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Resumen

La proteina kinasa CK2 esta presente en todas las células eucariontes. Su acti-
vidad aumentada se asocia con la transformacién de diversos tejidos, asi como el
comportamiento agresivo de los fumores. CK2 participa en la ruta de sefializacion
Wnt/B-catenina, la cual esta implicada en procesos celulares que conducen al cancer.
Su componente principal es la proteina f-catenina, la que transactiva la expresién de
genes especificos cuando se localiza en el miicleo. Sin embargo, el mecanismo que da
cuenta de la localizacién nuclear de B-catenina aun se desconoce. En nuestro labora-
torio, se ha propuesto que el residuo Ser-646 de B-catenina podria ser un blanco de
CK2 y que, eventualmente, su fosforilacion podria tener algin efecto en la localiza-
cién nuclear y actividad transactivadora. Es asi como la hipétesis de este trabajo fue
que “La localizacién nuclear y actividad transactivadora de -catenina son reguladas
por CK2 a través de la fosforilacion del residuo Ser-646 en el extremo C-terminal del
dominio ARM”. Asi también, el objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto
de la naturaleza quimica del residuo 646 de B-catenina en su importacién nuclear y
actividad transactivadora. Se disefiaron dos mutantes puntuales de B-catenina, S646A
y S646D, y junto con la forma silvestre se expresaron fusionadas a GFP en células
HEK-293T. Luego, en una primera etapa se analizé: (i} la actividad transactivadora
de B-catenina, mediante un ensayo reportero; (ii) la expresion de survivina, un blan-
co de la ruta Wnt/B-catenina, mediante RT-PCR y western blot; y (iii) la localizacién
subcelular de B-catenina, mediante microscopia confocal de fluorescencia. Posterior-
mente, en una segunda etapa se realizo lo siguiente: (iv) generacion de modelos 3D
de los nitcleos y andlisis del patron de los granulos; y (v) evaluacion de la cinética
de las variantes de p-catenina desde el micleo al citoplasma, mediante la técnica de
FRAP. Aunque las tres formas de p-catenina tenian actividad transactivadora, los re-
sultados no mostraron diferencias significativas entre ellas en el ensayo reportero,
ni tampoco en los niveles de mRNA y proteina de survivina. La localizacion de las

mismas fue casi exclusivamente nuclear, presentando un notorio patrén granular. El



andlisis 3D de estos granulos mostrd que a pesar de que el volumen total era el mis-
mo en las 3 condiciones, estos presentaban diferencias significativas en su niimero,
volumen y 4rea expuesta. No obstante, los datos provenientes de la movilidad de las
proteinas mediante la técnica FRAP no fueron suficientes para relacionarlos con los
datos anteriores. Por lo tanto, la naturaleza quimica del residuo 646 de $-catenina no
tiene efecto en su capacidad de transactivar genes, asi como tampoco incide en su
capacidad para localizarse en el niicleo, no obstante, pareciera tener un rol diferen-
cial en la formacién de los granulos de $-catenina dentro de este compartimento. En
consecuencia, estos datos sugieren que la fosforilacion de -catenina en S646 por CK2
podria tener un efecto en su capacidad para entrar o salir del nicleo, aunque para

comprobarlo por FRAP habria que realizar un mayor nimero de experimentos.



Abstract

Protein kinase CK2 is present in all eukaryote cells. Ifs augmented activity is
associated with transformation of various tissues, as well as aggressive behavior of
tumors. CK2 is involved in Wnt/B-catenin signaling pathway, which is implicated in
cellular processes leading to cancer development. The key component of this path-
way is B-catenin, which fransactivates specific genes once located into the nucleus.
However, the mechanism explaining the $-catenin localization in this compartment
is still unclear. In our laboratory, it has been proposed that B-catenin residue Ser-
646 could be a CK2 target and, eventually, its phosphorylation could have an effect
in nuclear localization and transactivation activity of $-catenin. Thus, the hypothe-
sis of this work was “nuclear localization and transactivation activity of B-catenin
are regulated by CK2 through phosphorylation at residue Ser-646”. Accordingly, the
general objective was to evaluate the effect of residue 646 mutation in nuclear im-
port and transactivation activity of f-catenin. Two point mutants of B-catenin were
designed, S646A y S646D, and with the wild type form were expressed as GFP fusion
proteins in HEK-293T cells. In a first stage it was analyzed: (i) transactivation activity
of B-catenin, by using a reporter assay; (ii} survivin expression, a target of Wnt/B-
catenina pathway, by using RT-PCR and western blot; and (iii) f-catenin subcellular
localization, by using confocal fluorescence microscopy. In a second stage, it was
done the following: (iv) Generation of 3D models of §-catenin expressing nuclei and
analysis of the granules inside; and (v) kinetic analysis of the GFP-B-catenin mu-
tants moving from the nucleus to the cytoplasm, by using FRAP. Although the three
different forms of B-catenin did show transactivation activity, results with the re-
porter assay did not provide statistical significance, as in mRNA levels and survivin
protein expression experiments. Subcellular localization was almost exclusively nu-
clear, showing a distinctive granular pattern for all forms. Tridimensional analysis

of these granules showed same total volumes per cell, but significant difference in

their number, individual volume and exposed area, Nevertheless, results of protein




mobility assessed through FRAP were not sufficient to relate them with our previous
data. Therefore, we can conclude that chemical nature of residue 646 of -catenin
does not have an effect in its capacity to transactivates genes, neither affects its ca-
pacity to localize into the nucleus, however, it seems to have a differential role in
B-catenin granules formation inside of this compartment. Accordingly, these data
suggest that B-catenin phosphorylation at 5646 by CK2 could have an effect in its
capacity to shuttle between cytoplasm and nucleus, even though to ascertain this by

FRAP it would need a larger number of experiments.




1. Introduccién

1.1. La proteina kinasa CK2 y su relacién con cancer. .

La enzima CK2 (antiguamente llamada Caseina Kinasa 2) es una serina/treonina kinasa
presente en todas las células eucariontes. Generalmente se encuentra como tetramero
compuesto de subunidades o/’ y B con una estructura general de of3;, o2’z 0 oct’Bo.
Las subunidades o/a’ poseen la actividad catalitica mientras que la subunidad B es sélo
regulatoria [Allende y Allende 1995]. Se ha encontrado que CK2 tiene como sustratos a mas
de 300 proteinas, de las cuales alrededor de 60 son factores de transcripcion, 50 afectan la
estructura del DNA/RNA o estan comprometidas en Ia sintesis o traduccién de RNA [Meggio
y Pinna 2003].

En relacion al cincer, la actividad catalitica aumentada de CK2 ha sido asociada con
la transformacion maligna de diversos tejidos, asi como con el comportamiento agresivo
de los tumores. La sobreexpresion de CK2 ha sido documentada en varios tipos de cancer,
incluyendo el de mamas, rifién, prostata y pulmoén [Duncan y Litchfield 2008]. Los me-
canismos moleculares que explican la capacidad de CK2 para promover la proliferacién
celular incluyen activacion o inhibicién por fosforilacion de proteinas que participan en
el control del ciclo celular, como por ejemplo p53, MDM-2 y p27/KIP1 [Hjerrild y col. 2001;
Meggio y Pinna 2003; Ahmed y col. 2002; Tapia y col. 2004].

CK2 también estd involucrada en la resistencia a la apoptosis, por ejemplo, fosfori-
lando a la proteina anti-apoptdtica ARC, la cual inhibe a lIa caspasa 8 [Li y col. 2002], o
fosforilando a 1kB, lo cual activa a NF-xB, cuyos genes blanco estan relacionados con la
resistencia a la apoptosis y proliferacién celular, entre otros [Dominguez y col. 2009].
Asimismo, CK2 ha sido identificada como un regulador positivo de la transcripcién de

survivina [Tapia y col. 2006], una proteina anti-apoptética cuya expresion se gatilla en el

desarrollo embrionario y también en varios canceres [Altieri 2004].




1.2. La ruta de sefializacion Wnt/B-catenina y su papel en cancer de

colon

La ruta Wnt/p-catenina esta implicada en diversas etapas del desarrollo, diferencia-
cidn y reparacion de los tejidos de individuos adultos. Las sefiales Wnt son pleiotrépicas,
causando efectos que van desde la estimulacién mitogénica, adopcion de un determinado
linaje celular y proliferacién celular [Logan y Nusse 2004].

El componente principal de la ruta de sefializacién Wnt/B-catenina es la proteina
(-catenina, debido a su actividad transactivadora sobre genes especificos. Ademas, es-
ta proteina tiene un papel importante en las uniones celulares adherentes, donde une al
dominio citoplasmatico de E-cadherina y lo conecta, a través de o-catenina, con el cito-
esqueleto de actina [Hiilsken y col. 1994]. La estructura primaria de p-catenina humana
esta constituida por 781 aminoécidos, de los cuales 137 forman su extremo amino terminal
(NH,-terminal), 527 aminoécidos conforman su region central y 117 el extremo carboxilo
terminal (COOH-terminal) [Xing y col. 2008].

