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RESUMEN

La unidn covalente de pabmitaro, v otos addos prasos, @ ressduns de elzieing g travds
de enlaces toéster (S-acilacstn), e una modificackin postraducdonal reversible que tene
diferentes consecuencias sobre la proteina modificada. Dicha lipidacion estd catalizada por
las enzimas acil-transfesasas o PAT: (del inglés Protein Agdramgerares), mientras que la
deacilacidn invalucrs la actividad de las enzimas toesterasas o APTs (del inplés igd Proters
Tlioesterases).

La manipubacin farmacologics de esta modificacion ha avanzado en los dldmos
Hempos gracias al desarrollo de diversos inhibidores principalmente de la deacilacsin, aungue
tarmbicn de la acilacion. La utilizacién de los mismos permite un mayor entendimiento del
proceso mwediante el eual ocurre I palmitoilacion § la importancs de su dinamismo ¥
reversiblfidad. Entre cllos el 2-hromopalmitate (2-BF), un andlogno

dcido palmitico, es el mias ampliamente vnlizado parm :'nhjbir

observaciones previas de nuestro laboratono sugineron que 2- ia afectar también el

proceso de deacilacion. . C’(b’

En este trabajo investigamos el efecto de {hchu.@pmtu, tanto ie Ko COMO N e,
sobre la deacilacion de la proteina GAP-43 v, Qpl:ﬂﬁum:mt sobre ln acovidad de
APTL v APTZ. En base a los resuliados aqui)'lb@:-umdm, v eoimo b aetividad enzimatica de
lis. APTs se wio inhlibida por el rr@mcntu con 2-BP' afectando los cclos de
acilacitn/ deacilacion de la pr-:nrr.l'.n:z.\ iada, sugenmos que los amiliss ciméticos v la
mterpretacion de los n:-su]ndns ng;{"ndns mediante el uso de este inhibidor, deberan ser
cutdadosamente revizados. qlb{)mhﬂrgc: condiciones expenmentales controladas utlizando
2-BT, pueden resultar g ara detener ¢l recambio de palimitato en proteinas palmitoiladas.
Eston paoeia pﬂmﬁli@&rlﬂiu de la importancia del proceso de deacilacion en la funcion de
dichas prﬂt::im®\

Por ﬂ-&pnﬂ:. estudiamos el rol de la descilscion v de las toestemsas sobre la
localizacion ntracelular dinamica de la proteina H-Ras, ya que la correcta distobucion de
dicha proteina s un aspecto fundamental en fa biologia de la msma. De esta manerm,
desenbimos los distntos procesos v la cinética mediante los cuales H-Ras es movilizada entre
las diferentes onganekas, v la interconexidn existente entre ellas. A pesar de que se observaron
notonas diferencias en coanto a la localizacion subeelular de las vanantes di ¥ monoaciladas,
demostrando la i.mpmrt:mu:i: de la csrequiomeiria ¥ la pfn-;in:i:'m de los palmitatos, todas
resultaron funcionales siendo capaces de actovar la via de sefnhzacion de Eck1/2. Ademas,
demostramos que la deacilacion de H-Ra: monoaciladas se ve incrementada en célufas que

sobreexpresan tanto APT1 como APT2, madificando su localizacion subeelular. La version
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salvaje, sin embargo, no mosted modificaciones en la escala de tempn analizada,
probablemente debido 3 un proceso de deacilacidn mis lento. Por dlamo, demosteamaos que
manto mecanismos de transporte vesicular como de difusion, estan involucrados en el trafico
rerrogrado de H-Ras desde membrana plasminca, realizando un apore 2 los modeos
establecidos previamente para el transporte intracelular de esta proteina.

En conclusion, este trabaye destaca la importancia de la modificacion por S-acilacion
v su dindmica sobre distintos aspectos estudiados en dos proteinas periféncas modelo (GAP-
43 v H-Ras). La modulacidn de la actividad de las enzimas involucradas en b palmitoilaci'n
{en este cazo en parncular, las noesterasas) resulea relevante para determinar la dinamica del
trifico intracelular v la localizacion subcelulas aproplada, pudiendo afectar, en consecuencia,
la funcidn de las proteinas modificadas.



ABSTRACT

The covalent attachment of a palmtate, or other fatty acids, to a cysteine residue
through a thinester bond (S-acylation), 18 a post-translanonal and reversible modificanon thar
has different consequences on the modified protein. This lpidation s catalyzed by Protein
Acyltransferases  (PATs), while deacvlation involves the acvity of  Acyl-Protein
Thioesterases (APTs).

The pharmacological manipulation of this modification has advanced in the later years
due ro the development of different inhibitors of both acyladon and deacylation, being more
significant in the latter case, The use of these inhibirors allows a greater understanding of the
palmitoylanon process and the importance of s dypamism and reversthility, Among them,
2-bromopabmitate {2-BF), a non-metabohzable analog of palmite and, i commonly used to
inhibit PATs activity, However, previous observations from our laiboratogy suggested than 2-
BP can also affect the deacylation step. é

In this work we invesngated the effect of this compound, I:Q in rive and i eire, on
the deacylation of GAP-43 and, more specifically, on :‘L@* and APT2 function. We
concluded that the enzymuanc acoviey of APTs was inhabdgd’ wath 2-BP treatment affecting
acylanon/deacylanon cycles of the studied protein. il)‘l:'t'qwn-:e.w sugrprest that previous
reports on palmitovladon kinetics  using :]%%bimr should be carefully analyzed.
Mevertheless, conteolled expenmental condpindG using 2-BP could be stll useful to stop the
palmitate tumover of S-acylated pmn:%this can allow the study of the inmponance of
deacvlation process in the funcion &'\tﬁt proteins.

We alsor studied the role eacylation and thioesterases on the dynamic intracellular
loealization of H-Ras, ducqﬁa: relevance of the correct distribution of the protein in the
biology of Ras. Thu descnbed the different processes and kinetics involved in the
trafficking of 1 [@ﬁnmgﬁ the organelles, and the imerconnection between them. In spite
of the 1 ifferences in the subcellular localization of di and moncacylated vanants,
which demonstrate the im;mrlﬂm:e of the stoichiometry and the position of the palmitates,
all of them were functional and capable of activating Erk1/2 signaling pathway. Moreover,
we observed that monoacylated H-Ras deacvianon 15 enhanced in cells that overexpress
cither APT1 or APT2, modifving their subcellular localizaton. The wild type protein,
however, did not show any modification on its location in the scale of ome aalyzed,
probably due to a slower deacylation process. Finally, we demonserated that both vesicular
transport as well as diffusion are involved in the retrograde tratficking of H-Ras trom the
plasma membrane, making an important contnbution to the previously established models

descrbing the intracellular transport of this protein,

'ﬁl



ABSTRACT

In conchasion, this work highlights the importance of S-acylation and i dynamics on
the different aspects descrobed for the penpherl model protens studied. The modulation of
the enzymes activity that regulate palmitoylatson {partcularly the thisesterases) is relevant in
determining the dynamics of intracellular trafficking and the appropnate subcellular
localization and might affect, in consequence, the function of the modified proteins,

l‘i-
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INTRODUCCION

LIPIDACION DE PROTEINAS

Log aminogcidos pueden sutnr modificaciones dinamicas o permanentes que pueden

afectar o regular detesminadas caracteristicas de las proteinas,

Alpnas  proteinas . citosilicas requieren asociarse, al menos temposalmente, con
membranas celulares para cumplir su funcion en sedalizacion, teifico, ete. Parm ello, pueden
unirse covalentemente a una vanedad de lipidos incluyendo acidos grasos, soprenoides o
colestern] [1] (Figura 1). De esta manera, las modificaciones lipidicas juegan un rol centeal
en la localizacion subeelular y en b funcion de proteinas penféricas. Ademas, dichas

modificaciones aumentan la hidrofobicidad de las proteines ¥ tienen un impacto en la

estructura ¥ en la afinidad de éstas por las membranas celulares [1] o por dominios de dichas

O
3

membranas [2].

M-mirsimiasin

Figura 1, Tipos 8¢ lipidaciones de proteimas en otlalas cucadoms, Lo dvalos de color representan las
proteinas modificadss. Los tpos de enlace quimico v Ios Bpidos incorporsdos se eepresciman oo b figurs
conuntamente con 18 posscion en la que == agregen (extremos M- g orerminales) (Modificads de Hzng 5
codalewadores, X 1)

La lipidacidn (o unidn covalente de lipidos) de proteinas de célilas eucanotas puede
ser dividida en dos categorins: aquellas que ocurren en ¢l citosol o en ln cama l:irnrr]aﬁmﬁriﬂ
de membramas celulares, ¥ las que ocurren en el lumen de organclas que forman parce de la
via secretora [1, 3). Dentro de estas dlomas, ta union de glicosilfosfandilinositol (GPL en el
reticulo endoplismico (RE) ez la mejor earaeterizada. Una vez modificady, la proteina rransita

la via exccifica hasta llegar a la superficie celular, en donde permanece anclada a la cara

‘l'i‘l
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extracelular de la membrana plasmanca (MP) [4]. Otra modificacion que ocuree en las
proteinas que van a ser secretadas (como morfogenos, citogquings v hormonas) es la union
eter v In unidn ester o amida de colesterol o dcidos grasos (N-aalacion), respectvamente, tal
com es el caso de las proteinas Hedpehop v Wt [3, 6).

Se pueden distnguir tres ppos de maodificaciones eitosdlicas; prenlaciom, M-
minstodacion v S-acilacion, Las mismas corresponden a la union ooéter de un grupo
iseprenilo {como C15 farnesdlo o C20 geranilperanilo) a una cisteina, I unidn amida de un
grupa minstodo 2 una glicing vl union toéster de un dcido graso de cadena larga 2 una
clsteina, respectivamente.

Las enzimas citosolicas faroesil transfersa (FTasa) v pemaniperinil  mmnsfemss
(GG Tasa) reconocen v modifican a sus sustratos en una cisteina que sc 'n:utm:n 4 CLEALrn
residuce del C-terminal, en o que se conoce como motvo C. $ ate dominio, C es
la cisteina 3 modificar, A son aminoieidos alifivees v X es un » g
selectividad (farnesilacion o geranilgeranilacion) de la ]:m:gﬂbn Esta modificacion es

ue contribuye a la

indizpensable para la asoctacion & membramas de las W@ prendadas.

Por otra parte, la N-minstoiacion se refiere a4d@tdicion wrreversible de minstato a un
residuc de gheing en el N-rerminal de una PO, denteo de una secuencia CoNSENEn
definida (MGXNXS/T) [8]. Esta modificpddn es predominantemente coteaduceional v
ocurre en el oitosol micntras ¢ pn:bl:ipEp\'_ emerge del nbosoma luego de la remocion de ka
metionina por una menonipeptidas

Dhe towlag estas mnﬂlfmc@eﬂs por unidn covalente a lipidos, la S-acilacion es In Gnica
que es reversible, tmirnd@ vida media menor a ka de la proteina modificada y, por o
tanto, peamniiendo ;l@r ripidos de acilacion/deacilacidn [B-10], Esto implicars que la S
acilacion de p pu:dr tener un ol en la regulacion dindmica de la localizacion v
funcion de las peoteinas modificadas. Dicha lipidacion es el objeto de estudio del presene

trabajo de investigacion.

S-ACILACION

Como se menciond anterormente, la S-acilacdon es 1a unidn de un dcido graso a una
cisteing a través de un enlace nodster (Figura 2}, La labilidad de dicho enlace en el medio
intmacelular es responsable de la reversibilidad de estn modificacion. Sin embargo, es
importante enfatzar gue los cclos de actlacion/deacilacion son lentos o incluso nulos para

ciertas proteinas (8, 10-13). En este sentudo, algunas cuestiones a responder en el campno de
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Ia lipidaciin son: godimo se regula la dindonica del recambio lipidico en la S-acilacion? y spor

que distintas prowings exhiben diferentes velocidades de recambio? [14].

- o . 3
= — — oo & Aoil-Cod 1 ﬂ + CoAGH
ﬂ O Il “"-_E | R— T H

Proiedng B ainaio Fintina S-acdiila

Fipn'l 2. Seacilacitn dinamica ¥ reversable. Los fvmlos de coloe TEpreLEnEn la Tmﬁrina e 8 misdificada.
El residues de cisteing blanco de ln Sadlacidn se muestrs comuntamente con el enlsce toéster que se fooma
e g gnaps tiol v el kido graso, El susrrato dosor de dicha pado o8 el acil-CoA. Las gl -rmsferasis v ks
twsiermsas son las engimas involiscrdas en baacillacsin v descilacitn, repecivamenie, (Modificado de Slng
v gnlaboradonss, 2000},

la S-acilacion, que es uma modificacion  exclusivame traduccional, e
cominmente referida como palmatoilacion. Esto se debe a que los hofmeros estudios de dicha
masdificacion se realizaren empleando ["Hjpalmitato para w ar la incorpomcion del
lipido a determinadas proteinas. Se conoce, sin em Myjue a5 proteinas S-aciladas son
capaces de mcomporar esteararo (C180) v nl.um@ AURLUE €1 MERDE PEOPOTCIN que
palmitato (C16:0) [15, 14] 2

la palmitcilacidn ocuere en una @@ variedad de proteinas, incluyendo a ks
transmembrana v las penféncas, sirn@%ﬂlﬁptmablt para la asodacion a membranas de
estis Womas, De hecho, estudios wbteomicos revelan que las proteinas palmitciladas en
mamiferos son tan 1hlmdume§‘m: diversas, reniendo un amplio mogo de funciones en fa
célula [17). El pa]nﬁtnﬂnn@% comi se conoece al conjunte de proteinas palmitoiladas, indica
que al menos el 10% s proteinas en humanos se encuentean S-aciladas |18, 19].

A difrmn@ otras modificaciones por unidn a lpidos, la palmitoilacidn no posee
UNA SECUEnCia ) so. Bin embargn, se conoce gue suele suceder en csteinas que tenen
caractersticas en Comin, ¥a que s¢ encuentran cercanas a secuencias con afinidad por
membranas como por eemplo un entomo hideofdbico o bdsico, adyacente o oms
modificacsones  lipidicas como minstotlidon o preniladon, o cerca de dominios
tranzmembrane. Esto permind la ereacidm de softwares que unlizan algonmos de prediccion
de potenciales sitios de palmitoilacion [20-23], generande una importante bermmienta pas
la investigacion fr e de distintas proteinas candidatas,

En resumen, la S-acilaciin de proteinas posee dos caracteristicas fundamentales que ka
diferencian de los demis apos de lipidaciones: su reversibilidad y la capacidad de modificar

tanto proteinas penféncas come transmembrana,

!i'
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FUNCIONES DE LA S-ACILACION

Para ¢l cazo de las proteinas transmembrana, como canales idnicos o receprores, el rol
de la S-acilacidn no es tan directo v predecible como para las proteinas penféncas, v bos
mecansmos por los cuales ejerce su funadn no son del todo entendidos. Estas proteinas
pueden palmitotlarse en cisteinas adyacentes o incluso dentro del dominio ransmembrana,
nsl mmbicn como en regiones citosolicas [14, 24].

5¢ ha propuesto gue, si se observaran efectos debido a la modificacion de estas
proteinas, eourrian como conseouencia de cuarro procesos no excluventes: alteraciones en
la conformacion de las proteinas, asodacidn eon dominios especificos de membrana, control
de las interacciones con otras proteinas v control de la interaccion con otras modificaciones
prstraduccionales (ubipuitinacion) [24, 25). Como resultado de esios @ccms, en algunas
proteinas transmembrama se observd que la palmitotlacion resul ispensable para su
locahizacion en MP, quedindose retenidas en RE o Golgs en dgm de oo ser aciladas [25).
Asimismo, la palmitoilacion ha sido invoelecrada en la rnd!@ sig v trfico de determinadas
proteinas coma el recepror de transfernna v el de ma -fosfato |25]. Con respecto a las
interacciones proteing-proteina, se han '-L'!'[H'ﬂ:ﬂl.i{)@ﬁl’llﬂi de la S-acibaciin regulando esoe
proceso fanto de manema positiva eomdo l‘}:&i [24, 25]. Ademas, In palmitodlacion de
residucs de cisteina en fos dominios citar@m de dichas proteinas, podna tener un efecto
en I proximidad a membranas celujar estos dominios. De becho, ha sido descrpro que
la S-actlacidn podea influenct stmn:rum de la proteina ¥ su funcion actuando como un
punite de anclaje adicional embrana [19]. Este es el easo de I subomdad y del eanal de
sodio epitelial, cuya p I)Q;l]hcﬁm en cisteinas cercanas al dominio transmembroana repulin
su actividad estabs o la apertura del mismo [26]. Recienternente se demosted que la 5-
acilacion de &s en el cxtremo C-reeminal del recepror del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR por su nombre en inglés) modifica la estructurs de dicho extrermo
hacéndolo  interaccionar con membranas ¢ impidiendo su acovaddn  [27). Un
reordenamiento similar dependiente de la palmitoilacion v prenilacion fue deseripto para el
recepror de prostacichng, lo cual modula su acondad [28]. En consecuencia, en estos ulnmos
ejemplos, la lipidaciton ejercerda un ol en la estructura v oopologia de las proteinas
tmnsmembrang con reapecto & s membeanas [14)

Por atea parte, bas proteinas rn.-riﬁé-m:m grnerilmente interactinn transientemente £on
membranas celulares 2 través de dominios hidrofdbicos o modificaciones  lipidicas

anteriormente mencionadas, consttuvendo lo que se conoce como “primera senal” de

e
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asoctacion 4 membranas. De esta manera, la proteina puede ser S-acilada, aportando exta
modificacion, la suficente hidrofobicidad para una asociacidn mds estable a dichas
membranas celubares. Este principio es conocido como mampa cinética v postula que los
grupos minstoilo y prenilo solo generan una débil afinidad por membranas, mientras que la
“segunda sedal”  (doble  lipidacién:  miristare/palmitate,  prenilo/palmitato o
palmitato/ palmitato) media un incremento en la asoaacon v una interaceion irreversible o
permanente con dichas membranas [29).

La identidad de las dos sefales de anclaje a membrana tiene una importante relevanda
en la localizacidn de la proteing modificada. Esto ocurre posque las enzimas encargadas de
levar a cabo la incorpomciin eo v postraduceional de mirdstico y prenilo, respectivamenie,
son proteinas citosolicas [14]. En contraste, ¥ como s¢ descobira en de mias adelance, las
enzimas encargadas de la S-acilacion estin asociadas a 1t1fmhr11u9® onde, por lo tano,
oourre esta modificacidn. En consecuencia, posteriormente a LHQI.H'FI.C:CEH'I en el ctosol,
lag proteinas miristoiladas o preniladas deben interacciona membranas para permitir Ia
subsigniente palmitcalacion. Un claro ejemplo de e @mﬂm ruembros de la familia de
las GTPasas Ras que sc encuentran farncsiladas y, \mﬂadas v cuvas modificaciones y sus
comsecuencias se discutiran nes adelane, En o] sentido, una funcion de la S-acilacion esci
relacionada con el direccionamiento é}%lfim# i determinados  compartimentos
intrecelulares. A pesar de que esta mm@d&n lipidica podrda parecer “simple” v tener poca
influencia en dicho proceso, ha @Em‘umrﬂdﬂ que la palmitotlacion puede acruar como
una sefal eficiente v versitil, @gllando el ifico de proteinas a sus diferentes destines [8,
). (;b

Oro eol i-r@%anw de la Sacilacion en ks proteinas  penféncas, es su
direccionamicndy particicon en determinados dominios de membrana. Si bien el concepro
de Jdpvd rafts Se€sulta todavia controversial dentro de la comumdad cientifica, ha sido
demosrrado que proteinas palmitoiladas particionan en dominios deos en colesteral ¢
insnlubles en detergente [31], Die esta manera, la S-acilacion podria actuar como una senal de
segregaciin 4 dichos dominios e influr en la movilidad lateral de las proteinas modificadas.

Ademas del ol en b localizacion subcelular, comin consecuencn del incremento en la
asociacion a membranas, la palmitodacion tene una funcidn en el tpo de mansporte de las
proteias, El modelo de trampa cinética permita postular fa hipdtesis de que las proteinas,
una ver palmitodadas en la cara citoplasmiatica de la membeana que posec la enzima acil-

transferaga, denen la hidrofobicidad suficiente come pam ser incorporadas a vesiculas de
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teansposte v teasladadas a MP, Al ser una modificacion reversible, un evento de deacilacion
les permiticia a estas protelnas “perder” dicha afimdad por las membranas, eniendo la
posibilidad de ser transportadas mediante difusion a tmvés del citosol, De esta manera, la
proteing dencilada puede encontrar  nuevamente la membeana gue poses la engima
correspondiente v ser reacilada, generando asi lo que e conoce como ciclos de
actlacicm/ deacilacion |8, 9] {Figura 3. Esto fue demostrado para el caso de las proteinas M-

7 H-Ras en dos tmbajos contemporancos [32, 33| cuyos detalles se deserbinin mas adelane.

Membrana

— T s

-- O

Di'uli.h ng\ T

Complejo de

Golgl
N
F'lgum 1. Giclo de aclaciin/de E de wmma F.rnlrin:. pcrl'll‘:ri.i:n_ la Saalacidin de las ]'m;m:-jﬂ.-:a
periférces de pusde Uevar a cabio por s ferasas {PATs) que s encuentren localizadas en membmnas de
complejs de Cnlgy, penerando i 10 en la hadrofohicidad de lae mismae, Lag proteinas pabmitoiladas
(creulos arules} son transport in membrane plesmaitc: mediante un transpoente de tipo wesiculae. BEn
tieka membeana pndn'm te deacthadas {circulos mopos) por aocion de las enziETias HoesTerasas

(APTs). Eseo results en u roida de afinided por ls becapa hpidics, condsaén por la cual b proveing poede
'-'1-'il|d1' [t difiamiciy hﬁt\ lrll.pliht:- de Gu||;l e dinade pl:rﬂ.r.! BT :rn.u]mh.. comengzands ¢l aelo nuevumente.
Por simplicidsd sﬂl@wmﬁ &l eveito de desilacion oourriendn o arvel de membeann plansne

Como se menciono anteronmente, para alpunas proteinas transmembrama S-aciladas,
como la proteina de fusidon de membranas (SNARE) de levadur Tlgl o e recepror de b
toodia dntrax TEME, se reportd la interaccidn entre la S-acilacidn v la ubiquitinaciin, Es asi
que dicho proceso de ubiquitnaoon v posterior degradacion se ve incrementado cuando la
palmitoialacion es inhibida o blogueada [14, 34], Un reciente andlisis v e de la proteina
dipalmutoilada calnexina, confirma un efecto de la S-actbacion sobre su esrabilidad [13]. En el
cagn de las proteinas periféricas, para la proteing diacilada GAP-43 fue desenpto que I

proteina depalmitoilada es sustrato para la degradacion en proteosomas [35],
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A pesar de que los efectos de ln palmirolacion resulien diversos, ln mayorda de ellos
som determinados por dos propledades  parocalares del palmitate: la hidrofobicidad o
afinidad por membreanas celulares, v la preferenci por los dominios ordenados de dichas
membranas. Sin embargo, resulta evidente que el efecto v la funcidn de b palmissilacion en
las proteinas transmembrana son varados v complejos, ¥ gue la palmitoilacion es mucho mas
que un simple mecanismo pasive de anclaje a membrana, enlendo un ol active v una

relevancia en la funcidn, estabilidad, interacciones y dindmica de las proteinas periféricas.
Enzi o N

Acil-transterasas (PATs) O

Durante muchos afios, ¥ a pesar de que la imporiancia de ka toilacion en diversos
proceses resultaba conocida, ef mecanismo por ol que se lByaba a cabe permanecio
desconocido. El hecho de que oo exista una secuencia de*ulnodcidos consenso para esta
maodificacion, sumado a la falta de identificacion de las ep@imas que b catalizaban, conreibuyé
@ la idea de gue la S-acilacdn era un evento :q:@nm, aurocataliicn ¢ no enzinricn.
Diebido a la alta reactuvadad del palmireil-Cod @sﬂ.‘qln con el que se realizaban los ensayos
s #ilvo) ¥ a las concentmaaones no ﬁainl@ﬁ empleadas, esta hiporesis fue adoptada por
muchos investigadores en ol drea. ’@}

Sin embatgo, en el afo 19 @-Eﬁh v calabordores camctenzaron la actividad palmucod

transferasa a traves de tnﬁﬂ% oquimicos {30]. En este trabajo descartaron la posibilidad

de una aclacion no enzin@hea, v st bien no identificaron a la enzima responsable, los autores
describieron su e;@ia en ka fracaon de membranas de diversos tepdos de raron. La
enzima con gy d de acilar el sustrato en los ensayos s s seria una proteing

mansmembrana, ya que la palmitoilaciin ocuree incluso después de diversos ratamientos
parg remover proteinas perifedcas [36],

Actualmente esta aceprado que las enzimas PAT: (del inglés Prwtesr Aopdramsfenase) son
las encargadas de Devar a cabo el proceso de palmitoilacion [37, 38]. Las PATs foeron
deseriptas finalmente en 2002 en dos estudios independientes realizados en Yaoharmmyoe
erepeiar (39, 0], Bl analisis de las enzmmas Erf2p v Akelp revelo un domimio comparndo de
51 amincdcidos fAco en dsteinas con un motve DHHC (Asp-His-His-Cys) conservado,
siendo este Ulnmo indispensable para la actividad reansferasa, pero no para ln selectividad de

sustrato. Esto permitia el hallazgo de 7 proteinas en levadura v 24 en mamiferos, todas ellas
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conteniende dicho motivo. Para la mavora de estas enzimas ha sido demosordo su ool como
pﬁ]mlt::-il‘rmnﬁfq:r‘:ﬁ:x sin embatpo, es imporianie destacar fue al[_iqmas poseern funciones
acheionales independientes de dicho ral [14],

Lomo ¢ menciond areaoemente, 2 diferencia de lag prenil- v minstoil-transferazas,
las PAT: son proteinas tmnamembeana que contienen entre 4 v 6 dominios transmembrana.
Tanto el dominio fco en asteinas como el motvo DHHC se localizan en uno de los looge
citosolicos fFigura 4. Fatas enzimas se localizan prancipalmente en RE v 1_'::_u:|1p|1_"p:| e Crioalgm,

aungue han sido encontradas tambien en MP [14, 41, 42|

O
Figura 4. Esquema de wog PAT. Repressnmacnin L!r‘g)‘l'ﬁ{ir‘l‘;‘l DHHC en donde sc maestran bos 4 o 6
dermmaos tansmembmna voel dommo BHHC CRD lico

o)

*
Recientemente, se descabido L@gﬁ:m coiervada en o domipio C-remminal de las

PAT: de varios orranismios rm‘@ms. ka cual es esencial para Ia funcdon de las transferasas
de levadum Swfl v Pfad [43f8ncha reglon se conoce como PaCCT por Pabsbepdiraifernare
orrerved € - Tersrisie., \Q)

Fape ﬁmr{%&%md:m utiizandn proteinas DHHC purficadas son consistentes con
la 1dea de que @dlﬂch’m levada a cabo por estas enEimad €8 un mecanisimo de dos pasos,
sicediendn Fu.‘il'l'll::l'l:l wna aulrseilacion e parte de la PAT v una subsecuente transferencia
del palmitato a la proteina sustrato [44, 45]

51 bien es ]’.'lt'q.'l:‘.'l'.'l.hn]r.' e fas PATs sean redundantes en su petividad v o HTIpArian clertos
sustratos [38], se conoce gue algunas proweinas son selectivamente modificadas por una
enzima en particular. Es asi que estudios protedmicos realizados en cepas dwosbons para PATS
especificas en Yovcbormanees ceremiiior, dan cuenra de |a dependencia de ciertos sustratos pica
&1l pah‘nn-ul:mlr}ﬂ pot una deternunada enzima DHHC f46]. Alpunas de elles parecen
miodificar sdlo proteims aolubles, mientras gue otms requieren de modificacones lipidicas

adicionales [24]. Otros epemplos de deleciones de enzimas PAT, con b consecuente

oy
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inhibicién de la acilacion en su sustrato, han sido reportados [14]. Pese a la publicacidn de
abgunos trbajos en los cuales se investigan los niveles de palmitoilacion v expresion de
proteimas en tejidos de ratones dwackow’ para clertas PATs, b mformacion con la que se
cuenta parm el caso de los mamiferos es ain escasa [14],

Actualmente se conoce poco acerca de la regulacion de la actovidad v de la/s region/es
de las enzomas que dictan b especificidad de sustraro, aungue para algunas PATs han sido
caractenzados domimos definidos, necesanos pam dicha espeaficidad, Como los dominios
citostlicos M-y C-terminal difieren amplismente entre una PAT v orm, es probable gue en
estas eeglones estén involucsadas en dicrar b especificidad en la localizacion v en sus
sustratos, Asimismo, determinadas proteinas podran contener secuencias que  scan
requernidas para el reconocimiento por diferentes PATs. Sumado a esto, caposible que cieras
enzimas tengan, a su vez, selectividad por e dcdo praso a inc , dificultando de
esta manera ¢l estudio de la reaccidon.

