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RESUMEN EN INGLES =
M

SUMMARY

In this work we show that PKC( plays a key role in the activation of the ERK5 pathway by Gg-
coupled GPCR in epithelial cells and in cardiomyocytes as well as in the induction of cardiac

hypertrophy by agonists acting through Gqg-coupled GPCR such as angiotensin 1.

Several lines of evidence support the notion that a functional interaction between Goq and
PKCC mediates the triggering of the ERK5 cascade by Gg-coupled GPCR. First, ERK5 stimulation by
carbachol or angiotensin 1l does not appear to require the activity of EGF-Receptors (EGFR) or cytosolic
tyrosine kinases, known to participate in ERK5 activation in response to different mitogens, thus
suggesting that potential GPCR/EGFR transactivation mechanisms are not involved. Second, over-
expression of a constitutively active Goq subunit mutant promotes “per se” ERKS5 stimulation,
independently of its ability to interact with the classical Gaq effector PLCB. Third, Gaq (and not other
Ga subunits) associates with PKCC in cells, and co-immunoprecipitation of these endogenous proteins
can be promoted upon Gqg-coupled GPCR activation. Moreover, a direct Gaq/PKC( interaction can be
observed using purified proteins. Fourth, Gaqg, PKCC and MEK5 (the upstream ERK5 activator) are
present in the same multimolecular complex as assessed by co-immunoprecipitation experiments.
Interestingly, Gaq also directly interacts with MEKS5, suggesting a scaffold role for this G protein subunit
in the stimulation of this pathway. Finally, stimulation of ERK5 by Gqg-coupled GPCR is blocked by
PKCC pharmacological inhibitors and absent in MEFs or cardiomyocytes derived from PKCC-deficient
mice. Thus, these data put forward PKCE as a novel Gaq effector required for ERK5 activation by Gg-
coupled GPCR. Moreover, the finding that PKCC-deficient mice do not develop angiotensin-induced
cardiac hypertrophy indicates an important physiopathological role for this novel Gaqg/PKCL{/ERK5

signaling axis.

In sum, the novel Gaqg/PKCL/ERKS5 signal transduction route presented in this study may help
to better understand the mechanisms underlying GPCR-induced cardiac hypertrophy and in the design
of new therapeutic strategies. On the other hand, it opens new avenues to investigate the potential role

of this pathway in other cell types and physiological processes.
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INTRODUCCION &)

En el desarrollo y en la homeostasis de los organismos multicelulares es necesaria la
coordinacién en el espacio y en el tiempo de tres principales procesos: la proliferacién celular, la
diferenciacién celular y la organizacién de las células resultantes en tejidos y érganos. Resulta obvia,
para todo ello, la necesidad de sistemas de comunicacién entre las células, que lleven a cabo dicha
coordinacién. A lo largo de la evolucién, las células han desarrollado complejos sistemnas de deteccién
de las condiciones ambientales, tanto dentro como fuera del organismo. De forma muy simplificada, las
células detectan sefiales quimicas presentes en el medio, capaces de unirse a un receptor (con frecuencia
situado en el lado externo de la membrana celular). La sefial se transmite al interior de la célula por la
activacién del receptor, que inicia cascadas de sefializacién cuyo fin dltimo es controlar el estado de
activacién de distintas proteinas y factores de transcripcién, que van a regular la funcién, la morfologia
celular y la expresién de los genes apropiados en cada respuesta bioldgica. A partir de este esquema

general, se ha desvelado una enorme diversidad y complejidad en los distintos sistemas de sefializacién.

El conocimiento adquirido en los dltimos afios de investigacién dentro del campo de la biologia
molecular ha permitido definir tres importantes conceptos relativos al nivel de organizacién celular. Asi,
el transcriptoma comprende el conjunto de genes expresados en un momento y en un tipo celular
determinado; el proteoma define el conjunto de proteinas resultantes de la expresién de esos genes;
por altimo, el interactoma comprende la multitud de interacciones fisicas que se establecen entre las
distintas proteinas, los acidos desoxirribonucleicos (ADN) y los acidos ribonucleicos (ARN), a través de
las cuales se llevan a cabo todas las funciones necesarias para el funcionamiento de la célula y, por
extension, del organismo completo. La célula, a través del reconocimiento e integracion de las sefiales
que llegan a ella, “sabe” en que momento tiene que sintetizar o degradar a una proteina determinada,
si dicha proteina debe activarse o inhibirse, asi como en qué localizacién celular debe encontrarse. Por
tanto, el conocimiento de los mecanismos de sefializacién celular es imprescindible para la comprensién
de los complejos procesos que rigen la vida de la célula y sus implicaciones fisiopatolégicas a nivel del

organismo.

En este contexto, nuestro objetivo en este trabajo de investigacién ha consistido en la
caracterizacién de los mecanismos de activacién de la quinasa mitogénica ERK5 (del inglés Extracelullar
Regulated Kinase 5) a través de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, del inglés G Protein-
Coupled Receptors), y su implicacién en el desarrollo de ciertas patologias del sistema cardiovascular.
En esta introduccién se pretende llevar a cabo un repaso general a la estructura y funcién de los GPCRs,
asi como de las quinasas mitogénicas de la familia MAPK (del inglés Mitogen Activated Protein Kinase),
a la que pertenece ERK5, para terminar con una descripcién del papel que juegan estas proteinas en la

funcién del sistema cardiovascular.
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1. Receptores acoplados a proteinas G.

Uno de los sistemas de deteccidn de sefiales extracelulares con mas éxito evolutivo es el de los

receptores de membrana acoplados a proteinas G, denominados también receptores de siete dominios

transmembrana o heptahélicos. Son el mayor grupo de proteinas implicadas en transduccién de sefiales.

Efectores Efectores

Figura 1. Mecanismo de
transmision de la sefal de los
GPCRs

Se han identificado méas de mil GPCRs (lo que constituye cerca del
3% del genoma humano), que responden a una amplia
diversidad de ligandos capaces de trasmitir sefiales tan diferentes
como las de los fotones, aromas, nucleétidos, nucledsidos,
péptidos, lipidos y proteinas (Lagerstrdbm vy Schiéth, 2008).
Reciben su nombre debido a su interaccién con las proteinas G
heterotriméricas, localizadas en el lado interno de la membrana
citoplasmética. Tras la llegada del ligando, el receptor sufre
cambios conformacionales que provocan el intercambio de GDP
por GTP en la subunidad Ga, con lo que ésta se disocia del
dimero Gy y del receptor. A partir de este momento, tanto
Ga como Gy pueden acceder a sus efectores iniciando distintas
vias de sefalizacion (Figura I1). Ademads, los GPCRs también
interaccionan con otros tipos de proteinas celulares, modulando
asi tanto vias de transduccién dependientes de la activacion de las
proteinas G heterotriméricas como independientes de éstas (Hall y
cols. 1999). Recientemente también se han descrito otras proteinas
conocidas como AGS (del inglés Activators of G protein signaling)
y CSP (del inglés Cysteine String Protein) capaces de activar a las
proteinas G heterotriméricas de forma independiente de GPCRs

(Blumer y cols. 2007; Natochin y cols. 2005).

Los GPCRs controlan muy diversos efectores, como adenililato ciclasas, fosfolipasas, canales

idnicos y, descrito mas recientemente, cascadas de quinasas mitogénicas, por lo que son capaces de

modular multiples funciones celulares. Asi, los GPCRs regulan la secrecién de gladndulas exo vy

endocrinas, la exocitosis, la quimiotaxis, el control de la presién sanguinea, la funcién plaquetaria, asi

como la embriogénesis, angiogénesis, regeneracién tisular y el control del crecimiento celular tanto

normal como aberrante. Debido a su implicacién en tal variedad de procesos fisioldgicos, los GPCRs

son dianas terapéuticas de mas del 50% de los farmacos desarrollados por las empresas farmacéuticas

(Marinissen y Gutkind, 2001; Jacoby y cols., 2006).
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1.1. Caracteristicas generales de los GPCRs.

La comparacién de la secuencia aminoacidica de los distintos GPCRs revela que aunque la
identidad de secuencia es muy limitada, todos tienen en comin un mdédulo central constituido por siete
a-hélices que atraviesan la membrana lipidica, conformando siete dominios transmembrana (TM-I hasta
TM-VII), conectados

mediante tres bucles

Familia 1

intracelulares y  tres
extracelulares, denomi-
nados iy, iz, i3 ¥ €1, €2, es,
respectivamente. Existen
dos residuos de cisteina
conservados (en el bucle
extracelular 1y 2) en la
mayor parte de los
GPCRs, que forman un
puente disulfuro im-

plicado en la estabili-

zacién de un ndmero —
restringido de  confor- Figura 12. Clasificacién de la familia de receptores acoplados a protefnas G.
Basdndose en la secuencia primaria, los GPCRs fueron clasificados en tres familias,
cuyos componentes comparten mas de un 25% de homologia en su secuencia. La
destacar que la longitud  familia 1 es la m&s numerosa e incluye a la rodopsina, receptores olfatorios,
receptores de opsinas, receptores de hormonas de pequefio tamafo y receptores
de hormonas glicoproteicas. La familia 2 estd compuesta por unos 50 GPCRs que
unen hormonas como calcitonina, hormona paritoidea y secretina, y que en
general estédn acoplados a proteinas Gas. En la familia 3 podemos encontrar al
tracelular y C-terminal  receptor de glutamato, receptor sensible a Ca?* y los receptores de feromonas
(Jacoby y cols., 2006).

maciones. Es interesante

y funcién de los do-

minios N-terminal ex-

intracelular, asi como de
los bucles, difieren entre los distintos receptores, proporciondndoles propiedades especificas (Dixon y
cols., 1986; Baldwin, 1994; Gudermann vy cols., 1997a; Gudermann y cols., 1997b; Palczewski y cols.,
2000; Eglen y cols., 2007). En funcién de estas diferencias los GPCRs son clasificados en distintas
familias (figura 12). En primer lugar, la familia 1 se divide en la subfamilia Ta, dénde el ligando, que es
de tamafio pequefio, interacciona fundamentalmente con los dominios transmembrana Ill y IV. En la
familia 1b las principales interacciones ligando-receptor son con el dominio N-terminal asi como con
bucles extracelulares, aunque parece ser que parte del ligando también se introduce en una cavidad
formada por dominios transmembrana del receptor. Los receptores de la familia 1c presentan un
dominio N-terminal grande, con el que interaccionan con hormonas proteicas, permitiendo que éstas
también contacten con los bucles extracelulares e; y e;. Por otra parte, los ligandos de receptores de la

familia 2 son péptidos grandes que interaccionan con el dominio N-terminal del receptor, el cual
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también presenta un tamafio considerable. Por dltimo, la familia 3 se une a ligandos pequefios, como
puede ser el Ca?*, a través del dominio N-terminal y es el mismo dominio extracelular el que sufre un
cambio conformacional e interacciona con el resto del receptor para que tenga lugar la activacién.
Aparte de estas tres principales familias, también se distinguen la familia 4, formada por receptores de
feromonas (VRs y Go-VNs) y la familia 5, que la constituyen Frizzled y Smoothened, receptores
implicados en la polaridad celular y la segmentacién durante el desarrollo embrionario. Esta nueva
clasificacién, denominada GRAFS (de Glutamato, Rodopsina, Adhesién, Frizzled y Secretina como
receptores representativos de las distintas familias) estd basada en el anélisis filogenético de los distintos

GPCRs (Bockaert y Pin, 1999; Pierce, 2002; Jacoby y cols., 2006; Eglen y cols., 2007).
1.2. Proteinas G heterotriméricas.

Los GPCRs transmiten la sefial al interior celular mediante el acoplamiento con las proteinas G
heterotriméricas. Estas proteinas estdn formadas por la subunidad Ga, con actividad guanosina-
trifosfatasa (GTPasa, promueve la hidrélisis de GTP a GDP y Pi), y el dimero GBy. Tras la llegada del
agonista, el receptor provoca la salida del GDP unido a la subunidad Ga, con lo que entra el GTP
provocando un cambio conformacional en tres regiones flexibles de la subunidad Ga, conocidas como
switch I, 1l y lll, promoviendo de este modo la disociacién de la subunidad GBy. A partir de este
momento, tanto Go como GPy pueden
acceder a sus respectivos efectores. La sefial
finaliza cuando la subunidad Ga hidroliza
el GTP, volviéndose a formar el trimero
inactivo. Distintos mecanismos, que mas
adelante se describiran, regulan
A o Efectores negativamente la sefial. En  estos

& m‘( Efectores mecanismos participan las proteinas RGS
(del

(6 ) inglés Regulators of G protein
Actividad GAP

o,

Actividad GDI

Signaling) que aceleran la hidrélisis del

Figura 13. Ciclo de activacién-desactivacion de las proteinas GTP, GRKs (del inglés, G protein-coupled
G heterotriméricas. . .

Receptor Kinases) y arrestinas, que

provocan el desacoplamiento de las

proteinas G con el receptor y proteinas con actividad GDI (del inglés GDP-dissociation inhibitor), como

las proteinas AGS, que impiden la reasociacién entre Ga-GDP y GBy (Figura 13).
Se han identificado 16 genes de subunidades Go. en el genoma humano, que codifican a 23

proteinas Ga conocidas. Estas proteinas se clasifican en cuatro familias en funcién de su similitud de

secuencia: Gas, Gai, Goq y Ga12 (McCudden y cols., 2005). Presentan uniones covalentes con &cidos
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grasos que las dirigen a regiones especificas de la membrana celular. Todas las subunidades Ga,, excepto
Gat que interviene en la fotorrecepcidn, presentan una molécula de palmitato, unida reversiblemente a
una cisteina presente en el dominio N-terminal. A su vez, algunas de estas subunidades pueden
encontrarse miristoiladas. Por otro lado, se conocen 5 isoformas humanas de subunidades G y 12 de
subunidades Gy, siendo funcionales la mayoria de las posibles combinaciones para formar el dimero fBy.
En este dimero, es Gy la que se encuentra unida a &cidos grasos que permiten la asociacién con la
membrana, a través de grupos farnesil o geranil-geranil. Se ha establecido que para la interaccién con el
dominio C-terminal y los bucles intracelulares del receptor son importantes los Gltimos aminoécidos del
extremo C-terminal de Ga, aunque también intervienen otros residuos que confieren especificidad a la
unién, asi como ciertos segmentos del dimero GPy (Cabrera-Vera y cols., 2003; McCudden y cols.,
2005).

Las subunidades o de las proteinas G son

clasificadas en distintas subfamilias en funcién de su &?” |Fami|ia os
homologia de secuencia (Figura 14) y cada una de estas &}; |Farnilia o2
subfamilias es responsable de activar distintos efectores. El g;‘z

primer efector de subunidades Ga que se describié fue la %fnu“

adenilato ciclasa (AC), cuya actividad es regulada %ﬁ Familia ai
positivamente por la subfamilia Gas, con lo que se genera &:i

AMP ciclico (AMPc) como segundo mensajero. La . &E

subfamilia Gai, ademés de inhibir a la AC, regula canales g:f Familia c.q
idnicos y fosfodiesterasas. Dentro de esta familia se incluye &?4

Gat, implicada en fototransduccién al  activar 20 40 60 80 100

% de homologia

fosfodieserasas de GMP ciclico (GMPc). La subfamilia Gaq en la secuencia

activa a fosfolipasa B (PLCB), que genera sn-1,2-

diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) como Figura 14. Familias de subunidades Go.
segundos mensajeros, que a su vez, provocan la liberacién

de Ca?* almacenado en el reticulo o la activacién de quinasas. Por altimo, la subfamilia Ga12 activa a
Rho y otras GTPasas monoméricas implicadas en la regulacién del citoesqueleto. Ademas, por su parte,
el dimero Py también regula la actividad de ciertas enzimas, como AC, PLC, fosfatidil-inositol 3 quinasa

(PI3K), MAPKs y canales idnicos (Birnbaumer, 2007).
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1.3. Mecanismos de regulacién de los GPCRs.

Una caracteristica esencial de los GPCRs es que muestran complejos mecanismos de regulacién
tanto de su expresién como de su funcionalidad y localizacién subcelular, modulando su capacidad de
respuesta a los estimulos. La desensibilizacién, o pérdida de respuesta ante la presencia crénica o aguda
de un estimulo, se lleva a cabo al regular el acoplamiento con las proteinas G y el nimero de receptores
disponibles en membrana, iniciando mecanismos de internalizacién, reciclaje o degradacién. Se
distinguen dos mecanismos por los cuales se produce este fenémeno. Los GPCRs pueden ser fosforilados
y modulados por quinasas activadas por segundos mensajeros, como la quinasa dependiente de AMPc
(PKA), la proteina quinasa C (PKC) o quinasas citosélicas de la familia Src, proceso que se ha
denominado regulacién o desensibilizacion heteréloga. Mediante este proceso ademds de desensibilizar
a los receptores activados por agonista, también son fosforilados los receptores que no han unido
agonista, lo que previene su posible activacion. De este modo, cualquier receptor de la célula que
module la sefial del AMPc o del Ca?* podra iniciar procesos de desensibilizacién (Chuang y cols., 1996;
Lefkowitz y cols., 1998a; Lefkowitz y cols., 1998b; Moore y cols., 2007). Estas fosforilaciones provocan
el desacoplamiento de los receptores con las proteinas G, aunque no estd muy claro si también reclutan
a las proteinas B-arrestinas, encargadas de iniciar procesos de internalizacién (Moore y cols., 2007).

Por contraposicién, en la desensibilizacién

AAAAAA homdloga, sélo los receptores que han

GRKI m unido agonista son fosforilados

GRK?WW especificamente por las quinasas de la

familia GRK (del inglés, G protein-coupled
GRK2 Receptor  Kinases) produciéndose el

reclutamiento de las proteinas B-arrestinas
GRK3 IR P P

al receptor fosforilado, lo que promueve el
GRK4 mvwvvvv desacoplamiento con las proteinas G e

inicia los mecanismos de internalizacién

GRK5 SRR catalitico R
(Ferguson, 2007; Moore y cols., 2007).

QYT RH i A

Figura 15. Familia GRK. En la figura se representa la  quinasas denominada GRK comprende siete
organizacion estructural en dominios de las siete GRK
identificadas en mamiferos. RH, dominio de homologia a
los reguladores de proteinas G, RGS; PH, dominio de cuales muestran en torno a un 70% de
homologia a plekstrina; PL, fosfolipido.

La familia de serina-treonina
miembros identificados hasta la fecha, los
homologia en su secuencia. GRK1 o
rodopsina quinasa (RK), se expresa en retina y glandula pineal; GRK2 y 3, también Ilamadas

inicialmente quinasas del receptor B-adrenérgico (BARK-1 y BARK-2, respectivamente) son ubicuas;

GRK4 se expresa principalmente en testiculos; GRK5 y 6 son también ubicuas y GRK7 es especifica del
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sistema visual (conos). Todas ellas constan de un dominio central catalitico muy conservado, que varia
de 263 a 266 aminoécidos, un dominio N-terminal de 183-188 residuos y un dominio C-terminal mas
variable en extensién y en funcionalidad. En el domino N-terminal se encuentra un dominio de
homologia a proteinas RGS (del inglés Regulators of G protein Signaling), llamado RH (del inglés RGS
Homology domain), que en el caso de GRK2/3 permite su interaccién con las subunidades Gaq
(Carman y cols. 1999). El dominio C-terminal contiene los determinantes necesarios para la correcta
localizacién de estas proteinas. Asi, GRK2 y 3 poseen un dominio de homologia a plekstrina (PH),
capaz de interaccionar con fosfolipidos de membrana, mientras que GRK5 presenta secuencias ricas en
aminodcidos bésicos en los extremos N- y C-terminal de la proteina que potencian su asociacién con
lipidos. GRK1, GRK4, GRK6 y GRK7 se hallan constitutivamente ancladas a la membrana plasmatica
mediante la modificacién post-traduccional de cisteinas tioesterificables con palmitato o farnesilo

(Figura 15).

La caracteristica principal de las GRK es que fosforilan especificamente la forma unida a agonista
del receptor, y lo hacen en residuos de serina y treonina del tercer bucle intracelular y del extremo C-
terminal, en entornos de residuos éacidos, aunque carecen de una secuencia consenso clara de
fosforilacion (Penela y cols. 2003; Ribas y cols. 2007). Es interesante destacar que distintas GRK pueden
fosforilar al mismo receptor en residuos diferentes, lo que puede promover distintas consecuencias
funcionales (Cao y cols., 1999). Cada vez resulta més evidente que la funcién de estas quinasas estd
altamente regulada, bien controlando su localizacién celular, su actividad enzimatica o sus niveles de
expresion. Esta fina regulacién contribuye a que un numero reducido de isotipos de GRK puedan
modular coordinadamente la capacidad de respuesta de los numerosos GPCRs que se expresan en un

determinado tipo celular (Penn y cols., 2000; Ferguson, 2007).

La familia de

arrestinas  se  com- Reconocimiento-fosforilacion

. Arrestinas
pone de diversos -
visdalcs .
. ) . NH2 COOH
miembros: la arresti- (arrestina 1y 4) - o -
Interaccién Interaccién Interaccidén Interaccién
na visual (arrestina 1) Src fosfoinositidos clatrina AP-2

se localiza en retina, . . _:I:
Arrestina-2 o Parrestina-1 nh2 =COOH

mientras que Parres-

tina 1y Parrestina 2 Arrestina-3 o Barrestina-2 S e .

(también  llamadas

arrestina 2 y arresti-
. Figura 16. Familia de las arrestinas. En la figura se representa la organizacion
na 3, respectiva-  egryctural en dominios de las arrestinas identificadas en mamiferos.

mente) son ubicuas
(Lefkowitz, 1998; Moore y cols., 2007) (Figura 16). Se han descrito dos subtipos de B-arrestina-1 (1A y

1B) que difieren en el extremo C-terminal. A su vez, B-arrestina 2 también presenta dos variantes de

33



INTRODUCCION &)

procesamiento alternativo. Las arrestinas se unen al receptor tanto por los sitios de fosforilacién como
por el tercer bucle intracelular y parte de la regién C-terminal del receptor, lo que impide la unién del
GPCR activado a las proteinas G, y por tanto conduce a la desensibilizacién del receptor por
desacoplamiento de la proteina G heterotrimérica (Pitcher y cols., 1998; Shenoy y Lefkowitz, 2003;
Moore y cols., 2007). En los altimos afos ha quedado patente que arrestina tiene un papel crucial en
el secuestro de los receptores, actuando como molécula adaptadora de componentes claves de la
maquinaria endocitica (clatrina,

Desacoplamiento de las proteinas G dinamina, AP-2), dirigiendo los

receptores a vesiculas de clatrina

% - (Zhang y cols., 1996; Lefkowitz y

/ " t& Shenoy, 2005; Moore y cols.,

\ 2007). Ademas de regular el

i eliath tréfico de GPCRs, arrestina sirve
de proteina adaptadora que
conecta a los receptores con
componentes de las vias de

activacién de quinasas de las
Reciclaje

$ familias MAPK vy Src, por lo que
Efectores J también tiene un papel critico en
Efectores la regulaciéon de la expresidén de
ciertos genes (Moore y cols.,
2007). Una vez que el receptor es
endocitado puede seguir distintos

Degradacién .
caminos; puede acabar en

Figura 17. Regulacién de la sefial de GPCRs. La llegada del agonista al endosomas tardios, donde es
receptor induce la fosforilacion especifica del receptor por las quinasas

GRKs, lo que lleva al desacoplamiento de las proteinas G y al degradado, en un proceso en el
reclutamiento de arrestinas. Estas inician los procesos de internalizacién

con lo que el receptor puede ser degradado o reciclado. que también la arrestina media en

la ubiquitinacién del receptor para
que éste se dirija al proteosoma; o dirigirse a endosomas de reciclaje, donde es defosforilado y vuelve a
la membrana (Figura 17). Es en estos endosomas tempranos donde arrestina media preferentemente la

activacion de MAPKs.

Otras proteinas encargadas de la regulacién de la sefial de los GPCRs son la familia de las RGS
(del inglés Regulators of G protein Signalling). Esta familia fue identificada por su capacidad de acelerar
la velocidad de hidrdlisis del GTP en la subunidad Ga., lo que se conoce como actividad GAP (del inglés
GTPase Activating Proteins). De esta forma se regula el tiempo de activacién de Ga y GPy. Todos los
miembros de la familia RGS presentan una regién de 120 aminoacidos a través de la cual ejercen su

funcién, llamado dominio RGS. En mamiferos se han descrito 20 genes que codifican a proteinas RGS,
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que se dividen en cuatro familias: RZ/A, R4/B, R7/C y R12/D. Todas ellas presentan actividad GAP
frente a los miembros de la familia Gai y Gaqg, pero no Gas o Gai12. También se han descrito otras
proteinas, denominadas RGS-like, que son capaces de regular a la familia Gai12, como las proteinas
p115RhoGEF. Como se ha comentado anteriormente, los miembros de la familia GRK presentan un
dominio de homologia a RGS en su extremo N-terminal, pero dicho dominio no acelera la velocidad
de hidrélisis del GTP en las subunidades Ga. Sin embargo, en el caso de GRK2 le permite interaccionar
con subunidades Goq y regular su sefializacién al evitar que éstas accedan a sus efectores (Carman y
cols. 1999; Ribas y cols. 2007). Algunos de los miembros de la familia RGS presentan dominios
funcionales adicionales con los que ejercen otras funciones, como la interaccién con el dimero Gy o
con proteinas que contienen motivos GPR (del inglés G Protein Regulatory), las cuales, a través de su
actividad GDI (del inglés GDP-dissociation inhibitor) son otros reguladores de la sefial de proteinas G
(Wieland y cols., 2007). Las proteinas RGS también son capaces de interaccionar con el receptor, bien
directamente o a través de proteinas adaptadoras, con lo que se aproximan a sus sustratos y provocan

el desacoplamiento de las proteinas G (Ferguson, 2007).

En resumen, la sefial iniciada por los GPCRs se encuentra regulada a nivel del receptor, por los
mecanismos que determinan el nimero de receptores en la membrana y por el desacoplamiento de las
proteinas G, ambos sucesos mediados por GRKs y arrestinas, y a nivel de las proteinas G por los

mecanismos que apagan la sefial, mediados por las proteinas RGS y GDI.
2. Familia de las quinasas mitogénicas MAPKs.

La familia de quinasas mitogénicas MAPK desempefia un papel relevante en sefializacién ya que
inicia distintas respuestas celulares ante estimulos mitogénicos, apoptoticos, relacionados con estrés o de
supervivencia, modulando la funcién de ciertas proteinas y la expresién de distintos genes en el ntcleo.
En humanos se han descrito hasta 11 proteinas de esta familia que pueden clasificarse en 6 grupos: las
quinasas que responden a sefales extracelulares (ERKI y ERK2, del inglés Extracellular Regulated
Kinase), las quinasas que fosforilan el extremo N-terminal de Jun (JNKI, JNK2 y JNK3 del inglés Jun N-
terminal Kinase), quinasas que responden a estrés p38 (p38a, p38f, p38y y p385) también conocidas
como SAPK (del inglés Stress Activated Protein Kinase), ERK5 o BMKI (del inglés Big Mitogen Kinase ya
que su tamano es dos veces més grande que el de cualquier otra MAPK), ERK3s (ERK3, p97 MAPK vy
ERK4) y ERK7 (ERK7 y ERKS8) (Turjanski y cols., 2007; Goldsmith y Dhanasekaran, 2007). Cada
miembro de la familia MAPK es activado por una cascada de sefializacién que se compone de al menos
tres serina/treonina quinasas (MAPKKK, MAPKK y MAPK) que se fosforilan y activan secuencialmente,

obteniendo asi la amplificacién de la sefial.

35



INTRODUCCION &)

Para su completa activacion las MAPKs deben ser fosforiladas en dos residuos altamente
conservados, una serina y una treonina localizadas en el bucle de activaciéon. Estos dos residuos se
encuentran separados por un glutdmico en el caso de ERK1, ERK2 y ERK5, por una glicina en el caso de
p38 o por una prolina en el caso de JNK. Parece ser que esta diferencia proporciona cierta especificidad
a la hora de ser activadas por las correspondientes MAPKK. En general, se puede decir que ERK1 y ERK2
se activan preferentemente en respuesta a mitdgenos que se unen a receptores de factores de
crecimiento o a GPCRs, mientras que p38 y JNK se activan sobre todo en respuesta a estimulos

relacionados con estrés, ERK5 es capaz de responder a las dos clases de sefiales (Turjanski y cols. 2007).

2.1. Mecanismos de activacion de las MAPKs.

Uno de los mecanismos de activacién mejor establecidos es el de ERK1/2 en respuesta a factores
de crecimiento como EGF (del inglés Epitelial Growth Factor). El receptor de EGF dimeriza tras la
llegada del agonista y es capaz de autofosforilarse en residuos de tirosina, con lo que se generan sitios
de unién para proteinas con dominios SH2. Una proteina adaptadora que presenta estos dominios es
Shc (del inglés, Src homology collagen-like), que interacciona con el receptor, es fosforilada en tirosinas
y recluta a otra proteina adaptadora, Grb2 (del inglés Growth factor Receptor-Bound protein 2). Esta a
su vez recluta a un factor intercambiador de nucleétidos, SOS, que activa a la proteina GTPasa

monomérica Ras. Mediante
EGFR

mecanismos complejos, Ras activa a
Raf, que es una MAPKKK que
fosforila 'y activa a MEKI1/2
(MAPKK), que a su vez fosforilan y
activan a ERK1/2 (MAPK), las cuales

GDF

Raf

se translocan al nilcleo y modulan

autofosforilacién

distintos factores de transcripcion

(Figura 18). A su vez, cada

e 0 e componente de la cascada regula
-

otras proteinas citosélicas, por lo que

MEK1/2 se inicia una compleja red de rutas de

ERKl/2  sefalizacién que dan lugar a la

respuesta celular correspondiente
(Ullrich  y  Schlessinger,  1990;
Figura 18. Mecanismo de activacién de ERK1/2 en respuesta a EGF. Turjanski y cols., 2007).
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Los mecanismos de activacién de JNK son méas complejos. Se ha descrito la implicacién de
GTPasas momoméricas de la familia Rho, como Rac y Cdc42, y se han identificado dos quinasas capaces
de fosforilar a JNK, MKK4 y MKK?7. Parece ser que la primera se encarga de fosforilar a la tirosina del

bucle de activacién, mientras que la segunda fosforila a la treonina (Lisnock y cols., 2000).

Por otro lado, las principales funciones del subgrupo de p38 son participar en la respuesta
inflamatoria y en la induccién de apoptosis cuando hay dafio en el ADN. Se conocen dos quinasas,
MKK3 y MKK6, capaces de activar a los cuatro isotipos de p38. Por tanto, la especificidad de la
respuesta dependeréd de los niveles de expresién y de la localizacién de cada p38 (Turjanski y cols.,

2007).

Se ha demostrado que existe bastante especificidad entre las MAPKs y las MKKs que las activan
(MEK1/2 activan ERK1/2, MKK3 y MKK6 activan a p38, MKK4 y MKK?7 activan a JNK y MEK5 activa a
ERK5). Sin embargo, las quinasas que activan a MKKs (MEKKs o MKKKs) pueden tener méas de un
sustrato, por ejemplo MEKK2 puede intervenir en la ruta de p38 o de ERK5, mientras que MEKK3 se
puede encontrar en la ruta de ERK5 y de JNK. Por lo tanto, se ha propuesto que los mecanismos que
rigen la especificidad de la sefial a este nivel son, por un lado, la existencia de proteinas adaptadoras,
que ensamblan a los distintos componentes de una cascada de sefializacién en una localizacién celular
concreta, y por otro, la existencia de interacciones directas entre los componentes de dichas cascadas.
Ambos mecanismos operan en paralelo, permitiendo que una sola cascada de MAPK induzca distintas
respuestas celulares ante distintos estimulos (Wang y Tournier, 2006). A continuacién se detallarén los

mecanismos de activacién de la quinasa ERK5,
2.2. Mecanismos de activaciéon de ERKS5.

ERK5, también conocida como BMKI, contiene un dominio catalitico muy similar al de ERK1/2,
con el mismo motivo de fosforilacién Treonina-Glutdmico-Tirosina, pero se diferencia en su dominio C-
terminal, que es méas grande que el de cualquier otra MAPK. Este dominio contiene secuencias de
transporte nuclear (NES, del inglés Nuclear Export Signal y NLS, del inglés Nuclear Localization Signal) y
regiones ricas en prolina con las que interacciona con dominios SH3. También se encuentran secuencias
de interaccién con factores de transcripcion de la familia MEF2 (del inglés Myocyte Enhancer Factor) y
un dominio de activacién transcripcional (Wang y Turnier, 2006). Existen indicios de que una regién
inhibitoria en el dominio C-terminal oculta el sitio de unién a sustratos y a las secuencias NLS, por lo
que en situaciones basales ERK5 se acumula en el citoplasma. Con la llegada del estimulo, MEK5
fosforila a ERK5 y su estructura se abre con lo que ya es accesible a las proteinas que regulan su
transporte al nlcleo y puede interaccionar con sus sustratos (Nishimoto y Nishida, 2006). Se ha descrito

que ERKS5 es activada en respuesta a factores de crecimiento como EGF, BDNF, NGF, VEGF y FGF, asi
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como en presencia de quimioquinas, ésteres de forbol, shock hiperosmético, estrés oxidativo, rayos

ultravioletas y estrés laminar (Hayashi y Lee, 2004; Wang y Tournier, 2006) (Figura 19).

Como se ha comentado, MEK5 es la quinasa que fosforila y activa a ERK5. El par MEK5/ERK5
es altamente especifico, ya que no se conocen otras quinasas que fosforilen a ERK5 ni otros sustratos de
MEKS5. En cambio, se han descrito varias quinasas capaces de interaccionar y activar a MEK5. El que
actie una quinasa u otra parece depender tanto del tipo celular como del estimulo (Hayashi y Lee,
2004). Por ejemplo, en la linea celular CCL64, MEKK2 forma un complejo con la proteina Lad; éstas
dos proteinas se separan cuando la célula es estimulada con EGF, proceso en el que intervienen quinasas

de la familia Src. De esta manera,
CiLtr;qu_iF_w]as idscouss MEKK2 ya puede acceder y activar a
NGF MEKS5/ERK5 (Sun y cols., 2003). En

EGF, G-CSF
cambio, en células HEK293 la

activaciéon de ERK5 por EGF no esta
mediada por MEKK2; su lugar lo
ocupa la proteina quinasa C atipica,
PKCCE, que en respuesta al estimulo
interacciona con MEKS5, interaccién
necesaria para la activacion de ERK5
(Diaz-Meco y Moscat, 2001).

También en neuronas, PKC( y la
@ proteina adaptadora p62 estédn
implicadas en la activacion de ERK5

inducida por ciertas neurotrofinas

Figura 19. Mecanismos de activacion de ERK5 en respuesta a (Geetha y Wooten, 2003). Lla
factores de crecimiento y citoquinas. ’ )
quinasa  MEKK3  también  se

encuentra en la ruta de activacién de ERK5, jugando un papel importante en la supervivencia de células
endoteliales (Deng y cols., 2007). Ratones deficientes en ERK5 o en MEKK3 muestran el mismo
fenotipo, muriendo en el dia 10 del desarrollo embrionario debido a defectos en las células
endoteliales, lo que implica que la angiogénesis no tiene lugar de forma correcta. En cambio, los ratones
deficientes en MEKK2 son viables, aunque presentan una mayor proliferacion de células T y defectos en

la produccién de ciertas citoquinas (Hayashi y Lee, 2004).

ERK5 puede activar distintos factores de transcripcién. Los factores MEF2A, C y D, de la familia
MEF (del inglés Myocyte Enhancer Factor), son las dianas de ERK5 mejor caracterizadas. Entre otros
ejemplos encontramos c-Myc, Sapl, c-Fos, Fra 1, Sapla, CREB y Stel (Turjanski y cols, 2007). Mediante
la modulacién de estos factores de transcripciéon, ERK5 interviene en la activacién de la expresion de

genes relacionados con la progresién del ciclo celular, como c-Jun, c-Fos y ciclina D1, en respuesta a
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factores de crecimiento (Nishimoto y Nishida, 2006). Es evidente que ERK5 puede jugar un papel
importante en oncogénesis, ya que se ha descrito que en cierto porcentaje de tumores agresivos es
comin encontrar altos niveles de receptores ErbB, que correlacionan con una mayor activacién de
ERK5 y con mayores niveles de MEK5. A su vez, la activacién de metaloproteinasas, que facilitan la
invasién de tejidos por las células tumorales, ha sido relacionada con la activacién de la via MEK5/ERK5

(Wang y Tournier, 2006).

Otra diana conocida de ERK5 es la proteina proapoptdtica Bad. En respuesta a estrés laminar,
ERK5 fosforila e inhibe a esta proteina, mediante mecanismos dependientes de tirosina-quinasas y Ca%*
e independientes de especies reactivas de O,, produccién de NO o quinasas de la familia ¢-Src (Hayashi
y Lee, 2004). De esta forma, ERK5 contribuye en la supervivencia de células del endotelio. Ratones
deficientes en ERK5 sélo en células del endotelio presentan el mismo fenotipo que los ratones que
carecen de ERK5 por completo, mueren en el dia 10 del desarrollo embrionario con claros defectos en
el desarrollo del sistema cardiovascular. La angiogénesis tiene lugar, pero las células del endotelio son
redondeadas y no se organizan de manera adecuada, lo que tiene como consecuencia un desarrollo

deficiente del miocardio (Nishimoto y Nishida, 2006).

Ademés, se ha descrito la funcién de ERK5 en supervivencia neuronal. En este sentido, la
quinasa RSK (del inglés, p90 ribosomal $6 kinase), implicada en la activaciéon del factor de transcripcién
CREB (del inglés, Ca**/AMPc response element binding protein), se activa en respuesta a neurotrofinas y
de forma dependiente de ERK5. De esta forma ERK5 media en la activacion de CREB, el cual es un
factor importante en la regulacién de la supervivencia neuronal (Hayashi y Lee, 2004). Otro dato que
refleja la importancia de ERK5 en supervivencia neuronal, es el hecho de que la ausencia de esta
quinasa en Xenopus Laevis provoca una reduccién de las estructuras de la cabeza e inhibe la
diferenciacién neuronal (Nishimoto y Nishida, 2006). En cambio, ratones deficientes en ERK5 sélo en
células neuronales son viables y no presentan un fenotipo distinto al de ratones silvestres. Esta
discrepancia puede deberse a funciones redundantes de las MAPKs en mamiferos (Hayashi y Lee, 2004).
Otra diana de ERK5 implicada en supervivencia es la quinasa SGK (del inglés Serum- and
Glucocorticoid-induced Kinase), que fosforila a la proteina proapoptética Foxo3a, impidiendo su
translocacién al ndcleo donde promueve la expresién del ligando de Fas (Wang y Tournier, 2006). De
esta forma, ERK5 bloquea la activacién de caspasas inducida por dicho ligando. Por Gltimo, ERK5 juega
un papel importante en el sistema cardiovascular y en el desarrollo de ciertas patologias cardiacas, pero

estas funciones serdn comentadas mas adelante.
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2.3. Activacién de MAPKs por GPCRs.

Los GPCRs, principalmente a través de las proteinas G, son capaces de activar a las distintas
MAPKs y de esta forma intervienen en el control de la proliferacién y diferenciacién. El primer indicio
del potencial oncogénico de los GPCRs fue encontrado en ciertos adenomas de tiroides y pituitaria,

donde los GPCRs presentaban mutaciones que los mantenian constitutivamente activos (Luttrell, 2003).

Los mecanismos por los que los GPCRs activan MAPKs varian mucho dependiendo del tipo
celular y del receptor implicado. En general, a través de las subunidades Go o Gfy tiene lugar la
activacién de proteinas GEF (del inglés Guanine nucleotide Exchange Factor) que activan distintas
GTPasas monoméricas, como Ras, Rho, Cdc42 y Rac. Estas se encargan de iniciar las rutas de MAPKs. Se
ha descrito la implicacién de tirosina quinasas citosoélicas, como Src, Csk, Btk, Pyk2, Fak, entre otras, en

la activacién de GEF. Estos mecanismos y las proteinas implicadas varfan en funcién del tipo celular.

Otra forma por la que los GPCRs activan a MAPKs es mediante la transactivacién de receptores
de factores de crecimiento con actividad tirosina quinasa. Uno de los mecanismos empleados por los
GPCRs implica la activacién de metaloproteasas de la familia ADAM y/o MMP, las cuales cortan el
ligando de EGF unido a membrana (HB-EGF) generando EGF soluble (Goldsmith y Dhanasekaran,
2007). También las proteinas adaptadoras p-arrestinas conectan a los GPCRs con componentes de las
rutas MAPKs, asi como con la quinasa Src (Luttrell, 2003; Lefkowitz y Shenoy, 2005). De esta forma, -
arrestina dirige la internalizacién del complejo receptor-MAPK-Src en vesiculas de clatrina donde tiene
lugar la activacién de ERK. Es importante resaltar que, en este caso, las proteinas ERK activadas no se
translocan al nucleo, promoviéndose la fosforilacion de sus sustratos citosolicos frente a los nucleares. La
cinética de activacion es distinta a la observada tras la activacion por factores de crecimiento, siendo

mas lenta pero sostenida en el tiempo.

