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RESUMEN

El cancer es una enfermedad compleja originada por alteraciones genéticas en
proto-oncogenes y/o supresores tumorales. El proto-oncogén PI3K se encuentra
alterado en numerosos canceres. La PI3K de clase | son quinasas, formadas por
una subunidad -catalitica (p110) y una reguladora (p85), que catalizan la
conversion de Ptdins(4,5)P, en PtdIns(3,4,5)P; en las membranas celulares. Este
altimo es un segundo mensajero que recluta a la quinasa de Ser/Thr AKT, la cual
activa a numerosos efectores y desencadena una respuesta proliferativa y de
supervivencia celular, por lo que mutaciones que causen la hiperactivacion de esta
ruta conllevan la transformacion de células normales en células tumorales. El
supresor tumoral PTEN es el regulador negativo de esta ruta ya que desfosforila el
Ptdins(3,4,5)P; a Ptdins(4,5)P,, contrarrestando la accién de la PI3K,

Hemos generado un modelo heterdlogo de la levadura Saccharomyces cerevisiae
que expresa los principales elementos de la ruta PI3K/AKT de mamiferos, ya que
este organismo carece de la sefializacion a través de PtdIns(3,4,5)P;. En el
presente estudio hemos determinado que, entre las diversas isoformas de la
subunidad catalitica de PI3K, solo p110a y p110B son lo suficientemente activas
per se para eliminar el Ptdins(4,5)P,, que es esencial para la viabilidad de la
levadura, cuando son artificialmente dirigidas a la membrana plasmatica mediante
prenilacion (p110a-CAAX y p110B-CAAX). En este modelo, demostramos que el
dominio ABD (dominio de union a la subunidad reguladora) de ambas pl110 es
prescindible para su actividad quinasa de lipidos, mientras que la integridad del
dominio C2 (dominio de unibn a membranas) es necesaria. Este sistema
heter6logo también nos permite estudiar la regulacion que ejercen las
subunidades reguladoras de la PI3K sobre las cataliticas. Asi, hemos observado el
efecto activador que las versiones truncadas de las subunidades reguladoras p85a
y p85B (p65a y p65pB) ejercen sobre la subunidad catalitica p110p-CAAX, asi como
la funcion inhibidora de p85a sobre p110a, lo que se observa sobre una version
miristoilada de esta ultima. La expresion de p85a-CAAX inhibe la actividad de
pl10B-CAAX y pll0a miristoilado, pero no contrarresta el efecto activador por

reclutamiento a la membrana de pl110a prenilado, ni de la mutacion oncogénica
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RESUMEN

H1047R en pl10a. Al contrario, p65a-CAAX ejerce un efecto activador sobre
pl110a, p110B y p110d, pero no sobre p110y. Este efecto activador requiere de la
interaccion de p65a con el domino ABD de p110a mientras que es independiente
de la presencia de mutaciones oncogénicas en los dominios helical y quinasa en la
misma p110. Ademas, el efecto activador producido por p65a-CAAX sobre p110a
es debido a la actividad quinasa de la PI3K, ya que PTEN revierte su efecto toxico
en la levadura. Por otra parte, la expresion de una serie de mutaciones en p85aq,
encontradas en tumores, en el modelo de levadura resulta util para elucidar si el
mecanismo por el cual causan la hiperactivacion de la subunidad catalitica es
analogo al de p65a o divergente, ofreciendo una plataforma para el analisis

funcional de mutaciones halladas en la clinica.

Por dltimo, en células de mamifero, hemos observado que la sobre-expresion de
p65a difiere de la de p85a y de la del resto de subunidades reguladoras en lo
referente a su localizacion subcelular: p65a se acumula en la periferia de
endosomas tempranos anormalmente grandes. Esto sugiere que las regiones
ausentes en el extremo C-terminal de esta version truncada son importantes para

el control ejercido por p85a sobre procesos de trafico vesicular.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Las fosfatidil-inositol 3-quinasas (P13K)

Los fosfoinositidos se generan a partir del fosfatidilinositol (Ptdins), que es un
fosfolipido constituido por un anillo de inositol que contiene en posicion 1 un grupo
fosfato al cual se une una molécula de glicerol esterificada con dos moléculas de
acidos grasos. Los grupos OH libres en las posiciones 3, 4 y 5 del anillo de inositol
pueden ser fosforilados generando diversas especies de fosfoinositidos. Los
fosfoinositidos se localizan en las membranas celulares, funcionan como
segundos mensajeros lipidicos para la transduccion de sefales intracelulares y

participan en el trafico de membranas mediante el reclutamiento de efectores.

La PI3K es una familia de quinasas de lipidos que catalizan la fosforilacion de los
PtdIns en la posicion 3 del anillo inositol (Vanhaesebroeck et al., 2010) (Figura 1).
La actividad PI3K esta involucrada en muchas vias de sefalizacion intracelular
gue regulan funciones tan diversas como la proliferacion, migracion, supervivencia
celular, el trafico vesicular, la respuesta inflamatoria y el metabolismo (Engelman
et al., 2006).

PtdIns (4,5)P, Ptdins (3,4,5)P,
12 12

Acido
graso

Membrana

Glicerol

Citosol HO

Inositol OH

/

Figura 1. Actividad catalitica de la PI3K de clase | sobre PtdIins(4,5)P ». La PI3K de clase
| fosforilan la posicion 3 del anillo inositol bis-fosforilado (marcado con la flecha). La
reaccion inversa es catalizada por la fosfatidilinositol 3-fosfatasa PTEN. Modificada de
Vivanco y Sawyers. (2002).
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1.1. Clasificacion de la PI3K

La PI3K se clasifica en tres clases segun sus caracteristicas estructurales y su
especificidad de sustrato (Engelman et al., 2006; Vanhaesebroeck et al., 2001)
(Figura2 A):

CLASE |: Estd formada por heterodimeros compuestos por una subunidad
catalitica (p110) y una reguladora. El sustrato utilizado in vivo por esta PI3K es el
Ptdins(4,5)P,, que es convertido en Ptdins(3,4,5)P3;, el cual puede ser
desfosforilado de nuevo a Ptdins(4,5)P, por la fosfatasa PTEN (Phosphatase and
Tensin Homologue Deleted on Chromosome 10) (Figura 1). Esta clase se divide
en la subclase IA, cuyos miembros son activados por receptores con actividad
guinasa de tirosinas (RTKs), y la subclase 1B, que son estimulados por receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) (Katso et al., 2001).

« PI3K de clase IA . En mamiferos, las subunidades cataliticas de clase IA
estan codificadas por tres genes: PIK3CA (pl110a), PIK3CB (p1108) y PIK3CD
(p1108). A su vez, las subunidades reguladoras estan codificadas por tres genes:
PIK3R1, que da lugar a tres isoformas que se generan por procesamiento
alternativo del mRNA precursor: p85a p55a, p50a (Hallmann et al., 2003); PIK3R2
qgue codifica p85pB; y PIK3R3 que codifica p55y (Bader et al., 2005; Fruman et al.,
1998) (Figura 2). Cada una de las subunidades cataliticas de esta clase se puede
asociar con las cinco variantes de la subunidad reguladora. Mientras que p110a y
pl10B presentan una expresion tisular ubicua en mamiferos, p110d se expresa
predominantemente en linfocitos. Las subunidades reguladoras p85a y p85fB se
expresan en diversos tejidos. Sin embargo, la expresion de las isoformas p50a y
p55a esta restringida a tejidos sensibles a insulina (tejido adiposo, esquelético,
muscular e higado). La isoforma p55y, por el contrario, se expresa

fundamentalmente en el cerebro (Kok et al., 2009).

* PI3K de clase IB. En mamiferos, el gen PIK3CG codifica la Unica
subunidad catalitica de esta clase, p110y, la cual se asocia con las subunidades
reguladoras p101 y p84/87, codificadas por PIK3R5 y PIK3R6, respectivamente

4
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(Wymann et al., 2003) (Figura 2). pl10y se expresa mayoritariamente en el
sistema hematopoyético y esta relacionada, junto con p1109, con la inflamacion y
el asma (Hawkins et al., 2006; Katso et al., 2001). Aunque la clase IB es la que
caracteristicamente se acopla a los receptores GPCRs, los heterodimeros que
contienen p110B también pueden ser activados por este tipo de receptores de
forma directa o a través de la activacion de las GTPasas Racl y Cdc42 (Dbouk et
al., 2012; Fritsch et al., 2013; Guillermet-Guibert et al., 2008).