En los ilnmos afos, el esmidio de estas enzimas se ha vistQinerementado gracias a que

sus mutaciones o ausencia han sido invelocradas ;@"t[ﬁﬂﬁ fenotipos o procesos

patoldpicos, pancipalmente como resultado de un@mt en la palmitoilacion [47)
,b‘?)
Acil-tioesterasas (APTs) (}

En contraste con los estudios %\dm para caracterizar ¥ desenibir a las PATS, se
concce mincha menos de las Enzingr):ncan;ndas del proceso de deacilacion o APTs (del
inplés Ao Profein T?uhr:#nmsj,@n cuando fueron descoptas con antenordad a las acil-
transferasas. Actumlmente, Hgtrabajos publicados en el estudio de estas enzimas son escasos,
I que podria :!rbe% ficultades en las 1éonicas existentes pam investigar el proceso de
deacilacion. -'m@ los pocos trabajos de revision en ¢ drea revelan la necesidad de un
mayor entendim@nio de dicho proceso [458, 49].

La depalmitnilacidn enzimatica de proteinas fue demostrada por pameea vez en 1993,
en un teabapo en el cual se aslo vna prowina de 37 kDa a pamir de cerchro bovino § se
demostrd su actividad tioesterasa dn st utilizando como sustratos palmitei-CoA vy las
proteinas aciladas H-Ras y G [50]. El clomado v andlisis de esta protefna PP (por Padedogt
Protein Thiesteraee 1) permitic el reconocmiento de una secuenoa caracteristica compartida
por otras lipasas, como es el motvo Gly-X-Ser-X-Cly [51). Sin embarga, en 1996, el mismo

grupa camcterizd la localimacitm lzosomal de dicha protedna [32), gquedando descartada su
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funcion en la deacilacion de proteinas en o citosol, v descrbiendo su actividad como un
proceso previo a la degradacion de proteinas en lisosomas.

En 1998, Duncan v Gilman caractenzaron v purificaron unma doesterasn citosolica
capaz de remover palmitato de Ga y H-Ras, a b que lamaren APT1 (por Aod-Proedis
Thigesterase 1) [53]. El andlisis molecular de esta proteina permitio identificarla comea una
enzima de 25 kDa ooginalmente descopta como hsofostolipasa (LYTLA1) [54, 55]. Sin
CIT 3, eatudios i s demostraron gue la Ky de reaccion con el enface doéster de una
proteina acilada era 250 veces menor que el valor observado para el enlace owicster cuando
se utihzd hsotosfocoling {lyso-PC) come sustrato |53]. Hs decir, las proteinas aciladas parecen
ser un msejor sustrato que los lisofostolipidos bajo las condiciones expenmentales utlizadas

Esto fue postenommente confirmado comparando [os parimetros cinénigas que surgieron de

medie i wirw la nctividad de APT] como tinesterasa sobre un
la proteina palmitotlada RGS4, y como lsofosfolipaza utilizando co

Al ipmal que PPTI, APTI posee b secuenci E}@‘gur-]{-t‘.ly v eanadios de
mutagenests v #u posterior enstalizacion penmitio mdu@:\n la extensa familia de las 2/f
hideolasas v de las serina hideolasas, ya que posee da catalinea conformada por Ser-

sustrato lyso-PC [56],

Asp-His, caracteristica de estas familias |53, G 8], Las a/f hidrolasas comparren una
atguitectiurn que contiens una estruc tral conformada por laminas § paralefas,
conectadas por dapr v rodeadas de hEﬁr\@Q{Figuﬂ 5).

Ademis de deacilar Ga y H-& se demostrd que APT es capuz de depalmitoilar b
proteing eNOS (Nifme-Obaide § ¢} tanto fr nie como i mfm [59). 51 blen APT es capaz
de deacilar sustratos est te diferentes (Ga y eNOS son minstolladas v
palmitoiladas en ¢, &rminnl. ¥y H-Ras es famesilada y palmitoilada en el C-tenminal),
MUIEsTra clerta m@uﬁzd ¥a que no depalmitnila la proteina integral de membrana caveolina,
nl muranics d&\' (1% que nenen modificadas la secuencia o e espaciamdento entee las dos
cisteinas palmitoiladas [39], Asimisme, expenmentos realizados uthzando las cepas silvestre
v aptf_1 en Savcharmeyies aereviniae, demostearon que Apilp (ormologo de APT en levadura) es
capaz de deacilar Ga pero no H-Ras [60]

Por omra pane, en un trabajo realizado en nuesoro laboratoro en 2000, se describao |a
deacilacion de las proteinas dipalmitodladas GAP-43 v H-Ras en células CHO-KT [35], Por
eatuding de RT-PCR se pudo observar que dicha linea celular no expresa la tioesterasa APTT,
v quee la sobrecxpresion de la misma po producia un sumento en la veloeidad de deacilagidn

ni cambios ¢n la localizacion subcelular de GAP-43 [35]. Esto llevd a la bisqueda de una
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sepumda nocsterasa responsable de este proceso, permitiendo la descripaon de la noesterasa

citosolica A2

Figura 5. Estructura de APT1 humana. El diograma presenta dvYementos de b ostrociuss secundama, Sien
Eminas  (Hechas vendes) se presentan numeradas secoencigflinerde desde b 2 basea la 8 (la limina § candnica
1 00 8¢ encuenlin en eam protefng). Cuatro bmdnas § se denominan 51-54. Cinco o hélices
{m;d:u:]ummnﬁﬂnmmlﬂdnhdrh.&nlli?’ rddo & b esrruciurs de wna 33 hidrolase cantnica.
Cuatro hélices coras (en azul) e pomlan dc:dz@ . la trdadh cataline Ser-114, Asp-169 ¢ Hes-210 sc

rocstrn e armarilbo. (Extraide do Devedjier y e dopes, JHAT)
.\Q,

Al igual gque APT, ."'I.]rI.E@I: inicialmente caracrenzada como ung enzima capaz de
hidrolizar lisofosfolipidos v feMenominada isofosfolipasa 1T (LYTLAZ) [61] Esta enzima
de 25 kIDa comparte unG8%% de homologia con AFT1 v posec la secuencia consenso de las
:stumsu.s.-"]ipasmt %&t f=-Laly,

AporangddNw descnpacn de APT2 como nocsterasa de proteinas aciladas, en 2011
ientificaron a” APT1 v APT2 como pancipales blancos de compuestos denvados de
inhibidores orginalmente descrptos para APT1 [62]. El desarrollo y unlizacion de dichos
inhibtdores se discutied mas adelante en este trabajo,

Aungue la evidencia experimental es ain escasa, log datos mencionados acerca de la
selectividad de estas enzimas llevan a pensar que ambas tenddan preferencia por diferentes
sustratos. En este sentdo, esmdios realizados iv s utilizando como sustrato a la proteina
sempsintética N-Raz, demosrraron que el nomero de recambio (ko) para AFI2 e e doble
guee para APT1 [62] v la velocidad mixima (Vo) de b reaceién es mayor en el caso de API2

[63]. A su ves, contranamente a o n-;u:u'l:;l.lu friura CrAP-43 en donde APT2 patece sof |

oy
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enzima responsable de b deacilacion de dicha proteina |35], la depalmiroalacion de los canales
de potasio activados por calcio (BK) parece estar mediada por APT1 v no por APT2 [64).
La localizacion subcelular de las doesterasas APT1 y APT2 también resulta
controversial, Si bien Duncan y Gilman purificaron APT1 de extractos solubles [53], Wang
y colaboradores [65] reportarn su presencia en el RE de células dervadas de la linea celular
Hela, denominadas WISH. A su vez, mye-APT1 mosteo una localizacion mayonra en
citosol y MP cuando fue transtectada en células embrionarias de rfidn humano HEK293,
con escaga localizacion en RE, aungue la proteina endogena en dichas células es
principalmente ctosdlica [56]. Por otra parre, lis Hoesterssas fusionadas a vamantes
especirales de la proteing fucrescente verde (GFP), poseen una localizacion dtoplasmatica

trabajos independientes que demuestrin que manto APT1 comg 2 son proteinas

manto en offulas CHO-K1 como en células Hela |35). R:ﬂmtﬂn:gz publicaron dos
palmitailadas en Cys, v que dicha modificacion es responsable por Wi finidad v localizacion
en MP o Golgi de dichas enzimas en céfulas HEKIZ93T, :5!.!\:@! y MDDCK [66, 67). 81 bien
este dato habia surgido o partic de un estudio pnﬂﬁm@u[.izmhh en 2000 [6B], fueron
evidencias bioquimicas ¥ estudios por tecnicas » scopia los que permiticron que
pesurga la discusidn acerca de |a localizacion guh-ugb]ur de ks mocstermsas, Ademis, urlisando
inhilvidores de e APTs, shRMA: rs]:rrifé}%:m ambas proteings, o mutando el sibo
cataliten de APT1 vy APIZ, se &unnﬂr@: cifas enzimas catalizan su propia deaclacion
[66, 6T]. >

Comnn estos estsdios dcn‘@%n ciertas contradicoiones en el drea, es necesanio seguir
investgando para dar un(%puegu a los interrogantes que surpen eon respecto 4 las
mocsierasas v sus acyvgelddes. Uno de los datos mads interesanies seria conocer ¢l mecanismo
mediante el cual\ Enzimas interaccionan con sus sustratos v sl dicha interaccon e
eapecifica. La eitm v su consecuencia en la localizacion subeelular de las APTs también
abre el panorma para nuevas preguntas, como por ejemplo st dichs palmitoilacion e
rLeCe S Ed para la actividad de las enzimas o @ ésm modificacion es especifica del opo celular
empleado. En este sentido, la comparacion de las APTs entre distintas especies, demuestm
que la cisteina descopm como palmitoilada no esta absolutamente conservada [69]. e
hecho indicaria que esta modificacion no es indispensable para que las doesterasas sean
funcionales. A favor de esto, los primencs estudios realizados con APTs recombinantes
demostraron actividad de las enzimasz fr e, siendeo que lis mismas eran punficadas a parue

de bacterias, organismos gue, al igual que todos los procanos, no levan a cabo e dpo de

“he
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lipidacidn. A su vez, Vamak y colaboradores [67] proponen un modelo en el cual las APLs
deaciladas y citosalicas son las encargadas de levar a cabo la depalmitoilacion de proteinas
en membranas  celulares, favoreciendo su localizacion en MP y climindndolas de
emlomembranas para impedic una distribucidn po especifica. Mientras mato la fracadn
acitada vy localizada en Golgt, asl también como la capacidad de “autodepalmitoilarse™ de las
AFTs, funcionaria de ral manera de conteolar la canndad y mantener un balance de las
proteings aciladas en membranas de esta organcla [67].

En el caso de gue las toesterasas sean crosolicas, la pregunta a responder es de que
manera intetaceionan de forma trensiente con membranas celulases pas ser capaces de
deactlar sustratos asodados a éstas. En nuestm expenencia, ¥ de acuerdo con la hipdtesis de
tas dos sefiales [29), el efecto de un solo palmitco scbre la hidrofobigidad de la proteina
modificada no es suficiente como para anclar dicha proteing o MP | . Result evidente
que es necesano profundizar los estudios par obtener mis informasifn respecto a los temas
mencionados, lo que serd de gran valor pam el esmdio de Eas é’% en particular v del proceso
de S-acilacion en general. ,\@

Por otea parte, basguedas bioinformdncas dgags de APT1 revelaron la existencia
die una enzims gue comparte un 31% de id:nlﬁ: denomima APT)-bke (APTIL,
también conocda coma LYPLALT) La s - presion de esta enzima lleva a un aumento
de la deacilacidn de los canales de pma;@( en células HEK293, demostrando su actividad
tioesterasa [64]. Sin embann, la -:mgle‘.'mrm de APT1L demosted que si bien pertenece a la
familia de las o/ hidrolasas, activo de esta enzima es poco profundo, con bo coal ne
seria capaz de scomodar I&Ht: prusn de cadena lasga [T1). De acverdo con esto, AFTIL
no s capaz ded s semisintética én mitr, en condiciones en las que APT1 vy APT2
51 mLestran acﬂ*@ tiesterasa 63, Muevos estudios acerca del rol de esta enzima son
necesartios con fin de aclarar estos sesultados contradictoros.

Finalmente, en un trabajo reciente se damosied la extstencia de una nueva tioesterass
de proteinas aciladas perteneciente a la familia de las :r.-'.E hidrolasas, aungue no directamente
relacionada con las APTs antedormente descriptas [12]. Indicios de b existencia de orras
tocsterasas habian surgido 3 partr de un trabajo en el que observaron los efectos del
tnthibidor deseripto para AP v de otro mas peneral de serina hidrofasas, sobre b deacilacidn
de R7TBP (RGN biadimg protenr), efecto que no se observd mediante o deplecion pareial
{mackdonw) de APT1 v APT2 (separadas o en eonjunto) ni valizando inhibidores especificos
de cada isoforma [72]

iai
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La enzima ABHI?T fue identficada como blanco del inhibidor de APT1 v AT,
demostrando su baja especificidad, contrariamente a lo que habia sido reporado [62].
Mediante ¢ &mockdoww de laz APT: en celulas COS-T s¢ observo o blogueo de Ia
depalmitoilacion de b proteina Hungtintin, pero no de PSS ni de N-Ras, lo cual rambsén
es contrano a expeamentos de deacilacion i e vblizando APT1 y APT2 recombinantes
para depalmitodar N-Ras semisineéoca |62, 63, 73], Asimismo, el dapckdenw v la inhibioion
especifica de APT1 o APTZ recientemente demostmaron no tener un efecto soboe Ia
depalmitoilancion de N-Ras en células de melanoma [T4]. Subsecuentes estudios Bioguimicos
demostraron que ABHID1T, que es una proteina palmitoilada v se localiza en MP, e capaz
de deacilar ambas proteinas (N-Ras ¥ PSDD95) [12), abrendo un panorama hacia el
descubnmicnto de nuevas tocsterasas. Mas recientemente, la famdbia deenzmas ABHIDT
(ABHIDITA, 17B ¥ 17C) fueron confirmadas comn las enzimas acilan PSII5 en
neuronas [75].

La canndad desproporcionadamente menor de APTs @%ﬁpﬂm atbas PATS rermte
a la dispandad existente entre las fosfatasas (<100} y J.:s,{@s\:ﬂs {=3001) en células humanas,
suginendo que las APTs pueden funcionar como s que depalmitollan un gran rango
de sustrarog, micntras que las PATS serian las L'%irgadas de la especificsdad en Ia reacciom
de palmitodlacicn. En este senndo, fue o do que In magquinana de palmitotlacion es
mis lmitada cn cuanto al pmr:ﬁmnir\@d: sustratos que las enspimas toesterasas [63).
Alternativamente, dicha disparidad i reflejar el hecho de que sédo un nimero limitado
de proteinas llevan a cabo e rréﬂ i de palmitato, Por otro lado, también e posille gue
cxisian muchas mds ﬁﬂtin&i, cuya identificacidn estd rodavia pendiente [47],

xQ
©
METODOL PARA ESTUDIAR LA S-ACILACION

Una de las mayores imitaciones en el estudio de la S-acilacion es la escaza cantidad de

térnicas disponibles para su investpacion, incluso cuando se la compara con o otras
modificaciones postraduccionales, En este sentido, resulta fundamental el desarrollo de
nuevas herramientas para la comprension v manipulacion de la palmitoilacion, ko cuoal
permititd conocer v entender las funciones v repulacion de este proceso,

Por 1o general, ¢ estudio de la palmitodacion se puede abordar desde rres enfoques
diferentes [76] que se desarrollarin a contnuacion:

& o deteceidn de la proteima palmatotlada
s [ altesacion del estado de palmirsdlacion de la proteina
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¢ el estudio de las consecusencias de dichas alteraciones sobre la funcidn, localizacion

y transporte de la proteina

Dateccion de proteinas palmitoiladas

Los procedimientos para la detecadn de proteinas palmitcdladas se pueden dividic en
dos prupos, segin esrén centeadas en el palmitato o centradas en lo clsteing modificada [14,
77). Dentroy de las primeras s¢ puede mencionar b marcacion metabdlica con palmitatos
modificados. A su vez, tecnicas centradas en la csteina v ¢l reemplazo del palmutato han
surgido en los Alumos ados,

Fn esta seccidn se abarcarin dichos procedimientos, unlizados para el esnubo v b

deteccion de la S-acilacion, as1 también como las ventajas v desventajas uno de ellos.

\5%

La marcackim de proteinas palmitoiladas con [‘H]]‘ﬂh@tﬁ uni de ks réenicas s
tradicionales para el estudio de esta modificacion. La mﬁ@wmn en exponer los cultivos
celulares que expresan la proteina en estudio @ ) iadas dosts del dodo graso
radicacuvo. El pempo de incubacion gﬂneqlqﬁw dependera del vempo de recambio de
palmitico que tenga In proteing de interes, n ¢l [H]palmitato ex pricticamente idéntico
al ando palmitico natral, las prooeg mitoiladas lo ineorporan, pudiendose despucs
proceder con una irrmul:::pmi@ac m oy posteror automdiografin para s deteccion,
Ademis, pars estudiar el p inamico de la S-aclicion se puede realizar un expenmento
de purlre-cbare, en ol :u:l,é@) de la incubacién con [*H]palmitato, se cambia el medio de
cultive por wnd g ‘\@:\nﬂt pi]mj:tam no radhoactive. Este pm:t':linﬁrntu p-:rmi.tr, por lo
tanto, realizar gimge® de tempo v estudiar la cinetica de los cidos de acilacion/deacilacion,
En econsecuencih, las principales ventajas de esta metodologla sen la posibilidad de
moniterear la palmitoilacion en células vivas, la determinacidn de la modificacion de
proteinas especificas v la capacidad de estudio de la dinimica del proceso a reavés de
experimentos de fule-chare [TH].

A pesar de ser un método eficaz, la marcacdon metabdlica con mdivactivos posec una
serie de desventapas, algunas de las coales estin directamente relacionadas con la naturaleza
de este mpo de teactvos. Ee asi que al realizar estos expenmentos se debe trabajar teniendo
en cuenta las precauciones pertinentes para hacerlo de manera segura. Ademids, como el mno

emite una radizcion débil, los sempos de exposicion pueden durar de semanas @ meses. Con
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respecto a esto, algunos trabajos emplean el analogo W[‘anilirnjﬂ‘tu, que tiene la ventapa de
que las radiaciones y son méds  potentes, requinendo  dempos de  exposicon
considerablemente  menores, aungue s¢ pecesitan precauciones  adiclonales en I
muanipiudacion de este sadioactivo [76].

Oira desventaja en ln unlizaciion de esta metodologia recae en la dependencia de la
misma con b capacidad de incorpomcidn del reactivo por parte de las protetnas, b coal puede
llegar @ ser incficiente o baja si las mismas estin cstablemente palmitoiladas, es decir, 5 «
recammbio de palminco es lento [78]. Este hecho quedd evidenciado en un trabajo reciente en
el cual la proteina tmnemembrann calnexing presentaba una cnética de recambio gue no
comcordaba con lo medido a través de otras metodologias, va que al estar establemente
palmitoilada, la frccion de proteina que estaba siendo analizada nte la mareacion
metabolica era insignificante, no siendo representatvo de lo gue h;@dﬂ previsto para
dicha proteina [13). Ademnds, en proteinas que poseen mis de cisteinn S-acilable, |a
distinta cinética de depabmitoilacion de cada una de ellas pqﬂ@%ﬁcmtsar el andadisis.,

Por Gltmo, el hecho de ualizar cnncrntmrinn:s,@‘inlﬁgicaﬁ del acido grso para
realizar la marcacion, podda Degar a tener efectos "\m en las eélulas, adermds de mostrae
resultados gque no sean representativos de Jo qmﬁir sucede en condiciones normales.

Reclentemente, ze desarrollt un méte ANHE marcacion metabélica sin la urilizacion de
eadicactivos, basada en lo que se ¢ > como diok chemicty o reaccion de lpacidn
bioomogonal [3, 11, 17, 79 Di:hag\au:innta CONSISEN N una marcacon en dos pasos
utilizando un reportero wnido 1 azida o alguino v la postenor deteccion del mismo, lo
que permite amalizar o r distintas clases de moléculas biologicas, en este caso en
particular, un dcdo | tco. El hecho de que ks azidas y alquinos son relamvamente
pesqueiios, no pold@yY extables, permite que sean incorponados en metabolitos o deogas con
una p:rturhm:&nﬂninm de su estructum, reteniendo su actividad blobisriea [79].

Brevemente, para llevar a cabo esta metodologia, las células son incubadas con el
andhogo de dckdo graso con un w-acenleno conacido como 17-0DY A {17 -ectadecymai ad), el
cual es ncorporado a las proteinas por una enzma PAT, v postenommente son lisadas,
Dichos hsados celulares, mediante un mecanismo catalizado por Cu(l), pueden reaccionar
com un reporters micdificado con un grupo azida, que se une covalentemente al alguino

penerando un trazol, prodociéndose asl I reaccion de ook sesrintry [80]. Esra feaccion s

denomina CuldAC (por Cu-catalysed alkyme azvde cpoloadition). La azida puede estar acoplada, a

Iﬁl
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=t vex, a un flworoforo o a biotina, para realizar expenmentos por fluorescenca v ge' o
precipitacion ¢ inmunoblor, respecovamente (Figura 6).

Al igual que pam otras técnicas de marcacion metabolica, la principal desventaja de
ok chewiorry es su dependencia por ls afinidad v disponibilidad de las proteinas para b

incorpomeitn de 17-0D%A.
Precipilacitn con estreptavidina

T T

S -H’ Estudios prodedmicas

O
Q@D 0’%‘
Detecclon por Muorescencia i ‘23?

N\

‘\@
Figura 6, Representacion esgucmatica de la mesod ek clerrry. Las cehulas som meobaidas
con el andlepn de palmaarn IT-0O0YA ¢ postedormente li . Las preiteinas S-aciladas que méompommn

dicho dcwda Fruso Flndrnn FEQOCHIES Con wia azids a»;np'l%i biom o & un Pueedioen, pafa PoslErkeme e
prl:u:-:dr::l srahss poir inmunchlor o osescencia io® pecTivamente.

Q

* ABE (Acyf-Biota &:ﬁ@% Acyl-RAC ( Resin-Assisted Capture)

Como se menciond anter nte, omis metodologias para estudiar el proceso de 5-
acilacion s¢ basan en ¢l in bio del acilo unido de manera libil a la cisweina, por oten
ERUr CUVE i trnﬁa&nr estabilidad v sea derectable.

El ensayo s ¥1-bionn exchanpe o ABE (Figura T), consiste en una secuencia de
FEACCIOTIES ql@ax: el blogueo de los toles libres con Neenbmaleimida (NEM), «
tratamiento con hidroxilaming para liberar los palmitatos unidos a traves del enlace nocster
y la bictintlacidn de los doles de las cisteimas antes palmirotladas [81]. Dicha merodologia
F-;-rmilir': la realizacionm del Ij-r]rm,-"r estudio & pran escala de frre WirHnas Fu]mlrr:i.lmlas-. ey
levaduras [46].

Mo obstante, cste protocolo posee las desventajas de que, ademas de necesitar muchos
pasos de purificacion y de requenr prandes eantidades de proteina, puede dar lugar a falsos
positivos, Los mismos se pueden deber a un ineficiente blogueo de las elsteinas libres o a

una biotindacion inespecifica [B1],
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Basandose en el mismo pancipio gue ¢l ensayo de ABE, se descabio lo que se conoce
como acyl-RAC (por Regr--lodited Captwrry [77], en donde se reemplaza el uso de la
biotinilacion v postenor precipitacion por una conjugacion directa a una resina gue Feacciona
con los doles libres, Este hecho have que acyl-RAC tengs dertas ventajas sobre ABE, va que
requiere de una menor cantidad de pasos, lo cual simplifica el expenmento en dempo v
coatos, ademis de chiminar el ennquecimienio no especifico en proteinas endogenamente
biotimiladas, Sin embargo, las desventajas denvadas de bos falsos positivos v de Ia incapacidad
de determinar la maturaleza del grupo acilo previamente unido, son comunes a ambos

et
mnulﬂn mqﬁndup

E;z _— ‘?E ““”"?;E 0&\0

Rinfinilecian de ioa.
doles ¢
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Figura 7. Represcntaciin E&uﬂ de ka metodobogia de ABE. Homogenatos celulages son inculudos

i

-agarcea

con Moenlmakemida pars los prapos toles de las costeinags bhees. Postenommenie se incaba con
hedirooolamana (NHATH), byt produce b maphim & los enbuce aodster que undan a la protelna scibida con o
pedmitaro, Hapos 1 podran abuo eeccnar con HPDE-Bioum v leeeo se peoducisd b precipitacion
de lag proeine by poe inculsicidn con espepravading-agaroes. Las muestras obremidas pocden sed
eimtonces el %i’d arkiliis por mamunchlon o wikesdas paem evrudsos protetmicos.

Unia vanante de estos procesos en b gque luego de la ruptura de los enlaces tioster con
hidroxilamina los tioles libres generados reaccionan con polietilenglicol (PEG) permite
estudiar la cantidad de cisteinas palmitciladas en um proteina, debido al eambio en el peso

mlecular observado en Western blot.

Alteracion del estado de palmitoilacion
De acuerdo con el sepundo enfoque mendonado pars estudiar la S-acifacion, la

investigacion de los cambios en el estado de palmitoilaciin de las proteinas se lleva a cabo a

'y
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travies de distontas técnicas que abarcan desde la sobreexpresion v/ o silenciamienio de ks
engimas que llevan a cabo dicha modificacion v téenicas de mutapénesis de las cisteinas
involucradas, hasta el desarrolio de inhibidores para los ciclos de adlacion,/ deacilacion

Existen memerosos trabajos que clemplifican eada uno de estos procedimsentos, los
cuales combinados con las técnicas antenommente mencionadas generan informacion valiosa
en el campo de la S-aclaciin

La manipulacion farmacologica de esta modificacion, a pesar de haber avanzado en los
dlbmos dempos, sipue siendo bmitnda en cuanto o la disponibilidad de inhibidores
especificos tanto de b acilicidn como de la deacilaciin, lo eual representa un obsticulo
importante en la investigacion de la palmatoalacion,

Esta seccion abaecari, pancipalmente, ¢ resumen ¥ dtﬁl:!'i.rhliﬁn@iﬂhibidnl‘ﬁ de las

enzimas involucradas en esta modificacion, \>é
,b‘?)
& Inhibidores de las PATs .
. Ny :
Tres de los cuateo inhibidores descapros pﬂr\z@ S-acilacion poseen semejanzas
estrucrurales con lipidos (Figura 8). <:>\~>

Figuwra & Estructura guimica de los mbibidores de b palmiwoibacidn. (Modificado & Hang v
codabomdores, H001),

Actuglmente, o inhibidor de la pnh:'ulml:r:':fm mis unlizado ez el andlogo no
metabolizable del palmitato 2-bromopalmitato (2-BP), Sin embarge, fue demostmdo que 2-
BP es un mhibidor de enzunas de membrana [82] 2l inhibir proteinas iovelucradas en la
sintesis lipidica, ademdis de otras enzimas coyos sustratos no comparten caracteristicas
estructuriles con dicho eompuesto. En el tmbajo citado proponen que ¢l 2-BI se inseraria
en las membranas celulares, teniendo acceso 2 las prowings tmnsmembrana v wniéndose

covalentemente a cllas de al manera que la inhibicidon descnpta €5 no especifica. A traves de

e
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la incubacion de extractos de higado de mta con [PCJ]2-BP y postenor SDS-PAGE, se
demostrd la promiscuidad de este inhibidor [82).

A pesar de ello, a partic de la publicacidn en 2000 de un tmbajo en el que se inhibid la
palmitoilacion de ka quinasa Fyn usando 2-BI [83], se lo comenzd a utilizar con este fin, En
trabajos posteriores, incheo e lo descrbid como inhibidor especifico de b S-acilacion,
extmayendo conclusiones acerca de ln importancia de la palmitotlacion en distintos procesos
celulares v diferentes fenonpos indueidos por b undlizacion del 2-BP [B4].

En el trabajo de Webb v colaboradores [B3] se estudic ademds la asociacidn a
membranas v localizacitn en fgvid neftr de ba quinasa Fyn v las consecuencias en procesos de
sefmlizacion de las eélulas T en presencia de 2-BP, postulando dos mecanismos distintos de

esténcos por parte del bromo, no puwede ser transferido a la - aceptora. Chro

accion del intubidor. En el primero, ¢l 2-BP se une a ks PAT: pero ;n‘ impedimentos
mecanisma posible implicara que 2-BP sea transteado a la i sustrato, pero la
hidrofilicidad del mismo ke impida 2 dicha proteina a{u@! a membranas [B3], Las
consecuencias funciomales de cada uno de estos nmm@\sﬂm muy diferentes entre s, ya
que en ¢l primer caso las proteinas quedaran no ppldabiladas, mientras que en el segundo
serian irreversiblernente  alquiladas  [B5]. De (atﬂ manera, 2-BF podna bloguear la
ineaeporaciin de |"Hjpalmitato a proteinas , todladas, lo que sugenns una reduccion en
la S-acilacidn, pero en realidad pudm:@nr i anmhtlr'm por parte del inhibidor en el
sitier de la modificacion.

Para Z-BP fuse demr:sm@qn vitro una inhibicidn irreversible unlizando enximas
DHHE purificadas v di.ﬁ-liq%susrmuﬂ proteicos [B6]. Ademds, este trmbajo evidencid ka
ingspecificidad de accyside dicho intubidor, ya que fue capaz de reducie la palmitotacion de
proteinas naiﬁsl:u@\n\ y famesiladas, la cual es levada a eabo por distintas tmnsferasas, Sin
embargn, 2-BPdemosiro ser el mejor inhibidor de I palmatodiacion (con menor TESET)
cuando se lo compard con otto compuestn, conocido como Compuesto V' ([Figura 8), paea
el cual habia sido reportada una inhibicion de la palmitodlacion sustrato-selectiva.