En el caso de la activaciéon de ERK1/2 por receptores acoplados a Gas, se ha descrito que
distintos GEFs se activan de forma dependiente de AMPc. En este sentido, Epac (del inglés Exchange
protein directly activated by cAMP) y C3G (del inglés Crk SH3 domain-binding guanine nucleotide-
realising factor) se expresan en distintos tipos celulares y activan a Rap-1 en respuesta a AMPc. A su vez,
Rap-1 activa a B-Raf y éste inicia la ruta de activacion de ERK1/2 (Vossler y cols., 1997). Sin embargo, se
ha comprobado que sdélo la activacién de Rap-1 por C3G correlaciona con activacién de ERK1/2,
mientras que la activacién por Epac, que es independiente de PKA, debe estar implicada en la
regulaciéon de otros procesos (Wang y cols., 2006). En cambio, en otros tipos celulares, PKA ejerce un
efecto inhibitorio sobre C-Raf (GTPasa monomérica capaz de activar la ruta de ERKI1/2, también
conocido como Raf-1) al fosforilarlo en la serina 259 (Wu et al., 1993; Dhillon et al., 2002). Ademas,

Rap-1 puede activar a ERK1/2 a través de B-Raf, pero también es capaz de unirse y secuestrar a C-Raf
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impidiendo que ERKI1/2 sea activado por Ras/C-Raf en células NIH3T3, en respuesta a factores de
crecimiento (Schmitt y Stork, 2001). En las células en las que funciona este sistema, la activacién de
receptores acoplados a Gai revierte la inhibicién de PKA al disminuir los niveles de AMPc y reclutar a la
membrana a RaplGAPIl, que acelera la velocidad de hidrélisis de GTP de Rap-1, desactivandolo, y

liberando de esta manera la inhibicién de C-Raf (Mochizuki y cols., 1999).

Las subunidades Gy de receptores acoplados a Gai, asi como a subunidades Gaq, activan a
ERK1/2 por mecanismos en los que intervienen PLCP, iniciando la sefial de Ca?*, y quinasas como Src y
Pyk2 que terminan reclutando a SOS, proteina con actividad GEF para Ras (Della Rocca y cols., 1997).
En otros casos, Gy, a través de la activacion de PI3K y de mecanismos de internalizacién mediados por
dinamina Il, media la fosforilacién de dinamina 1l y se recluta a Grb2, proteina adaptadora que a su vez

recluta a SOS iniciando la cascada ERK1/2 (Roy y cols., 2002).

En otros tipos celulares, como Cos-7 y CHO, la activacién de PKC por subunidades Goq lleva a
la fosforilacién y activacion de c-Raf (Kolch y cols., 1993). Este proceso ocurre cuando el receptor
implicado es m1(Ach)R (receptor muscarinico tipo m1) mientras que receptores de bradikinina o LPA
activan ERK1/2 a través de Ca?*, Src y Pyk2 (Dikic y cols., 1996). Otro mecanismo empleado por

receptores acoplados

a Gaq para activar | \
ERK1/2 consiste en la & -~ @ / @D
(1§ w— AN PC
- 6 - @ —— @

activacién de Rap-1-

GEF de forma ; < —.@
€ Jal
dependiente a DAG ] / -

DAG } -@
y Ca%* (CalDAG- aq —

@ — Ca2+ — m —- @
GEFl) (Guo y cols.,

2001). En ciertos \ @
RasGRY

—————————————— 1
de forma especifica . cE2 1 @J

tejidos se expresan

las proteinas Ras-
GRF y Ras-GRP
(también conocidas como CalD-GEF) también sensibles a DAG y Ca?* (Marinissen y Gutkind, 2001). En

Figura 110. Mecanismos de activacion de ERK1/2 mediados por GPCRs.

resumen, dependiendo del tipo celular y de los niveles de expresion de los receptores, la activacién de
ERK1/2 mediada por Gaq puede ser dependiente de PKC y de Ras, sélo de PKC o sélo de Ras. Hasta el
momento no se ha desentrafiado el papel que juega PKC en la activacién de Ras, ya que su fosforilacién
directa por PKC no es suficiente para que tenga lugar activacién de ERK1/2. Por tanto, es posible que

PKC deba tener un papel secundario que ayude a la completa activaciéon de Raf por Ras.
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Hasta la fecha, no se ha descrito la activacién de ERK1/2 por receptores acoplados a Ga12/13,

aunque si hay ejemplos en los que la sefial iniciada por estos receptores lleva a la activacién de

fosfatasas, como PP5, que defosforilan e inactivan a Raf-1 (Yamaguchi y cols., 2002) (Figura 110).

Por otra parte, se ha visto que la subfamilia de JNK puede ser activada por GPCRs. Asi, en

células HEK293 algunos isotipos de Gai y Gy asociados son capaces de activar ciertos GEF que, a su

vez, activan a las GTPasas monoméricas Rho y Cdc42, las cuales activan a JNK de forma

independiente de MKK4 y MKK7 (Yamauchi y cols., 2000). En cambio, en otros contextos celulares

la subunidades Gy, asociadas a Gai, activan a JNK por mecanismos en los que estadn implicadas Ras,

Rac, MKK4 y MKK7 (Coso y cols., 1996). En cualquier caso, en la activaciéon de las GTPasas

monoméricas median tirosina quinasas que estan adn por identificar.

Estudios /n vivo han demostrado la implicacién de MEKKT1 en la activaciéon de JNK inducida por

sobreexpresién de Gaq (Minamino y cols., 2002). De nuevo, los mecanismos de activacién de JNK por

receptores acoplados a Goaq son especificos del tipo celular. En general, tanto subunidades Goq como

Gy asociadas activan a JNK a través de las vias PLCB/DAG/PKC y PLCB/IP;/Ca?t. De este modo, tanto

Src como Pyk2 actuando de forma dependiente de PKC o de Ca?*, respectivamente, han sido

implicadas en la activacién de ciertos GEFs para Rac-1 o R-Ras. Estas GTPasas monoméricas inician la

cascada de JNK al activar MAPKKK especificas como MLK3 (Goldsmith y Dhanasekaran, 2007).

L~ @D

Racl

S o - @
~ -) = Cdc42

* = Rac

Figura 111. Mecanismos de activacion de JNK mediados por

GPCRs.
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ha descrito que Ga12 es capaz de activar a la tirosina quinasa de la familia Tek, BTK (del inglés Bruton’s
tirosin kinases, Jiang et al., 1998), que ha sido implicada en la activacién de JNK via Shc/Grb2/Ras
(Deng y cols., 1998). En el caso de Rho, un posible GEF es la proteina LARG (del inglés leukemia-
associated RhoGEF). La activacién de esta proteina por Gal2 es dependiente de la quinasa Src, aunque
todavia no se conocen los mecanismos de activacién de Src via Gal2 (Suzuki y cols., 2003). Por su
parte, Ga13 es capaz de interaccionar directamente con p115RhoGEF y estimular su actividad hacia

RhoA (Hart y cols., 1998) (Figura I11).

Los mecanismos de activacién de la familia p38 por receptores acoplados a Gas todavia no se
conocen con detalle. En cardiomiocitos, el receptor adrenérgico, B.-AR, activa a p38 a través del clésico
eje Gas/AMPc/PKA (Zheng y cols., 2000). Ya que Rap-1 se activa en respuesta a AMPc y se ha descrito
su capacidad

de activar a

e b Q@ = (@D —

distintos C 24

- a N
tejidos, & PR e - @G  Mkk3
seguramente = QQ DAGC, < - - ° -’®

sea la proteina

que conecte a & -— @ @
Sre

los receptores MKK3
acoplados a cl12 FOSFATASA : @
Gas con la MKK4

activacion de
p38 (Ahn vy
cols, 2006).

Figura 112. Mecanismos de activacién de p38 mediados por GPCRs.

También Gogq, a través de la activacién de Rac, Rho o Cdc42, se ha visto implicada en la
activacién de las quinasas MKK3 o MKK6, que fosforilan a la familia p38 (Yamauchi y cols., 2001). En
este caso, los mecanismos son parecidos a los que operan en la activacién de JNK, donde la sefial del
Ca?* y la activaciéon de quinasas Src modulan distintas proteinas GEFs que a su vez, activardn a las
GTPasas monoméricas correspondientes. De momento, se han identificado dos proteinas GEFs para Rac
que son activadas por Src, conocidas como Tiam-1 y Ras-GRF (Buchsbaum y cols., 2002). Asimismo,
subunidades GPy asociadas a Goq pueden activar a p38 de manera independiente de PLCJ,

probablemente a través de la activaciéon de Rap-1 via Pyk2/Src/C3G (Goldsmith y Dhanasekaran, 2007).
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Por otro lado, las subunidades Ga12, a través de la inhibicién de las quinasas MKK3, MKK4 y
MKK®6, atentan la activacion de p38 (Dermott y cols., 2004), seguramente a través de fosfatasas que

son activadas por Gai2 (Figura 112).

En el caso de ERK5, se ha descrito una modulacién por AMPc que no sélo depende del tipo
celular, sino también de las condiciones de crecimiento en las que se encuentran las células (Pearson y
Cobb, 2002). En células NIH3T3 o C2C12 que no han llegado a confluencia y por lo tanto estdn
proliferando, la estimulacién de receptores acoplados a Gas induce una activacién de ERK5. Por el
contrario, en condiciones de ausencia de suero la generacién de AMPc impide que ERK5 sea activado
por factores de crecimiento como EGF. El mecanismo por el cual altos niveles de AMPc inhiben la
activacién de ERK5 en células NIH3T3 y Hela, estd basado en la fosforilacidén de MEKK2 por PKA.
Dicha fosforilacién impide que MEKK2 conecte con sus activadores, por lo que la via de ERK5 esta

bloqueada (Pearson y cols., 2006).

Otro ejemplo en el que el AMPc regula la actividad de ERK5 lo encontramos en cardiomiocitos
neonatales de rata. En estas células se expresa la proteina de anclaje para PKA, mAKAP (del inglés A
kinase-anchoring protein). mAKAP no sélo interacciona con PKA, sino que forma un complejo donde se
puede encontrar una fosfodiesterasa de AMPc (PDE4D3), la fosfatasa PP2A, canales de Rianodina, Epac,
calcineurina, ERK5 y su activador MEK5 (Dodge-Kafka y Kapiloff, 2006). Un incremento en los niveles
de AMPc inhibe la activacién de ERK5 en respuesta a factores de crecimiento o estimulos hipertréficos,
como consecuencia de la activacién de Epac (proteina GEF sensible a AMPc), que activa a Rap-1, el cual

inhibe a MEK5. En este caso,

también ERK5 modula a su vez

h = AMPC = @ | o los niveles de AMPc, al ser capaz
1 de fosforilar a PDE4D3
~ @
— —| MEKSH ==
@ @ incrementando, de esta forma,

a / su actividad. Por tanto, mAKAP
o2 ?

. sirve para integrar las sefiales que

modulan los niveles de AMPc

junto con las rutas de activacién

Figura 113. Modulacién de ERK5 mediada por GPCRs. de MAPK y la sefal del Ca?*.
En células Cos-7, la estimulacién de receptores acoplados a Gas o Gai no tiene efecto sobre

ERK5, mientras que receptores acoplados a Gaq o Ga12, como el receptor m1(Ach)R y el receptor de
trombina, inducen una activacién de esta quinasa (Fukuhara y cols., 2000). En este caso, no se ha
encontrado ninguna GTPasa monomérica que medie en esta ruta de activacién, pero mediante
experimentos de sobreexpresién de mutantes activos constitutivamente o, por el contrario, sin

actividad, se ha podido descartar la implicacién de Ras, Rho, Rac y Cdc42. Todo apunta a que los
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mecanismos de activacién de ERK5 por estos receptores son distintos de aquellos descritos para la

activacién de ERK1/2 o JNK (Figura 113).

3. Familia de las proteinas quinasas C, PKC.

Proteina quinasa C, o PKC, es una familia de serina/treonina quinasas que se expresan de
manera ubicua y juegan un papel clave en numerosas funciones celulares. En ausencia de estimulacién,
las PKCs se encuentran en el citosol inactivas, y es en la membrana donde tienen lugar los mecanismos
necesarios para su activacion. Existen, al menos, doce isoformas de PKC que se clasifican dentro de tres
subfamilias de acuerdo con la estructura de su dominio regulador N-terminal. La subfamilia de PKC
clésicas estd compuesta por PKCa, PKCBI, PKCBIl y PKCy que se caracterizan porque su actividad se
regula por Ca?* y DAG. En cambio, la subfamilia de PKC nuevas, compuesta por PKC3, PKCe, PKCO y
PKCn, sdlo es regulada por DAG. Por su parte, PKC{ y PKCi/A forman la subfamilia de PKC atipicas,
cuya activacién no depende ni de DAG ni de Ca?* (Mackay y Twelves 2007).

3.1. Estructura de las isoformas de PKC.

Estas quinasas
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Figura 114. Familia PKC. En la figura se representa la organizacion

las diferencias que caracterizan  estructural en dominios de las tres subfamilias de PKC identificadas en

. . mamiferos. PS, secuencia pseudosustrato, C1, dominio de unién a DAG y
a cada subfamilia (Figura 114).  eteres de forbol, C2, dominio de unién a Ca?*.

Las PKC clésicas presentan dos

motivos C1 y C2, que ayudan a su translocacién a la membrana citoplasmética. En este sentido, C1 es
capaz de unirse a DAG a través de dos dedos de Zn ricos en cisteina, llamados Cla y Clb, mientras que
C2 interacciona con fosfolipidos aniénicos de forma dependiente de Ca?*. Las PKC nuevas también
tienen un motivo C1 capaz de interaccionar con DAG, pero su motivo C2, llamado C2-like, carece de
los residuos necesarios para unir Ca?*, por lo que su regulacién es insensible a éste. Curiosamente, las
PKC atipicas no presentan motivo C2 y sélo hay un dedo de Zn en Cl, por lo que estas quinasas no

responden ni a DAG ni a Ca?*. Una caracteristica comln es que en todas las isoformas se encuentran
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secuencias pseudosustrato con una funcién auntoinhibitoria que representa un papel importante en la

regulacién de su activacion (Yamaguchi y cols., 2006).
3.2. Regulacién y funcién de PKCC.

PKC( junto con PKCuvA, forman la subfamilia de las PKC atipicas (Akimoto y cols., 1994;
Nishizuka y cols., 1992). Las PKC atipicas estan involucradas en importantes funciones celulares. Se ha
demostrado la implicacién de estas quinasas en el control de la proliferacién celular y la supervivencia
(Berra y cols., 1995; Kovac y cols., 2007), en el control de la apoptosis (Moscat y cols., 2006), en la
diferenciacién neuronal (Wooten, 1999) y en la polaridad celular (Wu y cols. 2007). Los mecanismos
por los cuales las PKC atipicas controlan todas estas funciones celulares estan relacionados con la
capacidad que tienen para regular las rutas de sefializacién que activan a los factores de transcripcién

AP1 vy el factor nuclear kB (NF-xB) (Hirai y Chida, 2003; Moscat y cols., 2006).

En ausencia de cofactores, el dominio regulador inhibe la actividad quinasa del dominio
catalitico mediante la unién de la secuencia pseudosustrato. Esta regién posee la secuencia consenso
tedrica de la fosforilacion de los sustratos de PKC, pero con una alanina en lugar de la serina/treonina
fosforilable. Para la completa activacién de estas quinasas, no sélo tiene que salir el pseudosustrato del
centro activo, sino que también tienen que ser fosforiladas en su dominio catalitico. Distintos
componentes lipidicos provocan la salida del pseudosustrato, por lo que PKC({ puede ser activada por
fosfatidilinositol (Pl), &cido fosfatidico, acido araquidonico, ceramidas y fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIPs). Existen indicios de que PIP; interacciona directamente con PKC{ provocando la salida del
pseudosustrato, pero todavia no se han identificado las regiones en las que tiene lugar esta unién. Por
otra parte, PIP; también activa a PKC{ de manera indirecta, al estimular la actividad de PDKI, quinasa
que fosforila a PKC{ en la treonina 410. Presumiblemente esta fosforilaciéon provoca cambios en el
dominio catalitico que exponen una segunda treonina fosforilabe, la 560, siendo ambas fosforilaciones
necesarias para la activacién de PKC(. Se ha demostrado que /n vitro, es la misma PKC(C la que fosforila
su treonina 560, aunque en células todavia no se ha podido comprobar si lo que ocurre son procesos

de autofosforilacién o si interviene otra quinasa (Hirai y Chida, 2003).

Existen distintos adaptadores especificos que actian conectando a las PKC atipicas con las
diferentes cascadas de sefializacién en las que participan (Moscat y Diaz-Meco, 2000). Una de las
proteinas que interacciona con las PKC atipicas es p62. Se ha descrito que tanto p62 como las PKC
atipicas presentan dominios de interaccién denominados PB1. La funcién de p62 es la de actuar como
anclaje de las PKC atipicas, conectdndolas con los complejos de sefializacién activados por citoquinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral o (TNFa) y la interleuquina 1 (IL-1).

Interesantemente, otra proteina que presenta un dominio PB1 con el que interacciona con las PKC
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atipicas es MEK5. En células Hela, el estimulo con EGF induce un incremento en la interaccién entre
PKCZ o PKCi/A con MEK5, que es importante para la activacién de ERK5 en respuesta a este factor de
crecimiento (Diaz-Meco y Moscat, 2001). Por otra parte, existen indicios de que, en neuronas, la
internalizacién del complejo p62/PKCL/MEKS5 en respuesta a neurotrofinas es necesaria para que tenga
lugar la activacién de ERK5 (Geetha y Wooten, 2003). También, la asociacién entre PKC atipicas y Par-
6 conecta a estas quinasas con las rutas de sefializacién que regulan la polaridad celular (Wu y cols.

2007), y de nuevo en este caso la interaccién es a través de dominios PBI1.

La proteina Par-4 interacciona también con las PKC atipicas a través del dedo de Zn presente en
su dominio N-terminal (Moscat y Diaz-Meco, 2000). En este caso, Par-4 no actia como proteina
adaptadora sino que regula negativamente la actividad de estas quinasas. Se ha demostrado que la
sobreexpresién de Par-4 activa la apoptosis debido a su capacidad de bloquear la actividad de las PKC
atipicas e inhibir asi el complejo IKK y la subsiguiente activacién de NF-kB por TNFa (Moscat y cols.

2006).
4. Hipertrofia cardiaca y rutas de sefalizacién implicadas.

Las enfermedades cardiovasculares abarcan un grupo muy heterogéneo de patologias que
incluyen hipertensién, miopatias isquémicas como el infarto de miocardio, enfermedades valvulares o
endocrinas, alteraciones en proteinas contréctiles y canales idnicos, miopatias virales, etc. Comun a
todas ellas es la reduccién progresiva de la funcionalidad del corazén, que puede finalmente

desencadenar en una insuficiencia cardiaca.

En la insuficiencia cardiaca el dafio inicial sobre el corazén activa al Sistema Nervioso Simpético
y al Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. Estos mecanismos enddgenos que aumentan la
contractilidad, inicialmente beneficiosos, contribuyen a empeorar la hemodindmica cardiaca al
establecerse de modo crénico en un contexto de disfuncién cardiaca permanente. Esto, a su vez, origina
una mayor actividad neurohumoral y las alteraciones neurohumorales y hemodinédmicas se refuerzan
entre si, formando un circulo vicioso. La mayor demanda de bombeo del corazén en estas situaciones
de disfuncién desencadena la hipertrofia del miocardio. Este crecimiento hipertréfico es una respuesta
inicialmente adaptativa del corazén, caracterizada por un aumento del tamafio celular de los miocitos,
incremento de organizacién sarcomérica y re-expresién de genes fetales (factor natriurético del atrio, o-
actina y la cadena pesada de la B-miosina). A pesar de que puede ser inicialmente beneficioso, el
mantenimiento crénico de este fenotipo lleva a descompensacién y contribuye al desarrollo de
cardiomiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca (Chien, 1999; Kim e lwao, 2000). Los receptores y
sistemas de transduccién implicados en estos procesos constituyen la diana de mdltiples farmacos

utilizados en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, la angina de pecho, o la
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hipertensién. En este sentido, las alteraciones en la sefalizacién de receptores 3 y a-adrenérgicos y otros
receptores como angiotensina Il o endotelina | parecen ser fundamentales en el origen y desarrollo de

diferentes cardiopatias (Swynghedauw, 1999; Keys y Koch, 2004).

Cabe destacar que no todas las formas de hipertrofia son perjudiciales; por ejemplo, el ejercicio
continuado induce un crecimiento adaptativo en el miocardio, necesario para satisfacer la demanda de
oxigeno del organismo. También durante el crecimiento, las células del corazén sufren procesos
hipertréficos hasta que éste alcanza su tamafo adulto. Estos tipos de hipertrofia se caracterizan por un
crecimiento uniforme de las paredes del ventriculo y del septo, unido a un incremento en el tamafio de
las cdmaras. En este caso predomina la hipertrofia excéntrica, en la que los cardiomiocitos aumentan su
longitud al afadir nuevos sarcémeros en serie. En cambio, en la hipertrofia patoldgica, o
cardiomiopatia hipertréfica (CMH), debido a dafios en el miocardio o situaciones de estrés, se activa al
Sistema Nervioso Simpético y al Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, provocando un crecimiento

descompensado o remodelado ventricular, en el que se observan alteraciones en la matriz extracelular,

Ventriculo
Ventriculo izquierdo

derecho

Corazén
normal

Estimulacién
neurohumoral
crénica

Ejercicio
Embarazo

Infarto de
miocardio

Cardiomiopatia Hipertrofia Hipertrofia
dilatada patolégica compensada
longitud del anchura del longitud del anchura del longitud del anchura del
cardiomiocito cardiomiocito cardiomiocito cardiomiocito cardiomiocito cardiomiocito
Filarosts Fibrosis Mo hay fibrosis

Muerte de los cardiomiocitos

Disfuncién cardiaca avanzada Posible disfuncién cardiaca ni disfuncién cardiaca

Figura 115. Patrones de remodelado ventricular.
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que afectan a la funcién cardiaca, provocando un mayor indice de muerte celular a través de procesos
apoptoticos y necréticos. En este caso predomina la hipertrofia concéntrica, en la que tanto las paredes
del ventriculo como del septo se engrosan y se reduce el tamafo de las cdmaras, debido a un aumento
en el &rea de los cardiomiocitos causado por el ensamblaje en paralelo de los sarcémeros. Por dltimo,
en la cardiomiopatia dilatada tiene lugar un crecimiento excéntrico que provoca un adelgazamiento en
las paredes del ventriculo y del septo, acompafiado de procesos apoptéticos y de fibrosis,
produciéndose un aumento en las cdmaras del miocardio, lo que conlleva un mayor riesgo de sufrir

insuficiencia cardiaca (Figura 115, Heineke y Molkentin, 2006).
4.1. Papel de Gaq en hipertrofia cardiaca.

Diversos receptores acoplados a subunidades Gq (receptor adrenérgico ou-AR, receptor de
endotelina | ET-R, receptor de angiotensina Il AT;-R) son capaces de promover un fenotipo hipertréfico
no compensado tanto en células como in vivo (McKinsey y Olson, 1999). Consistentemente, ratones
transgénicos que sobreexpresan Gaq o formas constitutivamente activas de esta proteina desarrollan
cardiomiopatia dilatada y fallo cardiaco (D'Angelo y cols., 1997; Adams y cols., 1998; Jiang y cols.,
2006).

Gagqg, a través del acoplamiento con PLCP, induce la generacion de DAG e IP;, con la
consiguiente movilizacién de Ca?* y la activacién de PKCs. A su vez, el Ca?* provoca la activacién de la
fosfatasa calcineurina que defosforila al factor de transcripcién NFAT (del inglés, nuclear factor of
activated T cells), permitiendo que éste entre en el nlcleo y pueda regular genes implicados en la
respuesta hipertréfica. Otro proceso importante para la induccién de hipertrofia es la inactivacién de la
histona deacetilasa HDAC, llevada a cabo por la quinasa dependiente de calmodulina (CaMK), por PDK
o también por PKCs (Vega y cols., 2004; Heineke y Molkentin, 2006).

Tanto en hipertrofia compensada como descompensada tiene lugar la activacién de Akt,
implicada en incrementar la sintesis de proteinas al activar a mTOR (del inglés, mammalian Target Of
Rapamycin) e inhibir a GSK3 (del inglés, Glycogen Synthase Kinase). En el caso de la hipertrofia
compensada, la activacion de Akt es una respuesta ante distintas hormonas de crecimiento (Insulina o
IGF-1) que conduce a la activacién de la subunidad p110a de la quinasa PI3K. En cambio, en hipertrofia
descompensada, es la sefial de Gaq la que induce la activacion de PI3K, aunque en este caso es la
isoforma p110y la que interviene en la activacién de Akt. Seguramente diferencias en la intensidad vy
duracién de la sefal iniciada por p110a o pl110y determinen el tipo de respuesta hipertréfica. En
cualquier caso, Gaq es también capaz de activar la sintesis de proteinas de manera independiente de
Akt, ya que se ha demostrado que ratones deficientes en esta quinasa pueden desarrollar hipertrofia

cardiaca (Dorn y Force, 2005) (Figura 116).
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Varagic y Frohlich, 2002). Las células hepéticas secretan la forma inactiva del péptido, llamada
angiotensinégeno, que debe ser procesado por el sistema de la renina para dar lugar a angiotensina |,
que a su vez es procesada por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) a angiotensina 1l, que es el
péptido activo, capaz de unirse a sus receptores AT; y AT,. El receptor AT, el cual estd acoplado a
subunidades Gq en cardiomiocitos, ha sido ampliamente implicado en el desarrollo de hipertrofia
cardiaca, mientras que el receptor AT,, acoplado a subunidades Gi, parece que juega un papel
importante en el desarrollo, ya que se expresa de manera ubicua en tejidos fetales y sus niveles se
reducen considerablemente tras el nacimiento (Touyz y Berry, 2002). La informacién de la funcién de

AT, en el adulto y su posible papel en hipertrofia cardiaca es escasa.
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A través de la activacion del receptor AT;, angiotensina 1l es capaz de activar a fosfolipasa Cf
(PLCP) e iniciar procesos mediados por el Ca?* y las PKCs, como la contraccién de las células vasculares
y la regulacién del pH intracelular, entre otros. Con la activacién de fosfolipasa D (PLD) y la generacién
de DAG vy 4cido fosfatidico, angiotensina 1l ha sido implicada en procesos como la hipertrofia cardiaca,
la contractilidad y la proliferacién vascular. Para la regulacién de la presidén sanguinea, angiotensina Il
induce la generacién de &cido araquidénico activando a fosfolipasa A, (PLA;). Ademds, ha sido
ampliamente documentada la capacidad del receptor AT; de activar MAPKs mediante la iniciacion de
rutas de sefalizacién, donde podemos encontrar implicados a fosfolipasa Cy (PLCy), quinasas de la
familia Src, JAK, FAK, Pyk2 y otras quinasas sensibles a Ca?*, PI3K y pl130Cas. Algunas de estas
proteinas, como Src y Pyk2, intervienen en los mecanismos de transactivaciéon de receptores con
actividad tirosina quinasa (EGFR, PDGFR e IGFR) (Kim e Ilwao, 2000; Shah y cols. 2004a; Shah y cols.
2004b)

Se ha comprobado que la administraciéon crénica de angiotensina Il en ratas genera hipertrofia
cardiaca, independientemente de su capacidad de regular la presién sanguinea (Dostal y Baker, 1992).
En este tipo de situaciones, en las que la estimulacién se mantiene en el tiempo, se produce la muerte
de cardiomiocitos, mientras que proliferan los fibroblastos, incrementan los niveles de ARNm de a-
actina, B-MHC (del inglés, B-Miosin Heavy Chain), ANF (del inglés, Atrial Natriuretic Factor),
fibronectina, coldgeno tipo 1 y Ill y TGF-B1 (del inglés, Transforming Growth Factor B). Distintos
estudios plantean que la activacién de MAPKs puede ser responsable de la reprogramacién genética y la
hipertrofia sufrida en cardiomiocitos, asi como de la proliferacién de fibroblastos (Force y cols. 1996;
Sugden y Clerk, 1998; Wang, 1998). Ademds de activar distintas rutas de sefalizacion celular,
angiotensina 1l estimula la liberacién de norepinefrina por el Sistema Nervioso Simpético, lo que
contribuye al desarrollo de cardiomiopatia hipertréfica. Interesantemente, este fenotipo revierte con la
administracién de antagonistas del receptor AT; (Kim e lwao, 2000). Ademés, se ha demostrado que
distintos modelos animales de cardiomiopatia, como las ratas espontdneamente hipertensas (SHR),
modelos de sobrecarga de presidén aguda, modelos de infarto de miocardio, modelos de sobrecarga de
volumen o modelos de diabetes, revierten su fenotipo hipertréfico al ser tratados con antagonistas del

receptor AT, o inhibidores de ECA.
4.2. Papel de GRKs en el sistema cardiovascular.

Dado que las GRKs estdn implicadas en la regulacion de GPCRs clave en el sistema
cardiovascular, no sorprende la importancia de estas quinasas en la funcién y disfuncién cardiovascular.
Las isoformas de GRKs expresadas mayoritariamente en corazén son GRK2, GRK3 y GRK5 (Dzimiri y
cols. 2004). Se ha observado que ratones deficientes en GRK2 mueren entre los dias 12 y 15 del

desarrollo embrionario presentando hipoplasia severa en el miocardio, mientras que los ratones
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deficientes en GRK3 o GRK5 son viables (Kohout y Lefkowitch, 2003), sugiriendo que de las tres

isoformas expresadas en corazén, sélo GRK2 es critica en su desarrollo.

Los niveles de expresién y actividad de estas quinasas se encuentran alterados en distintas
patologias cardiacas. En concreto, se han observado incrementos en los niveles de GRK2, que preceden
al desarrollo de fallo cardiaco, en distintos modelos animales (Ping y cols., 1997; Anderson y cols.,
1999). También, los niveles de proteina y actividad GRK2 miocérdica se hallan considerablemente
elevados en pacientes con fallo cardiaco congestivo, cardiomiopatia dilatada idiopética, hipertrofia,
hipertensién e isquemia miocardica (Ungerer y cols. 1994; Choi y cols. 1997; Gros y cols. 1997; Gros y
cols. 2000; Penn y cols., 2000). Una caracteristica comin de estas patologias es que los sistemas de
sefializacién de catecolaminas y renina/angiotensina se encuentran alterados y seguramente las vias
iniciadas por estos sistemas sean las encargadas de modular la expresién y actividad de GRK2, aunque
todavia no se conocen bien los mecanismos que regulan la trancripcién de GRK2 en células cardiacas
(Penela y cols., 2006). Nuestro grupo ha mostrado como distintos agentes que promueven
vasoconstriccidn o hipertrofia (ésteres de forbol, transfeccién de Gaq o estimulacién de receptores al-
adrenérgicos) inducen un marcado incremento en la actividad del promotor de GRK2, mientras que,
citoquinas proinflamatorias como interleugina-18, TNF-a o interferén-y, provocan el efecto opuesto

(Ramos-Ruiz y cols. 2000).

En principio, el aumento en los niveles y actividad de GRK2 podrian considerarse como un
efecto compensatorio, para desensibilizar a los receptores adrenérgicos (Lefkowitz y cols., 1998) y a los
de angiotensina I

(Violin y cols., 2006),
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ayuda a disminuir la disfuncién cardiaca, aumentando la su-pervivencia (Penela y cols. 2006). El
dominio C-terminal de GRK2 interacciona con las subunidades Py libres impidiendo que éstas recluten a
la GRK2 endégena a la membrana plasmética, por lo que se inhibe la desensibilizacién de los receptores
B-adrenérgicos, principales dianas de GRK2 en el corazdn. Por otro lado, también la sefializacién de los
receptores de angiotensina Il estd siendo inhibida con el secuestro de subunidades By, ya que la
actividad de PLCP, principal efector de dichos receptores, es dependiente de subunidades By. Otra via
que puede ser inhibida por el dominio C-terminal de GRK2, contribuyendo a una mejoria en la funcién
cardiaca, es la activacién de PI3K, que ha sido claramente implicada en el desarrollo y mantenimiento
de la disfuncién cardiaca (Selvetella y cols. 2004). Pero, por otra parte, la ablacién de GRK2
especificamente en cardiomiocitos, que ocasiona una ausencia de desensibilizacién de receptores
adrenérgicos, acelera el desarrollo de cardiomiopatias en respuesta a estimulacidén crénica con
catecolaminas (Matkovich y cols. 2006), sugiriendo que el incremento en los niveles de esta quinasa, en
un principio, podria tener un efecto beneficioso y compensatorio, aunque posteriormente, cuando la

patologia se encuentra méas avanzada, su inhibicién ayuda a mejorar la funcién cardiaca.

Aparte del papel que GRK2 juega en la desensibilizacién de GPCRs, esta quinasa modula otros
sustratos como fosducinas, sinucleinas, tubulina, el factor ribosomal P2, ezrina, el receptor de PDGF vy
canales de Na*. Aunque todavia no se conoce qué papel pueden estar jugando estos efectores en el
sistema cardiaco, es probable que las alteraciones en los niveles y actividad de GRK2 repercutan en estas

proteinas, contribuyendo al desarrollo de patologias cardiacas (Figura 117).

Debido a los complejos mecanismos de regulacién que acttan sobre GRK2 y a la multitud de
efectores que ésta modula todavia estamos lejos de comprender el papel que juega GRK2 en la

homeostasis del sistema cardiovascular.
4.3. Papel de MAPKs en el sistema cardiovascular.

Los cardiomiocitos son células ya diferenciadas que han perdido la capacidad de proliferar, pero
responden a distintos estimulos extracelulares que los llevan a sufrir un crecimiento adaptativo o
hipertrofia. En muchos casos, la transmisién de estas sefiales hipertréficas, y otras relacionadas con la
supervivencia o con la apoptosis de los cardiomiocitos, se lleva a cabo mediante la activaciéon de las

MAPKs (Ravingerova y cols, 2003).

La importancia de ERKI1/2 en corazén quedd patente en experimentos con ratones que
sobreexpresan estas quinasas en corazén de manera especifica. Estos ratones desarrollan hipertrofia
concéntrica que corresponde con un estado compensado que no culminard en fallo cardiaco (Bueno y

cols., 2000).
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Por otra parte, la sobreexpresién de los activadores de p38, MKK3 y MKK6, no tiene como
consecuencia la hipertrofia cardiaca, aunque estos ratones sufren fibrosis y adelgazamiento de las
paredes del miocardio, lo que les lleva a morir por infarto (Liao y cols., 2001). Con respecto a las rutas
de JNK, ratones que expresan la forma activada de MKK7 en corazdn tienen un fenotipo similar al
anterior, es decir, mueren por cardiomiopatia. Existen indicios de que este fenotipo es consecuencia de
la inhibicién de NFAT, al ser fosforilado por p38 o JNK, por lo que el crecimiento de las células
cardiacas se regula negativamente (Molkentin, 2004). Otra posibilidad es que p38 y JNK alteren la

respuesta hipertrdfica por su capacidad de inducir apoptosis y necrosis de los cardiomiocitos.

La generacién de ratones deficientes en ERK5 o MEK5 ha puesto en evidencia el importante
papel que juega esta ruta en el desarrollo del corazén. Estos ratones mueren el dia 10 del desarrollo
embrionario debido a defectos cardiovasculares. La vasculogénesis tiene lugar, pero las células
endoteliales se presentan redondeadas y mal organizadas, por lo que el desarrollo del corazén no llega
a buen término (Hayashi y Lee, 2004). Este fenotipo parece ser consecuencia del papel que juega ERK5
en la supervivencia del endotelio, ya que ratones deficientes en ERK5 sélo en endotelio, muestran el
mismo fenotipo, mientras que ratones deficientes en ERK5 sélo en cardiomiocitos son perfectamente

viables y no desarrollan problemas cardiacos.

Por otra parte, se ha demostrado que en el corazén adulto, ERK5 interviene en la respuesta
hipertréfica. Este hecho quedd patente al comprobarse que la sobreexpresién de una forma activa
constitutivamente de MEKS5, en cultivos primarios de cardiomiocitos, induce una elongacién de estas
células al producirse un ensamblaje en serie de los sarcdmeros (Nicol y cols. 2001), fenotipo similar al
que se induce en estas células al estimular con factores hipertréficos como LIF (del inglés Leukemia
Inhibitor Factor) o cardiotrofina-1 (CT-1). Los resultados de experimentos en cultivos primarios de
cardiomiocitos, que expresan un dominante negativo de MEK5, indican que las rutas iniciadas por esta
quinasa intervienen en el ensamblaje en serie de los sarcémeros, sin afectar al ensamblaje en paralelo,
puesto que dicho dominante negativo bloquea la elongacién inducida por LIF en los cardiomiocitos,
pero no bloquea el incremento en el area (Nicol y cols. 2001). A su vez, un dominante negativo de
ERK5 bloquea la elongacién inducida por LIF (Nakaoka y cols., 2003). Tanto LIF como CT-1 son
citoquinas pertenecientes a la familia de interleuquina-6 (IL-6), y ejercen su funcién a través de la
activacién del receptor gp130, el cual estd ampliamente implicado en hipertrofia cardiaca. La activacién
continua del receptor gp130 en corazén, mediante sobreexpresion de IL-6, provoca hipertrofia del
miocardio (Hirota y cols. 1995), mientras que ratones que carecen de este receptor exclusivamente en
corazén, son incapaces de desarrollar hipertrofia en respuesta a una sobrecarga de presién (Hirota y
cols. 1999). Se ha comprobado que tanto LIF como CT-1 activan a ERK5 induciendo hipertrofia
excéntrica en cardiomiocitos, al promover el ensamblaje en serie de los sarcémeros e inhibir el

emsamblaje en paralelo (Nicol y cols. 2001; Nakaoka y cols., 2003). Otras rutas de sefalizacién
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activadas por estas quimioquinas son la ruta MEK1/2-ERK1/2 (Kodama y cols. 2000) y la ruta JAK-STAT,
activando especificamente a las isoformas JAKI, JAK2, STAT1 y STAT3 (Mehta y Griendling, 2007;
Ruppert y Meyer, 2007). Sin embargo recientemente se ha mostrado, mediante el empleo de
dominantes negativos especificos, cémo la ruta de MEK5-ERK5 es la méxima responsable del fenotipo

hipertréfico observado en cardiomiocitos tratados con CT-1 (Takahashi y cols. 2005).

Ademés, es importante destacar que ratones transgénicos que sobreexpresan una forma
activada de MEK5 en corazén mueren por fallo cardiaco a las 8 semanas de edad (Nicol y cols. 2001).
En estos animales el area de los cardiomiocitos también se encuentra considerablemente reducida
debido a un ensamblaje en serie de los sarcémeros con ausencia de ensamblaje en paralelo, de la misma

forma que ocurria en los cultivos primarios de cardiomiocitos.

Otros experimentos /n vivo muestran como ERK5 se encuentra activado en ventriculos
izquierdos hipertréficos de ratas espontdneamente hiepertensas (Kacimi y Gerdes, 2003). En estos
animales también se encuentran incrementados los niveles de ciertos GPCRs, como el receptor de
angiotensina y los receptores B-adrenérgicos. Consecuentemente con estos datos, dos dianas de ERK5
bien establecidas, MEF2A y MEF2C, también promueven hipertrofia cardiaca en ratones transgénicos
(Xu y cols., 2006). Es posible que esta respuesta sea consecuencia de la capacidad de MEF2C para
regular positivamente al promotor de genes dHAND, los cuales son requeridos durante la morfogénesis

del corazén (Hayashi y Lee, 2004).
4.4. Papel de PKCs en el sistema cardiovascular.

El miocardio adulto de mamiferos expresa PKCa, PKCB1, PKCB2, PKCs, PKCg, PKCA y PKCC.
Los ratones deficientes en cada una de estas quinasas no muestran fenotipo cardiaco, posiblemente
debido a un efecto compensatorio entre las distintas isoformas (Dorn y Force, 2005). Ha sido
postulado que PKCs regulan la expresién de distintos genes cardiacos y estan implicadas en hipertrofia
(Jalili y cols., 1999a; Jalili y cols., 1999b; Dorn y Force, 2005). De momento, existe demasiada
controversia entre los resultados obtenidos en modelos animales y los estudios realizados en pacientes
como para conocer en detalle las funciones individuales de cada isoforma de PKC en el sistema

cardiovascular.

En el caso de PKCa, destaca que es la Unica isoforma cuya sobreexpresién causa hipertrofia en
cultivo primario de cardiomiocitos y su inhibicién bloquea la hipertrofia inducida por agonista, aunque
ni su sobreexpresién ni su ablacién en ratones provoca cambios en la respuesta hipertréfica (Braz y cols.
2002). Por otro lado, la activacién crénica de PKCa en ratones mejora la funcién contractil e inhibe la

respuesta hipertréfica mediada por Gq (Hahn y cols. 2003), lo que sugiere que esta quinasa juega un
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papel importante en la funcién sistélica, posiblemente a través de la desensibilizacién de receptores f3-

adrenérgicos, entre otros procesos (Dorn y Force, 2005).

El papel de PKCP es més confuso. Tanto sus niveles como su actividad se ven incrementados en
pacientes con fallo cardiaco (He y King, 2004) y su sobreexpresién en ratones adultos provoca
hipertrofia y disfuncién ventricular (Bowman y cols. 1997). Sin embargo, ratones deficientes en esta
quinasa no tienen problemas para desarrollar hipertrofia en respuesta a constriccién adrtica o a
tratamientos con agonistas como fenilefrina (Roman y cols. 2001). Es posible que PKCp juegue un papel
relevante en hipertrofia cardiaca, aunque debido a efectos compensatorios no se aprecie fenotipo en los

ratones deficientes.

Otra de las isoformas mayoritariamente expresada en tejido cardiaco es PKCS, cuyos niveles se
ven incrementados tras procesos isquémicos y se ha demostrado que participa en la necrosis sufrida por
los cardiomiocitos en esta situacion (Inagaki y cols. 2001). Se dispone de poca informacién sobre su
papel en hipertrofia, aunque es posible que juegue un papel relevante ya que la expresién transgénica
de un peptido activador en corazén de ratones provoca hipertrofia adaptativa, cuando los niveles de

expresién son bajos, y cardiomiopatia miofibrilar, cuando los niveles son altos (Hahn y cols. 2002).

