudio. Para ello se fusionaron las mismas mutantes esquematizadas en la Fig.
10c a la proteina fluorescente CFP y se analizd por microscopia FRET la transferencia de
energia a CDS1-YFP. Segun puede observarse en la Fig. 11, tanto la mutante NA como NB
retienen la capacidad de unién a CDS1 a pesar de no contar con la porcién C-terminal de la
proteina c-Fos salvaje. Ello, sumado a que la mutante LZC (160-380) es incapaz de unirse a la
enzima, indicaria que la region C-terminal de c-Fos no esta involucrada en el fenémeno. Por
otro lado, la mutante ABD, a pesar de no poseer capacidad como activadora de la sintesis de
PIPs, sigue asociandose a CDS1, lo cual descartaria que el BD esté involucrado en esta
asociacion. Aun mas, el hecho que tanto NA como NB se asocien a la enzima, apuntaria a la
region N-terminal (aa: 1-138) como la implicada en la interaccidn, ya que es la regién minima
compartida. En conclusion, la interpretacion mas sencilla de los resultados obtenidos hasta
aqui es que el dominio N-terminal de c-Fos interacciona con CDS1 mientras que el dominio
de activacion es el BD, lo que indica que, sorpresivamente, la unién y la activacién de CDS1 se

deben a regiones diferentes de c-Fos.
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* * *

Eficiencia de FRET

Figura 11. El dominio N-terminal es el responsable de la asociacién de c-Fos a la enzima
CDS1. a) Donor de FRET, CFP (izquierda), Aceptor de FRET, YFP (centro) e imagen de Eficiencia
de FRET (derecha). Se co-transfectaron las células para que expresen cada una de las enzimas
bajo estudio fusionadas a ECFP junto con c-Fos-EYFP y estas fueron examinadas por
microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas de cada uno de los casos. El
control negativo es CDS1-ECFP/YFP (no mostrado). La imagen de Eficiencia de FRET fue
generada con el programa /Imagel, usando una escala pseudocoloreada que representa la
eficiencia en una escala que incrementa de azul a blanco, como se muestra en la barra de la
esquina inferior derecha. El valor maximo (pixeles blancos) corresponde al control positivo
ECFP-EYFP, una quimera de ambas proteinas fluorescentes unidas por un segmento flexible de
18 aa, cuya maxima eficiencia de FRET se utiliza para normalizar la escala (no mostrado). b)
Eficiencia promedio de FRET #* DE. Los resultados, obtenidos tras analizar 25 células en cada
caso, provienen de un experimento representativo de un total de al menos tres. *p<0,001
determinado por ANOVA de una via con post-test de Dunnett. La barra blanca en la esquina
superior izquierda representa 10 um. Adaptado de Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al. (2011).
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La region N-terminal es capaz de competir con c-Fos salvaje por su unién a la enzima

Pl4Klla

Dado el hallazgo de que la regidn N-terminal es la responsable de la asociacién a la
enzima CDS1 pero no de la activacién de la misma (ya que el dominio de activacion se localiza
en el BD) se decidid utilizarlo para una posible intervencion en el metabolismo celular. La
idea consiste en establecer si la region N-terminal por si misma puede competir por el sitio
de unién de la enzima con c-Fos y de esta forma, al impedir la asociacién, evitar el
incremento en la actividad enzimatica. El objetivo ultimo de esta intervencién en el
metabolismo es establecer una posible estrategia para detener la proliferacion celular que,
como se dijo, depende del estado activado de sintesis de fosfolipidos. A partir de la
evidencia obtenida hasta aqui, disefiamos un experimento de competencia, utilizando a la
enzima Pl4Klla para esta prueba de concepto. Estos experimentos se realizaron en conjunto
con el Dr. Cesar Prucca, que comenzaba entonces una estancia post-doctoral en el
laboratorio con el objetivo de desarrollar esta estrategia anti-tumoral mediante el bloqueo
especifico de la actividad no gendmica de c-Fos.

Para hacer estos experimentos de competencia utilizamos otra forma de determinar
la ocurrencia de FRET llamado FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy o
Microscopia de tiempo de vida media de fluorescencia). El método de emisidn sensibilizada
se basa en la intensidad de la imagen para poder cuantificar una eficiencia “aparente” en la
transferencia de energia y por lo tanto depende de la concentracién de los fluoréforos, que
debe ser tenida en cuenta para normalizar la sefial. En cambio, la técnica de FLIM mide el
tiempo de vida media de fluorescencia (1), el cual no depende de la concentracion de
fluoréforos, el microscopio empleado o las condiciones de adquisicidon. Este método se
encuentra entre los mas robustos y confiables para medir FRET, ya que se basa en un
parametro fisico cuantificable directamente (Sun et al. 2013). Toda poblacién de fluoréforos
gue es excitada por un pulso de luz reside en el estado electronico excitado un tiempo
determinado antes de decaer al estado basal. Para decaer, emite energia en forma radiativa
o bien puede disipar esa energia en forma no radiativa. En presencia de un aceptor de FRET,
la poblacién de fluoréforos excitados posee una nueva via para transmitir o disipar la
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energia. En consecuencia, el tiempo de vida media en el estado excitado es menor respecto
de una poblacién de fluordforos que no tienen disponible un aceptor. En otras palabras, el
tiempo de vida media del fluoréforo emisor disminuye ante la ocurrencia de FRET. El cambio
en el tiempo de vida media con o sin el aceptor (o el delta t) indica la eficiencia de FRET en
forma cuantitativa, siendo este un parametro muy robusto para establecer una interaccion
proteina-proteina. Una de las principales desventajas de este método es que la adquisicion
de datos confiables depende de colectar multiples imdagenes sucesivas para asi tener los
fotones necesarios para hacer un andlisis, y por lo tanto es mas lento que la técnica de
emision sensibilizada. La otra desventaja es que requiere instrumentacion especializada y
costosa. Para mas detalles, ver la seccién Materiales y Métodos.

El experimento se desarrolla de la siguiente manera: se toman las imagenes de FLIM
para un campo en particular y a continuacién se obtienen las imagenes para los canales de
CFP, YFP y A660 (el fluoréforo con el que se marcé a NA-myc). Las imagenes de FLIM se
toman excitando Unicamente al donor de FRET, CFP, utilizando un ldser modulado y un
detector para el mismo, ya que se estudia el delta Tt en la fluorescencia del donor. Las
imagenes confocales de los tres canales en cambio permiten tener la informacién espacial
para las tres proteinas, para luego hacer analisis de ubicacidn subcelular y co-localizacién.

Analizamos entonces la ocurrencia de FRET como una disminucion en el tiempo de
vida media de fluorescencia del donor utilizando un enfoque novedoso, el analisis de fasor
(Digman et al. 2008). En este enfoque, la informacién de FLIM se representa de forma que el
decamiento de fluorescencia de cada pixel de la imagen genera un punto en un grafico de
fasores (o phasor plot) (Fig. 12). El grafico de fasores es un grafico en el que se representan
las coordinadas s y g de cada fasor, un vector que representa el tiempo de vida media. Existe
un fasor por cada pixel en la imagen que representa entonces el tiempo de vida media de ese
pixel (ver Materiales y Métodos para la descripcidon de un fasor). Se utiliza un cursor en el
grafico de fasores, de forma que al seleccionar los fasores que estan dentro de este cursor, se
“pintan” los pixeles en la imagen que se corresponden con estos fasores (Fig. 13, en este caso
se “pintan” de violeta los pixeles que se encuentran en el cursor negro redondo del grafico

de fasores). El fasor que finalmente se asocia con una célula es el fasor promedio (o el que
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Figura 12. Diagrama representativo
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engloba mas cantidad de pixeles de la imagen). La cuantificacion de FRET en el grafico de
fasores se logra al analizar el corrimiento entre las especies del donor y el donor en presencia
del aceptor. Siguiendo el método descripto en Digman et al. (2008), se determinaron los
fasores de la autofluorescencia de la célula (af) a partir de células sin transfectar y del donor
s6lo (Dung) para calcular una trayectoria de eficiencia de FRET variable (0-100%) (Fig. 12). El
enfoque del fasor no tiene ajustes o modelos.

Se comenzd por confirmar la interaccion c-Fos/Pl4Klla (Fig. 13) que se habia
observado por emisidn sensibilizada (Fig. 9). Cbmo puede verse en una célula representativa
(Fig. 13a) el cursor ubicado en 13-25% de eficiencia de FRET selecciona la gran mayoria de los
pixeles. Luego, se establecié que el dominio N-terminal de c-Fos es también el responsable
de la asociacién a la enzima Pl4Klla, ya que segun puede verse en la Fig. 13d, la eficiencia de
FRET para NA-CFP/Pl4Klla-YFP es estadisticamente igual a la de c-Fos / Pl4Klla. Finalmente
se estudio la interaccidn c-Fos / Pl4Klla en presencia de NA-myc, es decir el N-terminal de c-
Fos con un rétulo de myc que permite localizarlo al hacer una inmunocitoquimica contra este
epitope. Como puede verse en la Fig. 13c, ahora el cursor que indica una eficiencia de FRET
menor al 8% es el que engloba la mayor parte de los fasores. Segun se observa en la
cuantificacion de la eficiencia de FRET, la expresion por parte de la célula de esta mutante de

c-Fos es capaz de interferir o competir con la interaccion entre c-Fos / Pl4Klla.
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Figura 13. NA-myc compite con la union de c-Fos salvaje con Pl4Klla. (a, b y c) Un experimento de
FLIM-estrategia del fasor en células NIH 3T3 muestra la imagen de intensidad de fluorescencia, el
grafico del fasor y la localizacion en la imagen de FLIM (mdscara violeta) de los pixeles que se
encuentran dentro del area de seleccion (circulo negro en el grafico de fasores). Se observan dos
subconjuntos de fasores, y los correspondientes pixeles se seleccionan en la mascara de la imagen
de FLIM como pixeles violetas: pixeles en el rango <8% y 13-25% de eficiencia de FRET. En ay b) el
cursor de seleccion 13-25% de eficiencia de FRET selecciona al menos el 80% de los pixeles totales,
en tanto en c) el cursor de eficiencia de FRET <8% selecciona al menos el 80% de los pixeles
totales. Es importante destacar que se dispuso un umbral de intensidad que descarta los pixeles
dentro del nucleo, para asi excluirlos del analisis. d) Cuantificacion de la eficiencia de FRET
tomando un total de 15 células para cada caso. *p< 0,01 usando ANOVA y post-test de Dunnett.
Notese como NAmyc es capaz de disminuir la eficiencia de FRET y por lo tanto la interaccion c-

El analisis posterior de la fluorescencia en los tres canales aporté nueva informacién
(Fig. 14). La enzima Pl4Klla se observa teniendo una amplia distribucion extranuclear y se
encuentra asociada a membranas de distintas organelas/vesiculas en forma particulada
concordantemente con la bibliografia que la sefiala asociada a RE, Golgi y endosomas
(Waugh et al. 2003, Minogue et al. 2006). Por otro lado, c-Fos-CFP se observa tanto dentro
como fuera del nicleo, a diferencia de NA-myc que aparece concentrado en forma peri-
nuclear, excluido del nucleo y asociado aparentemente a membranas. Es posible que la
fusion de c-Fos a CFP genere una acumulacion de esta quimera en el nucleo, que ya no se
observa con el pequefio rétulo de myc para el caso de la mutante NA. Precisamente en la
estructura donde localiza NAmyc es donde se da una triple co-localizacién de las proteinas en
estudio. Es de esperar que alli sea donde se produzca la competencia por la unién de Pl4Klla.
Sin embargo, en las imdgenes de FLIM, la ocurrencia de FRET se da en toda la regidn
extranuclear, que es la que marca el cursor (Fig. 13) y no en esta region en particular. Dos
posibles explicaciones a este resultado surgen rapidamente: 1) la resolucion espacial del FLIM
no es suficiente para observar una regién precisa o 2) la interaccion c-Fos/Pl4Klla se produce
en multiples localizaciones citoplasmicas mas alld de la acumulacién en alguna region

particular.
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Figura 14. Localizacién subcelular de c-Fos, Pl4Klla y la mutante de c-Fos NA expresadas en
forma exdgena. Imagenes confocales de células NIH 3T3 quiescentes estimuladas por 7,5
minutos con 20% FBS. Las células habian sido transfectadas para expresar c-Fos-CFP, Pl4Klla-YFP
y la mutante de c-Fos, NA-myc. Las células fueron a posteriori marcadas con un anticuerpo anti-
myc y un anticuerpo secundario. Se observan tres campos representativos mostrando células
triple-positivo (filas). En cada caso, se observa un recuadro que aparece aumentado y pseudo-
coloreado en el recuadro inferior. En la primera columna en el recuadro puede verse la co-
localizacién parcial de c-Fos-CFP (verde) con NAmyc (azul) para dar cyan. En la segunda columna
en el recuadro puede verse la co-localizacidon parcial de c-Fos-CFP (verde) con Pl4Klla (rojo)
para dar amarillo. En la tercera columna en el recuadro puede verse la co-localizacion parcial de
Pl4Klla (rojo) con NAmyc (azul) para dar magenta.
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Es interesante destacar que a partir de estas observaciones, el Dr. César Prucca
continud con experimentos de proliferacion de células tumorales en cultivo sobreexpresando
la mutante NA y observé que se limita la proliferacion, dando los primeros indicios de que
esta estrategia podria funcionar para controlar la proliferacién exarcerbada de las células
tumorales. En particular, se utilizaron tres sistemas: 1) células transfectadas para expresar
NAmyc, 2) lineas celulares estables que expresan NA al ser inducidas con mifepristona y 3)
profeccién (adicién de proteinas en lipidos catidénicos a las células) de la mutante NA. En
todos los casos, la presencia de NA disminuyd la tasa de proliferacion de las células
tumorales respecto de los controles (Resultados no mostrados). Las consecuencias de esto se

analizaran en la seccion Discusion.