CLASE II: La PI3K de clase Il son proteinas de elevado peso molecular asociadas
a la membrana que carecen de subunidad reguladora. Se diferencian de otras
clases de PI3K por poseer un dominio C2 de union a lipidos en el extremo C-
terminal (Figura 2 A). En mamiferos, los genes PIK3C2a, PIK3C2B3 y PIK3C2y
codifican las subunidades cataliticas C2a, C2B y C2y, respectivamente. In vitro,
fosforilan preferentemente Ptdins para generar Ptdins(3)P, pero existe
controversia en cuanto a su sustrato in vivo. Podrian estar implicadas en la
regulacion del trafico de membranas, la internalizacion de receptores, en la
contraccion del musculo liso vascular (C2a) y en la migracion celular (C2B) (Domin
et al., 2000; Domin et al., 2005; Gaidarov et al., 2001). Mientras que C2a y C23
presentan una expresion ubicua, C2y se expresa principalmente en el tejido

hepatico.

CLASE IlI: La PI3K de clase lll son ortélogas a Vps34 (vacuolar protein sorting) de
la levadura Saccharomyces cerevisiae, y tanto en levaduras como en mamiferos
forma un complejo con una Ser/Thr quinasa (Vpsl5 y pl50, respectivamente)
(Figura 2 A). In vivo, utiliza como sustrato Ptdins, para generar Ptdins(3)P. Vps34
estd presente en todos los eucariotas estudiados y ha sido relacionada con
procesos como la autofagia, la fagocitosis, el trafico de vesiculas y la sefializacion
(Backer, 2008; Yan y Backer, 2007). Ademas de su actividad quinasa de lipidos, la
PI3K de clase lll, al igual que la de clase I, pueden actuar como quinasas de
proteinas (Dhand et al., 1994).
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A CLASIFICACION DE LA PI3K

Subunidades cataliticas
{p110a, p110pB, p1108)

cLasein | S - vl
m Subunidades reguladoras:
SR SHz Bl p55e/pS5Y [ pss pss y pso

Subunidad catalitica
{p110y}

CLASEIB -
{ : Gfy BD F-' pi01 Subunidades reguladoras:

p84/ps7 pl01yp84/p87

CLASEI

Subunidad catalitica
CLASEI [Vps34) —{E ~ Helica

Subunidad reguladora: p150

B PI3K clase |

Reguladora REEU|ad°r3 m

PI3KR1 PI3KR2 PI3KR3  PI3KCA PI3KCB PI3KD PBKRG PJ3KR5 PJ3KCG
[p110a] [ p1108] [p1108] [p110y]

Figura 2. Clasificacion de la PI3K. A. Representacion esquematica de los dominios
estructurales de las subunidades cataliticas y reguladoras de las diferentes clases de PI3K.
Modificada de Liu et al. (2009). B. Clasificacién de la PI3K de clase I. Se indica, de arriba a
abajo, la clase, subclase, tipo de subunidad, nombre del gen y proteinas que codifica el
gen. Las proteinas marcadas con estrella indican que han sido generadas a partir del
procesamiento alternativo del mMRNA del gen PI3KR1.
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1.2. Caracterizacion de la PI3K de clase |

1.2.1. PI3K de clase IA

Estructura vy funciéon de las subunidades cataliticas de clase |IA

La proteina p110a humana tiene 1068 aminoacidos y una masa molecular de 110
kDa. Se obtuvo la estructura cristalina de todos los dominios de p110a formando
un complejo con los dominios NSH2 y iISH2 (niSH2) de p85a (Huang et al., 2008;
Huang et al., 2007; Miled et al., 2007), pero no se pudo resolver el dominio nSH2.
Posteriormente, se obtuvo la estructura del mutante p110a H1047R/p85niSH2, lo
gue permitié resolver la localizacion espacial del dominio nSH2 (Mandelker et al.,
2009) (Figura 3).

Estructuralmente, p110a posee los sig uientes dominios funcionales, de N-terminal

a C-terminal (la numeracion de aminoéacidos corresponde a la proteina humana):

e Dominio ABD (dominio de unién a la subunidad reguladora o adaptadora;
aminoacidos 1-108), esta formado por hélices alfa y laminas beta e interacciona
tanto con el dominio quinasa como con la subunidad reguladora, ademas de

interaccionar con el espaciador ABD-RBD.

» Espaciador ABD-RBD (aminoacidos 109-190), formado por dos hélices-a
gue conectan los dominios ABD y RBD. Interacciona con el dominio ABD.

 Dominio RBD (dominio de union a RAS; aminoacidos 191-291): media la
interaccion de p110 con RAS e interacciona con el dominio quinasa. Esta unido al

dominio C2 mediante el espaciador RBD-C2 (aminoacidos 292-329).

 Dominio C2 (dominio de union a membranas; aminoacidos 330-480):
favorece la interaccion de la proteina con membranas por uniones electrostéticas,
al tiempo que interacciona con los dominios helical, quinasa y con la subunidad
reguladora. El espaciador C2-helical (aminoacidos 481-524) conecta este dominio

con el dominio helical.
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* Dominio helical (aminoacidos 525-696): esta formado por una hélice alfa
gue contacta directamente con los dominios C2 y quinasa ademas de interaccionar

con la subunidad reguladora.

e« Dominio quinasa (aminoacidos 696-1068): formado por un Iébulo
catalitico N-terminal (912-920) que une ATP y por un lobulo de activacion C-
terminal (933-957) que es el responsable de la union al sustrato. Los aminoacidos
941-950 y los que configuran el extremo C-terminal no estan presentes en el
cristal. Interacciona con los dominios helical, RBD y ABD, ademas de con la

subunidad reguladora.

A Espaciador
ABD-RBD
1 108 191 291330 480 525 696 1068
1 85 115 298 322 430 600 617 724
p85a | SH3 GAP iSH2 cSH2

Figura 3. Estructura del heterodimero pl110 a/p85a(niSH2). A. Representacion
esquematica de los dominios de pll0a y p85a. Las regiones grises son zonas de
separacion entre dominios. Los limites entre dominios se han tomado de Huang et al.,
2007. ElI mismo codigo de color de los dominios es utilizado en la representacion de la
estructura del apartado B. B. Diagrama de la estructura terciaria de p110a en complejo con
los dominios nSH2 e iISH2 de la subunidad reguladora p85a, realizado con PyMOL. El
dominio nSH2, indicado con un recuadro negro, es el observado en la estructura del
mutante p110aH1047R/p85a (niSH2) (PDB 3HHM) (Mandelker et al., 2009) pero no esta
trazado en la estructura del heterodimero silvestre p110a/p85a (niSH2) (PDB 2RDO)
(Huang et al., 2007).
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A nivel funcional, la inactivacién genética simultanea de las subunidades p110a y
p110B provoca letalidad en las primeras etapas del desarrollo embrionario de los
ratones debido a defectos en la capacidad proliferativa de las células (Bi et al.,
2002; Bi et al., 1999), mientras que ratones con las subunidades p110y y p110d
inactivas resultan viables pero presentaban defectos en la respuesta inmune (Ali et
al., 2004; Laffargue et al., 2002; Zhao y Vogt, 2008a).

Estructura y funcion de las subunidades reguladoras de clase |IA

La proteina p85a es la subunidad reguladora de la PI3K de clase IA mas
estudiada. Los diferentes dominios de esta proteina se han cristalizado
individualmente, pero no se han obtenido estructuras cristalinas que definan cémo
estos dominios estan relacionados entre si en el espacio (Hoedemaeker et al.,
1999; Musacchio et al., 1996, Nolte et al., 1996).

En humanos, p85a y p85B tienen 724 y 728 aminodacidos, respectivamente, y

estan formadas por los siguientes dominios funcionales (Figura 3 y 4):

* Dominio SH3 (aminoéacidos 1-85): el dominio SH3 se une a secuencias
ricas en prolina que contengan el motivo PXXP (donde P es una prolina y X
cualquier aminoacido). La proteina p85a puede formar homodimeros a través de
interacciones intermoleculares entre el dominio SH3 y la region rica en prolinas,
situada entre el dominio SH3 y el dominio GAP, de una segunda proteina p85a. Se
especula que la funciébn de la homodimerizacion de p85 es enmascarar los
dominios SH3, GAP vy las regiones ricas en prolinas en células no estimuladas
(Batra-Safferling et al., 2010). El dominio SH3 también se puede unir a regiones
ricas en prolinas de otras proteinas, como por ejemplo FAK (Focal Adhesion
Kinase), CAS (Crk-Associated Substrate) o apoptina (proteina que induce
apoptosis en células tumorales), las cuales podrian regular la actividad PI3K (Gout
et al., 1993; Maddika et al., 2008; Ren et al., 2005).

 Dominio GAP (aminoéacidos 115-298): esta flanqueado por dos regiones

ricas en prolina que se unen a dominios SH3 de otras proteinas con potencial

9
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regulador, como, por ejemplo, quinasas de tirosinas citoplasmaticas (Pleiman et
al., 1994). Este dominio tiene actividad GAP (proteina activadora de GTPasas)
sobre proteinas Rab (GTPasas implicadas en la regulacién del trafico de los RTKS)
(Chamberlain et al., 2004; Chamberlain et al., 2010; Fidyk y Cerione, 2002).
También esta implicado en la regulacion del citoesqueleto de actina mediante la
interaccion con las GTPasas Rac y Cdc42 (Jiménez et al., 2000). Por otro lado,
este dominio, junto con el dominio SH3, es responsable de la interaccion con
PTEN (Chagpar et al., 2010).