PKCe, desempeifia un papel relevante en el desarrollo del sistema cardiaco, ya que la inhibicién
de esta isoforma provoca letalidad embrionaria presentando hipoplasia cardiaca (Mochly-Rosen y cols.
2000). Distintos estimulos hipertréficos incrementan tanto sus niveles como su actividad, pero su
sobreexpresion no altera el funcionamiento del corazén. El incremento en los niveles de esta quinasa
parece ser un efecto compensatorio méas que inductor de hipertrofia, ya que en ratones que
sobreexpresan Gq, la reduccién de los niveles de PKCe, mediante sobrexpresién de un péptido
inhibidor, provoca fallo cardiaco, mientras que su activacién disminuye la hipertrofia y mejora la

funcién contréctil (Wu y cols. 2000).

No existe practicamente informacién acerca del papel de PKC{ en el sistema cardiovascular. Al
igual que ocurre con el resto de isoformas de PKC, los ratones deficientes en PKC{ no muestran un
fenotipo cardiaco caracteristico (Leitges y cols. 2001). Estudios realizados en corazén de cobayas
muestran que el tratamiento con angiotensina Il induce la translocacién a membrana de PKC(, asi como
de las isoformas a, B2, v, y € (Takeishi y cols., 1999). Por otro lado, PKC( interviene en la induccién de

apoptosis en cardiomiocitos durante situaciones de isquemia (Shizukuda y Buttrick, 2002).
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OBJETIVOS

Este trabajo pretende contribuir a dilucidar los diferentes componentes de la
via de sefalizacién de GPCRs a ERK5, su papel en el desarrollo de hipertrofia cardiaca
y su posible regulacién por otras proteinas relacionadas con el sistema de
transduccién de sefiales acoplado a GPCRs.

Para ello se han desarrollado los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar la via de activacion de ERK5 en respuesta a agonistas de
receptores acoplados a Gg.

2. Estudiar el papel de la posible interaccion funcional Gag/PKCE en la
activaciéon de ERK5 por GPCRs.

3. Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en la activacién de la
via PKC{/MEK5a/ERK5 por GPCRs acoplados a Gq.

4. Analizar el posible papel regulador de GRK2 sobre la nueva via de
sefalizacion identificada.

5. Analizar la respuesta que presentan ratones PKC({-/- ante estimulos
hipertréficos relacionados con la activaciéon de Goq a través del receptor de
angiotensina Il (AT:R).

57












']
MATERIALES Y METODOS i

1. Productos.

Todos los reactivos y productos utilizados son de grado analitico. Cloruros sédico y célcico,
fosfatos sédicos y potésicos, carbonatos sédicos, hidréoxido sédico, acetato sédico, sacarosa, Tris,
formaldehido, glicina, glutamina, &cido acético glacial, 4cido clorhidrico, metanol, etanol, butanol y

glicerol fueron suministrados por Merck.

Fluoruro sédico, acido deoxicélico, acido etilén diamino tetraacético (EDTA), &cido etilenglicol-
bis-B-amino etil eter N, N' tetraacético (EGTA), inhibidor de tripsina (STI), aprotinina, cloruro de
carbamilcolina (carbacol), angiotensina 1l, endotelina, factor de crecimiento epitelial (EGF), esfingosina 1
fosfato (S1P), B-mercaptoetanol, ortovanadato sddico, dimetilsulféxido (DMSQO), DL-Dithiothreitol
(DTT), rojo Ponceau, Nonidet P-40, Tritén x-100, Tween-20, azida sédica y Proteina-A Sefarosa fueron

suministrados por Sigma.

Fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), benzamidina, leupeptina y albimina de suero bovino

(BSA) se obtuvieron de Boehringer Mannheim.

N, N, N', N'-tetrametil-etilen-diamina (TEMED), Dodecil sulfato sédico (SDS), persulfato
amédnico, azul de bromofenol, azul de Coomassie, patrones de peso molecular conocido, papel de

nitrocelulosa y reactivo de Bradford fueron proporcionados por Bio-Rad.

El reactivo de Folin-Ciocalteu se obtuvo de Panreac. El tricloroacético de Carlo-Erba, la
proteina G sefarosa de Zymed, el péptido pseudosustrato miristoilado de PKCL (Myr-
SIYRRGARRWRKL) de Biosource y la Lipofectamina/Plus de Invitrogen.

El inhibidor de tirosina quinasas especifico para el receptor de EGF (AGI478: 4-(3-
Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline), el inhibidor de tirosina quinasas de la familia Src (PP2: 4-
Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(#butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine) y el inhibidor de fosfolipasas
(U73122:1-(6-((17p-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl)amino) hexyl)-1 H-pyrrole-2,5-dione) fueron

obtenidos de Calbiochem.

Se han utilizado ademds una serie de productos mas especificos cuya procedencia se resefia en el

texto.

61



']
MATERIALES Y METODOS i

2. Cultivos celulares.

2.1. Lineas celulares establecidas.

Se han utilizado como lineas celulares establecidas: células Cos-7 (fibroblastos de mono)
obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection) y células NIH-3T3-m1 (fibroblastos de ratén)
expresando aproximadamente 20.000 receptores muscarinicos m1 por célula (cedidas amablemente
por el Dr, Crespo, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Departamento de Biologia Molecular,

Unidad de Biomedicina, CSIC-Universidad de Cantabria, Santander, Espafia) (Crespo P y cols. 1994).

Las células Cos-7 y NIH3T3m1 se crecieron en monocapa sobre placas P-100 (Falcon) en medio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con glutamina 2mM, una mezcla de
antibidticos (50ug/ml gentamicina, 0,01% estreptomicina y 0,063% penicilina G) y suero fetal de

ternera 10% en el caso de Cos-7 y suero de ternera 10% en el caso de 3T3ml.

Todos estos tipos celulares se incuban a 37°C en una atmdsfera humidificada con 7% de CO..
2.2. Cultivos primarios.

2.2.1. Fibroblastos embrionarios primarios de ratén (MEFs).

Se prepararon fibroblastos primarios de ratén (Mouse embryonic fibroblast o MEFs) a partir de
embriones de dia 14,5. El Gtero con los embriones se mantiene en tampdn fosfato salino con
antibidtico-antimicético (de GIBCO-BRL). Cada embrién individual se transfiere a una placa p60 tras la
eliminacién de la cabeza y las visceras. El embrién se disgrega con una hoja de bisturi y se mantiene en 1
ml de una solucién tripsina-EDTA 2x (0,1% tripsina, 1.06 mM EDTA) durante 20 minutos a 37°C y 5%
CO.,. Pasado este tiempo, se disgrega la suspensién celular pipeteando varias veces con pipeta Pasteur y
se vuelve a incubar en las mismas condiciones. A continuacién, las células se transfieren a un frasco de
75 cm? en 15 ml de DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibiético-antimicético. Al
dia siguiente se les cambia el medio y se mantienen en cultivo 1 6 2 dias hasta alcanzar la confluencia.
En este punto, las células fueron congeladas y estas alicuotas se consideran pase 1. Los ensayos se

llevaron a cabo en pase 2.
2.2.2. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de ratén.

Para la preparacién de cultivo primario de cardiomiocitos se emplearon corazones de ratones

neonatos de 2 a 3 dias de edad (cepas C57BL/6 y SV129)). Los cultivos se prepararon con un minimo
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de cinco corazones. Tras la extraccién, los corazones se mantuvieron en medio HANKs libre de calcio
(137 mM NacCl, 5 mM KCl, 0.8 mM MgSQO,, 0.33 mM Na;HPO,, 0.44 mM KH,PO,, 1.0 mM MgCl,,
0.15 mM Tris-HCl, y 1.0 mM butirato sédico, pH 7.4) a 4°C y se procedié a trocearlos. Para la
disgregacion, el tejido se mantuvo en tripsina (0,05%) durante quince minutos a 37°C. Tras este tiempo
se afiadié medio HANKs més calcio para inhibir a la tripsina y se recogié todo el medio posible dejando
los trozos de tejido macroscopicos, a los cuales se les aflade nuevamente tripsina. Esta operacion se
repitié hasta un maximo de cinco veces. El medio recogido, después de cada tripsinizacién, fue
sometido a centrifugacién (1500 r.p.m) durante cinco minutos obteniendo la sedimentaciéon de las
células disgregadas. El sobrenadante fue desechado y las células sedimentadas se resuspendieron en dos

ml de DMEM més 10% suero fetal de ternera y se mantuvieron a 37°C.

Una vez disgregado todo el tejido, las células fueron sembradas en una placa P-100. Tras un
periodo de dos horas a 37°C, se recogi6 el medio de la placa que contiene los cardiomiocitos mientras
que los fibroblastos permanecen pegados al plastico. Tras centrifugaciéon los cardiomiocitos (300.000

células por pocillo) se sembraron en pocillos de M12 cubiertos con 0,02% gelatina.
2.3. Transfecciones.

Las transfecciones transitorias de las distintas lineas celulares se llevaron a cabo en placas P-100,
P-60 o M12 a una confluencia de entre el 70% y el 80%, utilizando el método de Lipofectamina/Plus.
Brevemente, se incuban las células a 37°C en medio OPTIMEM (Tabla 1: cantidades de Optimen,
Lipofectamina, Plus y ¢cDNA en funcién del nimero de células y las placas empleadas). En cada
experimento se afiadid la cantidad de vector vacio necesaria para mantener la cantidad total de ADN

por placa constante. Tras 3 horas de

incubacién a 37°C en el medio de Tabla 1 p100 p60 M12
transfeccion, se afiadi6 medio DMEM Optimen(ml) 5 2.5 0.5
suplementado con suero al 20% para

Lipofectamina (pl) 20 7 4
obtener asi una concentracién final de suero
del 10%. Al dia siguiente, se reemplaza el Plus (pl) 15 6 5
medio con DMEM més 10% suero y se deja cDNA (ng) 10 5 1

que las células se recuperen al menos durante
24 horas antes de procesar el cultivo. La expresién transitoria de las distintas proteinas se confirmé
mediante el anélisis de los lisados totales mediante inmunodeteccidn tras electroforesis ("western blot™)

con anticuerpos especificos.
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2.4. Plasmidos y construcciones utilizadas.

Los plasmidos utilizados en los distintos experimentos realizados en este trabajo se describen en

la tabla 2.
Tabla 2.

Vector de expresién en
eucariotas

pCDNA3.1.
pcDNA3.1 Gaqg

pcDNA3.1 Gas
pcDNA3.1 Gail
pcDNA3.1 Gal2

pcDNA3.1 GaqR183C

pcDNA3.1 GaqQ209L-
/R256A/T257A

m1(Ach)R

pcDNA3.1 HA-PKCC,
pcDNA3.1 HA-PKCA
pcDNA3.1 HA-ERK5
pcDNA3.1 GST
pcDNA3.1 GST-MEK50.

pcDNA3.1 GST-MEK5aAPB1

pcDNA3.1 GRK2
pcDNA3.1 GRK2 K220R
pcDNA3.1 GRK2 D110A

pcDNA3.1 GRK2 K220R/D110A

pcDNA3.1 GRK2 N-term

pcDNA3.1 GRK2 Y86,98D
pcDNA-I CFP-Gag silvestre

pcDNA-I CFP-GaqR183C
pCMV-YFP PLCB
pcDNA-1 YFP-PKCC
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Procedencia

Invitrogen
Dra. Anna Aragay (Institut de Biologia Molecular de Barcelona-
CSIC, Espania)
UMR cDNA Resource Center (USA).
UMR cDNA Resource Center (USA)
UMR cDNA Resource Center (USA)
Dra. Anna Aragay (Institut de Biologia Molecular de Barcelona-
CSIC, Espana)
Dr. Richard Lin (The Institute of Molecular Cardiology, At SUNY
Stony Brook, USA)
Dra. Anna Aragay (Institut de Biologia Molecular de Barcelona-
CSIC, Espania)
Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA)
Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA)
Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA)
Invitrogen
Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA)
Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA)
Dr. Jeffrey Benovic (The Kimmel Cancer Center, USA)
Dr. Jeffrey Benovic (The Kimmel Cancer Center, USA)
Dr. John J. G. Tesmer (University of Michigan, USA)
Dr. John J. G. Tesmer (University of Michigan, USA)
Dr. John J. G. Tesmer (University of Michigan, USA)
Generado en el laboratorio
Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)
Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)
Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)
Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA)
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pcDNA-I 1Q1 Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)
pcDNA-I 1Q23 Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)
pcDNA-I Ql4 Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)
pcDNA-I QI8+1Q15 Dra. Catherine Berlot (Yale University School of Medicine, USA)

2.5, Tratamientos celulares.

Los distintos tratamientos de las células transfectadas transitoriamente se llevaron a cabo en
todos los casos a las 48 horas de transfeccién. En el caso de células no transfectadas los tratamientos se
realizaron con una confluencia celular del 80%. Tras la estimulacién con los distintos agentes o con sus
correspondientes solventes (controles) las placas fueron lavadas dos veces con tampdn fosfato salino
(PBS) frio para su posterior lisis. Los distintos compuestos empleados en este trabajo se detallan en la

tabla 3.

Tabla 3.
Compuesto Funcién Conc;eir;;aaon Tiempo(min)
Agonista de receptores
muscarinicos
Carbacol acetilcolinérgicos (ml,m2 y 10uM Curso temporal
m3)
. . Agonista de los receptors
Angiotensina Il AT 59 AT 100nM Curso temporal
Factor de crecimiento .
epitelial (EGF) Agonista del receptor EGFR 100ng/ml 10
Esfingosina 1 fosfato (S1P) bl dlegss receptores 100nM Curso temporal
. . Inhibidor de la subfamila de
Toxina pertusica (PTX) proteinas Goi. 100ng/ml 30
PP2 Inhibidor d'e la familia Src 10uM 30
quinasas
AG1478 Inhibidor dEcé[r:eceptor de 250nM 30
Monodansilcadaverina Inhibidor de la
internalizacién dependiente 300uM 30
(MDCQ) .
de clatrina
Sacarosa Inhibidor de la 750mM 60
internalizacién
Pseudosustrato Inhibidor de la proteina
miristoilado de PKCZ quinasa C atipica ¢ 10uM 30
U73122 Inhibidor de Fosfolipasas 10uM 30
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3. Electroforesis.

3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

Se utilizaron geles de poliacrilamida-SDS segin el método descrito por Laemmli en 1970, cuyos
porcentajes de acrilamida-bisacrilamida oscilaban entre 6 y 15% en funcién de la resolucién requerida
por el experimento. Como patrones de peso molecular se emplearon las proteinas miosina (200 KDa),
B-galactosidasa (116,25 KDa), fosforilasa B (97,4 KDa), albimina de suero bovino (66,2 KDa),
ovoalbimina (45 KDa), anhidrasa carbdénica (31 KDa), inhibidor de tripsina de soja (21 KDa) y lisozima
(14 KDa) (Bio-Rad).

3.2. Electroforesis de &cidos nucleicos en geles de agarosa-TAE.

La separacién de fragmentos de ADN se realizé en geles de agarosa de desarrollo horizontal del
1-2%. El tampdn de electroforesis utilizado es TAE (Tris-acético 40mM, EDTA 2mM) y el tampdn de
carga de las muestras es glicerol al 50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol al 0,4% y azul de xileno al
0,4%. Los patrones de peso molecular fueron los fragmentos de digestién enzimatica con Hindlll de los
fagos A y 829 (suministrados por el servicio de fermentacién del Centro de Biologia Molecular Severo

Ochoa).
4. Utilizacién de los anticuerpos.

4.1. Inmunodeteccién tras electroforesis ("Western blot").

Las muestras para el anélisis (proteinas purificadas, lisados o fracciones subcelulares, etc) se
resuelven en geles de poliacrilamida-SDS junto con patrones de peso molecular comerciales (Bio-Rad).
Las proteinas asi separadas se transfieren a un filtro de nitrocelulosa (Tamafio de poro 0,45 pum,
Transblot de Bio-Rad) mediante transferencia liquida en tampén 25 mM Tris, 20 mM glicina y 20%
metanol a pH 8,4 durante 90 min. (a 120 V utilizando un Trans-Blot Cell de Bio-Rad). Tras este proceso
se tife la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau, para comprobar la transferencia de proteinas a
la membrana, y se incuba durante una hora a temperatura ambiente en medio TBS (Tris-HCl 10mM
pH7,5, NaCl 150mM) suplementado con leche en polvo desnatada (Molico) al 5% o albimina de
suero bovino (BSA) al 3%, con objeto de bloquear los posibles sitios de unién inespecifica. Tras
descartar el medio de bloqueo, la membrana se pone en contacto con el anticuerpo correspondiente,
diluido en medio TBS con 3% de BSA, durante toda la noche a 4°C. Antes de incubar con el anticuerpo

secundario, durante una hora a temperatura ambiente, se lava la membrana tres veces (3x15min) con
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TBS-Tween 20 al 0,15 %. Estos lavados se repiten una vez que ha terminado la incubacién con el
anticuerpo secundario (anti-inmunoglobulina de conejo unido a peroxidasa, cuando el anticuerpo
primario es policlonal, y anti-inmunoglogulina de ratén para los anticuerpos monoclonales; ambos de
Nordic Immunology a una dilucién 1:50.000). Finalmente, para el revelado se emplea un método
quimioluminiscente en el que la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario cataliza la oxidacién del
sustrato luminol en presencia de H,O, (ECL, Amersham). La cuantificacion de la sefial se realiza por

densitometria laser (GS-710 Calibrated Imaging Densitometer BioRad).
4.2. Inmunoprecipitacién.

Esta técnica se ha aplicado esencialmente en el estudio “in situ” de interacciones proteina-
proteina. Para el caso de proteinas sobreexpresadas, las células se lisaron (48 horas después de la
transfeccién) en 600 ul/P-100 de tampdn de lisis RIPA (Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM, 0.1% SDS, 1%
Triton X-100 y 0.5% DOC) junto con un cocktail de inhibidores de proteasas (STI 100ug/ml,
benzamidina 100ug/ml, PMSF 200ug/ml y

Tabla 4: Anticuerpos empleados en

aprotinina 8 ug/ml) durante 60 min a 4°C inmunoprecipitacion

con rotacién permanente. La mezcla se

Anticuerpo ug en 600 pl de lisado
centrifugd durante 15 min a 14000xg. El HA (12CA5) 4
sobrenadante obtenido se incubo con Gaq (C19) 5
Img/ml de albimina de suero bovino y con

PKCC (HT1) 0,6
el anticuerpo correspondiente (tabla 4), con

GST (25) 2
rotacién permanente, durante 16 horas a 4 P
°C. Posteriormente, se recogieron los

(reconoce al dominio N- Dilucion 1:125

complejos inmunes por centrifugacién (5

terminal de GRK2)
min, 3000xg) vy, tras descartar el
sobrenadante, se hicieron 6 lavados de 10 minutos con 1 ml del tampdn de lisis. Las proteinas
inmunoprecipitadas se resuspendieron en 20 ul de tampdn de muestra de electroforesis y se cargd toda
la muestra en un gel de poliacrilamida-SDS del porcentaje adecuado. Finalmente el gel se transfirid a

una membrana de nitrocelulosa para la deteccién de las proteinas de interés mediante “western blot”.

Para la inmunoprecipitacién de las proteinas endégenas Gaq y PKCC, se emplearon dos placas
p100 con una confluencia celular del 80%, que fueron lisadas en 1ml de tampdn de lisis PD (Tris-HCI
40mM, NaCl 500mM, EDTA 6mM, EGTA 6mM, DTT 1mM y 0.1% NP-40) junto con un cocktail de
inhibidores de proteasas (STl y benzamidina 100 ug/ml, PMSF 200 ug/ml y aprotinina 8 ug/ml),
obteniendo un mg de proteina total. Tras la centrifugacién el sobrenadante se incubé con Tmg/ml de

albumina de suero bovino y el anticuerpo correspondiente. Posteriormente se procedié de la misma
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forma que se ha explicado anteriormente, pero en este caso se realizaron cinco lavados con 10 ml de

tampon de lisis.

4.3. Anticuerpos utilizados.

Con el fin de analizar la cantidad, actividad o presencia de algunas proteinas concretas en

nuestras fracciones de tejido o celulares, se utilizaron los siguientes anticuerpos:

Anticuerpo anti Gag/i1 (C-19), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology,
que reconoce las subunidades Gaq y Gall de mamifero. Se utilizd en ensayos de inmunoprecipitacién
(tabla 4), en el anélisis de “western blot” a una dilucién final de 1/1000 en 3%BSA TBS-Tween 20 al
0.2%, incubando toda la noche a 4°C, y en ensayos de inmunofluorescencia a una dilucién 1:50,

incubando una hora a temperatura ambiente.

Anticuerpo anti Gas (K-20), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology, que
reconoce las subunidades Gos de mamifero. Se utilizdé en el anélisis de “western blot” a una dilucién

final de 1/1000 en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti Gai2 (5-20), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology, que
reconoce las subunidades Gal2 de mamifero. Se utilizdé en el andlisis de “western blot” a una dilucién

final de 1/1000 en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti Gai (1-20), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology, que
reconoce las subunidades Gail de mamifero. Se utilizé en el andlisis de “western blot” a una dilucién

final de 1/1000 en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti PKC{ (C-20), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology, que
reconoce a la quinasa PKCC. Se utilizé en el anélisis de “western blot” a una dilucién final de 1/300 en

3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.
Anticuerpo anti PKC{ (HI), anticuerpo monoclonal comercial de Santa Cruz Biotechnology,
generado contra el dominio C-terminal de la proteina de rata. Se utilizd6 en ensayos de

inmunoprecipitacién incubando toda la noche a 4°C (tabla 4).

Anticuerpo anti GST (Z5), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology, que

reconoce a la proteina Glutation-S-Transferasa. Se utilizé en ensayos de inmunoprecipitaciéon (tabla 4) y
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en el andlisis de “western blot” a una dilucién final de 1/500 en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%,

incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti HA (Yi]), anticuerpo policlonal comercial de Santa Cruz Biotechnology que
reconoce un péptido de 11 aminoécidos derivado de la proteina de la hematoglutinina de /nfluenza
(YPYDVPDYA). Se utilizé en el anélisis de “western blot” a una dilucién final de 1:500 en 3%BSA TBS-
Tween 20 al 0.2%.

Anticuerpo anti HA (12CA5), anticuerpo monoclonal suministrado por el servicio de
microscopia confocal del Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”, que reconoce un péptido de 11
aminoéacidos derivado de la proteina de la hematoglutinina de /nfluenza (YPYDVPDYA). Se utilizé en
ensayos de inmunoprecipitacién incubando toda la noche a 4°C (tabla 4) y en ensayos de

inmunofluorescencia a una dilucién 1:200, incubando una hora a temperatura ambiente.

Anticuerpos anti ERKI y ERK2 (C-16 y C-14), anticuerpos policlonales comerciales de Santa Cruz
Biotechnology, que reconocen a las proteinas ERK 1 y ERK2 (también llamadas p42 y p44 MAPK),
respectivamente. Se utilizaron en el andlisis de “western blot” a una concentracién final de 0.75 pg/ml

cada uno en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti fosfo ERKI y ERK2 (Thr202/Tyr204), anticuerpo policlonal comercial, que
reconoce la forma fosforilada de ERK1 y ERK2, de New England Biolabs, generado contra un péptido
sintético (acoplado a KLH) correspondiente a los residuos de la secuencia aminoacidica que rodea a los
residuos Thr202/Tyr204 de la MAPK p44 humana. Este anticuerpo se ha utilizado para anélisis de
“western blot” de ERK activada, a una dilucién 1:500 en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando

toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti ERK5, anticuerpo policlonal comercial de Upstate Biotechnology, generado
contra la secuencia correspondiente a los aminoéacidos 783-806 de la proteina de origen humano. Se
utilizé para la deteccién por “western blot” a una dilucién final de 1:500 en 5% leche TBS. Para el
anélisis del estado de fosforilacion de la quinasa ERK5 las células fueron homogeneizadas en el tampdn
recomendado por la casa comercial del anticuerpo (Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM, 1% NP-40, 0.25%
DOC, EGTA TmM, NaF 1TmM junto con un cocktail de inhibidores de proteasas). La incubacién de la
membrana de nitrocelulosa con este anticuerpo se llevd a cabo durante tres horas a temperatura

ambiente y sdlo se realizé un lavado con agua antes de poner el anticuerpo secundario.

Anticuerpo anti fosfo ERK5 (Thr218/Tyr220), anticuerpo policlonal comercial, que reconoce la

forma fosforilada de ERK5, de Abcam. Este anticuerpo se ha utilizado para anélisis de “western blot” de
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ERKS5 activada, a una dilucién 1:250 en 35% leche, TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a
4°C.

Anticuerpo anti poli-Histidinas (HIST), anticuerpo monoclonal comercial de Sigma, generado
contra una proteina de fusién con una cola de Histidinas. Este anticuerpo se ha utilizado para anélisis de
“western blot” de la proteina recombinante His-PKC(, a una dilucién 1:1000 en 3%BSA TBS-Tween 20

al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti GRK2, anticuerpo policlonal generado en nuestro laboratorio contra el péptido
C-terminal de GRK2 denominado AbPF2 (que comprende los aminoacidos 436-689 de GRK2). Este
anticuerpo se ha utilizado para el anélisis de “western blot”, a una dilucién 1:600 en 3%BSA TBS-

Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti GRK2, anticuerpo policlonal generado en nuestro laboratorio contra el péptido
N-terminal de GRK2 denominado AbPF1 (que comprende los aminoédcidos 50-145 de GRK2). Este
anticuerpo se ha utilizado para inmunoprecipitacién (tabla 4), asi como para deteccién por “western

blot”, a una dilucién 1:600 en 3%BSA TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando toda la noche a 4°C.

Se utilizaron como anticuerpos secundarios: anti-inmunoglobulina de conejo acoplada a
peroxidasa, cuando el anticuerpo primario es policlonal, y anti-inmunoglogulina de ratén acoplada a
peroxidasa cuando el anticuerpo primario es monoclonal; ambos de Nordic Immunology, diluidos

1:50.000 en TBS-Tween 20 al 0.2%, incubando una hora a temperatura ambiente.

Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon como anticuerpos secundarios anti-
inmunoglobulina de conejo acoplado a Alexa Fluor 488 y anti-inmunoglobulina de ratén acoplado al
colorante Texas Red, ambos diluidos 1:200. La incubacién fue durante una hora a temperatura

ambiente.

5. Ensayo de interaccién de proteinas in Vitro.

5.1. Asociacién in vitro de Goq y PKCC.

Para este ensayo se empled la proteina recombinante Goaq purificada de células de insecto $f9
infectadas con baculovirus, cedida amablemente por el Dr. Elliot Ross (University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas, TX, USA) y la proteina recombinante His-PKC( purificada, cedida
amablemente por el Dr. Jorge Moscat (University of Cincinnati, USA). Ambas proteinas se incubaron a

una concentracién de 20 nM en un volumen de 100ul de tampdén de unién (20mM Tris-HCI pH 7.9,
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70mM NacCl) junto con un cocktail de inhibidores de proteasas (ST1 100ug/ml, benzamidina 100ug/ml,
PMSF 200ug/ml y aprotinina 8ug/ml) a 4°C, con rotacién permanente durante una hora. A
continuacién se afadié 25ul de resina Ni-NTA-agarosa (Invitrogen) diluida en tampén de unién, con
afinidad por las histidinas y se incubd dos horas méas a 4°C. Después de este tiempo la muestra se
sometié a centrifugacién (5 minutos 1000xg) y se realizaron cinco lavados de la resina con 500 pl de
tampon de unién al que se le afiadié imidazol 10mM. Como control negativo se incubo, paralelamente,
la proteina recombinante Gaq con la resina en ausencia de His-PKCC. La resina, junto con las proteinas
alli retenidas, se resolvié por electroforesis en gel de poliacrilamida y las proteinas fueron detectadas

por “western blot” empleando los anticuerpos His y Gaq descritos en el apartado 4.3.
5.2. Asociacién in vitro de Gaq y GST-MEK5.

Para este ensayo, las proteinas de fusion GST-MEK5a (Abnova) y GST purificada, a una
concentracién de 100 nM, se incubaron durante una hora con rotacién permanente y a 4°C, con la
resina glutation-Sefarosa (12,5 pl) diluidas en tampdn de unién (50mM Tris-HCl pH 7.9, 0,01% lubrol,
0,6 mM EDTA, 70mM NaCl) junto con un cocktail de inhibidores de proteasas (STl y benzamidina
100ug/ml, PMSF 200ug/ml y aprotinina 8ug/ml) en un volumen final de 100 pl. Pasado este tiempo se
afadié la proteina recombinante Goq a una concentracién final de 10 nM y la mezcla se incubd
durante toda la noche a 4°C con rotacién permanente. Después de este tiempo la muestra se sometié a
centrifugacién (5 minutos 1000xg) y se realizaron seis lavados de la resina con 500 pl de tampon de
unién. La resina junto con las proteinas alli retenidas se resolvid por electroforesis en gel de
poliacrilamida. Las proteinas de fusién fueron visualizadas mediante “western blot” empleando los

anticuerpos Gaq y GST descritos en el apartado 4.3.
6. Microscopia.
6.1. Microscopia confocal (LCSM Laser Scanning Confocal Microscopy).

A diferencia de la microscopia de fluorescencia, donde las muestras son uniformemente
iluminadas, en la microscopia confocal (LCSM) las lentes del microscopio enfocan el laser en un Unico
punto de la muestra (punto focal). El l&ser se mueve rdpidamente punto por punto para generar la

imagen que es recogida por un detector y mostrada en la pantalla del ordenador.

Las iméagenes de confocal han sido realizadas con el sistema de confocal de Leica SP2 AoS

(Microscopy Imagen Center, University of Bergen, Norway), equipado con el laser BD (Blue diode), el
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laser Ar/ArKr (lon Argon/Kriptonita Argon) y el laser He/Nel (Helio/Neonl). Cada l&ser emite un haz de

luz a diferente longitud de onda permitiendo la visualizacién de las muestras fluorescentes.
6.2. Inmunofluorescencia.

Para el andlisis de la localizacién de Gogq y PKC{ se llevaron a cabo ensayos de

inmunofluorescencia en células NIH3T3-m1.

Las células fueron sembradas en una placa p60 (106 células por placa) para ser transfectadas con
el vector de expresion pcDNA3.1-HA-PKCE, como se explica en el apartado 2.3 de esta secciéon. 24
horas después de la transfeccién las células fueron levantadas con tripsina y sembradas en pocillos de
M12 que contenfan un cubreobjetos cubierto de polilisina (10° células por pocillo). Los cubreobjetos
fueron sumergidos en etanol y flameados para su esterilizacién antes de cubrirlos con polilisina durante
10 minutos. La polilisina fue lavada dos veces con agua y la placa se dejoé secando antes de sembrar las
células. Pasadas 24 horas se procedié con la estimulacién de las células con carbacol 10uM durante una
hora a 4°C, para permitir que el agonista se uniera a los receptores ml(Ach)R pero evitando la
internalizacién de los mismos. Pasado este tiempo las células se incubaron a 37°C durante distintos
tiempos (2, 5 y 15 minutos). Se realizé un lavado con PBS y se afiadié formaldehido al 4% durante 15
minutos a 4°C para la fijacion de las células. Después de tres lavados con PBS, las células se incubaron
durante una hora y a temperatura ambiente en PBS 0,5% BSA, 5% suero de cabra y 0,5% NP-40,
consiguiendo asi la permeabilizacién de las células y el bloqueo de sitios inespecificos. A continuacién se
incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en el mismo tampdn de bloqueo (anti-Gag/11
policlonal diluido 1:50 y anti-HA monoclonal diluido 1:200) durante una hora a temperatura ambiente.
Se realizaron tres lavados con PBS 0,5% BSA 0,1% tween-20 y se procedié a la incubaciéon de los
anticuerpos secundarios durante otra hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios
empleados fueron anti-inmunoglobulina de conejo acoplado a Alexa Fluor 488 y anti-inmunoglobulina
de raton acoplado al colorante Texas Red, ambos diluidos 1:200. Finalmente, se realizaron tres lavados
con PBS 0,5%BSA 0,1% tween-20 y dos lavados con sélo PBS. Los cubreobjetos fueron colocados en

portaobjetos con 7 ul de medio de montaje (vectashield de Vector Laboratories).

Las imé&genes de confocal se obtuvieron con el sistema de confocal de Leica SP2 AoS
(Microscopy Imagen Center, University of Bergen, Norway). La proteina Gaq marcada con Alexa 488
se visualizé6 empleando el laser Ar/ArKr a 488 nm y la proteina HA-PKC{ marcada con Texas Red se

visualizdé empleando el laser He/Nel a 543 nm.
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6.3. Transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET).

Se han llevado a cabo experimentos de imagen utilizando transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer), también Ilamada
transferencia lineal, durante una estancia de dos meses en el Molecular Imaging Center (MIC) de la

Universidad de Bergen (Noruega).

La transferencia de energia ocurre sélo a muy corta distancia entre dos estados de excitacién
electrénica de dos moléculas fluorescentes, en la que la longitud de onda de emisién de una de ellas
coincide con la de excitacién de la otra. Asi, la sefial FRET es inversamente proporcional a la sexta
potencia de la distancia entre los dos fluorocromos, por lo que sélo puede producirse cuando estédn
muy proximos, resultando una técnica altamente sensible para el estudio de la interaccién entre

proteinas.

Existen diversas técnicas de microscopia empleadas para analizar la cantidad de FRET. Una de
las mas sencillas es blanquear al aceptor (FRET after photobleaching), excitando con el laser a maxima
potencia, de forma que el fluorocromo pierde su capacidad de absorber o emitir méas energia. De esta
forma se bloquea la transferencia de energia desde el donador hacia el aceptor y por tanto, el donador
recupera fluorescencia. Este incremento en la intensidad del donador estad directamente relacionado con

la eficiencia de FRET:
%FRET= [(postDONADOR-preDONADOR)/postDONADOR]x100

Pre- y Post- DONADOR se refiere a la intensidad de la fluorescencia del donador antes y

después de blanquear al aceptor.

Para llevar a cabo los experimentos de FRET disponemos de las construcciones CFP-Goq
silvestre, CFP-GaqR183C, la cual es activa constitutivamente, y YFP-PKC(. Para la excitaciéon de CFP-
Gaq se empled el laser BD (Blue Diode), el cual emite a una longitud de onda de 405 nm. Debido a los
reducidos niveles de expresion de CFP-Gaq fue necesario emplear el laser a una intensidad del 50%.
Para la excitacién de YFP-PKC( se empled el laser Ar/ArKr, el cual emite a una longitud de onda de 488
nm. En este caso, una intensidad del 15% fue suficiente para visualizar YFP-PKCC. Para conseguir

blanquear al donador YFP-PKC( se empled el laser Ar/ArKr a una intensidad del 100%.

Se realizaron dos experimentos independientes transfectando las siguientes parejas de proteinas:

CFP-Gaq silvestre/YFP-PKCE, CFP-GaqR183C/YFP-PKCL y, como controles negativos, CFP/YFP-PKCC,
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CFP-Gagq silvestre/YFP y CFP/YFP. 48 horas después de la transfeccién se procedié con la fijacién de las

células con formaldehido al 4%. Se analizaron 12 células en cada condicién.
7. Modelo animal de hipertrofia cardiaca.

La generacién de ratones deficientes en PKC{ de la cepa SV129) (a partir de ahora
denominados ratones PKCC-/-) ha sido descrita anteriormente (Leitges y cols. 2001). Los animales fueron
mantenidos en condiciones libres de patégenos y todos los experimentos fueron realizados siguiendo la
normativa de la Convencién Europea para la proteccion de animales vertebrados utilizados en
experimentacion u otros propdsitos cientificos (Directiva 86/609/EEC) y con la autorizacién del Comité

Bioético de la Universidad Autébnoma de Madrid.

Se emplearon ratones silvestres y PKCC-/- de sexo masculino y de 32 semanas de edad. Para la
induccién de la hipertrofia cardiaca se les administré de forma crénica angiotensina Il (Angll) disuelta en
tampén fosfato salino (PBS), durante 14 dias, mediante la implantacién subcutdnea de mini-bombas
osmoticas (modelo 2002, Alza Corp., Mountain View, CA) a una dosis de 432 pg/kg/dia. La
administracién de angiotensina 1l es un modelo bien establecido para la induccidon de hipertrofia
cardiaca (Braz et al., 2003; lkeda et al., 2005). Para la implantacién de las minibombas dorsalmente los
animales fueron anestesiados con isofluorano como se describe en Braz et al, 2002. Como control
negativo el mismo nimero de animales silvestres y PKC{-/- fueron tratados con PBS. Se emplearon

cuatro animales para cada condicién.

Pasados los 14 dias de tratamiento se realizd el anélisis de distintos marcadores hipertroficos

para comprobar la validez de nuestro modelo animal de hipertrofia cardiaca.
7.1. Medida de los niveles en plasma del factor natrurético del atrio (ANP).

Se extrajeron aproximadamente 50 pl de sangre de cada animal con el fin de medir los niveles
plasméticos del péptido pro ANP, los cuales correlacionan con los niveles de secrecién crénica de ANP.
Para ello seguimos el protocolo de un ensayo de ELISA comercial (proANP EIA, Alpco Diagnostics,
Windham, NH).

7.2 Electrocardiograma (ECG).
Para el registro del ECG se empleo un sistema no invasivo que permite realizar las medidas con
los animales conscientes [ECGenieTM ECG Screening System (Mouse specifics, Inc., Boston MA)] en

colaboracién con el Dr. Michel Herranz (IBMCC-USAL-CSIC). La actividad eléctrica del corazén es
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medida por unos electrodos situados en una
plataforma en la que se coloca al ratén. La
adquisicién de datos y su representacién gréafica se
llevo a cabo tal como describen Chu y cols. 2001.
De esta forma se cuantificaron los distintos
componentes del electrocardiograma: onda P, onda

T, complejo QRS, segmento QR, segmento ST e

intervalo QT.

0L Niucse Specifics, Inc.
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7.3. Relacién masa del

corazén/masa del cuerpo.

Para determinar si el tratamiento ha tenido

éxito en la induccién de hipertrofia se extrajo el

corazén de los animales y se procedid a su pesado.
La relacién masa del corazén/masa del cuerpo expresada en mg/g, asi como, la relacién masa del
corazén/longitud de la tibia expresada en mg/mm, se utiliza para establecer si ha tenido lugar un

aumento en la masa del miocardio.

7.4. Pardmetros morfométricos del corazén.

Tras la extraccibn de los corazones se procedid a su fijacion sumergiéndolos en
paraformaldehido al 4% en PBS durante cuatro horas minimo. Pasado este tiempo se procedié a su

inclusiéon en parafina.

Para llevar a cabo las tinciones con hematoxilina/eosina se elaboraron cortes histolégicos de
5um de grosor en un microtomo (Prolab). Posteriormente, y tras el desparafinado, se tifieron siguiendo

el protocolo de la casa comercial (Sigma).

Una vez realizados los cortes, fueron fotografiados (NIKON coolpix 7900) para el posterior
anélisis y procesamiento de las imé&genes con el programa Image) (NIH). Este programa permite medir
las imagenes teniendo en cuenta la relacién de pixeles/cm. De esta forma, se pudo cuantificar el &rea del

ventriculo izquierdo respecto al 4rea total del corazén.
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7.5. Microarrays GeneChip de Affymetrix.
7.5.1. Purificacién de ARN de los corazones.

Se purificd el ARN total de corazones de los ratones wt y PKC(-/-, tratados y no tratados con
angiotensina, utilizando el kit RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen). Este kit estd dirigido a la
purificacién de ARN de tejidos ricos en fibra, como es el tejido muscular. Para la homogenizacién vy
disrupcién del tejido, se utilizd el sistema de MixerMill 301 (Restch), que permite una fécil,
reproducible, y éptima extraccién de &cidos nucleicos a partir de érganos y tejidos. Tras la purificacién,
se hizo un perfil de integridad utilizando el sistema de electroforesis microfluidico Bioanalyzer 2100
(Agilent). Todas las muestras analizadas cumplieron los criterios minimos de integridad, con valores de
RIN (RNA Integrity Number) superiores a 7.6, por lo que se decidié continuar con los experimentos de

microarrays.
7.5.2. Biochips de expresién génica.

Se decidi6 utilizar el sistema de microarrays GeneChip de Affymetrix (www.affymetrix.com).
Un total de 5 ug de ARN total de cada muestra fue enviado al Servicio de Gendémica del Parque
Cientifico de Madrid (Universidad Complutense de Madrid). La preparacién de las dianas, hibridacién,
lavado y tincién de hizo segln protocolos estdndar de la plataforma de Affymetrix. Brevemente, se
sintetiza ADN de doble cadena desde el ARN total. Luego, desde el ADN complementario (ADNc), se
hace una transcripcién in vitro para producir ARN complementario (ARNc) marcado con biotina. El
ARNc se fragmenta antes de la hibridacién con el biochip. Para ello, se prepara un cocktail de
hibridacién, que incluye la diana fragmentada y los controles de sonda del array. La hibridacién se
realiza durante 16 horas, tiempo tras el cual se hacen los lavados y la tincién. Todo el proceso de
hibridacién, lavado, y tincién se hace de manera automatizada en la estacion fluidica. Finalmente,
mediante el software Affymetrix Microarray Suite or GCOS, se realiza el scanning de la tincién, donde

se computa una intensidad para cada celda/sonda.

El GeneChip utilizado es el Mouse Expression MOE 430 2.0, que contiene un total de 45.101

sondas y que cubre la practica totalidad del genoma murino.
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7.5.3. Anédlisis de los datos de expresién génica.
7.5.3.1 Normalizacién de los biochips.