Activacion de la actividad PAP por c-Fos

El PA es un intermediario clave en la sintesis de glicerofosfolipidos ya que puede ser
convertido por la enzima CDS en CDP-DAG para continuar hacia la via de PIPs y cardiolipina o
alternativamente ser convertido por una enzima PAP a DAG, intermediario comun a toda la
via de Kennedy que dara lugar finalmente a PtdCho, PtdEth y PtdSer. Hasta aqui hemos
establecido que c-Fos logra una activacidon general de la via de sintesis de PIPs mediante una
interaccion fisica directa y la consecuente activaciéon de CDS1 y Pl4Klla. Resultados previos de
la Dra. Marianne Renner indican que c-Fos también es capaz de incrementar la actividad PAP
en homogenatos totales de células NIH 3T3 quiescentes, derivando PA entonces hacia la via
de Kennedy al formar DAG, intermediario comun de todos los productos lipidicos de esta via
(Fig. 15a). Esto ultimo podria explicar los cambios en las especies marcadas radioactivamente
en la segunda onda de la transicién Go/G;. La actividad PAP que se incrementa por c-Fos en
dichos homogenatos corresponde a PAP |, ya que no se detectd la formacién de producto
bajo condiciones de reaccién adecuadas para medir PAP Il (Tesis Doctoral Marianne Renner,
2003).

La activacion de PAP | dependiente de la expresidn de c-Fos también habia sido
descripta en células ganglionares de la retina de pollo. Al suprimir la expresién de c-Fos

mediante un ARN antisentido contra esta proteina inyectado en la retina de los animales, se
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cancela la activacion de PAP | estimulada por luz (de Arriba Zerpa et al. 1999). Si bien los
resultados mostraron claramente que la activacion PAP | es dependiente de c-Fos, dado la
complejidad del sistema experimental in vivo utilizado, resultaba muy dificil avanzar en los
estudios del mecanismo molecular involucrado en esta activacion.

Dada una reciente publicacién en donde se reporta la purificacion de la enzima Lipin 1
(Han & Carman 2010), con actividad PAP |, se decidid poner a punto un sistema de ensayo in
vitro con componentes purificados donde analizar el rol de c-Fos sobre la actividad de esta
enzima. En el sistema empleado la membrana modelo estd formada por micelas del
detergente no idnico Tritdn X-100. Este detergente forma micelas de tamafos relativamente
homogéneas de un radio cercano a 6 nm para micelas hidratadas (Lichtenberg et al. 1983,
Thomas et al. 1999). A dichas micelas se les adiciona PA de forma de obtener un maximo de
10 mol% de PA, de esta manera no se alteran las caracteristicas propias de las micelas de
Tritén X-100 (Lin & Carman 1990). Las micelas mixtas de Tritdn X-100/PA resultantes permite
analizar la actividad PAP en un ambiente que simula la superficie de membranas celulares
(Carman et al. 1995).

El gen Lpnl da lugar a tres transcritos distintos (Lipin 1a, Lipin 1B y Lipin 1y) por
procesamiento alternativo del ARN. Cada una de las isoformas posee una localizacién
subcelular particular asi como una actividad PAP diferenciada. Lipin 1o aparece
predominantemente nuclear mientras que Lipin 1B (que posee 33 residuos extra) reside
mayormente en el citoplasma/ER (Peterfy et al. 2005). En cambio, Lipin 1y se encuentra
asociada a gotas lipidicas a través de un dominio hidrofébico especifico de esta isoforma
(Wang et al. 2011). Se escogié para el estudio a la enzima Lipin 1B dada su localizacién
subcelular. De aqui en adelante, Lipin 1 sera simplemente Lipin 1.

Se purificd hasta homogeneidad la enzima Lipin 1 expresada recombinante en E. Coli,
y se obtuvo una banda del peso molecular aparente esperado de 110 kDa en SDS-PAGE. Se
ensay0 su actividad en micelas mixtas de Triton X-100/PA con el agregado de
concentraciones crecientes de c-Fos purificado (Fig. 15b). En este sistema purificado, el
agregado de c-Fos recombinante incrementa la actividad PAP de Lipin 1 hasta cerca del 40%

por encima del control. Este ensayo presenta claras ventajas respecto del realizado
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ensayando la actividad PAP en homogenatos totales, en donde existen una vasta cantidad de
proteinas celulares conjuntamente con la compleja composicion de membranas bioldgicas.
Aungue no son directamente comparables debido, entre otros motivos, a que las condiciones
del ensayo son diferentes (Pasquare et al. 2004) se pueden establecer algunas conclusiones
parciales. Por ejemplo en el ensayo de micelas mixtas los Unicos componentes presentes son
c-Fos, Lipin 1 y las membranas modelo compuestas por micelas mixtas de Tritdn-100/PA, lo

cual descarta que otras proteinas puedan estar involucradas en la activacion de la enzima por

c-Fos.
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Es decir que se confirma que el fendmeno de activacidén se debe exclusivamente a c-
Fos actuando sobre algun aspecto de la enzima. Intentaremos acercarnos a dicho aspecto en
proximos experimentos a partir de este sistema simplificado.

Teniendo en cuenta que c-Fos no puede homodimerizar y de que no existe en el
sistema otra proteina tipo AP-1, esta es una nueva evidencia de que c-Fos ejerce su accion en
forma monomeérica y en forma no gendmica. En la Discusion profundizaré el analisis de esta

ultima afirmacion.

El BD de c-Fos seria el responsable de la actividad incrementada de Lipin 1

Para definir cuales son los residuos aminoacidicos implicados en la activacion de la
enzima, se determind la actividad enzimatica de Lipin 1 en el sistema purificado en presencia
de las mutantes empleadas en la Fig. 10c. Al igual que para el caso de la via de PIPs (Fig. 10),
aquellas mutantes que contienen el BD son capaces de incrementar la formaciéon de
producto mientras que aquellas que no lo poseen no (Fig. 16). El caso mas claro es la
mutante ABD, a la que sélo le faltan los 21 residuos del mencionado dominio y que en
consecuencia no incrementa la actividad de Lipin 1. Asi como el BD probé ser relevante para
la activaciéon de la sintesis de PIPs (Fig. 10), se observa lo mismo en este caso. Sin embargo,
se trata ahora de una enzima diferente, medida en un sistema purificado sobre membranas

modelo; lo cual refuerza la importancia del BD de c-Fos en el mecanismo de activacién. Otro

Figura 16. Efecto de las mutantes
de delecion o puntuales de c-Fos
sobre la actividad PAP de Lipin 1.
1504 Actividad PAP de Lipin 1
purificada ensayada sobre
micelas mixtas de Triton X-
100- 100/PA como en la Fig. 15b con o
sin el agregado de 100 nM de la
mutante indicada. Los resultados
son el promedio + DE de un

Actividad PAP
% respecto del control

experimento representativo
. hecho en triplicado de un total de
tres realizados. *p<0,01
0- determinado con ANOVA de una
6{\0\ (<0"° ‘\‘?' \;Q’ \3,0 \}0 »P“; b@\; via con post-test de Dunnett.
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punto a considerar es que al tratarse de un sistema purificado, puede descartarse que el BD
esté interactuando con otra proteina o actuando como puente hacia una tercera proteina
para generar el efecto de activacion, lo que indicaria de que se trata de un efecto del BD por
si mismo. Es importante remarcar ademas que el agregado de la mutante R146N no
incrementa la actividad respecto del control (Fig. 16), por lo que la significancia de este

residuo no es exclusiva en la activacion de la via de sintesis de PIPs.

Fra-1, miembro de la familia Fos, a diferencia de c-Jun es capaz de activar a Lipin 1

Dado el rol del BD de c-Fos en la activacion enzimatica de Lipin 1, decidimos estudiar
si otras dos proteinas que forman complejos de tipo AP-1 y que comparten un dominio BD, c-
Jun y Fra-1, también promueven la activacion. Las proteinas AP-1 poseen un dominio BD,
responsable de la asociaciéon al ADN, junto a un dominio llamado “cierre de leucinas”,
responsable de la heterodimerizacion, que en conjunto se denomina “bZip”. La Fig. 17
muestra un esquema de las tres onco-proteinas con sus dominios bZip correspondientes,
junto con un alineamiento de las secuencias de sus BD. Fra-1 es un miembro de la familia Fos
gue posee un BD altamente conservado con respecto a c-Fos aunque la homologia total de
las dos proteinas es inferior al 44%. Por el contrario, c-Jun tiene una secuencia muy
divergente, y esa divergencia de secuencia incluye al domino bZip en su totalidad. Cuando se
adiciond Fra-1 obtenido en forma recombinante en lugar de c-Fos al sistema micelar, se
incrementd la actividad PAP de Lipin 1 en una medida similar al aumento provocado por el
agregado de c-Fos (Fig. 17c). La similitud de ambos BD refuerza la idea de la participacion de
este dominio no solo en su unién secuencia-especifica al ADN sino también en la activacién
enzimatica. En tanto c-Jun, que tiene un BD con baja homologia respecto de las otras dos
proteinas (e incluso una densidad de carga inferior), no promueve un incremento en la

actividad de Lipin 1 cuando es adicionada al sistema purificado en lugar de c-Fos (Fig. 17c).
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Figura 17. Efecto de c-Fos, Fra-1y
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Lipin 1 interacciona fisicamente con c-Fos y Fra-1 pero no con c-Jun

Hasta aqui, hemos establecido que c-Fos incrementa la actividad Lipin 1 a través de su
dominio BD, en homogenatos totales pero también en un sistema purificado disefiado
especificamente para ensayar la actividad de esta enzima. Esto planted el interrogante
respecto a si Lipin 1 y c-Fos participan en una asociacion fisica como forma de alcanzar el
estado activado de la enzima. Para responderlo, se analizé por microscopia FRET por emisién
sensibilizada la posible interaccion utilizando ahora el par de FRET mTurquoise2/ SYFP2. En la
bibliografia se encuentran descriptas las mutaciones puntuales de CFP y YFP que resultan en
proteinas fluorescentes que resultan mas brillantes y resistentes al fotoblanqueo (Kremers et
al. 2006, Goedhart et al. 2012), denominadas mTurquoise2 y SYFP2, y que son entonces

mejores herramientas para microscopia de fluorescencia.
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Se fusionaron c-Fos, c-Jun o Fra-1 a la proteina fluorescente mTurquoise2 y se estudid
una posible interaccién con Lipin 1-SYFP2 en células NIH 3T3 quiescentes luego de ser
estimuladas durante 1 hora con 20% FBS en presencia de cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de proteinas a nivel ribosomal. Se eligid este tiempo de estimulo porque asi como a
7,5 minutos post-estimulo se produce el pico en la sintesis de PIPs, a 1 hora post-estimulo el
analisis indica que los lipidos marcados son mayoritariamente los principales constituyentes
de membrana (Bussolino et al. 2001). Por lo tanto, al estimular las células por 1 hora, nos
situamos en las condiciones a priori mas favorables para observar el fenédmeno de
interaccion. Como un control positivo, se utilizd c-Fos/ Pl4Klla, una interaccidon que ya se
habia establecido (Figuras 9 y 13), si bien en ese caso la células habian sido estimuladas
durante 7,5 minutos. Se encontrd que tanto c-Fos como Fra-1 interaccionan fisicamente con
Lipin 1 mientras que c-Jun no lo hace (Fig. 18); lo cual correlaciona con nuestra hipdtesis de
gue las onco-proteinas que activan a la enzima son capaces de interaccionar con ella.

La interaccidn aparece localizada fuera del nucleo, si bien tanto c-Fos como Lipin 1
localizan también dentro del mismo. Las enzimas analizadas en la via de sintesis de PIPs son
extra-nucleares, en cambio segun bibliografia, Lipin 1 se ubica tanto en RE como en nucleo,
donde cumple funciones diferentes. Su actividad PAP 1 se encuentra asociada al RE mientras
gue su funcién como co-activador transcripcional se produce en el nucleo (Siniossoglou
2013). c-Fos ejerce su actividad gendmica en el ndcleo, mediante su actividad como factor de
transcripcion de tipo AP-1, pero también de manera independiente a esta al incrementar la
sintesis de PtdInsP, y promoviendo de esta forma cambios transcripcionales globales (Ferrero
et al. 2014). Sin embargo, c-Fos ejerce su efecto no gendmico principalmente en el
citoplasma, asociado al RE (Caputto et al. 2014). Segun se observa en la Fig. 18, la interaccién
c-Fos/Lipin 1 se produce peri-nuclearmente, probablemente asociado al RE. Por lo tanto, si
bien las dos proteinas localizan en ambos compartimientos, la asociacién vy

consecuentemente la activacién parecen ocurrir Unicamente a nivel del RE.
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Figura 18. Microscopia FRET revela la interaccién entre c-Fos/Lipin 1 y Fra-1/Lipin 1, pero no
entre c-Jun/Lipin 1. Donor de FRET, mTurquoise2 (izquierda), Aceptor de FRET, SYFP2 (centro) e
imagen de Eficiencia de FRET (derecha). Se co-transfectaron las células para que expresen c-Fos,
Fra-1 o c-Jun fusionadas a mTurquoise2 junto con Lipin 1-SYFP2 y estas fueron examinadas por
microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas de cada uno de los casos. Como
control negativo se utilizd mTurquoise2/Lipin 1 (fila superior) y como control positivo c-Fos-
mTurqoise2/Pl4Klla (segunda fila). La imagen de Eficiencia de FRET fue generada con el programa
ImageJ, usando una escala pseudocoloreada que representa la eficiencia en una escala que
incrementa de azul a blanco, como se muestra en la barra de la esquina inferior derecha. . El
valor maximo (pixeles blancos) corresponde al control positivo SYFP2-mTurquoise2, una quimera
de ambas proteinas fluorescentes unidas por un segmento flexible, cuya maxima eficiencia de
FRET se utiliza para normalizar la escala (no mostrado). b) Eficiencia promedio de FRET + DE. Los
resultados, obtenidos tras analizar 25 células en cada caso, provienen de un experimento
representativo de un total de al menos tres. ¥*p<0,001 determinado por ANOVA de una via con
post-test de Dunnett. La barra blanca en la esquina superior izquierda de a) representa 10 um.
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c-Fos modifica la actividad de Lipin 1 al incrementar su capacidad catalitica

Considerando que Lipin 1 interacciona con c-Fos y es activada por esta proteina,
decidimos examinar la cinética de su activacién en el sistema simplificado como estrategia
para obtener informacion acerca del mecanismo molecular de esta activacion. La capacidad
catalitica incrementada de Lipin 1 en presencia de c-Fos puede deberse a un incremento en
la capacidad para unirse a membranas, un incremento en la eficiencia catalitica de la enzima
(eficiencia del sitio activo) o una combinacién de ambos factores. Para resolver este
interrogante, se realizaron ensayos enzimaticos utilizando micelas mixtas de Triton X-100/PA
(Fig. 19).