* Dominios nSH2 y cSH2 (dominios SH2 N- y C-terminal, formados por los
aminoacidos 322-430 y 617-724, respectivamente): son dominios muy
conservados en todas las isoformas y son los responsables de interaccionar con la
tirosina fosforilada de los motivos pYXXM (donde pY es una tirosina fosforilada, X
cualquier aminoacido y M una metionina) que se encuentran en los receptores
RTKs activados. También es capaz de interaccionar de forma indirecta con los
receptores RTKSs, a través de fosfoproteinas adaptadoras como IRS-1/2 (sustratos
del receptor de insulina) (Sun et al., 2010). El dominio nSH2 interacciona con los
dominios helical, C2 y quinasa de pl110a (Huang et al.,, 2007; Mandelker et al.,
2009).

* Dominios iSH2 (dominio inter SH2; aminoacidos 430-600): este dominio
estd formado por dos hélices alfa antiparalelas. Ademas, en su secuencia posee
un motivo de aminoacidos béasicos que es similar al motivo de union a
Ptdins(4,5)P, de la gelsolina, por lo que se ha propuesto que puede participar en
la union del heterodimero a la membrana (Yu et al., 1992). Interacciona con p110a
a través del dominio ABD y C2 (Huang et al., 2007; Miled et al., 2007).

Las subunidades reguladoras p50a, p55a y p55y soOlo contienen los dominios
nSH2, iISH2 y cSH2. En la region N-terminal presentan una secuencia especifica
de seis aminoécidos (p50a) o 34 aminoacidos (p55a y p55y) (Figura 4).

10
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Subunidades reguladoras de la PI3K de clase IA

Sitio de unién a PTEN Sitio de unién a pY o RTK
| sitio de unién a p110
\

Figura 4. Representacion esquematica de los dominio s funcionales de las
subunidades reguladoras de la PI3K de clase IA. Se indica la distribucion de los
dominios SH2, SH3 y GAP, asi como los sitios de interaccion con otras proteinas. Los
rectangulos amarillos representan regiones ricas en prolina y las regiones verde, celeste y
fucsia representan los aminoacidos especificos de cada subunidad reguladora. Las
isoformas p55a y p50a se generan por procesamiento alternativo del mRNA de la isoforma
p85a. Modificada de http://atlasgeneticsoncology.org.

A nivel funcional, se ha descrito que los ratones con p85a, p55a y p50a
delecionadas simultaneamente muestran letalidad perinatal (Fruman et al., 2000).
No obstante, los ratones que soOlo carecen de la forma p85a son viables y
presentan un aumento de la expresidon de p55a y p50a, las cuales parecen
compensar parcialmente la ausencia de p85a (Terauchi et al., 1999). Los ratones
gue carecen de la isoforma p85@ son viables pero de menor tamafno (Ueki et al.,
2002), mientras que la delecion simultanea de p85a y p85pB resulta en letalidad
embrionaria (Brachmann et al., 2005).

Activacion de la PI3K de clase IA

En lineas generales, este proceso se inicia a través de la activacion de los
receptores RTKs por la union de factores de crecimiento. Dicha activacion
conduce a la autofosforilacién de tirosinas en sus regiones intracelulares, a las que
se une p85, la cual a su vez recluta a la subunidad catalitica p110 a la membrana,

donde esta su sustrato. La interaccion p85-p110 induce un cambio conformacional

11
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que produce la activacion de la enzima (Blume-Jensen y Hunter, 2001) (Figura 5).
El reclutamiento de p110a a la membrana por p85a es esencial para su activacion,
de hecho, la adicién de un sitio de farnesilacion a p110a resulta en una activacion
constitutiva de la enzima (Jiménez et al., 1998).

1.2.2. PI3K de clase IB

La estructura de la subunidad catalitica __ p110y, es similar a la de p110a. Esta

formada por los dominios RBD, C2, helical y quinasa, pero su region N-terminal
carece del dominio ABD (Walker et al., 2000; Walker et al., 1999) (Figura 2).

Estructura _de las subunidades reguladoras pl01l y p84/87 presentan un

dominio de union a la subunidad catalitica (p110y BD) y otro de union a
subunidades By de las proteinas G heterotriméricas (G By BD) (Brock et al., 2003;
Marone et al., 2008; Suire et al., 2005) (Figura 2).

Activacion de la PI3K de clase IB__, se inicia a través de la interaccion de pl10y

con las subunidades reguladoras p101 o p84 y con las subunidades By de las
proteinas G heterotriméricas acopladas a los receptores GPCRs, lo que permite
que pll0y se una a la membrana (Guillermet-Guibert et al., 2008; Kurosu et al.,
1997; Maier et al., 1999) (Figura 5).

2. La ruta PIBK/PTEN/AKT en mamiferos

Esta ruta se inicia a través de la activacion de los receptores RTKs o GPCRs, los
cuales a su vez activan a la PI3K de clase |I. Ademas, se ha demostrado que para
la 6ptima activacion de la PI3K se requiere la union de RAS-GTP (forma activa de
la GTPasa RAS) a través del dominio RBD de p110, estimulando su actividad
quinasa de lipidos mediante un cambio conformacional en el sitio de union al
sustrato u optimizando su interaccion con la membrana (Castellano y Downward,
2011; Denley et al., 2008; Jiménez et al., 2002; Pacold et al., 2000; Rodriguez-
Viciana et al., 1994). En mamiferos, existen tres proteinas RAS: H-RAS, K-RAS y

12
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N-RAS. La estructura de RAS comprende una regién N-terminal muy conservada
en las tres, en la cual se sitia el dominio efector que interacciona con la PI3K,
seguida de una region C-terminal divergente (region hipervariable; HVR) que
contiene las secuencias de anclaje a la membrana seguidas de un motivo CAAX
(donde C es una cisteina, A cualquier aminoacido alifatico y X es cualquier
aminoacido). La cisteina del motivo CAAX de RAS es prenilada mediante las
enzimas farnesil-transferasa o geranil-transferasa, lo que facilita el anclaje a la
membrana. En el caso de K-RAS, la secuencia de anclaje posee un dominio
polibasico rico en lisinas, que permite la interaccion con la membrana a través de
interacciones ionicas (Hancock, 2003). Las tres proteinas RAS tienen capacidad
de unir nucleétidos de guanina (GTP o GDP), poseen actividad GTPasa intrinseca
y necesitan estar unidas a la membrana para realizar su funcion. La PI3K ya activa
en la membrana produce PtdIns(3,4,5)P3; lo que permite el reclutamiento de
proteinas con dominios PH especificos para este fosfoinositido, entre las que
destacan las quinasas de Ser/Thr PDK1 (Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) y
PKB/AKT (Alessi et al., 1997; Stephens et al., 1998). AKT es uno de los efectores
mas importantes de esta ruta y el que esta mas directamente implicado en cancer.
La familia de AKT consta de tres isoformas: AKT1/PKBa, AKT2/PKBB vy
AKT3/PKBy. Estan constituidas por tres dominios principales: un dominio PH N-
terminal que une especificamente Ptdins(3,4,5)P; y Ptdins(3,4)P, (James et al.,
1996; Stephens et al., 1998), un dominio catalitico central con actividad Ser/Thr
quinasa y un dominio regulador C-terminal que incluye un dominio hidrofobico y
rico en prolinas. La activacion de AKT se inicia con su translocacion desde el
citosol a la membrana mediante su union a Ptdins(3,4,5)P3, lo que causa un
cambio conformacional que expone los aminoacidos Thr308 y Ser473, cuyas
fosforilaciones son necesarias para completar su activacion (Bellacosa et al.,
1998). La Thr308 (situada en el lazo de activaciéon) es fosforilada por PDK1 y la
Ser473 (situada en el motivo hidrofobico) es fosforilada por mTORC2 (Mammalian
Target Of Rapamycin Complex 2) (Sarbassov et al., 2005). Una vez activa, AKT
fosforila un elenco de proteinas implicadas en diversos procesos biologicos. Entre

otros procesos, AKT promueve: la supervivencia celular mediante la inhibicion de
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la ubiquitina E3 ligasa MDM2 (Murine Doble Minute 2) y del factor apoptético BAD
(B cell lymphom 2 (BCL-2) Antagonist of cell Death) (Manning y Cantley, 2007), la
proliferacion celular y el metabolismo mediante la inhibicion de los factores de
transcripcion FOXO (EOrkhead boX O) (Brunet et al., 1999), y la progresién del
ciclo celular mediante la inhibicibn de GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3)
(Foukas et al.,, 2006). Ademas, AKT fosforila al complejo TSC1/2 (Tuberous
Sclerosis Complex 1/2) inhibiéndolo, lo que permite que la GTPasa Rheb (Ras
Homolog Enriched in Brain) active a la quinasa mTORC1 (Mammalian Target Of
Rapamycin Complex 1). El complejo mTORC1 fosforila y activa a S6K (p70
ribosomal protein S6 Kinase) y a las proteinas de union al factor de iniciacion
4EBP1 (inhibitory 4E-Binding Protein 1), promoviendo la sintesis de proteinas y

favoreciendo el crecimiento celular (Ma y Blenis, 2009) (Figura 5).