Recientemente se sintelizd y caracresiad un compuesto basado en 2-BP, que combina
a dicho inhibidor con ln metodologia de aiok dheminry, pam utilizado en expenmentos de
ABPP o Acovery-Barsd Provers Profiing (84, B3], Die esta manera se pudo observar que 2-BP s¢
une de manera irreversible, ¥ probablemente por un enlace tioéter, tanto a enzimas DHHC
comao a proteinas palmirotladas, suginendo que el mismo puede ser incorporado al conpunto
de lipidos de la célula v unlizado como sustrato donor en b reaccion de S-acilacion [B35],
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Contrario a esto, la proteim S-acilada H-Ras no fue detectada como susteato del inhibidor
|84). sugtnendo en este caso que 2-BP se umiria a algunas proteinas S-acladas por un proceso
no ensimiteo. Ademds, se demostrd que este inlubidor se une a algunas PATS, pero dicha
anion se reduce cuando la enzima se encuentra en su forma inactiva o DHHS, demostrando
Ia utilidad de csre compuesto en expernmentos de ABPP. Incluso se demosmd que 2-BP es
eonvertido a 2-BP-CoA en las células HEK293T [84], teniendo como sustmios las mismas
proteinas pero siendo 2-BP-CoA més reactivo, Sin embargo, v debido a esta alta reactividad,
proteinas no palmiroiladas ambién fueron idennficadas como blanco del 2-BP. De hecho
aproximadamente 450 proteinas ban sido anotadas en un estudio por espectrometria de mas
[84], dentro de los cuales se reconocieron las PATs DHHCS, DHHCs, DHHCT, DHHC17
¥y DHHC2), pero DHHC1, DHHCA y DHHC23 no fueron incluldas, jpcluso luego de su
sobrecxpresion, é

Ohros inhibidores de la palmiroilacion, cuya estructura Qﬁmﬂar a lipidos, son
cerulening v unicamicina [76, 78], Cerulenina, un muihir}r'ﬁ’ : oripen oaural, inhibe In
sintests de acidos grasos v se coee que inhibe la pa]mit;v@m por alquilacion de las PATs
Sin embargo, e mecanismo responsable de la inkibdion ex desconoewdo, pudiendo este
COMPUESTO PEAccionar con foles tanto en la mzw transferasa como en la proteing sustrto,
A diferencia del 2-BP, un dervado de ccré@u que puede ser utihzado como sonda en
:;pgﬂ'memng de ek chemzriry, ﬂgmlaﬁk@ % Fn,.h:l:]: vl Bt @ las eneimas DVHHC eormo
a las mutantes inactvas DHHS, cual el mismo reaccionara con otro sito de la PAT ¢
no geriz posible su wnilizacion @%PI’ [87]. Orra diferencia ¢s que cenulenina fue capaz de
unirse 4 las 23 PAT: h g, com 1o cual podria ser utilzado como marcador pam esta
familia de enzioms. &. embargo, por sspectrometria de masa se observd que dicho
compuesto se w200 proteinas, presentando e mismo impedimente que los omros
inhibidores ¢ idos con respecto a la especificidad. Por otro lado, v debido a la similitud
estructural entre tunicamicieg v palmitoil-CoA, este compuesto, que es mis conocido por su
ol en la inhibicidn de la N-glicosilacidn de peoteinas, fue wilizado en algunos trabajos para
ithabur la palmarcalacion [T6, TH),

A partir de estos epemplos, resulta evidente ln escasa canndad de inhibidores de b
palmitatlacidn disponibles, v b imporante imiacion con la que se tmabaj cuando se dene
en cuenta la baja especificidad de b compuestos mencionados. Es notono también que para
los inhibidores descrptos se desconoce su accidn directa sobre las PATE, va que los mismos

son caractenzados en base a la inhibicion de la palmitoilacion a traves de procesos oo
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descapros. Una mayor mvestigacion en el aren es indispensable para el desarrollo de
inthibidores que sean tanto especificos como selectvaos de las disnaras PATS, o cual a su vez
se ve restangido por el desconocimiento de los meeanismos operantes en este proceso ¥ por
la cantidad v variedad de enzimas DHHC, de bas cuales la infosmacion con lague se cuenta
ex también limitada.

Rectentemente, en un estudio realizado utiizando una extensa bbrena de compuestos,
se identificaron inhibidores capaces de redudr o eliminar la actvidad de la PAT de levadums
Erf2 in wiro [B8]. Dichos compuestos podran servir como base para el desarrollo de fururos

inhtbidores de la S-aecilacion

* Inhibidores de las APTs

En el cazo de las enzimas noesterasas, ¢l conociimiento de [@:m de APT1 [58]
v el hecho de conocer el meganismo catalitico por el cual ka seq sitin actvo realiza o
atague nucleofilico sobre su sustrato, facilit k. sintesis -:h;éﬁ:mq:lutsmﬂ vanados con Ia
porencialidad de inhibir a cstas enzimas (Figura 9). @
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Figura 9, Estructura gquimica de los inhibidores de las AFTs. (Modobeado de Davda v colaboradores,
214y,

L'n estudio pionero en la obrencicdn de inhibidores de la depalmiroilacion fue poblicado
en N5 [BO]. En el mismo sintetizaron un péptde gque mimenza estructuralmente una

benzodia repinedinna fusionada al extremio C-terminal de H-Ras, imitando el intermedindo
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tetraédrico fommado por la senna hidmolasa y el toester. Células incubadas con este inhibador
mostraron una  deslocalizacion de MN-Has v una pérdida de dicha proteina en MP,
demostrando la accidn de las APTs sobre la localizacion dindrmdea de las proteinas Ras.

Mas adelante, en 20010, s caractenzo a Palmostann B, una §-lactona sintetizada en base
a I simifitud de APTI con una pasa glsmica, bo cual permina la bisqueda de compuesios
con potencial accion inhibidora. Dicho compuesto se une reversiblemente a la senna del sito
activo ¥ tene un efecto sobre la depalmitoilacidn de Ras [90]. La incobacion de oflulas
MIXCK con Palmostatin B, generd una redistribucion inespecifica a endomembranas de N-
Ras en dichas células, ademas de alterar la morfologia de células transformadas con H-Ras
oncogenica. Por otra parte, el tratamiento con Palmostann B impidic el creamiento de

k-Ras [91], demostrando la impormancia de la palmitodacion dindm Iroteings en estos

eelulas hematopoyéticas que expresan N-Ras omcogénica pero no la 135: ne palmitoilada
PEOGCESE.

Posteriormente, se sintetiza otra §-lactona discﬁudi.ct’%l: a ba similitued a swstratos
de APTL. Este inhibidor, denominado Palmostann ’ri,,l@nm:n?adn ANID K W Com
en ctlulas, demostmando efectos sobre la depalmiropsgs \Hh: H- v N-Ras [72]. A pesar de ser
miis active gue Palmostann B, ex este dlomo el gijs utilizado en In bibliografia.

5t bien Palmostann B v M fueron degdR¥dos como inhibidoses de APT1, un trabajo
posteror Hevado a cabo por ¢l misma o demostrd que dichos compuestos son capaces
de unirse no silo a APT1 sino m‘nﬂﬂ'{ a su homdloga AFT2 [62). A pesar de que en este
trebajo no se detectn ningin blanco de lag J-lactonns refacionado con H-Ras, una
publicacién reciente da n{&d: gue Palmostatin B podria unirse a otras serina hidrolasas
¥.a maves de esta apr Wiiacion, descrbe una nueva familia de posibles toesterasas [12].

En 2012 sa@yhortarcn los primeros inhibidores de APTs que son selectivos para cada
woenzima (9 v que son apromimadamente diez veces mas  actvos  inhibiendo
preferentemente APT2 [73], a cual habia mostrado deacilar mis eficientemente a N-Ras [62].
En este trabajo se identifican derivados de acidos bordnicos v bornicos como nuevos tpos
de compuestos con capacidad de mnhibir compentivamente las boesterasas, sin pesultar
toxicos, Estos compuestos, que fueron identficados o partir de una cxiensa librerda, poseen
clertas ventajas respeeto a los descrpros amenormente, ya gue su mecanismo de unidn a
proteinas (en partcular 3 serina hidrolasas) es conocido v agentes terapéuticos basados en

boro han sido anteriormente establecidos v reportados [73).

b1
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Asimismn, se comprobd la eapacidad de inhibicién de APT1 y 2 udlizando unz librera
de 315004 compuestos, con ¢l fin de identificar inhibidores selectivos con nuevos grupos
quimicos asociados, descobiendo un grupo de amidas de piperazina [93]. En este trabajo se
demosrrd ademis la capacicad de inhibicidn de los compuestos seleccionados en pruchas
it realizadas en mrones. En general, dichas amidas de piperazinag demostraeon ser selectivas
de la tsoforma APT] o APTZ [69, 93] Redentemente estos compuesios denominados
ML v ML349 respectivamente, fueron evaluados para ohservar los clectos de In
depalmitoitacion de N-Ras en células de melanoma [74].

Orros compuestos quimicos con capacidad de inhibir a las seana hidrolasas son los
triazoles denvados de urea |69, 94], los cuales pueden ser derivatizados para inhibir
selecovamente  proteinas individuwales pertenecientes a esta familla. Por ot lado,
compuestos denvados de cloroisocumarninas han sido reportados oo ibidores de serina
hidrolasas, y. en particular, del omalogo de APT1 en T 7 teniendo efectos sobre
la invasidn de dicho pasisito [69, 95]. . C}"{\;

Como se mencions anteformente, ¢ conocimi el mecanismn mediante ¢ cual
actian las sering hidrolasas facilita la sinresis de ¢ \tu:s con capacidad de unirse al sitio
acuve de estas enzimas e inhibir su auﬁv&: es ¢l caso de lo: compuestos
epemplificados, que ademas permitieron a!@@ en el entendimiento y en las metodobogias
empleadas para el esnadio de lo .'i-a.uh@ﬂm duda, el abjetive principal sctualmente recae
en mejorar la especificidad de lmi.rgﬂl\'dnrrs v en lograr obtener compuestos selectivos para
las isoformas APT1 v APTZ, o cual ya existen antecedentes promisarios [93].

ol

. Huugén@lﬁn-djrigidn

El utp::ri:@m mids comin y directo para evitar la palmitcilacion de una proteina es
el mmp]aw&u cisteing en la que se produce la modificacion (generalmente por una senna
o alanina) a teavés de expermentos de mutagénesis sitio-dirigida, Die esta manera, las oflulas
son transfectadas con la construccion muatante o con la proteina silvestre, v la palmitotlacion
se estudia mediante las iécnicas anteriomente mencionadas.

La principal desventaja de esta metodologia es e hecho de que clertas propiedades o
funeiones de la proteina en estudio (comao por ejemplo [a estabilidad) pueden verse afectadas
por la pérdida de la asteina per s v no por la pérdida del palminco. Ademas, en este opo de
expermentos, hay que tener en cuenta gue s¢ trabaja en condicones de sobreexpresion, por

lo que no se mide directamente la palmitoatacion de la proteing enddgena.
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* Sobreexpresion y silenciamiento de PATs v APTs

Chra metodologia ampliamente utlizada v que permite una alteracidm en los niveles de
acllacon o deacilacion de una determinada proteing en la célula, es ki sobreexpresion
imedianie imnsfecciin con los constructos especificos) o el silenciamiento (por stBNA) de
las enzimas PATs o de las APTs, segin ¢l proceso que e quier estudiar, Nuevamente, In
evaluacion de los efectos que dichos expenmentos engan sobre la palmitoiladén de b
proteing en estudio, se realiza mediante alpuns de bas técnicas explicadas anteriormente.

Al igual que para cualquier expenimento en los que se modifique la cantidad expresada
de una enzima, no es absolutimente directo el andlisis de los efecios que dicha
sobreexpresicn pudiera tener, El hecho de no observar un cambio sobre el proceso en
estudio, no implica gue la enzin afectada no participe de dicho proces gue bos ndveles
endégencs pueden ser satumntes, en el caso de un experimento expresion, o los
niveles de expresion remanentes pueden ser suficientes para levgr Mabo su actividad, en ¢l
caso de expenimentos de silenclamiento. !‘.{Enimnlmenm,.rt%;hhw de las PATs poda
na tener efecto debido a que las funciones y sustratos dt@gmu podrian ser redundantes,
Por oo lado, como se menciond anterdomments pandg caso de las APTs, existe ademis |a
dificultad de gue probablemente existan otmas €nrimas tocsterasas no descriptas hasea el
momento, ¥ que pudieran estar ejerciendo :@ tvidad, con lo ewal no seda posible ver un
efecto con eate upo de metodologia. @;

Por Glumo, en nueseno 15. tonn fue demostrado que para poder csoudiar la
deacilacion mediada por la sﬂhérprcsmn de APT1 vy APT2 de GAP-43 y H-Ras en céliulas
CHOVK, e necesano el proceso de acilacion [35], indicando que el balance de las
actividades de acuadr*<§§

estudiar un efec tvado de una alteracion en los niveles de E!qlrnhn‘ilp.dl;"un. Esto podria

eacilacion en un contexto celular en parpeular, es bnportante par

VATIAL Sepun upo cehudar empleado va que células Hela, MEFs vy NIH3TI que
sobreexpresan APT1 fueron capaces de incorporar ['Hjpalmite en H-Ras en distintos
niveles, aungue siempre en menoe proporciin gque las ofludas sin la sobreexpresion de 1a
noesteraza [96], Asimasmo, la sobreexpresion de DHHCS/GCPL6, la PAT que acila H-Ras,
Hewa a una mayor incorporaciin de radioactivo en dicha protein en niveles variables segnin
la celula estudiada [96]. Por o parte, la sobrecxpresidn de la potencial tioesterasa ABHIDT
produjo una disminucion de la incorporacion de 17-0DYA en N-Ras, ademas de una
perturbacion en la localizacion subcelular de dicha proteina en estado estacionano 12,

Comno en estos dos dldmos casos no fue necesano mhibie un proceso para esmdiar el
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contrania, o antes discubdo podria deberse no solo al opo celular empleado, sino también 2
la metodologia unlizada para evaluar la S-acilacion.

Estudio de las consecuencias de alteraciones en la S-acilacion

El tescer entoque utilizadn para el estudio de la Sacilacidn consiste en determinar las
consecuencias de modificaciones en los niveles de palmitoilacion sobre disnntas propiedades
de Ia proteina en estudio, comao su funcion, localizackon, transporte, etc. Bl efecto a evaluar

dependesi de la proteing acilada gue s¢ esté caractenzando,

* Asociacion a memhbranas

Uno de los experimentos que e pucde realizar para evaluar ai la @mimiind:‘m ele una
proteina afecta su afinidad por membeanas  biologicas, e neracion  mediante
ultracentrifugacion de fracciones de membranas v citosalicas d%ﬁc:]u]ﬂrﬁ, a partir de
celulas que expresan kas proteinas en las condiciones a mﬂu{&u] Ejemplos de la unlizaciéo
de esta metodologia en el campo de la acilacidn son n@m En algunos casos se puede
proceder ademsds a una parhcon en detergente p@‘}aluar la hidrofobicidad de la proteina
acilada s, ln proveion deaclada [35, 70,97, &

Adicionalmente, existen estudios q é&l‘l‘ﬂitl_‘n determinar la asociacion de la proteina
palmitoilada v no palmitoilada a d:@& microdominios de membrana [2, 96, 98], Esto ae

puur_'le loprar a través de meé nd:%e clficns e consisten en el emmdento de lus eélubaz

con detergentes para e estudiode s naffs [76].
<@

* Localizacién subcelular y transporte intracelular

Scpun ’&n propuesto de aclacion/deacilacion que llevan a cabo las proteinas
periféncas, el estado de palmitoilacidn afecta tanto la localizacon subcelular como el
transporte intracelular de dichas proteina: (Figura 3). Una forma de estudiar estos procesos
es a4 través de microscopia, en particular microscopia de fluorescencia. En este easo se puede
camacterizar tanta las proteinas endogenas (mediante ¢l uso de anticuerpos) como proteinas
acopladas a GFP o alguna otra vadante fluorescente,

Cambics en la localizacon subcelular debido a modificaciones en los niveles de
acilacion o deactlacion son posibles de monitorear. Numerosos estudios repostan eomin

proteinas palmiteiladas ven afectadas su localizacion y/o transporte por mutaciones en las

a
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cisteimas acilables, el empleo de intibidores, la sohreexpresion de las enzimas que catalizan
la acilacion/ deacilacion, erc. [12, 32, 33, 35, 67, 70, 83, 90, 99),

Adicionalmente, técnicas mds avanzadas de microscopia confocal de fluorescencia
permiten el estudio de estos procesos de manera dindmica ¥ no #4lo en estado estacionaro,
les gue puede ser de relevancia en la funcitn de la proteina en esmudio. Fl empleo de dichas
fecnicas es pertinente 2 los objetvos de este tmbajo de tesis, et Ly cugl 2e desarrollam en

profundidad mas adelante,

* Funcidn de la proteina

Dependiendo de la protedna en estudio, se pueden anahzar los efecros de
modificaciones en la acilacion sobee 12 actividad o funcidon de dicha pn@m- Tal = el caso
de proteinas aciladas involucradas en procesos de sefalizacion, de la @*s se puede conocer
a1 la paloitoilacidn afec Lo activacion de determinadas vias, est a los efecrores que
s encuenttan dwmsfrean con respecto a la proteing en mmﬁji@& directamente evaluando el
efecto sobre los procesos celulares afecrados como puﬂi@dﬁn, diferenciacion, et

Bl caso mds estudiado, v gque ejemplifica et we, s el de bas proteinas (GTPasas
Ras. La mayora de log inhibidores de la ;til‘g«.‘m;dﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂ deseriptos en li seccidn
antenor, fueron desarrollados tentendo cu@» bjetive final la posibilidad de crear agentes
lerapeuticos que permitan L n:ruﬁﬂcar@% la localizaciom subcelular de estas proteinas, de
tal manera de impedir su pamicipacidvl en cascadas de senalizacion, ya que las proteinas Ras
4 enclentran mitadas en ﬁpﬁbﬂdmmu el 300% de los cincer humanos [100]. Comio la
isoforma H-Ras s obje estudio de esta tesis, se volvera sobre estos conceptos mas
adelante. " 6\

AN
O

w

En este trabajo de tesis, se decidio avanzar sobre el estudio de dos proteinas penifericas
S-aciladas que han sido unlizadas en wabajos anteriores del gropo [35, 70, 97). Dichas

protefmas son GAP-43 v H-Ras, Iz cuales e describirin brevemente & comuneacion.

GAP-43 (Growth Associalied Frofein-43)
C3AP-43 es una proteina doblemente S-acilada en ¢l extremo N-tenminal en cisteinas 3
v 4 10, 102]. Se localzza pancipalmente en MP tanto en células de ongen neural como no

neueal [T0], v estd involucrada en procesos de crecimiento y regenerieion axomal [102],

‘lﬁ-
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|'..-.'.'| |'l-|-:l‘.-'.':i|::|:| [!‘lihl."'l.' iIi.I\'.'I:1'IiI-\- Wi L:.'r::-l'll.l.':ll-::- L'!.-:'-. towr hagico |:-rJ_r|:|||'.:-::|-:_|-'| L1 unn esknactura
de a-helice :ar1|-|'!1:ir:|':|, CApaE b unirse a ||'||'i|5'nx' amidmicos, Dentre de 1o a-hélice, el residun
de senna 41 es suscepdble de ser fosforlado, pudiendo desestabilizar dicha estrucrum e
L|'|:“:|'|i-.;|I-;.'|'|-.il- la vndcin de este domdnio con eplmoduling ¥ PTT*; en MT [T

En células CHO-KL, GAP-43 se acila en membranas de Golgd, v en estado estacionario
e localiza ademis en MP v en endosomas de reaclado (ER) (Figura 10), localizacion a la

cuad arnba o través de un ransporte vesicular dependiente de Arfo [T

,.\,}
Figura 10, Localizacidn de GAP-43 X 'ﬂ%ﬁ\?-d-! ety cébulas CHO-K1 Céulus CHURRD Tucron

corransfecraddas ¢ rar ||:l:|!-"r-|.i|' EAP-43 0 l: P43 I:|:-'.r|||‘||-||l|lll'l.-rc 15 4= vk e |I:‘| 1Y (marcador o RE 1

Caal-T2 ¢ AfpFts aesr de u.n,_l r\llllhlll ... b T (mmrcador de T |""\. o fueeon incubsdas con e fesnn
[Tt marcador de ER}. Los marc M;.n% Ia-: orpanelas e encuentman preudocoloresdos en ropo. [Exirmido de
I'rencha v colatsoradores, 2T

m\/

Intere wﬁﬂ:tﬂu@f‘ﬂn— una version trunca de GAP-43 conteniendo el motivo de
acilacion  (ar Jllrl\}ﬁl}hlclh 13 MLOCMERTROVER, NIFGAPP-43) e demosied su
laealpmensn L'%ﬁf" v ER Flhﬂ,:lr.]. 10 v una hidrotobicidd incluso I YT G la e I |:-r-::-||,'i1|:|
salvape |35, T, 97], indicando que dicho motvo de aalacion es suficiente para que ba proteina
logre esta loealizacion subeelular. Sin emby Loy, 10 € descarma que motvos fuers del domine
mencionide influvan de alpuna manera en el transporte v localizacion de GAP-43 ya que
comparatvamente b version full de la proteina se encuentra mas concentrada en TGMN que
la werdiim [Eidaca, los cual |:-|:-||r[:| -I3._r||'|l|i.-:':4.:|' i dasrianto gl:ll.h:- de F'lil.lll'l'J:l'l'.'I'i':l.'lﬂ'l'l e cotan
P |;-e;:'r~;|-= I'-E'\-i'l'l'l"\-l'!'ll"'. 5E -:l].l.-:t'rl'-:'l e |.1 1:|-:'r\-:||111|.l.-'|||.|.ri-"|11 no e subciente para libseeara Lo AP
43 de membranas o vitro, supinendo gue hay otros facteres que contribuyen ala asoccion

a membranas de esta proteina [16]. Adicionalmente, se demostod gue secuencias o sefiales

i
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presentes en los pomemos 60 aminoacidos, le permiten a GAP-43 interaccionar con PLAP
en membranas de TGH [Trenchi v Daniomd, resultados no [:-l|‘|13i-:':4.:,|.|:-l~;I M ohetante, |z
peneracion de mutantes fosfomimeénca v nula para la fosfonlacion en serina 41 perming
caiudiar ¢ clecto de esta moditicacion wobre la acilacion, psociacidn 3 membmnas v
localizacion subcelular de GAP-43, =in encontrarse diferencias significativas en dichos
procesos [Lrenchy, Pedeo v Damott, eesultados oo puldicados). Datos contranos fueron
reportados recieniemente en un tmbajo gue demuoestma gque la fosfodlacion en seona 41 e
necesaria pero no suficiente para la asoctacion de GAP-43 a MP en células PC12 [103)

Yo otes FAfTe, fMaLArkres moncacitada: de GAP-43 mosrmaeon wnd  localizacidon
diferencial. GAP-43(C35) =e encuentra en atosel ¥ en membranas de TGN, mientras gue
CaAPA3CAS) e wmalmente soluble, al ual que la doble matante de acilacion CrAP

F30C3,45) (Figura 11) [35, 70, 107]. Ezste hecho '|1-:'-|.'Eri.4 indicar 1 L};le';l.ari-!':-n e e=tp

proteina (v posiblemnente b de otras proteinas diactladas) es Lin CANISMD CoDperativo,
facilitindose la palmiroilacion de una cisteina luego de que la gitghaya sido modificada. Estos
datos son relevantes, ya gue fue demestmdo gue el _?Q'@' GAPSS actlada se encuentni

. . ; : N
monogcilada en estado estacionano en oélulas Cf ‘{‘L\,i}ﬁl

(T

Fiﬁ.lm 1L Localizaciin suboelolar de la mutantes de acillackin en células CHO-EL Ceélalas CHORE]

fueron cotmnstectedas parm expresar las muontes de acilaceon de CeAP-43 v ol mancador de TN, 0 incolbadas

com LB Lag INAREETHS facron -rnq_';ll_ll||_|:|||r|_';||_|.'.- en verde, al v o, IEHpG ST ie {Earads & Trenchi v

£l l|,|| WA | | E

H-Has (Hanvey ral sarcoma viral oncogeans homoiogy)
Las proteinas Ras son GTPasas monoméncas de 21 kDa que cidan entre dos estados

activo v unide o GTP, e inactivo v unido a GIN. De esta maneea pueden regular un amplio
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rango de procesos celulares como diferenciacion, proliferscion, apoptosis, etc. El efecto
brelagico de Ras serd especifico de la vin que se regule, lo cual depende de los efectores con
los que esta proteina interactoe, Mas de veinte efectores de Ras han sido idennficados, sin
embargo, la mayor parte de los tmbajos s han focalizado en ¢l estudio de I familia de
guinasas Raf v fosfandilinositol 3-fosfato (PIPY) que repulan k& proliferacion v la
supervivencia celulas, respectivamente [104).

El intercambio entre GDP v GTP esti regulado por enzimas GEF (graming radeaiile
extampe facfory v GAP (CTPase actisating profeins). Las GEFs actovan s Ras induciendo I
hberacion de GIDP y permanendo la unidn de GTP (ya que o= diez veces mis abundante que
GIXP en el eltosol), mientras que las GAPs son enzimas que aumentan la velocidad de
hidrolisis inrrinseca de GTP (ya que la acovidad GTPasa de Ras es défil), devolviendo la
proteing al estado unido 3 GDP 104, 105]. La GEF méis r:mcln‘n@ e las ocho que
expresan los mamiferos, es SOS (Yow af swewlers), debido a su rol via de MAPK (Ras-
midogen-activated prodein fingse). En esta via de sefalizacion, &’fbm:npnn-e; HRCAIna. quinsi
(PTRRz) son activados (fosforilados) luego de su 'W@‘\' factores de crecimiento. La
proteina GRBZ (groweh factor receptor-bowmd ) se '&\m receptores cuando los mismos
se encuentran fosfortlados v ademis se une a :@E\ v la reclurs en b membrana, en donde
puede activar a Ras, Ras, porsu part:-mmi-i}@t cascada de senalizacion uniendose a RKAF]
v activando su actividad quinasa (Fl%%} [105]. Esta via se encuentra frecuentemente

desrepulada en cincer,

Figuﬂ 12, Cancada de sefializacida mediada pad Ras. waﬂmu-:ilin e-.:l:r.l.ﬂ'ru'.w de s viz de Pas-Kafl-
Firk { Exsrnfier rprntimgeiaed Rine]. [(Modificado de Abeam v colaboradoges, 2001,
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Los mamiferos expresan slete tipos distintos de GAPs, de lag cuales la mcjor
camactenizada es pl2) RASGATP o RASAL Estas proteinas incrementan la velocdad de
hidrilisis del GTP en un factor de hasta 1 veces, regulando negatvamente la acuvidad de
Ras. Este proceso sucede gracias a que las mismas estabilizan o estdo de transicion de la
reaccion producda por el ataque nucleotilicn del agua al GTP [105]. Mutaciones oncogénicas
die Rag, rl como la mutacion Clyl2Val que se estodine en este trabajo de tesis, previenen
gue las GAPs aumenten la acuvidad GTPasa, bloqueando a Ras en el estado unido a GTT.

En mamiferos exisren res genes Ras: HEALY, NEAY y KRAS. Debido a que en o
manscripio de KRS s puede peoducir gisine alternanvo, estos tres genes dan lugar a la
expresion de cuatro proteinas: H-Ras (Hanvy nat sorveens wined awoagewe bomalog), N-Ras
{mewrninartoma BAY wiral onoegene bomodeg), K-Rasd4A v K-Rasdl (Kieitrn i prram oival anompens
fwmrafngs). Dichas proteinas comparten =M% de homologia m% rimeros 168-16%
aminodcidos, lo que se conoce como dominio G, pero di en los valtmos 20
aminoacidos, 1o que se conoce como regidn hipervanable tl.’ R (por bypermariabic mpion)
|105]. A pesar de su gran similitud, las proteinas Ras qr@ redundantes en su funcion, lo
gue se puede demosiear debido a determinadas obges \m'hl.ﬁ eomi ¢l becho de que solo K-
Ras sea esencial para el desarmollo en ratones, bjlrtpnndrmncia de mutaciones de K-Ras
comparada con las otras jsoformas en un 0 rango de cincer, diferentes patologias ¥
fenatipos eausados pise FriLI IS m@ml’mn v loa distintos perfiles de senalizacion
asodados a cada una de ellas en mnﬁigs de sobreexpresion de las rismas [104, 106, 107],

Las proteinas Ras se sint n como proteinas plobulares e hidrofilicas, y su asociaciin
a membranas depende de(&&seﬂ# de modificaciones postraduccionales. Dichas proteinas
pertenecen & una faged que contenen en el extremo C-terminal la secuenca consenso
ANTEHNImEnie omiden CAAX, en b gque se producen s modificaciones
pns:ru-lu::fifmg‘ que incluyen isoprenilacidn, endopeotedlisis y carboximenlaciin [T). De
estd maAnerd, uia ver sintetizadas en el arosol, las proteina: Ras son sustratos de
preniltransferasas (FTasa o GG Tasa) eitosdlicas gue le adicionan un soprenaide (famesilo o
geranilgerando, respecuvamente, segin la idenndad del amunodaado X)) a la asteina del
MOVO oonsensao, a raves de un enlace nocter. La proteina prenilada s a su vez sustrno de
Reel (Ras oowperting enpme 1), una endoproteasa localizada en RE que remueve los
aminadeidos AAX. Fst scnvidad endoproteolities requiere de la previa prenilacidn.
Finalmente, In nueva cisteing C-terminal ex sustrate de una carboxi-metiliransterasa tambien
localizada en RE, Imct (Irspremploitine carbospbmestplirmaferare), que metl-estenfica el grupo

e
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earboxilo de b asteina prenilada [7, 104-106]. El resultado de estas modificaciones es ¢l de
cofvertir una peoteina hideofilica a una que es capaz de asociarse a membranas celulares,
Ademis de estas modificaciones, se descnbio que una segunda sefial es necesaria para
que las proteinas Ras se localicen en MP [T, 105-108). En ¢l easo de H-, N- v K-Ras4a dicha
sefial es la palmitoilacion de dos o una cisteina, mientras que pama K-Rasdb [normalmente

llamada k-Ras) la senal consiste en un dominio polibasico fdeo en lisinas (Figura 13).