Como se menciond anteriormente, Lipin 1 es una enzima soluble que primero debe
asociarse a membranas para, una vez unida, buscar sobre la superficie a su sustrato PA para
asi catalizar la reaccién como fosfatasa. Este proceso depende entonces de interacciones en
solucion con las membranas y de interacciones de superficie con los lipidos presentes sobre
la membrana. Un modelo cinético que describe esta situacion ha sido formulado y se
denomina “modelo de dilucion de superficie” (Carman et al. 1995). Usando este modelo, se
realizaron dos tipos de experimentos: i) manteniendo la concentracion de superficie de PA
constante a 9.1 mol% mientras se incrementa su concentracién molar y ii) manteniendo la
concentracion molar de PA fija a 1 mM mientras se modifica su concentracion de superficie
(o mol%).

Los experimentos de tipo i) permiten determinar la primera etapa en donde la enzima
gue se encuentra soluble se une a las membranas modelo en una transicion desde la solucion
hacia la superficie para formar el complejo enzima-micela mixta. Esta asociacion depende de
la concentracion de solucion (o molar) del lipido (Lin & Carman 1990). Debido a que la
concentracion de superficie de PA esta fija, al incrementar la concentracion molar de PA es
necesario incrementar la concentracion molar de Tritén X-100 en la misma proporcion. En
consecuencia, se estd incrementando el niumero total de micelas, que ademas tienen la
misma composicién. Los experimentos de tipo ii) en cambio permiten el estudio de como la
enzima unida ala membrana modelo encuentra PA en la superficie de esta membrana para
poder llevar a cabo la reaccidn enzimatica.
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se obtuvo la mayor activacion.

Actividad PAP

Actividad PAP

moi% PA

Esta etapa depende de la concentracion de superficie de PA. En este caso, como la
concentracion molar de PA esta fija, se incrementa la concentracién molar de Triton X-100
para asi diluir la concentracién de superficie de PA. En la practica, se estd incrementando
fuertemente el nimero de micelas, que tienen en su superficie progresivamente menos
PA (Carman et al. 1995, Han & Carman 2010). Expresado en otra manera, podriamos decir
que la enzima estda “viendo” menor cantidad de PA sobre la superficie de la micela. En ambos
tipos de experimentos, la concentracién de superficie de c-Fos se mantuvo constante a 9,09
x10® mol%, de forma que el cociente entre el contenido molar de c-Fos y la concentracién
molar total de lipidos se mantenga constante. En otras palabras, el cociente entre el nimero
de moléculas de c-Fos y el numero total de micelas mixtas presentes en el ensayo se

conserva. Cuando se examind cada punto experimental, encontramos que el porcentaje de
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activacion con respecto al control es constante en alrededor del 40% en todas las
condiciones ensayadas (Fig. 19).

Bajo las condiciones de tipo i), se observé una cinética de tipo Michaelis-Menten; en
tanto en los experimentos de tipo ii) se observdé un comportamiento cinético cooperativo de
tipo alostérico (ecuacion de Hill). Utilizando regresiones no lineales utilizando estos modelos,
fue posible determinar los parametros cinéticos a partir de los datos de la Fig. 19, y se
encuentran mostrados en la Tabla 2. Se encontrd en los experimentos de tipo i) que, a pesar
de que la constante kcat se incrementa cerca del 50% (Fig. 19a), c-Fos no promovié una
union mas eficiente de Lipin 1 a las membranas modelo, dado que las diferencias en Ks no
fueron estadisticamente significativas (Tabla 2). El pardmetro Ks es una medida de la afinidad
de la enzima por las membranas, es decir una medida de las interacciones de la enzima en
solucidon con las micelas. Anadlisis de los datos a partir de la ecuaciéon de Hill de los
experimentos de tipo ii) se encontr6 que el pardmetro Km no es modificado
significativamente frente a la adicion de c-Fos (Fig. 19b). El pardametro Km puede ser
considerado como la afinidad de enzima por su sustrato. La probada cooperatividad de Lipin
1 (Han & Carman 2010), reflejada en el nimero de Hill, no se ve alterada tampoco. En
cambio, la kcat de la reaccién se ve positivamente modificada por c-Fos, e incrementa
alrededor de 40%. Los experimentos realizados revelaron que la eficiencia catalitica de Lipin
1 es modificada por c-Fos sin que ello implique alterar la asociacién de Lipin a las micelas,
reflejada en Ks, o su interaccion especifica con PA, reflejada en Km.

Los resultados son concordantes con otros obtenidos previamente para otras enzimas

Tabla 2. Parametros cinéticos de Lipin 1 empleando micelas mixtas de Triton X-100/PA
con o sin el agregado de c-Fos recombinante, calculados con el programa GraphPad
Prism 5 a partir de los datos de la Fig. 19a y b. Se usaron las ecuaciénes de Michelis-
Menten o de Hill, respectivamente, para ajustar los datos.

Constantes cinéticas con respecto  Constantes cinéticas con respecto a la

a la concentracion molar de PA concentracion de superficie de PA
Ks (mM) Keat(s™) Km (mol%) Keat(s™) No. Hill
Control 0,22+0,03 20,3+0,7 4,7+0,6 28,7+3,0 2,0+0,3
+c-Fos 0,26+0,04 29,9+1,6 4,4+0,5 39,4125 2,2+0,2
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activadas por c-Fos y que muestran que se produce un incremento en la capacidad catalitica
sin modificar la afinidad por el sustrato. Pero ademds aqui la utilizacién del sistema
purificado permite su anadlisis en un sistema muy simple en donde es posible establecer
conclusiones en forma directa.

En los ultimos afios, mdultiples reportes han descripto nuevas proteinas que
interaccionan con Lipin 1, alterando su distribucidon subcelular a través de modificaciones
post-traduccionales y/o al asociarse directamente con la misma, regulando asi sus funciones
celulares (Huffman et al. 2002, Harris et al. 2007, Grimsey et al. 2008, Liu & Gerace 2009). c-
Fos interacciona con Lipin 1 (Fig. 18), pero la co-transfeccién con c-Fos no cambia la
localizacion subcelular de Lipin 1 respecto a la transfeccién sélo de la enzima (Resultados no
mostrados), lo cual indicaria que c-Fos no cambia la localizacién de la enzima sino que logra
activarla donde esta localiza. Asimismo, c-Fos tampoco modifica su afinidad por la membrana
modelo estudiada, ya que no cambia los parametros Ks o Km de la enzima. Hasta donde llega
nuestro conocimiento, este es el primer estudio que reporta una proteina que interacciona
con Lipin 1 que modifica su actividad directamente, y no su localizacion subcelular o afinidad
por membranas, aunque el mecanismo preciso de esta activacién no esta esclarecido

completamente.
El dominio N-terminal de c-Fos es responsable de la asociacion a Lipin 1

Los experimentos en la Fig. 16 nos indican que el BD de c-Fos es el responsable de la
activacion promovida sobre Lipin 1. En cambio, el domino responsable de la asociacion a
Lipin 1 es desconocido en este punto. Para explorar este interrogante, se utilizaron las
diferentes mutantes de delecion que se esquematizaron previamente en la Fig. 10,
fusionadas a mTurqouise2 para estudiar una posible interaccién con Lipin 1 mediante
microscopia FRET. Las mutantes NA (aa: 1-138, sin el BD) y ABD (solo le faltan los aa: 139-
160) mantienen la asociacién a Lipin 1, descartando de este modo que el BD sea el
responsable de esta. La mutante LZC, que comprende el C-terminal de c-Fos, no se une a la
enzima, sugiriendo que esta porcion no participa en el fendmeno. La regién minima
compartida por las mutantes capaces de unirse a Lipin 1 es nuevamente el N-terminal de c-

Fos.
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* * *

Eficiencia de FRET

Figura 20. El dominio N-terminal es el responsable de la asociacién de c-Fos a la enzima Lipin
1. Donor de FRET, mTurquoise2 (izquierda), Aceptor de FRET, SYFP2 (centro) e imagen de
Eficiencia de FRET (derecha). Se co-transfectaron las células para que expresen a c-Fos o alguna
de sus mutantes fusionadas a mTurquoise2 junto con Lipin 1-SYFP2 y estas fueron examinadas
por microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas de cada uno de los casos. Se
utilizé como control negativo mTurquoise2/Lipin 1 (no mostrado). La imagen de Eficiencia de
FRET fue generada con el programa ImageJ, usando una escala pseudocoloreada que representa
la eficiencia en una escala que incrementa de azul a blanco, como se muestra en la barra de Ia
esquina inferior derecha. El valor maximo (pixeles blancos) corresponde al control positivo
SYFP2-mTurquoise2, una quimera de ambas proteinas fluorescentes unidas por un segmento
flexible, cuya maxima eficiencia de FRET se utiliza para normalizar la escala (no mostrado). b)
Eficiencia promedio de FRET * DE. Resultados obtenidos tras analizar 25 células en cada caso
son de un experimento representativo de un total de al menos tres. *p<0,001 determinado por
ANOVA de una via con post-test de Dunnett. La barra blanca en la esquina superior izquierda de
a) representa 10 um.
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La regidn aa: 47-90 dentro del N-terminal de c-Fos estaria involucrado en la asociacion Lipin
1/c-Fos

Dado que la regidon N-terminal de c-Fos se asocia pero no activa a Lipin 1 (Figuras 20y
16, respectivamente), decidimos estudiar la porcion minima de esta region que conserva la
capacidad para unirse a esta enzima. El Dr. César Prucca gentilmente cedié las mutantes
conteniendo diferentes porciones de los primeros 138 residuos de c-Fos fusionadas a la
proteina fluorescente mTurquoise2 y que utilizamos para establecer la regién minima
necesaria para la asociacion. Estas mutantes se encuentran representadas en la Fig. 21c. Las
tres mutantes pequefas, de 46 residuos de longitud (NA 1-46, NA 47-92, NA 93-138), no
mostraron asociacién a Lipin 1 (Fig. 21b). Sorpresivamente, tanto los primeros 92 residuos
como la region aa: 47-138 alcanzaron eficiencias de FRET comparables con la de c-Fos
salvaje. Una posible explicacidon a este resultado es que la regién aa: 47-92 (la regidon minima
compartida por las dos mutantes capaces de interaccionar con Lipin 1) esté involucrada en el
fendmeno de asociacion pero que esta region no sea suficiente por si misma para asegurar la
union a la enzima. Otra explicacion posible es que la regidon aa: 47-92 sea suficiente para la
asociacién, pero el impedimento estérico debido al gran volumen de la proteina fluorescente
gue se encuentra a continuacion del péptido de solo 46 residuos de longitud impida la
asociacion a la enzima. El perfil hidrofdbico de c-Fos muestra dos segmentos que poseen los
valores mds altos de hidrofobicidad de toda la proteina entre los residuos 50-68 y 76-86 (Ver
Discusion, Fig. 23). La hidrofobicidad parece tener un rol de importante para la asociacion.
Dado que tanto los primeros como los ultimos 46 residuos (aa: 1-46 y aa: 93-138,
respectivamente) son también requeridos para la asociacion, podria ser que estos residuos
actuan simplemente como espaciadores o conectores flexibles que permiten aliviar la
tension estérica entre las secciones hidrofébicas asociadas a la enzima y la proteina
fluorescente citoplasmica. Alternativamente, estas regiones de c-Fos (aa: 1-46 y aa: 93-138)
podrian poseer caracteristicas particulares, lo que sera discutido en la proxima seccidon
conjuntamente con el hecho de que todas las enzimas activadas interactUan especificamente

con la regién N-terminal.
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Figura 21. Microscopia FRET revela la importancia de la region de c-Fos aa: 47-93 para la asociacién
con Lipin 1. a) Donor de FRET, mTurquoise2 (izquierda), Aceptor de FRET, SYFP2 (centro) e imagen de
Eficiencia de FRET (derecha). Se co-transfectaron las células para que expresen a las mutantes
pequefias de la regién N-terminal de c-Fos fusionadas a mTurquoise2 junto con Lipin 1-SYFP2 y estas
fueron examinadas por microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas de cada uno de
los casos. Se utiliz6 como control negativo mTurquoise2/Lipin 1 (no mostrado). La imagen de
Eficiencia de FRET fue generada con el programa Imagel, usando una escala pseudocoloreada que
representa la eficiencia en una escala que incrementa de azul a blanco, como se muestra en la barra
de la esquina inferior derecha. El valor maximo (pixeles blancos) corresponde al control positivo
SYFP2-mTurquoise2, una quimera de ambas proteinas fluorescentes unidas por un segmento flexible,
cuya maxima eficiencia de FRET se utiliza para normalizar la escala (no mostrado). La barra blanca en
la esquina superior izquierda de a) representa 10 um b) Eficiencia promedio de FRET * DE. Resultados
obtenidos tras analizar 25 células en cada caso son de un experimento representativo de un total de
al menos tres. *p<0,001 determinado por ANOVA de una via con post-test de Dunnett. c)
Representacidén esquematica de la regidon N-terminal, que incluye una seccién altamente hidrofdbica
(aa: 47-92, representado con un patrén ondulado), y de las distintas mutantes pequeiias del N-
terminal empleadas en a).
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La activacion de la sintesis de fosfolipidos por c-Fos es un fendmeno no genémico

La activacion de la sintesis de fosfolipidos podria ser en principio una consecuencia de
la actividad de c-Fos como factor de transcripcion tipo AP-1, al incrementar por ejemplo la
expresion de enzimas de sintesis de los mismos. Los primeros experimentos de marcacion de
fosfolipidos totales en células de la retina de pollo indicaron la dependencia de la expresion
de c-Fos para el incremento en el marcado radioactivo en respuesta a la luz (Guido et al.
1996, Bussolino et al. 1998). Es importante discutir en este punto las evidencias
experimentales encontradas fundamentalmente en esta Tesis y en otros trabajos del grupo
gue muestran como c-Fos realiza esta funcion no candnica en un nivel no gendémico.