PI3K de clase IA PI3K de clase IB
f l r 1

Membrana
Inlasmética V

!
///\ )

Boeee 9
.
7 (citosolica)

Inhibicién de la PI3K 1A
mTORCTXC) \ / \
. ‘l’ \l’ Supervivencia Proliferacion Ciclo celular
Sintesis de celular celular
proteinas Metabolismo
Figura 5: Ruta de sefializacion de la PI3K de clase I y los principales sustratos

fisiologicos de AKT en mamiferos.  Modificada de Vadas et al. (2011).

El principal regulador negativo de la ruta PI3BK/AKT es el supresor tumoral PTEN.
Esta proteina es una fosfatasa de lipidos que desfosforila la posicion 3 del anillo
de inositol del Ptdins(3,4,5)P; producido por PI3K, generando Ptdins(4,5)P,
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(Maehama y Dixon, 1998; Maehama et al., 2001; Salmena et al., 2008; Shi et al.,
2012b; Song et al.,, 2012). También presenta una baja actividad fosfatasa de
proteinas, desfosforilando residuos de Tyr, Ser y Thr (Li et al., 1997; Zhang et al.,
2012). La célula posee otra forma de desfosforilar el PtdIins(3,4,5)P; mediante la
accion de SHIP1 y SHIP2 (Scr-Homology-2-containing-Inositol 5-Phosphatase),
unas fosfatasas que actuan sobre la posiciéon 5 del anillo de inositol, generando
Ptdins(3,4)P,, lo que puede derivar la sefalizacion iniciada por la PI3K hacia otras
rutas diferentes (Harris et al., 2008; Jiang y Liu, 2009).

3. Implicacion de la PI3K en enfermedades humanas: alteraciones
oncogeénicas en la ruta PISK/PTEN/AKT

En mamiferos, como ya se ha mencionado, la actividad PI3K regula el crecimiento
y la proliferacion celular, asi como la migracion celular y la homeostasis de la
glucosa, entre otras funciones fisiolégicas (Cantley, 2002). Por ello, la
desregulacion de sus funciones estd implicada en el desarrollo de diversas
patologias en humanos. En general, se ha descrito la implicacion de la PI3K de
clase | en enfermedades neurodegenerativas (Gross y Bassell, 2014; Jansen et
al., 2015; Karam et al., 2010; Krueger et al., 2013), cardiovasculares (Aoyagi y
Matsui, 2011), o metabdlicas como la diabetes (Lee et al., 2012), asi como en la
aparicion de cancer (Gutierrez et al., 2009; Martini et al., 2013). Concretamente, se
ha relacionado a las isoformas p110y y p1108, mayoritariamente expresadas en
linfocitos, con la alergia, enfermedades inflamatorias y artritis reumatoide (Rommel
et al., 2007), y en particular se han descrito mutaciones de la isoforma p110d

implicadas en el desarrollo de enfermedades respiratorias (Angulo et al., 2013).

Las alteraciones oncogénicas que se dan en la ruta PIBK/PTEN/AKT confieren a
las células tumorales ventajas para su proliferacion y supervivencia. La

hiperactivacion de esta ruta puede producirse como consecuencia de:

* Mutaciones de ganancia de funcién o sobre-expresion de los RTKs .
Por ejemplo mutaciones somaticas de ganancia de funcién en el receptor EGFR
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en cancer de pulmon (Nakajima et al., 2014; Sharma et al., 2007; Sordella et al.,
2004). También se observa amplificacion de los RTKs, EGFR y PDGFRA (Platelet-
Derived Growth Factor Receptor Alpha) en el 50% de los glioblastomas (Snuderl et
al., 2011).

* Mutaciones oncogénicas o sobre-expresion de la PI3K . La subunidad
catalitica p110a es la que mas implicada esta en cancer mediante amplificaciones
(Shayesteh et al., 1999; Shi et al., 2012a; Vivanco y Sawyers, 2002; Wu et al.,
2005a; Wu et al., 2005b) o mutaciones del gen que la codifica, PIK3CA (Lawrence
et al., 2014; Myers et al.,, 2012; Samuels et al., 2004). En el caso del gen que
codifica a p110B, PIK3CB, su amplificacion/sobre-expresion induce transformacion
oncogénica (Kang et al., 2006) y esta alteracion se ha hallado en cancer de colon,
de endometrio y en glioblastomas (An et al., 2007; Kang et al., 2006; Karakas et
al., 2006; Lee et al., 2010; Samuels et al., 2004; Vogt et al., 2007). Ademas, se ha
descrito una mutacién oncogénica en el dominio helical, E633K, en cancer de
mama (Dbouk et al., 2013) y en cancer de pulmoén la mutacion D1067V en el
dominio quinasa (Pazarentzos et al., 2015). Por lo que respecta a las isoformas
p1108 y pl10y, se ha comprobado que tienen un potencial oncogénico mediado
por su sobre-expresion (Kang et al., 2006). La expresion de la isoforma p1100 se
encuentra incrementada en patologias del sistema hematopoyético tales como
linfomas no Hodgkin (Kreisel et al., 2011) o en leucemia linfocitica cronica
(Herman y Johnson, 2012); y moderadamente incrementada en melanoma o
cancer de mama (Tzenaki et al., 2012). En esta isoforma también se han
encontrado mutaciones oncogénicas en el dominio quinasa, como E1021K (Burke
y Williams, 2015; Zhang et al., 2013). Por ultimo, se ha establecido una relacion
entre el nivel de expresion de p110y y el desarrollo de DLBCL (Diffuse Large B-cell
Lymphoma) (Zhang et al., 2007).

Con menor frecuencia también se han hallado en tumores mutaciones o
truncaciones en la subunidad reguladora p85a (Bourgon et al., 2014; Cheung et
al., 2014; Jaiswal et al., 2009), y todavia en menor proporcidn mutaciones o

amplificaciones en la subunidad reguladora p85p3 (Cheung et al., 2011). Por otro

16



INTRODUCCION GENERAL

lado, se ha descrito que en cancer hepatico y de mama se produce una
disminucion de la expresion del gen PIK3R1, lo que posiblemente da lugar al
desarrollo de estos tumores (Cizkova et al., 2013; Taniguchi et al., 2010).

. Mutaciones oncogénicas en RAS. La proteina K-RAS puede ser
activada por mutaciones que la bloquean en su estado activo (RAS-GTP)
causando la activaciéon constitutiva de la sefializaciéon que modula. Las mutaciones
oncogénicas de K-RAS gue mas frecuentemente aparecen en tumores humanos
son G12V y G12D (Bos, 1989; Buhrman et al., 2010; Hilgers y Kern, 1999;
Scheffzek et al.,, 1997; Vandal et al., 2014). Siendo uno de sus principales
efectores pl110a, la cual esta directamente relacionada con la capacidad

transformante que ejercen estas mutaciones (Castellano y Downward, 2010).

* Mutaciones oncogénicas 0 sobre-expresion de AKT. Se han
identificado mutaciones oncogénicas de AKT1 y AKT3 en cancer de mama, colon,
ovario, pulmon y en melanomas (Carpten et al., 2007; Martini et al., 2014; Shi et
al., 2014; Shoiji et al., 2009). También se han descrito amplificaciones de AKT2 y
AKT3 en diversos tipos de cancer como el de ovario o mama (Altomare y Testa,
2005; Dobashi et al., 2014; Nakatani et al., 1999).