Los archivos CEL, generados por el software de scanning GCOS, son utilizados para la
normalizacién de los experimentos de GeneChip. Se utilizé el algoritmo Robust Multichip Average
(RMA) (rmaexpress.bmbolstad.com), ampliamente utilizado por la comunidad internacional, fécil de
usar, y que estd implementado en muchos de los programas informéticos de anélisis de microarrays.
RMA consta de tres etapas de andlisis: ajuste de fondo, normalizacién de cuantiles, y finalmente
resimenes (Bolstad y cols. 2003; Irizarry y cols. 2003). Tras la normalizacién de los biochips, los
valores de expresién de cada sonda de Affymetrix se centrd alrededor de la media (media=0, y

desviacién estdndar=1), para poder comparar con los datos de expresidén de experimentos externos.
7.5.3.2. Anélisis de expresién diferencial.

Se utilizé el software para anélisis de microarrays Multiexperiment Viewer (MeV4.1)

(www.tm4.org/mev.html) (Saeed y cols. 2003). Los datos de expresién normalizada, con los valores

centrados alrededor de la media (media=0, desviacidén estdndar=1) de cada uno de los estudios, se
juntaron en una Unica tabla. Se utilizd el test de la T de student (Student T-test), y los valores de
probabilidad se calcularon asumiendo una distribucién T de los valores de expresién. A partir de los
genes seleccionados, se agruparon tanto los genes como las muestras utilizando el método de
agrupamiento jerarquico (método de vinculacién por medias, y distancia Euclidea). Para asegurar un

buen agrupamiento, muestras y genes se remuestrearon 100 veces mediante el método de bootstraping.

7.5.3.3. Andlisis funcional.

El andlisis de enriquecimiento de funciones bioldgicas se realizé utilizando la utilidad web
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)
(david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) (Hosack y cols. 2003; Dennis y cols., 2003). Brevemente, las listas de
sondas de Affymetrix sobreexpresados o regulados negativamente en hipertrofia cardiaca se cargaron
independientemente en DAVID. Posteriormente las sondas fueron convertidas a genes Unicos, y se
realizé un analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos segliin las anotaciones de la base de datos

de Ontologia Génica (GO) (www.geneontology.org). Las funciones enriquecidas en los grupos de genes

se ordenaron por relevancia estadistica, mostrdndose los 30 primeros términos.
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8. Analisis estadistico.

Los experimentos se realizaron, como minimo, tres veces y en general, cada condicién se llevo

a cabo por duplicado. Los datos se han expresado como valores medios * el error estdndar de la media

(£SEM).
El anélisis estadistico de los resultados correspondientes a diversos grupos experimentales se
realizé6 mediante el anélisis de la varianza (ANOVA) seguidos de un test de Fisher, LSD. Las diferencias

entre las medias estadisticas se analizaron mediante un test t de Student bilateral.

En ambos casos se considerd como estadisticamente significativo un nivel de probabilidad igual

o inferior a 0,05.
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1. Caracterizacién de la via de activacibn de ERK5 mediada por

receptores acoplados a Gq.

Como se ha descrito en el apartado de introduccién, agonistas que activan a receptores

acoplados a Gq o G12 (receptores muscarinicos y receptor de trombina, respectivamente) inducen una

activacion de ERK5 en células epiteliales, que es independiente de la activacién de GTPasas

monoméricas como Ras, Rho, Rac y Cdc42 (Fukuhara y cols. 2000). Sin embargo, se desconocian los

mecanismos moleculares implicados vy si esta activacién también tiene lugar en otros tipos celulares. Este

primer bloque de resultados se centra en la caracterizacién de la ruta de activacién de ERK5 iniciada

por receptores acoplados a Gq.

1.1. ERKS5 es estimulada por receptores acoplados a Gq.

Con el fin
de verificar que la
estimulacién  de
un receptor aco-
plado a proteinas
Gq induce la
activaciéon de
ERK5, empleamos
la linea celular
NIH3T3,
transfectada
establemente con
el subtipo m1 del
receptor
muscarinico  de
acetilcolina
humano,
m1(Ach)R.

células

Estas

(denominadas a

partir de ahora
NIH3T3-ml)
expresan en

A g % '
WE: ERKS = # T %
£ 60
r— Pi-ERK5 &
97 4KDa—| — _— — S S '::::ERK5 9 40
=4
0 5 10 15 30 60 E 20 I—I
Carbacol 10 uM (min) 2 g
0O 5 10 15 30 60 min
Carbacol 10 uM
B.
anti-ERK5 anti-Pi-ERK5
1:500 1:250 anti-Pi-ERK5
P , e . 1:250
pi—Eﬁﬁg:’. -. -.mkua <+—Pi-ERKS 100 KDaf — - W [ PERKS
75 KDa W 75 K| —
0 30 0 30 0 30 0 30 expasicién 0 30 0 30
prolongado

Carbacol 10 uM (min) Carbacol 10 uM (min)

Figura R1. Activacion de ERK5 por el receptor muscarinico m1. A. Células NIH-3T3-ml
que expresan el receptor muscarinico humano mil(Ach)R, fueron estimuladas con
carbacol (10uM) tras 6 horas de privacion de suero, durante distintos tiempos. Los lisados
fueron obtenidos mediante homogeneizaciéon con el tampén recomendado por la casa
comercial del anticuerpo anti-ERK5, como se describe en el apartado 4.3 de Materiales y
Métodos. El anélisis por “western blot” (apartado 4.1 de Materiales y Métodos) muestra
un cambio en la movilidad de ERK5 debido a su hiperfosforilacién en respuesta a
estimulo. El porcentaje de proteina ERK5 fosforilada frente a la proteina total se
cuantifico por densitometria y se ha representado en diagrama de barras. Los datos
recogidos en la grafica son media £ESM de tres experimentos independientes. *p<0,01
test ABNOVA seguido de test LSD Fisher. B. Lisados celulares obtenidos como en A
fueron analizados por “western blot” empleando un anticuerpo que reconoce
especificamente la forma fosforilada de ERK5 (anti-Pi-ERK5), asi como con el anticuerpo
que reconoce tanto la forma fosforilada como no fosforilada (empleado en A). Se
muestran dos tiempos de exposicion de la parte derecha del gel para una mejor
visualizacion del los resultados obtenidos con anti-Pi-ERK5.
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torno a 20.000 moléculas de receptor ml en su membrana (Crespo y cols. 1994). Aunque también
expresan otros subtipos de receptores muscarinicos (m2-m5), los cuales estan acoplados a Gi (m2 y m4)
o Gg/11 (m3 y m5), sus niveles de expresion son mucho menores que los de ml, por lo que podemos
asumir que las sefiales iniciadas por el tratamiento con carbacol, un agonista especifico de los receptores
muscarinicos, son fundamentalmente mediadas por la activacién del receptor m1 y no por el resto de
subtipos. Como muestra la figura RIA, el tratamiento con carbacol (10 pM) provoca un claro
incremento en la fosforilacién de ERK5 enddégena. El andlisis por “western blot” muestra un cambio en
la movilidad electroforética de ERK5 debido a la hiperfosforilacién de la quinasa, que comienza a los 10

minutos de tratamiento, presentando un méximo a los 30 minutos. Con el fin de confirmar que la

banda superior
- observada en la figura
= 2
Q
9 2 . I R1A  corresponde con
WE: ERKS = ®
i Q15 ERK5 fosforilad
o [CPRERKS T ada, se
1 D - .‘- <+—ERKS5 ‘9 1 . . .
KB - llevé a cabo un anélisis
0 5 10 15 30 (min) T 05 )
Angiotensina |1 100nM 2 o alternativo por “western

.0 5 10 15 30 (min)
Angiotensina 11 100 nM

blot” empleando un
anticuerpo que

reconoce
Figura R2. Activacién de ERK5 por el receptor de angiotensina Il (ATR) en
cardiomiocitos. Se realizé un cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de
raton (cepa C57BL/6) como se describe en el apartado 2.2.2 de Materiales y fosforilada. Dicho
Meétodos. 48 horas después a la extraccién, las células fueron privadas de suero
durante 6 horas para su posterior estimulacion con angiotensina Il (100nM) anticuerpo no reconoce
durante distintos periodos de tiempo. Los lisados fueron obtenidos y analizados
por “western blot” de la misma forma que se describe en la figura R1. El diagrama
de barras representa el grado de activacion referido al nivel de activacidon en lisados control que no
estado basal, cuantificado por densitometria (la cantidad de ERK5 fosforilada estéd
normalizada en funcién de la cantidad de ERKS5 total). Los datos recogidos en la han sido tratados con
gréfica son media tESM de tres experimentos independientes. *p<0,01 test .
ABNOVA seguido de test LSD Fisher. carbacol, mientras que,

tras 30 minutos de

especificamente a ERK5

ninguna banda en los

tratamiento con el agonista, se observa una banda cuya movilidad electroforética coincide con la banda
superior que reconoce el anticuerpo de ERK5 total (Figura R1B). Puesto que la sensibilidad del
anticuerpo especifico para ERK5 fosforilada es claramente inferior, en los sucesivos experimentos se ha
empleado el anticuerpo que reconoce tanto a ERK5 fosforilada como sin fosforilar, relacionando la
actividad de ERK5 con la presencia de esa banda de menor movilidad electroforética. En resumen,
podemos concluir, que en fibroblastos ERK5 es activada por receptores acoplados a Gq, con un curso

temporal similar al de otras respuestas iniciadas por GPCRs.

Con el objeto de confirmar que la activacién de ERK5 por receptores acoplados a Gq tiene
lugar en un sistema maés fisioldgico, se analizd el estado de fosforilacién de ERKS5 tras la estimulaciéon de
receptores endégenos de angiotensina I, en un cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de ratén.

Estas células expresan, de manera significativa, el receptor de angiotensina AT;R, el cual estd acoplado a
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Gq (McKinsey y Olson, 1999). De nuevo, la estimulacién (angiotensina Il 100nM) de un receptor
acoplado a Gq indujo un incremento en la fosforilacién de ERK5 con un pico de activacién a los 15
minutos de tratamiento (Figura R2). En este caso, el porcentaje de quinasa activada es menor que el
obtenido en las células NIH3T3m1, probablemente debido a que los niveles de receptores endégenos

ATR en cardiomiocitos no son comparables a los niveles de receptor exégeno m1 en células NIH3T3.

1.2. La activacién de ERK5 mediada por m1(Ach)R es independiente de tirosina

quinasas de la familia c-Src.

Tal como se ha indicado en
WB: ERK5

«— PIERK5S

la introduccién, las tirosina quinasas p—
e

—_——
100KDa — e Gy S e - T - S S

citosélicas de la familia c-Src juegan

0 510 15 30 60 0 5 10 15 3060 CcCarbacol 10 uM

un papel importante en la > > (min)
activacién de quinasas de la familia RP2/(10.8M)
MAPKs, tanto a través de proteinas
: Figura R3. La activacién de ERK5 por el receptor muscarinico
Ga, como por subunidades
P By humano ml(Ach)R es independiente de la actividad de c-Src.
(Luttrell, 2003). Por otro lado, ¢-Src Células NIH-3T3-m1 expresando el receptor muscarinico humano
o . L ml1(Ach)R, tras 6 horas de privacion de suero, fueron tratadas
también interviene en la activacion durante el tiempo especificado en la seccion 2.5 de Materiales y

Meétodos con el inhibidor PP2 (10mM) y posteriormente fueron

de ERKS en respuesta a diversos estimuladas con carbacol (10uM) durante distintos tiempos. Los

mitégenos (Sun y Cols. 2001). De lisados fueron obtenidos y analizados por “western blot” de la
. misma forma que se describe en la figura R1. Se muestra una
este modo, en células Hela el imagen representativa de 3 experimentos independientes.

tratamiento con EGF induce una

disociacion entre las proteinas Lad y MEKK2, de forma dependiente a c-Src. Esta disociacién es necesaria
para que MEKK2 pueda activar la via MEK5/ERK5. Con el objeto de evaluar la posible participacién de
la familia c-Src en la activacién de ERK5 en respuesta a carbacol, empleamos el inhibidor PP2, especifico
para estas quinasas. Como se muestra en la figura R3, el curso temporal de la activacién de ERK5, tras la
estimulacién de receptores ml con carbacol, no se encuentra afectado por la presencia del inhibidor

PP2, indicando que las quinasas de la familia c-Src no esté&n implicadas en la activacion de esta via.

1.3. La activacion de ERK5 por GPCR es independiente de mecanismos de

transactivacion del receptor de EGF.

Estd ampliamente documentado que la transactivacién de receptores con actividad tirosina
quinasa es un mecanismo que emplean los GPCRs para inducir la activacién de MAPKs, participando de
esta manera en distintas funciones celulares como proliferacién y migracién (Luttrell, 2003; Shah y cols.
2004 y 2006,). Se ha descrito que distintos receptores acoplados a Gq (receptor de Angiotensina ATiR,

receptor de la hormona liberadora de gonadotropina GnRH, etc) provocan dicha transactivacién en el
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A, ACidT8 receptor del factor de
o B 1 crecimiento epitelial (EGFR). A
- , gon | «— PIERKS su vez, este receptor ha sido
ookve | T s R | <—  ER5 o o
0 8 0500 § W0 el implicado en la activacién de
< > (min) ERK5 (Kato y cols. 1998; Diaz-
Meco y cols. 2001). Con el
B. AG1478 AG1478 objeto de determinar si la
WB: Pi-ERKI/2 : : ' activaciéon de esta quinasa a
———_————mEes o= «—PIERKIZ  través del receptor ml era
0 515 30 0 515 30 0 10 0 10 (min) consecuencia de este tipo de
) Carbacol 10 uM d :C,F 100 ng/;l transactivacién, empleamos el

inhibidor especifico para el
Figura R4. La activacién de ERK5 por el receptor muscarinico humano
m%(Ach)R es independiente de la actividad del receptor de EGF. Células receptor de EGF, AG-1478, el
NIH-3T3-m1 que expresan el receptor muscarinico humano m1(Ach)R, tras  cyal bloquea la actividad
6 horas de privacion de suero, fueron tratadas durante el tiempo
especificado en la seccién 2.5 de Materiales y Métodos con el inhibidor ~ tirosina quinasa de este
AGl1478 (250nM) y posteriormente fueron estimuladas con carbacol
(10uM en A) y carbacol o EGF (10mM, 100 ng/ml respectivamente en B)
durante distintos tiempos. Los lisados fueron obtenidos y analizados por |3 figura R4A, el tratamiento
“western blot” de la misma forma que se describe en la figura RI1,
empleando un anticuerpo que reconoce especificamente las formas  con el inhibidor no afecté la
fosforiladas de ERK1/2 (apartado 4.1 de Materiales y Métodos) ademas del S s . .
anticuerpo especifico para ERK5. Se muestran imégenes representativas de fosforilacién de ERK5 inducida

3 experimentos independientes. por carbacol por lo que

receptor. Como se observa en

podemos afirmar que la activacion de ERK5 es independiente de la actividad del receptor de EGF. Por
el contrario, el estado de fosforilacién de ERK1/2 en respuesta a EGF se redujo considerablemente en
presencia de AG1478 (Figura R4B), mientras que el tratamiento con carbacol activa a ERK1/2 de manera

independiente de EGFR o de c-Src quinasas.

Ademés, el tratamiento con el inhibidor AG1478 tampoco modifica la activacién de ERK5
inducida por angiotensina Il en un cultivo primario de cardiomiocitos neonatales (Figura R5). De esta
forma, nuestros resultados indican que, tanto en fibroblastos como en cardiomiocitos el receptor de
EGF no parece estar jugando ningln papel en la activacién de ERK5 inducida por receptores acoplados

a Gq.

1.4. La activacién de ERK5 mediada por mil(Ach)R es dependiente de

mecanismos de internalizacién.
Tras la activaciéon de GPCRs se inician también mecanismos de internalizacién, que estan

mediados por la fosforilacién del receptor por GRKs y el reclutamiento de B-arrestinas (Pierce y cols.,

2000). Ademas, B-arrestina tiene un papel de proteina adaptadora, pudiendo conectar diferentes
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GPCRs con la activacion de quinasas de la familia
¢-Src y facilitando la formacién de complejos con
componentes de las vias de sefializacién de ERKs
y JNKs, tal como se ha explicado més
ampliamente en el apartado de Introduccién. Se
ha descrito como el tratamiento con carbacol en

células MDCK, induce inicialmente una alta tasa
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ARG «— ERKS
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AG1478

Figura R5. La activacion de ERK5 por el receptor de
angiotensina AT|R es independiente de la actividad

del receptor de EGF. Se realizé un cultivo primario
de internalizacién del receptor ml, con un 15% de cardiomiocitos neonatales de ratén (cepa
C57BL/6) como se describe en el apartado 2.2.2 de
Materiales y Métodos. 48 horas después a la
extraccién, las células fueron privadas de suero
durante 6 horas y tratadas durante el tiempo
especificado en la seccion 2.5 de Materiales y
Métodos con el inhibidor AG1478 (250nM), para su
posterior estimulacion con angiotensina Il (100nM)
durante distintos periodos de tiempo. Los lisados
fueron obtenidos y analizados por “western blot” de
la misma forma que se describe en la figura R1.

de receptor internalizado a los 2 minutos, un
50% a los 15 minutos y practicamente el 100% a
los 30 minutos (Shmuel y cols. 2007). Con el
objeto de determinar si la internalizacién del
receptor era necesaria para la activacién,
relativamente tardia, de ERK5 inducida por
carbacol en células NIH3T3ml, llevamos a cabo
nuestros experimentos utilizando tres métodos distintos para bloquear los mecanismos de
internalizacion, el tratamiento con monodansilcadaverina, que inhibe la via endocitica dependiente de
clatrina, en la que arrestina dirige el secuestro de receptores (Pierce y cols., 2000); la estimulacién en
presencia de altas concentraciones de sacarosa o la estimulacién a 4°C (Park y cols. 1988). En la figura
R6 se muestra como todos estos tratamientos bloquean totalmente la activacién de ERK5 inducida por

un receptor acoplado a Gq.

Figura R6. La activacién de ERK5 en

WB: ERKS

&a «—PIERKS5 respuesta a carbacol es dependiente de
100kpa —{ (D NS SN0 @MW |«—ERKS los mecanismos de internalizacién.
\WB: Pi-ERK/2 Células NIH-3T3-m1 que expresan el
= = ¢ pi £rii/2 receptor muscarinico l}um.ano ml1(Ach)R,

ITKDa—] == - - - tras 6 horas de privacion de suero,
e fueron tratadas durantes los tiempos
. especificados en el apartado 2.5 de

37k0s —| > @D G @ +—ERK/2 Materiales y Métodos con monodan-

4+ Carbacol 10 uM (30min) silcadaverina (MDC, 300 pM), sacarosa
(750 mM) o estimuladas a 4°C con el fin
de inhibir los mecanismos de
internalizacion antes de ser estimuladas
con carbacol (10 puM) por distintos
periodos de tiempo. Los lisados fueron
obtenidos y analizados por “western
blot” de la misma forma que se describe
en la figura Rl. Se muestran imagenes
representativas de 3  experimentos
independientes.

- + -

MDC
300uM

WE: ERKS

+—PiERKS

-4 4 - - R emea e 4—[CRKS

e, S

100KDa—

O 10 30 60 0O 10 20 60 O 10 30 60
+—r t—r —>

control Sacarosa 4°C
750mM

En este sentido, estd descrito que la internalizacién del receptor de NGF, TrkA, mediada por la

proteina adaptadora p62 (atypical protein kinase C-interacting protein p62/ZIP), es necesaria para la
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activacion de ERK5 en células de origen neuronal (Geetha y cols. 2003). Nuestros resultados sugieren
que un mecanismo similar podria estar participando en la activacién de ERK5 mediada por el receptor

ml.

1.5. La sobreexpresién de un mutante de Gaq activo constitutivamente es

suficiente para provocar la activacién de ERK5.

Con el fin de comprobar que la estimulacién de la subunidad Goq, y no subunidades Py

también liberadas tras la activacion de GPCRs, estaba directamente implicada en la estimulaciéon de

Figura R7. La activacién de ERK5 es inducida por mutantes de Gaq
activos constitutivamente. A. Células NIH-3T3-m1 fueron

\WB: ERKS Vo = f
PIERKS transfectadas transitoriamente con los plésmidos de expresion de

' ::ERKS GagR183C y GaqQ209L/R256A/T257A como se explica en el

o apartado 2.3 de Materiales y Métodos. GagR183C es activo

WB: Gug/ip2 constitutivamente y GaqQ209L/R256A/T257A ademas de ser activo
constitutivamente ha perdido la capacidad de interaccionar con PLCP.

37KDa —| - e <+ Coq Los lisados fueron obtenidos de la misma forma que se describe en la

figura R1. El andlisis por “western blot” de la cantidad de ERK5

PcDNALII e W W fosforilada y de la expresién de los mutantes Gaq se realizé como se
AqR183C = =k = describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos. En la figura,
OgQ209L-AA = representativa de tres experimentos independientes, se muestra como

la expresion de estos mutantes induce una activacion en ERK5.

ERK5, utilizamos un mutante de Gaq activo constitutivamente, GaqR183C, que ha perdido la
capacidad de hidrolizar el GTP, que fue sobreexpresado en las células NIH3T3m1. Nuestros resultados
indican que este mutante induce la activacién de ERK5 en ausencia de agonista (Figura R7). Por tanto,
parece que de algiin modo la activacién de Gaq es suficiente para iniciar los mecanismos implicados en

la estimulacién de ERK5.

La fosfolipasa C B (PLCB) es el efector mejor caracterizado de Goaqg. Tras la activacién del
receptor y el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Gaq, ésta se disocia del dimero By siendo
capaz de activar a PLCP. Estd ampliamente descrito que esta fosfolipasa hidroliza fosfolipidos,
generando sn-1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IPs). El IP; es responsable de la
liberacién del Ca?+ almacenado en el reticulo, que junto con el DAG inducen la activaciéon de las
familias de proteinas quinasas C clasicas y nuevas (PKCc y PKCn). Existen multiples ejemplos del papel
que PLCP juega en la activaciébn de MAPKs inducida por receptores acoplados a Gq (Goldsmith vy
Dhanasekaran, 2007), por lo que quisimos analizar la posibilidad de que esta fosfolipasa interviniera en
la activacién de ERK5 via GPCRs. Para ello utilizamos una construccion de Gaq en el que los

aminodcidos implicados en la interaccién con PLCPB han sido sustituidos por alaninas (R256A/T257A),
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Figura R8. La activacién de ERK5 en respuesta a carbacol es independiente de la activacién de PLCB. Células
NIH-3T3-m1 que expresan el receptor muscarinico humano mil(Ach)R fueron tratadas con el inhibidor
especifico para PLCB, U73122 (apartado 2.5 de Materiales y Métodos) antes de ser estimuladas con carbacol
10 uM durante 30 minutos. En la figura se muestra como dicho tratamiento no afecta al nivel de activacion de
ERK5 en respuesta a carbacol mientras que la activacion de ERK1/2 si se encuentra bloqueada. El analisis por
“western blot” de ERK5 y ERK1/2 fosforilada se realizé como se describe en el apartado 4 de Materiales y
Meétodos. El diagrama de barras representa el grado de activaciéon de ERK5 referido al nivel de activacién en
estado basal, cuantificado por densitometria (la cantidad de ERK5 fosforilada estd normalizada en funcién de
la cantidad de ERK5 total). Los datos recogidos en la grafica son media +tESM de tres experimentos
independientes.

lo que impide su unién a PLCB (Venkatakrishnan y Exton, 1996) y a su vez es activo constitutivamente
porque presenta una mutacién puntual (Q209L) que le impide hidrolizar el GTP. Pudimos observar que
la sobreexpresién de este mutante GaqQ209L/R256A/T257A provoca la misma activacion de ERK5
que GaqR183C (Figura R7). Para confirmar que PLCP no participa en la estimulacién de ERK5 mediada
por Gagq, analizamos el efecto de un inhibidor especifico de PLCB, U73122, sobre la activacién de ERK5
inducida por carbacol. En la figura R8 se observa como el tratamiento con este inhibidor no bloquea la
activaciéon de ERK5 en respuesta al agonista, mientras que, por el contrario, la activacién de ERK1/2 si
parece ser dependiente de las sefiales iniciadas por PLCB. En resumen, nuestros resultados muestran que
la activacién de ERK5 a través de Gaq es independiente de la activacién de PLCP y por tanto de las

sefiales que esta proteina inicia.
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2. Asociacion especifica entre la subunidad Goq y la proteina

quinasa C atipica, PKCC.

La proteina quinasa CC (PKC() forma parte, junto con PKCv/A, de la subfamilia de PKCs atipicas.

Al contrario que las PKCs clasicas o nuevas, la activacion de las PKCs atipicas no depende de Ca?* ni de

DAG. Se ha descrito que estas quinasas participan en la via de activacion de ERK5 en respuesta a EGF

IP: HA IP: Gagq
WEB: Guag/m bl
46KDa—] -— w4 Cag h - = |4 PKCE
66KDa —| v
WB: HA WEB: Gag/n
97.4KDa— pKCE 46KDa—| -w <« G
85KDa— a0 '. !4_ H’ .
HA-PKCC, + - + - + HA-PKC + - + = +
qu o + 4+ — - GqWT - + + = =
GqgR183C R GqgR183C - = =+ +
7 4
6
P _5 g3
b —= o C
204 2 2
g5 3 e85l
. ("] W <
Y 2 8wt
ol 1 -4
g >
0 0
GgWT GCgR183C CqWT GgR183C
B Lisados _
UB: HA _ _
7. 4KDa gl = wd | 4— PKCC
66KDa—
\WEB: Gag/n
46KDa— —— — GU.CI
HA-PKCz + - + - +
CgWwT - + + - -
GqgR183C - - - + +

Figura R9. Asociacién entre PKCE y Gag. PKCE se une preferentemente al estado
activado de Gaq. Células Cos-7 fueron transfectadas transitoriamente con los
plasmidos de expresion de Gagq silvestre (GgWT) Gogq activa constitutivamente
(GgR183C) y HA-PKCL como se describe en el apartado 2.3 de Materiales y
Métodos. 48 horas después de la transfeccion las células fueron homogeneizadas
con el tampén de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Los lisados
fueron inmunoprecipitados con los anticuerpos HA (12CA5) y Gaq (C19) vy la
presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como los niveles de
sobreexpresion en los lisados se analizaron por “western blot” como se describe en
el apartado 4 de Materiales y Métodos. Los resultados se normalizaron por la
cantidad de HA-PKCE o Gagq total inmunoprecipitada en cada caso, y la asociacion
entre Gaq wt y PKCC se tomod como condicién basal. Los datos recogidos en las
gréficas representan la media £ESM de tres experimentos independientes.
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(Parmentier y cols. 2006) en células vasculares. De este modo, PKC( participa en distintas respuestas
iniciadas por receptores acoplados a Gqg, como es el control de la proliferacién celular (Muscella y cols.
2003; Godeny y Sayeski, 2006; Godeny y Sayeski, 2006; Parmentier y cols. 2006), la regulacién de la
bomba Na*/K* (Marsigliante y cols. 2003), de canales de K* (Cogolludo y cols. 2003), de la
desgranulacién en eosindfilos (Kato y cols. 2005) o de la adhesién celular y la hipertrofia en células

vasculares (Parmentier y cols. 2006).

Basdndonos en todos estos antecedentes, nos planteamos la posibilidad de que PKCC estuviera

interviniendo en la activacion de ERK5 a través de receptores acoplados a proteinas Gq.

2.1. PKC( se asocia preferentemente al estado activado de Gag.

Se ha descrito que Gaq es capaz de interaccionar directamente con su efector clasico, PLCJ
(Dowal y cols. 2005 y referencias en este articulo), asi como con otros menos establecidos como los

factores intercambiadores

de nucleétidos de Rho 1P: HA _ Lisados
(Booden y cols. 2002, § \UB: HA WB: HA -
Lutz y cols. 2005) o la 75KDa —| e «—PKCC 75KDa — b e = [¢—PKCC
tirosina kinasa de Bruton,
WB: Gag/n WB: Gag/n
BTK (Bence y cols. 1997). 37KDa —] e e [4—Guq —— e 4— Cogq
Con el objetivo de pKREE - o
HA-PKCL & ok HAPKCC - - + + +
determinar  si  PKC( e i = I B CalT o = & .4 =
) CqQ209L - 4 - - 4 GqQR209L
podria ser un nuevo R256A/T257A R256A/T257A + - - %

efector de Gog, se

Figura R10. PKC( se asocia con el mutante de Gaq incapaz de interaccionar con
PLCB. Células Cos-7 fueron transfectadas transitoriamente con los plasmidos de
asociacién entre ambas expresion de Gagq silvestre (GgWT), Gaq activa constitutivamente y defectiva en
su interacciéon con PLCB (GqQ209L/R256A/T257A) y HA-PKCC como se describe
en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. 48 horas después de la transfeccion

analizé la posible

proteinas. Para ello se

realizaron experimentos las célglas fueroln homogenei.zadas con el t.ampén de Ii'si§ RIPA (apartado'4.2 de
Materiales y Métodos). Los lisados fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo
de coinmunoprecipi- HA (12CA5) y la presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como los

niveles de sobreexpresién en los lisados, se analizaron por “western blot” como

tacién en células Cos-7, se describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos.

sobreexpresando  Gaq

silvestre o el mutante activo constitutivamente, GaqR183C, junto con HA-PKCE. Como se muestra en la
figura R9, PKCC es capaz de asociarse con las dos formas de Gaq, y lo hace con mayor intensidad en el
caso del mutante activo constitutivamente. Estos resultados concuerdan con la hipétesis de que PKCE
puede actuar como un efector de Gaq y como tal, interacciona preferentemente con la forma activa de

Gag.
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Figura RIl. PKC{ no se asocia a otros subtipos de
subunidades Ga. Células Cos-7 fueron transfectadas
transitoriamente con los plasmidos de expresion de Gag,
Gas, Gail, Ga12 y HA-PKCE como se explica en el apartado
2.3 de Materiales y Métodos. 48 horas después de la
transfeccion las células fueron homogeneizadas con el
tampén de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y
Métodos). Los lisados fueron inmunoprecipitados con el
anticuerpo HA (12CA5) y la presencia de proteinas en los
inmunocomplejos, asi como su sobreexpresion en los lisados
fue analizada como se describe en el apartado 4 de
Materiales y Métodos.

Ademés, comprobamos que PKC(
mutante

R10),

asociarse  al

GagqQ209L/R256A/T257A

es capaz de
(Figura
incapaz de interaccionar con PLC[B pero
que, como se ha mostrado en el apartado
1.5, mantiene la capacidad de activar a
ERK5. Estos resultados indican que PKC(C y
PLCB se asocian de modo diferente con la
proteina Gaq, probablemente uniéndose
en distintas regiones de esta proteina.

2.2.

Otras familias de

subunidades Go. no se asocian con

PKCC.

Existen, al menos, 17 genes de
subunidades Ga, que han sido clasificados
en cuatro subfamilias basdndose en la
homologia que presentan en su secuencia
de aminoé&cidos. Estas subfamilias son Gaos
(Gas y Gaolf), Gai (Gail, Gai2, Gais,
Gooa, Goos, Gat-1, Gat-2 y Gogust), Gai2
(Ga2 y Gai3) y Goq (Gaq, Gan, Gal4,
Gai5 y Gale) (McCudden y cols. 2005).
Con el fin de analizar la capacidad de PKC(
para interaccionar con distintas subunidades
Ga, escogimos un miembro representativo
de cada subfamilia y se llevaron a cabo
ensayos de coinmunoprecipitacién entre
las distintas subunidades Go y HA-PKCC,
en células Cos-7, con ambas proteinas
sobreexpresadas. En la figura RI11 se
muestra cdmo PKC{ sdlo es capaz de

coinmunoprecipitar con la subunidad Gaq,

sin que se detecte ninguna asociacién en el caso de las subfamilias Gai, Gas y Ga12. Por tanto, nuestros

resultados sugieren que la asociacién entre Gaq y PKC( es especifica.
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2.3. Gaq no interacciona con la proteina quinasa C atipica PKCi/A.

La subfamilia de las proteinas quinasas C atipicas estd compuesta por dos miembros, PKC{ que

se expresa de manera ubicua, y PKCVA, que se expresa en numerosos tejidos. Ambas isoformas

presentan un 72% de homologia en su secuencia (Diaz-Meco y cols 2000), por lo que muchas veces

resulta complicado determinar realmente cudl de las dos estd mediando una funcién celular concreta o

determinar si sus funciones son redundantes. Mediante ensayos de coinmunoprecipitacién con las

proteinas sobreexpresadas en células Cos-7, quisimos comprobar si Gaq es capaz de asociarse a PKCi/A.

En la figura R12 se puede observar que Gaq sélo se asocia a PKC(, confirmando de nuevo la

especificidad de la asociacién Gaq/PKCC.
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+
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>
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<+— Gouq

Figura R12. Gaq no se asocia a PKCA, el otro
miembro de la subfamilia de las PKCs atipicas.
Células Cos-7 fueron transfectadas
transitoriamente con los pldsmidos de expresién
de Gog, HA-PKCE y HA-PKCA como se explica
en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. 48
horas después de la transfeccion las células
fueron homogeneizadas con el tampén de lisis
RIPA (apartado 4.2 de Materiales y Métodos).
Los lisados fueron inmunoprecipitados con el
anticuerpo  HA (12CA5) y la presencia de
proteinas en los inmunocomplejos, asi como su
sobreexpresion en los lisados fue analizada
como se describe en el apartado 4 de Materiales
y Métodos. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos
independientes.

91



)

RESULTADOS

2.4. El tratamiento con un agonista de GPCR incrementa la asociacién entre

Gaq y PKCC.

El incremento de la asociacién entre PKCC y el mutante activo constitutivamente GaqR183C,

observado en el apartado 2.1, sugiere que la activacién de un GPCR acoplado a Gq, que promueve la

estimulacién de Gaq, podria modular su asociacién con PKC(, de la misma forma que se ha observado

para otros efectores de subunidades Ga. Con el fin de comprobar esta hipdtesis, en primer lugar

realizamos experimentos de coinmunoprecipitacién en células Cos-7 transfectadas con Gaq silvestre,

A.
IP: Gug
WEB: HA * »
«PKCC
WEB: CGag/m
- +Gaoq
0 2 5 10 15
Carbacol 10uM (min)
B.
6
) IP: PKCE R gl
WB: Gaa/i ‘ =
S e s b <« Gauq )
& 4 8
WE: PKCZ

0 5 10 15 30
Carbacol 10 uM (min) r ”

veces respecto al control
)
T

0O 5 10 15 30
Carbacol 10 uM (min)

Figura R13. Lla activacién del receptor muscarinico humano mil(Ach)R
provoca un incremento en la asociacién de las proteinas Gaq y PKC(, tanto
sobreexpresadas como endégenas. A. Células Cos-7 fueron transfectadas
transitoriamente con los plasmidos de expresién m1(Ach)R, HA-PKC(C y Gaq
silvestre como se describe en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. Tras
48 horas las células fueron privadas de suero por un periodo de 6 horas y
tratadas con carbacol (10uM) durante distintos periodos de tiempo. A
continuacion se prosiguié con su homogenizacién en tampon de lisis RIPA
para su posterior inmunoprecipitacién con el anticuerpo Gag/11 (C19) tal
como se describe en el apartado 4.2 de Materiales y Métodos. B. Células
NIH-3T3-ml, fueron privadas de suero por un periodo de 6 horas y tratadas
con carbacol (10uM) durante distintos periodos de tiempo. A continuacién se
procedié a la inmunoprecipitacion de las proteinas endégenas Goq y PKCE
tal como se describe en el apartado 4.2 de Materiales y Métodos. La
cantidad de Goq inmunoprecipitada se normalizé por la de PKCC presente
en el complejo. Los datos recogidos en la grafica son media £tESM de tres
experimentos independientes.
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en condiciones fisiolégicas tras la activaciéon de GPCRs.

2.5. Gaq y PKC{ colocalizan en membrana tras la activacién por agonista.

En la activacién de los distintos isotipos de PKCs intervienen dos mecanismos. Por un lado,
tiene que ocurrir la fosforilacién por PDKI (del inglés, 3-phosphoinositide—dependent protein kinase 1)
de una treonina presente en el bucle de activacién. En el caso de PKCC, esta treonina estd en la posicién
410. Por otro lado, debe tener lugar una interaccién con lipidos de membrana. Esta interaccion provoca
cambios conformacionales, con lo que el centro activo de la quinasa deja de interaccionar con su

secuencia pseudosustrato inhibitoria (Parker y Murray-Rust, 2004). En el caso de la subfamilia de las

Gaq | HA-PKCz Mezcla

Carbacol 10 uM (minutos)

Figura R14. El tratamiento con carbacol promueve la translocacién de PKC(E y la colocalizacién entre Gogq vy
PKCC. Células NIH3T3m1 fueron transfectadas transitoriamente con el plasmido de expresion HA-PKCE como se
describe en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. 48 horas después de la transfeccion se llevd a cabo un
ensayo de inmunofluorescencia para analizar la distribuciéon de Gaq enddgena (verde) o de HA-PKC( (rojo)
(apartado 7.2 de Materiales y Métodos). La colocalizacion de ambas proteinas se detecta por la presencia de
color amarillo en las imégenes combinadas. Los paneles de la derecha muestran en mayor detalle las areas
senaladas. La imagen es representativa de tres experimentos independientes.
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PKCs clasicas, el reclutamiento a la membrana estd mediado a través de la interaccién con diacilglicerol

(DAG). Las PKCs atipicas carecen del dominio de interaccién con DAG, pero pueden interaccionar con

otros lipidos como fosfatidil inositol, acido fosfatidico, acido araquidénico y ceramidas (Hirai y Chida,

2003). Ademas, cada isotipo de PKC es dirigido a un compartimento celular concreto a través de la

interaccién con proteinas especificas, llamadas colectivamente RACKs (Receptors for Activated C

Kinasas) (Poole y cols. 2004).
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Figura R15. El tratamiento con carbacol estimula la translocaciéon de PKCC a la
membrana. Las células mostradas en la figura R14 se sometieron a un anélisis de
la intensidad de fluorescencia en el canal rojo (HA-PKC() en una determinada
zona celular, representada por la linea azul. Se puede observar como a dos
minutos de tratamiento con carbacol los picos més altos de intensidad se
encuentran localizados en los extremos de la linea, los cuales coinciden con la
membrana celular, mientras que en el estado basal o a tiempos mas largos de
tratamiento, la intensidad se distribuye mas homogéneamente por toda la
linea, lo que coincidiria con la localizacién en la membrana y en el citoplasma.

Por estas razones,
clasicamente se considera
que la traslocacién a la
membrana de las PKCs es
equivalente a su
activacién. Con el fin de
determinar si el
tratamiento con carbacol
provoca una translocacién
de PKC({ a la membrana,
llevamos a cabo ensayos
de inmunofluorescencia en
células NIH3T3ml,
transfectadas de forma
transitoria con el pldsmido
de expresion de HA-PKCC.
En estado basal se observa
una ligera presencia de
PKCL en  membrana
donde colocaliza con
Gaq. Después de dos

minutos de tratamiento

con carbacol, la cantidad de PKC{ en membrana y su colocalizacién con Gaq incrementa de manera

considerable (Figuras R14 y R15) mientras que a 15 minutos el nivel de PKCZ en membrana es similar al

del estado basal. Es interesante destacar que este curso temporal correlaciona con el observado en

ensayos de coinmunoprecipitacién. Estos datos indican que GPCRs acoplados a Gq pueden promover

reclutamiento de PKC( a la membrana.
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2.6. Anilisis de la asociacion Gaq/PKCE mediante transferencia de energia de

resonancia (FRET).

En los apartados anteriores hemos determinado la existencia de una asociaciéon entre Gaq y
PKC{, mediante experimentos de coinmunoprecipitacién. Con el objeto de determinar si existe una
interaccién directa in vivo entre Gaq y PKCC empleamos la técnica FRET (del inglés Fluorescence
resonance energy transfer). La transferencia de energia ocurre sélo a muy corta distancia entre los
estados de excitacién electrénica de dos moléculas fluorescentes, cuando la longitud de onda de
emisién de una de ellas (donador) coincide con la de excitacién de la otra (aceptor). Asi, la sefial FRET
es inversamente proporcional

a la sexta potencia de la

. . IP Gu
distancia entre los dos “ 4 &
WB: PKC _
fluorocromos, por lo que sélo — A= pall — «—YFP-PKCE
puede  producirse  cuando WB: Guq
— — -— — «+—CFP-Gugqg
estdn muy préximos (entre 1y
0 1 2 5 10 15 30, ¢ & Y
P = Vv s
10 nm), resultando una técnica T2 8 SEE_E;EB'&C o
. Carbacol 10uM (min) J 3-: Eér N
altamente sensible para el d > 8
CFP-Gug wt + YFP-PKCZ ] a8
estudio de la interaccién entre 5,
proteinas. Lisados .
WB: PKCZ =
Para llevar a cabo los e | Y FP-PKCC
experimentos de FRET WEROH —
e - = == = <«— CFP-Gugq
utilizamos las construcciones —
e L L |
. CFP-Guqwt + YFP-PKCL, 2 U &  CFP-GuqRI83C +
- ? ¥
CFP-Gaq silvestre (CFP, del g £ 2 vEppKC
s . g
inglés  Cyan  Fluorescence % = S
.
Protein), CFP-GagR183C e ]

YFP-PKCE  (YFP, del inglés Figura R16. Asociacién entre YFP-PKCZ y CFP-Gaq. Células NIH3T3-m1

Yellow Fluorescence Protein) fueron transfectadas transitoriamente con los plasmidos de expresion

’ YFP-PKCE, CFP-Goq silvestre y CFP-GaqR183C como se describe en el

En primer lugar, mediante apartado 2.3 de Materiales y Métodos. Tras 48 horas las células fueron

) L privadas de suero por un periodo de 6 horas y tratadas con carbacol

ensayos de inmunoprecipitacion (10uM) durante distintos periodos de tiempo. A continuaciéon se

en células NIH3T3m1 prosiguié con su homogenizacién en tampén de lisis RIPA para su

’ posterior inmunoprecipitaciéon con el anticuerpo Gag/11 (C19) tal como
transfectadas con estas se describe en el apartado 4.2 de Materiales y Métodos.

construcciones, se confirmé la

existencia de una asociacién entre las proteinas YFP-PKC{ y CFP-Gagq silvestre, asi como, entre YFP-
PKCC y CFP-GagR183C (Figura R16). Al igual que los resultados obtenidos con otras construcciones,
YFP-PKC( es capaz de asociarse tanto con CFP-Gagq silvestre como con CFP-GagR183C. También en
este caso, YFP-PKC( se une preferentemente al estado activado de Gaq (CFP-GagR183C). Ademaés, el
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tratamiento con carbacol (10 uM) induce un incremento en la asociacién entre YFP-PKCE y CFP-Gaq

silvestre similar al observado en el apartado 2.4, confirmando los datos anteriores.