E}KLEI}-H:-E HEEEMSKDGrrEr i SETECVIM
Isoformas paimitolladas
H-Aas HELREELNPPODESGPGCMECKECVLSE

r—r———e—rr s

H-Ham TAEHEELNSSDDGTOQGECHGLPCVYVM

Fi:ﬁl'.‘l'l-ﬁni YRLEEIBREEEXTPGCYERIRLIICIIMN

Figura 13 Regidn lipervaciable de Ras, Las modificacenes postraducoionales de las isoformas de Ras
mindulan la distibecin v el tenspome difesencaal eneee BE, Gaolg v MP. (Modificado de Basenbery v
colabomdores, 20013,

Drebido a que la dnica PAT descripta de Ras (DHHC9/GCPIG) se localiza
principalmente en membranas de Golpi [109], la loealizacion de lie enzimas encarpadas de
bas modificaciones postraduccionales (citosal- RE-Golgl] dan idea del mifico anterdgrado que
eXperimentan ¢stas proteinas por la cara dtoplismanca del sistema de endomembranay,

desde que son sintenzadas hasta gue llegan a MP. En este sentido, ha sido demostrado que

lé-
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ln asociacion de Ras palmitoiladas 4 MI* es mwediade por transporte de tipo vesseular [110,
111]. En el case de K-Ras, la misma viaja desde RE hasta MP por una via alternativa [111]
que podria requernr de proteinas chaperoms |106].

Por lo antericemente mencionado, gqueda claro que ademas de otorgarle hidrofobicidad
g proteinas orginalmente hideofilicas, el procesamiento secuencinl del motive CAAX v de
HVER de Ras reguln etapas especificas del transito por b via secretora de dicha proteina, Asd,
fa comparmamentalizacion y complejidad de este proceso permire una regulacion de la legada
de Ras a MP [110].

Para las Ras palmitoiladss (H- v N-Ras) ha sido descripto ademds un transporte
retrogrado dependiente de los aclos de acilacion /deacilacion anteniormente mencionados. A
traves de experimentos de FRAP (Flersorme Revowery Iffer Phosoty mgl en donde se
fotoapagd completamente fa fluorescencia de Golgl, se demaosted g M-Kas como H-
Ras recuperan la Auorescencia en dicha osganela por un teans rﬁbnn vesicudar |32, 33
Asimismo, expenmentos de foloactivacion demostraron que proteinas Ras viajan desde
MP hasta Golgi v que la poblacon de N-Ras en Gaolgt @liﬁ dinamica que el de H-Ras,
ecnsistente con el requerimiento de b deacilacion @L dos cisteinas [32].

Diebido a que la senalizacidn mediada pnrajs el compleo de Golgi difiere de
medinda desde M con reapecto a los ef v a ls consecuencins binlogieas, csms
proteinas son un gjemplo de que los c@dﬂ: acilaciin/ deacilacién pueden modular dicha
actividad v sus respuestas [105],

En eomclusidn, la twiidn @g‘l’ Ia hidedlisis del (TP, v Ins consecuentes funciones de
Ras, no requicren  de &rrﬂdiﬁcacimcs postraduccionales,  Sin - embargo,  dichas
midificaciones son das para un trafico y localizacion correctos, o cual, a su vez, es
esencial para u.tuu;@}mmpl: su funcion. Cada isoforma de Ras comparte su bocalizacidn en
MP y endome as, difinendo en su microlocalizacion. Esto les permite of acceso a una
poblacidn v a concenttaciones diferentes de activadores v efectores lo cual leva a un proceso
de sefalizacion especificn de cada una de ellas [1T4, 106, 107], Ot vision es que, como en
un determunado comparomento subcelular todas las Boformas encuentran los mismos
cfectores, lo que hace que la sedalizacion sea distinta ¢3 ¢l acceso diferencial ¥ el tempo de
residencia en una membrana especitica [107].

Antecedentes de nuestra labomtono demostrron que, al contranio de lo desenpio en
otros fmbajos v en otms lineas oclulages, H-Bas no se localiza en organelas de la via secretom

en eélulas CHO-K, sino que se encuentra, sdemids de en MP, en ER [97]. Esm localizacon

'
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es similar a lo encontrado para GAP-43 [T0, 97), lo que indscaria gue Ia doble palmitoilacion
es um sefial de tmnsporte a dicha organela. Otra posibilidad es que la acuvidad de descilacian
en células CHO-K1 sea baja, por lo que H-Ras dene un dempo de residencia mayor en MP
¥. en consecuencia, €= infernalizada a ER mediante mransporte vesicular. Esta poblacion, que
es dindmica v se intercambia con la de MP, depende de la actividad de las GTPasas Bahd v
Rab11 y es activa en ER, pudiendo iniciar el proceso de sefalizacion desde esta organcla [Y7],

!i"
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ANTECEDENTES ' PLANTED DEL PROBLEMA

La masdificaciin de proteinas solubles por unidn covalente a lipidos constiruye un
importante mwcanismo de regulacidn de la asociacion a membrams, del mansporte v de b
distabucion intracelular de las mismmas.

Dre los disuntos tipos de lipidaciones descrpros, la S-aalacon o unidn de un dcdo
grazo (peneralmente palmitato) a cisteinas a través de un enlace toéster, €5 | mds versatl por
ser un modificacion reverable,

El balance de las actividades de las enzimas involucradas en la acilacion (TPAT:) v enla
deacilacion (APTs) podra determinar la estequiometra de esta modificacion, tambaén
eonaeida como palmitoilacidn, teniendo importantes efectos en la localizacion, teafico y
funcicn de las proteinas palmitoiladas.

A diferencia de lo que habia sido descapto en owas lineas celulargg con respecto a las

rutas intracelulares que transitan las proteinas diaciladas GAP-4 <Ras, en nuesten
laboratorio se demostrd que en cfélulas demvadas de ovano de t-r:r chino [CHO-KT)
eatas proteimms e localizan en ER, en MP v en complejo 1, ¥ que la conexion entre

las diferentes arganelas es levada a cabo mediante rmngp(&e\r estcular exociticn y endociticn
[70, 97]. Postenomaente, demosramos que las cél O-K1 no expresan APT1, pero s
APTZ, v que esta enzima serda la mpr.m!thr.: e Qﬁmm de GAP-43 v H-Ras en dichas
celulas [35) Faras ohservaciones podrian in que existe una bap actividad APT en células
CHOED, por 1o que el transporte dﬁ\ as proteinas diaciladas sera fundamentalmente
vesicular, Die csta mancra, nuestra Mpbitesis es que la particular presencia de GAP-43 v H-
Ras en membranas de ER es blemente el resultado de un mecanismo gobernado por
Ia presencia de actvidad P una relafvamente bija actuvidad APT en dicha linea.

Las enzimas han sido escasamente cammctenieadas, conociendose muy poco
acerca de su fuqu@\mmn nesterasas de proteinas acladas v de su especificidad. Incluso
hay estudios c&’a&hclem acerca de su localizaciin subeelular. En eélulas CHO-K1 v Hel s
observamos que APT1 v APT2 fusionadas a vadantes espectrales de la proteing GFP tienen
una localizaciin citosdlica. De este maodo, una de lag prepunmas que quedan por contestar es
de qué manera dichas enzimas cirosdlicas son capaces de deacilar sustratos asociados 3
membranas celulares,

Teniendo en cuenma estos antecedentes v los interrogantes que surgen de ellos, nos

planteamos los objctivos de este trabajo de tesis,
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OBJETIVO GENERAL

& Caractenzar los mecanismos echilares que intervienen en la regulacion del proceso
de acilacion/deacilacion de proweinas periféricas v su efecto sobre la asodacion a

biomembranas v funcidm de las mismas,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Determinar ¢l proceso de depalmitoilacion i s utilizando Ei’l:n:umas APTT v
APT2 recombinantes expresadas en [Z andl \>

G
® Analizar el efecto en las vanaciones de los ni?dts\ﬁjt:rpn:-siﬁn de APT1 v AFT2

i 2§
I

§ celular die las proteinas acladas
GAP-43 y H-Ras. O
9
. \(&

& [Detenminar laz consecuencias ((55)5 varaciones en los niveles de expresion de

*

APT1 v APT2 sobre la :ctﬁﬁf dhnamica mtescelular de H-Ras,

sabre la asociacion a membranas v distribuc

I‘.:hl-
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RESULTADDS

Para Facilitar su lectura, los resulrados de este trabajo de wesis fueron separados en dos
capitubos: ¢l capiiulo T abarea los dos primeros objetivos especifices, mientras que ef capinbo

11 se focaliza en contestar el tercer objetvo.
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CaptuLo |

De acuerdo a los obpetivos planteados, apuntamos nuestros expenmentos al estudic
de la depalmitoilacion de GAP-43 v sus consecuencias en la localizacion intracelular de esta
proteing. Comao se menciond antenormente, los conocimientos biogquimicos que se poseen
acerca del funcionamiento de las toesterasas que levan a cabo la deacilacion, son escasos,
por lo que investigamos este proceso i e con las proteinas reccmbinantes, como um
manera de realizar aportes al entendimuento de I deacilacion,

Durante la realizacion de experimentos levados a cabo en nuestro laboratorio para
investigar el mecamismo de deactlacidn y asoctacidn & membeanas de GAP-43, se observi
que a-determinadas concentractones de 2-BP, se inhibia la aclacon de la proteina sintenzada
de more. Sin embargo, este trtamiento no modificaba el estado de pﬂmlt@jdfm nid la afinsdad
por membramas de GAP-43 a lo larpo del dempo, sugiriendo que proteinn no estabn
stendo deacilada v que 2-BP no solo podra estar in}dbitndn%b}ﬁ, sino también a las
APTs [35], ~\<)

El analogo de palmitate 2-BP es un acido Emsn‘b@} a Bren el Ca, Io cual convierte
a dicho carbono en electrofilico (Figura 8). If‘.src@u;lmrn ha sido amphamente unilizado
como inhibidor de la palmiroilacion |83, grgb‘bnr achim irreversiblemente v bloquea de
manera general la incorporacion de palm \:n lag proteinas, sin una aparente selectivdad
por sustratos especificos. De heche enpoatmado que eate infubidor actia sobre diferentes

enzmias relacionadas o no © n@ metabolismo hipidico [82]. Recenternente, estudios de

especteometria de masa traron gue 2-BP tene aproxamadamente 450 blancos
inclhuyendo proteinas woiladas v enzimas PATs [34).
Como =e no antedormente y remiendo en cuenta que ¢f 2-BP es ampliamente

utilizado ¢ ’mh!dm de la palmitoilacion, consideramos de Importancia investgar mas
profundamente el efecto e mw ¢ fr st de este compuesto sobre la deacilacion en general y
sobre las AFTs en parncular.

Por lo tanto, a continuacion, se deseriben los expenmentos realizados con este fin, gue
se engloban dentro de los dos primeros objetivos de esta tesis, los cuales incluyen la
caracterizacion bioquimica de las APls por estudios i s v el efecto de las mismas sobre
I loealizaciin subcelular y afinidad por membranas de GAP-43,

Los resultados encontrados agul pueden resultar de unhidad pam el desarrollo de
expedmentos utilizando 2-BP en condiciones “controladas” para inhibir uno o ambes

procesos {acilacion/ deacitacion), las cuales se uilizardn a lo largo de wdo el mabajo de tesis.
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2-BP inhibe la actividad PAT y la asociacion a membranas de GAP-43 monoacilada

Para investigar v o el efecto de 2B sobre la maguinada de acilacian/ deacilacion,
utiizamos una mutante monoacttada de GAP-43 que solo requiere un evento de aclacion
para su asocmcion o membranas.

GAP-43 es una proteina diacilads en cisteinas 3 v 4, Como se observa anteriormente,
el extremo N-termunal fusionado a vananres de la prowina GFP, se localiza en estado
estacionaric en ER, MPP y Golgi [35, 70]. La mutaciom de la cisteing 3 en "'GAP-43 [FUGAP.
4MC38)] produce la acumulacion de la proteina en el citosol v en Golgl, afectando s
localizacion onginal [35, 70

El efecto del 2-BP en la actlacion de ""GAP-43(035) sintetzada o mojw, [uc
investgado a rraves de un experimento de sintesis sincromzada de pm*t:i@:n celulas CIHO-
K1 (Figura 14.A). En condicienes control, una fraccion de la pﬂ:ib%

a membranas de fraws Crady mefwonkt (TGN, debido a la acilacion gnNe
PAT residente en Golgi [T0. Sin embargo, el Tuﬂnﬁmt{:@' 5, 50 y 150 pM de 2-BP

Encontn asociada

has membranas por la

inhibic la asociacion a esth membmna, Io que esta de iw@s\ﬁrm la inihibicicn de la acilacidn

por parte de dicho compuesto (Figura 14.B). Ad W lo observade por microscopia de
Auoresceneta confocil, kb asociacon a mmbmnﬁ.ﬂ—ﬁ{ﬂjﬁj fue determinada, bajo
laz mismas condiciones de- tratampento, Y l:" ultracentrifugaciin. De esta manera, se
enconteo que el tmtamiento con E-HF@pﬁnndn con la condicion conteol, produjo una
disminucion de ""GAP-43(C38) as:@dﬁ. a membranas a todas las concentraciones probackas
(Figura 14.C). Esto se concl ehido a que, =i bien la fracciin citosdlica de esta proteina
e mayortasis v partici fraccion soluble, una poblackon menor se encuentr en la
fraccion peder, In cual rde completamente bajo ¢ tratamiento con 2-BI.

En cundu@, estos resultados biogquimicos estin de acuerdo con lo observado por
microscopia }@umﬁnm indican que 2-BP afecta la asociacion a membeanas de "GAP-

4MC35), probablemente inhibiendo la actreidad PAT.

2-BPF afecta la cinética de deaciacién de GAP-43 monoacilada

Habiendo demostrado que 2-BP inhibe la actividad PAT fr siw en un mango de
concentracion entre 25 y 150 pM. luego investngamos si dicho compuesto puede, ademis,
perturbar la cinética de deacilacion de GAP-43 monoacilada a las mismas concentraciones,
Para esto, células CHO-K1 commnsfecradas  mansicotemente con “MGAP-43CIS) v

GalNAe-T (marcador de Golgl) fueron mmatadas con 25, 50 v 150 pM de 2-BP (2-BF) o

l'ﬁi
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OMS0 [Control] v la localizacion subcelular de la proteina acilada fue monitoreada

diferentes Oemipos por mucroscopla de Hucrescenca contocal ar e En rodos los casos, ks
celulas fueron incubadaz con cicloheximida (CHX) 1 hora previa al agrepado de 2-BP 4
mantenida en el medio durante el expenmento (Figura 15.A). Observaciones previas de
nuestrno labaratono demosoaron gue CAP-43 deaclada vy soluble ez sustram para b

-.1-.'5_'_1:|:|..-|-:'I-:'a-|| ¢n |'-r~= R T |-'!-'-1|_ |:-|:-r lis L &l ihdbsiclor MG 'i,"' fue utlizado Col 4.':. 1-|‘.'| de

impedir dicha degradacion
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Figura 14, 2-BF inhibe ka acilacidn v la asociacion & membeanas de "OGAP-435(C35) simienizada de
aove, A Representanin ssquemdiees del procédemdento expenmental utilizado en By O Las offudas CHOD
k1 hieson oransfectadas transientemente 2 -8 howas oon el plismido gue codifica paa =P CGAPA3C3S TP
Wb asvirua o il vins al lavade de la CHY (GCHYE lag efhalar faemon mcabsidas con *;-I ha 150 ||..".| de 2B o
IDMECH eehicods, Contradl. A laz 0 howas, In CHY fee retrmda died medio de culivo v s célules fuemon

inculiaday con 2B, u lus concmtmcwones anted estublecidas o DAS0E 2 375 duranee 9 horae. Finalowenie, ks
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fuccon anslizadss por micrecopla de uoresoeicia con
Ci PEPICSEIALIVAS mastrando el efecro de 2-BP o DMS) fomrol) en la asocsacsdn a TOM de =15 AP
4ML35). La senal de Y foe pseudocoloreada en gns. Bl secuadeo muaestm detilles de la region marcada. con
rever aiplificacsn. Lag | 1e pocal . 3 5o i1 el s 2-RP, lac cdll
1 [Flilicacs A Igirrdd Of fadas r|3'|'|r| EEfiEaT: W, L. ALERRES [FALAETSETTE O = Lo T FEY
CHURKD trnsfectadas - con S"MGAP-4MCH) fueron sadss, wubmacenmfopades v s racciones  del
soherenadante (31 v pede () feeron analomcdas por Western Lot utlisando antcuerpos ann-GFE (a-0GEF) y ann

rushaulma {@2-muhj
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Figura 13, Cinética de deacilacidn de NSGAP-43{C35) a diferentes dosis de 2-BP, ) Represenacion
esquermnes del procedimeento expenmental ubhzado en B, © v E Las oéhsdes CHOR-KL, 72 hors despoés de
eor transfectadas com DUGAP-43C35-YFP, fueron tatada: o 20°C con 25, 500o 150 pM de 2-BI" o [0S0
(Contenl) en presencia de CHY ¢ inldbsdos de proteosomas, adiconados 1 oo previo al agregado de 2-BEF ¢
mantenidos a lo laggo del expenimente. La localizscidn subcelular de “OGAP-4MCIS]) fue snalizeds por
mecroscopia de fluorescencis confocal. B) Imdgenes sepreseatativas mosteando el efecto de lis distintas doss
de 2-BP o DV (veldeisdn, Control) solwe la asociacion o membeanas de TGN de “MGAP-45CIR-YFP La
spftal de YEFP fue peeudocoloreads en gz v se mueeta o 0, 5 15 ¢ 30ominees postencoes al agregado de 2-BP
o MY Los recuadeos moestran B expeesica del marcador de Golgy GalNAc-T-CFP (psousdecoloreado en
jrs), El conomn 8¢ kBs oflulas se ibica con lineas '|"|I.H1.I'ﬂl,'.|nl hlancas. ) Cuannficacion de las il'rrigrnl,-.l
mestradis en B (ver Matedales y métexdos). las curvas fseron ajusiadas a upa funchn de decimiento
capmmentcial pars cada serie de datos. Lan deios caddn expresados como ¢l promedio £ SEM pam an
eApEHments representanive & micve expenmentos malividuales. T3 La vida media de deacilacidn para cada
daoszis de 2-BI caloolads de £ (n=hj. f'"F‘:l:',ﬂS; n-|1-i:l'|-||]'m 1: w.ﬂ.ﬂ.m coq bos datns de 25 Plﬂ E) !'rﬁg:uﬂ
representatms mostrando el efecto de 50 b de 281" sobre i ssociaadn o membranas de TGN de GalMNoAe
T-CFFa lo largs del Hempo mehcado, La setal Duereseente de YFP (pesudocolireed oo gris) se meestm a 1),
5, 15 % 30 mamunos lusgo de L adicidn de 2-BF. Las barras de escala representan 5 pm.

En comndiciones control, In cantidad de N13GAP-A3C3E] asog a membranas de
Golgd no se modificd significatvamente durante el pedodo 0. En contraste, en
cflulas tratadas con 25 pM de 2-BP, la freccidn asocada a

notablemente con wna vida media de 35 1 0.1 min
$.

membrna ;Ii;;rr'n.inu:.-e'u

esulta interesante gue
disminucion significatva en kb velocidad de dea
concentraciones de 2-BP (Figura 15.B). La vida t@!‘n de azoctacion de WN130GAP-43C35]
a membranas de Golgl en cflulas tratadas cm& 150 pM de 2-BP fue 54 * 06y BE 20,2

o fue observada 3 mayores

minutos, respectivamente (Figura 15.C

Cabe destacar que |a dlsmlﬁﬂ@\%ﬁﬂadn de la asociacion a membrana de Galg por
parte de "MGAP-43{C35) en ¢ iones de tratamiento con 2-BP, no fue atobuible 2 una
relistibucion de las membrggs de dicha onganelz, va que el marcador GalNAc-T no se vio
afectado bajo las ::Jm'li;\é)s experimentales utilizadas (Figura 15.E), Tampoco se produjo
un incremento en *@I‘IEPDHE vesicular de "PGAPA3CIS) desde TGN a MP, va que los
EXpermEIos realizados 4 20°C, eondicion que disminuve drisneamente diche
procesa [TO],

Finalmente, ¢ efecto de 2-BP sobre la asociacion a membranas de GAP-43 diacilada
fue evaluada de manera similar (Figura 16). Asi, pudimos observar que en eélulas oraracas
durante & horas con 150 pM de 2-BP, la asncacion a membranas de GAP-43 no se modificd
significamvamente con sespecto a la condicion contml, En contraste, cuando las células
fucron tratadas con 25 v 50 pM de 2-BP, hubo un importante aumento de GAP-43 en o
citosol a las 3 horas posteriorss al agregado del inhibidor, siendo e mismo incluso mas
evidente a las 6 horas.
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[en |'.||l.--:'|| CLETINA estos rest I|I ||_| L F'l' IJ\'.”'I'II 18 lIII|'|:'|"|| Ui = |:!-| acdemas de su tedl wa
establecdo come mhubidor de La acalac Mo, |1u|'||-e' afectar la deacilacion de protcinas oo il

posiblemente afectando la reaccion catalinea mediada por las toesterasas.

Tamos b} —=

N . . . . .
o - -
ﬂm:ap. . . .
150 oM 2-BF
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\./ GAP - U GalHAL-T

od

"<&
Figura 16, Cinttica de deacilaghin v ssociacion o membrana de GAP-43 a diferentes dosis de 2-BP,
Células CHORKD cotraricd .|l.l§$&{§"-'|'=- AP43-YFD v Galt - T-CFP fueron trutmdas con 25, 50 y 150 pM de
T EP o DMS0) (vehiculo (\-q'gﬁ;- 1. La digteibvacsbn subeelular de GAP-43 fue analizada POC IO CoE de

theorescencin confocsl. § - nempos mulicadas. CHY & mhibidor de S E 0 i TR llieronm ._|_|r|.1'l:_!-':. i

I

manhenadas en el mpdag wita el final de cada capenmento. lmapgenes representatvas maestean el efecro d
diferentes dosds xk PP e lo asoctacitm o membraras de GAPA3, las senabes de YFP v CFP hueron
pesc o r-ln::ul.la\gz 'l-"fllji" y rogn, respecivamenie. Las barras de picala representan 5 pn

Caracterizacion bioguimica v efecto dal 2-BP sobre AFPT1 v APTZ recombinantes
Hasta este momento nuestros resultados indican que el 2-BP afecra la deacilacion en
celubaz en expeomentos v oo, Por lo oo, decidimos invesogar e efecto de dicho

COTTILIE ST S e la actvidad de AFT | v APT2 reeombilnantes, lag dog tloesternsas eltogddices:

degepipias con capacidad de deseilar diversos ||r-:|||"ir1:|:- |1.|.:|r'.i1|:-|§:| T !'IH_ |'.'|
Comn este aobjetivo, ambas toesterasas fueron ¢ Rpres adas en Frobermohia o, |:-||r|r';|_',|-.|_i,;-

v camctenzadas boquimicamente, de acuerdo a lo gue se explica en Matenales v metodos
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El porcentaje de puresa obtenido en ambos easos e supenor al 2%, Como se observa en
|z Figura 17.A v B, tanto APT1 como APT2 migran con un peso molecular aparente de 26
kDa.

Postenormente, pam comprobar sl estas boesterasas son activas, evaluamos |
habilidad para hideolizar palmiroil-Cod, sustrato utilizado antenormente para medie la
actvidad doesteraza de enrbimas [23]. De esta manern ze observi e APT1 v APT2
hidrolizan dicho sustrato con valores de K de 0,14 y 0,35 mM, respectivamente (Figura
17.C).

A B
C APTIAPTZ C APT1APTZ MW APT1 APTZ MW

- 250

<

K, [mM]

A+ 0.03
0.35 + 0.08

[P-CoA] (uM)

F:i.gun. 17. Purificacidn ¥ CATLCIETIE AC i 'I:lil:lql:l.imil:- de APTI ¥ AFT? recombinantes. 45 S5 PAGE
v mnein con Coomasse blue [myuienda] o Westorn bloe {derecha) de Fracosenes solubles olvenidas de
Finterpeliis fd mransformadas con His-APTE, His-AFTZ o &l vector vacio (O Las pm'rﬂn.-:.-: recodn brnamies
fuernn anabzadas otlizande en antoserpo ant-Hissé g B) Tmewdn de Coosmasae blue de AFTT v APT2
recombinantes obtenidas por coomatografin e afinided. Los pesos moleculres de maccadores en kDa se
cocucntnin indicadios a b derecha, ©) La sodecidad ingcial de b sctividad hideokssa sobee palmicoil-Cod (P

CoA) fue medida wilizando 05 pg de ensmma meombinante. Los datos mostmados corresponden & un
EXPECETERiD SEpesenamvD reahzaabo poe I:i:||:|h|:n|:|n. La= curras fueron apstadas a 8 ecuacion de Michacks

Menten pam cada grupo de dates ¥ los parimetros cinédeos oltendo: s muoestmn en la tabla,

1.;3-
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L't hecho que resula intepesante, ed que ambas enzimas hidrolizan tanto la forma
monoiménica comeo el estade en micelas de palmitoil-CoA [CMC = 100-180 pM). Sin
embargo, a mayores concentraciones de sustrate, la deaclacion mediada por las APTs e
inhibids (Figura 18.A y B). Estos resuliados denen una relevancia bioldgica, dado que tanm
APT] eomo APT2 san enzimas principalmente citosdlicas en determinados tipos celulares
(Figura 19.A) |35] v poseen un caricter altamente hidrofiico segun lo observado en un
experimento de ultracentnbagacidn v posterior paricidn en detergente (Figura 19.B y C),
Esto pedria indicar gque son proteinas capaces de hidmlizar tanto sustratos solubles como

sustrarns asoctados a membeanas.

A
B CHAPY g
[
0¥
i bz =
= =i
ap

Figuwra 18. Actooidad de APTe: a disootas concentracwnes de palminil-CoA ¥ caractienzacidn
watrsciural del susizato frad SANXE, La velocadad de b resccin de hidedlisis de pilmn:u'.l-l.':n.'l. P-Cod) Fue
medids con (L5 pg de AT (A} o AFI2 [H-] recormlananses, en condicione: erntoal SCHAPS -.'ﬂ:g", ereas
e li tegueerda) o en presence de 7.5 mbl de CHAPS v 2 m de MpCl; (#CHAPS +Mp® | baerss de ba derecha)
a 150 W, I:i:"l'!.' 1506 b die sizsreann. Los g—ﬂ'ﬁ:nl mestran datos represenivos de CEPEOmCnios reabizacdos
por toplcada. Cf Andbsis por SAXE, Palmirod -Cad fue sesuspendide en buffer Hepes (50 mb, pH 800 50,
S0k, &0 % 1775 ph, v Lo mediciones foeron Bevades a8 cabo sepan loindicado ea Marenales y memdos. Bl
#:':i!-h.'h imeste bog dates de 5ANS [lnego de la susrrecoitn del kg’ dell batfer ¢ la normabeacion de b
comcentencinn) pam valores crecentes de palmatod CoA. Nose obseran peoos de diffscesdn en ningia cuca

iﬁl
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T‘Q-Jguli::l'll.ill corl exia i|.|.-|.':.. ¥ wirr li estiuctora del Siisbialo ¢ E;l r|1L'|T|11n|r|i| |'\r|:-:_|1'|'i| %
relevante pam determinar la cnétiea de deacilacon del mismo, analizamos la estrucmara de
1ulr|u'1ml oA a diznnts conceniraciones pror Sovadianple Xray saalfersrg (SARS) (Figura
18.C).' SAXS es una técnica que permite evaluar el tamano v forma de particulas en geneesl

v In estructurn de macromoléculas biokdgicas en partcular.