La regi6n central de B-catenina estd compuesta por doce copias, repetidas secuencial-
mente, de un motivo estructural formado por 42 aminoécidos llamado armadillo (arm).
Asimismo, estos doce motivos estructurales repetidos (R1-R12) forman un dominio estruc-
tural mayor conocido como DOMINIO ARMADILLO 0 simplemente ARM. Cada motivo, ex-
ceptuando el séptimo, esta compuesto de tres a-hélices, una a-hélice corta de aproxima-

damente dos vueltas (H1), seguida de dos o-hélices mis largas de 243 vueltas (H2) y 3£ 4

vueltas (H3), respectivamente (figura 1} [Huber y col. 1997].




NH,-terminal

COOH-terminal

Figura 1: Estructura cristalografica de B-catenina humana.

Se enumeran los 12 motivos armadillo, mostrandose las helices H1, H2 y H3 en verde, amarillo y
azul respectivamente. Ademas se indican los extremos amino teminal (NHy-terminal) y carboxilo
terminal (COOH-terminal) y se destaca el aminoacido serina 646 (S646), el cual fue mutado en
este trabajo. La estructura cristalografica corresponde a la entregada por Xing y colaboradores y
depositada en el Protein Data Bank bajo el codigo 2Z6H [Xing y col. 2008]. La imagen fue generada
usando el programa Pymol (Tue PYMOL MoLecuLAarR GrapHIcs SysTEM, Version 1.3, Schrodinger,
LLC).

En ausencia de ligandos Wnt la f-catenina es constantemente enviada a degradacion
proteasomal mediante un complejo citoplasmatico de destruccion formado por las pro-
teinas Axina, APC (Adenomatous Poliposis Coli), GSK3p (Glicogen Synthase Kinase 3f) y
CK1la. B-Catenina es secuencialmente fosforilada en su extremo NH;-terminal en residuos
de serina y treonina por CKla y GSK3p, resultando en el reconocimiento por p-Trep, una
subunidad de ubiquitina ligasa E3, con su consecuente ubiquitinacién y degradacion en el
proteasoma. Esta continua eliminacién de f-catenina evita que migre al nucleo y active
la transcripcion de sus genes blanco (figura 2A) [Logan y Nusse, 2004; Mosimann y col.,

2009].
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LRP5/6

Frizzled Frizzled

Figura 2: Esquema de la ruta Wnt/f-catenina.

En A se aprecia la ruta Wnt/B-catenina en ausencia de los ligandos Wnt, donde P-catenina es
constantemente degradada mediante un complejo citoplasmatico de destruccién. En B se aprecia la
ruta en presencia de ligandos Wnt produciéndose la estabilizacion de B-catenina en el citoplasma y
su posterior ingreso al niicleo donde actiia como cofactor uniéndose a los factores de transcripcion
de la familia TCF/LEF (modificado de Macdonald y colaboradores [Macdonald y col. 2009]). APC:
proteina Adenomatous Poliposis Coli; CK1: kinasa CK1; DVL: proteina Dishevelled; GSK3p: kinasa
Glicogeno sintasa 3p; LRP5/6: proteina 5/6 relacionada con receptores de LDL; Wnt: Ligando Wnt.

La via Wnt/B-catenina se activa cuando los ligandos Wnt se unen al receptor Fz (Frizz-
led) y a su co-receptor LRP5/6 (proteina 5/6 relacionada con receptores de LDL), formando
un complejo Wnt-Fz-LRP5/6 que recluta a la proteina citoplasmatica de andamiaje DVL (Dis-
hevelled). El reclutamiento de DVL desencadena el secuestro de la proteina Axina desde
el complejo de destruccion, provocando finalmente la estabilizacion de B-catenina (figura
2B) [Logan y Nusse 2004; Mosimann y col. 2009]. Asi, B-catenina no es degradada y se
importa al nucleo, iniciando la activacion de genes blanco de la ruta, tales como cicli-
na D1, c-myc, cox-2 y survivina', todos relacionados con progresion celular, viabilidad y

resistencia a la apoptosis.

'Una completa lista de genes puede encontrase en www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html




Los efectos de la ruta Wnt/B-catenina estén relacionadas con procesos de prolifera-
cién, migracién y diferenciacion celular, es decir, eventos claves en el desarrollo del can-
cer y, en particular, con cancer de colon [Polakis 2000; Logan y Nusse 2004; Clevers 2006].
De hecho, el gen que codifica la proteina APC fue descubierto en pacientes con polipo-
sis adenomatosa familiar, los cuales tienen normalmente un alelo mutado y desarrollan
una gran cantidad de pélipos benignos en su epitelio colorectal a temprana edad, donde
invariablemente algunos terminan desarrollando tumores. Posterior a este hallazgo, se
encontraria que APC interactiia con B-catenina, estableciéndose asi el primer nexo entre
la ruta Wnt/B-catenina y cancer [Clevers 2006].

Una caracteristica de las células de cAncer de colon es el aumento de Ia localizacion
de B-catenina en el niicleo, lo cual explica Ia expresién aumentada de genes involucrados
en progresion y sobrevivencia celular [Bienz 2000; Polakis 2000]. También se ha descrito
que la acumulacién nuclear de B-catenina es una caracteristica de células de carcinoma
hepatocelular, lo cual estaria asociado con una proliferacién aumentada [Nhieu y col,,
1999], algo similar a lo enconirado también en pacientes con leucemia mieloide crénica
[Reya y Clevers, 2005]. De esta forma, los mecanismos que modulan la translocacion de
B-catenina hacia y desde el niicleo son importantes en el desarrollo de varios tipos de

cancer.

1.3. Translocaciéon nicleo-citoplasmatica de f-catenina

El intercambio de macromoléculas desde y hacia el nicleo se realiza a traves del com-
PLEJO DE PORO NUCLEAR (NPC, nuclear pore complex), una estructura que forma un canal
a través de la envoltura nuclear. E1 NPC est4 formado por alrededor de 30 proteinas Ila-
madas Nucleoporinas (NUPs) , con un peso total mayor a 60 MDa en vertebrados [Tran y
Wente, 2006].

Fl movimiento de moléculas menores a 40 kDa ocurre via difusion pasiva a través



del NPC, mientras que moléculas superiores a dicha masa requieren un transporte depen-~
diente de energia. Dicho transporte reside en la capacidad intrinseca de la molécula de
interactuar directamente con el NPC o, como ocurre generalmente, requiere de recepto-
res especificos de transporte que reconocen sefiales en la molécula cargo. Estas sefiales
son conocidas como SENAL DE LOCALIZACION NUCLEAR (nuclear localization signal, NLS)
para la importacién o SENAL DE EXPORTACION NUCLEAR (nuclear export signal, NES). La
clase més grande de receptores de transporte esta formada por miembros de la familia
de carioporinas-B/importinas-f o Kaps, que incluyen diferentes importinas, exportinas y
transportinas. Dichas proteinas tienen un sitio conservado de unién a Ran, una proteina
GTPasa cuya actividad es crucial para el transporte dependiente de Kaps [Tran y Wente 2006;
Terry y col. 2007].

Se han sugerido diversos mecanismos que dan cuenta del transporte de B-catenina ha-
cia o desde el niicleo, pero aiin no existe un modelo ampliamente aceptado y que explique
consistentemente cémo ocurre. Con respecto a su exportacién nuclear, se ha propuesto
que B-catenina es activamente exportada mediante la unién a la proteina APC, la cual con-
tiene por lo menos 5 NESs, de una manera dependiente del receptor de exportacion CRM1,
un miembro de los transportadores Kaps [Henderson 2000; Neufeld y col. 2000]. Por otra
parte, en dos estudios utilizando Leptomicina B, un. inhibidor especifico de la exportina
CRM1, se mostré que B-catenina sale del nicleo por si misma, de una manera indepen-
diente de CRM1 [Wiechens y Fagotto 2001; Eleftheriou y col. 2001]. Un posterior estudio
mostrd que B-catenina une al cofactor de Ran-GTPasa, Ran-BP3, lo que aumentaria su ex-
portacién desde el nitcleo independientemente de CRM1 pero estimulada por Ran-GTPasa
[Hendriksen y col. 2005]. Contrario a lo anterior, utilizando un ensayo de pull-down, se
observé que B-catenina puede unirse directamente a la exportina CRM1 y que ésto afecta
su exportacién nuclear sin mediar APC [Ki y col. 2008].