La primera evidencia directa de esto fueron los experimentos realizados in vitro en los
cuales se midié la incorporacién de *’P desde *’P-ATP a fosfolipidos totales (Gil et al. 2004) o
en particular a PtdinsP y PtdinsP, (esta Tesis, Fig. 10) utilizando como fuente de enzima
homogenatos totales u homogenatos libres de la fraccion nuclear de células quiescentes que
contienen niveles despreciables de c-Fos enddgeno. En estos experimentos, se adiciond en
forma exdgena 32P—v—ATPjunto con c-Fos purificado, para que luego las enzimas presentes en
el homogenato celular incorporaran fosfato radioactivo a fosfolipidos, que se extrajeron y
cuantificaron. El agregado de c-Fos recombinante incrementa el marcado radioactivo de
fosfolipidos in vitro alrededor del 100% por encima del control. Lo que es clave en los
experimentos de marcacion radioactiva in vitro es que, en células quiescentes, los niveles
enddgenos de los otros miembros AP-1 tampoco son detectables. c-Fos es incapaz de
estimular la transcripcién en ausencia de c-Jun (Chiu et al. 1988), lo que descarta una
activacion de la sintesis lipidica a partir de mecanismos regulatorios gendmicos en este
sistema. Por otro lado, c-Jun purificado ensayado en los experimentos antes mencionados no
tuvo un efecto en la tasa de sintesis de fosfolipidos (Gil et al. 2004) o en particular en la
activacion de Lipin 1 en un sistema purificado (Fig. 17), apuntando hacia la especificidad del
fenémeno de activacién.

La segunda linea de evidencia de que el efecto que estudiamos se produce de manera

no gendmica se obtuvo a partir de la utilizacion de mutantes de deleciéon de c-Fos en los
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mencionados ensayos de marcacion de fosfolipidos in vitro, donde el ejemplo mas claro
surge de la mutante NB (aa: 1-160). Esta mutante es capaz de activar la sintesis de
fosfolipidos y en particular de PIPs (Fig. 10), asi como de activar a Lipin 1 (Fig. 16) a niveles
comparables con la proteina c-Fos completa. Sin embargo, la mutante NB no contiene
dominio de cierre de leucinas, indispensable para la heterodimerizacion y consecuente
formaciéon de un dimero AP-1. Dado entonces que NB no puede actuar como factor de
transcripcion, pero aun asi activa la sintesis de fosfolipidos, ello confirma la funcién no
gendmica de c-Fos. Mas aun, la mutante NB ha sido capaz de sostener in vivo la
diferenciacién o la proliferacion celular en células deprivadas de factores de crecimiento (Gil
et al. 2004, Gil et al. 2012). La utilizacion de mutantes ha establecido también que la funcién
anti-apoptotica de c-Jun, antagonizando a MEKK en células PC12, esta dada de forma no
gendmica ya que no depende de su dimerizacién o unién al ADN (Leppa et al. 2001), lo cual
indica que las funciones no gendmicas de los miembros AP-1 no son exclusivas de c-Fos.

La confirmacidn ultima de que la activacién de la sintesis lipidica se trata de un efecto
independiente de la transcripcion ha sido descripta en esta Tesis doctoral, en el ensayo de la
actividad PAP de Lipin 1 en micelas mixtas. En este sistema altamente simplificado, sin mas
componentes que las membranas modelo, Lipin 1 y la propia onco-proteina, c-Fos es capaz
por si mismo de generar un efecto sobre la actividad catalitica de la enzima (Fig. 15b). En
definitiva, las distintas lineas de evidencia convergen en establecer que este fendmeno de

activacion es claramente no gendmico.

c-Fos es capaz de activar tanto a CDS1 como a Lipin 1

Al comenzar esta Tesis, se habia determinado previamente que c-Fos es capaz de
incrementar el marcado radioactivo de todas las especies de fosfolipidos analizadas
(Bussolino et al. 2001, Gil et al. 2004), si bien los pasos metabdlicos particulares permanecian
sin examinar. Para profundizar entonces sobre las etapas metabdlicas que pudieran ser
afectadas por c-Fos utilizamos como modelo de estudio la induccion de células quiescentes a
re-ingresar al ciclo de celular mediante el agregado de FBS al 20% al medio de cultivo, lo cual

dispara una serie de eventos celulares que estudiamos en la ventana de la primera hora post-
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estimulo. En particular, estudiamos el marcado radioactivo de las dos ondas consecutivas de
sintesis de lipidos en esta ventana temporal. Estas ondas poseen caracteristicas distintas ya
gue mientras que en la primera se marcan fundamentalmente PIPs en la segunda, en cambio,
se marcan mayoritariamente los principales constituyentes de membrana, como por ejemplo
PtdEth (Bussolino et al. 2001). En este sentido, en la primera parte de esta Tesis se establecid
gue para incrementar el marcado de PIPs c-Fos actua sobre la enzima CDS1 (la primera de la
via) y sobre Pl4Klla (que cataliza el tercer paso metabdlico). El fenédmeno se probd de
relevancia biolégica, ya que al deprimir la expresién de c-Fos, se inhibe el incremento en el
marcado (Fig. 3). Mas aun, se establecié que las mencionadas enzimas estan necesariamente
implicadas en el proceso, ya que al deprimir la expresiéon de CDS1 o de Pl4Klla se anulaba el
efecto de activacion de la sintesis al estimular a las células (Fig. 7).

Claramente, CDS1 tiene un rol destacado en la sintesis de fosfolipidos y en Ia
regulacién de este metabolismo. La enzima CDS de Drosophila (que posee un Unico gen para
la enzima) ha sido descripta como clave para coordinar el crecimiento celular y el acimulo de
grasas ya que al aumentar la disponibilidad de Ptdins, incrementa la actividad de la via de |a
insulina, lo que induce el crecimiento celular (Liu et al. 2014). La via de la insulina es una via
de sefializacion conservada desde mamiferos hasta Drosophila que depende del suministro
de Ptdins y regula numerosos procesos fisioldgicos, incluyendo el metabolismo lipidico
(Teleman 2010). Las moscas que son mutantes nulos para CDS poseen un menor tamafio de
células y 6rganos conjuntamente con un acumulamiento de lipidos neutros (Liu et al. 2014).
Esto viene de la mano de otros reportes, donde en el mencionado organismo se involucra a
CDS en vias de sefalizacion celular vinculadas a PIPs (Wu et al. 1995) o incluso en células de
mamifero donde afecta las respuestas de cascadas de sefalizacidn inducidas por citoquinas
pro-inflamatorias especificas (Weeks et al. 1997). Por otro lado, numerosos estudios
genéticos y bioquimicos llevados a cabo en levaduras y células de mamiferos sefialan a Lipin
1 como un regulador crucial para el metabolismo lipidico y la fisiologia celular (Csaki & Reue
2010, Harris & Finck 2011, Pascual & Carman 2013, Siniossoglou 2013). Por ejemplo, un
estudio implicd a Lipin 1 en la sintesis de fosfolipidos que acompafa la expansion de

membranas del RE en la diferenciacion de linfocitos B (Fagone et al. 2007).
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Esta claro que la regulacién de la actividad de Lipin y CDS determina la distribucién
del esqueleto de glicerol entre las dos ramas de las vias metabdlicas (Fig.22). Por lo tanto,
podrian determinar el destino de los intermediarios lipidicos, por un lado hacia Ia
formacion de PIPs (hacia vias de sefializacién mediadas por estos lipidos), o en cambio a la
formacién de TAG (como forma de almacenamiento de energia) y fosfolipidos de membrana
como PtdCho o PtdEth necesarios para la expansidon de membranas celulares. Hemos

mostrado en los Resultados que c-Fos es capaz de activar tanto la conversién de PA a CDP-

G3P, Acidos grasos

v
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CDS /\iipfnas
CDP-DAG DAG —P TAG
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Ptdins PtdEth —» PtdCho
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PIPs PtdSer

Sefializacion celular WWWWW
E ii 3EBiogénesis de membrana§§ E

Figura 22. Esquema simplificado de las vias de sintesis de novo de glicerofosfolipidos. El
glicerol-3-P (G3P) es convertido a través de una serie de acilaciones con acidos grasos en PA
(no mostrado). PA es un intermediario clave que es usado, al ser convertido en DAG por las
Lipinas, para la sintesis de los principales fosfolipidos PtdCho, PtdEth y PtdSer (via de Kennedy)
y en consecuencia la biogénesis de membrana. EL DAG producido también es utilizado en la
sintesis de triacilglicerol, lipido neutro de reserva por excelencia. En la otra rama, PA es
convertido en CDP-DAG por CDS, que dard finalmente PIPs, involucrados en sefializacion
celular. Adaptado de Siniossoglou 2013.
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DAG (activando CDS1, hacia la via de PIPs, Figs. 4,5y 6) como a DAG (activando Lipin 1, hacia
la via de Kennedy, Figs. 15 y 16). Los cambios en la activacidon de estas dos enzimas pueden
en principio explicar las diferencias en las especies marcadas en las dos ondas. No existe una
manera facil de determinar cdmo c-Fos podria incrementar una etapa metabdlica en favor de
la otra para generar un flujo metabdlico hacia una via en particular. No esta claro como c-Fos
podria generar este efecto, pero si que la interrelacion entre CDS, Lipin 1 y c-Fos estd
involucrada en el fendmeno, segin se desprende de las vias de sintesis de fosfolipidos
presentados en la Fig. 22.

¢Se activa primero una enzima y luego otra? Un punto que quedd pendiente fue el
de establecer la dindmica de la activacion mediante FRET en células estimuladas,
siguiéndolas en el tiempo. ¢Es una cuestion temporal, de localizacidon o una combinacion de
ambas? Mientras que CDS es una proteina integral de membrana, Lipin 1 debe translocar
hacia las membranas para catalizar la reaccién enzimatica. Ello ya impone una limitacién
temporal. Por otro lado, en los ensayos in vitro, CDS requiere menores concentraciones de c-
Fos respecto de Lipin 1 para activarse (Figs. 4 y 15a, respectivamente). Si bien ambos ensayos
no son directamente comparables, por las condiciones diferentes del ensayo, podrian estar
indicando una tendencia. Si la afinidad de CDS por c-Fos fuera mayor que la de Lipin, se
podria activar a menores concentraciones de c-Fos, y por lo tanto a tiempos cortos post-
estimulo cuando la concentracién de c-Fos es menor. A la hora post-estimulo, la mayor
concentracion de c-Fos permitiria la activacion de Lipin. Esta es sélo una de las posibles
explicaciones, teniendo en cuenta la cuestion temporal y de afinidad, sin embargo, hay
muchas otras consideraciones a tener en cuenta y que seguramente seran interesantes

explorar.

é¢Para qué son necesarios los lipidos cuya sintesis c-Fos incrementa?

Es demasiado simplista a esta altura pensar que el aumento en la sintesis lipidica
solo puede ser para generar nueva membrana que directamente se utilice para la expansién
de membranas necesaria para el crecimiento celular. Si bien el ensayo in vitro de marcacion

de fosfolipidos a partir de 32P—y—ATP no distingue entre sintesis de novo o recambio parcial,
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también se hicieron experimentos in vivo utilizando como precursor 3H—g|icero| y analizando
los fosfolipidos marcados, y este ensayo da cuenta exclusivamente de la sintesis de novo, en
donde se mostré la dependencia de la expresion de c-Fos para su activacion (de Arriba Zerpa
et al. 1999). Entonces c-Fos activa la sintesis de novo de los principales fosfolipidos, pero esto
no implica la produccién neta de membranas. Por ejemplo, las altas tasas de sintesis de
PtdCho en células en G; del ciclo celular se ven acompafiadas de altas tasas de degradacién
del mencionado lipido mediado por la fosfolipasa independiente de calcio A, (iPLA,)
(Manguikian & Barbour 2004) y la esterasa diana de neuropatia (Zaccheo et al. 2004, Glynn
2005), generando un balance durante esta etapa. La acumulacidon neta de PtdCho se da al
llegar a la fase S, donde una reduccidon en el recambio lo permite (Jackowski 1994). Sin
embargo, esta fase de alto recambio es necesaria para la proliferacion celular. De hecho, la
inhibicidn de iPLA, en células de cancer de ovario produce un arresto de la proliferacion en la
fase S, que puede ser rescatado con el agregado exdgeno de acido lisofosfatidico (LPA),
producto de la degradacion de PtdCho por esta enzima (Song et al. 2007). LPA ha probado
tener funciones de crecimiento y supervivencia en este tipo particular de células (Fang et al.
2002).