Figura 19, Analisis de la expresidn de APTs en célubas CHO-EL v carncteneacion biosguimica, 4]
Células. CHORKT rransfectadas  transienmements con APTI-CFP (APTL & APTZ-CFP {APTI) feeton
anadizachas poc micrescopla de Bunrescencs confocal. La sedal se presenia pseudecoioresda en jrs. B) Célubas
CHORY expoesando APTI-CFP (AFT) o AMC2CFP (APFTY) focron lsssdas, wlmceninhsgadas v las
Erucciones sobrenadante (53 v pedld (T foeron adsbiclie. & dichas frcciones se les afiaslsd baifer conteniendo 1%%
wiv de Twnde X-114 l. 1 ||I|.|||i|| ala lrI'II:HI.'i':HI de Fses incubando & 37750 Las |'|r||r-|':||'|t-. de la fare acaosa :L'l..
v dbeterpente (1) fueron analtmclas por Westem blot con un anbceerpo ant-CaPP (-0 v ant-tbahne (2
), Bl ersayo de particidn o Tatdn X-114 fue realizado sepbin ke descempio on Matcrales v mdnodos, Mot
guie AFTT v APT2 cstn principalmente en la fse aceoss de I fraccidn seteonadance, demostrando su carkoes

hideofilico. Las barras de cacala represconan 5 pm.

! FEsrns expenmening fueson realizados en colaboracion con el D, Rafael (e, Invesngador mdependiente,
CIOUIBIC, COMNICET.
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Como era esperadao, no se encontrd agregacion de palmutoil-CoA a 50 M, va que la
CUCVA @ e5ta concentracton no mostra oinguna tendencia (Figura 18.C). Sin embargo. la
formacion de micelas pesultd evidente a 300 y 600 b, lo gue se concluye a paris del
incremento en b intensidad a angulos pequenos, Para ambas concentraciones la curva adopto
formas v valores absoluros similares (Figura 18.C). A una concentracion de palmatotl-CaoA
de 1775 ph, la curva de SAXS mosinG un comporiandento diferente, indicando un nueevo
tipo de agregado. En este caso, se observd un incremento a angulos pequedos, un plateau
por debajo de (00,3 nm-1 ¥ una curva centeada en 1,6-1,7 nm-1, caracrerstica de micelas y
bicapas. Fl valor de samaracion a bajos g [aproximacion de Guiniers) para b concenteaciin
de 1775 pM podra indicar micelas globulares (Figura 18.C). Las diferencias presentadas
entre las curvas de 300-600 uM y ka de 1775 uM podida deberse al h:chtz gue las micelas
posean distinta geometrda a las concentraciones mencionadas. C whas difercncias
ocurren én ¢ mngo de concentraciones en las cuales las APTs nng activas (Figura 18.A
y B}, probablemente indigue gue cambios en la nsrhict!::t’@ susteato lipidico atectan
severamente |a interaccion enzima-sustrato. Es asi qu‘p@ fenomeno no fue observado
cuando ¢ detergente switteridnico CHAPS se "Qﬂ\n mezcla de reaceion (Figura 18.A
y B), el cual podria eventualmente levar a la fﬂl‘%t]lﬁn de micelas mixtaz,

Luegn de la caracrerizacion hinqé&: ¥ enzimologica de APT1 y APT2

recombinantes, evaluamos el efecto de2 sisbre la actvidad ensimanea de dachas 'I'rh::llq'fn.ﬂs

(Figura 20.A v B). 0

A

Figura 20. Inhibicifn fr v de APT] con 22-BP. ) La veloodad incial de la acrivsdad hidrolass sobee
]'HJmitnll-f:ih-'l fue medida con 0.5 1T de APTI recombenante £n pn::cm:ud-c S 1060 de 2-BF o DMSO
{vehiculo), con dicha condicsin contod tomada como € 1009 de acmadad, B) La veloodad mcml de la
actrvislad hiclrobass fue medida unhzaodo 005 pg de AFT recombmante on presoncsa de 50 g de 2-BP (+2-
BP) o en presencis de DMSECY {eehiculo, -2BP). Los dotos mostredos son expedmentos representanvos
realizados por tmplcada. Las curves fueron sjustadis segun b eousaion de Michaehs -Menten para cads prupo
de dates, Lis panamctros coiitisos (ke ¥ Vaee) S0 mmesisn oo la ks

Como se muestra, hubo una drastica v sipnificadva reducaon de la actividad de APTI

cuandno la resccion se Hevo a cabo en presencia de 50 y 10 pM de 2-BP, a reaveés de un
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meeanismo de inhibicidn acompetiive (Vaw v Ku disminuven). Por lo tanto, de acuerdo a
este apo de mhibicidn, el 2-BP se unida al complejo enzima-sustraro. En el easo de APT2,
hubo una inhibicidn de 17% v 30% al realizar la resccion en presencia de 50 v 100 pM de 2-

BP, respectivamente (datos no mosrrados),
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DISCUSION

En este capinalo del trabajo de tesis, demostramos que el tratamiento i mee con 2-BP,
adermds de inhibir la actividad PAT, afecta el recambio de palmitato de GAP-43 inhibiendo
a las enwimas toesterasas. En particular, observamos que el 2-BF impide la S-acilacidn en un
rango de concentraciones que van desde 25 a 150 pM. Asimismo, la asooiacion a membranas
de Golg de ""GAP-43(C35), la cual ex dependiente de su estado de palmitoilacion,
disminuye sipnificativamente durante el dempo de tratamiento con 2-BP, revelando una vida
media de asociacion a membranas que es proporcional a b concentracion de dicho inhibidor:
Un resaltadeo similar fue observado pam GAT-43 diacilada.

Para el 2-BP, que es altamente reacovo con los gprupos ooles, ha sido demostrada su
capacidad de alquilar una vanedad de proteinas de membrana a vaﬂ-@ MECANIATIS N
especificos ¥ no competitivos [82). Comao se menciond previamenfeNes desconoce la mancra
en la que ¢l 2-BP gjerce esta funcidn, aungue debido a su 11 ra hidrofobica podria
ingertarse en las membranas celulares v desde alli tener o proteinas asociadas a dichas
membranas  perturbando su funaon,  Adicionals , ¢l inhibidor podnoa acooar
indirecramente madificando el entorno bpidico d@-tciﬂaﬂ integrales de membrana, como
las PATE, afectanda sus propiedades rnlﬁ.]ilifa& importante recalcar que o 2.BP tarmbién
podria afectar el membobsmo lipidico :n@rﬂ], v la S-acilacion de proteinas en particular,
reduciendo los niveles intracelula ’\{g’pa.]lmmi]-ticm. sustraro donor necesano para la
palmirodlacicn |76, TH]. Por lo . las evidencias indican que el 2-BF produce mailnples
efectos en el membaolisma ¢

El andlisis e éuéﬁ'm:s:ﬂm:}n com lag APTS recombinantes, indica claramente gque
existe una i.nhibici@:r parte del 2-BP. Los resultados obtenidos nos permiten especular
que dicha co ’Qu afecra la petividad doesterasa a través de un mecanismo Acompenmvo
madificando ¢l complejo enzima-sustrato mediante alquilacion

Trabajos recientes repomaron que ranto APTT come APT2 se palmitoilan en cisteina
2 [66, 67], lo cual tendda consecuencias en la localizacidn de estas enzimas en estado
estacionano v en la funcon de dichas oesterasas. Sin embargo, evidencias expenmentales
de nuestro laboratodn, obtenidas a través de ensavos bioguimicos v de biologia celular en
edludas CHO-K, demostraron que ks APTs son prncipalmente enzimas citosolicas con un
alto caricter hidrofilico (Figura 19). Es importante destacar que, a pesar de reportar una
distints localizacion subcelular de estas enmimas en células MIDCK, YVartak v colaboradores
[67] proponen un modelo en el cual la enzima crosolica seria la encargada de levar a cabo la
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funcion de deacilacion de proseinas en MP, Asimisine, la cisteing palmitoilada repontada en
estos estudios no estd conservada en todas las espeaes [69], con lo cual esta modificanin no
seria indispensable pam b funciomalidad de las APTs.

Con este panorama, es probable que APT: no acladas puedan  asociarse
transientemente con i interfase membrana-citosol con el fin de levar a cabo su actavidad
solare oz prﬂﬁt'in:-l-ﬁ peociadaz o membranas. De acverdo con eto, APT1L v APTZ
recombinantes {gue oo son aciladas en bactenas) hidrolizaron el sustmto palmitod-CoA en
su forma monoménca v micelar. En contraste con lo gue fue reportado para algunas enzimas
tosfolipazas v hpasas [112, 113], observamos que estas endfimas no Poseen aclvackn
interfasial, como va habia sido descopto para APT1 con respecto a su actividad como
lisofostolipasa sobse lisofosfuidileolina [57]. Sin embargo, los resultadgs demuesirman goe
cambios en la estructura del sustrato lipidico afectan dﬁsdcm&lrmﬁﬁn APTs-
SUSTFALO.

A través de b utilizacion de microscopia de fluores (?:uni'ﬂ-::t en ctlulas vivas,

demostrames que la deactlacion de la mutante mmmnla@ﬂ AP-43CAS), fue mucho mas
mipida (minutos) que la de su conteaparte diact ,\.-‘LF—-L": thorags), incluso cuando se
compararon con las dosis mis altas de 2-BP. Un WIJHHI‘Hiﬂnl" sirnilar fue observado para
faz isoformas palmitoiladas de Ras en CE@N”[-F!'} [, 98, 114]. La vida media de
recaimbio de p:l]nmnm =z gle ) s'm'nu:@.m N-Ras monoactlada, mientras gue la misns
resulta de 24 horas para H-Ras Q]BEE. De esta manem, la doble acilacidon serda la
responsable de la prolangac de dicha vida media, sugiriendo que las especies
monoaciladas son mejores ratos pars las doesterasas,
A mencienar gue en estado estacionano la fracckon monoactlada
de GAP-4) &= m \:a.rip, con respecto a la dipalmiroalada |16], supiriendo que la doble
pa]milln'la:rrﬁn@:& un mecantsme eliciente, En consecuencia, nuestra hipotesis es que un
rol fsiologico de las ATTs podria ser la deacilacion de sustratos moncacilades, gque podrdan
volver a sufrir otro eiclo de acilacién o, evennualmente, ser degradadas en protecsomas |35,
115, 116].

En conclusion, nuesoros resultados indican que el 2-BP deberia ser unhzado
culdadesamente en ¢ estudio del rol de las PATs en la regulacion v funcon de la
palmircilacion de proreinas, evitando una interpretacian errdmea de los andlisis cinéticos, ya
que csta droga inhibe también la deacilacon. Mo obstante, condicones l::':ptl.'jml.-ntnlt:x-
controladas podrian resultar bencficiosas a parur de la utlizacidn del 2-BP con e fin de

igﬂl
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“congelar” el recambio de palmitico de proteinas dinamicamente palmitoiadas, Esto podria
p-m'nil_ir Ia im'-.-xqign::h‘m cdee In irnp-n-t'mn::i-.a de la acilacitn/ deacilacion didimica en fa funcidn
de dichas proteinas.
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CarltuLoll

Las proteinas Ras son GTPasas monomeéncas que conectan estimulos extracelulares
con procesos intracelulares vitales a traves de la acovacion de diferentes vias de sefabizacion.
RAAY se encuentran mutados en apeoximadamente 20-3Ms de los nimores humanos, sicndo
los primeros genes deseriptos v los mias comunmente mutados en cincer, por lo que
inhibicion de su acovidad oncogénica ha sido estediada desde hace vanas décadas [100],

Las estrategias que pretenden inhibir la sefalizacion oncopénica de Ras buscan
prevenir la formacion del complepon Ras-GTP interfidendn con la proteina GEF o
blogueando a Ras en su estado mmactivo, mpedir la interaccion de Ras con diferentes
electores o perturbar la localizaciin subcelular de Ras pam prevenir dicha interacciin [117].

Esta uiloma estrategia se basa en la observacion de que las pmu:i@ Ras requieren de
su asoeciacidn a membranas celulares para ejercer su actividad, con o dichia asociackon
en un importante blanco par el desarmallo de terapias anli-Rﬁ:@l , 118]. En particular, la
distmbucion en endomembranas e una caractedstica | de la biologia de estas
proteinas, ¥ los ciclos de acilacion/ deactlacidn son @lt‘im para mmantener la correcta
localizacion subcelular de las isoformas palmitoilag ) =Ras v H-Ras [32, 33].

Por lo tanto, el balance entre las :ctyr%s de bas enzimas PATs vy APTs, podrian
resultar en una distnbecion :Iif:wﬂﬁiq{\‘;}hmrﬂq,{'n:n de las especies palmutotladas.

Antecedentes  al  respecto de 1 gue perturbgciones en s acos  de

transtormadas con [-Ras o

acilacidm/deacilacion de las ]wré%aﬂ Ras producen reversion fenotpica de células epireliales
nica ¢ inhiben el crecimeento de células hematopoyéneas y
eflulis de melanoma gn:@-ﬁ.aa mutada [74, 90, 91]. De acuerdo con estas observaciones,
um estudio m:irn:’\@iﬂ[mn de RMAI idennficd a APT2 come candidato en la regulacion
de H-Ras gmowpfnica [119). De manera similar, APT1 y APT2 se encuentran
sabreexprespdas en eéhulas de leveemia linfocitiea ceonica promoviendo la depalmitoilacidn
del receptor de muerte celular CD95 (Fas/APO-1) ¢ impidiendo la apoprosis mediada por
dicha proteina [120]. Esios trabajos resaltan la importancia de un rol regulatorio de las APTSs
en determinados mecanismos moleculares que dan lugar a disontas respuestas celulares,
Debido a impedimentos téenicos, Ia fraccidn de protcinas “S-acitables” que sc
encuentran realmente palmitoiladas en un determinado contexio, es desconocida. Los
amtecedentes que abordan este interrogante son escasos, habiendose estudiado por
espectrometda de masa la poblacidn no acilada, monoscilada v diacilada de GAP-43 [16] v,

a traves de modelos fr sim, lis especies palmitoiladas o no de calnexina [13).
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Tentendo en cuenta dichos antecedentes, ¥ con la hipotesis que las especies no acilada
y mneseciladas de H-Ras existen al menos de manera transiente (pudiendo coexistir con ka
cspecic diacilada én determinadas condiciones), nos focalizamos en el estudio de b
deacilacion mediada por APTs de las distinias especies palmatotladas de H-Ras y eomo dichas
Hoesterasas afectan b localizacion subeelular y 2 afinidad por membranas de la G115,
Ademis, en st seccion, cstudiamos la dinamica y el mafico intracelular de estas especies
diferencialmente bpidadas v especulamos las consecuencias que esto podra tener en b
funcion de H-Kas v en la activacion de efectores en las cascadas de senalizacion,

Estos expenmentos s¢ encuadean denteo del segundo v tercer objenvo de esta tesis:
analizar e efecto en las varaciones de los niveles de APTS sobire b asociaciin a membnas
y distnbucion subcelular de la proteina modelo H-Ras v determinar las cgnsecuencias de las
variaciones en los niveles de APT: sobre la actividad v divimi ; ular de dicha

proteina, \>
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Distribucion diferencial de mutantes de S-acilacion de H-Ras en endomembranas
cie distintas linaas celulares

Lomo se menciond antenoemente, en mabajos previos de nuestro lboratorio, se
demestrd que FI-Ras esed localizada, ademds de en la carm citoplasmitica de la MP, en ER de
eélidas CHO-K1 |97]. Por el contrario, diversos mabajos reportan la localizacion de H-Ras
en MI?y complejo de Golg [32, 98, 110, 111, 121], suginendo una distdbucion de la GTPasa
camcterisuca segun el tipo celular empleado.

Para comprender eomo los cclos de  acilaerin/deacilacion contnbuyen a Ia
distribuciin subcelular paracular de H-Ras, decidimos caracterizar en detalle ests becalizacion
v €l proceso de S-acilacidn de dicha G1Pasa utilizando mutantes de monoaciladon (en
cisteinas 181 o 184), compacindolas con la mutante no acilable (mutsate C161,1845) asi
también como con la versidn salvaje de la proteina. De esta mane eimins cofocer o la
cantdad y la posiciom de palmitatos que modifican a H-Ras o alguna influencia en la
pioeigcion & membranas v en b localizacion subcelular {,@smu:im en distintas lincas
celilares. "

En células CHO-K1 la version salvaje \Tf'!":m ge localizs en MP v ER,
colncalizando con Transferana- Alexa Fluor MZ&— o con Jos marcadores de TGN 7 Golg
proxuval GalNAe-T y Sul-T2, :::ﬁpﬂtl:i.varr@c {Figura 21}. En contraste, H-Ras{C1815) s¢
encontro predominantemente en mr_-m\ s de Golgl, mostrando una colocalizacion parcal
con ambos marcadores, con m;& a presencia en MP. Resulta interesante que la otra
mutante de monoacilacion, | s(CIB45), se localizo en MP y en complejo de Golpg,
Finalmente, la mutante of Palmitodada H-Ras{C181,1845), se encontmo en complejo de
Golgi v en cndumtm@ma que reconocemos coma RE. Como fue previamente demostrado
para GGAP-43, h@\u acilacidn parece ser una sefal de transporte a ER, ya que ninguna de
kas mustantes dMicilacion se encuentra en dicha organela [T0]. Nueestros resultados estan de
acuerdo con lo previamente descripio pars estas mutantes en otras lineas celulares [32, 98,
110, 122], ¢ indican un rol diferencial en cuanto a ka localizacin subcelular por pame de los
aitios de acilacion de H-Ras.

El andlizis de la localizacion de las vanantes de H-Ras en células COST (Figura 22,
NIH-3T3 (Figura 23} v Hela (Figura 24), reveld una distnbucion simalar a 1a observada en
células CHO-K1 para las mutantes. Sin embargo, H-Ras diaeilada fue detecrada en MP y
complejo de Golg en dichas lineas celulares, con poca o nula presencia en ER.

iggl
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Figura 21 Anidlisis de la localizacsdn luhn:l;é%r |.1= las vanantes de S-acilacidn de H-Kas en células
CHO-E1. CHulas CHO-KT  fueron M‘\VII’J.I oon H-Bas, H-BasfC1815y, H-Ra=(C184% o H
BasC 1R | BAS-Y P ;:1'\1""-\."'4. Weweadas \I! Ib verde) v loe marckdores de Golpgl  Gal™NAc-T-Chesny
| e bocoloreacla en mijo | v Sial-T 200 S EE LI nksreada en ovanl. Postenormente i ncabadas con
Imnsicrona-Alexa Floor 647 (psey ||I(}v.uru fa en magenta) v analeadas por micoscopda de Hoorescenos

confocl Los mocundmos muestimgrgmphaciones de lnocegidm maccada, pum evadenciar b colocalizacidn, Las

| # I
agrras de cocala represeitan I{\(})
\ ¥
~
\s./ 3
Las -:|:'I|-r-:'{¥%b;- observadas entre estas vanantezs de H-Ras, poddan ser una
COMEC .':]l.'lll.'jil. Q;} L3 :|.=.-':1'.'|E:-. .|F'.|'.Il_:|:|.|J E'u 14 |'||l.'|:|:||.:l|:'.'|'.'|:l:~ cedilares v/ \J::.-I.'l.'i.".:ll.'i:-’l-\- e las
miodificaciones postraduccionales (mas precisamente en la S-acilacidn). Para comprobar estas
posibilidades, levames a cabo EXPETmCnLos b -||||'.||1i|:_'|1': prara analizar ln asocdiacion &
membranas v la |I.I.|.I'IIJ-":II!'.IL|1:"II de las vanames de H-Ras L'.'-.[I:L'.‘-.l-:|:l.:- en células CHO-K1,
hiechios ER[MEATET LS, dermrsimron BT H-Raz, H-Raz{C 1815), H-Ras{C1845) v H
RasC 18] .1845), _:1-|rli-:"r'-r::411 preferentenmente 8 In Fraceion |:-.1r1||'|||.||!.| T e e wuna
ultracentifugacion a 400000 g (Figura 25.A). Esto indica que, todas las mutantes de
palmirotlacion sc asocian 2 membeanas celulares, tl como o hace b proteing salvape. e csia
manesi, v oo H-RagfC TR, 1845) se encoentr imbién en la [macodm P, la presencia v ba

cantidmd de |!.'|'.rr'||l:|I|:- neocindo a la proeing, o e oecesans [reara dichs agoelaciin,
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contrano a lo gque habda sido reportado |98, 108, 123]. Ademas, todas las versiones de H-Ras
se encontraron enaquecidas en la fase detergente leepo de una particion con Trwn X-114
(Figura 25.B), expenmento que puede ser tenido en cuenta como una medida del grado en
U C50as |'||||:-;_-j:'_|.|_- han sido modificadas P |JE:II-'.|.1-.|:':-|| |97, indicarde an alio carcie

hdrafohien de dichaz |:r-:!-e'ir1:|-_ aclugn st la mismm 20 enceentr: modificada solo con

farnestlo

A

Figura I3 Localizacyin subcelular de las varantes de S-acilacidn de H-Ras en cflolas COST. (Ve
leyerds Faueea 21)

Como los expenmentos de milcroscopda demuestran que H-Ras{CIRIs) v H
Ras{C1R45) tenen wn comportamicnto difereocial cuando se las compara con H-
RasiC1R1,1545), esto posdrin sugrerie apue fas moidareas se encuenttin S-aciladas. Para contestar
esta pregunta, utilizamos doz metodologiaz independientes. En primers lugar, evaluamos la 5
acibackon de las muianies et el méodo de ABE :l’igunﬂ 7 |81}, o cual nos P nmikic

confirmar la S-acilacion de las mutanees moncaciladas (Figura 25.0).
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A
Figura 23, Localizacidn subcelnlar de las vnﬁhm:-h de S-acilaciin de H-Kas en célolas WMIH-3T3. (Yer
leyends Fagerz 211, 7" ‘\'
\/
"\%

Por otra parte, a tmavdle un experimento de sintesis sincronizada de proteinas
D
(Figura 14.A} [TU] en pgesehicia de 2-BP, investigamos ¢ rol de la S-acilacion de oo de las
N7
varanies di, mons L{‘?}L actlada de H-Ras sobre la locahzacion subcehidar de s musosas
"
s il
*or .||1.;;‘I“|§§:}| i las eilulas ransiectadas e mrcroseo|H de Huorescencin contoeal,
>
observamos Qe la asocacion a MP de H-Ras, H-Ras{C1815) v H-Ras{C1845), se ve
significativamente disminuida por ¢l tratamiento con 50 gM de 2-BP (Figura 25.D)). Sin
cmbargo, dichas Proteinas s¢ cnoontrarn asociadas 3 membranas de complepe de Golg
RE, de acwerdo con la distabucion cbservada prara la mumante oo acikada H-RasiC 181, 1845
-FthlTﬂ. M. Comn eea L"\-\.i!ll'r..li.ll_ la incubactdnr oon 2 |'§|". i abtecta 4 la localizacion
subcelular de dicha mutante (Figura 25 1)) Notodamente, ¢l efecto de 2-BP en la asocscidn
a membranas de H-Ras sintetizada o woro, demuestra v confioma Ty mmpontancia de la 5
acilacsin v su dindmica para alcanzar una correcta localizacion subcelular. La proteins

farresnlacdn, [PEro |!'.|.IILI|I'Ii.I-\.|.I_ ge |oealiza en BE v |_'|.|:'-,|'~I|,-||-. de Lsolgy, tal como b
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ileag it i el motive UAAR |'| 108, lev ewaal amsichien e & | procesamento de dicho oty
£3 necesano pero no suficiente para una correcta bocalizacion subcelular v para ba asociacion
a M (B A su ver, los resultados estan de acierdo con el eoncepro de que H-Ras, ung ves
sintetzada, s¢ asocia, al menos de manera tmansiente, a RE v Golgt, en donde se localizan bas
CNZIMEAs Pari sU POSIETNE PEGOESRIMLETTo ]"I'FLI.IE 13). Esm distnbucion no s¢ observa en

- i |
'.'hl.l'!lll CRlaCIOmaRrtcy, Nl .II:II‘:: [ -iI'-I'-.IIIIJ'hI:'ﬂl LR 2L \'.I-\.II.' LHCRAETE

0

1..5
Frgura 24. Localzzcitn subcelular de las varantes de S-acillacion de H-Ras en cébalas Hela, Ve

leyenda Figura 21)

En conjunto, los datos de microscopia v bioguimicos demuestran que la S-acilacian de
H-Raz no es esencial parn que dicha proteinag se atocie o membranas celulares, pero soes
indispensable pam wna comecta localizacion subcelufar. Tanwe I estequioomeing como |
posicion de los palmitatos tenen uma gran influencia en dicha localizacidn, que pareceri
-.:l.|:|:1'|dl.'r del II|r-l celular analizado. Pasa CAP-43 se demosiro en nuestro laborarosno quc la

5 7 B ¥ LB
ENILIbnies TG I-.IIZI.I.'\- C11 = ielnii | 4F CLALELnE l‘ Lhin I.ll (Lol Iil LS. SOOI IO .'\-l.'.hl\. CELIRAT,

probablemente debido a ung ineficente palmitotlacidin de la proteing en cisteing 3 [33], En



¢l cazo de H-Ras, la hidrofobicidad del grupo prenilo v de los dcidos grasos, asi tambicn

como o spactamiento entre ellos, seran relevantes para una :|'|1'r|-|:-i.n5|:| disiabucion de la

(T Pasa

1 H

A B A B c g _ABE
EETT] Hik Bt g

i-Aim | -—
I L ] | [TR=FE - —
H R TR -
_j ri-Maw|C1815) | :l
= _—— _- L Ti=k] L
. Haa T B [ — Pl |1 A5 l -| I

| H-RissiC HEaE)
!

[ ST DR FL r .{ H-Raail 1l 1845}

H-Fas H-Ras(C1018)  H-Res(C1845) H-Ras(C181, MAG

Cirl

2-BP

(&

%,
Figura 25 Awspciacidn a hltlllh!iﬁ ¥ Beacilacidn de las vardanics de palmitilaciin de H-Ras en
céhulas CHO-EL 3 |-.:-.|'u-|,-_-,®|-.- e ._n-.-f-:-.'_ sobremedante, Cdhufus CHO-KT cxpresando H-Bas, H
|':_L$l'|.'|-ﬁ|.?';_. H-Ras(C_ T84 .;}w/‘H FasiCIHT IB4%Y  foeepmy  beades, |'.:I|'J-\.|'|"7||-||;:...|:|. ¥ lgs  [racciome
solirenadante (5) v pelet ([3eron aishidas. Las provedras de dichas fracoomes foeson analizacss piat Wessem

hior com un anbcuerp iFT By Expenmeito de partodm en Toeon X-114. Células CHORK D expresangdo
[-Ras, H-Ras{C 1R Ras(C1845) o H-Ras{C 181, 18457 fucron lisadas, whracentafugadas v las fracciones
sobremadanie (5 \Tlf':]'; Fueromn assladas. A dichas fraooonses se les atedi' bufler l_|||'||;'|;'||_'|'_|_:_-:" 1% e Tt
- 114y s induyo M sepamoion de fases tncubando 2 37

I T |'|:'\l:.'rI||:1$ de la :..1'\-:; LR | l|_I i |_||_'|'|_'|!_lh|,-.|I i |: 1_;
fucron analizadas por Westemn blot con um anbcoerpo ant-GEP, O} Expenmento de ABE, Céhalas CHEO-K]
reansfectadas con H-Ras, H-Raz(C1815) 0 H-Rag{C1845) fucron hsadas ¢ incubadas con SEM pars bloguesr
o ks Bibwees, Posteniormienre s eearsron las allouosss con buffer coniterniendo o e |'_1-\.!|'1'\-_|,;|'|1||1,l, | usg B el
& incubacsn con | |.."| WP hicsiing se |'|r'||| i al _.' sdase Con r-\.lrrl'll:l'-\.'ll:llu.' Apgamed Y :I|IH||'H.|'H. |'|.r| Wesr 11 Falew

Laas bleses mestran las wlsoootes analizades antes [Tnpar) v despoés (ABE) el &

Wtoem, e condiciaes sin |
HA) v oon (HHA) hdmosdamma. Bl Westem ot se reuloed con um anteeaerpo. ann-GiIEE LY Drmagneoes
reprrcscniativas e H F:u.. H-Rasif [£:0 H-Rasit T v H-Ras(i |?".|I'.!'!-I-""_.-"l'l'r'I ik udcenloreadas en [Laa b
en dande se ruestra el efecro del rearamienno con 30 phl de 2-BF o DAIS0Y (Ced) sobre b asocmcdn a MIF de
fas profeings en oehedas CHOMKL Bl ssgquems mostrancdo bos pasos del peodocolo expermmental cealuzadlee se
meestr en b Frgura 1405 Las bamras de escala representan 10 pm
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Las mutantes de acilacion de H-Ras constitutivamente activas producen activacion
e Erk1,/2

Copmo nuestros resultados  demuestran que b doble scilacion de H-Ras nooes
indispensable para que la proteina se asocie 8 membranas celulares, decidimos investigar =
las mutackones en los sifios de aclacion ateowan ba |.'.'-.;1:'|l.':|-\.]:|.l.| de la G Pasa de mterscclion
con hos e fectores para activar wna determmnmda caseads de senalizacion, Pars esto, peneramios
las mutantes constimmvamente activas reemplazando Gly 12 por Val [G12V) Dicha
v ek !.'!:l.:l |.!1 "-l'l'l.l:ll:l LEIETICS L1E3d ':I!.' I.l..'c |.||JI. |r:'||'||':|l.' I.-G Fcciom I.-I I.[":I:-:I ':il. IE ]1.[': |||':'l.|'..|':|.|
pror la= |=.-rr|'|_-'in.'|-; AT,

Ymalizando la localizacidn subeelular de las mismas en células CHO-KI1, oo se
observaron cambios sipgndficativos de estas versiones oncopénicas gon respecto a Iz

E 4 k

versiones sin la mutacion (Figura 26)

Fyrura 26. Locahzacidn subeclular de las varanes de S-acilacitan de H-RasGI2Y en células CHO-EL

(er leyenida Figum 210, Enocste caso 56 atlied Sial-T1 comss marcador de cis-Gaolgl

Celulas CHO-K tansfectadas o no con dichas construccinnes, fueron mcubadas en
medin de culover sin suero tecal bovino v |:|l'-:l-.:l.'.-:||.|.=..- para « analists por Western blot, Die
psta mariera, observumos que no hay diferencias sgnificanvas entre la fostonioon de
Erkl/2 (indicattva de la activacion de esta quinasa) en las células que expresan ls version
diacilada con respecto a lis mutantes monopalmitoiladas (Figura 27.A v B}, Este resultado

LN ]

fib
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indica que ¢l estado de aclacidn no afecta la acovidad de H-Ras en sefializacion v que, a pesar
de tener distinta localizacion subeelular, H-Ras, H-Ras{C1815) y H-Ras(C1845), son capaces
de actvar Erkl/2 en gual medida, Sin embargo, la membrana celular desde la cual csmas
proteinas inician ¢l proceso de sefalizacion podda tener consecuencias disuntas en cuanto 4
Ia cinética de activacion, los efectores rechutados en determinada localizacion subcelular v 1a

propagacion de la sefal en una via en parocular [96, 121, 124).