Existen diversas técnicas de microscopia para analizar la eficiencia de la transferencia de energia.
Una de las mas sencillas es blanquear al aceptor, excitando con el laser a maxima potencia, con lo que
el fluorocromo pierde su capacidad de absorber o emitir més energia. De esta forma, se bloquea la
transferencia de energia desde el donador hacia el aceptor y el donador recupera fluorescencia. Este
incremento en la intensidad del donador estd directamente relacionado con la eficiencia de FRET, que
viene definida por la siguiente ecuacién:

post-DONADOR - pre-DONADOR
% FRET = x 100

post-DONADOR

Dénde pre- y post- DONADOR se refiere a la intensidad de la fluorescencia del donador antes

y después de blanquear al aceptor.

Tras cotransfectar la linea celular

YFP-PKC(

CFP-GagR183C  CFP-Gaq wt

NIH3T3-m1 con las construcciones CFP-
Gagq silvestre y YFP-PKCC, se analizd, por
microscopia confocal, la expresién de

ambas proteinas en la célula. Aunque el

marcaje es débil, se confirma la presencia

Figura R17. Localizacién de las proteinas de fusién YFP-PKCC, de Gaq en la membrana celular, mientras
CFP-Gaq silvestre y CFP-GaqR183C. Células NIH3T3-ml
fueron transfectadas transitoriamente con los plasmidos de
expresion YFP-PKCL, CFP-Goq silvestre y CFP-GaqR183C tanto en el citoplasma como en la
como se describe en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. .

Se muestran tres células representativas que fueron visualizadas membrana (Figura R17). La
tal y como se describe en el apartado 7.1 de materiales y
métodos.

que PKCL presenta un marcaje més claro,

sobreexpresién de estas proteinas no
indujo ningdn cambio llamativo en la

morfologia celular, lo que sugiere que los niveles de expresidn de ambas proteinas son adecuados.

Se llevaron a cabo dos experimentos independientes como se describe en el apartado 7.2 de
Materiales y Métodos. En la figura R18 se muestra una célula representativa de cada condicién de
transfeccion. Los valores de eficiencia de FRET corresponden a la media £ESM de dos experimentos, en
cada uno de los cuales se analizaron doce células por condicion. Podemos observar que la eficiencia de
FRET es del 32% cuando las proteinas implicadas son YFP-PKC{ y CFP-Goagq silvestre y que esta
eficiencia se incrementa hasta un 48% cuando la interaccién tiene lugar entre YFP-PKCC y el mutante
activo constitutivamente CFP-GaqR183C. La especificidad de la sefial de FRET se determiné llevando a

cabo, paralelamente a cada experimento, controles negativos transfectando los vectores de expresién
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Eficiencia de
< AB - < . DB & __FRET

veepkczl  31.9% + 1.6

- .
L o -

CFPCaqRI83¢ YFRPKC? CFagr183C veepkce) 47,5% + 2,6

£,5% 7+ 1,2

YFP-PKCE, CFP vierkez)  3,8% £ 2,5

CEP-Gugiwt CEP-Guqawt 8,4% + 1.3

Figura R18. Eficiencia de FRET. Células NIH3T3ml fueron transfectadas transitoriamente con los pldsmidos de
expresion de YFP-PKCE, CFP-Gaq silvestre (CFP-Gagq wt), CFP-Gaq activa constitutivamente (CFP-
GaqgR183C), CFP o YFP, combinados como se indica en la figura. 48 horas después de la transfeccion se
procedi6 con el andlisis de FRET tal y como se describe en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos. AB, antes
del blanqueo, DB, después del blanqueo. Los porcentajes aqui mostrados son la media +ESM de dos
experimentos independientes.

de CFP y YFP. Asi, al no interaccionar entre si, la eficiencia de FRET entre estas proteinas es menor al

3%. Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante esta técnica son coherentes con los obtenidos

mediante ensayos de coinmunoprecipitacién y apoyan una vez mds su relevancia fisioldgica.

Sin embargo, en un tercer experimento utilizando las mismas condiciones de transfeccién, tanto

los controles negativos como las parejas YFP-PKC{/CFP-Gaq rindieron valores de eficiencia de FRET

97



W

RESULTADOS

cercanos al 40%. Se ha descrito que estadisticamente ocurren colisiones al azar entre los fluorocromos
en las que la transferencia de energia tiene lugar, y que la probabilidad de estas colisiones aumenta con
el nimero de moléculas presentes. Por tanto, una posible explicacién de los resultados obtenidos en
este tercer experimento es la dependencia que hay entre la eficiencia de FRET y los niveles de expresién
de los fluorocromos. Por este motivo, en el futuro nuestro objetivo es realizar transfecciones estables
con las proteinas de fusién fluorescentes, evitando asi las variaciones en los niveles de expresion vy

posibles inespecificidades en la eficiencia de FRET.

Otro factor importante a tener en cuenta a la hora de emplear la técnica de blanqueo del
aceptor es el posible artefacto descrito por Valentin y colaboradores (2005). Estos autores muestran
que las moléculas de YFP pueden transformarse en especies con un pico de emisién similar al de CFP al
ser blanqueadas con el l&ser, dando lugar a falsos positivos, proceso denominado fotoconversion. La
existencia de estas especies, denominadas CFP-like, ha sido cuestionada por otros grupos (Thaler y cols.
2006). Con el fin de comprobar este posible artefacto llevamos a cabo un experimento de FRET en el
que Unicamente transfectamos YFP-PKCC. En la figura R19 se puede observar como tras el blanqueo de
YFP-PKCE, con el laser a méxima potencia, ocurre un incremento de fluorescencia en el canal de CFP.
Cabe destacar, sin embargo, que en nuestros experimentos realizamos los controles necesarios con el
par CFP/YFP sin registrar sefial de FRET inespecifica, por lo que la aparicién de las especies CFP-like
debe ser dependiente de los niveles de expresion o de algin otro factor que desconocemos hasta el
momento. Recientemente, otros autores han confirmado la existencia del proceso de fotoconversidon
(Kirber y cols. 2007) por lo que los resultados obtenidos mediante la técnica de blanqueo del aceptor,
deberén ser revaluados. Por tanto, en el futuro planeamos realizar nuevas construcciones fusionando
tanto Gaq como PKC{ con fluorocromos distintos a CFP y YFP, con las que realizar nuevos
experimentos de FRET, tanto en células vivas (FRET “clasico”) como fijadas (blanqueo del aceptor) y asi

poder analizar la dindmica y la localizacién de la interaccién Gog/PKCC.

AB DB Eficiencia de
YEP-PKCC YFP-PKCC FRET

Figura R19. Efecto de la fotoconversién de YFP en especies CFP-like. Células NIH3T3m1 fueron transfectadas
transitoriamente con el plasmido de expresion YFP-PKCC, junto con el vector vacio pcDNA3. 48 horas
después de la transfeccion se procedié con el anélisis de FRET tal y como se describe en el apartado 7.2 de
Materiales y Métodos. AB, antes del blanqueo, DB, después del blanqueo.
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2.7. La interaccién entre Gaq y PKC( es directa.

Mediante ensayos de coinmunoprecipitacién no se puede saber si las proteinas de interés estan
interaccionando directamente o si estdn formando parte de un complejo macromolecular donde
terceras proteinas actuarian de puente. Con las cautelas ya discutidas en el apartado anterior, los
ensayos de FRET apuntan a una posible interaccién directa entre Goq y PKCE. Por tanto, para analizar
si la asociacién PKCL/Gaq estd mediada por proteinas intermedias, o si por el contrario es una unién
directa, realizamos ensayos de interaccién /n vitro con las proteinas recombinantes purificadas His-PKC(
y Gaq (Figura R20). Nuestros resultados muestran claramente que la interaccién entre Goaq y PKCC

puede ser directa y no requiere la presencia de proteinas intermedias.

WB: His
_FHiS-PKC;
Figura R20. Las proteinas Gaq y PKCE
WB: Gug/i interaccionan de manera directa. Se realizé un
e l— GG ensayo de interaccion in vitro con las
proteinas recombinantes purificadas His-PKC(
Gaq tal y como se detalla en el apartado
HisPKCZ20nM =+ Gog e e P

6.1 de Materiales y Métodos. La imagen es
Gag 20nM + + 2mM representativa de dos experimentos

Rosina independientes.

Ni-NTA-agarosa

3. Papel de PKC{ en la activacién de ERK5 inducida por receptores

acoplados a proteinas Gq.

Hemos comprobado que distintos receptores acoplados a Goqg son capaces de activar a la
quinasa ERK5 de manera independiente a la activacién de PLCB. Por otro lado hemos mostrado como
PKCC, componente de la via de activacién de ERK5 en respuesta a EGF (Diaz-Meco y cols. 2001),
interacciona directamente con Goq de manera especifica y en respuesta a estimulo. Estos datos inducen
a considerar la posibilidad de que PKCE pueda ser un efector directo de Gaq que intervenga en la
activacién de ERK5 a través de GPCR acoplados a Gaq. Asi, en el siguiente bloque de resultados se

investiga el papel que juega PKC( en la activacién de ERK5 por estos receptores.
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3.1. La activacién de ERK5 a través de receptores acoplados a Gq es bloqueada

por un inhibidor especifico de PKCC.

WE: ERKS

[ <« PI-ERK5
S b s S s | 4— ERK5

0 10 30 0 10 30 Carbacol 10 uM (min)
Pseudosustrato PKCL: - 10 uM

90 *

80 -l—_

70 |

60

O control
50 +

B 10 uM pseudosustrato
40 |

30 |

20 ¢

% de ERKS5 fosforilada

0 10 30 Carbacol 10 pM(minutos)

Figura R21. La presencia de un inhibidor especifico de PKC{ impide la
activacion de ERK5 en células NIH-3T3-ml. Células NIH-3T3-ml1 que
expresan el receptor muscarinico humano ml, tras 6 horas de privacion de
suero y a una confluencia del 80% fueron tratadas con el inhibidor
especifico de PKC( (pseudosustrato miristoilado de PKCE 10uM) como se
describe en el apartado 2.5 de Materiales y Métodos. A continuaciéon
fueron estimuladas con carbacol (10uM) a distintos tiempos. Los lisados
fueron obtenidos mediante homogeneizacion con el tampdn
recomendado por la casa comercial del anticuerpo anti ERK5 como se
describe en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. El anadlisis por
“western blot” (apartado 4.1 de Materiales y Métodos) muestra un cambio
en la movilidad de ERK5 debido a su hiperfosforilacién en respuesta a
estimulo. El porcentaje de proteina ERK5 fosforilada frente a la proteina
total se cuantificd por densitometria y se ha representado en diagrama de
barras. Los datos recogidos en la grafica son media +ESM de tres
experimentos independientes. * p<0,005 prueba t de student bilateral.

Estd descrito que
todos los isotipos de PKC
presentan un dominio
pseudosustrato que puede
interaccionar con el centro
activo  de la quinasa
manteniéndola en una
conformacién inactiva. Este
dominio pseudosustrato
libera al centro activo cuando
la PKC interacciona con
determinados componentes
de la membrana celular (Hirai
y Chida. 2003). Los dominios
pseudosustrato  de  cada
isotipo de PKC presentan
ciertas variaciones en su
secuencia, por lo que un
péptido  sintético con la
dominio

PKCC,

secuencia del

pseudosustrato  de
inhibird especificamente a
esta quinasa (Standaert y cols.

1997).

En la figura R21 se
muestra como el tratamiento
con el

péptido  pseudo-

sustrato de PKC{, en células

NIH3T3ml, induce una clara disminucién en la activacién de ERK5 en respuesta a carbacol. Asi, a los

diez minutos de tratamiento con carbacol, practicamente no se observa la fosforilacion de ERK5,

mientras que en las células no tratadas con el inhibidor, un 13% de ERK5 se encuentra fosforilada. Tras

treinta minutos de tratamiento con carbacol, el porcentaje de ERK5 fosforilada se ve reducido de un

70% a un 20% en presencia del pseudosustrato. Resultados similares fueron obtenidos con el agonista
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angiotensina 1l en cultivo primario de cardiomiocitos (datos no mostrados). Estos resultados confirman

que la actividad de PKC( es critica para la activacién de ERK5 en respuesta a carbacol.

A.
MEFs wt MEFs wt
+—>r
+PTX PTX: = = + +
g - \X.-’B:PlERKU2__=+ == le— Pi ERK1/2
== < Pi-
E 190 <4 ERK5
N
0 5 10153060 0 5 10 15 3060 0 5 0 5
Esfingosina 1 fosfato 100 nM (min) Esfingosina 1 fosfato
100 nM (min)
B.
MEFs
+—>
MEFs wt MEFs PKCC‘/' WT PKC:_'/'
WEB:PIERKI/2 :
Pi ERK1/2
| o pieres B
L | e D e = e | S ap, e SSED '
g 1o l— ERK5 —
WB:ERKI/2 | e o = |4—ERK1/2
0 51015 30 60 0 51015 30 60
Esfingosina 1 fosfato 100 nM (min) 0 5 0 5
Esfingosina 1 fosfato
100 nM (min)
2,5, .
_ O MEFs wt
2 B MEFs PKCZ-/-
c 1 L
Wy -
S g
£5 s
53
[e] m
wg 1
T g
g
g & 05
04

5 10 15 30
Esfingosina 1 fosfato
100 nM (min)

Figura R22. La activacién de ERK5 por el receptor de esfingosina 1 fosfato (SP1; y S1Ps) no tiene lugar en células
deficientes en PKCC. A. Con el fin de comprobar que el tratamiento con esfingosina 1 fosfato induce la activacion
de ERKS5, fibroblastos embrionarios de raton (MEFs wt) fueron deprivados de suero durante 24 horas, para su
posterior estimulacion con esfingosina 1 fosfato. El anélisis del estado de fosforilacion de la quinasa ERKS5 se llevo
a cabo como se describe en la figura R1. Paralelamente, para descartar la implicacion de proteinas de la
subfamilia Gai, las células fueron tratadas con toxina pertusica (PTX 100ng/ml, apartado 2.5 de Materiales y
Métodos) antes de ser estimuladas con esfingosina 1 fosfato. Se analizé también el estado de fosforilacién de las
quinasas ERK1/2 (apartado 4 de Materiales y Métodos) en las distintas condiciones experimentales. B.
Fibroblastos embrionarios extraidos de ratones deficientes en PKCL (MEFS PKCC-/-) fueron estimulados de la
misma forma que se describe en A. El diagrama de barras representa el grado de activacién referido al nivel de
activacion en estado basal cuantificado por densitometria (la cantidad de ERK5 fosforilada estd normalizada en
funcién de la cantidad de ERKS5 total). Mientras que la estimulacién de ERK5 esté ausente en células deficientes
en PKCC, el anélisis del estado de fosforilacion de ERK1/2 muestra que la activacién de estas quinasa inducida por
esfingosina-1-fosfato es independiente de PKCC.
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3.2. La activaciéon de ERKS5 a través de receptores acoplados a Gq se encuentra

bloqueada en células deficientes en PKCC.

Los resultados anteriores sugieren que la presencia de PKC({ podria ser determinante para la
activacion de la ruta de ERK5 a través de GPCRs. Para confirmar este resultado utilizamos fibroblastos
embrionarios extraidos de ratones deficientes en PKC{ (MEFs PKC(-/-). Tanto en fibroblastos silvestres,
MEFs wt, como en MEFs PKCCZ-/- no se observa activacién de ERK5 en respuesta a carbacol (resultados
no mostrados). Esta ausencia de respuesta puede ser debida a los niveles de expresién de receptores
muscarinicos en estas células, por lo que decidimos probar otros agonistas de GPCRs. Se ha descrito que
las células MEFs expresan los cinco receptores de esfingosina-1-fosfato (S1P) (Spiegel y Milstien, 2003).
Todos estos GPCRs (S1P;-S1Ps) pueden acoplarse a Gai, mientras que S1P,, S1P3;, S1P4 y S1Ps también
pueden acoplarse a Ga12 y tanto S1P, como S1P; pueden acoplarse a Gaq (Hait y cols. 2006). Pudimos
comprobar que el tratamiento con S1P en MEFs wt induce una activacion de ERK5 evidente a los 10
minutos. Ademas, la presencia de toxina pertusica (PTX) no afecta esta activacién ni su curso temporal,

por lo que podemos descartar la participacion de proteinas Gi en esta ruta (Figura R22A). Sin embargo,

4 O MEFs wt
35 W MEFs PKCz-/-
c :
0 —=
WT PKCL-/- 8
=025
\WB:ERK5 — eEriE g.. 5
- <—Pi 8™
e .b- ---4—ERK5 g % 1.5
0O 510 0 5 10 8 % 1
Angiotensina Il 100nM (min) 2 05
0

0 5 10
Angiotensina 11 100nM (min)

Figura R23. La activacién de ERK5 por angiotensina |l estd bloqueada en cardiomiocitos deficientes en PKCL.
Con el fin de determinar el papel que juega PKCC en la activacion de ERK5 mediada por el receptor de
Angiotensina Il, se llevo a cabo un cultivo primario de cardiomiocitos neonatales (apartado 2.2.2 de
Materiales y Métodos) empleando ratones de la cepa SV129) tanto silvestres (wt) como deficientes en PKCC
(PKCCE-/-). 48 horas después a la extraccion, las células fueron privadas de suero durante 6 horas para su
posterior estimulacién con angiotensina Il (100nM) durante distintos periodos de tiempo. Los lisados fueron
obtenidos de la misma forma que se describe en la figura R1, asi como el anélisis por “western blot”. El
diagrama de barras representa el grado de activacién referido al nivel de activacién en estado basal
cuantificado por densitometria (la cantidad de ERK5 fosforilada estd normalizada en funcion de la cantidad de
ERKS5 total). Los datos recogidos en la gréfica son media £ESM de tres experimentos independientes.

la fosforilacién de ERK1/2 en respuesta a S1P parece llevarse a cabo por una ruta de sefializacién distinta
a la de la activacién de ERK5, ya que la presencia de toxina perttsica si bloquea la activacién de

ERKI1/2. Muy llamativamente, en MEFs PKCC-/- no se observa activacion de ERK5 en respuesta a S1P
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(Figura R22B) mientras que la ausencia de PKCE no parece tener ningln efecto en la activaciéon de

ERKI1/2.

En concordancia con estos datos, la deficiencia en PKCE también bloquea la activacion de ERK5
en respuesta a angiotensina Il. Asi, el tratamiento con este agonista no induce fosforilacién de ERK5 en
un cultivo primario de cardiomiocitos extraidos de ratones deficientes en PKCC (Figura R23). Todos
estos resultados apuntan de forma clara hacia un papel critico de PKC( en la activacién de ERK5 a

través de receptores acoplados a Gaq en distintos tipos celulares.

4. Estudio de los mecanismos de activacién implicados en la via

Goiq/PKCE/ERKS.

Hasta el momento, hemos comprobado que la actividad de Gaq es suficiente para iniciar la via
de activacién de ERK5. Ademds, no parece que haya tirosina quinasas citosélicas, implicadas ni
mecanismos de transactivacién de receptores con actividad tirosina quinasa. A su vez, el estimulo con
carbacol, ademas de inducir la activacion de ERK5, provoca un incremento en la interaccién entre Goq
y PKCZ. Por dltimo, comprobamos que es necesaria la

presencia de PKC( y su actividad para la estimulacién

WB:ERKS
de ERK5 por GPCRs acoplados a Gg, ya que en ____________tE:fIESKS
células deficientes en PKC{ o tratadas con un
WB: T410-Pi

inhibidor especifico de ésta quinasa, la activacién de «— Pi-PKC
ERK5 se encuentra bloqueada. En este punto,

. . . . ] WB: PKCE
consideramos de interés valorar qué mecanismos

. . s S S —— | 4— PKCL
podrian estar mediando en la activacion de ERKS5 :

0 1 2 5 10
estimulada por receptores acoplados a Gq. Carbacol 10 uM (min)

4.1. Estado de activacién de PKC( en Figura R24. Estado de fosforilacion de PKC( en
su treonina 410 en respuesta a carbacol. Células

respuesta a carbacol. NIH-3T3-ml que expresan el receptor
muscarinico humano m1(Ach)R, tras 6 horas de
privacion de suero, fueron estimuladas con
carbacol (10uM) a distintos tiempos. Los lisados
fueron obtenidos y analizados por “western
blot” tal y como se describe en el apartado 4
de Materiales y Métodos. En la figura se

Como se ha comentado en la Introduccién, la

activacién de PKC({ depende de varios procesos. Por

un lado es necesario el reclutamiento de PKC( a la muestra como a los 10 minutos de tratamiento
. . se observa un cambio en la movilidad de ERK5
membrana celular, donde puede interaccionar con debido a su hiperfosforilacion en respuesta a

estimulo, mientras que la fosforilacién de la
treonina 410 de PKC{ no varia. La imagen
fosfatidico, 4cido araquidénico, ceramidas vy corresponde a un experimento representativo
de tres independientes.

distintos  lipidos (fosfatidilinositol ~ (Pl), acido

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIPs)),que provocan
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un cambio de conformacién en la estructura de PKC(, consiguiendo que el dominio pseudosustrato
libere al centro activo de la quinasa. Por otro lado, es necesario que PKC( sea fosforilada por PDKI en
su treonina 410. Presumiblemente, esta fosforilacién provoca cambios en el dominio catalitico que
exponen una segunda treonina fosforilable, la treonina 560. De este modo, ambas fosforilaciones son

necesarias para la activacion de PKCC (Hiray y Chida, 2003).

Se ha descrito que cada isotipo de PKC es dirigido a un compartimento celular concreto a través
de la interaccién con proteinas especificas. Por ejemplo, PKC( interacciona con p62, proteina andamio
que conecta a PKC{ con distintos complejos de sefalizaciéon como el receptor de TNFa o el de IL-1
(Diaz-Meco y cols., 2000). Nuestros resultados indican que Goq interacciona de manera directa con
PKCC vy las dos proteinas colocalizan en membrana, por lo que podriamos considerar que Goq tiene
una funcién similar a la de p62, manteniendo a PKC{ en un compartimento adecuado para la

activacién de ERK5. A su vez, Gaq podria inducir una activacién en PKC( a través de la activacion de

A. IP HA B.
WB: HA & GST__ =
S e e <— PKCC = B
-— | 4— MEK5u g %
WB: Gag/1n B 5
- [ . 3-]‘—0‘“! - |« HA-PKCC
WB: HA & Gag/n
Lisados -G
: Ll u
WB: HA & GST o 9
<4+— PKCC
— e D B <«— MEK5a WB: CST |l <«— CST
WB: Gag/
-— — e — — — C,uq
ogr1I83c - + - + +
HAPKCE - - + + +
GST-MEKS o + + + - +

Figura R25. PKC(, Gaq y MEK5a pueden estar presentes en el mismo complejo macromolecular. A. Células Cos-
7 fueron transfectadas transitoriamente con las combinaciones indicadas de plasmidos de expresion de
GagR183C, HA-PKCE y GST-MEK5a. 48 horas después de la transfeccion las células fueron homogeneizadas con
el tampon de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Los lisados fueron inmunoprecipitados con el
anticuerpo HA (12CA5) y la presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como su sobreexpresion en
lisados fue analizada como se describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos. B. Células Cos-7 fueron
transfectadas con los plasmidos de expresion de Gog, HA-PKCL y GST. Con el fin de comprobar que la
asociacion con GST-MEK50 no es debida a la presencia de la proteina GST, los lisados fueron
inmunoprecipitados con el anticuerpo GST (Z5) y la presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como su
sobreexpresion fue analizada como se describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos. Se muestra una
imagen representativa de tres experimentos independientes.
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PI3K (Dorn y Force, 2005) provocando la generaciéon de PIPs;, que ademés de activar a PDKI1, también

induce la salida del pseudosustrato del centro activo de PKCZ (Hirai y Chida, 2003). Asi, Goaq podria

estar encargadndose de iniciar todos los mecanismos necesarios para activar a PKCC.

Con el fin de comprobar si la activacion de GPCRs acoplados a Ggq modifican el estado de

fosforilacion de la treonina 410 de PKC(, analizamos los niveles de este fosfo-epitopo en respuesta a

carbacol en células NIH3T3ml, sin que se observaran variaciones significativas (Figura R24). Una

posible explicacién de estos resultados podria ser que la fosforilacién por PDK1 dependa de otras

sefiales que la mantengan de una manera constitutiva en estas células. Estos resultados sugieren que, mas

que promover la fosforilacién de PKCC, la funcién de Gaq seria la de actuar como proteina andamio,

conectando PKC( con otros factores necesarios para su completa activacion, asi como, posiblemente

con otros componentes de la via de activacién de ERK5.

4.2. PKCE, Gaq y MEK5a estan

presentes en el mismo complejo
macromolecular.
PKC{ forma parte de la via de

activacién de ERK5 en respuesta a EGF (Diaz-
Meco y cols. 2001). Este estimulo induce una
asociaciéon entre PKC{ y MEK5a, que es
necesaria para la activacion de ERK5, en células
EBNA293. La
PKCE/MEK5a,

inhibicidn de la interaccién

mediante la expresion

independiente del dominio PB1 de PKCC,
bloquea totalmente la activacién de ERK5 en
respuesta a EGF. Se ha descrito que PKCC y
MEK5a interaccionan a través de sus dominios
PB1, por lo que la expresién del dominio PBI
de PKC( sirve para “quelar” a MEK5a y de
esta forma bloquear la activacion de ERK5.
Puesto que PKC{ es capaz de
interaccionar con Gaq y con MEK5a, y ambas
interacciones  son

importantes para la

activacion de ERK5, quisimos comprobar si

IP: Gogq
\WB: Gag/n1
- — --|<— Goq
\WB: HA & GST — <«— PKCE
i - <+— MEK5a
Lisados
WB: Gag/n| S — | — COQ
WB: HA & GST e <+— PKCC
i e | — MEK5 1
oqR183C =~ + - + +
HAPKC, - -+ o+ 4
GST-MEK5a + * + = #

Figura R26. Gaq es capaz de asociarse tanto a MEK5a
como a PKC{. Células Cos-7 fueron transfectadas
transitoriamente con las combinaciones indicadas de
plasmidos de expresion de GoaqR183C, HA-PKC(C vy
GST-MEK5a. 48 horas después de la transfeccion las
células fueron homogeneizadas con el tampdn de lisis
RIPA (apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Los
lisados fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo
Gaq (C19), y la presencia de proteinas en los
inmunocomplejos, asi como su sobreexpresién en los
lisados fue analizada como se describe en el apartado 4
de Materiales y Métodos. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos independientes.
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Gaq y MEK5a compiten por unirse a PKCE o si, por el contrario, estas tres proteinas estdn presentes en
el mismo complejo macromolecular. En la figura R25 mostramos, como era de esperar, que tanto
MEK50 como Gaq coinmunoprecipitan con PKC{. Ademds, cuando las tres proteinas estan
sobreexpresadas conjuntamente, no se aprecia una reduccién significativa de la cantidad de MEK5a. o
de Gaq presente en los inmunocomplejos de PKC(, lo cual indicaria que no existe competencia directa
por su unién con PKCC y que estas tres proteinas pueden estar presentes en el mismo complejo
macromolecular. Por otra parte, llevamos a cabo el mismo experimento pero esta vez utilizando un
anticuerpo especifico para Gaq. Sorprendentemente, pudimos observar que MEK5a era capaz de
coinmunoprecipitar con Goq en ausencia de sobreexpresién de PKC( y, ademds, cuando las tres
proteinas estaban sobreexpresadas, la cantidad de PKC{ en los inmunocomplejos de Goq se veia
reducida, mientras que la de MEK5a permanecia constante (Figura R26). Estos datos apuntan a que las
tres proteinas pueden interaccionar entre si, apoyando la idea de que Goq podria actuar como proteina

andamio, facilitando la conexién entre PKC{ y MEK5a y favoreciendo la activacién de la via.

_|IP: Gag - 4.3. MEK5a y Gaq se asocian de
WB: Gag/m . .
=G forma independiente de PKC{ y del
WEB: HA & CST dominio PB1 de MEK5a..
- - +«—PKCZ
‘MEK5APB1— o em— —+—MEK5 ot
J e . El hecho de que Goaq coinmunoprecipite
WB: Gag/il con MEK5a en ausencia de PKC( sobreexpresada
«—Goq
WB: HA sugeria que ambas proteinas podrian asociarse de
7o forma directa, pero no descartaba que PKC(
gt — tmgﬁggpm endégena pudiera hacer de “puente” entre
agR183C - + + + - + ambas proteinas. A través de su dominio PBI,
HAPRLCL o= e = o o MEK5a, es capaz de interaccionar tanto con sus
GST-MEK5APB1T + - 4+ 4+ + -
GST-MEK5a. . . . . . + activadores, PKC{ y MEKK2, como con su

sustrato ERK5 (Diaz-Meco y cols. 2001; Seyfried y
Figura R27. El dominio PB1 de MEK5a no participa
en la asociacion con Goaq. Células Cos-7 fueron

transfectadas transitoriamente con las dominio también participa en su asociacién con
combinaciones indicadas de plasmidos de expresion

de GaqR183C, HA-PKCL, GST-MEK50 y GST- Gog, llevamos a cabo  ensayos de
MEK50APBI. 48 horas después de la transfeccion las
células fueron homogeneizadas con el tampén de

cols. 2005). Con el fin de comprobar si este

inmunoprecipitacién similares a los del apartado

lisis RIPA. Los lisados fueron inmunoprecipitados anterior, utilizando un mutante de deleccién de
con el anticuerpo Gaq (C19), y la presencia de o .
proteinas en los inmunocomplejos, asi como su MEK5a, en el que el dominio PBI ha sido

sobreexpresiéon en lisados fue analizada como se
describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos.

Se muestra una imagen representativa de tres de asociarse con PKC( (Diaz-Meco y cols. 2001).
experimentos independientes.

eliminado (MEK5a-APBT), por lo que es incapaz
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Nuestros resultados indican claramente que

el dominio PB1 de MEK5a no participa en la

(2nM)

interaccién con Gog, ya que el mutante de Glutation4B

Sefarosa

Gagq recombinante

deleccién MEK5a-APB1 coinmunoprecipita

igualmente con Gaq (Figura R27). Este resultado
o —GST-MEK5a
sugiere también que la unién de Gaq a MEK5a
podria ser directa y no debida a un efecto puente K

. . . - = [—Goqg
de PKC{ endégena. Ademaés, un dato interesante es 'y

que, al contrario que lo que sucede con la proteina - — GST

25KDa

MEK5a completa, este mutante no desplaza a PKC{ GaqlonM) +

GST-MEK5(100nM) -
GST(100nM)  + -

+ +

de su interaccién con Gaq. Una posible explicacion,
que habrd que analizar con més detalle, es que

cuando MEK5a y PKCE se encuentran préximas, Figura R28. las proteinas Gaq y MEK5a
interaccionan de manera directa /in vitro. Se

gracias al papel que ejerce Gaq como proteina realizé un ensayo de interaccién /n vitro con las
proteinas recombinantes purificadas GST-MEK5a
y Gagq tal y como se detalla en el apartado 6.2
mecanismos necesarios para la activacién de ERKS5, de Materiales y Métodos. Gaq se retiene en
presencia de GST-MEK5a y no de GST.

andamio, interaccionan entre si, iniciAndose los

lo que tiene como consecuencia la ruptura de la
interaccién Goq/PKCE. En cambio, cuando MEK5a
carece del dominio PB1, no puede interaccionar con PKC( por lo que no se iniciardn los mecanismos de
activacién de ERK5, pudiendo permanecer las tres proteinas unidas. En este contexto, con el fin de
verificar la posibilidad de que MEK5a y Goq se asociaban directamente se realizaron experimentos de
interaccién in vitro con proteinas purificadas, confirmandose la existencia de una interaccion directa

entre ambas moléculas (Figura R28).

4.4. Caracterizacion de la interfase de interaccién entre Gaq y PKCC.

Como se ha descrito en la Introduccién, la familia de quinasas GRK es la encargada de regular la
sefializacién de los GPCRs. Tras la llegada del agonista, el receptor se vuelve susceptible de ser
fosforilado por las GRKs. Como consecuencia de esta fosforilacién tiene lugar el desacoplamiento con
las proteinas G (desensibilizacion) y se inician los mecanismos de internalizacién. Por otro lado, las
isoformas GRK2 y GRK3 son capaces de interaccionar con los dimeros By. Esta interaccién tiene dos
objetivos, reclutar a las GRKs a las proximidades del receptor, dénde pueden ejercer su actividad
quinasa, y regular la sefializacién mediada por By, ya que la unién con las GRKs impide que dichas

subunidades accedan a sus efectores (Koch y cols. 1994; Bunemann y Hosey, 1998; Viard y cols. 1999).

En los dltimos diez afos, se ha caracterizado la capacidad que tienen tanto GRK2 como GRK3

de interaccionar con subunidades Gaq a través de un dominio de homologia RGS, que estas quinasas
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A. Lisado < IP: Gag >
WB: GRK2 | - . GRK2 B. IP: Goq
-«
WB: HA‘ —_— -— |<—PKC; WUB: HA | i s s e = PKC L,
4_GRK2
——— \
(lisado)
CqRIS3C + - + + + < Lisados |
PKCE =+ + + F WUB: HA [Wi———<— PKC(
GRK2WT - - - 4 -
GRK2-K220R - = = N + WE: Gorg| - . | — Goq
] WB: GRK2| ~—. —— |4~ GRK2
5
‘S RGCS
g 05t CqRI83C + + + +
< PKCE + + + +
CGRK2wt - + - -
0 GRK2-K220R- - 4+ -
CRK2-RGS - - - +
GCqR183C + : +
PKCE 4+  +  +
CRK2WT - 4 =
GRK2-K220R - 5 o

Figura R29. El dominio de homologia a RGS de GRK2 es suficiente para interaccionar con Gaq y desplazar a
PKCE. A. Células Cos-7 fueron transfectadas transitoriamente con los plasmidos de expresion de GaqR183C y
HA-PKCC junto con GRK2 silvestre o el mutante deficiente en actividad quinasa GRK2-K220. 48 horas después
de la transfeccion las células fueron homogeneizadas con el tampoén de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y
Métodos). Los lisados fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo Gag/11 (C19) y la presencia de proteinas en
los inmunocomplejos, asi como su sobreexpresion en lisados fue analizada como se describe en el apartado 4 de
Materiales y Métodos. Los resultados se normalizaron por la cantidad de Gaq total inmunoprecipitada en cada
caso, y la asociacion entre Gaqg y PKCC en ausencia de sobreexpresion de GRK2 se tomé como condicién basal.
Se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes. B. Las células fueron manipuladas
como en A pero ademés se transfecté el dominio de homologia a RGS de GRK2. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos independientes.

presentan en su mitad N-terminal (Carman y cols. 1999), conocido como dominio RH (Ribas y cols.
2007). Esta interaccién tiene como funcién secuestrar a las subunidades Goq impidiendo que accedan a
sus efectores como PLC (Ribas y cols. 2007). A pesar de que dicha interaccién se produce a través del
dominio RH de las GRKs, no parece que estas quinasas tengan ningln efecto sobre la actividad GTPasa
de la subunidad Gog. Ademés, se ha descrito que el sitio de Gaq al que se unen las GRKs, que estd més
préximo al sitio de unién con PLCB (Tesmer y cols. 2005), es distinto al que se unen las proteinas RGS
“clésicas” de Gaq (RGS2 y RGS4). De esta manera, GRK2 se une a Gaq de forma parecida a como lo

hacen otros efectores.
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Los datos obtenidos hasta el momento presentan a PKC{ como un posible nuevo efector de
Gaog. Por tanto, era de interés analizar si GRK2 era capaz de modular la interaccion Gag/PKCE, como
lo hace con la interaccion Gaq/PLCB. Para ello, realizamos ensayos de coinmunoprecipitacié, donde
pudimos comprobar que la presencia de GRK2 podia desplazar a PKC{ de su interaccién con Gaq
(figura R29A). Ademaés, este efecto era independiente de la actividad quinasa de GRK2, ya que un
mutante deficiente en dicha actividad (GRK2-K220R) provoca un desplazamiento similar. Por dltimo,
comprobamos que el dominio RH de GRK2 era suficiente para inhibir la interaccién Goq/PKC( (Figura

R29B).

Para verificar

la especificidad de este _ Lisados

+

A J

e 3 WB: GRK2
efecto, se utilizé un [P: HA 5

A
b

“mm— 4 GRK2

mutante puntual de  WEBHA

s @ 8 # | «HA- PKCC
GRK2  (GRK2-DT10A) . WB: HA
. — | 4HA- PKCL
que ha perdido la . .
capacidad de « w—a-Coq
\WB: Cag
interaccionar con Goq GagR183C + + + + ﬂ*‘—cuq
(Sterne-Marr y cols. HA-PRCC+ + 4+ +
) GRK2 - Wt DIIOA Qion Caqrigsc + + + +
2003). Efectivamente, HA-PKCZH  +  + +
DI10A
dicho mutante no GRK2 Wt DTIOA (220R

desplaza a PKC( de su
Figura R30. Un mutante de GRK2 deficiente en su interaccién con Gaq no inhibe

interaccion con  Goq la asociaciéon Gaqg/PKCE. Células Cos-7 fueron transfectadas transitoriamente con
. los plésmidos de expresion de GagR183C y HA-PKCC junto con GRK2 silvestre
(Figura  R30).  Estos (wt), un mutante deficiente en su interaccion con Gaq (GRK2-D110A) o un

resultados  confirman mutante sin actividad quinasa y deficiente en su interacciéon con Gaq (GRK2-

D110AK220R). 48 horas después de la transfeccion las células fueron

que el efecto homogeneizadas con el tampén de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y

inhibitorio de GRK2 es Meétodos). Lps lisados f’ueron inmu'noprecipitados‘ con e‘l anticuerpo HA (IZCA‘S)

y la presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como su sobreexpresién

debido a que esta en los lisados fue analizada como se describe en el apartado 4 de Materiales y

. Métodos. Se muestra una imagen representativa de dos experimentos
quinasa es capaz de independientes.

interaccionar con Gaq

y secuestrarla, impidiendo asi la interaccién entre Gaq y PKCC.

Como hemos demostrado en los apartados 4.2 y 4.3, Gaq también es capaz de interaccionar
de forma directa con MEK5a. Por tanto, nos propusimos comprobar si GRK2 ejercia un efecto
inhibitorio similar al detectado para la interaccién entre Gaq y PKCE. De nuevo, mediante ensayos de
coinmunoprecipitacién pudimos comprobar que GRK2 es capaz de desplazar tanto a MEK5a, como al

mutante de deleccion MEK5a-APB1 de su interaccion con Gaq (Figura R31). Por tanto, parece que
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GRK2 puede también desempefiar un papel regulador sobre la sefial de Gaq promovida por esta nueva

ruta de sefializacién mediada por PKC{ y MEK5a.