Sobre su importacién nuclear se ha postulado que B-catenina puede entrar al ni-
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cleo sin mediar otras proteinas transportadoras, en una forma similar a como lo haria la
importina-B, cuyo dominio formado por los repetidos HEAT se asemeja estructuralmente
al dominio ARM de f-catenina [Yokoya y col. 1999; Wiechens y Fagotto 2001; Koike y col.
2004]. En otro estudio se encontrd que B-catenina no interactuaria directamente con nu-
cleoporinas en la forma que lo hace importina-p [Suh y Gumbiner 2003]. Se ha sefialado
que otros factores que podrian importar a f-catenina hacia el niicleo son Pygopus (ho-
mélogo de BCLY en moscas) [Townsley y col. 2004], Axina [Wiechens y col. 2004; Cong y
Varmus 2004] o algunos factores de transcripcion de la familia TCF/LEF [Molenaar y col.
1996; Huber y col. 1996].

Mediante una aproximacion experimental diferente a las utilizadas anteriormente,
Krieghoff y colaboradores analizaron el transporte bidireccional nicleo-citoplasmatico
de B-catenina mediante la técnica de RECUPERACION DE LA FLUORESCENCIA DESPUES DEL
BLANQUEAMIENTO POR LUZ (Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP). FRAP es
una técnica de microscopia de fluorescencia utilizada en células vivas, basada en eliminar
la fluorescencia (blanquear) de una zona y posteriormente medir la recuperacién de la
fluorescencia en esa misma zona, la cual esta dada por el movimiento de moléculas fluo-
rescentes desde otras zonas. En ese trabajo se propuso que diferentes proteinas capaces
de unir a B-catenina la retendrian en un compartimento subcelular particular mas que
transportarla a dicho compartimento. A saber, TCF4 y BCLY retendrian a f-catenina en
el micleo, mientras que APC y Axina harian lo mismo en el citoplasma [Krieghoff y col.
2006].

En otro estudio sobre la translocacién de B-catenina hacia y desde el nicleo, Koi-
ke y colaboradores analizaron la secuencia aminoacidica necesaria para que [-catenina
pudiese realizar dicho movimiento enfre ambos compartimentos. Utilizando varias mu-
tantes truncadas de B-catenina fusionadas a GFP, encontraron que una mutante formada

exclusivamente por los motivos arm 10-12 mas el extremo COOH-terminal (ie, B-catenina
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R10-C), podia entrar y salir del micleo sin mediar otros factores. Ademés, al cuantificar
los niveles relativos de importacién y exportacién, la mutante -catenina R10-C tuvo un
comportamiento similar a la silvestre [Koike y col. 2004].

En consecuencia, tomando en cuenta todos los antecedentes presentados aqui, atin es
incierto como B-catenina se transloca bidireccionalmente entre el micleo y el citoplasma,

aunque los datos sugieren que podria depender de su extremo C-terminal.

1.4. Papel de CK2 en la ruta de sefializacion Wnt/p-catenina

Del gran niimero de sustratos que CK2 tiene, hay tres proteinas que son esenciales
dentro de la ruta Wnt/B-catenina. CK2 inmunoprecipita y fosforila a armadillo (homélogo
de B-catenina) y DSH (homélogo de DVL) desde extractos de embriones y cultivos celulares
de drosophila [Willert y col. 1997]. Resultados similares fueron encontrados en una linea
celular de epitelio de mama establemente transfectada con Wnt-1 [Song y col. 2000] y en
ratones transgénicos que expresan la subunidad CK2a en el mismo tejido [Landesman-
Bollag y col. 2001], lo cual provoca un aumento en la proliferacién celular e hiperplasia
debido a los altos niveles proteicos tanto de CK2a como de B-catenina. APC es otra proteina
de la ruta Wnt/B-catenina que es sustrato de CK2, la cual es fosforilada por esta enzima en
una de sus NLS afectado su importacién nuclear [Zhang y col. 2001a]. Ademas, CK2 y APC
inmunoprecipitan en extractos de cultivos celulares de carcinoma colorectal [Homma y
col. 2002].

En el afio 2003, Song y colaboradores analizaron posibles sitios de fosforilacién de
B-catenina por CKz que correspondieran a la secuencia consenso S/T-XX-D/E. Este gru-
po encontrd que CK2 fosforila a B-catenina principalmente en el residuo T393 (dentro
del motivo arm 7) v, utilizando una mutante de B-catenina no fosforilable en dicho resi-
duo (B-catenina T393A), hallaron que presentaba una degradacién mas rapida y actividad

transcripcional dependiente de LEF-1 menor a la mostrada por -catenina silvestre. Sin
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embargo, al comparar in vitro la fosforilacién por CK2 de una B-catenina truncada (resi-
duos 1-421) con la forma completa, se pudo observar que ésta todavia ocurria en residuos
posteriores al 421, aunque este grupo no analizé cuales eran [Song y col. 2003]. Es posible
observar que dentro de la secuencia de aminoécidos que corresponden a esta region, se
encuentran dos que cumplen con la secuencia consenso de fosforilacién por €Kz, las se-
rinas 605 y 646, cuya potencial fosforilacién podria explicar la diferencia significativa en
los niveles de fosforilacién observados en este trabajo.

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriores, es posible sugerir que el residuo se-
rina 646 (S646) de B-catenina podria ser un blanco de fosforilacion por CK2 y que ademas
podria tener relevancia en la translocacién de la proteina hacia y desde el micleo, puesto
que est4 ubicado en una zona de la estructura (arm 12) de reconocida importancia en este
proceso [Koike y col. 2004]. Por lo tanto, en este seminario de titulo se planted estudiar el
papel de la serina-646 de B-catenina en su translocacién hacia y desde el nicleo, asi como
se evaluaron sus efectos en la localizacién subcelular y funcién como transactivador de
genes blanco de la ruta Wnt/B-catenina, Para esto se generaron mutaciones sitio-dirigidas

de este residuo por uno que imita su fosforilacién, S646D, u otro que la evita, S646A.
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1.5. Hipotesis

“La localizacién nuclear y actividad transactivadora de B-catenina son reguladas por
CKz a través de la fosforilacion del residuo S646 en el extremo C-terminal del dominio

ARM.

1.6. Objetivo general

Evaluar la funcién del residuo Se4s en la importacion nuclear y actividad transactiva-

dora de B-catenina.

1.7. Objetivos especificos

1. Analizar el efecto de la mutacién del residuo Ss46 en la actividad transactivadora de

B-catenina.

2. Determinar el efecto de la mutacién del residuo Se4s en la expresion de genes blanco

de la ruta Wnt/f-catenina.

3. Estudiar si la mutacién de P-catenina en la serina 646 modifica su localizacién sub-

celular.
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2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

Medio de cultivo celular D-MEM high glucose (Hyclone). Suero Fetal Bovino (Biologi-
cal Industries), L.-Glutamina, Penicilina, Estreptomicina, antiftiingico, medio independien-
te de CO, (Gibco). Reactivo de transfeccién SuperFect (Qiagen). Reactivo para extraccion
de RNA TRIZOL, Random Primers, transcriptasa reversa M-MLV, inhibidor de RNAsa RNAsa
OUT, Kit de cuantificacién RNA y DNA Qubit, Mowiol (invitrogen). Detergente RIPA (25 mM
Tris«HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 % sodium deoxycholate, 0.1 % SDS) Inhibidores
de proteasa (Roche). Kit de quimioluminiscencia EZ-ECL (Biological Industries). Anticuer-
po monoclonal anti-B-catenina humana, anticuerpo policlonal de conejo anti-survivina
humana (RyD systems). Anticuerpo policlonal de cabra anti-actina, anticuerpos secunda-
rios anti-IgG de ratén, conejo y cabra (Santa Cruz Biotechnology). Triton X100, PBS x10

(Winkler). DAPI (Sigma).

2.2. Cultivo celular

Todos los experimentos fueron realizados en la linea celular embrionaria de rifion
humano HEK-293T, que fue cultivada y mantenida con medio D-MEM suplementado con
10 % de SFB, L-Glutamina (2 mM, Gibco), antibidticos (100 U/ml penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina, Gibco) y antifingico (0,5 pg/ml de fungizona anfotericina, Gibco), man-

tenidas a 37°C con 5% CO, y en ambiente humidificado.