En el caso de c-Fos, hemos probado como aumenta la sintesis de fosfolipidos
mediando etapas claves. Pero, ¢épodria c-Fos también incrementar la actividad de
fosfolipasas? Evidencias encontradas en monocapas como modelo de membranas indican
gue c-Fos modula la actividad de tres clases de fosfolipasas (Borioli et al. 2002), al menos en
este sistema simplificado. Interesantemente, varios lipidos bioactivos que se producen
durante el metabolismo de glicerofosfolipidos como PA, DAG, Ptdins(4,5)P, y acido
araquidonico, pueden regular vias de sefalizacidon celular (Oude Weernink et al. 2007). El
metabolismo lipidico es muy complejo y aun no se entiende acabadamente como funciona
pero claramente la regulacién del mismo tiene consecuencias sobre la crecimiento celular,
proliferacién, supervivencia y apoptosis al actuar sobre vias de sefializacion (Huang & Freter
2015) y que van mas alla de la simple acumulacién de membrana. A pesar de no comprender
todavia el fin ultimo de los fosfolipidos cuya sintesis c-Fos induce, las consecuencias

celulares de c-Fos han sido puestas de manifiesto en numerosos estudios, ya que al deprimir
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la expresidon de c-Fos se reduce el marcado radiactivo de fosfolipidos y ello conlleva a la
detencion de la diferenciacion (Gil et al. 2004) y de la proliferacién (Gil et al. 2012). Hemos
estudiado la forma en que c-Fos consigue la activacion de la sintesis, pero queda abierta la
pregunta de los mecanismos que estos lipidos desencadenan para sostener finalmente la

proliferacién.
Un mecanismo compartido para la activacion de la sintesis

Un aspecto que emerge del cuerpo de resultados de esta Tesis es el mecanismo con el
gue c-Fos activa en forma general la sintesis de glicerofosfo- y glico- lipidos. En todos los
casos estudiados, la activacion de enzimas particulares tiene puntos en comun: un aumento
en la Vmax sin modificar el K.,. Este fue el caso para CDS1, Pl4Klla, Lipin 1, pero también para
glucosilceramida sintasa (GlcCerS), la primera enzima en la via de sintesis de glicolipidos
(Crespo et al. 2008). Mientras que algunas enzimas son activadas, otras no lo son, y en todos
los casos estudiados, la activacion involucra una asociacion fisica directa entre c-Fos y la
enzima activada. Los resultados obtenidos sostienen la existencia de un mecanismo comun
para la activacidon de la sintesis de lipidos mediada por la proto-oncoproteina c-Fos.

El mecanismo comun comienza por la localizacién subcelular de los participantes del
fendmeno en estudio, asi como c-Fos se encuentra asociado a las membranas del RE
(Bussolino et al. 2001), también lo estan las enzimas que es capaz de activar. Es para destacar
gue el RE es la principal organela donde transcurre la biosintesis de lipidos (Bell et al. 1981,
van Meer et al. 2008) y aparece como un sitio de activacién en comun para todas las
enzimas con las que c-Fos interactua. Esta claro que CDS1 localiza en el RE (Inglis-Broadgate
et al. 2005), asi como Lipin 1 (Peterfy et al. 2005, Grimsey et al. 2008). En cambio la enzima
Pl4KIla se encuentra en multiples compartimientos, se localiza en el trans-Golgi (Wang et al.
2003), membranas del sistema endosomal (Salazar et al. 2005) asi como intermediarios de
trafico especializados como por ejemplo vesiculas sinapticas (Guo et al. 2003). Sin embargo,
un reporte muestra sélida evidencia bioquimica de que existe una fraccion minoritaria pero
muy activa enzimaticamente que localiza en el RE (Waugh et al. 2003), donde podria ser

activada por c-Fos (Clayton et al. 2013). En esta ultima revisidon, se cita de este modo al
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reporte producto de los resultados de la primera parte de la presente Tesis doctoral que
fueran publicados en la revista Mol. Biol. Cell (Alfonso Pecchio, Cardozo Gizzi et al. 2011).

Por otro lado, aunque la enzima GlcCerS normalmente se clasifica como una enzima
residente en Golgi, también se la ha detectado en membranas de pre-Golgi/RE (Futerman &
Pagano 1991, Kohyama-Koganeya et al. 2004). Mas aun, GlcCerS es Unica entre las enzimas
glicolipido glicosiltransferasa en el sentido de que el sitio catalitico se orienta hacia la cara
citopldsmica en vez de la cara luminal del RE (Kohyama-Koganeya et al. 2004). En conclusién,
la activacion de la sintesis de lipidos por c-Fos se logra al incrementar la actividad de enzimas
particulares que translocan o son componentes integrales del reticulo endoplasmico. La
Unica excepcién encontrada hasta aqui es PI4P5K (PtdIns4P-5-quinasa), que se ubica
principalmente en el nucleo (Boronenkov et al. 1998, Mellman et al. 2008). Se mostro que c-
Fos activa a esta enzima en matrices nucleares, promoviendo la formacion de Ptdins(4,5)P, y
consecuentemente cambios transcripcionales globales independientes de la actividad AP-1
de c-Fos (Ferrero et al. 2014).

Una pregunta que queda abierta en la presente Tesis es si existen determinantes en
las enzimas que permitan su interaccidn con c-Fos, ya que no hemos apuntado a establecer
las regiones involucradas en las enzimas activadas. Todavia es incierta la region de Lipin 1B
involucrada en la asociacién con c-Fos. Existen descriptos en Lipin 1 una organizacion en
forma de dominios conservados que comprende al amino terminal (N-LIP) con una funcién
desconocida y un dominio C-terminal (C-LIP) que contiene el dominio catalitico, una
secuencia tipo HAD. Sumados a estos dominios, se encuentra ademas el dominio PBD
involucrado en la union de PA y algunas otras regiones mas de alta homologia con los otros
miembros de la familia, junto con extensivas regiones no conservadas. Es por lo tanto de
interés estudiar a futuro si la region de interaccion es un dominio conservado en Lipin 2 y 3.
éSe trata de una activacidn PAP | general o esta restringida a Lipin 1? En la via de sintesis de
PIPs encontramos que la isoforma a pero no la B de PI4KIl se asocia y es activada por c-Fos
(Figs. 8 y 9). La comparacién de secuencias entre estas isoformas muestra, como se
menciond en la Introduccion, una region catalitica C-terminal muy conservada mientras que

en la region N-terminal (los primeros 100 residuos) existe una muy baja homologia e incluso
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se ha postulado que esta regidn interviene en asociaciones proteina-proteina especificas.
Podria entonces tratarse de una regidn que la isoforma o posee pero no la B o, por otro lado,
podria tratarse simplemente de que estas dos proteinas no localizan en los mismos
compartimientos subcelulares. Para el caso de Lipin 1 y Lipin 2, se establecié que ambas no
solo tienen un patron de localizacién diferencial sino también un patréon de expresidn
temporal diferente (Grimsey et al. 2008). Estos ejemplos ponen de manifiesto que la
existencia de mas de una enzima que cataliza los mismos pasos metabdlicos no significa que

sus funciones sean redundantes.

La naturaleza intrinsecamente desestructurada de c-Fos y su asociacidn a multiples enzimas
blanco

éCoémo es que c-Fos es capaz de activar enzimas que no comparten similitudes
estructurales obvias entre ellas? La respuesta puede encontrarse en la naturaleza
intrinsecamente desordenada de c-Fos (Campbell et al. 2000, Gaggiotti et al. 2009).
Pertenece a la familia de proteinas intrinsecamente desestructuradas (IDPs), proteinas que
contienen extensas regiones que no poseen una estructura 3D definida en su estado nativo
(Dyson & Wright 2005). Este tipo de proteinas tienen una plasticidad conformacional que les
permite el reconocimiento y unién a multiples proteinas blanco con una combinacién Unica
de interacciones de alta especificidad y baja afinidad (Dyson & Wright 2005, Wright & Dyson
2009, Liu & Huang 2014). La existencia de IDPs esta cambiando el paradigma de secuencia-
estructura-funcion. Las IDPs no poseen una Unica estructura y se adaptan a diferentes roles,
si bien se ha encontrado que las proteinas relacionadas a sefializacién celular y en particular
a cancer se encuentran enriquecidas en regiones desordenadas (lakoucheva et al. 2002).

El orden o desorden de una proteina estd definido al nivel de la secuencia de sus
aminodcidos, lo que ha permitido el desarrollo de predictores de desorden basados en la
secuencia. Podria decirse en base a la bibliografia que estos predictores poseen una
exactitud general cercana al 80% al comparar los resultados de probabilidad de desorden con

la informacidn experimental (He et al. 2009).
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Figura 23. Perfil de hidrofobicidad y de probabilidad de desorden de c-Fos. Representacion
esquematica de c-Fos. BD (aa: 139-159, en negro) es el segmento compuesto por 21 residuos
responsable de la unién secuencia-especifica al ADN vy de la activacién de enzimas blanco. LZ (aa:
165-193, en gris) es el dominio que permite la dimerizacién y consecuentemente la formacion de
AP-1 activos. El N-terminal (primeros 138 residuos) es el responsable de la interaccion proteina-
proteina con enzimas de sintesis de fosfolipidos. El dominio aa: 47-92, tiene un rol importante en
esta funcién y esta representado con patron ondulado. En la parte inferior se observa el
resultado de predictores de probabilidad de desorden y de hidrofobicidad basados en analisis de
la secuencia. En rojo se observa la representacién de la probabilidad del desorden en funcidn del
numero de residuo obtenido con PONDR-FIT (Xue et al. 2010). El valor de corte es 0,5 lo que
significa que residuos por encima de ese valor son desordenados. En azul se observa la
representacién de hidrofobicidad en funcién del nimero de residuo obtenida a partir de la escala
Kyte & Doolittle. Noétese que en la regidon aa: 47-92 existen dos segmentos altamente
hidrofdbicos que solapan con una regidn ordenada, segun se discute en el texto.
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En la seccién Resultados, hemos mostrado como el N-terminal de c-Fos es
responsable de la asociacidn especifica pero no la activacion de CDS1, Pl4Klla y Lipin 1. Para
encontrar nuevas perspectivas, hemos ingresado la secuencia de c-Fos en diferentes
predictores de desorden. Para todos los predictores utilizados, se encontrd
consistentemente un perfil similar al mostrado en la Fig. 23 para la region N-terminal. Si bien
toda la proteina c-Fos es una IDP, y esto incluye su N-terminal, hemos observado que la
probabilidad de desorden cae significativamente en la region alrededor de aa: 45-80 (Fig. 23),
punto que discutiremos a continuacién.

Algunos de los predictores que utilizamos son clasificadores que han sido
entrenados con secuencias ordenadas y desordenadas de bases de datos como PONDR-VLXT
(Romero et al. 2001); otros, como como IUPred, se basan en propiedades fisico-quimicas
tales como la capacidad de polipéptidos de formar contactos estabilizadores (Dosztanyi et al.
2005). Los valores de probabilidad se calculan residuo por residuo, tomando una ventana o
rango de aminoacidos vecinos. La Fig. 23 muestra una representacion de probabilidad de
desorden utilizando PONDR-FIT (Xue et al. 2010) junto con un perfil hidrofdbico utilizando la
escala de Kyte y Doolite (1982). PONDR-FIT utiliza una red neuronal artificial para predecir
cuales residuos son desordenados. La idea detras de la utilizacidon de redes neurales es dar
diferente peso y combinar de manera no lineal distintos tipos de atributos como la
composicidon general de aminodcidos, la complejidad de la secuencia o caracteristicas de los
mismos aminoacidos como carga o hidropatia (He et al. 2009).

Mientras que la repulsidn de cargas favorece el desplegado, el incremento en la
hidrofobicidad favorece el plegado, segun las presupuestos del primer modelo predictor
(Uversky et al. 2000). En otras palabras, regiones hidrofébicas tienden a ser ordenadas
mientras que regiones con cargas netas dificilmente podran compactarse y establecer una
estructura Unica, sino que por lo contrario tenderan a tener multiples configuraciones.
Graficos de carga neta total en funcién de hidropatia permiten distinguir proteinas
desordenadas de aquellas que no lo son. También se desarrollé un algoritmo para predecir

residuo por residuo la probabilidad de desorden a partir de esta idea (Prilusky et al. 2005).
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Este simple modelo funciona notoriamente bien aun teniendo en cuenta los desarrollos
actuales (Uversky 2013).

La alta hidrofobicidad de la region de c-Fos aa: 47-92 ya ha sido sefialada en la seccién
Resultados, donde se la vinculd a la asociacidn con Lipin 1 (Fig. 21). Puede verse en la Fig. 23
como la mencionada regién forma un segmento hidrofébico que segun el predictor tiene
mayor tendencia al orden. Las regiones con mayor propension al orden han sido apuntadas
como dominios funcionales dentro de IDPs, y se piensa que participan en el reconocimiento
molecular de los multiples blancos de unidon (Hsu et al. 2013). Segun los resultados
obtenidos, la regién intermedia del N-terminal (aa: 47-92) esta involucrada de una manera
compleja con la asociacién a Lipin 1 (Fig. 21) pero también a Pl4Klla, segun indican resultados
preliminares del Dr. César Prucca. Nuevos experimentos utilizando mutantes de esta region
podrian esclarecer su rol y a la vez brindar informacidon acerca de si es un fendmeno
secuencia-especifica o si, como suponemos, se trata de un efecto debido a las propiedades
globales del segmento en cuestion.

Fue establecido que el dominio BD de c-Fos experimenta una transiciéon desorden a
orden al unirse al ADN como un complejo AP-1, formando una alfa hélice que interacciona
directamente con el ADN (Patel et al. 1990, Glover & Harrison 1995). La idea detras de esto
es que proteinas que son desestructuradas en su estado nativo pueden adoptar una
estructura definida bajo ciertas condiciones, que incluyen la presencia de un ligando, un
cambio en el pH o la presencia de cationes o sales especificos (Wright & Dyson 2009).
Aungue todavia resta por establecerse si existe una transicién “desorden a orden” acoplada a
la asociacion del N-terminal de c-Fos a las enzimas blanco. Es posible pensar que el plegado
de c-Fos al unirse a su enzima blanco podria ser relevante para la formacién del complejo c-
Fos/enzima. Sin embargo, el plegado en respuesta una unidon no es universal y existen
ejemplos de IDPs que preservan un alto nivel de desorden aln unidas a su blanco, un
fenédmeno denominado “fuzziness” o “estructuras difusas” (Hazy & Tompa 2009).