Seguidamente investigamos si esta atenuacién de la interaccién entre Goaq y PKCE por la
presencia de GRK2 tenia consecuencias en la sefializacién desde Gaq hasta ERK5. Sobreexpresamos en
células NIH3T3-m1 la subunidad GaqR183C, la cual hemos comprobado que induce activacién de ERK5
(Figura R7), junto con distintos formas de GRK2: la forma silvestre (GRK2wt), el mutante que carece de
actividad quinasa (GRK2-K220R), el mutante deficiente en su interaccién con Gaq (GRK2-D110A) o el
doble mutante (GRK2-D110A-K220R). Posteriormente llevamos a cabo la deteccién de ERK5 fosforilada
mediante “western blot” del mismo modo que en experimentos anteriores. En la figura R32 se muestra,
de forma coherente con los datos de asociacién, que el nivel de fosforilacién de ERK5 inducido por
GaqR183C se ve claramente reducido cuando se cotransfecta GRK2wt o GRK2-K220R. Cabe destacar

que al utilizar un sistema de transfeccién transitoria, el efecto inhibitorio de GRK2 varia de un

IPGaqg ) Lisados
WB: GST Aakaa= —
- o
75kda—  _ tMEKSu WB: GST - tMEKS!\PBl
MEK5APBT
WB: GRK2 S ————Y
75Kda—
75Kda— - miecrk2  wecrefs P [Cre2
E ———
——
WE: Gag «— CJO'C]
37Kda— ' 37Kda—{ == s s 20 |<— Gog
WEB: Gag L]
GaR1B3C - + + - + + GQRI83C - + + - + +
GST-MEKSa  + + + CST-MEKSee + + +
GST-MEK5APBI + o+ + GST-MEK5APBI + + +
CRK2ZWT - - + - - 4+ CRK2WT - - + - - +

Figura R31. GRK2 interacciona con Gaq y desplaza tanto a MEK5a como a MEK5aAPB1. A. Células Cos-7
fueron transfectadas transitoriamente con los plasmidos de expresion de GagR183C, GST-MEK5a, GST-
MEK5aAPB1 y GRK2 silvestre. 48 horas después de la transfeccion las células fueron homogeneizadas con el
tampon de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Los lisados fueron inmunoprecipitados con el
anticuerpo Goag/11 (C19) y la presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como su sobreexpresién en
los lisados fue analizada como se describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos independientes.

experimento a otro, en funcién de los niveles de expresidon obtenidos, pero el efecto es reproducible, es
decir, el nivel de activacién de ERK5 en presencia de GRK2 siempre es menor que cuando esta quinasa
no estd transfectada. La inhibicién ejercida por GRK2 es consecuencia de su capacidad de interaccionar
con Gagq, impidiendo que ésta acceda tanto a PKC{ como a MEK5a, ya que la expresién de los
mutantes deficientes en su interacién con Goq (GRK2-D110A y GRK2-D110A-K220R) no disminuyen los

niveles de ERK5 fosforilada. Estos resultados apoyan la hipétesis de que la interacciéon de Gaq con
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componentes de la ruta de sefalizacién conduce finalmente a la activacién de ERK5 en respuesta a
agonistas de receptores acoplados a Gaq. Por tanto, podemos sugerir que en la célula, GRK2 ejerce un
papel fundamental en la regulacién de las distintas sefiales iniciadas por receptores acoplados a

proteinas Gag.

x1 x2.9x1.4 x2 x3.3x3.8

- s e -..F:;IREIE;S Figura R32. GRK2 inhibe la activacion de ERK5 inducida por
[ GagR183C de forma independiente a su actividad quinasa y
dependiente de su capacidad de interaccionar con Gaq. Células
100KDa NIH-3T3ml fueron transfectadas transitoriamente con los
75KDa v |4 GRK2 plasmidos de expresion de GagqR183C junto con GRK2 silvestre,
el mutante deficiente en actividad quinasa GRK2-K220R, el
- mutante incapaz de interaccionar con Goaq GRK2-DIIOA o el
37KDa = ——————— O 0q doble mutante GRK2-K220R/DI110A. 48 horas después de la
transfeccién, con el fin de analizar la activacion de ERKS5, las
células fueron lisadas de la misma forma que se describe en la
figura R1. La activaciéon de ERK5 inducida por GagR183C se ve
claramente reducida en presencia de GRK2, tanto silvestre como
la forma sin actividad quinasa, mientras que formas de GRK2
incapaces de interaccionar con Gaq no ejercen este efecto. La
imagen corresponde a un experimento representativo de tres
independientes.

100KDa

50KDa

WB: Cag/My GRK2  \WE:ERKS

GRK2 wt
GRKZ K220R
GREZ D110A

GRE2 D10A/K220R

Goaq R183C

Baséndonos en el hecho de que PKC( se une preferentemente al estado activado de Gaq y que
la presencia de GRK2 impide esta unién, nos planteamos la hipdtesis de que PKCC podria unirse a Goq
de forma similar a otros efectores, probablemente a través de las hélices a2 y a3. La estructura de las
subunidades Go consta de dos dominios, uno de ellos formado por varias hélices y otro dominio con
actividad GTPasa cuya estructura es muy similar a la de la proteina GTPasa monomérica p21ras (Medina
y cols. 1996). La comparacién de las estructuras de las subunidades Ga, unidas a GDP (inactivas) o a GTP
(activas), ha permitido identificar tres regiones dentro del dominio GTPasa que cambian totalmente su
orientacién tras la entrada del GTP. Estas regiones son conocidas como switch I, Il y Ill y estan
implicadas en la interaccién con los efectores especificos de cada subunidad Ga. En concreto, la regién
conocida como switch Il interacciona con el dimero By permaneciendo inaccesible a los efectores hasta
que se produce la entrada del GTP. Tanto GRK2 como PLCB interaccionan con la hélice a3 de Gaq vy
con residuos situados en el switch I, que a su vez constituye la hélice a2, apoyando el hecho de que la
interaccién con GRK2 sea dependiente del estado de activacién de Gaq. Cabe destacar que aunque las
regiones de interaccién de GRK2 y PLCB con Gaq son similares, los residuos criticos implicados no son
exactamente los mismos (Tesmer y cols. 2005). En este contexto, es interesante apuntar que las
proteinas RGS interaccionan con Goq por una regién distinta a la de GRK2 (Day y cols. 2004; Tesmer y
cols. 2005). En concreto, RGS2 interacciona con Goq a través de residuos localizados en el switch |
(Day y cols. 2004). Nos preguntamos si RGS2 seria capaz de afectar a la asociacion Gaq/PKCC.

Realizamos ensayos de coinmunoprecipitacién entre GaqR183C y HA-PKC(, en presencia o ausencia de

m



|

RESULTADOS

%
P: Ga Lisados
WB: Gag/n WB: Gag/n —»
37KDa — <4— Gaq 37KDa—] e [— 01
WEB: HA WEB: HA
75kDa—| 4 88 ﬁ.q_ch.:_ ?5KDa—E|<—PKC§
WEB: HA WEB: HA
; ‘4—RGS2 — e 4—RGS2
25KDa
HAPKCE - + + HA-PKCE - + +

GagR183C + + +

GoqgR183C + + +
HA-RGS2 + + +

HA-RGS2 + + +

Figura R33. RGS2 no afecta a la interaccién de Gaq con PKCC.
Células Cos-7 fueron transfectadas transitoriamente con los plésmidos
de expresion de GaqR183C, HA-PKCL y HA-RGS2. 48 horas después
de la transfeccién las células fueron homogeneizadas con el tampén
de lisis RIPA (apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Los lisados
fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo Gag/11 (C19) y la
presencia de proteinas en los inmunocomplejos, asi como su
sobreexpresion en los lisados fue analizada como se describe en el
apartado 4 de Materiales y Métodos. La imagen corresponde a un

HA-RGS2, como se muestra en la
figura R33,
RGS2

tanto PKC{ como
coinmunoprecipitan  con
Goq y cuando las tres proteinas
estdn  sobreexpresadas no se
observa una reduccién significativa
en la cantidad de PKC( asociada a
Gog. Estos resultados refuerzan la
idea de que la unidén a PKC{
implica  dominios de Gaq
solapantes con los que participan
en su unién a GRK2 (como las
hélices a2 y a3) y no otras zonas
de la proteina (como el switch |

implicado en la unién con RGS2).

experimento representativo de tres independientes.

Para avanzar en el conocimiento de la interfase de interaccién entre Gaq y PKC( realizamos
ensayos de coinmunoprecipitacién entre PKC{ y distintas construcciones quiméricas de Goq y Gai
(Figura R34). Las construcciones I1Q1 e 1Q23 estan formadas por la mitad N-terminal de Gai y la mitad
C-terminal de Gag. IQ1 presenta las hélices a2 y a3 de Gaq integras, mientras que 1Q23 solo tiene la
hélice a3. Se ha descrito que estas construcciones son incapaces de interaccionar con adenilato ciclasa,
ya que los residuos de Gaii implicados en esta interaccion no estan presentes. Por otro lado, empleamos
las construcciones Ql4 y QI8+IQ15, cuya secuencia N-terminal corresponde a Gaq incluyendo su hélice
a2, mientras que la secuencia C-terminal corresponde a Gai. En este caso, estas construcciones si son
capaces de interaccionar con adenilato ciclasa e inhibir la produccién de AMPc (Medina y cols. 1996).
En la figura 34 se puede observar como PKC( es capaz de interaccionar solamente con las quimeras 1Q]1
y QI8-IQ15, aunque la interaccién observada es méas débil que con la proteina Gaq completa. Este
resultado indica que la hélice a3 no es relevante para la interaccién Gag/PKCE y que la hélice a2 es
necesaria pero no suficiente, siendo también importantes los Gltimos residuos del extremo C-terminal,
presentes en las quimeras Q1 y QI8+1Q15, pero no en la quimera QIl4. En la estructura tridimensional
de Gaq tanto la hélice a2 como los residuos finales del dominio C-terminal se encuentran en el
dominio GTPasa, proximos en el espacio (Medina y cols. 1996); por tanto, es posible que estas dos
regiones formen conjuntamente una superficie de interaccién necesaria para el anclaje de PKC(. Por
otro lado, el hecho de que las construcciones quiméricas interaccionen con PKC{ més débilmente que la
proteina Gaqg completa indica que aunque no todos los residuos deben ser fundamentales para la
interaccién, si que deben serlo para un correcto plegamiento de la subunidad Gaq, que la permita

funcionar adecuadamente.
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Figura R34. Interaccién de PKCE con diversas quimeras Gaq/Gai2. Células Cos-7 fueron transfectadas
transitoriamente con los plasmidos de expresion de HA-PKC(E, GagR183C, 1Q1, 1023, Ql4 y QI8+IQ15. 48
horas después de la transfeccién las células fueron homogeneizadas con el tampén de lisis RIPA (apartado 4.2
de Materiales y Métodos). Los lisados fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo HA (12CA5) y la presencia
de proteinas en los inmunocomplejos, asi como su sobreexpresion en los lisados fue analizada como se
describe en el apartado 4 de Materiales y Métodos. La imagen corresponde a un experimento representativo
de tres independientes. En la parte de debajo de la figura se muestra una representacion esquemaética de las
construcciones quimeras Goqg/Gei2. Los nuimeros indicados en la figura se refieren a los residuos
correspondientes a Gag.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con estas quimeras, donde el cambio de regiones

amplias en Gaq compromete su capacidad de interaccionar con efectores como PLCP y PKC(, en el

futuro planeamos realizar mutaciones puntuales en Goq, dentro de las regiones candidatas para

interaccionar con PKC( descritas anteriormente y de esta forma poder acotar la superficie de interaccién

entre Goq y PKCC.
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5. Papel de PKC(C en el desarrollo de hipertrofia cardiaca inducida

por Gag.

Como se ha comentado en la Introduccién, angiotensina Il, cuyos receptores estdn acoplados a
Gq, juega un importante papel en la homeostasis del sistema cardiovascular, estando ampliamente
implicada en los procesos fisiopatoldgicos que conducen al desarrollo de hipertrofia cardiaca (Kim e

lwao, 2000; Varagic y Frohlich, 2002).

Mini bombas
osmdaticas.
\ PKC C -/-
—_%
. Dosis de angiotensina I1: 432 pg/kg/dia.
\

14 dias

Induccién de hipertrofia cardiaca

\/

Andlisis de marcadores hipertréficos.

Niveles de / \

proANP en
plasma. Electrocardiograma.
Relacién masa Relacién area del Andlisis de expresién
del corazén/masa ventriculo génica (microarrays
del cuerpo izquierdo/érea total del Genechip Affymetrix)
corazén

Figura R35. Modelo animal de hipertrofia cardiaca. Los animales fueron tratados, a través de la implantacién
de mini-bombas osmoticas (apartado 8 de Materiales y Métodos), con angiotensina Il de forma crénica
durante 14 dias (432 pg/kg/dia ) o con tampon fosfato salino (PBS) como control negativo. Pasado el tiempo
indicado se procedié con el anélisis de los distintos marcadores hipertroficos.

La administracién crénica de angiotensina 1l en ratas genera hipertrofia cardiaca,
independientemente de su capacidad de regular la presién sanguinea (Dostal y Baker, 1992). De este
modo, se produce la muerte de cardiomiocitos, mientras que proliferan los fibroblastos, se incrementan
los niveles de ARNm de a-actina, B-MHC (del inglés B-myosin heavy chain), ANF (del inglés Atrial
Natriuretic Factor), fibronectina, coldgeno tipo | y lll y TGF-f1 (del inglés Transforming Growth Factor
B1). A su vez, angiotensina I, ademé&s de activar distintas rutas de sefializacién celular, estimula la

liberacién de norepinefrina por el Sistema Nervioso Simpético, lo que contribuye al desarrollo de
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cardiomiopatias hipertréficas (CMH). En este sentido, se ha observado que este fenotipo revierte con la

administracién de antagonistas del receptor AT; (Kim e lwao, 2000).

Wild type: PBS Wild type: Angiotensina Il
R —»¢
mV . mV
'\f W W of
e s
ms w ms *
PKCC -/-: PBS PKCC -/-: Angiotensina Il
R »F
mV
"N A
O e
\(Nﬂ. O—Lﬂ.' ;ﬂrén of T
- S
Tabla 1. ms i
PBS Ang Il
Pardmetros
wt PKCEZ-/- wt PKCE-/-

Frecuencia cardiaca 779 % 16,8 772 £ 9,5 73591104 689+ 9,8
QRS (ms) 9.6 + 0,04 9.2+ 0.2 12,9 £ Q2% 9,6 £0,1t
QT (ms) 36,6 + 0.4 39,5 + 0.2 52,9 4 0,3%** 42,5+ 0,3
ST (ms) 259+ 0,3 299 + 0.3 40,0 £ 0,67 32,9+ 04t

Figura R36. El tratamiento crénico con angiotensina Il provoca un incremento en la duraciéon del ciclo
contraccion/relajaciéon del miocardio de ratones silvestres, pero no lo hace en el de ratones deficientes en PKCE.
Los animales fueron tratados, a través de la implantaciéon de mini-bombas osméticas con angiotensina Il o con
tampén salino (PBS) tal como se detalla en la figura R35. Tras el tratamiento se llevo a cabo el registro del
electrocardiograma (ECG), en todos los ratones, con un sistema no invasivo, como se describe en el apartado 8.2
de Materiales y Métodos. La despolarizacién de la auricula produce la onda P, la despolarizacién de los
ventriculos el complejo ORS y la repolarizacidon de los ventriculos causa la onda T. El segmento ST es una linea
isoeléctrica (horizontal) sin voltaje, que va desde el final de la onda § al comienzo de la onda T. El intervalo PR
se extiende desde el inicio de la onda P hasta el inicio de la despolarizacién ventricular (QRS). El intervalo QT es
la expresion eléctrica de toda la sistole ventricular o lo que es lo mismo, el conjunto de la despolarizacién y la
repolarizacién ventricular. ***p<0.01 test t de student bilateral comparando animales tratados con angiotensina
I, con los correspondientes controles tratados con PBS. 11p<0.01 test t de student bilateral comparando
animales PKCC-/- con los animales silvestres.

Estd descrito cdmo distintos modelos animales de cardiomiopatias, como las ratas

espontdneamente hipertensas (SHR del inglés Spontaneously Hypertensive Rat), modelos de sobrecarga

de presiéon aguda, modelos de infarto de miocardio, modelos de sobrecarga de volumen o modelos de
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diabetes, revierten su fenotipo hipertréfico al ser tratados con antagonistas del receptor AT; o

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Kim e Iwao, 2000).

Dado que el papel de angiotensina Il en el desarrollo de hipertrofia cardiaca estd bien
establecido, quisimos analizar la potencial relevancia de la nueva ruta Gaq/PKCE, que hemos
descrito, en este proceso fisiopatolégico. Con este fin, ratones silvestres (wt) o deficientes en PKC(
(PKCC-/-) fueron tratados crénicamente con angiotensina 1l durante 15 dias, tal y como se detalla en la
figura R35 y en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Pasado este tiempo se procedié con el anélisis

de distintos marcadores hipertréficos.

En primer lugar,

75 con la colaboracién del
6.5 o 2 i Dr. Michel Herranz (CIC,
E - )

‘(-J' T 1 Salamanca), se llevdé a

a b6 =

] ns 10 0s cabo el registro del

Q 5.5 :O“ E 9 gwt .

‘§ 5 ?EO 8 WPKC? /- electrocardiograma (ECG),

™ S

g 51 g 74 en todos los ratones, con

(%] L%

T 45 o a un sistema no invasivo

o ] 5

z ] _ = 5l _ (Figura R36). En la tabla 1
PR Angh PBs Angll se muestran los valores, en

Figura R37. El tratamiento con angiotensina Il provoca un incremento en la  milisegundos,  de  los

masa del miocardio en los ratones silvestres pero no lo hace en los ratones
deficientes en PKC(C. Los animales fueron tratados, a través de la implantacion
de mini bombas osméticas (apartado 8 de Materiales y Métodos), con que se puede dividir el
angiotensina Il de forma crénica durante 14 dias (432 pg/kg/dia) o con tampdn

salino (PBS) como control negativo. Tras el tratamiento los animales fueron ECC. Como puede
sacrificados y se procedio a la extraccion del miocardio, el cual fue pesado en
una balanza de precisién. Los animales fueron pesados antes y después del

distintos segmentos en los

observarse, el tratamiento

tratamiento, sin que se observaran variaciones significativas en el peso. Las con angiotensina Il
gréficas representan la relacion entre la masa del corazén y el peso del animal o .
la longitud de la tibia, ya que estos valores se mantienen constantes durante el provoca un incremento en

tratamiento. Los datos recogidos en la gréfica son media +ESM de los valores
obtenidos en cada ratén. Prueba t de student bilateral *p<0.05, **p<0,01, ns
no significativo, comparando los animales tratados con angiotensina con QT en los ratones
aquellos tratados con PBS.

la duracién del segmento

silvestres comparado con
el grupo control que fue tratado con tampdn fosfato salino (PBS). Dicho segmento, que corresponde a
la suma de los segmentos QRS y ST, representa el tiempo requerido para la despolarizacién vy
repolarizacién del ventriculo izquierdo. El incremento en el segmento QT es una caracteristica presente
en hipertrofia cardiaca del ventriculo izquierdo que correlaciona con una disfuncién eléctrica en los
cardiomiocitos (Dhingra y cols. 2005; Salles y cols. 2005; Carlsson y cols. 2006; Domenighetti y cols.
2007). Por el contrario, los ratones PKCE-/- no muestran diferencias significativas en la longitud del
segmento QT, al comparar los ratones que han sido tratados con angiotensina 1l respecto a aquellos

que han sido tratados con PBS.
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En coherencia con este resultado, los ratones wt tratados con angiotensina Il presentan un
incremento significativo en la relacién entre la masa total del miocardio respecto a la masa total del
cuerpo y respecto a la longitud de la tibia (pardmetros que permanecen constantes durante el
tratamiento), comparando estos valores con los de los ratones wt tratados con tampén salino. Sin
embargo, no se aprecian diferencias significativas entre los ratones PKC(-/- tratados y sin tratar (Figura
R37). En la figura R38 se muestran cortes histoldgicos del corazén de estos ratones, en los que se puede
apreciar un incremento en el &rea del ventriculo izquierdo respecto al &rea total del corazén

Gnicamente en los ratones wt tratados con angiotensina Il.

Decidimos
analizar los niveles PBS Angll T 0790
432 pg/kg/dia [¢] '
de ANP en el =
; 9 0780
H ]
plasma de los - B
2 T 0770
distintos  ratones. 2 s
g_ 0.960 o wt
El ANP primero es -g ) W PKCE -
- S 0.750 -
sintetizado como 2
1 o
. . =
una forma inactiva i ) g 07404
VA / G
que presenta un o ' g 0730
b
tamafio de 126 0720, I N =

L PBS Angll
aminoacidos i

(proANP  1-126). Figura R38. El tratamiento con angiotensina Il provoca un incremento en el area del

ventriculo izquierdo de los ratones silvestres pero no lo hace en el de los ratones

Esta forma  deficientes en PKCC. Los animales fueron tratados como se describe en la figura anterior.
Tras el tratamiento los animales fueron sacrificados y se procedié a la extraccion del
Inactiva es corazon para su posterior fijacion en paraformaldehido al 4% en PBS. Los corazones asi

fijados fueron incluidos en parafina y se realizaron cortes histoldgicos de 5um de grosor.
Los cortes se tiferon con eosina/hematoxilina. El drea del ventriculo izquierdo vy el area
vez que es total del corazdén se cuantificaron tal como se describe en el apartado 8.4 de Materiales y

Meétodos. Los datos recogidos en la gréfica son media £ESM de los valores obtenidos en
secretada por las cuatro cortes por cada corazén.

proteolizada, una

células, dando

lugar a la forma activa o aANP (que tiene un tamafio de 28 aminoéacidos) y un péptido de 98
aminoéacidos (proANP 1-98). La vida media en plasma de a ANP es muy corta (2,5 minutos) comparada
con la vida media del proANP 1-98, por lo que es més adecuado cuantificar los niveles de esta molécula
en plasma, la cual correlaciona con los niveles de ANP secretado. Los ratones wt tratados con
angiotensina Il presentan un incremento significativo en los niveles de ANP, 3 a 4 veces mayores que
los niveles en ratones wt tratados con PBS. Sin embargo, de nuevo no se aprecian diferencias

significativas en los niveles de ANP de los ratones PKC(-/-, tratados o sin tratar (Figura R39).

Para profundizar en los resultados obtenidos hasta este momento, se llevé a cabo un andlisis de

expresion génica global mediante el estudio de biochips de ADN, con la colaboracién del Dr. Ramén
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8

wi Garcia Escudero (CIEMAT, Madrid), a partir del ARN
~ jgg ' x " PRCE - total extraido del ventriculo izquierdo de corazones
E 350 - procedentes de ambos genotipos (wt y PKC( -/-) tras
E 2?3 j T el tratamiento con PBS o con angiotensina 1l (tres
Z 200 - ratones por condicion experimental). Los patrones
150 1 resultantes se compararon con los obtenidos en otros
]gg ] modelos de andlisis de hipertrofia cardiaca en
0~ ' ratones. Para ello, se hicieron busquedas en la base

PBS Angll

de datos bibliogréfica PubMed y en la base de datos
Figura R39. El tratamiento con angiotensina Il
provoca un incremento en los niveles plasmaticos
de proANP en los ratones silvestres pero no lo  Expresion Omnibus (GEO) del National Center for
hace los ratones deficientes en PKCC. Los animales

fueron tratados como se detalla en la figura  Biotechnology Information (NCBI)
anterior. Tras el tratamiento se extrajeron 50 ml
de sangre de cada animal y se analizaron los
niveles de proANP en plasma tal y como se  que utilizaron la misma tecnologia de biochips
describe en el apartado 8.1 de Materiales y

Métodos. Los datos recogidos en la grafica son  (Affymetrix) y la misma version del biochip

media +ESM de los valores obtenidos en cada . . .
raton. *p<0.05, prueba t de student bilateral, (MOE430 2.0). con el fin de evitar posibles

comparando los animales wt tratados con  diferencias artefactuales debidas a protocolos de
angiotensina Il con aquellos tratados con PBS, ns
no significativo. obtencién de dianas o plataformas. El primero de

de experimentos de expresion génica Gene

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Se eligieron dos estudios

esos estudios analiza el efecto de protocolos de
constriccién adrtica transversal (TAC) en hipertrofia (GSE5500, Bisping y cols. 2006), mientras que, el
segundo analiza el efecto de la sobrexpresién del receptor | de angiotensina humano (hAT:R) en
ratones transgénicos (GSE8771). Los datos normalizados se descargaron desde la base de datos GEO. Se
descartaron algunos de los experimentos realizados en el estudio de Bisping y cols (efecto de
mutaciones en GATA4). Los valores de expresién de cada sonda se centraron alrededor de la media, tal
y como se describe en Materiales y Métodos. Finalmente, los tres estudios se juntaron en un Unico
grupo de datos, y se hizo un andlisis de expresién diferencial global. Para la busqueda de genes que
muestren diferencias en expresién asociados a presencia o ausencia de hipertrofia cardiaca, se utilizé el
test de la T de Student (T-test). Se seleccionaron las sondas/genes que cumplieron los criterios de
expresién diferencial con valores de probabilidad p < 0.0055 y diferencia de medias >1.8x. En la figura
R40 se ensefa el agrupamiento de las muestras en funcién del método de agrupamiento jerérquico.
Brevemente, los patrones de expresién de las distintas muestras se segregaron en dos grupos bien
diferenciados (hipertréficos y controles) independientemente del estudio realizado (TAC, hATR, vy
tratamiento con minibombas osmdticas de angiotensina en nuestros experimentos, denominado
“activacién de Gaq”). Cabe destacar que nuestros 3 ratones wt tratados con angiotensina segregan con
el perfil de expresién global “hipertréfico”, junto con los 6 sometidos a TAC o los 3 transgénicos ATiR,
mientras que 2 de los 3 ratones deficientes en PKC( tratados con angiotensina se engloban dentro del

patrén de los controles (ratones de nuestro estudio wt o deficientes tratados con PBS, o los controles de
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Figura R40. Expresién diferencial de genes relacionados con hipertrofia cardiaca. Mapa gréfico de la expresion
y agrupacién jerdrquica de los genes expresados diferencialmente, asociados a presencia o ausencia de
hipertrofia cardiaca. El cddigo de colores utilizado es amarillo para sobreexpresion génica y el azul para
regulacion negativa, desde -2 a +2 en log..
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los otros 2 estudios). Uno de los ratones deficientes para PKCL se encuentra dentro del grupo de
aquellos que presentan un patrén de expresién relacionado con hipertrofia. En este mismo ratén ya
observamos unos valores de ANP en plasma mas elevados que otros ratones KO para PKCE. La razén
de la mayor sensibilidad de este animal al desarrollo de un cierto grado de hipertrofia (una vez
hayamos podido descartar que se hubiera producido un error en el genotipado del animal) no es
evidente. En todo caso, nuestros datos apoyan la idea de que la deficiencia en PKC( en general evita el
desarrollo de hipertrofia en respuesta a Angiotensina, en coherencia con los datos morfométricos,

funcionales y plasmaticos.

Comparado con la situacion control, se definieron dos grupos de genes: genes sobreexpresados

(Grupo 1) o genes regulados negativamente (Grupo Il) en hipertrofia.

De este modo, en el grupo | se encuentran genes de marcadores hipertréficos como el péptido
natriurético atrial (ANP, gen Nppa) y el péptido natriurético cerebral (BNP, gen Nppb), asi como la
induccién de procolageno tipo | a2 (gen Colla2), que se encuentra sobreexpresado durante la fibrosis
cardiaca (Mirotsou y cols., 2006; Fielitz y cols., 2008). Por tanto, esos genes no se encuentran
sobreexpresados en los ratones deficientes en PKC( tratados con angiotensina 1l. Estos resultados
apoyan el hecho de que la presencia de PKC( resulta esencial para el desarrollo de hipertrofia cardiaca

en respuesta a la activacién de GPCRs acoplados a Gg.

Con el objetivo de buscar grupos de genes con funciones similares desregulados en hipertrofia,
se hicieron andlisis de enriquecimiento de procesos biolégicos de la base de datos de anotaciones
génicas GO BP (Ontologia Génica de los Procesos Bioldgicos). Entre los genes cuya expresidn
aumentaba en los ratones con fenotipo hipertréfico respecto a los ratones control (Grupo 1), se
encontraban grupos relacionados con procesos de ciclo celular y divisién celular, adhesién celular,
transporte de fosfato, y desarrollo (Fig R41A). Esto podria estar relacionado con los cambios celulares,

de sintesis y acumulacién de proteinas, que se requeririan para dar lugar al fenotipo hipertréfico.

Cuando se estudié enriquecimiento de GO BP de los genes del Grupo Il (disminuyen su
expresién en hipertrofia), se encontraron funciones implicadas en metabolismo, fosforilacién oxidativa,
transporte de electrones (Fig R41B), que ya habian sido descritas por otros grupos (Larkin y cols., 2004.
Mirotsou y cols., 2006).
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Figura R41. Anadlisis de las funciones bioldgicas moduladas en presencia de hipertrofia cardiaca.
Representacién gréfica de las funciones bioldgicas enriquecidas en los genes que aumentan su expresion
(A) o que la disminuyen (B) en los modelos de induccién de hipertrofia respecto a los controles. Se
muestran las 30 funciones maés relevantes estadisticamente, ordenadas en funcién del valor P de
probabilidad segln -logoP (nimero mayor significa mayor relevancia).

Th
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Por otra parte, los datos obtenidos por andlisis global de la expresiéon de ARN aportaron una
idea sobre el posible grado de activacién de la via de sefializacién de ERK5 en ambos grupos. Se llevé a
cabo un anélisis de redes de interaccién de proteinas mediante el programa Pathway Studio (Ariadne
Genomics), mediante el cual pudo detectarse en corazones hipertréficos la sobreexpresién de la diana
de ERK5, ETS-1 (Hayashi y Lee, 2004), asi como de los genes que codifican para algunas proteinas
reguladas por este factor de transcripcién (Vegf, Vcaml). Ademds, también se observa la sobreexpresién
de genes que se regulan por otras dianas de ERK5 como c-Myc (Vcaml, Ccna2), c-jun (Nppa, CollaZ) y
CREB (Bc/2, Ccna2) (Wang y Tournier, 2005) (ver Anexo ).

En conjunto los datos obtenidos con los biochips tienden a confirmar la ausencia de
alteraciones en los patrones de expresién génicas relacionadas con hipertrofia en los ratones deficientes
en PKC( en respuesta a angiotensina, y apoyan el posible papel de la activacién de la via de ERK5 en
este proceso. Sin embargo, ain quedan por hacer futuros anélisis que nos ayudardn a caracterizar la

implicacién de esta via de sefializacion Gaq/PKCE/ERKS5 en esta patologia.
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DISCUSION ﬂ

En este trabajo de investigacién se identifica a PKC{ como un componente esencial en la
activacién de la ruta de ERK5 a través de receptores acoplados a proteinas Gq en distintos tipos
celulares, y se desvela la participacion de la nueva via de sefializacién Gag/PKCE en la induccién de

hipertrofia cardiaca en respuesta a angiotensina Il.

Estudios previos han mostrado que distintos receptores acoplados a proteinas Gg, como el
receptor muscarinico ml o el receptor de trombina, son capaces de promover la activacién de ERK5 en
células epiteliales, Cos-7, y en fibroblastos, NIH3T3 (Fukuhara y cols. 2000; Marinissen y cols 2003),
aunque los mecanismos implicados no se identificaron. Fukuhara y colaboradores demostraron que
dicha activacién puede ser mimetizada tras la sobreexpresién de formas activas de la subunidad Gagq,
pero no de Gas ni Gai. Por otro lado, estos mismos autores descartaron la posibilidad de que
subunidades By estén implicadas en este proceso, ya que su sobreexpresién no altera la actividad de
ERK5. Ademaés, una forma activa constitutivamente de Ras, capaz de activar a ERK1 y 2, tampoco afecta
a la actividad de ERKS5, y en el mismo sentido, la expresion del dominante negativo RasN17 no reduce
la activacién de ERK5, inducida por el receptor ml o por el receptor de trombina. Tampoco parece ser
que estén implicadas otras GTPasas monoméricas, como Rac y Cdc42, ya que su sobreexpresién no
modula a ERK5, aunque si que activa a las quinasas de la familia JNK. Consistentemente, la inhibicién
de estas GTPasas, mediante la expresién del dominio CRIB de PAK, que interacciona especificamente
con las formas activas de Rac y Cdc42, no afecta al nivel de activacién de ERK5 en respuesta a carbacol
o trombina. Puesto que Gaq es capaz de activar a la GTPasa monomérica Rho, la activacién de ERK5
podria estar mediada por esta proteina, pero de nuevo, la expresion de formas activas de Rho o su
inhibicién mediada por la exoenzima C3 de Clostridium botulinum no influye sobre el estado de
activacién de ERK5. En este contexto, nos planteamos caracterizar los mecanismos y las proteinas
transductoras implicadas. La activaciéon de ERK5 detectada por Fukuhara y colaboradores en células
epiteliales Cos-7 se llevd a cabo en condiciones de sobreexpresion de ERK5. En esa linea celular,
nosotros no hemos podido detectar activacién de ERK5 endégena en respuesta a carbacol. Sin embargo
en la linea celular NIH-3T3-m1, donde el receptor muscarinico ml estd sobreexpresado de forma
estable, si hemos comprobado que la estimulacién de estos receptores promueve la activacién de ERK5
enddgena. Ademads, nuestros resultados muestran como otros receptores endégenos acoplados a Gq,
como el receptor de angiotensina Il (AT;R) en cardiomiocitos y los receptores de esfingosina-1-fosfato

(S1P2 y S1P3) en MEFs, también promueven activacién endégena de ERKS5.

Si bien se ha demostrado que las quinasas citosdlicas de la familia Src son cruciales en la
activacién de ERK5 mediada por factores de crecimiento (Sun y cols. 2003), éstas no parecen tener un
papel importante en la activacién de ERK5 a través del receptor muscarinico m1 en fibroblastos de
ratén NIH3T3.Tampoco parece que la activacién de ERK5 mediada tanto por el receptor ml como por
el receptor de angiotensina ll, sea consecuencia de la transactivacién del receptor de EGF, el cuél habia

sido descrito previamente como activador de esta via (Diaz-Meco y cols. 2001). De este modo,
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podemos afirmar que los mecanismos empleados por los GPCRs acoplados a Gq para activar a ERK5,

son distintos de aquellos iniciados por los receptores de factores de crecimiento.

El hecho de que la sobreexpresién de formas activas de Gaq sea suficiente para provocar la
activaciéon de ERK5 indica que estas subunidades, y no los dimeros Py liberados también tras la

estimulacién de GPCRs, eran las implicadas en la activacién de la via.

Estd bien establecido que los receptores acoplados a Gq, a través de la activacién de PLCB,
inducen la generacién de DAG e IP; con la consiguiente movilizacién de Ca?* y la activacion de PKCs
(Neves y cols. 2002). En el presente estudio quisimos determinar el papel que la activacién de este
efector clasico de Gaq tenfa sobre la activacién de ERK5. Mediante la utilizacién de un inhibidor
especifico de PLCB pudimos descartar su participacion en la activacion de esta via. Ademas, otro hecho
importante que demuestra que PLCB no participa en la activaciéon de ERK5, es que una forma de Gaq
deficiente en su interaccién con PLCB, pero activa constitutivamente (Venkatakrishnan y Exton, 1996),
mantiene la capacidad de estimular la via de ERK5. Existen otros ejemplos de efectores de Gaq cuya
activaciéon es independiente de PLCB, como la quinasa Btk, que es estimulada al interaccionar
directamente con Gaq (Ma y Huang, 1998), la quinasa Csk, a través de la cual Gaq puede modular la
actividad de GSK3pB (Fan y cols 2003) o el intercambiador de nucleétidos p63RhoGEF (Lutz y cols.
2005).

En la blusqueda de proteinas transductoras moduladas por Goq que pudieran explicar la
activacién de ERK5 por GPCRs, nos llamaron la atencién diversos ejemplos en los que la estimulacién
de receptores acoplados a proteinas Gq provocaba una translocacién de PKCE a la membrana, ya que
esta quinasa habfa sido implicada en la activacion de ERK5 en respuesta a factores de crecimiento (Diaz-
Meco y cols. 2001; Geetha y Wooten, 2003). Asi, en células de musculo de arterias pulmonares, la
vasoconstriccidn ejercida por el receptor de tromboxano A, (TP-R) parece ser dependiente de PKC( e
independiente de otras PKCs, tirosina quinasas citosélicas y de la quinasa de Rho (Cogolludo y cols.
2003). En cardiomiocitos, el tratamiento con agonistas de TP-R induce translocacién de PKCE a la
membrana, mecanismo que parece ser relevante para la induccién de apoptosis en situaciones de
isquemia (Shizukuda y Buttrick, 2002). También la infusién de angiotensina Il en corazones perfundidos
de cobayas, provoca la translocacion de PKCC (Takeishi y cols. 1999). En la linea celular de céncer de
mama, MCF-7, la estimulacién con angiotensina Il provoca translocacién de PKC{ a la membrana,
activaciéon de ERKI1/2 y expresion de c-Fos, de forma independiente a la sefial de Ca?* (Muscella y cols
2003). La activacion de ERK1/2 que observan estos autores es dependiente de la actividad de PI3K,
pero no lo es la translocacion de PKCE, ni la expresién de c-Fos. Otro ejemplo en el que un receptor

acoplado a Gq induce translocacién de PKC( lo encontramos en eosindfilos, donde la produccién de
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anién superéxido, la adhesion y la desgranulaciéon, inducidas por el Factor Activador de Plaquetas (PAF)

son inhibidas por el pseudosustrato de PKC( (Kato y cols 2005).

En el presente estudio diversas evidencias indican que la interaccién entre Goq y PKC( es
relevante para la activaciéon de ERK5. En primer lugar, Gaq y PKCC coinmunoprecipitan con alta
especificidad respecto de otras subunidades Ga y de la otra PKC atipica (PKCA), siendo mayor la
asociacién con la forma activa de Gog. Ademas, el estimulo con carbacol promueve un incremento en
la asociacién entre estas proteinas y la translocacién de PKC( a la membrana celular. Més aln, nuestros
datos indican que estas proteinas son capaces de interaccionar de forma directa sin que participen
proteinas intermediarias. En segundo lugar, Goq, PKCC y la quinasa que activa a ERK5, MEK5 son
capaces de interaccionar unas con otras de manera directa lo que posiblemente posibilite una serie de
interacciones secuenciales que resulten en la activacién de ERK5. En tercer lugar, inhibidores especificos
de PKC(, asi como la deficiencia en esta quinasa, bloquean la activacién de ERK5 en respuesta a
agonistas de receptores acoplados a proteinas Gaq (carbacol, angiotensina 1l y esfingosina-1-fosfato) en
diversos tipos celulares. En las MEFs silvestres, la activacién promovida por esfingosina-1-fosfato es
debida a la activacién de subunidades Goaqg y no a la de subunidades Gai y Gao, sensibles a toxina
pertasica. Por el contrario, la activacién de ERK1/2 estd claramente mediada por estas ultimas
subunidades. En coherencia con estos resultados, la deficiencia de PKC{ en estas células bloquea la
activaciéon de ERKS5, sin afectar a la de ERK1/2, lo que descarta un silenciamiento inespecifico de la
sefializacion en las MEFs deficientes en PKCL. Otros autores han descrito que en otros tipos celulares,
como MCF-7, el tratamiento con el pseudosustrato de PKCE bloquea la activacién de ERKI1/2 en
respuesta a carbacol, mientras que esta activacién es insensible a inhibidores de PLCB o de la sefial de
Ca?* (Jiménez y cols. 2005). Existen otros ejemplos en los que PKC( participa en la activacion de
ERK1/2 (Hirai y Chida, 2003). Sin embargo, nuestros resultados muestran que, al contrario de lo que
ocurre con la actividad de ERK5, parece que PKCCE no es la encargada de activar a ERK1/2, en este tipo
celular y en respuesta a este estimulo. El papel que juega PKC( en la activacién de MAPKs mediada por

Gaoq, dependeré del tipo celular y del estimulo utilizado.

Asi, en este estudio se establece por primera vez a PKCE como un efector de Gaq implicado en

la estimulacién de ERK5 por GPCRs.

La arquitectura y localizacién subcelular de los complejos multimoleculares en los que participa
Gagqg, PKCE y MEK5a, los mecanismos que conducen a la activacion de ERK5 y los dominios de las
proteinas implicadas deben aun terminar de precisarse. Es interesante destacar que la activacién de
ERK5, ademés de ser independiente de las rutas clasicamente activadas por Gagq, se presenta
relativamente tardia y sostenida en el tiempo (mé&ximo de activacién en general en torno a los 30

minutos). Una posible explicacién para este curso temporal de activacién radica en el hecho de que los
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mecanismos de internalizacién son necesarios para una correcta activacion de ERK5 en respuesta a
carbacol. En este sentido, es importante destacar que la dindmica de internalizacién del receptor mi,
observada por Shmuel y colaboradores, correlaciona en buena medida con el curso temporal de la
activaciéon de ERK5 que nosotros hemos observado en células NIH3T3m1 (Shmuel y cols. 2007). Tras la
llegada del agonista, los GPCRs son fosforilados por las GRKs, y este proceso recluta a las proteinas
arrestinas, produciéndose el desacoplamiento con las proteinas G e inicidndose los procesos de
internalizacién. Ademads, arrestina funciona también como proteina adaptadora que conecta
componentes de las rutas de MAPKs con los GPCRs, asi la estimulacién de estos receptores tiene como
consecuencia la activacién de rutas de MAPKs (Lefkowitz y Shenoy, 2005). En este sentido, en el caso
de la activacién de ERKI1/2 por el receptor de angiotensina I, se ha descrito la existencia de una via
dependiente de Goq y otra dependiente de B-arrestina, la primera bloqueada por inhibidores de PKC y
mas répida en el tiempo, mientras que en la segunda, la activacién de ERK1/2 es mas persistente y se
favorece la fosforilacion de sustratos citosélicos frente a los nucleares (Lefkowitz y Shenoy, 2005),
debido a que ERK1/2 permanece en los endosomas, unida a PB-arrestina, sin poder translocarse al
nlcleo. Aunque la posibilidad de que la internalizacién de GPCRs y B-arrestina estén implicados en la
via Gag/PKCL/ERKS5 es atractiva, otros datos experimentales no apoyan necesariamente esta hipétesis.
Asi, la sobreexpresién de formas activas constitutivamente de Gaqg, que en principio no implican
activacién de receptores ni reclutamiento de B-arrestinas, también promueve la estimulacién de ERK5.
Por otra parte, el agonista carbacol parece promover la translocacién de PKC{ a la membrana
plasmética y su colocalizacién en la misma con Gaqg, por lo que la internalizacién del receptor no
parece ser un requisito para la asociacién Goq/PKCL. Es posible que la internalizacién de esos
complejos, y otros relacionados (Gag/MEK5a, PKCE/MEK5a, etc) sea el paso critico para conducir a la
activaciéon de ERK5. Existen ejemplos en los que las formas activas de Gaq son suficientes para inducir la
internalizacion del receptor de forma independiente a B-arrestinas, PLCB y PKC (Rochdi y cols. 2003),
por lo que es posible que Gaq reclute a otras proteinas necesarias para este proceso. El estudio del
efecto de inhibidores de la internalizacién sobre estas diversas asociaciones permitird desvelar esta
incognita en el futuro. Igualmente, serd interesante estudiar si la localizacién de ERK5 activada por
GPCRs (y, por tanto, sus sustratos preferentes) es igual o no a la promovida por factores de crecimiento

que la activan a través de otras vias de senalizacidn.