* Inactivacion del gen de PTEN debido a: (i) mutaciones germinales, que
han sido observadas en un grupo de sindromes autosémicos dominantes
denominados PHTS (PTEN Hamartoma Tumor Syndrome) que se caracterizan por
problemas neuroldgicos y susceptibilidad a desarrollar cancer (Hobert y Eng,
2009); (ii) mutaciones somaticas en tumores esporadicos, que se han hallado en
un gran numero de tumores humanos como glioblastoma, cancer de endometrio o
cancer de prostata, por lo que se considera a PTEN uno de los supresores
tumorales mas frecuentemente mutados en cancer (Chalhoub y Baker, 2009); (iii)
pérdida de uno de los alelos, ya que PTEN parece ser haploinsuficiente (Kwon et

al., 2008); (iv) mutaciones o hipermetilacién del promotor del gen, que conllevan la

disminucion de la expresion de PTEN (Zysman et al., 2002).
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4. Mecanismo fisiolégico de activacion del heterodi  mero p110 a/p85a

En condiciones basales, el heterodimero p85a/p110a se sitla en el citosol. La
unién de p85a a pl10a controla tres funciones clave del heterodimero: p85a
estabiliza a pl110a, la mantiene en un estado de actividad bajo (conformacion
inactiva) y actia como proteina adaptadora para posicionar a pll0a en la
membrana, donde esta su sustrato (Backer, 2010; Cuevas et al., 2001). De todas
las interacciones que se dan entre los dominios de p85a y pl10aq, las mas
relevantes son la interaccion responsable de la formacion del heterodimero,
dominio iISH2 de p85a con dominio ABD de pl10a (Holt et al., 1994) y las
interacciones con efecto inhibidor que mantienen a la PI3K en estado de
conformacion inactiva: 1) dominio nSH2 de p85a con dominio helical de p110a; 2)
dominio iISH2 de p85a con dominio C2 de p110a; 3) dominio ABD de p110a con su
propio dominio quinasa (Huang et al., 2008; Huang et al., 2007; Miled et al., 2007)
(Figura 6)

En condiciones fisiolégicas la estimulacion de los RTKs, desencadena el paso de
la conformacion inactiva a la conformacion activa de la PI3K, ya que los dominios
nNSH2 y cSH2 de p85a se unen a los RTKs activados, aproximando el
heterodimero a la membrana y generando un cambio de conformacion que elimina
las interacciones inhibidoras: 1) se rompe la interaccién de los dominios nSH2-
helical, puesto que el dominio nSH2 interacciona tanto con el dominio helical como
con el dominio quinasa de p110a posiblemente afecte también al dominio quinasa
(Huang et al., 2007); 2) se elimina la interaccién entre los dominios iISH2-C2; 3)
como consecuencia de la pérdida de la interaccion anterior varia la orientacion del
dominio ABD con respecto al dominio catalitico, lo que permite al dominio quinasa
aproximarse a la membrana (Burke et al., 2012; Huang et al., 2008; Huang et al.,
2007; Miled et al., 2007). Este cambio de conformacion no afecta a la interaccion
iISH2-ABD, ya que la regién de union de iSH2 con ABD es diferente a la region
implicada en su interaccidon con C2, y ademas permite que el dominio iISH2
exponga su dominio rico en aminoacidos basicos con posible capacidad de union
a la membrana (End et al., 1993; Miled et al., 2007).
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Figura 6: Esquema de las interacciones del dimero p  110a/p85a. A. Representacion de
las interacciones mas relevantes entre los propios dominios de p110a y entre p85a y p110a.
Las lineas en negro y los dominios en color representan las interacciones y los dominios
mas importantes para la regulacion del heterodimero (Pacold et al.,, 2000; Shekar et al.,
2005; Vadas et al., 2011; Walker et al., 2000; Zhao y Vogt, 2008a). B. Zonas de contacto
entre dominios que estan implicados directamente en la regulacién de la actividad de la
PI3K. Diagrama de la estructura del heterodimero p110a/p85a (niSH2) (PDB 3HMM),
realizada con PyMOL. Los recuadros negros indican las zonas de contacto entre los
diferentes dominios a través de los cuales se dan las interacciones representadas por una
linea negra en el apartado A. Se muestran en los paneles situados sobre las estructuras
ampliadas los aminoacidos implicados en la interaccion de los dominios, y en los paneles
situados debajo de las estructuras algunos de los mutantes que se han identificado en
tumores. Modificado de Gabelli et al. (2010)
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5. Mutaciones de la subunidad catalitica p110 « en cancer

El gen PIK3CA se encuentra frecuentemente mutado en diversos tipos de cancer,
como cancer de mama, prostata, colon o endometrio (Arsenic et al., 2014; Bader
et al., 2006; Bourgon et al., 2014; Lee et al., 2005; Mukohara, 2015; Rudd et al.,
2011; Samuels et al., 2004) por lo que la oncoproteina que codifica se considera
una diana de inhibidores con aplicacion terapéutica (Samuels et al., 2004; Vogt et
al., 2006). La mayoria de las mutaciones puntuales se concentran en dos “hot
spots”: en el dominio helical, en concreto en los aminoacidos Glu542 y Glu545,
gue se encuentran conservados en la PI3K de clase IA; y en el dominio catalitico,
en la His1047, que es especifica de pl10a. Las mutaciones mas frecuentes en
pl10a son E542K, E545K y H1047R (Figura 7 A) (Myers et al., 2012; Samuels et
al., 2004; Vogt et al., 2007). Estas mutaciones aumentan la actividad de la PI3K in
vitro y en células de mamifero, promueven la activaciéon de AKT en ausencia de
estimulacion por factores de crecimiento (Bader et al., 2006; Carson et al., 2008;
Ikenoue et al., 2005; Isakoff et al., 2005; Kang et al., 2005; Zhao et al., 2005).

A continuacién, se resefian tanto las mutaciones en estos “hot spots” como otras
gue aparecen con menor frecuencia en tumores y que también, aunque en menor

medida, parecen inducir ganancia de funcion (Figura 7 B):

 Mutaciones en el dominio ABD : Las mutaciones oncogénicas mas
comunes en el domino ABD son R38H, R38Q y R88Q, las cuales probablemente
rompen los enlaces de hidrogeno formados con aminoacidos del dominio quinasa:
Arg38 con GIn738 y/o Glu743 y Arg88 con Asp746. La ausencia de estas
interacciones debe generar un cambio conformacional en el dominio quinasa que
modifica la orientacién de pl110a con respecto a la membrana. También se ha
observado que estas mutaciones incrementan la actividad de p110a debilitando la
interaccion inhibidora entre el dominio nSH2 y el helical (Echeverria et al., 2015).
Se ha descrito que, al menos la mutacion R38H, posee un deébil potencial
oncogénico comparado con las mutaciones localizadas en otros dominios
(Gymnopoulos et al., 2007). Por otro lado, no se han encontrado mutaciones en la
interfaz del dominio ABD con el dominio iISH2 de p85 (Huang et al., 2007). Un
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mutante de delecion del dominio ABD de pl110a presenta un aumento de su
actividad quinasa comparado p110a silvestre. Este incremento de actividad puede
ser debido tanto a la pérdida de la interaccion inhibidora entre los dominios ABD y

quinasa, como a la pérdida del efecto inhibidor de p850 (Zhao et al., 2005; Zhao y
Vogt, 2008b).

* Mutaciones en el espaciador entre los dominios ABD y RBD: Las
mutaciones en esta zona son comunes en cancer de endometrio (Rudd et al.,
2011). Las méas estudiadas son G106V y G118D. Estas mutaciones incrementan la
actividad quinasa debido a que provocan dos sucesos que se dan en la activacion
normal: la disrupcién de la zona de contacto de los dominios iISH2-C2 y el

movimiento del dominio ABD con respecto al dominio quinasa (Burke et al., 2012).

* Mutaciones en el dominio C2: El aminoacido Asn345 de este dominio
interacciona con los aminoacidos Asp560 y Asn564 del dominio iISH2 de p85a
(Huang et al., 2007). En tumores aparece frecuentemente la mutacion N345K en
pl10a, probablemente elimine la interaccion inhibidora con el dominio iISH2 de
p85a ademas debilitar la interaccion inhibidora entre los dominios nSH2 y helical
(Echeverria et al., 2015), lo que conlleva la activacion de p110a y conduce a la
transformacion celular. También se han identificado en canceres las mutaciones
C420R y E453Q que se localizan en la zona de contacto iISH2-C2 y en la region
adyacente, respectivamente. Ambas mutaciones generan el mismo efecto que
N345K (Burke et al., 2012; Hon et al., 2012; Rudd et al., 2011). En el caso de la
mutacion C420R también debe de incrementar la afinidad de pl1l0a por la

membrana (Gymnopoulos et al., 2007).

e Mutaciones en el dominio helical y quinasa: La activacion producida
por las mutaciones mas frecuentes del dominio helical, E542K y E545K, depende
de la interaccion con RAS-GTP pero no de la que se produce con p85a
(Chaussade et al., 2009; Zhao y Vogt, 2008b; 2010). Estas mutaciones rompen la
interaccion inhibidora con el dominio nSH2, lo que constituiria una forma de

activacion similar a la que ocurre en condiciones fisiolégicas por unidon de p85a a
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los RTKs activos, por tanto, la actividad catalitica no se incrementara tras la
estimulacion de los RTKs (Burke et al., 2012; Carson et al., 2008; Hon et al., 2012)
(Figura 8). Por el contrario, la mutacion H1047R en el dominio quinasa es
independiente de la interaccion con RAS-GTP pero probablemente es dependiente
de un cambio conformacional mediado por p85a a través de la interaccion entre
los dominios ABD-quinasa (Burke et al., 2012; Zhao y Vogt, 2008b; 2010). Esta
mutacion, al estar cerca del extremo del I6bulo de activacion, hace que tanto la
orientacion de este l6bulo como la del catalitico, asuman conformaciones que
favorecen la interaccion directa de otros aminoacidos con la membrana,
permitiendo un mejor acceso a su sustrato, el PtdIns(3,4,5)P, (Figura 8). Por
tanto, el mutante H1047R debe mimetizar el estado de activacion por union a
RAS-GTP, que incrementa la union a membrana de pl110a (Burke et al., 2012;
Gabelli et al., 2010; Hon et al., 2012; Mandelker et al., 2009). También se ha
observado que el mutante E545K (pero no el H1047R) en ausencia de estimulos
se asocia con IRS1 independientemente de p85a, lo que posiblemente permitiria
Su aproximacion a la membrana y su estabilizacion (Hao et al., 2013). Un doble
mutante en las posiciones Glu542 (o Glu545) e His1047 se regula de forma
independiente de RAS y p85a, activando a AKT y promoviendo la transformacion
de fibroblastos de pollo (Zhao y Vogt, 2008b). Estos datos refuerzan la idea de que
las mutaciones en estos dominios actian mediante dos mecanismos diferentes e
independientes. En el dominio quinasa aparecen también con menor frecuencia
las mutaciones M1043l y M1043V, que deben de ejercer un efecto activador
mediante cambios conformacionales en el I6bulo de activacion (Gymnopoulos et
al., 2007; Huang et al., 2008; Huang et al., 2007).