En cualquier caso, esta definido que la interaccién con distintas proteinas puede
involucrar una misma regién, como seria el caso del N-terminal para la uniéon de c-Fos a

multiples enzimas blanco para ser activadas. En cambio, la regién BD tiene una funcién
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directa tanto en la actividad AP-1 como en la activacion en si misma de enzimas puntuales,
por lo que c-Fos utiliza la misma regidn para realizar acciones muy distintas. Proponemos a c-
Fos como una proteina IDP capaz de multiples funciones (o moonlighting por su
denominacion en inglés). La manifestaciéon ultima de la naturaleza IDP de c-Fos es su
promiscuidad para unirse a multiples blancos, como c-Jun o Lipin 1 para citar solo dos
ejemplos, y asi poder ejercer como un proteina moonlighting (Tompa et al. 2005, Jeffery
2009).

Existen diversos mecanismos para que una proteina multi-tarea pase de una funcién a
otra, tales como una regulacién en su localizacidon subcelular o capacidad para unirse a
ligandos. En este sentido, vale la pena mencionar que una fosforilacion en los residuos de
tirosina 10 y 30 vuelve a c-Fos incapaz de asociarse al RE y consecuentemente de activar la
sintesis de lipidos (Ferrero et al. 2012). La regién aa: 47-92 se encuentra flanqueada por dos
regiones flexibles desestructuradas (Fig. 23). En base a los Resultados obtenidos, parece
razonable pensar que la fosforilacion en las tirosinas 10 y 30 afecta de alguna manera la
region aa: 47-92 que posiblemente es la responsable de interaccionar con las enzimas
blanco. Se ha sefalado que regiones desordenadas dentro de una proteina facilitan Ila
fosforilacién (Liu & Huang 2014) dado que la fosforilacion se da predominantemente en estas
regiones (lakoucheva et al. 2004). Mds aun, los niveles de fosforilaciéon son mucho mas
dinamicos durante el ciclo celular para IDPs (Tyanova et al. 2013), regulando de esta forma el
accionar de proteinas claves para la progresion del ciclo. La fosforilacién en tirosinas es solo
una de las formas de regular las actividades de c-Fos, otro ejemplo resulta de la accion de las
quinasas de serinas/treoninas ERK y RSK que fosforilan a c-Fos luego de estimulos
mitogénicos en su dominio de trans-activacidon C-terminal promoviendo un incremento en su
estabilidad y capacidad como factor de transcripcion (Murphy et al. 2002, Murphy & Blenis
2006). Es importante resaltar que las distintas fosforilaciones generan efectos opuestos,
mientras que la fosforilacién en tirosinas reprime su actividad como activador de la sintesis
lipidicas, la fosforilacion en ser/treo incrementa su actividad AP-1.

Otra caracteristica determinada por la naturaleza IDP de c-Fos es su comportamiento

interfacial. c-Fos es una proteina anfitropica que a partir de su naturaleza flexible ejerce una
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actividad de superficie. Estudios biofisicos han mostrado que c-Fos tiene una gran afinidad
por membranas y una marcada capacidad para detectar y responder a cambios en la
composicion y estado de fase de lipidos en una monocapa (Borioli et al. 2001, Gaggiotti et al.
2009). Todo ello apoya la idea de que c-Fos tiene las caracteristicas moleculares (alta
actividad de superficie, capacidad para detectar y responder a lipidos y desorden intrinseco
gue permite cierta promiscuidad en sus asociaciones) (Borioli 2011) para llevar a cabo un rol
regulatorio en la sintesis de glicerolipidos. En un contexto celular, c-Fos puede ser imaginado
detectando la composicion lipidica, asociandose especificamente a membranas del RE vy
encontrando su camino hacia enzimas blanco para finalmente activarlas in situ (Cardozo Gizzi
& Caputto 2013).

La region N-terminal de c-Fos media la asociacion con CDS1, Pl4Klla y Lipin 1. En la
Fig. 14 se observa una localizacion de NA-myc (mutante que comprende todo el N-terminal,
aa: 1-138) exclusivamente peri-nuclear, en tanto en la Fig. 13 se probd como NA-myc es
capaz de competir por la unién de PI4Klla con c-Fos. Es posible que la sobre-expresion de NA
bloquee la interaccion c-Fos/enzima para todos los casos en donde se observd que la region
N-terminal es la involucrada en la union. Nuestra hipdtesis es que c-Fos activa a las enzimas
exclusivamente en esta localizacién subcelular, en el RE, por lo que la presencia de la
mutante NA alli seria capaz de competir y generar el efecto de detener la activacién general
de la sintesis de fosfolipidos. En relacidon a lo anterior, la sobre-expresion de la mutante NA
puede detener la proliferacion de células T98G en cultivo, resultados obtenidos por el Dr.
Cesar Prucca en su proyecto post-doctoral que se continué a partir de los Resultados de la
primera parte de esta Tesis. Esto ultimo es una prueba mas de que la activacién de lipidos
dependiente de c-Fos es requerida por la célula para sostener la proliferacién, pero ademas
indica que el N-terminal de c-Fos es clave para ello y aparece como un posible blanco
terapéutico. Anteriormente ya se utilizaron estrategias para disminuir los efectos de c-Fos al
impedir su expresion mediante el uso de ARN antisentido (Mercola et al. 1987, Edwards et al.
1988, Ledwith et al. 1990). Sin embargo, la mutante NA aparece como atractiva por bloquear
Unicamente el rol no gendmico de c-Fos, compitiendo con la proteina enddégena por la unién

de sus enzimas blanco.
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Fra-1 también incrementa la sintesis de lipidos

Ya se ha establecido que Fra-1 estd involucrado en la proliferacion de células de
cancer de mama al incrementar el marcado radioactivo de fosfolipidos (Motrich et al. 2013),
si bien el mecanismo por el cual lo hace es desconocido. En esta Tesis hemos encontrado
gue, al menos para la actividad PAP-1, Fra-1 es capaz de incrementar la actividad enzimatica
en la misma medida que c-Fos. Ya se discutié la homologia del BD de ambas proteinas y de la
relevancia de este dominio a partir de experimentos con mutantes de delecién. Por otro
lado, también se encontrd una union directa entre Fra-1 y Lipin 1, por lo que es razonable
pensar en que el mecanismo de activacion de Fra-1 posee caracteristicas comunes con el de
c-Fos. Esto nos lleva a especular acerca de las regiones de Fra-1 que podrian mediar la
interaccidn con la mencionada enzima.

En términos generales, existen dos regiones altamente conservadas entre c-Fos y Fra-
1: el dominio bZip (que comprende el BD) y los ultimos 70 residuos en C-terminal de ambas
proteinas. Sin embargo, existe una tercera region de similitud entre la secuencia primaria de
ambas proteinas, los aa: 54-84 de c-Fos y los aa: 31-61 de Fra-1 (Fig. 24). Esta regién
comprende para el caso de c-Fos en forma casi completa el dominio que se ha identificado
como necesario para la asociacién a Lipin 1 (Fig. 21), la regién comprendida por aa: 47-90 de
la que se ha venido discutiendo su funcién. Por lo tanto, la tercera region de homologia entre
c-Fos y Fra-1 se trataria de la que esta involucrada, al menos en el caso de c-Fos, en la
interaccidon con las enzimas blanco. Predictores de desorden e hidropatia también indican
gue esta regidon de Fra-1 comparte las caracteristicas de la regiéon equivalente de c-Fos. Es un
segmento altamente hidrofdbico, ligeramente mas corto que el de c-Fos, en donde PONDR-
FIT predice una regién ordenada flanqueada por regiones desordenadas. Es interesante
remarcar que si bien no existe una conservacion a nivel de secuencia, la region ordenada aa:
31-61 de Fra-1 tiene a cada lado regiones desestructuradas como se da en c-Fos. Estudios a
futuro podrian confirmar si este es efectivamente el dominio de interaccidn, y si existe un

mecanismo de activacion compartido por las dos proto-oncoproteinas.
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Figura 24. Alineamiento las secuencias de c-Fos y Fra-1. Se destacan tres regiones conservadas:
1) N-terminal (recuadro rojo), bZip (recuadro azul) y C-terminal (recuadro violeta). * indica
aminoacido conservado, : alta homologia, . baja homologia. La escala que en el recuadro inferior
derecho indica grado de conservacién y va desde verde (no conservado) a rosa fuerte (maxima

conservacion).

Mas importante aun seria determinar las consecuencias celulares de ello. Podemos

especular que la expresion de c-Fos, Fra-1 o de ambas proteinas en un modelo celular en

particular podria determinar el resultado final en la maquinaria de biogénesis de membrana.

Por ejemplo, el mencionado rol de Fra-1 en la proliferacién de células de cancer de mama se

debe a un incremento en la expresion en este tipo celular que ha sido descripto

extensivamente (Belguise et al. 2005, Song et al. 2006, Logullo et al. 2011). En nuestro

laboratorio se encontré que mas del 95% de las muestras de carcinoma de mama ductal

expresan Fra-1 pero también c-Fos, a diferencia de lo que ocurre en tejido normal donde no

se encuentran ninguna de las dos proteinas (Motrich et al. 2013).
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Conclusiones finales

La regulacion de la sintesis lipidica para las diferentes etapas del crecimiento y la
proliferacién celular es un proceso clave que debe ser finamente regulado debido a que
involucra la actividad sincronizada de multiples pasos metabdlicos que se orquestan en
varios niveles. Sin duda, un mecanismo clave para alcanzar la regulacién global de la
biogénesis de membrana es a través de factores de transcripcién que actian en forma
coordinada para regular la expresion de enzimas responsables de la sintesis lipidica como las
gue ocurren durante la divisidn celular (Nohturfft & Zhang 2009). Sin embargo, dado que la
biosintesis de lipidos involucra numerosas etapas metabdlicas, la regulacion de la sintesis
requeriria de complejos y variados mecanismos regulatorios. A pesar de ello, a la luz de los
resultados de muchos laboratorios, se observa que al regular Unicamente etapas limitantes
se altera toda la via.

En este sentido, la evidencia obtenida en esta Tesis doctoral indica que al incrementar
la capacidad catalitica de enzimas clave, c-Fos incrementa la disponibilidad de los principales
lipidos. Esto apunta a un posible mecanismo molecular de activacidon compartido por las
distintas enzimas a las que c-Fos se asocia fisicamente. Hemos avanzado en el conocimiento
del como es que c-Fos actua a nivel no gendmico, pero se abre el interrogante del “para
qué”. No esta claro en este punto el fin de la activacion de la sintesis de lipidos, pero si sus
consecuencias Ultimas: el sostenimiento del crecimiento o la proliferacion celular. Quizas
estudios en esta direccion nos indiquen en un futuro como limitar la proliferacién irrestricta

de células tumorales, al interferir con la activacion lipidica que es promovida por c-Fos.
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Materiales y Métodos

Materiales

Los reactivos radioactivos son de PerkinElmer. Los lipidos son de Avanti Polar Lipids.
La Lipofectamina 2000, los medios y reactivos de cultivo son de Invitrogen. Los reactivos de
biologia molecular, kits, enzimas de restriccion, etc. son de Promega. Los demas reactivos
son de mdaxima pureza adquiridos en Sigma, Merck o equivalente. Se hardn aclaraciones

cuando sea pertinente.

Cultivos celulares

Todos los experimentos fueron realizados con la linea celular derivada de
fibroblastos de ratén NIH 3T3 adquiridas al American Type Culture Collection, USA. Esta linea
fue crecida en cépsulas de Petri descartables de diferentes tamanos segun cada experimento
(multicelda de 24, capsulas de 35, 60 o 100 mm de didmetro). Las células fueron crecidas
hasta alcanzar mas del 90% de confluencia en cada caso. Para la adquisicién de imagenes en
experimentos de microscopia fueron crecidas sobre cubreobjetos de vidrio redondos
previamente tratados con acido y enjuagados exhaustivamente. Los cultivos se sembraron a
baja densidad y se dejaron proliferando a 37°C durante 48 horas en presencia de 5% de CO,
en DMEM suplementado con 10% v/v suero de ternero bovino (Gibco). Una vez alcanzada la
confluencia, las células se arrestaban al reemplazar el medio de cultivo con DMEM. Se
dejaron las células con este medio durante 48 horas mas. En los experimentos de
estimulacion se adiciond FBS para llevar al 20 % final durante los tiempos especificados en

cada experimento.

Marcado metabdlico de PtdinsP y PtdinsP,

Células quiescentes fueron pulsadas con 25 pCi/mL de *2P-ortofosfato 15 minutos
antes de cosecharlas. Para el experimento del bloqueo especifico de la expresion de c-Fos al
producirse el estimulo, ARNm anti-sentido (Morpholino oligonucledtidos, Gene Tools) contra

c-Fos (5'-TGC-GTT-GAA-GCC-CGA-GAA-3’) (Bussolino et al. 1998) o un oligonucleétido de
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secuencia aleatoria que no tiene blanco en células de ratén fueron adicionados al medio a
una concentracion de 1 pg/mL medio cultivo, 30 minutos antes del pulsado radioactivo.

En cambio, para deprimir la expresidon de las enzimas blanco se utilizaron duplex de
ARN pequefio de interferencia (Dharmacon). En todos los casos, 240 pmol de ARN total
fueron transfectados a cada pocillo en una placa multicelda de 6 con Lipofectamina de
acuerdo al protocolo del fabricante. Después de 24 horas, las células fueron transfectadas
una segunda vez de la misma forma y fueron cultivadas por 48 horas mas en medio libre de
suero antes de realizar el marcado metabdlico. Para corregir por posibles diferencias en el
numero de células en los distintos pocillos en los ensayos con ARN pequefio de interferencia,
se corrié en paralelo un pocillo que no se marcé radioactivamente y que se utilizé para WB.
El mencionado WB se revelé contra las distintas enzimas para asi poner de manifiesto si
habia funcionado el tratamiento con ARN pequefio de interferencia. Por densitometria se
establecié ademas la intensidad de la banda de a-tubulina, utilizada como control de carga
para normalizar las cuentas radioactivas obtenidas con la proteina total sembrada.