2.3. Transfecciéon de células

Todos los experimentos realizados en este trabajo fueron siguiendo el mismo esquema
base de transfecciones. En cada experimento se analizaron cuatro condiciones, donde cada

condicion fue dada por el plasmidio transfectado, es decir pEGFP-C1, pEGFP-B-catenina,
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pEGFP-B-catenina-S646A y pEGFP-B-catenina-Se46D (ver detalles en tabla 1). Se utilizaron
placas de 60 mm de didmetro (p60) para analisis mediante RT-PCR y Western Blot, placas de
6 pocillos (pépoc.) para realizar el ensayo de actividad reportera B-catenina TCF/LEF y para
analisis de microscopia de fluorescencia placas de 24 pocillos (p24poc.). El dia previo a la
transfeccidn, se sembraron 800.000, 400.000 6 70.000 células en placas p60, p2poc. o p24poc.
respectivamente, con la finalidad de que al momento de la transfeccién no sobrepasaran
una confluencia del 70 %. En el momento de la transfeccién, se mezclaron en tubos de
1,6 ml, 2 6 5 pg de DNA con 100 6 150 1 de D-MEM sin suplementar (libre de suero y
antibiéticos) para placas p6poc 6 p60, respectivamente. Luego se le agregé el reactivo
Superfect (SF) para que quedara en una relacién de 1/s de DNA/SF. La mezcla se pelete6
y se agité para obtener una solucién homogénea y luego se dejé incubando durante 15
minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de formacion del complejo DNA/SF,
se procedi6 a agregar 600 o 1000 il de D-MEM suplementado a cada tubo, se mezcl6 el
contenido y se agregd suavemente a las placas inmediatamente después de haber aspirado
el medio antiguo. Las células se incubaron durante 3 horas y posteriormente se procedi6 a
aspirar la mezcla de transfeccion, reemplazandose por medio D-MEM suplementado fresco

para permitir la expresion de las proteinas codificadas en cada vector durante 24 horas.
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Cuadro 1: Plasmidios utilizados en este trabajo.
Se presenta la lista de plasmidios utilizados en este trabajo, junto con sus principales caracte-

risticas
Plasmidio Proteina codificada
pPEGFP-C1 Proteina fluorescente verde (GFF).
pEGFP-B-catenina WT B-catenina humana silvestre (WT).

pEGFP-B-catenina-S646A  f-catenina humana, con la serina 646 mutada por alanina.

pEGFP-B-catenina-S646D B-catenina humana, con la serina 646 mutada por aspartato.

pTOP-FLASH Luciferasa bajo un promotor minimo de Cfos el cual contiene 3
[Van De Wetering y col. repeticiones en serie del motivo de unién de los factores de
1991, 1997] transcripcion TCF/LEF.

En este caso el promotor posee 3 repeticiones mutadas del
pFOP-FLASH motivo de unién de los factores de transcripcién TCF/LEF. Se
utiliza como control de especificidad de los factores TCF/LEF.

2 En el presente texto se evita utilizar el prefijo pGFP o GFP por motivos de simplificacién. Se entien-
de que todas las variantes de B-catenina utilizadas en este trabajo estan fusionadas a la proteina
fluorescente verde (GFP).

2.4. Analisis de expresion mediante RT-PCR

El RNA total se cuantificé utilizando un método fluorimétrico (Qubit, Invitrogen). El
DNA complementario (cDNA) se sintetizé en una mezcla de reaccién de 25 pl. Inicialmente
se agreg6 3 g de RNA total por cada muestra, 0,5 pl de random primers (3 #¢/u) y F;O/DEPC
suficiente para 16,5 iL, esta mezcla se calent6 durante 5 minutos a 70°C y se enfrid otros
5 minutos en hielo. Luego se agregé buffer, dNTPs, RNAsa OUT y la enzima transcriptasa

reversa MMLV, para quedar a concentraciones finales de 0,5 mM dNTPs, 2 U/u1 RNAsa OUT
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y 8 U/ M-MLV. Finalmente, el cDNA fue incorporado en una mezcla de reaccién de PCR
de 20 UL, conteniendo buffer 1X, 0,6 pl de MgCl, (50mM), 0,4 pl de dNTPs (10mM), 0,24 pl
de Taq DNA polimerasa ( 5 V/u), 1 pl de partidor forward y 1 pl de reverse (10uM). EIPCR
fue realizado bajo las siguientes condiciones: una etapa de preincubacién durante 3 min
a 94°C; 20-28 ciclos de denaturacién a 94°C durante 30 seg; alineamiento durante 45 seg a
la temperatura especifica (ver tabla 2) y extension durante 45 seg a 72°C; finalmente, una
etapa de extension durante 5 minutos a 72°C. La secuencia de los partidores especificos
y la temperatura de alineamiento (TA) para amplificar survivina o GAPDH se muestran
en la Tabla 1. Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1,5% en
TBE 1X y visualizados por tincién con bromuro de etidio 0.06 #g/mL. La intensidad de las
bandas fue cuantificada por densitometria utilizando el programa Image] y todas fueron

normalizadas por los niveles de GAPDH.

Cuadro 2: Partidores utilizados en las reacciones de PCR.
Se indica Ia temperatura de alineamiento y el gen amplificado (especificidad).

| Partidor | TA (C) | Especificidad |
FW 5'-CCGACGTTGCCCCCTGC-3 61 survivina
RV 5-TCGATGGCACGGCGCAC-3’
TW 5°-CCTTCATTGACCTCAACTA -3’ 60 GADPH
RV 5 -GGCCATCCACAGTCTICT-3’

2.5. Analisis de expresién mediante Western Blot

Las células se lavaron 2 veces con PBS 1X y luego se lisaron agregando tampon RIPA
(25 mM TriseHCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS)
y una mezcla de inhibidores de proteasa 1X. Luego, las proteinas fueron sonicadas con
un pulso de unos 10-15 segundos con la maxima potencia (10) y después se centrifugaron

durante 15 min a 14.000 X g. Todos los pasos fueron realizados en hielo. Las muestras se
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separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron (350 mA por 90 minufos)
a una membrana de nitrocelulosa, la cual se bloqued durante 2 horas con buffer PBST-L
(PBS + 0,1% Tween20 + 5% de leche descremada). Luego, las membranas se incubaron
con el anticuerpo primario respectivo diluido en PBST-L, durante toda la noche a 4°C con
agitacién orbital, posteriormente se lavaron 3 veces por 10 min con PRST y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con

peroxidasa de rabano para, finalmente, detectar la quimioluminiscencia con el kit EZ-ECL.

2.6. Microscopia confocal de Fluorescencia

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos depositados en placas de 24 pocillos.
Luego de 24 horas postransfeccion, las células fueron lavadas con “buffer universal” (NaCl
150 mM, Tris-HCI 50 mM, 10 % Azida) 3 veces antes de ser fijadas con paraformaldehido
al 16 %. Luego fueron permeabilizadas con detergente Triton X 100 al 0.5 % por 10 min.
para posteriormente ser lavadas 2 veces con buffer universal. Posterior a estos lavados,
los cubreobjetos fueron sacados desde los pocillos e incubados con 1 pl de DAPI durante 5
min para ser montados sobre 5 pl de mowiol depositado sobre un portaobjetos. Las células
fueron analizadas por lo menos 24 horas después mediante microscopia confocal en un
equipo Olympus IX81 equipado con una unidad de disce giratorio IX2-DSU. Se tomaron
fotografias utilizando un lente 60X y otro 100X, ambos de inmersion en aceite, excitando
con luz de 488nm (GFP) y 572nm (DAPI). En el caso de las fotografias tomadas con el lente
100X, se obtuvieron una serie de 20 planos en €l eje z (z-stacks) por célula, cada planc

distanciado por 30 pm.

2.7. Modelamiento de los granulos nucleares

Los z-stacks adquiridos por microscopia confocal de fluorescencia se analizaron con

la plataforma de desarrollo de software IDL. Cada plano del z-stack fue segmentado utili-
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zando filtros digitales y posteriormente se generé un modelo 3D para cada célula. Desde
los modelos 3D el programa entregé el niimero de elementos (granulos) existentes en el
miicleo junto con el volumen y 4rea individual de cada granulo. El volumen y area total

por niicleo se calculé sumando los volimenes y areas individuales respectivamente.

2.8. Recuperacién de la fluorescencia después del blanqueamiento por
luz (FRAP)

Células HEK-293T fueron traspasadas desde el medio de cultivo D-MEM a medio inde-
pendiente de CO, y analizadas en el microscopio confocal Carl Zeiss LSM 5 Pascal. Las
células fueron blanqueadas con un laser de 488nm utilizando el 100 % de potencia duran-
te 1 minuto. Las curvas de pre-blanqueado se construyeron midiendo la intensidad de
fluorescencia durante 5 minutos mientras se iluminaba toda la célula con una potencia
de laser igual a la utilizada para visualizar la muestra (potencia de adquisicién). Luego
de un minuto de blanqueamiento en la zona indicada, se cuantific la recuperacién de la
fluorescencia durante 5 minutos, datos que se utilizaron para construir las curvas de post-
blanqueado. Todos los puntos de medicion se obtuvieron en intervalos de 2 segundos y
se les resté el ruido de fondo. Para construir las curvas de recuperacion el promedio de la
intensidad de la fluorescencia en el pre-blanqueamiento se establecié como 1. Los valores
de intensidad de las curvas de post-blanqueado se normalizaron por el promedio de la
intensidad de la fluorescencia del pre-blanqueado. Al primer punto de la curva de post-
blanqueado (Io) se le asigné el tiempo 0 y a todos los puntos se les resto el valor de Iy.
Las curvas de post-blanqueado se ajustaron a la ecuacion exponencial y) = Al —e™)
obteniéndose el valor de ¢ y T (tau). El valor de Ty, (tau medio), correspondiente al 50 %

de la recuperacidn de la fluorescencia, se calculé mediante la formula 228,

-T
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2.9. Analisis estadistico

Los valores fueron expresados como promedio * error estindar (SE). La compara-
cién de dos grupos de datos independientes que tuvieran una distribucién paramétrica
se realizé mediante el test t-student. Para dos grupos independientes que tuvieran una
distribucién no paramétrica se utilizé el test de Wilcoxon. Estos analisis se realizaron con
el programa estadistico JMP 8.0.2. Se consideré como criterio de significancia un valor de

P menor o igual a 0,05.
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3. Resultados

3.1. Mutantes sitio dirigidas de f-catenina y analisis de su secuencia

La capacidad de imitar la funciéon de aminoacidos en su estado fosforilado a través de
la sustitucion de éstos por aminoacidos cargados negativamente, como lo son el aspartato
y el glutamato, ha sido probada en diversos estudios [Thorsness y Koshland 1987; Dean y
Koshland Jr 1990; Hurley y col. 1990; Huang y Erikson 1994; Léger y col. 1997].