De todas las mutaciones de pl110a descritas en los apartados anteriores, H1047R
es la que posee el efecto activador mas potente (Burke et al., 2012; Gymnopoulos
et al., 2007)
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R88Q al., 2007).
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G113D G116V y G118D rompe la interaccion entre los dominios iSH2-C2

y provoca el movimiento del dominio ABD con respecto al
dominio quinasa (Burke et al., 2012).
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C420R rompe la interaccion iSH2-C2 e incrementa la afinidad de
p110a por la membrana (Burke et al,, 2012; Gymnopoulos et al,,
2007).

N345K

N345K y E453Q rompe la interaccién entre los dominios iSH2-C2
y provoca el movimiento del dominioc ABD con respecto al
dominio quinasa (Huang et al., 2007).

a C420R
E453Q

E545K y E542K rompe la interaccion inhibidora con el dominio
nSH2 de p85d, mimetizando el estado de activacion por
estimulacién de los RTKs (Hon et al.,, 2012; Huang et al., 2007;
Miled et al., 2007). Requieren la unién de Ras pero no la de p85a
(Zhao y Vogt, 2008). E545K en células no estimuladas se asocia
con IRS1 lo que permite que se aproxime a la membrana (Hao et
al., 2013).

—~—

M10431 y M1043] provocan cambios conformacionales en el
lobulo de activacion (Huang et al., 2007; Gymnopoulos et

8 al.,2007).
E M10431 H1047R incrementa su afinidad por las membranas celulares
& | M1043V mimetizando el cambio conformacional inducido por la union a

RAS. Requiere la uniéon de p85a pero no la de RAS
(Gymnopoulos et al., 2007; Hon et al, 2012; Mandelker et al,
| 2009; Zhao y Vogt, 2008).
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Figura 7: A. Histograma representativo de la frecue  ncia de las mutaciones somaticas
encontradas en el gen PIK3CA. En la parte superior se muestra un esquema de los
dominios funcionales de pll0a y las barras del histograma indican el nimero y la
localizacion de las mutaciones dentro de los distintos dominios. Modificado a partir de la
base de datos COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) B. Esquema de la
localizacion y mecanismo de ganancia de funcion de las mutaciones mas estudiadas
en el gen PIK3CA. Las tres mutaciones de los “hot spots” se indican mediante rectangulos
de color rojo (dominio helical) y morado (dominio quinasa).
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Figura 8: Representacibn esquematica del mecanismo de activacion de los

heterodimeros p110 a E545K/p85a y pl10a H1047R/p85a. A. Mecanismo fisioldgico de
activacion del heterodimero p110a/p85a silvestre. La inhibicion de la PI3K (p110a se
muestra en azul y p85a en amarillo) esta mediada, en parte, por la interaccion electrostatica
(representada la carga positiva como (+) y la negativa como (-)) entre los dominios helical y
nSH2. Para simplificar, algunas interacciones descritas en el texto no estan representadas
en este esquema. B. Mecanismo de activacién de los mutantes de p110a E545K y H1047R
junto a p85a. El mutante E545K contiene una carga de signo contrario, por lo que se rompe
la interaccién inhibidora resultando en la activacion de p110a. El mutante H1047R aumenta
su contacto con la membrana de manera independiente a la interaccibn con RAS dando
lugar a la activacion de la p110a. La Argl047 esta representada mediante un circulo rojo
con unaR.
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6. Mutaciones de la subunidad reguladora p85 a en cancer

Las mutaciones en el gen PISKR1 son menos comunes que las del gen PIK3CA y
se han encontrado en glioblastoma (Cancer Genome Atlas Research Network,
2008), cancer colorrectal (Jaiswal et al.,, 2009), de endometrio (Bourgon et al.,
2014; Cheung et al., 2011; Urick et al., 2011), o urotelial (Ross et al., 2013), entre
otros. En cancer colorrectal las mutaciones del gen PISKR1 suelen coexistir con
mutaciones en los genes PIK3CA o PTEN (Jaiswal et al., 2009), al contrario que
en el caso de los glioblastomas, donde suelen ser Unicas (Wang et al., 2004). En
el cancer de endometrio coexisten con mutaciones de PTEN y K-RAS, pero no con
mutaciones en el gen PIK3CA (Urick et al., 2011). Las mutaciones oncogénicas de
p85a se localizan predominantemente en la region C-terminal, que comprende los
dominios nSH2, iISH2 y cSH2, sobre todo en el “hot spot” del dominio iISH2 (Figura
9 A). No obstante, también se han hallado mutaciones implicadas en cancer en
otros dominios, como es el caso de la truncacion E160* del dominio GAP, que no
interacciona con PTEN por lo que no lo protege de su degradacién y no podra
contrarrestara la actividad de la PI3K (Cheung et al.,, 2011). Las mutaciones
halladas en el dominio cSH2, como R649Q o T654l, que forman parte o estan
proximas a la secuencia de unidon a fosfotirosinas, posiblemente interfieren
negativamente en la union a las mismas (Jaiswal et al., 2009; Ross et al., 2013)
(Figura 9 B). En general, la mayoria de las mutaciones de p85a situadas en los
dominios NnSH2 e iISH2 incrementan la actividad catalitica de p110a, promoviendo
la supervivencia celular, la activacion de AKT, la proliferacion celular y la

transformacion celular oncogénica (Sun et al., 2010).

A pesar de que p85a se puede unir a todas las isoformas de pl110, su papel
oncogénico parece mediado exclusivamente a través de pll0a (Jaiswal et al.,
2009; Sun et al.,, 2010). A continuaciéon, se resumen las mutaciones en los
dominios nSH2 e iISH2 de p85a que estan implicadas directamente en la
regulacion del efecto inhibidor que ejerce p85a sobre pll0a y que han sido

encontradas en tumores de distintos origenes (Figura 9 B ):
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* Mutaciones en el dominio nSH2. Entre los aminoacidos basicos Lys379
y Arg340 de este dominioy la region acidica del dominio helical, Glu542, Glu545 y
GIn546, se produce una interaccién inhibidora de tipo i6nico (Huang et al., 2008;
Huang et al., 2007). Asi pues, se ha observado que el disefio de mutantes con
carga de signo contrario simultaneamente en el dominio helical de p110a (E542K,
E545K y Q546K) y en el dominio nSH2 de p85a (K379E y R340E) da lugar al
restablecimiento de la interaccion inhibidora. La mutacion K379E corrobora los
datos de cristalografia que apuntaban a una interaccion directa entre la carga
positiva de la Lys379 con la carga negativa del Glu545 del dominio helical de
pl10a (Miled et al., 2007; Sun et al., 2010). La mutacion G376R, en el dominio
nSH2, probablemente también reduce el contacto inhibidor con el dominio helical
de pl110a (Sun et al., 2010). Otras mutaciones en este dominio, como N377K,
también deben de afectar a la actividad de p110a (Ross et al., 2013). Ademas, se
han hallado mutaciones que actian independientemente de pll0a, como la
truncacién R358 que activa la ruta de sefializacion JNK/ERK (Costa y Engelman,
2014; Cheung et al., 2014).

* Mutaciones en el dominio iISH2. Como se mencion0 anteriormente, se
establece una interaccion inhibidora mediante un enlace de hidrogeno entre los
aminoacidos Asn560 y Asp564 del dominio iISH2 en p85a y el aminoacido Asn345
del dominio C2 de p110a. En glioblastoma y cancer de colon se han detectado en
este dominio las mutaciones N564D, D560Y, N564D/D560Y y QYL579delL, que
retienen la capacidad de unirse a p110a, p110B y p110d& estabilizandolas, pero no
las inhiben (Sun et al., 2010). Estos efectos se deben a la pérdida de la interaccion
inhibidora entre los dominios iISH2-C2, por lo que el dominio iSH2 es un potencial
“hot spot” de mutaciones que confieren una ventaja para el crecimiento celular
(Jaiswal et al., 2009; Parsons et al., 2008; Wu et al., 2009). Ademas, se demostro
el potencial oncogénico in vivo de estas mutaciones en células hematopoyéticas
(Jaiswal et al., 2009). Se han hallado otras mutaciones en este dominio, como
R557P o R481W, que también podrian afectar a la actividad de p110a por reducir
la superficie de contacto entre los dominios iISH2-C2 (Ross et al., 2013).
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E160* interacciona con p85a silvestre pero no puede interaccionar
con PTEN por lo que no lo protege de su degradaciéon (Cheung et al.,
2011).