En cuanto a los dominios implicados en las diversas interacciones, se ha comprobado la alta
especificidad de la asociacion Gog/PKCL. Asi, hemos demostrado que PKCE no interacciona con otros
tipos de subunidades Ga. y, ademas, que Goq no interacciona con PKCA, quinasa que comparte un alto
porcentaje de homologia con PKC{ (Nishizuka, 1995). Aunque estd descrito que tanto PKC{ como
PKCA son capaces de interaccionar con MEK5 vy activar a ERK5 en respuesta a EGF (Diaz-Meco y cols

2001), parece que s6lo PKC( estéd participando en la activaciéon de esta via iniciada por GPCRs. Asi, en
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un futuro, mediante la comparacién de secuencia entre las dos PKCs atipicas planeamos identificar las

regiones de PKC( implicadas en su interaccién con Gag.

Los residuos implicados en la interaccion PKCL/MEK5a estdn bien caracterizados (Hirano vy
cols. 2004) y los andlisis de estas secuencias han permitido identificarlas como dominios de interaccién
PB1 (Moscat y Diaz-Meco, 2000). Los dominios PB1 se clasifican en tipo |, donde predominan residuos
acidos, y tipo Il, donde se encuentra una lisina altamente conservada. Por tanto, la unidén entre
dominios PB1 es mediada a través de fuerzas electrostéticas, siendo la especificidad de la interaccién
determinada por aminodacidos préximos. Un ejemplo de ésta especificidad lo encontramos en la
interacciéon de MEK5a con su sustrato, ERK5, y con uno de sus activadores, MEKK2. En ambos casos, la
mutacién de los residuos EDED del dominio PB1 de MEK5a (aminoécidos 63 al 66) rompe la
interaccién. La sustitucion del residuo E61 afecta a la unién con ERK5, pero no con MEKK2, mientras
que la sustitucién del residuo D68 rompe la unién con MEKK2, pero no la unién con ERK5 (Seyfried y
cols. 2005). De este modo, activador y sustrato compiten por unirse a la misma regién en MEK5q,

aunque los residuos criticos no son exactamente los mismos.

En lo que respecta a PKCL y MEK5aq, la lisina 19 de PKCE (PB1 tipo Il) interacciona con una
regién &cida de MEK5a (PBI tipo I, residuos 61-78). Por otro lado, PKC{ también presenta un dominio
adicional PBI1 tipo I, a través del cual interacciona con la proteina adaptadora p62 (Hirano y cols.

2004)

En lo que se refiere a Gag, el

conjunto de nuestros datos indica que 230 240 230

t tei d ; PB1 tipo | de MEKS AFEYEDEDGDRITYRSDEEHKAHLS
esta proteina es capaz de asociarse Gog HFLYALSEYDQVLVESDHENRHEES

directamente tanto a MEK5a como a

PKC(C, siendo su interaccién con ambas ! = : : ;
Figura D1. Regién en Goaq candidata a interaccionar con PKC(,

proteinas bloqueada por el dominio RH  en base a su homologia con el dominio PB1 de MEK5a. Los

puntos verdes sefialan los residuos conservados en dominios

PBI tipo | de distintas proteinas como Cdc24p, Scdl, p40phox y

efectores de Gogq), pero no por la MEKSa (Hirano y cols. 2004). Los aminoacidos en rojo
presentan un alto consenso de homologia.

de GRK2 (como sucede con otros

proteina RGS2. Recientemente, se ha

postulado que la subunidad Gaq activada adopta una orientacién en la membrana mostrando regiones
de contacto que sirven como sitios de unién para efectores estructuralmente distintos (Lutz y cols.
2007). El dominio PB1 de MEK5a no participa en la asociacion con Gaq, puesto que un mutante que
carece de esa regién aun coinmunoprecipita con esta subunidad de las proteinas G. Por otra parte,
distintas evidencias sugieren que la zona delimitada por las hélices a2- a3 de Gaq desempeian un papel
importante en la interaccién con PKCC. Es muy interesante resaltar que esa regién incluye unos residuos

(aminoéacidos 229-250) que muestran homologia con el dominio PB1 de MEK5a, (perteneciente al tipo
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I, de caracter &cido), lo que la convierte en un candidato muy atractivo para participar en la asociaciéon

con PKC(C (Figura D1).

Estos amino&cidos se encuentran en la regién que forma el switch Il y estdn préximos a las
regiones de interaccién con otros posibles efectores/moduladores de Goaq como PLCB, GRK2 o
p63RhoGEF (Tesmer y cols. 2005; Lutz y cols. 2007). Ademas, la comparacién de las secuencias de las
distintas subunidades Go indica que la mayoria de residuos conservados entre Goq y el dominio PB1 de
MEK5a -y en particular el bloque acidico VESDNE- no se encuentran en otros subtipos de Ga (Figura
D2), lo cual es coherente con el hecho de que PKC{ sélo interaccione con Gaqg y no con otros isotipos

de subunidades Ga. Los resultados obtenidos con los ensayos de coinmunoprecipitacién entre PKCE y

PB1-like
210 220 230 240 260
GORSERRKWIHCFENVTSIM LERTIITYPWEFQN
Zonas de cambio Switch I
conformacional
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
Gq HTLESIHACCLSEEAKEARRINDEIERQL RROKRDARRELKLLLL GTGESGKSTF IKAHRITHGSGY SDEDKRGF TKL==mmmmmmmmmmmm YYQNIFTAHQAHIRANDTLKI
Gil HGCTLSAEDKARYERSKHIDRHL RENGEKARREYKLLLL GRGESGKSTIVKOHKITHEAGYSEEECKAYKAY- ~-VYSHTIQSITATIRANGRLKI
Gal?2 HSGYVRTLSRCLLPAEAGARERRAGAARDAEREARRRSRDIDALLARERRAYRRLYKILLL GAGESGKSTFLKAHRIIHGREFDAKALLEFRDT==mmmmmmmmm e TFDHILKGSRYLYDARDKLGI
Gs HGCLGHSKTEDORNEEKAQREANKKIEKOL OKDKQYYRATHRLLLL GAGESGKSTIVKOHRILHYNGFNGEGGEEDPOARRSHSDGEKATKYQDIKNHLKEATETIYARHSHL-Y
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
Gq PYKYEHNKAHA-OLVR---EVDVEKYSAFENPYYDATKSLHNDPGIQECYDRRREYQL SDSTKYYLNDLDRVADPSYLPTQQDVLRYRYPTTGIIEYPFDLASYIFRHYDVGGORSERRKHIHCFENYTS
Gil DFGDSARADDARGLFY--—-L AGAAEEGFHTAELAGYIKRLHKDSGYOACFNRSREYOLNDSAATYLNDLDRIAQPNYIPTQODYLRTRYKT TGIVETHF TFKDLHFKHFDVGGORSERKKHIHCFEGYTA
Gal? PHOHSENEKHGHFLHAFENKAGLPYEPATFALYYPALSALHRDSGIREAF SRRSEFQLGESYKYFLONLDRIGALNYFPSKADILLARKATKGIVEHDFYIKKIPFKHYDYGGORSORAKHFACFDGITS
Gs  PPVELANPENOFRVDYILSYHHVPNFDF PPEF YEHA-KALHEDEGYRACYERSNEYOLTOCAQYFLDKTDYIKORDYVPSDADLLRCRYLTSGIFETKFOVDKYNFHHFDVGEORDERRKUTACFHDY TR
PB1-like switch | switch 11
1 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
f
[ 1
Gq IHFLYALSEYDQVLYESDNENRHEESEALFRTIITYPHFONSSYILFLNKKDLLEEKIH-~YSHLYDYFPEYD GPORDAQARREF ILKNFYDLNPDSD---KIIYSHFTCATDTENIR
Gil IFCYALSDYDLYLAEDEEMNRHHESHKLFDSICNNKHF TDTSIILFLHKKDLFEEKIK-~KSPLTICYPEYA——- ——GSNTYEEARA-YTQCQFEDLNKRKDT--KETY THF TCATDTKNYQ
Gal? 1) FHYSSSEYDOVL HEDRRTHRL YESUNTFETTVNNKLFFNYSTTLFIL NKHDLL VEKYK-=GYSTKKHFPOFK GDPHRLEDVARYL YOCF-DRKRRNRS--KPL FHHFTTAIDTENTR
G5  TEFYYASSSYHHYIREDNOTHRLOEALNLFKSTHNNRHLRTISYILFLHKQDLLAEKYLAGKSKIEDYFPEFARY TTPEDATPEPGEDPRYTRAKYF IRDEFLRISTASGDGRHYCYPHFTCAYDTENIR
switch 1M
[ e +1
Gq FYFARYKDTILQLMLKEYNLY
Gil FYFDAYTDYTTKNNLKOCGLF
Gal?2 FYFHAYKDTILGQENLKDIHLQ
Gs  RVFNDCROIIORHHLROYELL

Figura D2. Estructura secundaria de Gag. En la figura se indican los residuos que forman el posible dominio
PB1 asi como los implicados en la interaccion con GRK2 y PLCB. En la parte inferior se muestra un
alineamiento de la secuencia primaria de subunidades Ga.. Los puntos verdes sefialan los residuos conservados
entre Gaq y el dominio PB1 de MEK5a.. Los aminoécidos en rojo presentan un alto consenso de homologia.
Las zonas de cambio conformacional (switch I, 1l y llI) se encuentran subrayadas.
distintas construcciones quiméricas Goa.q/Gai también apoyan la posibilidad de que los residuos 229-250
sean importantes en la interaccion con PKCC. Unicamente las quimeras que presentas estos residuos
junto con la hélice a2 de Gaq son capaces de coinmunoprecipitar con PKC{ (quimeras 1Q1 vy
QI8+IQ15), mientras que la ausencia de la hélice a2 (en la quimera 1Q23) o de los aminoécidos 229-

250 (en la quimera 1Q4) provoca la falta de coinmunoprecipitacién. El hecho de que los residuos 229-
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250 formen parte del switch Ill y la hélice a2 forme parte del switch Il, zonas que sufren cambios
conformacionales tras la entrada del GTP, explicaria que la entrada del GTP en la subunidad Gag, tras
la activacién del receptor, incremente la interacciéon Goqg/PKCC, como hemos observado. Con la
colaboracién de David Abia, del servicio de Bioinformatica del CBMSO, hemos llevado a cabo un
modelo de la estructura tridimensional de Gaq. Los residuos 229-250 del posible dominio “PB1-like”
forman parte del bucle que conecta la 1d&mina B4 con la hélice a3 y se encuentran en la superficie de
Gaq, lo que es compatible con su implicacién en la interaccién con PKCE (Figura D3). Por dltimo,
puesto que esta regidn estd proxima a la zona de unién con GRK2, también se explicaria la capacidad

de esta quinasa para desplazar a PKC( de su interacciéon con Gog.

En este escenario, es
tentador sugerir que, como
sucede en el caso de otras
proteinas con dominios PB1, el
dominio PB1 (tipo Il) de PKC{
participe en la interaccién con
Gagq. De hecho, nuestros datos
experimentales muestran que
la presencia de MEK5a reduce
la cantidad de PKC{ unida a
Gag, mientras que el mutante
de MEK5a, que carece de
dominio PB1 (MEK5APBT1) no
provoca dicha reduccién. Estos
resultados estarian indicando
que Goq y MEK5a compiten

por unirse al dominio PB1 de

PKCC. De forma interesante,

los dominios PB1 tipo Il de Figura D3. Estructura tridimensional de Goq (PDB 2BCJ, Tesmer y

PKC{ y PKCA no son cols.2005). En la figura se sefiala, en naranja, la regién que comparte

homologia con el dominio PBl de MEK5a (229-250). Dentro de esta
exactamente iguales (Hirano y regién se ha marcado en rojo los residuos conservados entre Gaq y
cols.  2004). Es  posible MEKS5a. En verde se ha sefialado la hélice a2 y en azul la hélice a3.

especular que estas diferencias
son las que determinan que sélo PKC( sea capaz de interaccionar con Gog. Mutaciones puntuales en la
lisina 19, asi como en los aminodacidos del dominio PB1 de PKC(, que no estén conservados en PKCA,

ayudarén a establecer si este dominio estd implicado en la interaccién con Gagq.
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Internalizacién

{De todo el complejo o unicamente MEK5a?

{Es necesario PKCC para iniciar la internalizacién?
{Fosforila PKCC a MEK5a activandolo?

{p-arrestina media en la internalizacién?

\

Si MEK5 no puede
interaccionar con

PKC( ésta permanece
unida a Gaq Activacion de ERK5

Figura D4. Posible mecanismo de activacion de la ruta Gaq/PKCL/MEK5/ERKS.

Todo ello permite plantear un modelo de la participacion de Gaq en la activacién de la via
MEKS5/ERKS5 a través de PKC(, basado en un papel de proteina andamio que facilitaria la conexién
secuencial y ordenada entre distintos componentes de esa cascada de sefializacién (figura D4). En
primer lugar, Gaq activada por GPCR reclutaria a PKC( (via sus respectivos dominios PB1) y/o a
MEK5a. Al ser la asociacion entre Gaq y MEK5a por una regién distinta al dominio PB1 de MEK5a
(MEK5APB1 sigue interaccionando con Gaq), este dominio de MEK5a estaria disponible para
interaccionar con PKCL. Por tanto, seguidamente el dominio PB1 de PKC( podria dejar de interaccionar
con Goq y unirse al dominio PB1 de MEK5a. Posteriormente, MEK5a, dejaria de interaccionar con
PKCC para hacerlo con ERK5 (al igual que otro activador de MEK5, MEKK2, compite con ERK5 por
unirse al dominio PB1 de MEK5a)). Esto permitiria que PKC( volviese a estar libre para ser reclutada
por otras subunidades Goq que estuvieran siendo activadas (Figura D4). En algin momento de este
proceso, alguno de los complejos multimoleculares implicados debera sufrir internalizacién, ya que la

estimulacién de ERK5 por GPCR acoplados a Gq se inhibe si se bloquea ese proceso.

De forma coherente con este modelo, hemos observado que Goq puede interaccionar
simultdneamente con MEK5a y PKCE, y que la sobreexpresién de MEK5a reduce considerablemente la
cantidad de PKC{ unida a Gag, lo que indica que Goq y MEK5a estarian compitiendo por unirse al
dominio PB1 de PKC{. En cambio, si MEK5a carece del dominio PB1 (MEK5aAPB1) no se observan esta

competicién y la cantidad de PKCC unida a Goq es la misma que cuando no estd MEK5aAPBI1
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sobreexpresado. Estos resultados sugieren que la interaccién entre MEK5a y PKC( es necesaria para que
PKCC deje de interaccionar con Goq y se inicien los mecanismos de activacién de la via (Figura D4).
Aunque este modelo en el que Goq actuaria como proteina andamio resulte muy atractivo, el
mecanismo molecular que dispara la activacién de ERK5 a través de GPCRs todavia presenta muchas
cuestiones por resolver. Asi, {qué es lo que favorece que PKC({ “se suelte” de Gaq y pueda unirse a
MEK5a? (Es debido a cambios estructurales inducidos por las correspondientes interacciones o son
necesarias modificaciones postraduccionales, como fosforilaciones, para que tenga lugar la interaccién
PKCE/MEK5a? iInteracciona alguno de los componentes con B-arrestina o con otros componentes de la
maquinaria endocitica para asi ser internalizado? {En qué momento/localizacién subcelular PKC( se
libera de MEK5a permitiendo que ésta se una a ERK5? {Qué complejos se internalizan? ¢Es en los
endosomas donde tiene lugar la activaciéon de ERK5? Esta y otras preguntas deberdn abordarse en el

futuro.

Nuestros datos indican también que la via de sefializacién Gaq/PKCE puede ser modulada por
los niveles de expresién de GRK2. El papel de GRK2 en la regulacién de Gaq esté bien establecido. Esta
quinasa, ademés de provocar el desacoplamiento entre el receptor y las proteinas Go al promover el
reclutamiento de B-arrestinas al receptor fosforilado, es capaz de interaccionar directamente con Gaq,
evitando que ésta active a sus efectores, como PLCB (Carman y cols. 1999). Hemos mostrado que la
presencia de GRK2 o de su dominio RH, bloquea la asociaciéon Gag/PKC( vy la interaccién con MEK5.
Por otra parte, la activacion de ERK5, inducida por la forma activa constitutivamente de Gaogq, es
eficientemente inhibida por la sobreexpresién de GRK2, mientras que un mutante de GRK2 incapaz de
interaccionar con Gaqg no ejerce ninglun efecto. Todo ello pone de manifiesto que GRK2 es también
capaz de modular este nuevo efector de Gaq. Dado que los niveles de GRK2 se encuentran alterados
en diversas patologias (Ungerer y cols. 1994; Choi y cols. 1997; Gros y cols. 1997; Gros y cols. 2000;
Penn y cols., 2000), serd interesante evaluar cbmo puede verse afectada en esas situaciones la nueva via

de transduccién identificada en este estudio.

Como se ha discutido, en este estudio hemos demostrado que PKCE también participa en la
activacién de ERK5 inducida por angiotensina Il en cardiomiocitos, y que la deficiencia en esta quinasa
provoca que ERK5 no se active en respuesta a ese importante estimulo fisiolégico. Este hecho nos llevé
a pensar que la ruta Gaq/PKCL/ERKS podria estar regulando procesos importantes en la fisiologia del
sistema cardiovascular. Para confirmar esta hipotesis, analizamos el efecto que tiene la deficiencia de
PKCC sobre la induccién de hipertrofia cardiaca en respuesta a angiotensina 1l. Nos interesamos en este
proceso fisiopatolégico debido a que existen multiples ejemplos en la literatura del papel que juegan
tanto Gaq como ERK5 en el desarrollo de hipertrofia cardiaca (D'Angelo y cols., 1997; Adams y cols.,
1998; McKinsey y Olson, 1999; Nicol y cols. 2001; Nakaoka y cols., 2003; Kacimi y Gerdes, 2003;
Hayashi y Lee, 2004; Takahashi y cols. 2005, Jiang y cols., 2006;)
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Ante distintas situaciones que implican la necesidad de una mayor actividad cardiaca, el corazén
responde con un crecimiento hipertréfico de la pared del ventriculo. De esta forma se reduce el estrés
en la pared ejercido por un aumento de la presién. Sin embargo, a veces este crecimiento no ayuda a
recuperar la funcién cardiaca y desemboca en dilatacién cardiaca. Las paredes del ventriculo se
estrechan y las cdmaras aumentan su tamafo, con lo que la funcién contractil queda comprometida y
puede llegar a darse fallo cardiaco. Por tanto, podemos hablar de hipertrofia compensada o adaptativa
cuando el engrosamiento en la pared del ventriculo ayuda a incrementar el bombeo de sangre, como
ocurre en la hipertrofia inducida por el ejercicio o durante el embarazo (Dorn, 2007), mientras que
hablamos de hipertrofia descompensada o maladaptativa cuando las sefiales hipertréficas se mantienen
de una forma crénica, predominando entonces la apoptosis frente a la supervivencia y provocando la

dilatacién cardiaca (Opie y cols. 2006).

Distintos agonistas que actian a través de receptores acoplados a proteinas Gq (fenilefrina,
endotelina, angiotensina, etc) han sido relacionados con el crecimiento hipertréfico de los
cardiomiocitos. Entre estas moléculas sefializadoras nos interesamos en angiotensina |l porque ejerce sus
funciones a través del receptor ATiR, el cual estd acoplado preferentemente a subunidades Gaq. En
situaciéon normal, angiotensina se encarga de regular el flujo sanguineo y sus niveles estan finamente
regulados por el sistema renina-angiotensina. Cuando el corazén sufre un aumento de presién agudo,
los cardiomiocitos secretan angiotensina regulando su propia contraccién de manera autocrina. Pero
cuando la sefial de angiotensina es sostenida en el tiempo, debido a un desequilibrio en el sistema
renina-angiotensina, se perciben sus efectos en el crecimiento de los cardiomiociots y la remodelacién
cardiaca (Mehta y Griendling, 2007). Este crecimiento es principalmente concéntrico, los cardiomiocitos
se engrosan, lo que se correlaciona con una hipertrofia descompensada (pared del ventriculo mas
ancha, y reduccidon de las cdmaras) que puede terminar en dilatacidon cardiaca. Por el contrario, en la
hipertrofia compensada, predomina la sefializacién de factores de crecimiento, como IGF-1, frente a la
sefializacién de angiotensina y otras neurohormonas. En este caso el crecimiento de los cardiomiocitos
es a lo largo, en vez de a lo ancho, lo que se conoce como hipertrofia excéntrica (Dorn y Force, 2005)

y el resultado es un aumento en el grosor de la pared asi como en el tamafo de las cdmaras.

Numerosos estudios han demostrado el desarrollo de hipertrofia cardiaca en ratones mediante
el tratamiento crénico con angiotensina Il durante 14 dias (Bueno y cols. 2002). Asi, en el presente
estudio, se ha mostrado como la administracién de angiotensina Il (432 ng/Kg/dia durante 14 dias) en
ratones silvestres de la cepa 129/SV provoca un incremento significativo en el tamafio del corazén sin
variar el nimero de latidos por minuto, acompafiado de un incremento en los niveles del marcador
ANP. De forma similar, otros estudios han mostrado que un tratamiento similar con angiotensina Il en
ratones de la cepa C57BL6/CBA (mas frecuentemente utilizada) aumenta la presidén sanguinea,

provocando un incremento del tamafio del corazén (4,51 mg/g al inicio del tratamiento, 5,84 mg/g al
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final) a consecuencia de una mayor area de los cardiomiocitos, sin que se altere el nimero de latidos
por minuto, ni se observe fibrosis en el miocardio. Adem4s, también se detecta una subida considerable

en la expresién de ANP, asi como de otros marcadores de hipertrofia cardiaca (lkeda y cols. 2005).

Nuestros datos muestran ademds que la funcién contractil se encuentra en cierta medida
comprometida, hecho que se refleja en un incremento en el tiempo requerido por el ventriculo para su
ciclo de polarizacién/despolarizacién (incremento en el segmento QT del electrocardiograma). Se ha
demostrado que pacientes con hipertrofia cardiaca y/o fallo cardiaco muestran este tipo de incremento
en el segmento QT, mientras que el tratamiento con inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina Il revierte este sintoma (Domenighetti y cols. 2007). Llamativamente, los ratones de la
misma cepa, pero deficientes en PKC({, no desarrollan un cambio significativo en ninguno de estos
pardmetros caracteristicos de un fenotipo hipertréfico en respuesta a angiotensina Il, poniendo de
manifiesto la importancia de la via de sefializacion Gaqg/PKC( en este proceso fisiopatoldgico. Aunque
se ha demostrado que la infusién de angiotensina Il en corazdén provoca activacion de ERK5 (lkeda y
cols. 2005) y se han observado incrementos en la activacién de ERK5 en hipertrofia del ventriculo
izquierdo (Takeishi y cols. 2001; Kacimi y Gerdes, 2003), no fuimos capaces de observar fosforilacion
de ERK5 en nuestras muestras, probablemente debido a que la sensibilidad de la técnica de deteccién
no fue suficiente. Sin embargo, si que hemos observado la ausencia de activacién de ERK5 en
cardiomiocitos de ratén obtenidos a partir de ratones deficientes en PKC(, permitiéndonos sugerir que
probablemente la actividad de ERK5 en respuesta a receptores acoplados a Gq sea necesaria para
desencadenar el fenotipo hipertréfico. En este sentido, se ha demostrado que la sobreexpresién de
MEKS5 (Nicol y cols, 2001), asi como de algunas dianas de ERK5 (MEF2A, C y D) (Xu y cols. 2006) a
través de los cuales ERK5 incrementa la expresion de c-Jun (Wang y Tournier, 2006), inducen la
apariciéon de hipertrofia. La importancia de c-Jun en el desarrollo de hipertrofia es critica, ya que ratas
que sobreexpresan una forma dominante negativa de c-Jun en corazén, no desarrollan hipertrofia tras
un tratamiento con angiotensina Il, y en ratas espontdneamente hipertensas la expresiéon de este

dominante negativo reduce considerablemente la hipertrofia cardiaca (Kim-Mitsuyama y cols. 2006).

Se ha descrito que PKCC se transloca a la membrana en respuesta a agonistas de receptores
acoplados a Gq en células cardicas (Takeishi y cols. 1999), aunque, hasta el momento, no se habia
observado ningln fenotipo cardiaco en los ratones deficientes en PKC( (Leitges y cols. 2001). Tampoco
la deficiencia en otras PKCs provoca fenotipo hipertréfico, por lo que podrian darse procesos de
compensacién entre las distintas isoformas (Dorn 1l y Force, 2005). Sin embargo, la ausencia de PKC(
no altera los niveles de otras isoformas en diferentes tejidos (Leitges y cols. 2001), por lo que no parece

que cambios en otras isoformas puedan contribuir a los defectos observados en la sefalizacion de Gagq.
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No puede descartarse que la ausencia de PKC{ pudiese estar afectando también a la
sefializacién de otros receptores y vias de transduccién promovidas por angiotensina, que pueden estar
siendo activados en el proceso de hipertrofia cardiaca. Los receptores de factores de crecimiento (EGFR,
PDGF vy el receptor de insiluna) son transactivados por angiotensina Il (Mehta y Griendling, 2006), por
lo que sus rutas de sefalizacién podrian estar bloqueadas, si PKC{ participa en ellas, y de esta forma
frenar el proceso hipertréfico en los ratones PKCL-/-. Angiotensina Il también provoca la expresién de
las citoquinas cardiotrofina-1 (CT-1) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF) en fibroblastos cardiacos
(Sano y cols. 2000). Estas citoquinas, ademés de activar a ERK5 induciendo hipertrofia excéntrica en
cardiomiocitos (Nicol y cols. 2001; Nakaoka y cols., 2003), también modulan el proceso hipertréfico a
través de la ruta JAK/STAT, activando especificamente a las isoformas JAKI, JAK2, STATI y STAT3
(Mehta y Griendling, 2006; Ruppert y Meyer, 2007). En este contexto, seria de interés analizar la
posibilidad de que PKC( esté participando en la induccién de la expresién de citoquinas mediada por
angiotensina Il o en la ruta de activacién de ERKS5 iniciada por estos mensajeros, asi como la posibilidad
de que PKC( intervenga directamente en la ruta de JAK/STAT en respuesta a GPCRs acoplados a Gg. Se
ha observado que en células hepéticas PKC( participa en la activacion de JAKI/STAT6 inducida por el
receptor de interleuquina 4 (Moscat y cols. 2006). Aunque en hipertrofia cardiaca parecen intervenir
otras isoformas de JAK y STAT, resultaria interesante analizar la posibilidad de que en células cardiacas

PKCC esté modulando a esta via.

Otra cuestién interesante seria analizar el efecto que produce la falta de PKC( en la activacién
del factor de transcripcién NF-kB en corazén. PKC( participa en la ruta de activacién de NF-xB en
respuesta a TNFa, linfotoxina B e interleugina-1, y por tanto ratones deficientes en esta quinasa
presentan deficiencias en la expresion de los genes diana de NF-«xB en células inmunes (Moscat y cols.
2006). Existen varios indicios de que NF-«B interviene en el desarrollo de hipertrofia y en la progresién
a fallo cardiaco. Por ejemplo, pacientes con fallo cardiaco presentan altos niveles de citoquinas
proinflamatorias (Levine y cols. 1990), por lo que en los ultimos afios ha crecido el interés por el papel
que pueden jugar estas citoquinas en la progresién de esta patologia. Sin duda, parte de los efectos de
estas citoquinas estardn mediados por NF-kB y se podrian presentar en menor grado en los ratones
deficientes en PKCL. Ademaés, se ha demostrado que, tras un aumento de presién en el corazon, éste
produce TNFa (Torre-amione y cols. 1999), que estimula la produccién de citoquinas de la familia IL-6
(IL-6, CT-1 y LIF), a través de la activacién de NF-kB (Terrel y cols. 2006). Esta ruta de sefializacién
podria encontrarse bloqueada en células que carezcan de PKC( por lo que se frenarfan los efectos de
TNFa y de las citoquinas sobre el desarrollo de hipertrofia. Por otro lado, en células cardiacas, PKC{
puede promover apoptosis al inhibir a Akt, en respuesta a tromboxano A, durante procesos isquémicos
(Shizukuda y Buttrick, 2002). Angiotensina Il también promueve apoptosis, siendo responsable de la
transicion del estado compensado al descompensado (Opie y cols. 2006), por lo que en el futuro seréd

interesante analizar el efecto de PKC({ sobre Akt en respuesta a angiotensina Il y la posibilidad de que
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PKC( esté inhibiendo a Akt y de esta forma promueva la apoptosis y la transicién a cardiomiopatia

dilatada.

Otra ruta importante en el desarrollo de hipertrofia iniciada por angiotensina Il, es la sefial de
Ca?*, que depende de la activacién de PLCB por Gag. El Ca?* provoca, entre otras cosas, la activacién
de la fosfatasa calcineurina y de sus dianas, los factores de transcripcién NFAT (del inglés Nuclear Factor
of Activated T cells), que son mediadores criticos de la respuesta hipertréfica (Wilkins y Molkentin,
2002; Dorrn y Force, 2005). En principio, las rutas de sefializacién iniciadas por PLCP no deberian estar
alteradas en los ratones deficientes en PKC{. La ausencia de fenotipo hipertréfico en estos ratones
plantea la posibilidad de que la ruta de PLCB no sea la Unica determinante de su desencadenamiento.
De hecho, resultados obtenidos por Mende y colaboradores (2001) apoyan esta idea. En este estudio,
analizaron el fenotipo hipertréfico de dos lineas de ratones que sobreexpresaban en corazén una forma
activa constitutivamente de Gaq. $6lo la linea ag*52, la cual expresa cinco veces més Gaq que la linea
aq*44, desarrolld hipertrofia cardiaca. Curiosamente, en la linea a.q*44 se observa un incremento en la
actividad de PLCPB, que no viene acompafnado del desarrollo de hipertrofia cardiaca. Por tanto, aunque
se ha descrito que las sefiales iniciadas por PLC[ son importantes en el desarrollo de hipertrofia, parece
que no son suficientes para iniciar este proceso, necesitando el concurso de otras vias de sefializacion en

las que PKC( estd criticamente implicada.

Como una primera aproximacién al conjunto de cambios que supone la ausencia de PKC( en
respuesta a angiotensina, hemos estudiado el patrén global de la expresién génica en corazones de
ratones silvestres y deficientes en respuesta a este estimulo mediante la tecnologia de “arrays”. El
estudio de la expresién génica global de ratones de ambos genotipos (wt y PKC( -/-) tratados o no con
angiotensina, y su comparacién con los resultados provenientes de otros estudios similares en diversos
modelos de andlisis de hipertrofia cardiaca en ratones, ha permitido apoyar la idea de que la
deficiencia en PKCC en general evita el desarrollo de hipertrofia en respuesta a Angiotensina, en
coherencia con los datos morfométricos, funcionales y plasmaticos. Asi, hemos podido comprobar que
el tratamiento con angiotensina Il en los ratones deficientes en PKC( (a diferencia de los wt), no da
lugar a un patrén de expresién génica similar al que se promueve en otros modelos de induccién de
hipertrofia. De modo particular, este tratamiento no induce el aumento en la expresién de algunos
marcadores clasicos de hipertrofia (ANP, BNP) o fibrosis (procoldgeno tipo 1), como ocurre en los otros

modelos experimentales.

El estudio de enriquecimiento de funciones de los genes modulados en hipertrofia (Grupo 1),
revela que en los modelos estudiados se incrementa la expresion de un nimero elevado de genes
implicados en ciclo y divisién celular, adhesién celular, transporte de fosfato y desarrollo, entre otros.

Esto podria estar relacionado con los cambios celulares, de sintesis y acumulacién de proteinas que se
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requiere para que tenga lugar el proceso hipertréfico. Otros autores han observado también la
sobreexpresion de genes relacionados con ciclo y adhesién celular tras la induccién de hipertrofia
(Larkin y cols., 2004; Mirotsou y cols., 2006). En cuanto a los genes que disminuyen su expresiéon en
esta patologia, se encontraron funciones bioldgicas relacionadas con metabolismo, fosforilacién
oxidativa, transporte de electrones y ciclo de Krebs. Estos datos moleculares estdn de acuerdo con lo
publicado por otros autores que también han observado la disminucién de genes con funciones
similares tras el tratamiento con agiotensina Il o tras constriccion adrtica transversal (Larkin y cols.,
2004; Mirotsou y cols., 2006). Buena parte de estos cambios no parecen darse en los ratones

deficientes en PKC( estimulados crénicamente con angiotensina.

Por otra parte, el anélisis preliminar de los datos de biochips pone de manifiesto que ciertas vias
de activacién dependientes de la activacién de ERK5 estarian sobreexpresadas en los animales que
presentan hipertrofia cardiaca. Por tanto, estos genes no estarfan regulados de forma positiva en los
ratones deficientes en PKC( y que han sido tratados con angiotensina 1, sugiriendo que en estos ratones
la activacién de ERK5 vy, en consecuencia, de sus dianas, estarian mitigadas, apoyando la hipétesis de
que la actividad de ERK5 en hipertrofia esté mediada por PKCCE, a través de GPCRs acoplados a Gq.
Estos genes no estarian regulados de forma positiva en los ratones deficientes en PKCC y que han sido
tratados con angiotensina Il, sugiriendo que en estos ratones la activacién de ERK5 y, en consecuencia,
de sus dianas, estarian mitigadas apoyando la hipotesis de que la actividad de ERK5 en hipertrofia esté
mediada por PKC(, a través de GPCRs acoplados a Gqg. De entre los genes relacionados con ERK5
sobreexpresados en hipertrofia destacan genes relacionados con procesos de angiogenesis (£ts-1, [gfbp7,
Vegfc, Bcl2 y CcnaZ). Se han encontrado altos niveles de la proteina antiapoptdtica bcl2 en estadios
tempranos de hipertrofia (Ecarnot-Laubriet y cols., 2002). Ademas, es interesante destacar el hecho de
que el engrosamiento de la pared arterial, la fibrosis perivascular y la hipertrofia cardiaca inducida por
angiotensina Il estdn significativamente reducidos en ratones deficientes en Ets-1 (Zhan y cols., 2005).
Aunque algunas de estas dianas de ERK5 pueden ser compartidas también con ERK1/2, se ha observado
que la inhibicién de PKC( en fibroblastos cardiacos adultos no tiene efecto sobre la activacion de
ERK1/2 por angiotensina Il (Olson y cols, 2008). Estos resultados, junto con los obtenidos en este
estudio, apoyan el que la deficiencia de PKC{ sea importante para la activacién de ERK5, y que esta
activacién sea importante para el desarrollo de hipertrofia. Sin embargo, la posibilidad de que otras vias
moduladas por el eje Gq/PKC( distintas a ERK5 pero relevantes para hipertrofia estén también alteradas

en la deficiencia en esta quinasa no puede descartarse.
En definitiva, los datos de expresién génica global aportan datos preliminares que requieren un

andlisis mas detallado de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de hipertrofia cardiaca

mediante la activacién de la via de sefalizacion Gaq/PKCL/ERKS5.
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La hipertrofia cardiaca es un proceso complejo, que se encuentra modulado por multiples
factores, y todavia estamos lejos de comprender cuéles de estos factores contribuyen en la transicién al
estado descompensado y fallo cardiaco. En este trabajo de investigacién ponemos de manifiesto, por
primera vez, el papel que juega PKCC en el proceso hipertréfico, al formar parte de las rutas de
sefializacién iniciadas por Angiotensina Il. De este modo, PKC( se presenta como nuevo efector de
Gagqg, lo que abre la posibilidad de que pueda participar en multitud de procesos fisiolégicos,
dependientes de la activacién de GPCRs acoplados a estas subunidades, que deberian estudiarse en el

futuro.
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1. La estimulacién de distintos receptores acoplados a Gq (receptor muscarinico m1, receptor de
angiotensina Il, ATiR, y receptores de esfingosina 1 fosfato, SIP, y S1P3) conduce a la activacién de la

ruta de ERK5 en distintos tipos celulares.

2. Lla activaciéon de ERK5 inducida por receptores acoplados a Gq es dependiente de
mecanismos de internalizacién e independiente de la activacién de PLCP, de tirosina quinasas citosélicas

de la familia c-Src y del receptor de EGF.
3. La sobreexpresién de formas activas de Gaq es suficiente para inducir la activacién de ERK5.

4. Gaq y PKC( se asocian en la célula y pueden interaccionar directamente. Esta interaccién es
especifica (puesto que no se da con otras familias de subunidades Ga, ni con el otro isotipo de PKCs
atipicas, PKCA). PKC( interacciona preferentemente con la forma activa de Gaq y la estimulacién de
receptores acoplados a Gaq induce un incremento en la asociacién tanto entre las proteinas enddgenas
como sobreexpresadas. La estimulacion de GPCRs acoplados a Gq promueve la translocaciéon de PKCE a

la membrana.

5. PKCC juega un papel critico en la activacion de ERK5 inducida por receptores acoplados a
Gq, puesto que el tratamiento con un inhibidor especifico de PKC(E, asi como la deficiencia en esta
quinasa, bloquea totalmente la activacion de ERK5 en respuesta a agonista en MEFs y en

cardiomiocitos.

6. Gagqg, PKCL y MEK5a, estédn presentes en el mismo complejo macromolecular. MEK5a puede
asociarse directamente con Goq de forma independiente a su dominio PB1, lo que sugiere una funcién
“andamio” de Gaq para orquestar las distintas interacciones responsables de promover la completa

activacion de la ruta de ERK5.