Luego del pulsado, se estimuld a las células durante 7,5 minutos con FBS al 20%.
Luego del estimulo, se enjuagd cuidadosamente con dos lavados de PBS frio antes de
cosechar las células en agua. Los ensayos se hicieron en duplicado en un total de tres

experimentos independientes como minimo.

Marcado de PtdinsP y PtdinsP, in vitro

La capacidad de marcado radioactivo de >?P-PtdinsP y *?P-PtdinsP, de células
guiescentes fue determinado in vitro segun Gil et al. (2004) en tubos de Khan de vidrio. El
buffer de reaccién contenia HEPES 64 mM (pH 7,4), NaCl 140 mM, KCl 4,5 mM, MgCl, 0,5
mM, glucosa 5,6 mM, 3 uCi de *’P-ATP (actividad especifica 3000 Ci/mmol). Se determiné la
marcacién en presencia de c-Fos o sus mutantes de delecion obtenidos en forma
recombinante y purificados, utilizando 1 ng c-Fos recombinante/ug proteina total
resuspendido en 3 uL de buffer de elusion, que contiene imidazol 500 mM /urea 8 M. A los
incubados control se les adiciond en cambio 3 pL de buffer de elusidn. Las reacciones, que

tenian un volumen final de 80 uL, fueron iniciadas con la adicion de 100 ug de homogenato
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celular total al medio de ensayo, incubadas por 1 hora a 37 °Cy terminadas por la adicién de
20 volumenes de cloroformo/metanol 2:1. Los ensayos se hicieron por triplicado en al menos

tres experimentos independientes.

Purificacion de PtdinsP y PtdInsP, y cromatografia en capa delgada

Para la obtencion de los mencionados fosfolipidos tanto desde el marcado metabdlico
o el marcado in vitro, se utilizo el método de Folch (Folch et al. 1957). Tras la adicion de 20
volumenes de cloroformo/metanol 2:1, la fase organica fue particionada por el agregado de
agua (0,2 volumenes). Luego de vorterear por 3 segundos, se centrifugd durante 2 minutos a
1.500 rpm para separar las fases y se lavéd la fase inferior (organica) 5 veces con 1 mL de fase
superior tedrica (metanol/agua/cloroformo 48:47:3, v/v/v) para eliminar el precursor
radioactivo soluble. Finalmente, se extrajo cuidadosamente la fase inferior mediante pipeta
Pasteur y se transfirio a un nuevo tubo de vidrio. Se secé esta fase bajo flujo de nitrogeno
para luego resuspender en 50 pL de cloroformo/metanol 2:1.

Los extractos lipidicos fueron separados en placas cromatograficas delgadas de Silica
Gel 60 utilizando la metodologia descripta en Catz & Sterin-Speziale (1996). Las placas de
silica fueron tratadas con una solucidén de oxalato de potasio al 1% en metanol/agua 2:3 y
calentadas posteriormente a 110 °C durante al menos 30 minutos previo a ser utilizadas para
remover humedad residual. Las placas fueron desarrolladas en dos corridas consecutivas en
un sistema monodimensional utilizando cloroformo/metanol/acido acético/agua 25:15:8:2
para la primera corrida, luego de la cual las placas fueron secadas a temperatura ambiente y
desarrolladas en el mismo sistema de solventes pero en las proporciones 25:15:16:2.

Fosfolipidos de referencia fueron sembrados en carriles junto a las muestras vy
visualizadas con vapores de iodo en una cuba dispuesta para este fin, para de esta forma
identificar los productos obtenidos. La radioactividad de los lipidos individuales fue
cuantificada por exposicién de la placa de silica a una pantalla de fésforo y posteriormente
procesada para su visualizacion por PhosPhorlmager (Molecular Dinamycs) utilizando el

scanner especifico FLA-3000 (Fijifilm).
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Clonado de mutantes de c-Fos

Mutantes de delecién de c-Fos: Las diferentes mutantes se construyeron mediante el disefio
de oligonucleétidos especificos que abarcaron a los diferentes dominios de c-Fos salvaje, y
con estos oligonucledtidos se realizaron reacciones de PCR y clonado direccional a partir de
la secuencia de un vector que codifica para c-Fos de rata con un rétulo de 6 x histidinas con
codones optimizados para procariotas (Abate et al. 1991). Los productos de PCR obtenidos se
verificaron en geles de agarosa, se purificaron con columnas de purificacién y se ligaron al
vector de expresion procariota pET15b (Novagen) utilizando los sitios de restriccion Ndel y

BamHlI.

Mutagénesis sitio dirigida: La generacidn de mutantes puntuales de c-Fos se realizd6 mediante
procedimientos diferentes. Estas secuencias se construyeron por una estrategia denominada
“Superposicién Extendida” u “OE-PCR” (Higuchi et al. 1988). Brevemente, consiste en la
utilizacion de 4 oligonucledtidos, 2 conteniendo la mutacion puntual deseada y que ademas
son 100% complementarios entre si (“mutagénicos”), y los otros 2 restantes que se unen a
los extremos de la secuencia de c-Fos salvaje (“No mutagénicos”). Los oligonucledtidos
mutagénicos son usados en una primera reaccion de PCR con su correspondiente
oligonucleétido no mutagénico, para obtener 2 productos de PCR conteniendo cada uno de
ellos la mutacion deseada. Estos productos de PCR se corren en un gel de agarosa y se
purifican adecuadamente y debido a que estos complementan perfectamente sus extremos,
se mezclan y se realiza una tercera reaccion de PCR, con los oligonucledtidos no mutagénicos
como cebadores de la reaccion. Finalmente se obtiene amplificada a la secuencia completa
de c-Fos pero ahora con la mutacién introducida. Las etapas finales son las mismas que para

los clonados anteriores.

Expresion y purificacion de c-Fos, Fra-1, c-Jun y sus mutantes
Se siguid el protocolo descripto en Borioli et al. (2001). Una colonia de BL21 (DE3)
conteniendo el plasmido fue inoculada a 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina

(100 pg/mL), y se incubd durante la noche a 37 °C. Dos mL del cultivo saturado se inocularon
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a 100 mL de LB que se crecid con agitacion constante de 250 rpm a 37 °C hasta que la
absorbancia a 600 nm alcanzé 0,5. Entonces se le agregd al cultivo 1 uM de concentracion
final de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y se lo incubd por 4 horas mds a 37 °C. El
cultivo inducido para la expresion de c-Fos fue cosechado por centrifugacion a 5,000 x g por
10 minutos a 4 °C. El sedimento se re-suspendid en 2 mL de buffer conteniendo 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NaCl y 5 mM imidazol (buffer de unidn). Las bacterias
resuspendidas fueron incubadas con lisozima durante 15 minutos a temperatura ambiente y
luego lisadas adicionalmente con 5 pulsos de sonicacion a la maxima potencia durante 1
minuto en hielo, para evitar que aumente la temperatura del lisado. El lisado fue
centrifugado a 12,000 x g por 15 minutos a 4 °C. El sedimento contiene a la proteina en
forma mayoritaria, que permanece insoluble en cuerpos de inclusidén. Se resuspendié en
buffer de unién pero que ahora ademas contiene urea 6 M. Se lo incubd durante una hora a
4 °C por agitacion constante favoreciendo la solubilizacion de los cuerpos de inclusién. Se
centrifugd nuevamente a 12,000 x g por 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue pasado por
un filtro de 0,4 um y luego a través de una columna de afinidad de Niquel-Sefarosa de 600 pL
(suspensién acuosa). Se procedid al lavado primero con 3 mL de buffer de unién y luego con
2 mL de buffer de lavado conteniendo 20 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl, 20 mM
imidazol y urea 6 M. La proteina fue eluida en fracciones de 0,4 mL en un total de 2 mL con
buffer conteniendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NaCl, 500 mM imidazol y urea 6 M.
Se determind la concentracion de proteina por el método de Bradford (Bradford 1976). Las
preparaciones, que tenian una concentracién cercana a 1 mg/mL, se guardaron a 4 °C por

hasta un mes.

Anticuerpos empleados

Se emplearon los siguientes anticuerpos: anti-myc (ratén, M4439), anti-tubulina (raton,
DM1A), anti-GFP (conejo, G1544), son de Sigma. Anti-c-Fos (ratén, sc-52) y anti-myc (conejo,
sc-789) de Santa Cruz. Anti-CDS1 (conejo, Ab-84019), anti-Pl4Klla (conejo, Ab-71824) y B
(conejo, Ab-71823) son de Abcam. Anti-GFP de Roche (ratdn, #1-814-460).
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Inmunoprecipitaciones

Las inmunoprecipitaciénes se realizaron segun se describié previamente (Bonifacino
& Dell'Angelica 2001). Brevemente, cultivos celulares de NIH 3T3 (aproximadamente 250 pg)
arrestados y transfectados con la proteina de interés, se estimularon (Ver Cultivos celulares)
y lavaron dos veces con PBS 10mM frio. Luego se agregd 500 pl de buffer de lisis (50 mM
TrisHCl pH: 7,5, 1% v/v Tritdn X-100, 300 mM NaCl, céctel inhibidor de proteasas Complete
(Roche) y 0,05% P/v azida sédica) y fueron dejados en hielo durante 20 minutos. Después de
este tiempo se recolectaron los lisados y se pusieron en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL,
se agitaron con vortex al maximo durante 3 segundos y se dejaron en hielo durante 15
minutos mas. Los lisados fueron pre-absorbidos con el agregado de 10 ul de proteina G-
Sepharosa (GE Healthcare) durante una hora en un rotor de 3602 a 49C, y después de este
tiempo fueron nuevamente centrifugados a 13.200 rpm a 4°C. El sobrenadante fue
cuidadosamente transvasado a un nuevo tubo. Se separd el 20% del volumen obtenido para
posterior analisis por WB (homogenato total) y el resto del lisado fue sometido a la co-
inmunoprecipitacién. Se agregd 25 ul de proteina G-Sepharosa previamente conjugada con
aproximadamente 1 pg de anticuerpo policlonal correspondiente a cada caso (ver
Resultados). Las inmunoprecipitaciones se dejaron en un rotor 3602 a 42C durante 4 horas.
Luego de este tiempo los inmunocomplejos fueron centrifugados 30 segundos a 4.200 rpm vy
lavados con buffer de lavado (50 mM TrisHCI pH: 7,5, 0,1% v/v Triton X-100, 300 mM Nacl,
coctel inhibidor de proteasas Complete y 0,05% P/v azida sddica). Este procedimiento se
realizd6 4 veces y después se hizo un lavado final con PBS para remover el detergente
remanente que puede interferir en la siguiente etapa de WB. Las muestras se calentaron a

100 C° durante 5 minutos y se sembraron para el posterior SDS-PAGE.

SDS-PAGE y Western Blot

Capsulas de Petri conteniendo las células se lavaron cuidadosamente 3 veces con PBS
10 mM frio y se cosecharon con un volumen minimo de agua milliQ (o Buffer de lisis, segun lo
especifique algun procedimiento) conteniendo ademas codctel inhibidor de proteasas

Complete. Después de cuantificar proteinas por Bradford, y dependiendo del anticuerpo y/o
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proteina a detectar, una cantidad de proteinas que variaba entre 10 pg a 150 pg fue
calentada durante 5 minutos a 100 2C en presencia de Buffer de siembra de proteinas
(sample buffer) conteniendo 20 % del agente reductor 2-B mercaptoetanol, para ser
posteriormente sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Todos los
geles SDS-PAGE se realizaron en concentracion 12% final de acrilamida. Después de la
electroforesis y habiéndose separado las proteinas de diferente peso molecular, las mismas
fueron transferidas (70 minutos, 300 mA) a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um de
poro e incubadas durante al menos una hora con buffer de bloqueo (5% leche descremada
en PBS). Luego de este tiempo las membranas estaban listas para ser incubadas con los
anticuerpos primarios correspondientes segin cada caso. Como anticuerpos secundarios se
usaron IRDye 800 y 680 anti-raton o anti-conejo (L/-COR), segun corresponda. Para revelar las
bandas se utilizé un scanner fluorescente en infrarrojo Oddysey (LI-COR). El peso molecular
de cada banda fue calculada por extrapolacion a un estandar de pesos moleculares sembrado

en cada gel (BioRad).

Expresion y purificacion de Lipin 1

Se siguid el protocolo descripto en Han & Carman (2010). Una colonia de Rosetta2
(DE3) conteniendo el plasmido de la Lipin 1 humana fue inoculado a 5 mL de medio LB
suplementado con kanamicina (30 pg/mL) y cloroanfenicol (50 pug/mL), y se incubd durante la
noche a 37 °C. Dos mililitros del cultivo saturado se inocularon a 500 mL de medio fresco que
se crecié con agitacion constante de 250 rpm a 37 °C hasta que la absorbancia a 600 nm
alcanzé 0,5. Entonces se le agregd al cultivo 1 uM de concentracion final de IPTG y se lo
incubd por 3 horas mas a 37 °C. El cultivo inducido para la expresion de Lipin 1 fue cosechado
por centrifugacion a 5,000 x g por 10 minutos a 4 °C. El sedimento se re-suspendié en 20 mL
de buffer conteniendo 20 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl y 5 mM imidazol. Las
bacterias resuspendidas fueron lisadas a través de dos pasajes en un Emulsiflex a 15,000 p.s.i.
y el lisado centrifugado a 12,000 x g por 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue pasado a
través de una columna de afinidad de Niguel-Sefarosa de 1 mL (suspensidon acuosa). Se

procedid al lavado con 25 mL con buffer conteniendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM
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NaCl, 45 mM imidazol, 7 mM 2-mercaptoetanol y 10% v/v glicerol. La enzima, que posee un
rotulo de 6 histidinas en linea, fue eluida en fracciones de 0,5 mL en un total de 3 mL con
buffer conteniendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NaCl, 250 mM imidazol, 7 mM 2-
mercaptoetanol y 10% glicerol. Después de establecer cuales eran las alicuotas mas
concentradas, se las mezcld y se determind la concentracion de proteina por el método de
Bradford (Bradford 1976). Las preparaciones de enzimas, que tenian una concentracion

cercana a 1 mg/mL, se guardaron en pequefias alicuotas a -70 °C.