El

-E-ul‘. -
Erk - e |
P T Eu"‘
- B P E‘ﬂiﬁ
GEP — e — | RN ond !

d*ﬂ ,-cr" -zﬁ'*
— S0

f,,f

@ acllacidn de H-Ras, A) Céluhn CHOLKD o
SH-Rast 1 2VTCI81E) o H-RasG 12V RES)-YFP, fueron
renor amiliss por Western hlot, Lna condscxin control fue
pas (bl FJ"H} durmie 10 minuios, con el fn de evdencar o

Figurz 27, Activacidn de Eckl/2 por van
transfectadas (Lood) o nmasbecradas con H H‘.ull.'
incubades en medio sin suero v Isadas

l.ﬂd.l.l:llh LI1LIJ|'.|I.I'I.|JU IHI- L'EI.I.'IIFI!- [sLu s ] .“.'P'l-

fos foeibacion de Bl /2, Los hlots r b setal obenids por ba incubscion de Ios mismios oon antcuerpos
ant-Erkl /2 fosfoehcda {p-Erk), an J 2 wowales (Erkl, ann-GFP (GFP) y ann-mabuling (nabuling) come
comdred de carpn, A la derecha stran ks pesas medeculares en kg, La imapen 5 r:rlrzs.u-.nanrim e 3
expermmentos realizados nde miente. B] Cuantibcecin de A Las barms muestran el promedio de bs

intenaidad de la setal de F.kaﬂ' ortlacla en relacidn al 1oeal de Eck obeenida en 3 expenmentos mdependientes
t REM. La Hnea de W el valor relative del comteed (Ceel + BFB). *pls ** g,

Q®
APT1 y APT2 deacian H-Rag{C1813) y H-RasiC1845) en MP

Después de haber demostrado la imporancia de o S-acilicion en o localizaciin
subcelular de FH-Ras, decidimes estudiar b reaccion de deacitacion de dicha proteina, Mas
especificamente, nos planteamos indagar ¢l ol de las ooesterasas citosdlicas en este proceso

Con este fin, decidimos mvesnpar ¢l efecto de la actividad de APT1 v APT2 en b
digtribyecion de las varantes de palmitolacion de H-Ras. Pama o esto, oflalags CHO-K1 hueron
transfectadas con H-Ras, H-Ras(C1815) o H-Ras{C18453) umidas a YTFP. v tramdas con
cicloheximida 1 hora previo al inicio del expenmento. Luego, las células fueron incubadas

con 50 pM de 2-BP, de tal manera de inbibie b actividad PAT, pero no la AP, segin los

I&'
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chiitos obdenidis en el -:':a.|'.l||||]|l [ e exta tesis La localismcion subeelular de las vanantes de
H-Ras fue momtoreada por microscopia de fluorescenoia confocal durante 150 minutos, El
protcido L':l.r:IL'ril'Hl:'I::ll:I.I unhzado se detalla en ba Figura 15.A, con algumas maodificaciones,
Los resultados musestran que la Auorescencia de 1-Ras en M permancce constante
durante ¢ dempo del andlisis, sin notoras diferencias con las offulas que sobrecxpresan
APTT o APFT2 :_:Fl'l_'ru.rﬂ IB.A ¥ H] Este i 1|::|1F1|i|:'i| quae dichin |1-n:|:|-e'|:r|:| no sufra deacilacidn,
sino que posiblemente este evento no ocurre en la ventana de tempo analizada. A favor de
cata hipotesis, un cambio significanvo se observa en la localizacion subcelular de H-Ras
|:"|:-|-:-:|5-r\-|'e-m:!:| eon APTT y ATT2, cuarsdo se boanaliza g 3 ¢ 6 hoeas pogt-incubacion con 2
BP |35]. De esta manera, la anetoca de deacilacion de las versione: monoacifadas e
considerablemente mas mpida que la de H-Raz dincibada (ver miaz aljgpo), wal comeo fue
demostrado anteriormente |123) para N-Ras comparada con H-Ras Qg ara GAP-43 en el

capitulo antertor

A

O OB EIISD & B0 IIOISE O B0 13050
Teesmpa desde la adicion do 2.BP (min)

2>

Figura 8. Deacilacidn d@%-ﬂ:ﬁ. W Células CHORKD foeron wmnstecradaz con H-Ras-YFP o
cotranafecradis ooy b g_'i@\q y VWFT1 o APT2-CFP ;'Fs.ﬂl:.-:l.-::-.'nlnrﬁdas en cyan, + APT] v + APTI), v
analizades por micrason e fluorescencia confocal e v, Al comaenso del expenmento, se agregd 50 A de
2BE el ool =2 m en el medio dumnie modo el procodmmiente. Las tmagenes que se muestmn son fogos
CeprCECTIag v 1 5 al principier {0 fang v al Goal (150 man) de cada experimento. Los recuadsos malestan
la ExprresE e lag APTe Las harras de excala FEpIFEBETin NIERTES ﬁ;u Cusnnfcsciin de ks '-'Hi'g'rﬁtl. nbstenickas
(para deralles ver Maremales v méreslos). Las haspeas TCPTEEEnEs la florescenci en MP en relacion a la
flunréscencia en citosol en b ofhala (i) o fencidn del tuesmpao o los distinbos Hempos selecciomdas, Lo danos
extin expresados como ol promedio & SEM de 2 cgpenimentis, El amdlists cstwbizrico no arigd diferencias
xa_jllﬁl._:-lri'l.uq [uj!l I:'"'-H"."" AR | 1 ||r||_'.:| |.||_' rn||1|-:|-\. |-;,'1:-||;:-|r||l.1| |_'| l.';1|||r ||_'|;-|II'. o il ek del ;!.r:-:'lll'llrl'll:ll.

Ern e easzo de H-Raz(C1815), la fAuodescencia en WP es casi i1'|'t|'rr.'!'|.21."|‘rfi.1‘|§r.'. =11
{'ml}.‘lm{!‘l =g 'I'l'l_'ll;.'[!-l_" H-I'l.'C{"rl'ﬂT (4] !H:- ||Thﬂ’:ﬂ']1lb I'||r|!i:|-.-ll.lu!'| [NER}4 Y l"\'.'l'l.IJ:Eil |.|.1: I:l. !'\-':':-Iill £11 ‘J.I.L.h:i
membeana o tempo final (Figura 29.4 v B). Asimismo, Ja fluorescencia intracelular
iprabablemente RE v citosal) suimenta en el fempo, sugnendo que csta mutante de H-Has

se deacila en la MP (Figura 29.A). En contraste, i frociom de doorescencia en complejo de

e
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Giolgt (la mayortana pam esta proteina) fue significanva incluso al final del expermento,

aungue se vin afectada por el agregado de 2-BP (Figura 29.Ay C)
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Figura 29, Deacilacitn de H-Ras{C1815). A) Células CHOVRE fuemn
Y v anslizades por microscopds de fluorescencia confocal w ivss, AL oo
pM de 2-BF, el cual se manmovn en el medso dusanre todo e procedipn:
fobog represcitutivas tommadas al poncipio (0 man) ¥ 2l Enal (150
representa 10 pm. B § O] Coantificacsda de las imagenes ob detalles ver Mareriales v mérodas), Las
barras representan s fluncescencia en MP (B) o compleps dg S (C] en relacidn o ls fluomescenos en atosol
en ln edluh () en funadn del tempo a los disonies de leccinraados. Los danos estdn expresad o8 codmn
el promcidie * SEM de 3 cxpoomentos. La linea de T"@ﬂ‘“ representa el 50% el ymlor relsavo &l inbos del
eaperuncni, kU] T e Y e L L
pevi : p p \(b»

Ke

Por otea parte, la inhibicid N S-acibacion modifies la presencin de H-Ras{C1845)
e MP en menor medida que 1g @hservada para H-Ras{C1815) (Figura 30.A y B}, Asimismeo,
la fluorescencia de esta prgz;hm en complejo de Golgl ambién disminuyd mds lentamente
que para la rnu::mn:@(f‘z{:ni]mh en cisteina 184 (Figura 30.C). Estos efectos se pueden
obervir 1?1:1!::111'!3\ las imigenes mostradas en las que a tempo final tanto la marca en
MP como r@%ftiﬂ de Grolpl es disnnguible (Figura 30.A).

En conjunro, estos resudiados sugeren gL lIas poblaciones de H-Ras en MP v en
complejo de Golg se deadilan con dinamicas diferentes. Estos procesos dependerian ademis
de la canndad ¥ Fﬂ':lsi.l:‘.H':-ll de los residuos de cisvena acilables (H-Kas salvaje o mutantes
monaaciladas). Mediante estos experimentos proponemios que a deacilacidn de H-Ras
monaacilada en complepo de Golgl es menos eficiente que en MP. Es importante mencionar
que la deacilacon de los residuos C181 v C184 no senan equivalentes, o cual esraria de

acuerdo con la distmbucion diferencial de H-Ras{C1815) y H-Ras{C1845).
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Figura 3. Deacilacidn de H-Ras{CI1245), ) Célulaz CHOCKD fueron teensfecradas con H-BasiT 1843

VIR 7 anafizadis por miceoscopls de Quorescenci confocal i s Al comienzo del expenmeno, se agrepn 340
pM de 2-BP, el cual se mannove en el medio durante todo d procedimionto, Las miagenes que se muestran son
fotos representadvas romadas al perinecipain (1 erein) v al fisad (150 min) de cada expegmicnto. La barm de eseala
represciiti Wk pm, By C) Cuantbcacion de las mmigenes oheenidas {par desalles v { y evétocdog). Las
harms representan b floorescenca en MP (B) o complejo de Golg (C) en relag fluorescencia en cicnsal
en ln célula () en fancidn del dempo a los distnros dempos selecdonados Vv extin expresados como
el promedio £ SEM de 4 expenmentos. La Hiea de puntos represenia :@Fn del valor eelatvo al dnicio del

cxpemmmcnte. *p=005; * pil0l; ***p=0 K] C)
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respecto a la deacilaciom de H-Ras

Con ¢l fin de exphbcar la diferencia obsery
en MP en comparacidn con la deacilaciin en 1@1 ejo de Gol, planteamos la hiporesis de
que la misma podria deberse a diferenciag&¢a interaccion entre las APTs ¥ 11 SLETFAD e
estas dos localizaciones [67). 51 bien lggwaclacion de H-Ras mediada por APT1 v APT2 ha
sido descapta anteriormente |3 5@}, la interaceitn entre dichas proteinaz no ha sido
estuhinda. Por lo tanto, para i&‘rjpﬂr # exlste una interaccion fisica entre las APTs y H-Ras
asociada 2 membranas mé@i‘m‘.ﬁ la técnica de microscopia de FRET (Farsfer Rermance Faerey
Trangler), cuyos dgt@&wwn informacidn que supera a ka resolucion de la miceoscopia
oiptica, \(I}\

1 pr-:@u de FRET ocuere cuando un par de duordfores determinado (poor t';-l;-'mrﬂn.
LEP e YEP) 3¢ encuentran |o suficentemente cercanos v con una onentacion especifica, de
tal manera gue b exciscodn (y consecuente emisicn) de uno de ellos (el Auordfioro
considerado donoe), resulta en la emisiin “sensibilizada™ del fuordforn acepror [125]. En <l
case del par CFP/YTP, el espectro de emision del donor CFP se solapa significagvamente
con ¢ espectro de exatacion del acepror YFP. De esta manera, y como o FRET depende de
la promimudad, las proteinas unidas a2 sendos fluordforos deben encontrarse entre 110 nm
de distancia para que <¢ produzeas b traansferencia de energia. Fano puede ser interpretado

como uni intersccian proteina-proteing, va que las mismas ocurren en la misma escala
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espacial. En este expenmente se midid el proceso de FRET a tmves de la emision
sensibiizada del aceptor (que se produce en presencia del donor).

Por bo tanto, eélulas CHO-K fueron cotransfectadas con H-Ras-YFI* v APT1-CFP o
APTZ-CFP. Como control positive de FRET se utilize una proteina quimenca formada por
el Aluoedforn CFP fusionado a YFP (datos no mosrrdos). El contml neganvo fue realizado
transfectando las células con la GTPasa-YFP v el vector vaclo de CFP, Como esta alima
proteima tene una localizacion citosdlica cuando se expresa en oélulas, nos permite comparar
Ios resuliados con lo obrenido con las pualmente cmosdlicas APTs. Los andlisis estadisticos
fueron realizados, entonces, teniendo en cuenta estos conteoles.

El resultado del andlisis realizado muestra que ambas noesterasas atosobicas

ER (Figura 31.A y B). Por ¢l contrano, no ocurre FRET entre
localizada exclusivamenite en endomembranas, H -H.ﬂs{{:lﬂl,lﬂ-ii'%@um JLAYB)

En conjunto, los daios son consistenies con la idea @:(c’)@cl sugteato palmeroilado o

interaccionan fisicamente con H-Ras diacilada poncipalmente en MP y e menor medida en
I's y la mutante

necesano para que las enzimas tHoesterasas interaccion n H-Ras, ¥ que la deacilacion
ocurtna pancipalmente en MP. Comeo fue deseg nterormente, dicha GTPasa sera
sustrato tanto de APT1 como de APT2 [35]. E.gg también es consistente con el hecho de
que el inhihidor de s APTs, Palmostann | ra severamente la localizscion subcelular de
H-Ras [90], . QQ

Coimio s¢ menciond anterio e, nuestros resultados muestran que la deacilacion de
less residuos C181 v C184 no f&iﬂlﬂ:nm, sugiriendo una sensibilidad diferencial frente a
la accion de las APTs. h@&d:nmf de nuestro lbomtoro demostraron que las edlulas
CHO-K1 no expresa 1,y que APT1 y APT2 no tenen la misma afinidad por |a version
monoacitada de -43 [35]. Por lo wanmo, para conocer st ks diferencias en b anética de
deacilacion dr:@mu:ant:s moncaciladas de FI-Ras se deben a una distinta afinidad por las
APTs, investygmmaos la depalmitoilacidn de dichas proteinas en oélulas CHO-K1 gue
sobreexpresan APT1 o APTZ, en presencia de 2-BP (Figura 32).

e esta manera encontramos que la sobreexpresion de las tioesterasas redujo
significativamente la polilacion de H-Ras(C1845) en MP acompafiado de un notodo
incremento en la fraccidn presente en RE, ko oual podra sugenr que existe una conexion
entre dicha organela y MP (Figura 32.B y E}. Esto a su ver indiea que se produce a
deacilacidn de la proteing, demostrando que APT1 vy APT2 son capaces de dl::pu!:'l‘:irﬂcilut' H-

Ras moncacilada en cisteinn 181, Adensds, APT2 demostrd tener una mayor afindadd por

i_ﬁi



RESULTADOS

esta mutante que APT1, ya que la cinétca de deacilacion en presencia de la primera fue mas
ripida (Figura 32.E). En este cazo, la fluorescencia de la proteing azociads a complejo de
Cralp no se modificod en el tempo (Figura 32.F). El incremento de la seqal asocada a dicha
arganela que - e observa en la Figura 32.B se vio H{l.lnlg:l:ll'l.'n.ll- de wn aumento de b
fludifescEein e ':H'_ ley eiea] pesuiltn e ung relaciim Cimistante entne e<£as thras I'r.1q.'|'i-::-|1rt &n
los bempos analizados. A su vez, al ser dicha fluorescencia considerablemente mayor que en
la condicicn sin ba hf.l':lrl.'l.':-1|:l|:|.'-i-:ls:| de APFTT vy APTZ (por unm mavor deascalacion), es postble

g estor influva en la cuannficacion del proceso. impidiendo unn correcta delimitacion de la
| j [ ]

fuorescencia que corresponde a complejo de Golg
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Figunra 32 Efecio de APTT y APT2 en la deacilaciin de H-Rase(CIR15) @;n{ﬂﬁdﬁ]. Ly B Celalas

KT fueron i:nrr.u'.sfu:n:'.a.du con H-Ras{CIELSRYFR (A) o H-Eas (O 1 R48%
{paeudocoloreadas en ovan, + AFTL v + AFI2)} v analizudas por macrose
Al coerdenzo del expenmente, se agregd 50 WM de 2-BI, o cual S nive en el medin durande todo el
procedivmento. Las imggencs que se mucstnn son fos eepresenias@s omadas al poncipe (0 mind 7 ol Gral
(150 min) de cads expeimenta. 1a basra de escals seprcsenca 10 \i'ﬁ E y F) Cuantificecidn de ks imdgencs
ohenadas [pa.ﬁ detalles ver Marenales v métodos). Las bar rereninn la Huorescencis en MP (G v El o
connpileyn de Golg (13 v F) en selacidn s la flusrescencia o 3l en S cehsda () en funcion del nemgpao a los
comis € prommedio ¥ SEM de 4-6 expermmentos
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TP (B} vy APTE e AFT2-CFP
fluorescencs conbocal e wm
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Sin embargo, comds ba 'S&Qal:jﬁn oo o5 mecesara pam laasociacon de la proteina a
Golgs, es probable que unafyportante fraccion de H-Ras localizada en dicha organela, se
erenentre deactluda. r'\'{'@rr.l parte, ¢ F-I:-HI.'I]L' U EEER verraion monoactiadn de ln r:-r.':-l,:'l'n.l
st esté deacilando ’Q:mbra nas de Golg (tal como lo hace la version monoacilada de GAP-
43). pero qlm@na deacilada tenga una rapida veloodad de intercambio entree Golgt v RE
ot eventos de union reversible a membranas, ml eomeo fue deseripto anteriormente para lo
mutante H-Ras{C181,1845) |33]. De esta maner, la Auorescencia en complejo de Golp
permaneceria constante, lo cual, sygnuendo esta hipatesis, no quiere dectlr gue se frate die vmn
poblacion estatica

En el caso de H-Ras{C1815), In perdida de flusrescencia en MP resulto evidenite,
aungue no se vio incrementada con respecto a la condicion sin b sobreexpresion de kas
[ TR T - T3] :Figut-.a 32 A ¥ {:_I. =z 1rur.'|.|.|.' |.|1.'!1r_'r:1.|.' i |.|_|Jr.' la teacciom J:|'|l1.']:l.| £l |JJ|_"E!|.1
|IL|'1|1]111||L1 [ = =LY II'I'IFII:'“":"I'”IE:II-I i ]'..l I.".III] II.I."« il 0 LETIA T:il!lil:]il. I.:ll..'l'ﬂjil.l.ﬂ di' I:I. !'\-'i.':l.lil.l Il‘ll.".il.l.i.':ll.:rhl.l.‘ll

que, si hubiera una diferenda en la anética de deacilacon debida a la sobreexpresion de
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APT1 ¥ APT2, no sea evidenciable segin el disenio experimental empleado. Al igual que pani
H-Ras{C 1845}, observamos un incremento de la fluorescencia en membranas de RE (Figura
32.A), lo cual es una comsecuencia del proceso de deacilacion, aungue en este caso es mucho
menor por la menor cantidad de esta proteina presente en MP imcalmente. Ademas, la
cuantificacion de la relacion de la fluorescencia entre Gaolgl v citoplasma reveld un efecto
similar al antenommente observado pam esta proteina {(Figura 29.C y Figura 321D, con o
cual existe un efecto de la deacilacion por el agregado de 2-BP, pero o mismo oo es
significarmvamente inceemenmado debido a b sobreexpresion de las oocsterasas. A diferencia
de o analizado pam la mutante monoacilada en cisteing 181, par esta proteing s ocurre una
disminucidn en la relacion Golgl/ citoplasma (y/o RE), lo cual podra deberse a una cantidad

O
Las fracciones de las mutantes de monoaciacion de iMP.Eﬂmnﬁ}Ddﬂ
Golgl y RE son dindmicas e intercambiables o‘b
Ademas de las diferencias en la cinetica d:.&an]nmun v In zensibilidad a la
sobreexpresion de s APTS, un aspecto Fu@)nml en ¢l comportamiento de H-
Ras(C1815) v H-Ras[C1845) s la relacion reldfiya en la localizacion en complejo de Golgl y
MP de ambas mutantes. Esta dlsu:lhm:!n:n()l rencial podra sugernir que la acilacion en fos

considerablemente menor en este alamo compartimentao,

residuos de cisrelna 181 v 184 o I;‘:'II de manera disonra a la dindmica de salida v/o
entrada de Golm. En este sent &%‘1
de 2-BF (se obacrvan r:aJ:rL'h-: la distribucién subcelular aumentando significanvamente

ar de gue la deacilacion resulta evidente en presendcia

la poblacidn de RE), la gigréncia v permanencia de ks proteinas en Golgl es Hamativa,

Por este mcmé,\qmmnm investgar si la fracaon de las mutantes moneaciladas de H-
Ras erscont ‘e complejo de Golg se corresponde con una fraccion dinamica, segin las
posibilidades Manteadas anteriormente. Esto 1o hicimos a través de la réenica de microscopia
de Auorescencia conocida coma FLIP (Fleresene Lars In Phatolieacbing,

Brevemente, ¢n esta téenica se monitores la pérdida de la Huorescencia en un area
distinta a la region fotoapagada, Fl tomblangueo de ba proteing se realiza de manera repetimva
en la pona selecoiomada, mientras que se colectan imagenes de la motalidad de la célula. 51 las
moléculns fluorescentes pueden ditundir al drea apagada, la pérdida de la fluorescencia seri
notora en ambos lugares, indicando que los mismos estin conectados v que la proteina

puede difundir entre ellos [123].

'ﬁi
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Por lo tanto, por FLIP podemios medir la salida de H-Raz de complejo de Golgi, tal
como ha sido descrpro en nuestro laboratono para GAP-43 [70). Con este fin, eélulas CHO
B lweron cotranstectadas con H-Ras{CI1E15) o H-Ras/C1R45.YFP, v GalNAc-T-Cherry
como control mterno. Postenormente, fueron tratadas con cicloheximida, pam impedir |a

sintesis de protens. U J|.'|=_I-=;~|| de la AP fue selecctonada ¢ irradiads cada dog imdniitos

durante 1 hora ;I-'I'f_ln.l.r;l 3.1..&_ la flunrescencia |'c;rr;-:-'|"m|:;|,|n;-|'.|r al ._'::-|1'.'|1]|_-|-': de Lrodp Fue

postenormente cuanioficada.
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Figura 33, lmtercambie entre kas fracciones de MP v complejo de Golpi de las mutantes de

manoacilacion de H-Ras. A) Expeomenio de FLIPY Celudas CHEFRR]D fucmon cosmnstectadas com H
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B edtacivags Tae repho

trasaclas con CHX 1 hora previo &l comienzo de
b T THTRL e e abeervaildn o disditos i s Pre-fdsash 1O 300 v &0 srimiene
'.:1'.1:1 2 IMEnNAIrGs £ |.|. |¢g_|.::-n Jl'l-\.|1l,,'.|-:!:-| L ;| clrculo I'Ila.l'ﬁ'll Las barras 15(" escala f{'j’!ll’rl.t'l'lri.l'. 10 jLim B V ]

%, La thaorescencia £n |.'--I'I."||.'-.- e |."||:.-_I de FL-HasfCIRTE T8 v BL-Hasi TRES) (001 B
+ SEM

Cunnoficacin de
cuantificada comeo se mdica en Materalbes v metodos. Los datos estim representidos como el poomeido

iHERcH :r||||_'|'||_'| alse-nreeiente. |4 Mivea 1 rjk T EeTilR £ | gjusne de hoe dares & ung fencsda

b e EERperinen 1o i

[0 ER{HIENL ial




RESULTADOS

D esta manem, observamos una importante disminucion en la sefial correspondiente
a H-Ras(C1815) v H-Ras{C1845) asooiada a complepe de Golg, con una vida medaa de 5.5
+ 0.2y 87 = 04 munurns, respecovamente (Figura 33.B v C). Este sesultado sugiere que
las tracciones de proteina asociadaz a MP v a complejo de Golgp estan conectadas v son
intercambiables. La cinética de salida de esta organcla es meds ripida para H-Ras(C18135),
apoyando nuestra hipdtesis de un rol diferencial en la acilaciom de las distintas cisteinas en
cuanto al trifico de H-Ras

Cabe deswacar gque cuando el cxpenmento de FLIP fue levado a cabo en cflulas
previamente incubadas con 2-BP, la fluorescencia en complejo de Golpt rambién fue

dismunuyendo en el tempo (resultados no mostrados), Este resultado e inesperado, va gue

PATE), mo se incorpors a vesiculas en su trifico hacia MP [32, 111 ta 3. Esto podria
ser explicado =i la acilacion en células CHO-K1 no fuem fundam para el transito de H-

Ras por la via exocitea. Por otea parte, la reglon apagada g& experimentn, podra no
cormesponder solo a MP, por o que una porciim de E@mna a dicha membrana estarda

siendo apagada concominntemente. e est extsgern un intercambio ripido v

al la proteina no se puede acilar (como en e caso de b meubacion urg el inhibidor de las

reversible entre membranas de complejo de (-1@ ¥ RE, como se planted antenormente, |a
fluorescencia de la proteina asociada a Go@. nddria que disminuir en funcdon del dempo,
al fotoapagar la proteina prezente en Rl como se obierva expenmentalmente.

Para comfirmar nuestra hipGiosiey estudiar el dinamismo de las mutantes monoacilacs
en complejo de Golgt mediant tecnica, unlizamos una mutante fotoactvable de la GFT*
(PA-GFP) fusionada n H-E&L'[E]S] o a H-Ras{C1845). Dicha proteina fluorescente es una
vamante de la protei ’ rescente verde de Argeeres scdfera que contiene mutaciones, Esto
permite gue su inicial por exciracion a 448 nm sea muy baja v se incremente
luego de un p@rﬁu de fooconversidn por irmdiacion con un laser de 405 nm [126].

Como se ohserva en la Figura M.A_ la fotoactivacion de F-Ras(C1215) en complejo
de Golpi, resultd en un rpido descenso de ba Auorescenca en dicha organela, con una vida
media® de 3.3 + 01 minstes, legando 2 un nivel de aproximadamente un 20% de I
flucrescencia tndcial a los 20 minutos luego de la fotoconversion {Figura 34.C v E}. Se pucde
ohservar, ademnis, la asooaaon de la proweing a estructuras semejantes a vesiculas (Figura

3LA). Sin embargo, no fuimos capaces de evidenciar ¢l destino de dichas vesiculas, ya que la

* En este casts, definl bovidn media com ¢l temipo necesanio para abcanzar un vabor ignal al 3% con respectn
i la Tuceescencia inssal,
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fliscrescencia que se plerde en Golgl no aparecid en otr organela en los dempos estudiados,
posiblemente por una dilucion de la marca en membranas mas extensas (RE v/o MP),

Por otra parte, para H-Ras{C1845) mmbién se evidencit una salida de complejo de
Golg, heego de la foroactivacion, en estructuras vesiculares (Figura 34.A). Sin embargo, en
este caso el proceso fue mds lento, con ung vida media de 50 * 0.2 minueos (Figura 34.D
v E). Dicho retraso en lo zalids con respecto o H-Rag[U1TBLS) esta de acuerdo con Lo
resultados obtenidos a traveés de FLIP.

Cuando esins experimentos se levaron @ cabo en presencia de 2-BP, hubo una
reduccitn significativa en la salida de H-Ras{C1815) de Golg, con una vida media de 38 +
11,5 minutos y un plafeaw en el 530% del valor de la Huorescencia inicial {Figura 34.B, Cy E).
Esto indicaria que una fraccidm de la proweina depende de la S-acilggion para su salida
eficiente. En este caso se observa como comienza a increment Bﬂt{
membranas de RE cercanas a Golg, para rapidamente difundir a talidad de ka crganela

uorescencia en

(Figura M.B, ver imagen con sobreexposicion en la ; a superior derecha). Iste
fenomeno también se evidencio pam H-Ras{(:1845) ,i@m H.B), acompanado de una
disrunucion en la dindimica de salida de la orga \iinda con una vida media de 85 £
(L8 minutos (Figura 34.D v E). El hecho d“%’ obscrvar unma diferenciz importante con
respecto 4l control en cuanto a |a cantidad tedma asociadn o Golgl 2 tempo final, podra
deberse 0 una deactlacion menos d}ﬂﬁl@:iﬁ eata mutante con respecto a H-Ras{C1815),
lo cual no modificarda la pmpnmiﬁ@nﬁttﬂada de H-Ras{C1845) al tempeo analizado.