7. GRK2 inhibe la interaccién de Gaq con PKCE y con MEK5aq, impidiendo que tenga lugar la
activaciéon de ERK5. Estos resultados indican que GRK2 regula las diversas rutas de sefializacién iniciadas
por Gaq al interaccionar con sus efectores y apuntan a que PKC{ y MEK5 interaccionan con Gagq por

una regién que solapa con la que lo hace GRK2 (hélices a2 y a3 de Gaq).
8. La deficiencia de PKC(C en ratones provoca una ausencia de fenotipo hipertréfico tras el

tratamiento crénico con angiotensina Il, lo que indica que la nueva via de sefializacién Goqg/PKC({

desempefia un papel fundamental en el desarrollo de hipertrofia cardiaca.
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2810417H13Rik

Hmhal

Fscnl
Fstll
Spc25
Lilrb3, Piral-6
Synpo
Marcksll
Mmp23
Tcaml
Ostfl
Gltp
Ankrdl
1fi202b
Slc9a9
Stbdl
Mapre2
Phgdh
Serpinbla
Uhrfl
Kif20a
Taok3
Col8al
Pscd4
Fxyd6
Aebpl
Msn

Tmeml176a

Ankrdl1

Apcddi
Hnl

Soatl
Cks2

Ywhah

Tmsb10

Dpysl3

Actr2



Sonda
1452514 a_at
1417869 s _at

1460188 _at
1423593 _a_at
1418340 _at
1450792_at
1418440 _at
1457119_at
1424246 _a_at
1427735 _a_at
1427919 _at
1418296 _at
1448113 _at
1460351_at
1415983 _at
1423110 _at
1437185_s_at
1423407_a_at
1453107 _s_at
1424278 a_at
1417821 _at
1452040_a_at
1418004 _a_at
1417392_a_at
1449002_at
1450355 _a at
1460180 _at
1419442 _at
1448656 _at
1426244 at
1436905_x_at
1436902_x_at
1428600 _at
1421408 _at
1425214 _at
1452357 _at
1418733 _at
1456307 _s_at
1416226 _at
1422190 _at
1448475 _at
1425532 _a_at
1449126 _at
1417828 _at
1427884 at
1418293 _at
1423606 _at
1427385 _s_at
1436319_at
1416757 _at
1455978 _a_at
1449839 _at

p-val
1.76E-03
8.16E-04
3.85E-03
8.81E-04
2.17E-03
1.75E-03
5.76E-04
1.74E-03
1.59E-03
6.93E-04
1.09E-03
5.77E-04
1.26E-03
1.01E-03
1.80E-03
7.69E-04
1.00E-03
6.30E-04
5.47E-04
1.42E-03
2.17E-03
2.18E-03
1.48E-03
1.41E-03
7.16E-04
4.72E-04
3.41E-03
8.42E-04
3.42E-03
1.40E-03
1.86E-03
1.64E-03
5.83E-04
3.35E-03
1.82E-03
1.05E-03
3.92E-03
3.76E-04
5.67E-04
3.97E-03
4.13E-04
1.46E-03
7.14E-04
3.69E-03
4.37E-04
1.28E-03
9.65E-04
3.27E-03
8.58E-04
4.50E-03
7.04E-04
4.33E-03

Grupo |
Aumento de expresién
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.13
2.12
2.12
2.12
2.12
2.12
2.12
2.12
21
21
2.1
2.1
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08

ANEXO |

Simbolo Gen
Kit
Ctsz
Ptpn6
Csflr
Fcerlg
Tyrobp
Col8al
1110003FO2Rik
Tes
Actal
Srpx2
Fxyd5
Stmn1
$100al1
Lepl
Colla2
Tmsb10
Fbln2
Foxml1, Pebpl
Birc5
D17H6S56E-5
Cdca3
Tmem176b
Slc7a7
Phida3
Capg
Hexb
Matn2
Cacnb3
Mapre2
Laptm5
Tmsb10
Nin
lgsf6
P2ry6
Gplbb, Sept5
Twistl
Adcy7
Arpclb
Cb5arl
Olfmi3
Bin1
Zfp90
Agp8
Col3al
Ifit2
Postn
Actnl
Sulfl
Zwilch
Matn2
Casp3
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ANEXO |

Grupo |
Sonda p-val Aumento de expresién Simbolo Gen
1419598 _at 3.00E-03 2.08 Ms4a6d
1440250 _at 2.30E-03 2.08 Col4a4
1445707 at 9.73E-04 2.08 Zdhhc6
1439255 s at 6.04E-04 2.08 Gprl137b, Gpr137b-ps
1448967 _at 8.59E-04 2.07 Nipsnap3a
1455494 at 5.09E-04 2.07 Collatl
1445328 at 8.64E-04 2.07 Col4a4
1451911 _a_at 5.01E-03 2.07 Ace
1436512_at 1.70E-03 2.07 Arldc
1429752 x_at 2.52E-03 2.07 Clip4
1421045 _at 2.09E-03 2.07 Mrc2
1416821_at 5.95E-04 2.07 Es2el
1450251 a at 4.63E-03 2.07 Lnx1
1437874 s at 6.83E-04 2.06 Hexb
1448201 _at 4.29E-03 2.06 Sfrp2
1425598 a_at 7.60E-04 2.06 Lyn
1417911 _at 2.26E-03 2.06 Ccna2
1433543 _at 3.71E-03 2.06 Anln
1460187 _at 1.91E-03 2.06 Sfrp1
1439902_at 8.20E-04 2.06 Cbarl
1437417 s _at 1.60E-03 2.06 Gpcé
1437744 at 9.02E-04 2.06 Slitrk4
1427567 a_at 1.04E-03 2.05 Tpm3
1441259 s at 3.63E-03 2.05 Ift122
1416109 _at 1.07E-03 2.05 Fucal
1433685 _a_at 4.32E-03 2.05 6430706D22Rik
1422514 _at 4.00E-03 2.05 Aebpl
1433696 _at 1.18E-03 2.05 Hnll
1448124 at 1.67E-03 2.05 Gusb
1450191 _a_at 1.98E-03 2.05 Sox13
1460173 _at 9.59E-04 2.05 Lasp1
1426436 _at 3.17E-04 2.05 Tmem159
1455346 _at 1.60E-03 2.05 Maspl
1448620 at 2.33E-03 2.05 Fcgr3
1428319 _at 2.65E-03 2.04 Pdlim7
1448424 at 2.02E-03 2.04 Frzb
1439426 x_at 8.47E-04 2.04 Lyz
1418061 _at 1.22E-03 2.04 Ltbp2
1427168 _a_at 2.10E-03 2.04 Coll4al
1450857 _a_at 1.69E-03 2.03 Colla2
1455980 a at 2.73E-03 2.03 Gas2I3
1455679 _at 6.71E-04 2.03 Obfc2a
1455269 a_at 3.87E-03 2.03 Corola
1435195 _at 2.37E-03 2.03 Vashl
1423946_at 1.03E-03 2.03 Pdlim2
1448162_at 3.98E-03 2.03 Vcaml
1449660 _s_at 1.97E-03 2.03 Corolc
1454898 _s_at 5.13E-04 2.03 laht
1439787 _at 3.25E-03 2.03 P2rx7
1427413 _a _at 2.05E-03 2.03 Cugbpl
1431057_a_at 8.95E-04 2.03 Prss23
1448392 at 1.55E-03 2.03 LOC100046740
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Sonda
1435828 at
1416072_at
1423584 _at

1426812_a_at
1426529 a_at
1447849 s_at
1419943 s _at
1418237 _s_at
1424780 _a_at
1435477 s_at
1421044 _at
1440085 _at
1430332_a_at
1420394 _s_at
1416165 _at
1419483 _at
1425359 at
1426750 _at
1455786 _at
1416658 _at
1452295 at
1428712 _at
1448558 a_at
1450967_at
1423669 _at
1432538 _a_at
1417695 _a_at
1438633 x_at
1440975 _at
1418533 _s_at
1423753 _at
1448433_a_at
1451411 _at
1424010_at
1452649 at
1419666 _x_at
1434540 a_at
1438634 x_at
1418451 _at
1419091 a_at
1453572_a_at
1451987 _at
1434130 _at
1421223_a_at
1415906 _at
1448613 _at
1457322 _at
1437122 _at
1436847 _s_at
1438559 x_at
1424133 _at
1416406 _at

p-val

1.60E-03
1.49E-03
1.73E-03
1.20E-03
3.28E-03
2.76E-03
1.90E-03
3.61E-03
3.05E-04
3.58E-03
1.96E-03
2.19E-03
4.26E-03
8.71E-04
1.86E-03
2.82E-03
3.49E-03
4.54E-03
3.32E-03
7.50E-04
3.73E-03
1.32E-03
1.52E-03
3.02E-03
2.07E-03
1.39E-03
5.23E-03
1.19E-03

1.67E-03
3.25E-03
1.04E-03
1.15E-03

6.09E-04
2.27E-03
1.04E-03
5.77E-04
4.83E-04
5.91E-04
2.09E-03
1.63E-03
2.58E-03
3.19E-03
2.67E-03
1.02E-03
2.69E-03
2.22E-03
2.41E-03
1.82E-03
2.98E-03
4.46E-03
5.40E-03
3.04E-03

Grupo |
Aumento de expresién
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.02
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99

ANEXO |

Simbolo Gen
Maf
Cd34
Igfbp7
9130404D14Rik
Tagln2
Maf
Ccnbl
Col18al
Reep3
Fcgr2b
Mrc2
Eda2r
Gusb
Gp49a, Lilrb4
Rab31
C3arl
Mall
FInb
Z2fp820
Frzb
Tmepai
Monlb
Pla2g4a
Ptplad2
Collal
Rfc3
Soatl
Laspl
Mxra7
Fzd2
Bambi
Pcolce
Gprc5b
Mfap4
Rtn4
Nuprl
Clta
Laspl
Gng2
Anxa2
PIp2
Arrb2
Lhfpl2
Anxa4
Tmsb4x
Ecm1
Bcl2
Cdca8
Slc44a2
Tmem98
Peal5a
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ANEXO |

Sonda
1437226 x_at
1423274 at
1436520 _at
1423547 _at
1423376_a_at
1424328 s_at
1457058 _at
1452762_at
1424754 at
1435987 _x_at
1417756_a_at
1451941 a_at
1438200 _at
1439256 _x_at
1422628_at
1436838 x_at
1423805 _at
1435990 _at
1417432 _a_at
1425896 _a_at
1435057_x_at
1457658 _x_at
1437279 _x_at
1450919 _at
1436063 _at
1418029 _at
1433963 _a_at
1436530 _at
1437811_x_at
1417380 _at
1460208 _at
1447819 _x_at
1429190 _at
1442590 _at
1435390 _at
1452679 _at
1437165_a_at
1437234 x_at
1448316_at
1419279 _at
1427318 s_at
1431339 a_at
1424727 at
1433954 _at
1423726_at
1455825 _s_at
1455030 _at
1439264 x_at
1418099 _at
1436953 _at
1434291 a_at
1455470 x_at
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p-val
4.91E-03
4.03E-03
1.74E-03
2.53E-03
3.84E-03
4.17E-03
2.51E-03
2.27E-03
4.44E-03
4.36E-03
4.00E-03
2.48E-03
2.92E-03
2.91E-03
2.52E-03
2.95E-03
1.20E-03
4.57E-03
1.73E-03
1.76E-03
1.52E-03
1.76E-03
2.19E-03
3.27E-03
4.37E-03
1.83E-03
3.46E-03
3.25E-04
4.92E-03
2.19E-03
1.23E-03
2.20E-03
1.97E-03
7.99E-04
4.91E-03
3.00E-03
1.32E-03
1.94E-03
3.92E-03
4.80E-03
3.53E-03
2.28E-03
2.76E-03
1.76E-03
2.83E-03
4.80E-03
2.93E-03
2.29E-03
5.15E-03
3.70E-03
3.06E-03
2.06E-03

Grupo |
Aumento de expresién
1.99
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.98
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.97
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.96
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95

Simbolo Gen
Marcksl1
Ints6
Ahnak2
Lyzs
Dok4
3200002M19Rik
Adamts2
8430436014Rik
Ms4a7
1110059G02Rik
Lsp1
Fcgr2b
Sulfl
Gpr137b-ps
4632417K18Rik
Cotll
Dab2
Adamts2
Gnbl
Fbnl
Polrle
Anxa4
Sdcl
Mppl
LoxI1
Faim
Fermt3

OTTMUSG00000000971

Iggapl
Fbnl
Col8al
Arsb
Tnfrsf23
Exod1
Tubb2b
Pcolce
Prmt2
Cmtm3
Pip4k2a
Dysf, Ferll3
Efhd2
Cer5
4632419122Rik
Vatl
Lnx1
Ptprj
Laspl
Tnfrsflb
Wipfl
Serfl
Laspl



Sonda
1416516 _at
1422615_at

1420498 _a_at
1450852 _s_at
1428183 _at
1422286 _a_at
1454783 _at
1456251 x_at
1422803_at
1431004 _at
1427256 _at
1448180_a_at
1436996 x_at
1416740 _at
1449380 _at
1416295_a_at
1426528 _at
1417786 _a_at
1438948 _x_at
1430030_at
1416066 _at
1425039 _at
1433893 s _at
1416953 _at
1422437 at
1448213 _at
1433859 at
1436900_x_at
1444232 _at
1451527 _at
1424176_a_at
1423757 _x_at
1433964 s_at
1450065 _at
1429214 _at
1430127 _a_at
1456125_a_at
1417595_at
1455478 _at
1417618 _at
1419280 _at
1450625 _at
1448995 _at
1452717 _at
1452163 _at
1427276 _at
1416053 _at
1421811_at
1422671 s at
1417040_a_at
1417752_at
1438779 _at

ANEXO |

Grupo | (genes aumentados en situacién de hipertrofia)

p-val
2.70E-03
8.33E-04
4.22E-03
1.75E-03
2.60E-03
4.39E-03
1.07E-03
2.83E-03
3.37E-03
2.12E-03
1.18E-03
1.77E-03
2.21E-03
4.34E-03
2.07E-03
4.34E-03
1.95E-03
3.50E-03
3.21E-03
7.12E-04
6.05E-04
3.39E-03
4.33E-03
2.83E-03
2.65E-03
1.73E-03
2.03E-03
1.05E-03
4.35E-03
2.70E-03
2.43E-03
2.41E-03
5.07E-03
3.71E-03
1.91E-03
3.31E-03
1.71E-03
4.95E-03
1.30E-03
1.82E-03
5.25E-03
2.86E-03
2.45E-03
2.84E-03
1.68E-03
3.61E-03
2.36E-03
3.72E-03
4.92E-03
4.78E-03
3.45E-03
3.22E-03

Aumento de expresién

1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.94
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.93
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.92
1.91
1.91
1.91

Simbolo Gen
Fscnl
Map4k4
Dab2
F2r
Ankrd23
Tgifl
1113ral
Tspo
Fstl3
LOC100047339
Vcan
Hnl
Lyz
Col5al
Pacsin1
112rg
Nrp2
Rgs19
Tspo
5330426P16Rik
Cdo
Itgbll
Spagh
Cigf
Col5a2
Anxal
D030070L0O9Rik
Leprot
Prkgl
Pcolce2
Anxa4
1gfbp4
Fermt3
Adcy7
Adamtsl2
Ccnd2
Dynlll
Meox1
Ppfial
Itih2
Pip4k2a
Col5a2
Cxcl4
Slc25a24
Ets1
Smc4
Lrrn1
Thbsl
Naalad2
Bok
Corolc
Col4a3
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ANEXO |

Grupo | (genes aumentados en situacién de hipertrofia)

Sonda p-val Aumento de expresién Simbolo Gen
1420170 _at 2.96E-03 1.91 Myh9
1423725 at 1.76E-03 1.91 PIs3
1452656 _at 3.91E-03 1.91 Zdhhc2

1437689 x_at 2.08E-03 1.91 Clu
1417143 _at 2.50E-03 1.91 Edg2
1416122 _at 2.62E-03 1.91 Ccnd2
1416326 _at 3.12E-03 1.91 Cripl
1429159 at 3.45E-03 1.91 Itih5
1422510 _at 2.47E-03 1.91 Ctdspl
1448755 at 4.71E-03 1.91 Col15al
1426973 _at 4.17E-03 1.91 Gprl53

1438556 _a_at 2.44E-03 1.91 Tmod3
1417662 _at 2.18E-03 1.91 Elk3
1429119 _at 4.10E-03 1.90 lahl
1419251 at 4.38E-03 1.90 Eps15

1447903 x_at 4.12E-03 1.90 Apls2

1437671 x_at 1.43E-03 1.90 Prss23
1422593 at 3.14E-03 1.90 Ap3sl

1428057 a _at 3.74E-03 1.90 Ahnak
1434413 at 3.65E-03 1.90 ---

1416514 _a_at 5.21E-03 1.90 Fscnl
1417104 _at 3.67E-03 1.90 Emp3
1424113 _at 4.22E-03 1.90 Lamb1-1
1440315 _at 5.03E-03 1.90 Mbnl1

1454849 x at 3.74E-03 1.89 Clu
1428585 _at 5.02E-03 1.89 Actnl
1449297 at 5.23E-03 1.89 Caspl12

1456380 x_at 5.25E-03 1.89 Cnn3
1442917 at 3.03E-03 1.89 LOC100040792

1433908 a at 4.39E-03 1.89 Cttn
1416762 _at 3.71E-03 1.89 $100a10
1434891 at 4.28E-03 1.89 Ptgfrn
1448712 _at 3.19E-03 1.89 Chm
1435661 at 5.08E-03 1.89 Als2cr4
1418673 _at 2.40E-03 1.89 Snai2
1417460 _at 3.81E-03 1.89 Ifitm2
1423678 _at 5.22E-03 1.89 BCO17643
1417400 at 5.18E-03 1.89 Rail4
1438531 at 2.54E-03 1.89 A730054J21Rik
1416598 _at 5.43E-03 1.89 Glis2
1449330 _at 5.08E-03 1.89 Pdzd3
1429028 _at 2.80E-03 1.88 Dock11

1421375 _a at 1.80E-03 1.88 $100a6
1417133 _at 2.98E-03 1.88 Pmp22
1451218 _at 3.44E-03 1.88 Edeml
1449345 at 1.76E-03 1.88 Ccdc34
1435616 _at 4.54E-03 1.88 Cyp20al

1417339 a at 2.06E-03 1.88 Dynlll
1415973 _at 4.61E-03 1.88 Marcks

1438376 _s_at 2.82E-03 1.88 Trim27
1415850 _at 3.50E-03 1.88 Rasa3

1427123 _s_at 5.43E-03 1.88 Copg2as2
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Sonda
1448754 at
1426937 _at
1436181_at

1426541 _a_at
1425546 _a_at
1437458 x_at
1457687 _at
1452359 at
1417145_at
1455396_at
1436997 _x_at
1460285 _at
1448233 at
1456700 _x_at
1423607 _at
1427883 _a_at
1428527 _at
1433812_at
1418441 _at
1416108_a_at
1448202_x_at
1437628 s_at
1419665 _a_at
1437216 _at
1437092 _at
1437406_x_at
1417090 _at
1460186 _at
1415935 _at
1452244 at
1415778 _at
1434396 _a_at
1426754 x_at
1415972_at
1416168 _at
1459666_at
1451978 _at
1452761 _a_at
1437148 _at
1454927 _at
1435777 _at
1425567 _a_at
1419329 at
1450791_at
1451112 _s_at
1423455 _at
1450632_at
1418454 _at
1424987 _at
1435803_a_at
1437331 _a_at
1418355 _at

ANEXO |

Grupo | (genes aumentados en situacién de hipertrofia)

p-val
4.57E-03
1.27E-03
2.57E-03
3.59E-03
4.08E-03
3.61E-03
2.50E-03
3.96E-03
4.92E-03
5.17E-03
2.59E-03
3.22E-03
4.31E-03
2.47E-03
3.97E-03
5.23E-03
4.16E-03
4.18E-03
4.77E-03
5.33E-03
4.47E-03
5.11E-03
2.38E-03
4.97E-03
3.64E-03
4.52E-03
4.31E-03
4.13E-03
4.08E-03
1.54E-03
3.55E-03
3.67E-03
3.00E-03
3.66E-03
4.93E-03
2.37E-03
4.07E-03
3.95E-03
5.38E-03
3.82E-03
2.88E-03
3.57E-03
2.81E-03
5.43E-03
5.14E-03
3.76E-03
4.00E-03
3.48E-03
2.55E-03
4.67E-03
3.43E-03
4.63E-03

Aumento de expresién

1.88
1.88
1.88
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.87
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.86
1.85
1.85
1.85
1.85
1.85
1.85
1.85
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.84
1.83
1.83
1.83
1.83
1.83
1.83

Simbolo Gen
Rbpl
6330406115Rik
Ddef2
Endod1
Trf
Clu
Bcl2
Relll
NfxI1
Atp8bl
Sh3bgrl
Itga9
Prnp
Marcks
Lum
Col3al
Snx7
Lix1l
Col8al
Tmed3
Prelidl
Rhoa
Nuprl
Ccdc88a
LOC100048376
Igfbp4
Renl
Tm9sf3
Smoc2
6330406115Rik
Morf4l12
Mylé
Ckap4
Marcks
Serpinfl
Trakl
LoxI1
8430436014Rik
Arpc2
Zfp41
EO30018N11Rik
Anxa5
Sorbs3
Nppb
Dap
Ptma
LOC433749
Mfap5
5430435G22Rik
Eif4e2
Arf3
Nucb2
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168

Sonda
1417366 _s_at
1424781 _at
1418530 _at
1437197 _at
1424234 s at
1448219 a_at
1415971 _at
1450629 _at
1448843 _at
1434745_at
1454920 _at
1433623 _at
1452181 _at
1425814 _a_at
1456028 x_at
1456060 _at
1429637 _at
1426442 _at
1426799 _at
1415746 _at
1439766 _x_at
1453898 _at
1456540 s_at
1435324 x_at
1434149_at

p-val
5.01E-03
3.27E-03
5.12E-03
3.97E-03
4.50E-03
3.53E-03
3.92E-03
3.57E-03
3.29E-03
4.56E-03
4.24E-03
3.65E-03
4.91E-03
3.70E-03
2.70E-03
4.23E-03
3.86E-03
4.79E-03
5.24E-03
4.62E-03
3.79E-03
4.89E-03
5.13E-03
5.08E-03
3.85E-03

Grupo | (genes aumentados en situacién de hipertrofia)

Aumento de expresién

1.83
1.83
1.83
1.83
1.83
1.83
1.83
1.82
1.82
1.82
1.82
1.81
1.81
1.81
1.80
1.80
1.80
1.80
1.80
1.79
1.79
1.78
1.78
1.78
1.77

Simbolo Gen
Calml
Reep3

Nup160
Sorbs2
Meox2
Ywhaz
Marcks

Limal

LOC636537
Ccnd2
Uhrf2
Z2fp367
Ckap4
Calcrl
Marcks

Maf
2210419108Rik
Gpméa
Rab8b
Cic
Vegfc
Itgb1bp3
Mtmr6é
Hmgll1, Hmgbl
Tcf4
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Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

Sonda p-val Disminucién en la expresién Simbolo Gen
1455506 _at 4.19E-05 -2.71 Slc25a34
1428899 at 5.95E-05 -2.67 Tmem182
1415910 s at 2.50E-04 -2.65 Ciapinl
1428810 _at 1.04E-04 -2.64 2700097009Rik
1439143 at 2.46E-05 -2.62 A930018M24Rik
1431302_a at 2.12E-04 -2.62 Nudt7
1444318 at 1.43E-04 -2.59 Chchd7
1451606 _at 2.68E-04 -2.57 A530016L24Rik
1449714 _at 6.42E-04 -2.56 5730472N09Rik
1448491 at 2.68E-04 -2.56 Echl
1450395 _at 1.07E-04 -2.55 Slc22a5
1452823 at 2.45E-04 -2.54 Gstk1
1426672 _at 1.54E-05 -2.54 Tmem16k
1451307 _at 5.48E-04 -2.54 Mrpl14
1443044 at 3.31E-04 -2.54 A830091E24
1456981 at 1.68E-04 -2.54 Tmc7
1416665 _at 5.04E-04 -2.52 Coq7
1424715 _at 8.86E-04 -2.52 Retsat
1418148 _at 5.94E-05 -2.52 Abhd1
1448112_at 4.62E-04 -2.51 Cox7c
1420890 _at 1.09E-04 -2.50 Hccs
1429966 at 2.75E-05 -2.50 3110057012Rik
1417841 at 5.91E-04 -2.49 Pxmp2
1418706 _at 4.81E-04 -2.45 Slc38a3
1439662 _at 3.10E-04 -2.45 Homerl
1421097 _at 8.77E-04 -2.44 Endog
1423482 at 1.01E-03 -2.44 Uros
1430896 s at 1.44E-03 -2.44 Nudt7
1422948 s at 4.04E-04 -2.44 Histlh4a, b, ¢, h, i, j, k, m
1451467 s at 1.89E-03 -2.43 Gtpbp5
1454935 at 7.59E-04 -2.43 D930001122Rik
1417212 _at 2.58E-04 -2.42 9530058B02Rik
1455214 at 7.11E-04 -2.41 Mitf

1448322 a at 1.09E-03 -2.41 Cox4il
1424716 _at 1.56E-04 -2.40 Retsat
1435701 _at 1.00E-04 -2.39 ==
1452913 at 1.02E-03 -2.38 Pcp4ii
1428290 at 7.20E-04 -2.38 Mipep
1422500 at 1.95E-03 -2.38 Idh3a
1423908 at 6.76E-04 -2.38 Ndufs8
1433101 _at 5.66E-04 -2.38 9030419F21Rik
1434647 at 1.59E-04 -2.38 Egflam
1418782 _at 1.13E-03 -2.38 Rxrg
1449118 _at 3.39E-04 -2.38 Dbt
1416604 at 6.21E-04 -2.37 Cycl
1422525 at 9.96E-04 -2.37 Atp5k
1454964 at 9.34E-04 -2.37 BC021395
1457894 at 3.04E-03 -2.37 ---
1424937 at 1.90E-03 -2.37 2310076LO9Rik
1436173 _at 4.59E-04 -2.36 Dlcl
1451084 at 2.00E-03 -2.36 Etfdh

1456587 x_at 2.03E-03 -2.36 2010005J08Rik
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Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

Sonda p-val Disminucién en la expresién Simbolo Gen
1416772_at 6.53E-04 -2.35 Cpt2
1438790 x_at 2.70E-03 -2.35 Tmem41b
1433817 _at 5.56E-04 -2.35 Agpat3
1441915 s at 9.89E-04 -2.35 2310076LO9Rik
1423104 at 4.35E-04 -2.34 Irs1
1448499 a at 8.97E-04 -2.34 Ephx2
1438338 at 1.07E-03 -2.34 Mdht
1427250 at 6.64E-04 -2.33 Atp2a2
1424184 at 2.07E-03 -2.33 Acadvl
1424226 at 9.29E-04 -2.33 9030617003Rik
1418715 _at 5.74E-04 -2.33 Pank1
1460184 at 1.00E-03 -2.33 Hadh
1427964 at 4.59E-04 -2.32 Cmtm8
1435294 at 6.45E-04 -2.32 Mtmrl1l
1423960 at 6.26E-04 -2.32 Mboat5
1440537 _at 3.53E-04 -2.32 Kenv2
1460652 _at 2.20E-03 -2.32 Esrra
1416933 _at 2.22E-03 -2.32 Por
1427213 _at 3.26E-04 -2.32 Pfkfb1
1428134 at 2.58E-03 -2.31 Coq9
1442537 at 1.42E-03 -2.31 ---
1416057 at 6.10E-04 -2.31 Ndufbl1
1422501 s at 2.11E-03 -2.30 Idh3a
1419499 at 1.90E-04 -2.30 Gpam
1417683 _at 2.31E-03 -2.30 Diablo
1416300 _a_at 3.37E-03 -2.30 Slc25a3
1426522 at 2.71E-03 -2.30 Hadhb
1415970 _at 2.94E-03 -2.30 Cox6c
1435280 at 1.21E-03 -2.30 Al452195
1450187 _a_at 1.16E-03 -2.29 Galt
1453355 at 3.73E-04 -2.29 Wnk2
1427312 _at 3.07E-03 -2.29 Cmya5
1423785 _at 1.13E-03 -2.29 Egln1
1456176 x_at 1.86E-03 -2.29 Slc25a39
1438317 _a_at 5.12E-04 -2.29 Endog
1416058 s at 2.57E-03 -2.29 Atp5cl
1418584 at 1.60E-03 -2.28 Ccnh
1447961 s at 1.77E-03 -2.28 Mrpl38
1429260 at 5.12E-04 -2.27 1810014BO1Rik
1453687 at 1.34E-03 -2.27 Slc4a3
1419247 at 2.34E-04 -2.27 Rgs2
1419286 s at 9.78E-04 -2.27 1ft81
1436169 at 2.50E-04 -2.27 C730029A08Rik
1451336 _at 2.59E-04 -2.27 Lgals4
1416478 a at 1.68E-03 -2.27 Mdh2
1423692 at 3.97E-03 -2.26 Ndufa8
1456580 s at 2.16E-03 -2.26 Atp5d
1454992 at 2.30E-03 -2.26 Slc7al
1449218_at 1.26E-03 -2.26 Cox8b
1416056 _a_at 1.90E-03 -2.26 Ndufbll
1448934 at 1.13E-03 -2.26 Ndufal0
1417661 _at 2.78E-03 -2.25 Rdm1
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Sonda
1460506 _s_at
1436351 _at
1423492 _at
1450640 _x_at
1424392 _at
1423981 x_at
1416938 _at
1454991_at
1449964 a_at
1449442 _at
1451176 _at
1460198 _a_at
1427513 _at
1415948 at
1428181 at
1423071_x_at
1423072_at
1418117 _at
1417402_at
1428076 _s_at
1424313_a_at
1419248 at
1416793 _at
1431220_at
1449710 _s_at
1416416_x_at
1436070 _at
1420950 _at
1437364 _at
1455958 s_at
1450968 _at
1450268 _at
1450884 _at
1454708 _at
1448198 _a at
1455972 _x_at
1434212_at
1437832 _x_at
1458425 _at
1423044 _at
1431028_a_at
1419103 _a_at
1425164 _a_at
1418505 _at
1430326 _s_at
1456871 a at
1416616 _s_at
1429539 at
1424670 s _at
1420513 _at
1448563 _at
1420493 _a_at

Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

p-val
1.32E-03
4.75E-03
1.51E-03
3.43E-03
1.59E-03
2.41E-03
3.98E-04
1.52E-03
1.47E-03
8.80E-04
1.20E-03
1.04E-03
1.85E-03
7.61E-04
4.77E-03
3.58E-03
1.58E-03
2.90E-03
5.00E-03
5.46E-04
2.83E-03
4.15E-04
1.29E-03
3.06E-03
4.44E-03
2.52E-03
1.36E-03
1.89E-03
1.32E-03
4.88E-03
2.47E-03
8.26E-04
3.47E-03
2.64E-03
2.21E-03
1.84E-03
1.22E-03
4.75E-03
2.90E-03
4.38E-03
7.92E-04
2.28E-03
2.93E-04
3.17E-04
4.72E-03
1.08E-03
2.13E-03
9.53E-04
1.24E-03
4.42E-03
1.64E-03
5.00E-03

Disminucién en la expresién
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.19
-2.19

ANEXO |

Simbolo Gen
Ndufc2
Cog3
Mrpl45
Atp5k
Adhfel
Slc25a29
Chchd1
Slc7al
Mlycd
Pexl1la
D430028G21Rik
Psmb3
BC024137
Cregl
Etfb
EG622782
6720475J19Rik
Ndufs4
1190017012Rik
Ndufb4
Ndufs7
Rgs2
Arl6ip2
LOC100040353
Atp5al
Gstml
Glol
Znrfl
Cog3
Pptc7
Uqcrfsl
Fign
Cd36
Ablim1
Ndufb8
Hadh
Ndufs8
Wars
A430046D13Rik
Prosc
Pank1
Abhdé
Phkgl
Nudt4
Uqcrq
Phf20I1
Clpp
Bcl2I13
Zfyve2l
Efcab2
Phb
Pcyt2
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Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

Sonda p-val Disminucién en la expresién Simbolo Gen
1418586 _at 2.80E-03 -2.19 Adcy9
1423136 _at 2.19E-03 -2.19 Fgfl
1436926 _at 2.60E-03 -2.19 Esrrb
1453065_at 1.86E-03 -2.19 Aldh5al
1428926 at 1.91E-03 -2.19 1110003 008Rik
1418005_at 4.70E-03 -2.19 Sdhb
1448330 _at 2.87E-03 -2.19 Gstml

1426689 s at 2.97E-03 -2.19 Sdha
1416366 _at 3.29E-03 -2.19 Ndufc2
1428014 _at 1.20E-03 -2.18 Histlh4h
1451312_at 3.77E-03 -2.18 Ndufs7
1448811_at 1.93E-03 -2.18 Mrpl2
1452653 at 2.86E-03 -2.18 Slc25a22

1424393 s at 1.91E-03 -2.18 Adhfel

1418886 s at 2.74E-03 -2.18 Idh3b
1450880 _at 8.54E-04 -2.18 Mrpl16
1439493 at 1.52E-03 -2.18 D630040G17Rik
1435150 _at 1.00E-03 -2.18 ---
1448959 at 4.66E-03 -2.18 Ndufs4
1427202 _at 5.79E-04 -2.18 4833442J19Rik
1416485 _at 2.38E-03 -2.18 Timm23
1428130 _at 1.71E-03 -2.17 Lmanl
1448292 at 1.05E-03 -2.17 Uqcr
1450492 _at 1.57E-03 -2.17 Cngb3
1448319 _at 4.31E-03 -2.17 Akr1b3
1422678 _at 1.94E-03 -2.17 Dgat2
1449108 _at 3.90E-03 -2.17 Fdx1

1423893 x_at 3.39E-03 -2.17 Apbbl
1427052 _at 2.52E-03 -2.16 Acacb
1452433 at 3.16E-03 -2.16 ---
1457199 at 3.61E-03 -2.16 ---

1431980 a at 2.66E-03 -2.16 As3mt

1425143 a at 2.33E-03 -2.16 Ndufs1
1450627 _at 3.25E-03 -2.16 Ank
1448140 at 4.00E-03 -2.16 Ciapinl
1459089 at 2.41E-03 -2.16 RP23-292J)1.2

1434579 x_at 3.26E-03 -2.16 Ndufs8

1449935 a at 4.13E-03 -2.16 Dnaja3

1432511 s at 1.38E-03 -2.16 Cep27
1418238 at 2.33E-03 -2.16 Ivd
1435751 at 3.47E-03 -2.15 Abcc9

1433545 s at 1.90E-03 -2.15 Acadll

1435127 a at 1.11E-03 -2.15 Osgepll
1418873 _at 3.76E-03 -2.15 Sfxn4
1449407 at 2.34E-03 -2.15 1ft81

1455911 x_at 3.60E-03 -2.15 Ndufbl1
1448645 at 1.43E-03 -2.15 Msl31
1428519 at 4.27E-03 -2.15 2610528E23Rik
1417103 _at 3.40E-03 -2.15 Ddt

1447830 s _at 8.35E-04 -2.15 Rgs2
1434718 _at 1.16E-03 -2.15 Cul3
1439675 _at 1.40E-03 -2.14 4933429D07Rik
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Sonda
1419815 _at
1456716 _s_at
1437866_at
1445037 _at
1428589 _at
1449081_at
1435232_x_at
1439488 _at
1418521_a_at
1416275_at
1424669 _at
1425745_a_at
1435967 s_at
1448034 _at
1443306 _at
1441306 _at
1448681 _at
1428146 _s_at
1448786_at
1416522_a_at
1434072_at
1449443 _at
1451270 _at
1418314_a_at
1424364 a_at
1425628 _a_at
1423109 s_at
1440545 _at
1435995_at
1422578 _at
1426407 _at
1427997 _at
1430787_at
1417580 _s_at
1454621 s_at
1426856 _at
1431012_a_at
1423980 _at
1456824 at
1422315_x_at
1459980 _x_at
1428520 _at
1455424 at
1423086 _at
1416341 _at
1451558 _at
1457355_at
1436791 _at
1416679 _at
1429229 s at
1416175_a_at
1420387 _at

ANEXO |

Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

p-val
1.52E-03
1.60E-03
9.52E-04
1.41E-03
2.43E-03
9.42E-04
3.56E-03
1.45E-03
3.10E-03
3.34E-03
3.03E-03
1.51E-03
5.15E-03
2.88E-03
5.87E-04
2.22E-03
1.58E-03
2.83E-03
3.56E-03
4.17E-03
1.36E-03
3.18E-03
1.65E-03
1.04E-03
5.47E-03
1.49E-03
4.87E-03
4.45E-03
3.01E-03
5.02E-03
1.85E-03
3.65E-03
1.60E-03
2.40E-03
2.69E-03
4.30E-03
4.63E-03
4.12E-03
1.00E-03
1.01E-03
4.35E-03
5.18E-03
4.34E-03
1.89E-03
5.49E-03
2.63E-03
2.82E-03
3.88E-04
2.63E-03
1.90E-03
4.38E-03
3.22E-03

Disminucién en la expresién

-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
2.1

-2.1

-2.1

2.1

2.1

2.1

2.1

2.1

2.1

-2.1

-2.1

2.1

-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09

Simbolo Gen
Mettl1d1
3110002H16Rik
Duspl8
6430510B20Rik
Mrpl41
Ces3
Dotll
Mix1
Slc26a6
Zfyve2l
Tacc2
Hibadh
Al842396
6820408C15Rik
1115ra
Acaa2
1100001H23Rik
GreclO
Smcr7
Decrl
Dusp18
A2bpl
1110020P15Rik
Gtf2i
Slc25a20
ENSMUSG00000075319
Mrpl22
Cs
Cugbpl
1110007MO4Rik
2310050B0O5Rik
Selenbpl
5730472N09Rik
Hsdl2
Peci
Slc25a29
Z2fp612
LOC100047682
Rab3a
1110032A13Rik
Wnk2
Npcl
Polr2c
Fbxw7
Pnpla8
Wnt5a
Abcd3
4930534B04Rik
Vdac3
Mpv17
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Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

Sonda p-val Disminucién en la expresién Simbolo Gen
1425115 _at 1.59E-03 -2.09 Rbbp6
1421456 _at 4.90E-03 -2.09 P2ryl
1429516 _at 3.05E-03 -2.09 Ubr2

1416020 _a_at 5.40E-03 -2.09 Atp5gl
1422677 at 3.48E-03 -2.08 Dgat2
1437077 _at 5.02E-03 -2.08 Dcun1d2
1421590 at 4.60E-03 -2.08 Mrgprh
1422820 at 2.17E-03 -2.08 Lipe
1436358 _at 4.63E-03 -2.08 Atpafl
1443632 _at 4.90E-03 -2.08 Obscn
1448203 _at 5.00E-03 -2.07 Atp5I
1424045 _at 3.64E-03 -2.07 5730437N04Rik
1416878 _at 5.06E-03 -2.07 Mrpl51
1416393 _at 5.25E-03 -2.07 Emgl
1439128 at 3.09E-03 -2.07 Zbtb20
1435551 at 4.24E-03 -2.07 Fhod3
1435333 at 2.11E-03 -2.07 1110007MO04Rik

1431833 _a at 1.71E-03 -2.07 Hmgcs2

1447783 x_at 5.36E-03 -2.07 Slc25a39
1435004 _at 2.90E-03 -2.07 Pank4
1452015 _at 2.68E-03 -2.07 6330416G13Rik
1451245 at 2.75E-03 -2.07 Lrrc3b
1423642 at 3.25E-03 -2.07 Tubb2c

1435371 x_at 2.65E-03 -2.06 Ces3
1449398 _at 5.10E-03 -2.06 Rpl3I
1433293 at 1.07E-03 -2.06 1500032014Rik
1418968 _at 1.82E-03 -2.06 Rblccl
1455227 at 3.01E-03 -2.06 Aadacll
1438010 _at 1.55E-03 -2.06 Tmem201
1436521 at 2.99E-03 -2.06 Slc36a2
1448484 at 9.47E-04 -2.06 Amdl
1448038 _at 3.92E-03 -2.05 1810021B22Rik
1454921 at 3.82E-03 -2.05 Gmb561

1453957 a at 1.74E-03 -2.05 lgf2bp3
1449088 _at 2.96E-03 -2.05 Fbp2

1449544 a_at 5.17E-03 -2.05 Kenh2
1416269 _at 2.72E-03 -2.05 Atp5j2

1435716 x_at 3.92E-03 -2.05 Snrpn, Snurf
1435227 at 4.32E-03 -2.05 Bcl11b
1437363 _at 2.66E-03 -2.05 Homerl

1423907 _a _at 1.99E-03 -2.05 Ndufs8
1428657 _at 3.55E-03 -2.05 Rrebl
1416349 at 4.97E-03 -2.04 Mrpl34
1437742 _at 4.25E-03 -2.04 Rab21
1434354 at 1.88E-03 -2.04 Maob
1429723 at 3.51E-03 -2.04 6330409N04Rik
1433493 at 5.06E-03 -2.04 5730472NO09Rik
1452887 at 2.58E-03 -2.04 Traf3ipl
1439362 _at 2.72E-03 -2.04 ---
1451213 _at 2.22E-03 -2.04 Pex11b
1435750 _at 4.72E-03 -2.04 Gcehfr
1457176_at 3.79E-03 -2.04 ---
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Sonda
1435399 at
1427958 at
1416789 _at
1444064 at
1425768 _at
1450699 at
1448963 at
1418624 at
1436168_at

1434155 a at
1437398 a at
1454698 _at
1434717 _at
1452919 a at
1425695 at
1438537 at
1444498 at
1422153 a at
1439029 at
1449944 a at
1425455 a at
1436756 _x_at
1441285 at
1417765 _a at
1448667 x_at
1427342 _at
1440343 _at
1460453 _at
1452282 at
1434672 _at
1449813 at
1439836 _at
1416285_at
1458262 _at
1457915 _at
1425978 at
1436590 at
1451217 a_at
1453728 a at
1420408 _a_at
1423512_at
1426153 a at
1452646 _at
1417789 _at
1440346 _at
1417046 _at
1448666 s at
1444153 at
1434213 x_at
1418302 _at
1441857 x_at
1437599 at

Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

p-val
3.15E-03
2.73E-03
4.80E-03
3.15E-03
4.18E-03
4.63E-03
2.94E-03
4.36E-03
2.88E-03
4.85E-03
2.56E-03
3.90E-03
5.26E-03
1.63E-03
1.98E-03
4.18E-03
4.91E-03
4.84E-03
5.43E-03
5.43E-03
4.84E-03
4.52E-03
3.18E-03
3.70E-03
2.01E-03
2.57E-03
3.31E-03
2.35E-03
2.25E-03
4.23E-03
3.01E-03
5.36E-03
3.67E-03
3.75E-03
1.54E-03
2.90E-03
2.07E-03
4.09E-03
3.87E-03
4.18E-03
5.41E-03
3.55E-03
4.57E-03
3.52E-03
4.79E-03
4.17E-03
1.04E-03
3.45E-03
4.68E-03
4.96E-03
3.00E-04
4.82E-03

Disminucién en la expresién
-2.04
-2.04
-2.04
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.01
-2.01
-2.01
-2.01
-2.01
-2.01
-2.01
-2.00
-2.00
-2.00
-2.00
-2.00
-2.00
-2.00
-2.00
-2.00
-1.99
-1.99
-1.99
-1.98
-1.98
-1.98
-1.98
-1.98
-1.98
-1.98
-1.98
-1.97
-1.97
-1.97
-1.97
-1.97
-1.96
-1.96
-1.96
-1.96

ANEXO |

Simbolo Gen
2310068J10Rik
Abhd10
Idh3g
Samhd]l
Diablo
Selenbpl
Nfyc
Ybx1
C730029A08Rik
2310061104Rik
Aldh9al
Ptpladi
Cul3
1700012G19Rik
Tbx5

Asb11
Gpt2
Sec61a2
Churcl
Hadh
4833426J09Rik
Amyl
Tob2
Fastkd1
Rps6ka5
Tagap, Tagapl
Med26
Gpr22
Zfp30
Asb15
Ndufcl
4833442J19Rik
Myocd
Ppplr3b
Immpll
Mrps17
Abcc9
AW209491
Dsg2
Trp53inp2
Ccll
Jmjd3
Tusc4
Tob2
Ndufs8
Ppt2
Sehll
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Grupo Il (genes disminuidos en hipertrofia)

176

Sonda p-val Disminucién en la expresién Simbolo Gen
1425968 s _at 4.01E-03 -1.96 Speg
1452477 at 2.90E-03 -1.96 3110057012Rik
1447585 s at 2.14E-03 -1.96 Mrps6é
1416835 s at 1.99E-03 -1.95 Amd1-2
1435370 _a_at 4.28E-03 -1.95 Ces3
1434053 x_at 5.39E-03 -1.94 Atp5k
1415734 at 5.36E-03 -1.94 Rab7
1440302_at 5.42E-03 -1.93 Slc25a3
1420056 _s_at 2.64E-03 -1.93 Jmjd6
1418594 a at 2.92E-03 -1.93 Ncoal
1428360 x_at 2.76E-03 -1.93 Ndufa?7
1440267 _at 3.18E-03 -1.93 Pex1
1436689 a at 4.43E-03 -1.93 Aldh9al
1428812 _at 5.45E-03 -1.93 1700040LO2Rik
1443513 at 2.44E-03 -1.92 ---
1430292 a at 5.17E-03 -1.92 1810030N24Rik
1429144 at 4.13E-03 -1.91 Prei4
1440787 s _at 5.20E-03 -1.91 Bbs10
1457178_at 2.49E-03 -1.91 ---
1436362 x_at 1.44E-03 -1.91 Cerndl
1434898 at 5.07E-03 -1.89 Tnrcéa
1434918 at 4.23E-03 -1.88 Sox6
1455336 _at 5.10E-03 -1.86 Thap2
1433068_at 3.88E-03 -1.86 6330582A15Rik
1430485 _at 1.91E-03 -1.84 Trpc2
1440826 s _at 4.23E-03 -1.84 Tmem103
1419017 _at 4.79E-03 -1.81 Corin
1441927 at 5.13E-03 -1.79 Syt7
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