De esta manera, se disefi6 una mutante que imita la fosforilacion en la serina 646 de
p-catenina, sustituyéndola por un aspartato (B-catenina-S646D). Asimismo, se disefi6 otra
mutante que impide ser fosforilada por CK2 en la serina 646, sustituyéndose este residuo
por una alanina (B-catenina-S646A). Dicho trabajo se realiz6 previamente al inicio de este
seminario de titulo.

Posteriormente, para comprobar la presencia de las mutaciones en los sitios elegidos,
se realizo la secuenciacion de las 2 mutantes (B-catenina-S646A y B-catenina-S646D), y lue-
go su alineamiento y comparacion con la secuencia nativa. El analisis mostr6 que ambas

construcciones contenian la mutacion sitio dirigida esperada.

p-catenina-5646D GeTccc

B-catenina-S646A ggc ceq;
B-catenina-WT GIie g

Figura 3: Alineamiento de las secuencias de f-catenina mutantes y silvestre.
Se realiz6 un alineamiento con CLUSTALW2 de las tres secuencias de f-catenina utilizadas en este
trabajo. Se destaca con un rectangulo rojo el codén mutado.
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3.2. Efecto de la mutacién del residuo S646 en la actividad transacti-

vadora de (-catenina

Para medir la actividad transactivadora de P-catenina dependiente de los factores
TCF/LEF, se utilizé un ensayo reportero de luciferasa. Se cotransfectaron los plasmidios
codificantes para B-catenina silvestre (WT) o f-catenina mutantes {-catenina-S646A o -
catenina-S646D) junto a los plasmidios reporteros pTOP-FLASH o pFOP-FLASIL.

Se enconird que todas las formas de f-catenina expresadas presentaron una actividad
reportera notoriamente mayor al control con vector vacio pEGFP-C1 o mock (figura 4).
Aunque no se encontraron diferencias significativas al comparar la actividad reportera de
la proteina silvestre (WT) con las proteinas mutantes, se observd una actividad levemente

mayor con la proteina B-catenina-$646A.
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Figura 4: Actividad reportera luciferasa TOP/FOP flash.

Células HEK-293T fueron cotransfectadas con los plasmidios pTOP-FLASH o pFOP-FLASH y uno
de los plasmidios codifcantes para p-catenina, ya sea pEGFP-B-catenina WT o mutantes (S646D
0 5646A). Como control se utilizé6 pEGFP (Mock). Los valores corresponden al promedio + error
estandar de tres experimentos independientes y fueron estandarizados calculando la razén de la
actividad TOP/FOP para cada condicidn. Las barras de error corresponden al error estandard de
tres experimentos independientes. UR ~ unidades relativas.
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3.3. Efecto de la mutacion del residuo 5646 de f3-catenina en la expre-

sion de survivina

B-Catenina, en su rol de cofactor transcripcional de la ruta Wat/B-catenina, tiene co-
mo blanco genes tales como ciclina D1, c-myc, cox-2 y survivina, todos relacionados con
progresion celular, viabilidad y resistencia a la apoptosis. Se ha demostrado que survina
aumenta su expresion cuando la via se encuentra activada [Zhang y col. 2001b], o cuando
B-catenina es activada por CK2 [Tapia y col. 2006], por lo cual se utilizé este gen como
indicador de la actividad enddgena de la ruta Wnt/B-catenina.

Para analizar los niveles de RNA mensajero (mRNA) de surviviva se realizd un RT-PCR
sernicuantitativo en células HEK-293T transfectadas con los plasmidios de f-catenina fu-
sionados a GFP, ya sea B-catenina WT o una de las dos mutantes, $-catenina-S646A o B-
catenina-S646D, utilizdndose como conirol el plasmidio pEGFP-C1 (Mock).

Se encontrd que los niveles de mRNA de survivina en las células transfectadas con
alguna variante del plasmidio que codifica para B-catenina, fueron significativamente su-
periores a los niveles encontrados en el control (Mock), pero a su vez entre ellos no hubo
diferencias significativas (figura 5A).

Ademas, se analizaron los niveles proteicos de survivina mediante western-blot. Las
proteinas totales fueron obtenidas del mismo experimento anterior, separandose una por-
cién de células previo a la lisis celular. Al igual que en el RT-PCR, en el western-blot no se
apreciaron diferencias significativas entre la proteina WT y sus variantes mutantes (S646A

y S646D), ni tampoco al compararlas con Mock (figura 5B).
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Figura 5: Niveles de mRNA y proteicos de survivina en células HEK-293T.

Células HEK-293T fueron transfectadas transitoriamente con variantes del plasmidio pEGFP vacio
(Mock) o codificante para B-catenina nativa o mutantes (S646D/S646A). En (A) se aprecia el RT-PCR
del gen survivina, mientras que en (B) se muestra el western-blot contra la proteina survivina. En
ambos casos se grafica la densitometria del gel respectivo y los niveles mostrados se normaliza-
ron contra el nivel de GADPH (A) en el caso del RT-PCR o con el nivel de actina (B). Se expresan
los niveles de mRNA y proteina en relacion al niimero de veces de la transfeccién con el plasmi-
dio pEGFP-C1 (Mock). Las barras de error corresponden al error estandard de tres experimentos
independientes.

3.4. Localizacion subcelular de las distintas formas de -catenina

Para investigar la localizacion subcelular de la GFP-f-catenina silvestre y sus variantes
mutantes, se utiliz6 la técnica de microscopia confocal de fluorescencia. Se llevé a cabo
el mismo esquema de transfecciones que en los analisis anteriores, transfectando con -
catenina WT o alguna de las dos mutantes (S646A/5646D) y utilizando el plasmidio pEGFP-
C1 como control.

Al visualizar las muestras en el microscopio confocal, se observd que el control pre-
sentd una distribucién de GFP relativamente homogénea en toda la célula, similar a lo

descrito en otros lugares (figura 6A). Analizando en mas detalle, se logré cbservar que en
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los nicleos existié una mayor cantidad de fluorescencia, pero no se apreci6 una intensidad
y patrén tan marcados como en el resto de las condiciones.

Al observar las células transfectadas con el plasmidio pEGFP-B-catenina WT o con
pEGFP--catenina-$646A/D (figura 6 B-D), se aprecié un marcado patrén granular que
coincidié exactamente con la zona de los nicleos. Junto con ello, se observd escasa fluo-
rescencia en el citoplasma, mostrando que la acumulacién proteica se presento exclusi-
vamente en este compartimento. Debido a que el analisis del patrén granular observando
solo un plano focal resulta inadecuado si se quiere caracterizar de forma precisa el nitme-

ro, volumen y area de los granulos, se realizé un modelamiento 3D de las células en las

distintas condiciones, lo que se presenta en la siguiente secci6n.




Fusion

Figura 6: Localizacion subcelular de f-catenina WT y sus variantes mutantes.

Células HEK-293T fueron transfectadas con variantes del plasmidio pEGFP o codificante para -
catenina nativa o mutantes (S646D/S646A), visualizandose la fluorescencia mediante microscopia
confocal con un aumento de 60X. En verde se observa GFP y en azul el DNA teiiido con DAPI. La
columna del extremo derecho presenta la imagen compuesta por ambas fluorescencias en células
transfectadas con el plasmidio pEGFP (A), pEGFP-B-catenina (B), p-EGFP-B-catenina-S646A (C) y
pEGFP-f-catenina-S646D (D).
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3.5. Analisis de los granulos nucleares formados por las distintas va-

riantes de B-catenina
3.5.1. Representacion 3D de los granulos nucleares

La microscopia confocal de fluorescencia otorga la principal ventaja de poder aislar
parcialmente la fluorescencia proveniente de planos distintos al plano focal, mejorando
asi la nitidez de las imagenes al ser comparadas con la microscopia de epifluorescencia.
Por otro lado, estos microscopios permiten obtener imagenes a lo largo del eje axial de
la muestra (eje z), pudiéndose asi adquirir series de distintos planos focales a lo largo del
eje (z-stack). De esta forma, con la informacion obtenida en un z-stack, se puede realizar
una reconstruccion tridimensional (3D) del objeto visualizado.