Estos resultados y los o dos anceriormente mediante FLIP, nos permiten sugenr
ue hay una fmecion de I-ﬁ@s no acilada que requiere de dicha modificacion para su salida
apropiada [vrs-iculy,'u&%m‘;pl:ju de Golg, en los tempos estudiados, Por otm pare, |a
fracci‘in de pm@\m palmitoilada en dicha organela, lleva a cabo un intercambio muy
dinarmico con Yetmbranas de RE.

Para estudiar dicho intercambio entre las proteinas en complejo de Golg v RE,
fotoactivameos repetidamente una regidn distinta al complejo de Golpt (probablemente una
mezcla de RE y citosol), ¥ monitoreames la fluorescencia en funcidn del tempo. De esta
manera observamos que, luego de la difusion por membranas de RE, la proteim se comienza
a concentrar en Crolpt, ya gue colocaliza parcialmente con los marcadores GalNAe-T
STICGaLIT [127] (Figura 35.A). Cabe destacar que cuando realizamos el experimento en
presencia de 2-BP, ohservamos el mismo resultado, eon la mayoria de las eélulas mostrando

una acumulacdn de la proteina en membranas de Golg iinutos después de la fotoactivacion

l_I%l
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en REfctosol (Figura 35.B). Fsie resulado apova la observacion de que cxlsie wn
mrercambio rapido de proteina entre membranas de RE v Golgi, v que dicho intercambio es

independiente de una S-acilacion activa,
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Dindmica de las mutantes de monoaciacidn de H-Ras en al complejo de Golgl
MNuestros resultados demostraron que las mutantes monoaciladas e H-Ras zon
deaciladas en MP. Por lo tanto, pars invesogar s 1z deaclacion contobuye directamente a la

poblacion de dichas proteing: asecada 3 complejo de Golgl, v paes estudiar la dinamica de
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las versiones monoacitadas de H-Raz en dicha organela, realizamos expenmentos de FRAP
i Fiwaresormee Revovery AAfter Photobleaching). En este gpo de expenmentos, las molécolas
Hluorescentes concentradas en un irea determinada, son fotoapagadas irreversiblemente, v el
movimiento de las moléculas fluorescentes encendidas hacia la region seleccionada, es
entonces monitoreada [125).

Por lo tanto, cflulas CHO-K1 fueron cotransfectadas con H-Ras(C1R1S) o H-
Ras{C1845)-YTT y el marcador de Golg GalNAc-T-Cherry. Postenormente, fueron tratadas
con cicioheximida. Durante el experimento, el drea correspondiente a complejo de Golg fee
fotoapagmda v dicha repon fue monitoreada durante 15 minutos pam evaluar la recuperacon

de fa fluorescencia:

complejo de Golgl, colocalizando parcialmente con GalNAc-T. | de la rradiacion
adecuads con el fin de producie & apapado de o fluo in, la musma Foe

Como se obzerva en ln Figura M.A, H-Ras{C1815) s¢ tmwmgm membranaz de

considerablernente reducida y comenzd a reaparecer en dight’&ili}.adﬂn minutos despuds,
La cuantificacion de este evento, demostro que la ﬂuﬂ;@ciﬂ &€ FECUPERD CON UnN Hempao
de recuperacion media de 3.2 + 0.4 minuos (Fi \35.B). Este resultado confimma gue la
poblacion de proteins mopoacilada en Golgi r@umrmr dindmica. El bajo porcentaje de
recuperacion de b luorescencia (:pmx.un@%mt 18% del valor imcial) (Figura 36,0,
prodria deberse a la cast indetectable (n@n de H-Ras{C1B15] que se encuentra en MP {u

otro [ugar) desde el comienzo nmento. Por otra parte, Ia recuperacion de la
flucrescenciz en complejo de i mo parece depender de b acovidad PAT, ya que el
tratarmiento con 50 pM de 2-BP produjo uns recuperacidn de ln fluorescencia, sin diferencias

significanivas en L'Lhy\l'@ cantidad, con un Gempo de recuperacion media de 4,7 £ 1.2
RS | I'IE-‘H-I}TH@I mstrado). Este resultado contrasta con datos reportados previamente
[32], en los w@]nhljtnﬂﬂnfm activa es necesana para rediveccionar H-Ras deacilada desde
MP hacta complejo de Golgl en células MDCE, conforme el ciclo de actacidn/deacilacion
(Figura 3). Ademas, sugiere que H-Ras monoacitada es capaz de intercambiarse con las
fracciones de proteina que se encuentran en distintas localizacones en la oclula v que |
poblaciin de Gulgl no reflea necesadamente una fraccion que esta sicndo acilada por las
PATs. Este hecho confirma los damos obtenddos a paror de los expenmentos  de
fotoacuvacion.

D¢ manera similar, los expenmentos de FRAP flevados a cabo con H-Ras(C 1845

resultaron en una secuperacion de la fluorescenca en e complepe de Golp, con un dempo

lﬁ'
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de recuperaciin medi de 3,5 £ 0.7 minutos (Figura 36.C). A pesar de tener una mavor
presencia en MP con respecto a la proteina acilada en Cys 184, la fluorescencia recuperada
en Crokgl pass H-Ras{CI1B45), fue de aproximadamente un 17% con respecto al valor indeial,
similar a lo observado para H-Ras(C1815) (Figura 36.E). Il hecho de que el porcentaje
recuperado sea bajo, podria deberse a que |2 deaailacitn de la proteing en eélulas CHO-K
3 baa (de ahi que pam evidenciarla hava que inhibir fa palmitoilacion), por lo que habria
poca cantidad de H-Ras disponible en el transporte remrdgrado hada Golgl. Syguiendo con
nuesira hipotesis de un ripido intercambio de la proteina entre membranas de RE y Golg,
parrte de I fluorescencia gque se recupers podra deberse a este evento, En este caso, coma la
proteina en RE es pracocamente indetectable en estado estacionano, es probable que dicha
conmbuciion no sea lo sulicientemente importante comao para ::hlg;r porcentajes de
recuperacion mis clevados,

Cuande realizamos los expenmentos de FRAP uti]jzundn\bﬂaul:ﬂlhﬁj en célulbas
tratadas con 2-BP, observamos que I recuperacion de la flug €la DOUFFTa CON un Termpo
de recuperacion media de 28 £ (L5 minutos, Sin trnj:@}, la fracoion movil fes decir, b
fraccion de proteina fluorescente que s mue N&\m ln regson apagada durante
expenmento) se vio significativamente inmm@%]hﬁmﬁl a un valor aproximado del
5 com pespecto al inicial (Figura 36.E). &lndﬁa explicarse dehido a que, en presencia
de 2-BP, evidendamos ¢ procesn de depeMaciin, com lo cual hay una mayor canndad de H-
Ras(C1845) deacilada disponible ertl:lml:r por difusion {posiblemente a tavés de RE)
hacia membranas de mmplr:i:éijnig{. De gual manera, este proceso de deacitackon y
trifico podria estar m,:rr{%o para H-Ras{C1815), a pesar de no ser evidente con dicha
proteina debido al ];ue ":I de sefal en MP {u otra localizacion distinta de Golgt).

Por lo tage \nue.-z_Trm resultados sugieren que exasten distintos mecanismos que
centribuyen aNW localizacidn de H-Ras monoaciladas en complejo de Golgl en estado
estacionario. A pesar de que la localizacion de H-Ras(C1845) en MP es significativa, la
recuperacion de la flunrescencia en membranas de Golgl luego del blraching fue relativamente
baja, sirlar a lo observado para H-Ras(C1815). Como se menciond, esto se podria explicar
por una baja actrvidad de deacilacidn en células CHO-K, pero tambicn podria implicar que
una importante frccion de b proteing es nmavil o se mueve a waves de un transporte mis

lento [no necesaramente dependiente de unma deacilacion previa). Si bien estas posibilidades

%ﬁ
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En consecuencia, para amalizar la forma de transporte de estas proteines en células
CHO-K1, realizamos experimentos de FRAT en presencia de dcido tinico, el cual impide la
fusion de vesiculas y la endocitosis en la MP sin afectar otras vias de teifico intracelular [T0].
Bajo estas condiciones, la recuperacidn de la fluorescencin en Golgl resultd inhibida para
ambas GTPasas mutantes (Ios valores obtensdos son similares a los de la recuperacion
reversible Juepo del foroblanguen de YFP [32]), demostrando que las proteinas armban al
complepe de Golg por transporte vesicular desde la MI* (Figura 36.D y E).

Para conocer s la deacilacion tambaén juega un ml en el tafico rerrogradio desde MP,
tncubamos las eélulas con 50 pM 2-BP por 15-30 minutos previog al tratamiento eon dcido
tanico. En este caso, la recuperncion no fue notora para H-Ras{C1815) pero si para H-
Ras(C184%), mostrando una fuorescencia significanva en Golgtl al figal del expenmento
(Figura 36.D y E). A mado de control, cuando realizamos el K 1o ineubando con
el inhihidor de las APTs Palmostatin B, previo al agregado de aci antco, la fuorescencia
N0 &¢ FecEpert para ninguna de las dos proteinas (Figura :’v@ E).

En conclesidn, estos resultados indican que tantyg @mrmm' de tipo vesicular como
un intercambio dependiente de la deacilacidn enr branas de disnntas organclas, estin
involucrados en ¢ rfico rerrdprado de las ngaanies en cisteinas de H-Ras, Como fue
discutido previamente, la escasa canticad ’&Ras(f:llﬂ 51 en MP, impide que veamos o
contribucion de la deacilacion, la cual, @%ﬂhﬂ:ﬁn no puede ser descartada.

Cabe destacar que imagenes \:Ius por mictoseopla de TIRF ( Tt Intermal Reflection
Filugweramy) que permite ver c@:l en MP o cercanos a ella (unos 200 nm de espesor),
evidenciron la presencia dmiea de estrueturas vesiculares para H-Rag{C1815) en células
CHO-KI (resuldosapmostrados)

En cmquc@\\ través de las distintas técnicas de microscopia empleadas, podemaos
observar r:lue@mmrHMu y ln dindmica de H-Ras v sus varantes monoactladas en células
CHO-K1, es mas complejo que o que hasta aqui estaba descopto con los cclos de
acilacion/ deacilacion gobernando la localizacion v la forma de tansporte (vesicular o por
difusion) dentro de la célula. 5 bien nuestros experimentos no descartan dicho proceso,
habria un movimiento de proteina entre MP, Golg v RE en permanente intercambin, gque
no dependeria absolutamente del estado de acilacion de H-Ras, pero que probablemente este

repulado pas wvitar e dedloealizacton de la GTTasa en estado esmacionario

iga.
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A pesar de que se conoce que b localizacidn subcelular de proteinas imvolucradas en
serlizacion es importante para dicha funcion, en contraposicitn a la antigoa creencia gue
dicho proceso ocurrda sdlo desde MP, los mecanismnos celulares ¥ maleculares que pobieman
esta distribucidn, no estan del todo descoptos v entendidos, Tal es el caso para la GTPaga
monomerica H-Ras.

En particular para esta proteing, ha sido descripto un recambio de palmitco dindmico
que regruila ¢l teafico mtracelular de H-Ras desde v hacia ¢l complejo de Gaolgi, ¢l cual alterna
entre transportes de tpo vesicular y no vesieular [32, 33]. Al misme tempe, en mucsiro
laboratonio se aportd evidencia de que H-Ras es endocitada v dingida haca ER, mediante un
transporte vesicular dependiente de Rab5 y Rabi1 [97). Debido a que ﬂﬂ@hﬁ'{'ﬁ'ﬁ un efecto
completo en la internalizacion de H-Ras cuando mutantes inactival das a GDP) de las
proteinas Rab fueron sobreexpresadas en celulas CHO-K1, nu:@}a hapatesis es que H-Ras
perddria estar siendo tmnspottadas a través de un procesos natve yosumultineo. Dickao
proceso podria depender de los ciclos de aclacon/de E@ﬁn.

En eama pane del reabajo de tesis, nos I}.n@muﬁ en el estudio de la descilacion
dependiente de APTs de las diferentes &gpg:jgﬁ-adladax de H-Ras, v realizamos aportes
con respecto a la dinamica inteacelular de SIS,

Experimentos realizados en h&a lincas celulares, indicaron que fa S-acilacion de
H-Ras no es absolutamente r@! para gue o proteina se asocie a membmnas, pero es
necesana pafa que adguiesa I% ecta localizacion subeelular, Sin embargo, la localizacion
de H-Raz en MP, s n'sa\é)d:pﬁndimu‘ de dicha modificacion postraduceional. Adenis,
tanto la tst:quimnn@umn la posicion de los acidos grasos que modifican a H-Ras, tenen
una gran in M su distibucion subeelular, Esto esti de acuerdo con el hecho de que
ngr =0lo la hideofobicidad sino ambién el espactamiento de los palmineos en relacidn al
farnesilo, son relevantes en la asociacion a membranas. Al respecto, un estudio fw s postula
que los distintos palmiticos tenen un rol diferencial en la asoctacion a la bicapa bipidica, v
que la contrbucion a b hidrofobicidad aportada por cada residun dedcido graso no es aditiva
[126]. De esta manera, el famesilo en csteina 186 v el palminco en cisteing 181 sertan
suficientes par la asoclacion o membrama, mienteas que o palmitico en csteina 184 tendria
un rol en la regulacidn de la segregacion lateral.

Sin embargo, a pesar de sus distintas localizaciones subcelulares, las veesiones

consttutivamente actvas (mutantes oncogénicas G1IV) de H-Ras v H-Ras muranies en

e
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cisteinas, fueron capaces de acuvar la via de sefalizacidn de Erkl/2 en fgual medida,
apovando resultados gue demuestran dicha  sefializacion mediada por H-Ras  desde
endomembranas [121]. Como fue discutido antenormente, las vias activadas y los efectores
reclatados por cada una de las vanantes de T-Ras, asi tambicn como 1z cinénca de
propagacion de la sedal, podran ser diferentes en cada caso, teniendo como consecuencis,
una respuesta celular distinta, A su vex, hay que tener en cuenta que estos expenmentos
fueron realizados en condiciones de sobreexpresicn de las distintas mutantes oncogénicas de
H-Ras, lo cual podra enmascarar o impedir la observacion de diferencias suriles en la
actividad de dichas proteinas,

Por otra parte, experimentos de microscopia fr fe mostraton que en oclulas gue
sobreexpresan APT1 o APTZ, las cinéicas de deacilacion en MP y en comgplejo de Golg son
dizstintas. Debido a que la fluorescencia en dicha organela fue notor targo de todo el
experimento, esto podria levar a suponer que una gean parte de la elna que s encuent
en Golgl s en su estado no actlado. 51 sste foers of caso, i:::sgbm de acilaciion/ deacilacion
de la proteina “monoacilable” deberan ser hiuﬁdtntuq:@i’;ﬁdns como para impedir una
localizaciim en endomembiranas simikar a la obsery N H-Ras{C181,1845), Sin embargo,
nd podemos descartar una deacilacion de In prgieina en dichas membranas, tal como lo
ohservamos para "UGAP-43(C38), que se | ’ bie rpidamente con H-Ras localizads en
RE, enmascarando fa pérdida de luores esperada. En contraste, la fluorescencia de las
proteinas mutantes on M dismuinu Qpiﬁmﬁvm:m: en el nempo, lo cual se incrementa
cuando las células coexpresan 1 o APTZ2. Este efecto no pudo verse para Ia version
salvaje, levindonos a :stin@’i&na diferencia en la cinética de dicho proceso, comao habiames
ohservado para las v nes de GAP-43, ya que antenomente se habia reportado la
deacilacion de m@m’m A tiempos mayores [33],

Corme datos obtenidos hasta este momento nos llevaban a plantearnos L
posibilidad de la existencia de uma poblacion altamente dinimica de las proteinas mutantes
en membranas de compleo de Golgd, a eontinuscidn esmudiamos las mismas a traves de
téenicas de microscopia de foroblangueo (FLIP v FRAP) v fotoactivecion. En primer hugar,
ohservamos que la fmecon de H-Ras localizada en membranas de Golgi es muy dinamica,
intercambaandose con la fraccidn en MP y RE. Dicho intercambio v dindmica entre estos
compartimentos no pareciers depender del proceso de acilacion, ya que no se observaron
notoras diferencias, en estos aspectos, en los experimentos realizados en presencia de 2-BI.

Sin embargo, cuando las cflulas se incubaron con ¢l mhibidor, la fecddn de peoteina
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recuperada en Golgl sumentd significativamente. En este sentido, especulamios que, como a
través de la utlizacidn de dicho compuesto somos capaces de evidenciar el proceso de
deacilacion, una mayor cantidad de H-Ras{C1845) deacilada se estaria onginando en MP, la
eual quedaria disponible para su regreso 3 complejo de Golgt. Esto podria implicar s
existencia de un proceso de S-acilacion, y, por ende, ]‘I-rl:ﬁt'rh.‘in de PAT: a nivel de MP. Al
respecto, b locabizacion de algunas enzimas DHHC de mamiferos ha sido reporntada en la
mistia |14, 42]. Incluso, ciclos locales de acilacidn/deacilacion han sido descriptos paea la
proteina palmitoilada PSD-95 en membranas post-sindpticas por PATs presentes en dicha
localizacion [12%]. Para la PAT de H-Raz, a1 bien no se descarta la posihilidad de que otra
enzima transfersa sea esponsable de su palmitailacion, se habia desenpto su distrbiscidn
en membranas de complejo de Golgt [109], aunque posteriommente se lg.encontod asociada,
ademds, a RE [42]. Esta dlima localizacion, ambién podria u:p!imtlé tados obrenidos,
debido al ali intercambio de proteina existente entre MP y RE westo en el desarrollo

de este trabajo. {b'(‘o

®

Sin embargn, el efecto de 2-BP podria genesar vor poblacion de la proteing en
RE {como fue evidenciado en los expenmentos netlacion) que quedana dispomble para
au intereambio com membramas de Golg, erando uma mavor recuperacion de la

fluorescencis con respectn al control. En e nrido, para ln enzima dincilada que sintenza
GABA, GADGS, se descrbio mdiﬂnh:@:im:mm de FRAP la presencia de una poblacien
hudeofiobica no palmitoilada que se Q::aml:ﬂ'n ripidamente entre membranas de RE/Golg,
v otra fraccion que depende ll%}n proceso de deacilacion previo pam b recuperacion de la
fuorescencia [134). )

Ohra p-cmbﬂ:;l?é\a que la S-acilacidn ocurra en membranas de Golgl vy que sea un
proceso rapido »@\:ﬁ:ndn Ia acumulacion de la proteina en dicha organela. En este caso,
en presencia dv2-BP, H-Ras quedaria “retenida® en Golgl. Esta hipotesis esti apoyada por
los experimentos de fotoactivacion en donde observames una dindmica muy alta en la salids
de dicho comparimento, que es dismimuda en presencia del inhibidor.

Por otra parte, estos expenmentos de fotosctivacion nos permiticron estudar en
mayor profundidad 1z salida de la proteing menoacilada de complejo de Golg, encontrmndo
un aleo dinamisme en la fraccion asociada a esta organeda, como se menciond anteriomente,
Resulta interesante que ambas murantes de monoaclicion mostraron cineticas distintas en
su salida, lo que se podra relacionar con la diferente loealizaciin subeelular de las mismas en

estado estadionario, Dicha salida no parece depender en un 100% de la acovidad de acilacion,

e
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va gue realizando el experimento en presencia de 2-BP, tambien observamos una salida de
complepe de Golgl, aungue en menor proporcicn, cn gempos liperamente mayores a la
eomidicion control. 5t bien en cireunstancias en que la profteina no puede aclase [como en ¢
caso de la incubacion con el inhibidor) no se eaperaria que ka misma siga su transico por la
via exocitica, sepin lo planteado en ¢ modelo de tmampa cinéica (Figura 3), como
observamos una importante localizacidn de la proteina fotoactivada en membranas de RE,
en contraste con lo observado en la condicidn control, esto aponarta adn mas evidencia de
la existencia de un intercambio ripido de la proteina entre las diferentes membranas, el cual
serfa independiente del estado de acilacion. En este sentido, queda por investigar de que
mancra ¢ controlado o regulado dicho intercambio, de ral forma de mantener la proporcidn
relativa de proteina asociada a cada organela en estado estacionano,

Ademas, observamos que las fracciones de MP v Golgl son in iables tanto por
un transporte de opo vesicular como por un sipido inteseambio Wetre membeanas, en 2o
trifico retrdgrado. En particular, el blogueo de la i‘niﬂﬂ:ﬁl{ﬂ@}' fusion de vesiculas a M
mediante ¢l trammicnto con aado wnico, afecto el tm'ﬁ;c@mbﬂﬁ proteinas monoaciladas,
evidenciando la necesidad de un frnsporie vesicul » Un resultado similar se deseribio
en nuestro laboratorio para GAP-43 diaalada e transate hacia ER. [70, 97,

En resumen, nuestios resuliados un aporte al entendimiento de la dindnden
intraceludar de H-Ras y sus virhnlr&.\@]wdﬁn- La vision deseripta y aceptada hasta ¢l
momento de una acilacion ”::dubirﬁ)\niwj de membranas de Golgi, el postenor transpore
vesicular hacia MP, v la dudh& en dicha membrana com su consecuente difusion hacia
complejo de Golg para u&mhﬂl reacilacion, parece no ser la dnica manera en que esta
proteina se mueve d de |2 celula. 5i bien nuestros resultados no contradicen aquellos
que demuestran N Wecanismo mencionado, contabuyen a la construceion de un modelo
mucho mas cofepo, en o que coexisten disuntos dpos de tansporte ¢ interacciones, ¥ un
intercambio altamente dindmico entee bn proceing localizada en las distns endomembranas
{Figura 37). Una pregunta pendiente a ser contestada e & este esnudio es extensive a otrs
proteimas S-aciladas,

Lin pirmfo aparte merece la diseusion de las téenieas empleadas, las cuales permitieron
contestar las . preguntas sobre los procesos planteados. Las mismas nos permiticron
profundizar en aspectos dinamicos desconocidos, cuya interpretacion hubiera resultado
errtmen # 80lo amalizibamos a la proteina en estado estacionano, Tal es el cazo, por

mencionar un cjemplo, de la pardeular localizacdn subcelular de H-Ras{C1815) gue pareacra
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estar “estancada™ en membranas de Golg, hecho que fue totalmente descartado al estudiar
el dinamsmo de esta poblacidn.

Para finalizar, los resultados presentados indican una informadon espacial ¥ temporal
diferente aporada por cada palminco, v sugieren una acceatbilidad diferencial de las APTs g
cada dcido prasa. Por o mato, la modulaciin de ls actividad toesterasa en un contexto en
particular, ya sea fisiologico o patologico, podda resultar relevante para regular v orgamizar el
opo de transporte ¥ la cinética en el rifico de H-Ras. Eswo podda, en consecuenca,
influenciar la conexion de la GTPasa con efectores que s¢ encuentren doswidesds @0 ung
determinada ruta de sefalizacion. Como se mendond, la implicanca funcional que Las
versiomes con distints estequiometria en la S-acilacidn pudicran ener, ha sido subestimada y
escazamente estudiada, Al respecto, un estodio realizado recientemente epocelubas HER293T
reveld que H-Ras salvaje se encuentra preferencialmente diacila 1 una poblaciin
importante en estado deacilado [75]. Las mutantes de monoacidan, por su parte, se
encontraron en aproximadamente un 50% mo aciladas [75]. Dbia:l:rdni nuestros resultados,
AUS CXisfencias mansientes o mis prolongadas en la Ldu;la@ asnciacion con el dinamismo y

la capacidad de actvar efectores desde sus distinta actones, deberda tenerse en cucnta

cuando se estudia la biologia de H-Ras v en el J@nnﬂu de terapias anb-cincer.
°
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F'igum 7. Modelo del trifico intracelular de las diferentes versiomes de acilacidn de H-Has, Bl models
propuesibos e diseiada teniendo en consderacion los Efsartes riilivsdlos [alilgpaciiy erabio, asl comae los
presentades antenormente e publicaciones de daferenies hbommonos. Luspo de un pamer procesamesnio del
movo CAAN en el ceosol v RE, H-Ras se palmaroda en Golgl en costeinas 18] 5 184, De csta manem, cs
incorpornds a vesiculas de transporte con desting haca MIPF. En dicha localizacidn, H-Bas pocds ser endocitada
v Bevada a ER. Una fracciim pods, s embango, deacilarse por accion de Bis APTs, retoenando al Golgy o RE
| CETRTTRERE T Ty E T veeicylar. Las versiones monmaoladas en cisteina 184 o 18], se asooan Eln.ncquimunre ]
membrinas de Crolp o a Golgl v MP, respectivamente. La facciin de las pootelnas on estas Jocalizsaciones s
altxmente dindmica ¢ inbercambiable por masponte vesicubis o por difussin. La versitn o acilads de H-Ras s¢
cocuenden &0 complepo de Golgi con conesidn dipida v revesible con las membranas de REL
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CONCLUSIONES

La S-acilacion de proteinas es una modificacion postraduccional por o que un écido
grasn, generalmente palminco, se une a csteinas mediante un enlace nocster. La partcalar
caracteriscn de reversibilidad de est bpidacion, permite que la palmitoilacion pueda actuar
como una maedificacion sujeta a regulacion, de maner similar a la fosforilaciin, 5 bien bos
eventios involucrados en dicha regulacion no son conoctdos actualmente,

El principal efecto de la S-actlaciin sobre proteinas perféricas gque carecen de otra
modificacion v/o motive de aminodacidos paracular, es o aumento de su hidrofobicidad v la
consecuenie asociacion a membranas celulares de las mismas. Sin embargn, es sabido que 1os
deidos palmiticos incorporados juegan un ol adicional al de simples “anclajes™ a ha
membrana, pudicndo tener efectos sobre la funcion, estabilidad v trafico de las proteinas
madificadas.

Con respecto a las enzimas que llevan a cabo la palrr'l.i'ld,-:ih-:iﬁré#és carnctenzadas
som las PA Ty, proteinas transmembrana encargadas del proceso de con, Las ioesterasas
(las enzimas que catalican ln deacilacion) han sido n&tna@zrﬁ’ fiadas, tanto en su funciin,
especificidad, localizacion, e induso su idml:iﬁcaciliin.,j'{@( solo un pequeio numern de
enzimas han sido deseriptas hasta e moment vanedad v cantdad de sustratos
palmitoilados leva a pensar en la existencia "bj“‘“ enzEimas Hoesterasas que Testan por
identificar. (}

En el presente trabajo, nos cend 1w en el estdio de APT1 v APTZ, las dnicas dos
tioesterasas descoptas al momento gy}njtiu de esta tesis. Dichas enzimas, que demostmaron
set citosdlicas v tener un alio &:[er hideofilice: en células CHO-K1 v Hels, deacilaron
GAP-43 (zolo APT2) v TI@? Estudios fv mfm con las enzimas recombinantes purificadas a
pamir de la expresion s mismeas en Broberchia oal, nos permitieron realizar expenmentos
cingtice, uﬁiiﬂ;@\\ﬁ!nﬂmi]-{:nh comd sustrto, El hecho de que las noesterasas puedan
hichrolizar d.ic@mslmm tanto en su fomma monoménen como estructurada, nos levd a
eapecular que lo mismo podris suceder en un contexto celular, en donde la enzima citosolica
serla capaz de eatalizar ba deacilacion de proteinas en b interfase membrana/ citosol.

A su vez, utlizande microscopis de fluorescencia, fuimos capaces de medir
indirectamente el evento de descilacidn, monitorcando la intensidad de luorescencia en MP
v complejo de Golgl para GAP-43 v H-Ras di- v monoaciladas. in ambos casos
eorroboramios que la cindtica con la que oeuree este proceso es muy disonm, pudiendo medir
la deacilacion de las mutantes monopalmitailadas en una escala de tiempe muscha menor que

para las proteinas salvajes.

I&i
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Cabe destacar que la deacilacion s6lo fue evidente en condiciones de inhibicion de |a
actividad PAT, lo que nos habla de una competencia ¥ regulacion entre los niveles de ambos
procesos endimancos. Expeculamos, ademds, que la actvidad de deacilacion en células CHO-
K1 podria ser baja con respecto a otras lineas celulares, hipotesis que se condice con la
observacion de la particalar localizacidn subcelular de 1-Ras en dichas célubas. Segin este
planten, una bap actividad de deacilacion inplicaria que la proteina permanczea por un
tiempo prolengado en la MP, lo cual seda favorable para su internalizacion mediante
vesiculas a FR. Por el contranio, si la deacilicon fuera alta, se esperaria una menor
concentracion de ka proteing en MP, scompanada de un aumento de la misma en membranas
de RIL o complejo de Golg.

inhibidores de 1a acilacion v la falta de investigacion en o a 0 sE MEncond

La dificultad con la gue nos encontramos en este punto, ¢s fa ::'usa cantidad de
anteriotmente, los compuestos disponibles v unlizados actual con este fin distan
mucho de ser especificos, conociéndose blancos de los mi i relacionadas con esta
madificacion, Tal es el caso del 2-BP, cuyo emplen h‘a@ amplinmente difundido en la
inhibicién de la palmiroilacion, a pesar de ser un ts:ln- alearnente reactive que se une
covalentemente & cientos de proteinas, Nmunw.cmmlm# aguil que el 2-BP no =0lo es
capaz de inhibir ka acilacion, sino también e inverso, Bl efecto de dosis elevadas de
dicho compuesto retmst b descilaciogp e GAP-43 i we, ademie de tener un efecto
inhibitono sobre las AFLs en los rﬁoﬁ in mire, Debido a estos resultadaos, proponemes
una mayor precauckon en el eo del 2-BI* v en la interpretacion de los resultados
obtenidos con el mismo, S@%bﬂrgu en condiciones controladas, creemos que podria ser
de wrilidad para ® el ado de aclacon/ deadlacion de determinadas proteinas.