Preparacion del reactivo de verde de malaquita-molibdato

Un reactivo coloreado para detectar fosfato inorgénico libre fue preparado segin
Mahuren et al. (2001) con algunas modificaciones, y se compone de 3 voliumenes de verde
de malaquita 0,1 mM y un volumen de molibdato de amonio 34 mM en HCI 5 M. Luego de
mezclar los componentes, se deja en agitacidon por lo menos durante 30 minutos, se filtra y se
guarda protegido de la luz. El reactivo asi preparado se usé dentro de una semana de

preparado.

Preparacion de las micelas mixtas de Tritén X-100/PA

PA en cloroformo/metanol (2:1) fue transferido a un tubo de ensayo de vidrio, secado
bajo un flujo de N, y finalmente mantenido in vacuo durante 1 hora. Triton X-100 fue
adicionado al PA justo después del buffer de ensayo para preparar las micelas mixtas. El
vortereo aplicado extensivamente asegura la formacién de micelas. El contenido mol% de PA

en las micelas mixta fue calculado de acuerdo a la férmula:

mol%pa = 100 x [PA (molar)]/ ([PA (molar)]+ [Triton X-100(molar)])

En forma similar, el mol% de c-Fos recombinante fue calculado como:

mMol%c.ros = 100 x [c-Fos (molar)]/ ([PA (molar)]+ [Triton X-100(molar)])
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La concentracidn total de PA en las micelas mixtas se mantuvo por debajo del 15% para
asegurar que la estructura de la misma sea similar a la de micelas de Tritdn X-100 puras

Lichtenberg et al. (1983).

Actividades enzimaticas

En todos los casos se utilizé como fuente de enzima homogenatos totales de NIH 3T3.

Los incubados tuvieron 100 pg proteina total en un volumen final de 80 pL.

CDS

La reaccion se llevd a cabo segun Lykidis et al. (1997). El buffer de reaccion contenia
Bis Tris-HCl (pH 6,5) 100 mM H3-CTP (actividad especifica 14,5 Ci/mmol), PA 2 mM
(suspensién acuosa sonicada en buffer), MgCl, 10 mM. La reaccién se comenzd con el

agregado de MgCl,. La reaccién fue incubada a 37 °C durante los tiempos indicados.

PIS

La reaccion se llevé a cabo segun Lykidis et al. (1997). El buffer de reaccidn contenia
Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM, MgCl, 50 mM, MnCl, 2 mM, CDP-DAG 1 uM sonicado en buffer y
3.3 mM myo—[H3]inositoI (actividad especifica 30 Ci/mmol). La reaccion se desarrollé durante

tiempos variables a 37 °C.

Pl4K

La reaccion se llevd a cabo segun Wong et al. (1997) con algunas modificaciones. El
buffer de reaccién contenia Hepes (pH 7,5) 20 mM, MgCl, 20 mM, ATP 20 uM, Ptdins 70 uM
y PtdSer 35 pM sonicados en buffer y y->P-ATP 10 pCi (actividad especifica 3000 Ci/mmol)

incubando la reaccién a 25 °C durante tiempos variables.
PAP

La actividad PAP se midio segun Pasquare et al. (2001) con algunas modificaciones. El

buffer de reaccidon contenia Tris-maleato (pH 6,5) 50 mM, L-a-dipalmitoil-C'**-PA 0,75 pCi
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(actividad especifica 100-200 mCi/mmol) y dioleoil-PA 0,3 mM como dispersion en agua y

MgCl, 1 mM. La reaccion se llevo a cabo a 37 °C durante tiempos variables.

Actividad de Lipin 1 en micelas mixtas de Triton X-100/PA

La actividad PAP de Lipin 1 purificada fue medida segun Han & Carman (2000)
mediante la determinacion de la liberacion de fosfato inorganico proveniente del PA por la
accion enzimatica en micelas mixtas preparadas como se indicé anteriormente. El buffer de
reaccién contiene 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,5 mM MgCl,, 10 mM 2-mercaptoetanol, 1 mM
L-a-PA purificado de huevo de gallina, 10 mM Tritén X-10 y 50 ng enzima en un volumen
total de 0,1 mL. La mezcla de reaccion fue incubada durante 20 minutos a 37 °C, momento en
gue se termind la reaccidon enzimatica con el agregado de 0,5 mL HCI 0,1 M en metanol, 1 mL
de cloroformo y 1 mL de agua milliQ. Tras 3 segundos de agitacion en vortex, se procedio a
separar las fases por centrifugacion durante 2 minutos a 2,000 x g de los tubos de ensayo de
vidrio. Se tomaron 300 pL de la fase acuosa superior y se mezclé con 600 pL del reactivo de
verde de malaquita-molibdato, el reactivo pasa de amarillo a verde. Tras esperar 15 minutos,
se midié la absorbancia a 650 nm. Como blanco se utilizé 300 uL de agua milliQ, que no
muestra diferencias con la fase superior de un tubo en el que el incubado a 37 °C fue

omitido.

Transfecciones transitorias de ADN plasmidico

Los plasmidos utilizados se encuentran descriptos en la Tesis doctoral de Dr. Alfonso
Pecchio (2008). Para el caso de Lipin 1, se partio del plasmido cedido gentilmente por el Dr.
Carman y que fue utilizado en la publicaciéon de Wang, H (2011). A partir de dicho plasmido,
se subclond en el vector pSYFP2-N1 empleando los sitios Nhe y Xhol, dado que el vector de
origen (pEGFP-N1) y el de destino poseen los mismos sitios de clonado y marco de lectura.
La introduccién de los diferentes plasmidos a las células para los experimentos de FRET
utilizadas se realizé mediante la utilizacion de lipidos catiénicos comerciales, Lipofectamina

2000. Las condiciones no difirieron significativamente del protocolo del fabricante, pero se
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hicieron cambios considerables respecto a las cantidades de ADN utilizadas. Los diferentes
plasmidos usados necesitaron optimizarse individualmente para obtener niveles de
expresion aceptables. Para el caso de c-Fos y sus mutantes, se emplearon 0,8 ug de ADN por
pocillo en un multiwell de 24. En cambio, para las enzimas se utilizd la cantidad descripta en
la Tabla 3. Para las co-transfecciones, se adicionaron ambas cantidades de ADN en la mezcla

con Lipofectamina 2000.

Tabla 3. Cantidades de ADN plasmidico empleadas
en la transfecciones transitorias para FRET

Enzima HMg ADN/pocillo
CDS1 2
PIS1 1,4
Pl4Klla 1
PI4KIIB 1
Lipin 1 1,6

Adquisiciéon de imagenes confocales para FRET

La imagenes para los andlisis de FRET fueron tomadas usando microscopios
confocales Olympus FV1000, Olympus FV300 o Zeiss Pascal equipados en todos los casos con
un laser de Argdén multilinea (458, 488 y 514 nm). La fluorescencia de CFP (donor) fue
detectada utilizando excitacion a 458 nm, y una ventana de deteccion de 465-495 nm. La
fluorescencia de YFP (aceptor) fue detectada utilizando excitacidn a 514 nm y una ventana de
deteccidon de 530-560 nm. Las imagenes fueron adquiridas utilizando objetivos 60X apertura
numeérica = 1,42 con un zoom digital de 3X, 512x512, ajustando el pinhole de forma de tomar
fetas opticas de 0.8-1 um. Las condiciones de adquisicion se ajustaron para minimizar el
fotoblanqueo y tiempo de escaneo pero maximizando la relacion sefial/ruido en las distintas
condiciones. Una vez ajustadas las mismas, se procedid a tomar el conjunto de imagenes de

todo el experimento con las mismas condiciones en el mismo dia.
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FRET (Forster Resonance Energy Transfer) por Emision Sensibilizada

Para el andlisis de imagenes célula por célula realizada post-adquisicion se utilizo el
programa de distribucion libre Imagel) (http://rsbweb. nih.gov/ij/). Se utilizd el algoritmo
previamente descripto en Elangovan et al. (2003) para remover el sangrado espectral del
donor (SEp) y la excitacion directa del aceptor (EDa) que contaminan la sefial de FRET. Con
ese propodsito se usaron siete imagenes: dos imagenes de referencia marcadas sélo para el
donor y otras dos imdagenes de referencia marcadas sélo para el aceptor (Dex/Dem vy
Dex/Aem); y tres imagenes con doble marca proveniente de células co-transfectadas
(Aex/Aem, Dex/Dem, Dex/Aem). La imagen Dex/Dem muestra la fluorescencia apagada o
quenched del donor (gD) y corresponde al canal del donor (D), mientras que la imagen
Aex/Aem indica la fluorescencia del aceptor y corresponde al canal del aceptor (A). La
imagen Dex/Aem corresponde a la imagen de FRET no corregida (UFRET), que es procesada
segun el algoritmo de Elagonvan para generar la imagen de precision de FRET (PFRET),

mostrando los niveles de transferencia de energia corregidos:

PFRET = uFRET - qD x SEp — A X EDa (1)

La eficiencia aparente de FRET:

E=1-qgD/uD (2)

se expresa como la fraccion de fluorescencia del donor en la ausencia de FRET o unquenched

donor (uD). Este ultimo pardmetro se calcula como:

uD= gD +PRET (3)

como una aproximacion de la Eq. B.19 en Elangovan et al. (2003). Imagel) fue usado para

calcular este parametro. Luego de sustraer el ruido de fondo o background, se aplicé una

mascara independiente a las imdagenes gD, uFRET y A para excluir del andlisis pixeles
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saturados o pixeles por debajo de un umbral determinado. Los valores de eficiencia de FRET

promedio fueron calculados desde regiones de interés de acuerdo a:

E=1-—2 _ (4)
qD+PFRET

en un andlisis pixel por pixel. De esta forma, se puede lograr la separacidon de pixeles que
contienen sefial significativa de aquellos que sélo representan mayoritariamente ruido de
fondo para el cdlculo de FRET. La imagenes de E resultantes fueron pseudocoloreadas con
Imagel en donde la intensidad del pixel se representa mediante una escala de color: blanco
es el valor maximo normalizado de pSYFP2-mTurquoise2 mientras que azul corresponde al

valor minimo, 0.

FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) en el dominio de la frecuencia

Un microscopio confocal Olympus FV-1000 equipado con un médulo de FastFlim
FlimBox (ISS) fue utilizado para los estudios de FLIM. FLIMBox es un hardware de frecuencia
digital capaz de andlisis multi-armdnico (Colyer et al. 2008). Un laser de diodo a 445 nm
modulado con un frecuencia de 20 MHz fue usado para la excitacion de CFP (donor), con una
excitacion cruzada muy baja de YFP (aceptor). La emision de fluorescencia de CFP fue
colectado en una ventana espectral de 470-495 nm. Una solucién de fluoresceina en
Cumarina 6 disuelta en etanol (pico de excitacion y emisidén: 460 y 505, respectivamente) que
tiene un tiempo de vida media de fluorescencia de 2,5 ns fue usada como estandar para
calibrar la respuesta instrumental. Se siguid el protocolo establecido en Sun et al. (2012).

Las imagenes fueron obtenidas en 256x256 con 20 ps/pixel y promediando 25-50
imagenes tomadas consecutivamente. La informacién de FLIMBox conteniendo Ia
informacién de intensidad y de tiempo de vida fueron adquiridas y procesadas utilizando el
programa Sim-FCS, desarrollado en el Laboratory for Fluorescence Dynamics. Se utilizd la
estrategia del fasor, una representacion de vectores (Clayton et al. 2004, Digman et al. 2008),

para cuantificar el tiempo de vida del donor (Verveer et al. 2000, Caiolfa et al. 2007). El fasor
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representa el decaimiento de fluorescencia en un espacio transformado de Fourier. La fase y
la modulacidon son medidas en cada pixel de una imagen y son usados para determinar las
coordinadas del fasor en ese pixel, para asi establecer el tiempo de vida de fluorescencia del
donor. El fasor es entonces un vector, cuyas coordinadas polares son s y g, relacionadas
directamente con la fase y modulacién, los parametros fisicos que se miden directamente. Es
importante destacar que la estrategia del fasor no requiere de un modelo de ajuste, sino que
expresa el decaimiento de fluorescencia en términos de las coordinadas polares. En los
experimentos utilizamos la componente del segundo armdnico, que corresponde a 40 MHz.
El fasor asociado con una célula obtenida a través de este sistema se determind
como un promedio de la imagen celular. El fasor de autofluorescencia fue determinado
tomando las imagenes de FLIM de células no transfectadas. Se determiné el fasor del donor
en ausencia y presencia del aceptor. Para cada experimento, se colectaron multiples
imagenes del donor en ausencia del aceptor para tomar un valor fasor promedio, que fue
asignada a la posicion del donor en ausencia del aceptor. El FLIM puede de esta forma medir
el acortamiento en el tiempo de vida media que resulta de FRET (Wouters & Bastiaens 1999).
La cuantificacién de FRET en el grafico del fasor se alcanza al medir el corrimiento del fasor
entre las dos especies: el donor en ausencia y en presencia del aceptor. Segun se describe en
Digman et al. (2008) a partir de los fasores de autofluorescencia y del donor en ausencia del
aceptor se calcula la trayectoria de eficiencia variable de FRET (0-100%). Esto permite
determinar la eficiencia de FRET del fasor promedio de cada célula de donor en presencia del

aceptor.
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