Se obtuvieron z-stacks de las tres condiciones que presentaron el patron granular,
a saber, las células transfectadas con pEGFP-B-catenina WT, pEGFP-B-catenina-S646A y
pEGFP-B-catenina-Se646D. Estos z-stacks fueron procesados con el programa IDL?, gene-
rando una representacion 3D del nicleo y los granulos en su interior (figura 7), lo que

permitio cuantificar el nimero de granulos, su volumen y el area ocupada por éstos.

Figura 7: Modelo tridimensional de nicleos celulares de HEK-293T.

Células HEK-293T transfectadas con pEGFP-f-catenina WT o sus variantes mutantes se analizaron
mediante microscopia confocal como se indico en la seccion 3.4. Z-stacks compuestos de 20 planos
distanciados por 30 um entre ellos fueron procesados con el programa IpL, generandose un modelo
3D. En la imagen se observan dos nucleos de células que expresan GFP-B-catenina WT.

*http://www.ittvis.com/language/en-us/productsservices/idl.aspx
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3.5.2. Nimero y volumen total de los granulos nucleares

Los primeros datos obtenidos fueron el nimero y volumen total de los granulos nu-
cleares por célula (figura 8). Se encontrd que el mayor niimero de granulos se presenta en
las células que expresan B-catenina-$646D (con 92 granulos en promedio), seguido por las
células que expresan B-catenina-S646A y B-catenina-WT (64 y 59 granulos, respectivamen-
te). Se encontraron diferencias significativas al comparar el mimero de granulos nuclea-
res de la mutante -catenina-S646D, tanto con B-catenina-WT como con f-catenina-S646A
(figura 8A). Por otro lado, al cuantificar el volumen total de los granules nucleares por
célula, no se observaron diferencias significativas (figura 8B). Esto sugiere que el volumen
individual de los granulos deberia presentar diferencias, pues el volumen total por célula

se conserva en las ires condiciones, no asi el nimero de granulos.
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Figura 8: Nitmero y volumen de los granulos en el micleo celular.

(A) Se presenta el niimero de granulos promedio por nicleo celular. Al comparar las células trans-
fectadas con B-catenina-S646D contra las otras dos condiciones se encontraron diferencias signifi-
cativas. (B) Se muestra el volumen promedio por célula (um?) ocupado por los granulos nucleares.
No existieron diferencias significativas entre estos valores, Todos los valores fueron calculados con
el promedio de 30 células por condicidn,
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3.5.3. Distribucién de los granulos nucleares segiin su volumen individual

Como se esperaba, la distribucién de los volimenes de gréanulos individuales resulté
diferente (figura 9). Las células que expresaban -catenina WT mostraron una distribucién
de voliimenes més amplia que las otras dos condiciones, siendo ésta mas homogénea en
el rango de volimenes medidos, alcanzindose voliimenes de hasta 0,6 pum? (figura 9A).
Asimismo, se observd en esta misma condicién una poblacién cercana al 10 % que presentod
granulos con un volumen igual o mayor a 0,4 wum?, porcentaje considerablemente mayor
que las otras dos condiciones analizadas (figura 9D).

Por su parte, las células que expresaban f-catenina-S646A presentaron una distribu-
cion de volimenes intermedia, alcanzindose voliimenes de hasta 0,5 um?® (figura 9B). Se
apreci6 que alrededor del 60 % de los granulos poseian un volumen igual o menor a 0.2
pm?, y que cerca del 3% de los granulos tuvieron un volumen igual o mayor a 0,4 pum®
(figura 9D).

Finalmente, al analizar la distribucién de volimenes de los gramulos en células que
expresaban B-catenina-Ss46D, se observo una distribucién mucho mas acotada que las
anteriores (figura 9C), es decir, més del 80 % de las particulas poseian un volumen menor
o ignal a 0.2 um?® y que ademés no se observaron granulos de volimenes mayores a 0.4

um? (figura 9D).
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Figura 9: Distribucion de los granulos nucleares segiin su volumen.

Células HEK-293T fueron transfectadas y visualizadas por microscopia confocal de fluorescencia
obteniéndose z-stacks y generandose modelos 3D. En A, B y C se muestran las distribuciones
de los volimenes encontrados con las distintas transfecciones. En D se dividio el rango total de
volumenes encontrados en cada nicleo celular en tres grupos: 0 < x < 0,20; 0,2 <x < 0,4y 0.4 <X
< 0.6. En E se muestra un modelo 3D representativo de cada transfeccion, donde se colorearon los
granulos de acuerdo a su volumen, siguiendo el mismo cédigo de colores que en el grafico D.

En base a los datos anteriores, se calculo el volumen promedio de los granulos indi-
viduales (figura 10). El menor valor fue encontrado en las células transfectadas con f-
catenina-Se646D (0,13 um?), seguido por B-catenina-Se646A (0,18 um?) y B-catenina WT (0,22
pm?). Todas las condiciones presentaron diferencias significativas al compararse entre

ellas.
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Figura 10: Volumen individual de los granulos nucleares.
Se muestra el volumen individual promedio. Las barras indican el error estandar. Se encontraron

diferencias significativas entre todas las células comparadas entre ellas lo cual fue calculado con
los datos de al menos 600 granulos para cada condicién. * indica un valor de p<0,05.

3.5.4. Superficie total expuesta por los granulos

A diferencia del volumen de los granulos, que representa el espacio ocupado por éstos,
el area de los granulos representa la superficie expuesta (o cubierta) por los mismos. Asi,
dos granulos que suman el mismo volumen que otro granulo individual, presentaran una
mayor area expuesta que este tltimo. De esta forma, se evalud la relacion existente entre
el nimero de granulos promedio y el area promedio ocupada por éstos.

Como se observa en la figura 11, se encontré que los granulos de las células que expre-
saron f-catenina-Se646D fueron los que expusieron una mayor area promedio (223 pm?),
concordante con el hecho de que estos niicleos presentaron el mayor niimero de granulos
promedio. Esta condicién presentd diferencias significativas con las células que expresa-

ron tanto S-catenina-S646A como B-catenina-wT (figura 11).
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Figura 11: Superficie total promedio de los granulos nucleares.

Células HEK-293T fueron transfectadas con B-catenina-WT o mutante (S646A. o S646D) y visua-
lizadas por microscopia confocal de fluorescencia , obteniéndose z-stacks y generandose modelos
3D. De estos modelos se obtuvo el valor de la superficie de los granulos. Se encontraron diferencias
significativas al comparar las células transfectadas con B-catenina-S646D con las dos condiciones
restantes. Todos los valores fueron calculados con el promedio de 30 células por condicién. * indica
un valor de p = 0,05.

Como vemos en Ja tabla 3, donde se presenta un resumen de los resultados de estos
anlisis, se observa que el mimero de granulos por niicleo (segunda columna) se relaciona
de forma inversa con el volumen promedio del granulo individual (tercera columna). Esta
informacién concuerda con el hecho de que el volumen total de los granulos por célula

se mantiene constante a través de las 3 condiciones (cuarta columna). Asimismo, el drea
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promedio que exponen estos granulos por nicleo (quinta columna), esta directamente

relacionada con su niimero, lo que concuerda con lo esperado.

Cuadro 3: Tabla resumen del analisis 3D de los granulos nucleares.
Junto a los valores promedio, se indican los errores estandar (+).