E160* ’

R340E y K379E rompen la interaccion de tipo iénica e inhibidora con
el dominio helical (Huang et al., 2007; Huang et al., 2008).

G376R reduce la zona de union, de accion inhibidora, entre los
dominios nSH2-helical (Sun et al., 2010).

| R358* |
) R358* es capaz de translocarse al nucleo y activar la ruta de
Y sefalizacion JNK/ERK (Cheung et al., 2014).
R481W D560Y y N564D rompen la interaccién inhibidora con el dominio
R557P C2 (Jaiswal et al,, 2009; Parsons et al., 2008; Wu et al., 2009).

% D560Y R481W, R557P y QYL579delL reducen el contacto inhibidor entre

N564D los dominios iSH2-C2 (Jaiswal et ai., 2009; Ross et al., 2013).
Q572*(p65a)

Q572* desestabiliza la zona de contacto entre los dominios iSH2-
QYL579delL C2, impidiendo el establecimiento de la interaccion inhibidora
entre Asp560 y Asn565 con Asn345 del dominio C2 (Huang et al.,
2007; Jaiswal et al., 2009; Wu et al., 2009).

R649Q R649Q y T6541 probablemente interfieren en la union con las
T6541 fosfotirosinas (Jaiswal et al., 2009; Ross et al., 2013).

Figura 9: A. Histograma representativo de la frecue  ncia de las mutaciones puntuales,
inserciones y deleciones encontradas en el gen PIK3R1. Modificado a partir de la base
de datos COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer). En la parte superior se
muestra un esquema de los dominios funcionales de p110a y las barras del histograma
indican el ndmero y la localizacion de las mutaciones puntuales dentro de los distintos
dominios. Los triangulos rojos indican inserciones y los azules deleciones. B. Esquema de
la localizacion y mecanismo de accién de las mutaci ones halladas en el gen PIK3RL1.
Las mutaciones de los “hot spots” que estan implicadas directamente en la regulacion de
p110a se indican mediante rectangulos de color naranja (dominio nSH2) y amarillo (dominio
iISH2).
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7. p65aq, la truncacion oncogénica de p85 «

Una forma oncogénica truncada de p85a, llamada p65a, fue aislada en linfomas
timicos murinos inducidos por rayos X (Jiménez et al., 1998). Este mutante carecia
del dominio cSH2 y parte de la region iISH2 (aminoacidos del 572 al 724), los
cuales habian sido sustituidos por una region conservada de la familia de
receptores ephrina. La actividad quinasa de lipidos del complejo p65a/p110a fue
mayor y mas prolongada que la descrita para la forma silvestre, tanto en presencia
como en ausencia de estimulo (Chan et al., 2002; Jiménez et al., 1998; Shekar et
al., 2005). Estos hallazgos indican que la region C-terminal de p85a esta implicada
tanto en la inhibicion de la actividad de pl10a de forma independiente a la
activacion de los receptores RTKs, como en el control de la terminacion de la
sefalizacion de la PI3K. En general, el mutante p65a mantiene su capacidad de
unirse y de estabilizar a p110a, p110B y pl10d, y es capaz de incrementar la
actividad catalitica de estos heterodimeros en comparacion con los heterodimeros

silvestres (Jaiswal et al., 2009).

Discernir el mecanismo mediante el cual p65a controla la activacion de p110a
reviste un especial interés debido a que se han detectado truncaciones en el
domino iSH2 de p85a, similares al mutante p65a murino, en tumores humanos de
colon, ovario y linfomas (Jucker et al., 2002; Philp et al., 2001). Una de las
primeras hipotesis sobre el posible mecanismo de activacién se basaba en que la
region C-terminal de p85a (y ausente en p65a) ejerce una funcion inhibidora sobre
la activacién de pl10a por RAS y la union a residuos fosforilados de tirosinas
libera a pl10a de esta inhibicibn (Chan et al.,, 2002; Jiménez et al., 2002).
Alternativamente, también se plante6 la hipotesis de que la fosforilacion de la
Ser608 de p85a (ausente en p65a) por la actividad quinasa de proteinas de p110a
inhibe la actividad PI3K (Dhand et al., 1994; Foukas et al., 2004; Philp et al.,
2001). Por ultimo, la hipotesis mas aceptada actualmente es que la pérdida de los
aminoacidos 572-724 del mutante p65a debe desestabilizar la zona de contacto
entre los dominios iISH2-C2 (Asp560/Asn565-Asn345) descrita por Huang et al.
(2007) (Figura 9). Esta hipétesis fue avalada por los datos de Wu et al. (2009)
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quienes mostraron que la construccion p85ni (formada solo por los dominios nSH2
y iISH2) inhibia a p110a, mientras que los mutantes p85ni-572 (fragmento p85ni
que carece de los aminoacidos 572 al 600) y p85ni D560K/N564K no la inhibian
(Huang et al., 2007; Jaiswal et al., 2009; Wu et al., 2009). Posteriormente, se ha
propuesto que la eliminacion de esta zona de contacto, iISH2-C2, produce un
cambio conformacional que se transmite al dominio nSH2, disminuyendo su
afinidad por el dominio helical, lo que podria provocar la exposicion de regiones
adicionales con afinidad por la membrana (Hon et al., 2012).

8. Papel funcional de p85 a en la regulacion del trafico celular

La funcién de p85a mas estudiada es la regulacién de la actividad de la PI3K a
través de p110, pero también desempefia funciones independientes de p110, tales
como la regulacion de la sefializacién de AKT a través de su interaccion con PTEN
(Chagpar et al.,, 2010) o la del control de la citoquinesis (Garcia et al., 2006).
Ademdas participa en la regulacion de la respuesta a proteinas mal plegadas
mediante su interaccion con el factor transcripcional XBP1 (X-Box Binding Protein
1) (Park et al., 2010), o mediando la formacién del complejo FRAP-p70/S6K, que
es necesario para la activacion de p70/S6K (Gonzéalez-Garcia et al., 2002).

Una de las funciones de p85a independientes de p110 mas estudiada es la de su
participacién en la regulacion del trafico de receptores a través de su interaccion
con Rabb. Las proteinas Rab, al igual que RAS y Rho, son GTPasas de bajo peso
molecular que se encuentran en su forma activa cuando estan unidas a GTP e
inactivas tras la hidrélisis de éste a GDP. Las proteinas Rab estan implicadas en la
endocitosis y el trafico celular de los RTKs. Rab5 es la responsable de la
regulacion de la fusion de las vesiculas endociticas que contienen los receptores
activados procedentes de la membrana con endosomas tempranos o de
distribucién, llamados asi porque funcionan como estaciones de clasificacion y
reparto del contenido de las vesiculas endociticas hacia diferentes
compartimentos. Rab5-GTP realiza esta funcién uniéndose simultaneamente al

complejo p85a/p110/RTKs endocitados y a la proteina EEAL, la cual a su vez se
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une a los Ptdins(3)P de otra vesicula, funcionando asi de puente entre ambas
vesiculas (Christoforidis et al., 1999). Tras la fusion de las vesiculas, el complejo
Rab5-GTP/p85a/p110 es liberado del receptor y p85a ejerce su actividad GAP
hacia Rab5 dando lugar a la forma Rab5-GDP (Chamberlain et al., 2004). La
mayoria de los RTKs son inactivados mediante la liberacién de su ligando y su
desfosforilacion, y reciclados a la membrana mediante un proceso rapido regulado
por Rab4 o lento regulado por Rab4 y Rabll. Una fraccién de los RTKs son
monoubiquitinados e introducidos en cuerpos multivesiculares dentro de
endosomas tardios, los cuales se fusionaran con lisosomas mediante la
participaciéon de Rab7, dando lugar a la degradacion de los receptores (Barr y
Lambright, 2010) (Figura 10).