Por dln umdnnr:-s de merodologias de mucroscopia de fluorescencia que nos
permiten mm&r‘tcmh dindmicos, fulmos capaces de desenbir en mayor profundidad la
dinimica en el wifico de H-Ras en células CHOKL. Descubrimos que ¢ mismo es un
procesa complejo en el que coexisten distinos tipos de teansporte (vesicular v no vesicular),
¥ un intercambio ¥ conexion sumamente dindmico entre las fredones de la proteina
lncalizada en las distnms endomembranas y en MP. Nuestros resultados contnbuyen a
ampliar el modelo acmual, en e cual o estado de acilacion de la prowina v los ciclos de
recambio de palmitieo, son los determinantes para el opo de transporse v la localizacion

subcelular adoptada por la proteina en un momento especifico,



CONCLUSIDNES

Preguntas que surgen de esta Gloma parte, tales como la posibilidad de medic L
coexistencia de las distintas vanantes de palmitoilacion de H-Ras en la célula v estudiar el rol
de las especies monoaciladas en procesos celulares que dependan de la funcidn de H-Ras, asi
tambien coma una mayor profundizacion en o entendimiento del proceso de deacilacion
dependiente de APTs, son ks que nos planteamos sepuir esmdiando en el futero v las

perspectivas gue se nos abren para ln continuidad de nuestra invesnpelon.
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Flasmidos

Los vectores de expresion pECFP-C1 (en donde ECFP se reficre a sedomond opaw
(worervent prodein), pEYFP-N1 v -Cl {en donde EXYFP se refiere o snbamed yellow fvoresear
prewiei), praCherry-C1 ¢ PA-GFP-C1 son de Clontech (CA, USA). En dichos plismidos se
subclonaron las proteinas GAP-43, "P'GAP-43 v sus mutantes de adlacion, H-Ras, H-
RasG12V, “"GalNAe T, Sial-T1, Sial-T2, ST3Gal-11, APT1 v APT2 sepin lo descapro en
{35, 70,97, 127, 131, 132],

Las mutantes monoaciladas de H-Ras se subelonaron en pEYFP-C1 utilizando eomo
tettiplade bn construceion anld A v los plismides correspondientes en los sitios BamHI v
kpnl  (fermant CCGCGGATCCAGATCTATGACCGAATACAAGCTTGTIGT TG,
mrers; COGGGTACCTCAGGAGAGCACACACTTGCAGCTCATGLAGOCGGG v
CGLGGTACCTCAGGAGAGCACACACTTGGAGCTCATG). é

La doble murante de acilacion de H-Ras fue construida utilizdwdo comeo emplado H-
Ras[C1R15) v el primer seeeree utilizado para la construccion '.t)‘%' C1845)

Las versiones constitutivamente activas de El-h@nnaﬁhdas s¢ obtuvieron por
PCR v murapenesis dingida, & parmr de la cons n witd fpe v los plismados soeerse
unilizados previamente v fored que adiciona la %muiﬁn irlicada.

La proteina His-APT1 se descnbio p nte en [33], y fue subcionada en los sitos
BamHI1/EcoRl unlizando el vector r.lr\® resiom en bacterins pRSET-A (Invitrogen, CA,
LSA). His-APT2 se obtuvo de ma similar, utilizando como templado APT2 obtenda
por RT-PCR a partir de ARN c@}Qc‘u.]aE CHO-K1 v loe plismidos correspondientes.

O
Anticuerpos . \6\@
Laos mﬁcu@a primarncs ¥ secundarios ufihzados en este trabapo se derallan a
eontiseidn:
¢ Anticucrpo mezcla de dos antbcuerpos monoclonales desarrollados en raton ant-
GFP (Roche Diagnostics, Indianipolis, IN, USA], Dilucidn 1:800.

s Anbcuerpo monoclonal desarrollado en raton anno-fosfo-p44 /42 MAPK (Eckl v
Eck2) (Cell Signaling Technology, Beverdy, MA, USA) Dilucidn 1:1000.

s Antcuerpo policlonal desarrollado en conejo antl-pdd/ pd2 MAPE (Cell Signaling
Technodogy, Bevery, MA, USA). Dilwcidn 1:1000

* Anncuerpo monoclonal desarrollado en raton ano-mbubng (Sigma-Aldach, Sc
Louts, MO, USA). Dilucidn 1:3000.,

e
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*  Anticuerpo secundano policlonal TREye B0OCW desarmllado en cabra ann-IgG de
raton (Li-COR Biosciences, Lincaln, NE, USA), Dilucidn 1:15000.

* Anpticuerpo secundano polickonal TRDwve 6B0RD desarrollado en cabra ann-lgG de
conejo (Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Dilucion 1:150040,

Cultivos caelulares y transfeccionas

Las celulas CHO-K1 (ATCC, Manassas, VA, USA) fueron mantenidas a 37°C, en una
ammdsfers conteniendo 3% COy, en medio DMEM [ Dudbecn’s modified Eagle’s medium),
suplementado con 10% de S3FB (suero fetal bovino) y antibioticos {100 pg/ml de penicilina
v 100 pg/ml de estrepromicina). Las células crecieron en placas de Petei, tanto pam la
realizacion de expenimentos de microscopia comeo pam los analisis biogyffigcos por Western
blot. Las mismas fucron transfectadas con 0.1-1,5 pg/placa de 3 & de cada plasmido
sepin corresponda. Los reactvos utlizados parm tal fin fw liposomas  candnicos
{Lipofectamine, Iovitrogen, CA. USA) o pn]jrtiltnim@ (PEI, Polyscences, Inc,
Warrington, PA, USA), sepin las instrueciones de bos fﬂ@“ﬂ. 24 haras post-transfeceidn,

las células fueron procesadas para andlisis por W kot, & sembradas en camaras Lab
Tek (Thermo Scentfic Nunc, [L, USA}, incw por 24 horas v postenormente analizadas
por microscopia fir wim. Q{:}

¥

Electroforesis y Westemn bilot Q}

Las profeinas se resolv) Q por electroforesis en peles de poliacnlamida al 12% (p/v)
en condiciones d:snan.éz&ntcs (SDS-PAGE), v posterfiormente fueron transfendas a
membrana: de ni osa por @) minuios a 300 mA. Las bandas de proteinas fueron
visualizadas ”@h’m con Ponceau. Para realizar el sowsewiied, Jos sinos de unidn no
especificos fueron bloqueados con 5% p/v de leche descremada en buffer TBS (Trir-duffered
satdime, 2000 mM MaCll, 50 mM Tas/HCL pH 7.5), o 4% p/v de BSA (Borvae Ser 1 fbwavin o
allvimina 2érica bovina) en THS, Posteriommente, laz membranas se incubaron con los
anncuerpos prmarnos correspondientes sl 0 4°C. Los mismos fueron derectados
utilizarude fuorescencin en el infrarrojo cercano (Li-COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA)
con anticuerpos. secundanos acoplados o TR ye 8000W o IRDye 680R1. La coniribucion
relativa de cada banda fse cuantifieada con el softeare Tmage] (MNational Insnnate for Health,
Bethesda, MA, USA),
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Tratamiento con 2-BP

Una soluekin madre de 2-BT 005 M (Fluka, 5t. Lowis, MOy, USA} fue preparada en
DAMSO (dimenlsulfoxido). Para analizar el efecto de 2-BP en la distnbucion de las proteinas
Huorescentes en estado estaciomano por microseopia, s oflulas fueron incubadas con 60
pi/ml de cicloheximida (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, USA). En los experimentos en que
ge indica, s¢ anadieron inhibidores de la degradacion de proteinas (60 pM de clorogquina y 7.5
pM de MCG132). Para analizar el efecto de la inhibicion de la S-acilicion en la asocaciin de
membranas de las proteinas aciladas, 60 pg/ml de cddoheximida fueron incorporados al
medio de cultvo durante b teansfeccidn. 5 horas despuis, se agregd 100 de SFB v en las 3
homs postenores, ks concentmoones indicadas de 2-BP fueron  tambeén  agrepadas.
Finalmente, la ccdoheximida fue removida del medio. Luego de B 5 de sintesis de
proteinas, las células fueron wiilizadas en microscopia de ti&ﬂﬂn comfoal, o
procesadas para su andlisis por Western blot,

&

Fraccionamiento subcelular &

\
Las cflulas crecidas en placas de 60 mm ﬁt?lawdas con buffer PBS (faghnte.
daefiered safime, 140 mM NaCl, 4 mM N:g!ll”ﬂ@, mM NaHPOy, pH 7.5) v cosechadas

poe sraping en PHS contendendo una rnr::-.cé) nhibidores de proteasas (PIC por Pravaasr
Inbitrtar Cockiml, 5 pg/ml lpmpdnin\ﬁugfnﬂ leupeptin y 0,7 ug/ml pepstatin). Los
exrracios fucron centrifiyrados a 4°ONdarante 5 minuros a 13000 g v resuspendidos en 400 pl
de Tris-HCl 5 mM (pH 7.0 nbms&nuu de inhibidores de proteasas. Los pellets fieron
resuspendidos v dispersad un agitador, Luego de 30 minutos, los mismios foeron lisados
MECCANICAMENTE cnn,u@gu.ia ¥ jernga de mberculina, v ka fraccidn nuclear fue remonda por
centrifugacion a -® urante 5 minutos 4 600 g Para los experimentos de ultrmcentafugacion,
la fraccion mh@mdant: fue centnfugada a 4°C durante 1 hora a 400000 g, unlizando un
rotor TLA 1003 (Beckman Coulter, Ine., CA, USA), Sobremadante (8) v peller (F) fueron
separados v P fue resuspendido en 400 pl de Tos-HCL Las proteinas de cada fraceion fueron
precpitadas por coroformo/metanol (1:4 v/v) para ¢l postenior analisis por Western blot,

Exparimento de particion en Tritdn X-114
Para los expeamentos de pariicdon en detergente, a las fracciones 8 ¢ P obtenidas por
ultracenmfugacion se les agregd 100 pl de Toeon X-114 5% (v/v) en Trs-11C1 5 mM (plH]

7,000, Las muesteas se incubaron a 4 °C durante 1 hora. Posteriommente, las mismas fueron
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levadas a 37 °C durante 3 minutos v centrifugadas a 13000 g, La fase superior acuosa (A} y
la inferior nca en detergente (1) fueron separadas y extraidas nuevamente con detergente v
buffer, respectivamente, Las fracciones resultantes fueron ajustadas a igruales volimenes v
contenide de detergente, v las proteinas fueron precipitadas con cloroforma/ metanol (1:4

v/v) par el andlisis por Wesrern blor

Precipitacidn de proteinas con cloroformo/metanal
La solucion de eloroformo/metanol unlizada para la precipitaeion de proteinas previo
a s andlisis por Western blot, se prepart en una relacidn 154, A las muestras conteniendo las
protwinas se les agregd el correspondiente vodumen de cloroformo/metanol tal que la fase
acuosa sen igual a la canndad de metanol agrepado. Posteronment miezclaron por
qmﬂf}r s2 Bpreg

un volumen de metanol. Se repind la centrfugacion y se retied ¢l enadanre, Por dloms,

agitacion y se centmfugaron 3 minutos & 4 ©Ca 15000 g, Se retiro ln

s deph evaporar los restos de solvente antes de n:map::ﬂd:grdﬁqam obrenidao.
N\
&
Expresion y purificacian da AFT1 y APT2 tes
Los ADMe de APT! v APT2 fueron @tm'u:lm por RT-PCR unlizando peisen

amplificados fucron subclonados en tor de expresion pRSET-A que le adiciona un
Hisxf fag en el extremo N termins Bacterias Bobenofre af mmansformadas con dichas
construcciones feeron crccida@ “C en medios Luria-Bertand (LB} conteniendo 75 pg/ml
de ampicilina, hasta alcas Q;Qru denaidad dpiica (X0 de 06, Luepgo, ks bacterias fueron
lisadas v una 'FIHEE'I&&

(EmulsiFlex, -‘w@;, Inc., Ovrawa, Canadi) y postenor centrifugacion a 11000 g durante 15
mintos 4"&5 proteinas fueron purificadas de dicha fraceidn, wilizando una eolumna
de Ni"-NTA [(GE Healthcare, Fairfield, VT, USA) de acverdo a las instrucciones del

especificos v ARN de celulas Hela : O-K1, mespectivamente. Los fragmentos

uble fue penerada utlizando un homogeneizador de alta presidn

fabricante. Las proteinas fueron posteriommente desalinizadas usando una columna HiTeap
desaiting codwmn (GE Healtheare, Fairficld, VT, USA) y diluidas en bufter Hepes 10 mM pH
B.

Los buffers unlizados en el proceso fueron:

o Binding Buffer 8X: 4 M NaCl, 160 mM Tes-HCI pH 7.9, 40 mM [midazol.

o Wash Buffer 8X: 4 M NaCl, 160 mM Tris-HCI pH 7.9, 480 mM Tmadazol.

o Fluate Buffer 43: 2 M NaCl, 0 mM Tns-HC pH 7.9, 4 M Imudazol.

|i||ll
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o Siap Buffer 4X: 2 M NaCl, 80 mM Tos-HCI pH 7.9, 400 mM EDTA.

Adquisicion de imagenas por microscopla confocal de fluorescencia

Las imagenes confocales fueron tomadas con un microscopio Olympus FluoView
FV 1000 (Obympus Laon Amenca, Miami, FL, USA} equipado con un liser de Arpon (458,
458 v 514 nm) v Kiseres de Helio y Nedn (543 v 633 nm, respecivamente). La fluorescencia
de YFP fue adguirida valizando excitacion 2 514 nm, un espejo dicroico de 4538/514 nm v
un filiro de emusicn bamd pa de 530-560 nme La Huorescencia de b Tmmn'nu Cherry fue
adquidda con excitacion a 543 nm, un espejo dicrico de 488/543/633 nm y un filiro de
emision deng fais de 560 nm. La fluorescencia de CFP fue detecrada wrilizando excitacion a
458 am, un espejo dicroico de 458/514 nm y un filtro de emision beed g de 470.500 nm.
Alexa Fluor 647 fue adquinda con excitacion a 633 nm, un :sp:h@n de 488/543 /633
nm v un filiro de emusion dwe pao de 650 nm. Para la ﬁqquclf% s Imiigenes con tmple
marca de CFP/YFP/Cherry, las mismas fueron tomadas En;c almente un modo lineal, va
gue de esta formm e minimizs el bbed -t cntee qu\@ilﬁ por ¢l solapamiento de los
espectos de emision de los Muosdions. (}

Microscopla de .&Eﬂﬂf}fn‘ﬂﬂm{h @&ﬂﬂﬂtﬁ%ﬂﬂ:lﬁn

Los expenmentos eon eéluls fueron realizados vnlizando un incubador con
control de ternperatura v COg a Q[Tﬂlui hit, lapon].

Para los experimentos d-l:émhu::l{m subcelular y colocalizacon, se unilize un objetive
de inmersion en aceite A2 NA (apertura numerica) PMlanApo (Olympus, Tapdn), Las
LA 1E6 ﬁJ:'lun cofn un 2oom digital 3X v on paebed apropiado de tal manera de
abtener 1 un @: Atey para ¢l fluordforo de menor longitud de onda de exaitacion y
emision (feta gn de 0.8 um).

Para la medicion de la deactlacion, se utlizaron células CHO-KD transfectadas con
GAP-43 o H-Ras v sus vadantes de acilacion, sepiin corresponea, Las mismas fucron,
ademis, cotransfectadas con GalN Ac-T-Cherry ¥ APT1 0 APT2-CFP. La cicloheximida (64
g/ ml) e agregd 1 hors previo al iniein de la adgquisicion de las imagenes, v el 2-BP se agregn
il comienzo del expenmento. Los experimentos fueron realizados a 20°C en o microscopio
Obympus FluoView FV1I00, para reducir el wifico vesicular. Luego de b seleccion de las
células, las imdgenes fueron adguiridas en ol canal de b YFP y de Cherry, unlizando un

objetivo 63X,/ 1,42 NA (apertura numénca), de inmersion en aceite (Olympus), con un #oom

e
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digital de 3X. El amano de las imagenes fue de 5123512 pixcdes, v s utilizé una velocidad
de sanee de 10 ps/pixel. Bl péwafe foe ajustado para obrener una feta dpoca de 3 pme Las
imgenes fueron tomadas con una frecuencia de 1 man ' o 5 min' dumnte 30 o 150 minutos
en los experimentos de GAP-43 o H-Ras, respectvamente. Las condiciones fueson
opumizadas para la adgquisicion del complejo de Golgl, para minimizar €l bleacding v para
tomar las imagenes lo mas mpide posible. El analisis v cuantificacion de las mismas fueron
realizados utilizando el software Image|, como se descrbe en [35] v se encuentra detallado

mas adebanne,

Ensayo de hidrdlisis de palmitoil-Cos

El ensayo de hidlisis de P-CoA utilizands APT1 o APT2 recombinantes, se realizd
siguiendo ¢l prowocolo deserpro en [33], con algunas modif @ Brevemente, al
['H]|Palmitoil-CoA en buffer HMEC (30 mM NaHEPES (pH &2 mM MgCl:, 1 mM
EDTA v 7.5 mM CHAPS) s¢ le adiciond la enxima r::-:wwr&hntr correspondiente, v las
reacciones fuernn incubadas a 30 *C durante el nempig @nﬁndn El palmitato libre fue
entonces separado del P-CoA por adicidn de o ﬁé Luego de la cenmnfugaciin por 1

minuts en una microcentrifuga, la fase uuprri%u‘ganlr:-l fue procesada pam conteo con

liguidor de centellec, (}
oS
NZ
Meadiciones por Srmal-angie X- fhering [SAXS)

Lo expeamentos de S_%Jé erod realizados en el Brsvbon Syaciiron [ight [abonatory
(LNLS) en Campinas, B 41;%] P-Cod fue resuspendido en bulfer Hepes S mbl, pH 8,0 a
concentraciones de 5i , 600 v 1775 pM. Las condiciones de medicon fueron 5 minuatos
de rxpnsi_u:if:r@dancia muestra-detector de 1 m, irradiacion a 1,5 A y 30 = 1°C. El
buffer fue medMo v restado de las sefales obtenidag, Los datos fueron recolectados con
MARCCD e integrados utilizando FIT2D Y 12077 en ESRF. Las curvas de SAXS fueron
generadas wiilizando el software SASFIT, v la intensidad de SAXS se grafico como una
fancitn del vector de satering

q= [“,.f;:lsinﬂ

donde b es la longitud de onda del raye X v 20 ¢s el dngulo wotal de sattering,
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Endocitosis da ransfarrna

Para marcar el endosoma de reciclado en oelulas CHO-K 1, Hela, COS-7 v NIH3T3,
s¢ incubaron las mismas en medio libre de suero por 1 hora a 37 °C. Postedormente, 14
pp/ml de Alexa Fluor™ -Transferrin  (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) fucron
adicionados al medio contentendo 1,1% de BSA, v las células fueron incubadas por X
munutos, Luego, se analizaron las mucstras por microscopia de fluorescenaa confocal, La
transferrng fue mantenida en el medio durante el expenimento para impedir la disminucion

de la marea uonsscente por el reciclado de la proteina,

Acyl Biotinyl Exchange (ABE)

El ensayo de ABE fue realizado siguiendo el protocolo desenipto pn [B1], con algunas
modificaciones. Brevemente, kas celulas CHO-K mmnsfectadas v cretigss en capsulas de 100
fe en PBS/PIC. La lisis

mum, fueron lavadas con buffer PBS pH 7.5 v cosechadas por 5
mecinica de las mismas se levo acabo como fue desenpto m‘l@mﬂ:m:. Luegn, se adiciond
Toon X-100 a una concentracion Anal de 1,7%, ¥ n@bﬁ a 4°C durante 1 hom con
agitacion. Las proteinas fueron  precipitadas ®~\>dmnﬁmt:fmtanﬂl (14 wviv) ¥
resuspendidas en SB (4% SDS, 50 mM Tns-H@pH 7.4, 5 mM EDTA) con 10 mM de N-
etilmaletmida (NEM, ICN Biomedicals Iné}. urcra, OH, USA), incubando a 37°C con
agitacion. LB (50 mM Trs-HCI pH 7 Q%H EDTA, 150 mM NaCl) con 1 mM de NEM,
1.2% de Trton X-100, PIC v P g‘eu:mn afadidos a cada muestra, v las mismas foeron
incubadas opemight o 4°C. La P&

precipimciones  secuenciales” con  clorofonmo/memnol, las cuales fueron  finalmente
resuspendidas en SB. @a muestra fue dividida en dos fracciones, v una de ellas fue incubada
com HB (1 M Iy \\aminn pH 74, 150 mM NaCl, 0.2% Taton X-100, PIC, PMSF y 1 mM
I IPDF-Bﬁnﬂm que & la otra e le agregd TH (LB, 0.2% Trtdn X-100, PIC, PMSF

de las mucstras fue posteriormente removida por tres

y 1 mM HPDP-Biouna). Eawa dloma mucstra se unlizd como control. Las mismas fueron
incubadas a temperatura ambicnte por | hor. Luega, las }'l-rl:hll.:l'nils fueron pn,-n:ipi:m;las Col
cloroformo/metanol, para remover In biotina que no reacciona, e incubadas con deadr de
eapreptaviding agarosa, postenor a fu resuspension. Las muestras fueron wincubadas a
termperstura ambiente durante 1 hom con agitaciin. la eucén se realizo en buffer
conteniendo DTT y se procedio al procedimiento de Western blot antes deseripro.
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Ensayo de fosforilacion de Erk

Laz células CHO-K1 fueron transfectadas con las mutantes constminvamente activas
H-RasG12V, H-RasG12V{C1815) o H-RasGIZV{C1845), 0 oo fueron transfectadas para
wtilizaras como control, Las mismas fueron incubadas swermgedf en DMEM con (5% de SFB.
Postenormente, ks células se dejaron en medio sin suero durante 3 horas a 37 "C, v o
expenmento contral fue esumulado con 100 SFB en DMEM dumnte 15 minutos. Luepn,

las muestras fueron procesadas pam ol analisis por Western blot.

Forster Rasonance Energy Transfer [FRET). Exparimanto y andlisis

Las células CHO-K1 creaeron en capsulas de 35 mm contendendo cubres, hasta un
To-He de confluenca al momento de la transfeccion, I nnrmtru:- fueron
cotransfectadas con H-Ras o H-Ras(C181,1848)-YFP y pEC «@wl negativol, APT1-
CFP o APT2-CFP. Las celulas fueren lavadas con PBS y E'pld én paraformaldehido 1%
(p/¥). Los cubres fueron visualzados unlizando un mcm;&; eonfocal Olympus FV 300,
con un ebjetvo de inmersion en acerte G051 42 h-ﬁ,v@mcum digiral de 33X La resolucion
de las imdagenes fue de 512x312 La fluoresce \& CFP (donot) ¢ YFP (aceptor) fue
adquirida por excitacion con ldser de Arpin xa:-ﬂ v 315 nm, respectivamente. Fl canal de
emsien fue de 465-493 nm pars el dono ~ANIe 530560 nm para ef aceptor. Come control
positive, las células fueron transfec@ihs con una proteina quimética del vecror CFP
fusionada con YFP, La tecnica e peara el analisis de FRET fue la de emisidn sensibilieada
del aceptor. Las imipenes ob s hueron postesiormente procesadas utilizande el madulo
PFRET parm el softwa 0-ASW del microscoplo FV1000, Los valores obtenados fueron
sometidos a diEIjntt)(}’sﬂljsia estadisticos para identificar los datos ewtiers, v representados en
un seatfer pind mikPAndo los datos de un expenmento representativo,

Fluorescance Recovery Affer Phofobvesching (FRAP) v Fuorescence (oss i
Phaotobieaciing (FUP)

Los expenmentos de FRAP v FLIP fueron realizados en un microscopic confocal
Olympus FluoView FV 1000, uilzando un obpetive de inmensidn en acese 63X/1 42 M. En
estos experimentos, ¢ piwbad fue abicmo totalmente para minimizar cambios en b
fluorescencia debido al Z-dnfi gue pudicea ocurrdr durante el tempo de | adguisiciin de las
imdgenes. Para los experimentos de FRATP, el dleaddng fue realizado vtlizando un zoom
digial de 50X, 50 escancos de la region de interés (ROT) seleceionada, 8 ps/ pixel y 100% de

lﬁ_li
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transmision de los Hseres de 515 v 543 om. Bajo estas condiciones, la Auorescencin de YFI*
lueges del blbacding fue menor al 10% del valor inicial. Imagenes pre- v post-bieaching (3 v 90,
respectivamente) fueron adquindas cada 100 sepundos, con una resolucion de 512x512
pixeles. Las imdgenes fueron adquindas secuencialmente para cada canal (YFP v Cherny).
Para los expenmentos de FLIP, ¢l bleaching del ROI ¢ 1a adgquisicidn de las imdgenes
fueron realizadas cada 2 minutos. Las mismms fueron tomadas empleando los mismos

parimctros descrptos pam FRAP.

Tratamianto con acido tanico
El tmtamiento con acido tinico fue realizado como de descobe en [70], con algunas
modificaciones. Brevemente, las células transfectadas fueron traspas a Lab-Tek, ¢
incubadas 4 37 *C con dcido tinico 1% (p/v) (MP Biomedicals, &&:, CA, USA) en
PBS (pH 708 por 10 minutos. Lucgo, las células fueron ]:l-n:pn.n\ﬂ)
expeamentos de FRAP, como s descnbid previamente, @@'ﬂmdﬂ el acedo tanico en el
mwchio, El efecto del mismo fue cormborado anaﬁtamlp@lrmlﬁ:m:ll'm de transfernna.
En los casos indicados, 50 pM de 2-BP o 104 ¢ Palmostann B (EMD Chemacals

e Incubadas par los

Tnic., Sam Diego, CA, USA) fueron :di-u:innndnﬂ@ minitos previo 4l traamiento con dedo
tardee, (}

&
Exparimentos de Imaamhracmo

Las células CHO-K1 ﬁ.éun cotransfectadas con H-Ras(CIR18) o H-Ras({:1845)
fusionadas a PA-GFP [32Q20] v los marcadores de Gaolgl GalM Ac-T-Cherry o 8T3Gal-11-
Cherry, v amlimda@nr microscopin de fluorescencia confocal. Como e desenbid
previamente, los W ntos fueron realizados unlizando un controlador de temperatara y
O (Tokai hin apdier) a 37 2, en el rni::n*.-m:np.i:;u Olympus FluoView FAV 1000 El objetavo
utilizado fue o de 63X /1,42 NA con una apertura confocal de 370 pm (fera Gipiica de 23
pm).

Para la fotoactivacion en complejo de Golgl, el drea o ser fotoactivada foe seleceionada
teniendo en cuenta ka sefal de los marcadores de Golg, en el canal Cherry. Dicho ROI fue
irradiade con un liser de 405 am, o um intensidad de 1-10%, durante 5 segundos. Las
Imagenes imsr-a:ti-.-ai:i:m fueron tomadas con excitacion a 488 v 543, pam adquinr fa
Auorescencia de GFP v Cherry, respecuvamente. Las mismas se tomaron cada 13 segundos

durante 20 rminutos,
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Para li fortoactvackon en ef reticuilo mduplﬁmimrfﬂilusu[. una regiom alepada del
complejo de Golgy fue selecoionada e irmdiada con el laser de 405 nm, a una intensidad del
1%, durante 5 sepundos. Las imdgenes post-acuvacion fueron tomadas cada 15 segundos
durante 15 segundos, Luego, el proceso fue repetido 7 veces. Lin este caso, las células fueron
incubadas con ccloheximida 1 hoea previo al inicio del experimento.

Expenmentos control para descantar el bleaching de la fluorescencia fueron realizadaos
utihzando ¢l vecoor vacio de PA-GFP, con las condiciones de adquisicion de las imagenes

descriptas.

Analisis cuantitativo de las imagenes

El amilisis de todas las imdgenes de microscopia de las -:iil'crmrri:l)ffn'rus empleadas,
fue realizado con of sofreare Image|. é

Los pixeles con fluorescencia significanva fueron adccch&.s aplicando un frecbadd
para disciminar los pixeles con intensidad diferente al ml’db | backgmamd.

Mascaras binanas (con valores de 1 en la seral },\@\Oﬁ pixeles del baskgrownd) fuenon
pencradas com dicho umbral, wilizando los ca ¢ los marcadores (en el caso de la
cuantificacion de fluorescencia en Golgd) o tl‘a'r:mu cartal de la proteina o analizar, sepin
eoeresponda pars cada easo. Dichas mise eron multiphcadas por las imagenes “ensdas”
correspondientes, utilizando la hrrm@. de caleulos de imdgenes. Distintos ROz fueron
penerados en las imagenes resul . seguin el area a analizar. Los daws obtenidos fueron
relativizados de tal maneea de r realizar la comparacion entee bos distintos expermentos
Hevados a cabo, {:}(b

En todos hﬁ@%]ns graficos v el andlisis estadistco de los musmos fueron realizados
N\
con el soffeure E@ Pad Prism.
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