Plasmidio N° granulos Volumen de Volumen total Area granulos
transfectado por nicleo granulos por nicleo por nticleo
(#m3) individuales (um®) (um?)
(pm?)
B-catenina-WT 59 + 3,4 0,22+9,3 x 102 32,5248 152 -6, 74
P-catenina-S646A 64+3,4 0,1845,7x10° | 30,01 4,5 167+ 8,3
B-catenina-S646D 92+4,4 0,13%:4,2x 10° | 31,18+5,6 223 + 13,78

3.6. Movilidad de GFP-f-catenina en células vivas. (Resultados preli-
minares)

Dado que el anéilisis de los granulos nucleares mostrd la existencia de diferencias
significativas entre las tres variantes de B-catenina (WT, S646A y S646D), tanto en nimero
promedio de granulos por célula como en el volumen individual y drea total cubierta por
éstos, se analiz6 si estas diferencias podrian dar cuenta de variaciones en la movilidad de
cada forma de P-catenina,

Para ello se utilizd la técnica de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching), la
cual consiste en eliminar la fluorescencia (blanquear) de una zona determinada con el
mismo laser que se ilumina la muestra, pero utilizando una potencia mayor, para pos-
teriormente medir la recuperacién de la fluorescencia en esa misma zona, la cual estara
dada por el movimiento de nuevas moléculas fluorescentes desde otra region subcelular .
Mediante FRAP se puede obtener el tiempo de difusién caracteristico de la proteina, , el
cual esta asociado al coeficiente de difusion de la proteina fluorescente [Reits y Neefjes

2001].
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Originalmente, se planted blanquear el niicleo para poder medir la cinética de entrada
de GFP-B-catenina desde el citoplasma hacia dicho compartimento. Esto no pudo llevarse
a cabo dada la excesiva cantidad de GFP-B-catenina en el nicleo, haciéndose imposible
eliminar la fluorescencia. Como alternativa, se eliminé la fluorescencia de todo el cito-
plasma®, lo que permitié obtener el tiempo de salida de GFP-B-catenina y sus variantes
mutantes desde el nicleo hacia el citoplasma.

Células HEK-293T se transfectaron de la misma forma que en los experimentos an-
teriores, utilizando B-catenina WT o las variantes mutantes (S646A/5646D), utilizando el
plasmidio pEGFP-C1 como control. Los resultados obtenidos fueron sélo preliminares y
en la figura 12B se muestra un analisis representativo de uno de los experimentos (figura
12B).

Se pudo observar que la proteina mutante S646A presentd un tiempo de salida desde el
nticleo levemente mayor (56 segundos) que las proteinas WT y S646D. Por otro lado, estas
dos 1ltimas presentaron valores practicamente iguales (50 y 49 segundos respectivamen-

te).

*En FRAP se blanquea un compartimento subcelular apuntando el laser excitador durante un tiempo
suficiente como para eliminar totalmente la fluorescencia en todo el volumen del compartimento. Compar-
timentos celulares tales como el citoplasma o el niicleo de células eucariontes tienen un area considera-
blemente mayor que el area del laser incidente, pero si la proteina tiene una movilidad suficiente, se logra
blanquear todo el compartimento.
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Figura 12: Exportacion de las distintas formas de B-catenina.

Se utilizo la técnica de recuperacion de la fluorescencia después del blanqueamiento por luz (FRAP),
para medir el tiempo de salida desde el niicleo hacia el citoplasma de las distintas variantes de p-
catenina fusionadas a GFP. (A) Con un rectangulo rojo se sefiala la zona blanqueda mientras que
en circulos las regiones de interés (ROIs) donde se midio la fluorescencia. (i) Fotografia tomada
previo a realizar el blanqueo. (ii) Célula blanqueda. (iii) Célula en el momento final de la medicién
de la recuperacion de la fluorescencia. (B) Grafico que representa la curva de intensidad de fluo-
rescencia en el pre y postblanqueado. En la curva postquemado, que empieza después del corte
en el eje X, se observa la recuperacion de la fluorescencia. Esta curva se ajusto a la ecuacion ex-
ponencial presentada en el grafico. (C) Se presentan los valores de 7./, promedio para cada forma
de B-catenina. T1/, representa el tiempo (s) en donde la curva de recuperacién de la fluorescencia
alcanza el 50 % del maximo de su intensidad. Mientras menor es el valor de T/, mas rapida es la
recuperacion de la fluorescencia. Los resultados presentados son el promedio de medicién en 6
células para S646A, 4 células para Se46D y 2 para WT.
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4. Discusion

En este trabajo se estudi6 el efecto que pudiese tener la naturaleza quimica del residuo
en la posicién 646 de P-catenina tanto en su actividad transactivadora de genes como en
su localizacion subcelular. Este residuo, posible blanco de fosforilacién por la kinasa CKz,
se mutd por acido aspartico buscando imitar su estado fosforilado, o por alanina, haciendo
imposible su potencial fosforilacién,

Todas las variantes de f-catenina (WT, S646A y S646D) fueron expresadas y al parecer
tuvieron un plegamiento funcional, pues presentaron una actividad significativamente
mayor al control negativo (ie. pEGFP-C1) (figura 4). En cuanto a la actividad transactiva-
dora de B-catenina, lo esperado era que ésta dependiese de la potencial fosforilacién de
la serina 646, es decir que la actividad transactivadora fuese mayor en el caso de la mu-
tante B-catenina-S646D, seguida por la proteina silvestre para obtener el menor valor con
la mutante Ss46A. Contrario a ésto, la mutante B-catenina-S646A. fue la que presentd ma-
yor actividad (alrededor del 10 % superior), mientras que la mutante S646D tuvo niveles
similares a los de la proteina silvestre, aunque ninguna de estas diferencias fueron esta-
disticamente significativas al compararlas con la proteina WT. Estos datos sugieren que
la naturaleza quintica del residuo 646 no tiene influencia en la actividad transactivadora
de B-catenina.

Otra manera de analizar la capacidad de (-catenina de regular la expresién de ge-
nes es a través de RT-PCR. Consecuente con los resultados del ensayo reportero, no hubo
diferencias significativas en los niveles de mRNA de survivina detectados (figura 5A). Aun-
que hubo diferencias significativas con respecto al control negativo, éstas no fueron tan
marcadas como se esperaba, indicando nuevamente que B-catenina WT y sus variantes
estan siendo expresadas y tienen actividad transactivadora sobre un gen endégeno como
survivina.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se esperaba obtener un resultado simi-
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lar con respecto a los niveles proteicos de survivina. Contrariamente a lo esperado, estos
niveles no presentaron diferencias significativas con respecto al control negativo, aun-
que si se aprecid una leve tendencia al aumento del nivel proteico de survivina versus el
control.

Esta disparidad entre los niveles de mRNA y proteina pueden ser explicados por diver-

$0s motivos:

1. La diferencia entre el mRNA de survivina y el control negativo puede no ser sufi-
ciente como para que esto se traduzca en una mayor sintesis proteica. De hecho, la
diferencia en los niveles de mRNA entre el control y el resto de las condiciones es

de una magnitud relativamente moderada.

2. El mRNA de survivina puede sufrir una degradacién, aunque desconocemos alguna
razon por la que el mRNA de survivina producido en las células transfectadas con
el vector vacio sea diferente al mRNA producido en las células transfectadas con el
vector de B-catenina WT o una variante mutante. Si bien, el mRNA de survivina en
las células transfectadas con el vector vacio proviene de la accién de la f-catenina
enddgena mientras que en los otros casos la transcripcion es activada por la proteina
endbgena y la exdgena, se espera que en ambos casos se produzca el mismo mRNA
de survivina y, por lo tanto, no deberia existir una diferencia en las modificaciones
post-trascripcionales que a la postre provoquen que un mRNA sea m4s estable que

el otro.

3. La cuantificacion de films también puede ser un motivo. Si bien se realizé mediante
un procedimiento estindar a través del escaneo del soporte (gel/film) y luego la
cuantificacién de las iméagenes obtenidas mediante el programa image] [Abramoffy
col. 2004], esta es una metodologia de cuantificacion propensa al error y el valor que

entrega debe ser analizado sélo como un valor “semicuantitativo”. Como ejemplo
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especifico de una fuente de potenciales errores en esta metodologia se encuentra
el CONTROL AUTOMATICO DE GANANCIA (Automatic Gain Control), proceso por el
cual la informacién de cada uno de los puntos del elemento escaneado es procesada
dependiendo de su entorno, es decir, la informacién obtenida y que es finalmente
cuantificada es modificada por el scanner de acuerdo a ciertos parimetros internos.
Esta caracteristica es inherente a todos los scanners de oficina (como el usado en este
trabajo) y no puede ser deshabilitada. Este es uno de los motivos por los que esta
metodologia de cuantificacion puede incidir en los resultados, sobretodo cuando las

diferencias son relativamente leves, como fue en este caso*.

Cabe sefialar, ademds, que en més de una ocasion los niveles de mRNA y proteina en las
células transfectadas con el vector control (ie, pGFP-C1) presentaron valores de survivina
practicamente iguales al resto de las transfecciones, lo cual podria indicar que el reactivo
de transfeccién causd un efecto nocivo en la célula, lo que pudo gatillar un aumento de
la expresion de survivina. Survivina es una proteina perteneciente a la familia de inhibi-
dores de la apoptosis, cuya expresion se ve aumentada bajo estimulos de muerte celular
[Johnson y col. 2004; Knauer y col. 2010].

Por otro lado, se ha documentado que el uso de agentes de transfeccién puede tener
efectos toxicos sobre las células® [Haensler y Szoka 1993; Gao y col. 2007] v si bien la ex-
presion de este gen es indicador de la actividad de la via Wnt/B-catenina en otras lineas
celulares [Zhang y col. 2001b; Torres y col. 2007] y ha sido corroborado en ensayos preli-
minares del laboratorio utilizando células HEK-293T, es posible que esta expresién elevada
de survivina este dada, al menos parcialmente, por el dafio impuesto a las células por el

reactivo de transfeccién.

“Un trabajo que analiza extensamente las potenciales fallas de esta metodologia de adquisicién de im4-
genes y posterior cuantificacién es revisada por Gassmann y colaboradores [Gassmann y col, 2009]

SEl reactivo utilizado en este trabajo, Superfect®, es un dendrimero de poliamidoamina. El trabajo de
Haensler analiza particularmente dendrimeros de esta naturaleza,
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Como se mostrd en la seccién 3.4, la localizacion subcelular de B-catenina fue casi ex-
clusivamente nuclear y las 3 variantes expresadas presentaron la formacién de granulos.
Esto sugiere que la naturaleza quimica del residuc 646 de B-catenina no afecta su locali-
zacién subcelular. Ademas se observo que los granulos se caracterizaron por tener una
intensidad de fluorescencia elevada y estar densamente distribuidos en el niicleo {obser-
vable en los modelos 3D), lo cual indica que existi6 una alta concentracion de proteina en
dicho compartimento.

Aunque existen diversos trabajos donde se transfectan vectores que codifican para p-
catenina fusionada a proteinas fluorescentes de una manera similar a Ia realizada en este
trabajo, no fue posible observar resultados que mostrasen algo similar . EI hecho de que
p-catenina esté siendo sobreexpresada en las células puede provocar que el complejo de
destruccién citoplasmético (Axina/APC/GSK3p/CK1x) no sea capaz de degradarla con sufi-
ciente eficiencia, favoreciendo la Iocalizacién de B-catenina en el niicleo dada su conocida
capacidad de entrar a este compartimento.

Relacionado a este exceso de expresion de B-catenina, se probé transfectar cantidades
de DNA menores, obteniéndose menos células transfectadas en vez de células con menor
expresion. Cuando se analizé células disminuyendo el tiempo post-transfeccion, se obser-
v0 que dentro del niicleo habia menos granulos, pero notablemente mas grandes. Por otro
lado, la fuerza de expresion que tiene el plasmidio utilizado en este trabajo, pEGFP-C1, da-
da por el tipo de promotor que contiene (ie, CMV) y la replicacién episomal del plasmidio,
dada por el origen de replicacién del virus SV40°, ciertamente pudieron haber incidido,
aunque un plasmidio similar utilizado en otros trabajos (pEGFP-N1), cuya tinica diferencia

es que el cDNA de B-catenina se ubica en el extremo NH,-terminal de la proteina GEP, no

SLas celulas HEK-293T producen endégenamente el ANTIGENO T GRAaNDE del virus SV40 (5V40 Large
T-antigen), ¢l cual se une al origen de replicacién del mismo virus permitiendo la replicacién del plasmidio
independiente del DNA endégeno de la célula [Tsui y col. 1982).
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mostrd generar un patrén similar al encontrado [Johnson y col. 2009; Jamieson y col. 2011].

Un motivo para explicar esta notoria acumulacién de GFP-B-catenina en el nicleo
puede relacionarse a la notable capacidad de -catenina de unir otras proteinas en este
compartimento. Una vez en el nicleo, B-catenina se une a los factores de transcripcién
TCF/LEF formando un activador transcripcional bipartito [Logan y Nusse 2004].Ademas, B~
catenina une diversos factores proteicos que ayudan al remodelamiento de la cromatina,
como CBP y p300, dos histona acetil transferasas (HATs), ISW1 y BRG1, proteinas perte-
necientes a la familia SWI2/SNFz, subunidades cataliticas de complejos remodeladores de
DNA, SWI/SNF, y la proteina MLL, que posee un dominio con actividad metil-transferasa,
entre otros [Mosimann y col. 2009]. Ademés, se ha demostrade mediante experimentos de
FRAP que diversas proteinas retendrian a B-catenina en el niicleo, como LEF-1 [Jamieson y
col. 2011}, TCF4 y BCL9 [Krieghoff y col. 2006] lo que sugiere que muchas otras proteinas
que Ja unen en este compartimento pueden causar un efecto similar de retencién.

Conrespecto ala composicién de estos. grénulos, creemos que deberian estar formados
por acumulaciones de f-catenina unidos a factores de transcripcién TCF/LEF, junto con
otros factores que se unen a B-catenina. Se sabe que la proporcién de la unién entre
p-catenina y los factores TCF/LEF es 1:1, por lo que se esperaria que donde existe una
acumulacion de B-catenina haya también una acumulacién de factores TCF/LEF, aunque
no se descarta que sea en una proporcién distinta. La sobreexpresion de B-catenina nos
podria sugerir que el factor limitante son los factores TCF/LEF, pero por otro lado se ha
documentado que estos factores son positivamente regulados por B-catenina [Roose y col.
1999; Hovanes y col. 2001], haciendo probable que también se encuentren sobreexpresados
en las células, aunque nuevamente no necesariamente en la misma proporcién que B-
catenina.

Referido a la localizacion especifica de f-catenina dentro del niicleo, pensamos que

deberia estar unida a Ia cromatina en puntos especificos. B-Catenina se une a los factores
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TCF/LEF mediante una extensa region de su estructura, que comprende los motivos repe-
tidos 3 al 10 (ie, R3-R10), los cuales a su vez son capaces de unirse al DNA en secuencias
conocidas como ELEMENTOS DE RESPUESTA A WNT (Wnt Reponse Elements, WREs) [Mosi-
mann y col. 2009]. El residuo mutado en este trabajo (S646) yace en el motivo R12 y, anali-
zando la estructura cristalografica de B-catenina unida al dominio de unién a B-catenina
de TCF3’ [Graham y col. 2000], se espera que no se altere la capacidad de B-catenina de
unirse a estos factores. Asi, una posibilidad cierta es que estos granulos nucleares estén
efectivamente unidos a la cromatina via TCF/LEF y localizados en los diferentes WREs.

Sin embargo, en este trabajo no se realizaron experimentos para comprobar que es-
tos granulos estén efectivamente unidos a la cromatina. Una forma de comprobarlo seria
exponiendo las células a un detergente que permeabilice la membrana nuclear, para pos-
teriormente tratarlas con DNAsa. Después de fijarlas es de esperar que si los granulos estan
unidos a la cromatina éstos no se puedan observar en el niiclec®

Como se ha mencionado, B-catenina interactiia con diversas proteinas tanto en el nii-
cleo como en el citoplasma, muchas de las cuales podrian tener un papel en el trafico bidi-
reccional niicleo-citoplasmatico de esta proteina, En este trabajo, el area expuesta por los
granulos tiene gran relevancia pues este pardmetro podria dar cuenta de la accesibilidad
de otras proteinas hacia estos granulos y la posterior interaccién con B-catenina.

Al respecto, el analisis del movimiento de B-catenina mediante FRAP permitid deter-
minar que las celulas que expresaban f-catenina-S646A presentaron un valor de 7y, leve-
mente mayor que las otras dos variantes de f3-catenina (figura 13), pero ésto no tuvo una
correlacion con el resto de los resultados obtenidos. En particular, el 4rea expuesta por los
granulos de las células transfectadas con f-catenina-S646A mostré un valor practicamente

igual al de Ja proteina f3-catenina WT (tabla 4), lo que no permite explicar las diferencias en

"Dos residuos clave de B-catenina en esta union con XTCF3 (homélogo de TCF3 en Xenopus) son
las lisinas 312 y 435.
#Un experimento similar al sugerido lo realiza Jamieson y colaboradores [Jamieson y col. 2011].
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la cinética como un producto del drea expuesta por sus granulos. Es preciso destacar que
estos resultados son sélo preliminares, puesto que el nimero de células donde se logrd
realizar FRAP es insuficiente y es probable que otros detalles en el protocolo experimental

deban ser mejorados.
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5.

Conclusiones

La naturaleza quimica del residuo 646 de -catenina no tiene efecto en su capacidad
para transactivar genes, lo que se demostré sobre la expresion de un gen exdgeno
(ie, ensayo reportero) o uno enddgeno (ie, niveles de mRNA y proteina de survivi-

na).

La naturaleza quimica del residuo 646 de B-catenina no tiene efecto en la localiza-
cién subcelular de esta proteina, como se demostré mediante el analisis por micros-

copia confocal de fluorescencia.

La naturaleza quimica del residuo 646 de f-catenina tiene efecto en la formacién de
un distinto nimero de granulos nucleares, los cuales ademas poseen un volumen

individual diferente.

La naturaleza quimica del residuo 646 de B-catenina podria tener efecto en la ciné-
tica de exportaci6én de esta proteina desde el micleo, lo que se evalud a través de la
técnica de FRAP; sin embargo, es necesario hacer un mimero mayor de experimen-

tos para demostrarlo.
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