INTERNALIZACION DEL
RECEPTORACTIVADO

Vesicula
endocitica

RECICLAJEDEL RECEPTOR
(Rab4)

Endosoma
temprano

'

DEGRADACION DEL RECEPTOR
‘ p85a Endosoma

110 tardio (Rab7)
p %
+~3@ Rab5-GDP
~2@ Rab5-GTP
@8 EEA1

’ Ligando
Receptor

N 5

Figura 10: Las GTPasas Rab regulan el proceso de endocitosis y trafico de los RTKs.
Los RTKs activados de la membrana son endocitados mediante vesiculas endociticas que
se fusionan con endosomas tempranos. Rab5 regula estos procesos de fusion de vesiculas.
En el endosoma temprano los RTKs pueden ser, bien inactivados y reciclados a la
membrana, proceso regulado por Rab4, o bien introducidos en cuerpos multivesiculares
(MVB) para su posterior degradacion en el lisosoma, proceso regulado por Rab7. PI3P:
PtdIns(3)P; GAP: proteina activadora de la actividad GTPasa.
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9. Reconstitucion de la ruta PISK/PTEN/AKT en la le vadura

Saccharomyces cerevisiae.

La levadura S. cerevisiae es considerada como el organismo unicelular eucariotico
modelo por excelencia en el campo de la investigacion basica en biologia. Este
organismo presenta muchas ventajas técnicas, como un cultivo sencillo y
econdmico, con un tiempo de generacion corto y una manipulacion genética facil
y, ademas, la secuenciacion pionera de su genoma, que contiene algo mas de
6000 genes (Goffeau et al., 1996), ha permitido el desarrollo de herramientas post-
gendmicas (Giaever et al., 2002). Para el estudio de genes implicados en
enfermedades humanas en la levadura existen dos aproximaciones. Por un lado,
cuando existe un homodlogo en la levadura del gen, se puede estudiar mediante
experimentos de complementacion de la delecion del gen de la levadura. Por otro
lado, cuando los genes implicados en patologias no estan representados en el
genoma de la levadura, el gen humano puede ser expresado heter6logamente y
medir su efecto mediante la deteccion de un cambio en su fenotipo. En ambos
casos estas estrategias se les ha denominado “humanizaciéon” de la levadura
(Mager y Winderickx, 2005). Si la funcion del gen humano ya es conocida, los
modelos de levadura son de gran importancia para el estudio de las bases
moleculares de mutaciones asociadas a la enfermedad. Las levaduras
“humanizadas” se han empleado para estudios moleculares de enfermedades,
como los sindromes relacionados con la pérdida del ADN mitocondrial (Qian et al.,
2014), pero sobre todo para el estudio de las enfermedades neurodegenerativas
(Tenreiro et al., 2013). Asimismo nuestro equipo de investigacion desarrollé una
levadura “humanizada” para el estudio del cancer mediante la expresion
heter6loga de la ruta oncogénica integrada por las proteinas PI3K, PTEN y AKT
(Rodriguez-Escudero et al., 2005).

Nuestro modelo se basa en que en la levadura S. cerevisiae la sefializacion a
travées de PtdIns(3,4,5)P; no tiene lugar, ya que este organismo carece del
ortdlogo de la PISK de clase | presente en mamiferos. A pesar de ello, S.

cerevisiae codifica algunas proteinas equivalentes a las de la ruta PISK/PTEN/AKT
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en mamiferos (Figura 11): (i) dos ortélogos funcionales de PDK1 (Pkhl y Pkh2),
implicados en la integridad celular y en la endocitosis (Casamayor et al., 1999;
Roelants et al., 2002); (i) un ortélogo de PTEN (Tepl), implicado en la
esporulacién (Heymont et al., 2000; Li y Sun, 1997); (iii) una quinasa de la familia
AGC (Sch9), que carece del dominio PH y esta implicada en la sensibilidad de
nutrientes, biogénesis de ribosomas, iniciacion de la traduccion y control del
tamafo celular, y que ha sido propuesta como ortélogo tanto de AKT (Sobko,
2006) como de S6K (Urban et al., 2007); y (iv) ortélogos de mTORC (TORC)
(Lorberg y Hall, 2004) y de SGK (Serum y Glucocorticoid-regulated Kinase) (Ypk1
y Ypk2) (Roelants et al., 2002). Ademas, S. cerevisiae codifica dos proteinas RAS,
Rasl y Ras2, muy parecidas a las proteinas RAS de mamiferos en la regién N-
terminal, si bien presentan una region C-terminal hipervariable mas larga. Las
proteinas Ras de levadura activan a la adenilato ciclasa, la cual regula el
crecimiento. La doble disrupcién rasl/ras2 es letal en la levadura, y la expresion
heterdloga de la proteina RAS de mamiferos previene dicha letalidad lo que indica

gue su funcién esté conservada (Tamanoi, 2011; Weeks y Spiegelman, 2003).

Mamiferos S.cerevisiae

RARTRATRERARRT
0
_YPK1/ o

0 ?
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PIP, lTepl
?
J L
Reorganizacion Proliferacion celular Citoesqueleto de actina Crecimiento celular
de actina  |nhibicion de la apoptosis Endocitosis Sintesis de proteinas

Figura 11: Representacién esquematica de la via PI3  K/PTEN/AKT en mamiferos y sus
ortélogos en S. cerevisiae. En la levadura de gemacion no hay ortélogos de la clase | de
PISK y no se ha detectado PtdIns(3,4,5)P3. Sin embargo se ha detectado un ort6logo de
PTEN (Tepl), de funcién desconocida. Ademas hay ort6logos de PDK1 (Pkh1/2), de los
complejos mTORC 1/2 (TORC 1/2), y de AKT y S6K (Sch9).
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La expresion en la levadura de las subunidades cataliticas de la PI3K, p110a y
pll0B silvestres no ejerce ningun efecto aparente. No obstante, si son
artificialmente dirigidas a las membranas celulares mediante la secuencia de
prenilacion de H-RAS fusionada en su region C-terminal (p110a-CAAX y p110p3-
CAAX), aumentan los niveles de Ptdins(3,4,5)P; a expensas del Ptdins(4,5)P,, lo
que detiene el crecimiento de la levadura (Andrés-Pons et al., 2007; Rodriguez-
Escudero et al., 2005). El efecto de p110B-CAAX es mas moderado que el de
p110a-CAAX. La inhibicion del crecimiento se debe a la eliminacion de los niveles
de Ptdins(4,5)P,, que son esenciales para la supervivencia de la levadura, ya que
regulan el ensamblaje del citoesqueleto de actina y los anillos de septinas
(Rodriguez-Escudero et al., 2005). Este defecto en el crecimiento depende de la
actividad quinasa de p110, ya que no se observa cuando se expresa una version
de pl10a-CAAX cataliticamente inactiva y es recuperado por inhibidores
competitivos de la PI3K como LY294002 y PI-103 (Fernandez-Acero et al., 2012).
El crecimiento en presencia de p110a-CAAX es totalmente recuperado mediante
la co-expresion con PTEN silvestre, pero no si se expresa un mutante de PTEN
cataliticamente inactivo (Rodriguez-Escudero et al., 2005; Cid et al., 2008;
Rodriguez-Escudero et al., 2015). Ademas, la expresion del mutante oncogénico
de ganancia de funcién p1l10a H1047R acentua la toxicidad para la levadura
incluso en ausencia de sefal de prenilacion, lo que corrobora que la levadura es
sensible a cambios en la actividad catalitica de p110a producidos por mutaciones
patoldgicas relevantes en la clinica (Andrés-Pons et al., 2007; Rodriguez-Escudero
et al., 2005). Por otra parte, la expresion en la levadura de AKT no ejerce ningun
efecto aparente sobre la levadura per se, mientras que si se co-expresa junto con
pl1l0a silvestre, ésta ejerce un efecto activador sobre AKT1, AKT2 y AKT3. En el
caso de AKT1 se observa su relocalizacibn en la membrana celular y su
activacion, lo que produce la inhibicién del crecimiento. Este fenotipo se potencia
cuando se co-expresa con pll0a la mutacion oncogénica de AKT1, E17K,
mientras que con un mutante cataliticamente inactivo de AKT1 que contiene la
mutacion K179M, o con mutantes en residuos esenciales en su dominio PH, no se

observa ningun efecto en la levadura. La toxicidad que genera AKT1 sobre la
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levadura puede ser revertida también mediante la co-expresién de PTEN que
convierte el PtdIns(3,4,5)P; de nuevo en Ptdins(4,5)P, (Rodriguez-Escudero et al.,
2009).

Este sistema heter6logo, ademas de haber sido empleado para monitorizar in vivo
la actividad de mutantes de PI3K, PTEN y AKT encontrados en tumores humanos
(Andrés-Pons et al., 2007; Rodriguez-Escudero et al., 2009; Rodriguez-Escudero
et al., 2011) también se ha utilizado para la identificacién y caracterizacion de
inhibidores de la PI3K con potencial interés farmacoldgico (Fernandez-Acero et al.,
2012) (Figura 12).
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Figura 12. Potencial del modelo de levadura “humani  zada” para el estudio de la ruta
oncogéncia PISK/PTEN/AKT. A. La expresion de p110 de mamiferos hiperactiva (p110%)
provoca la pérdida de la viabilidad de la levadura. Esta viabilidad se puede recuperar
mediante inhibidores de la PI3K o con la expresién de mutantes de pérdida de funcion de
p110 o de genes que regulen negativamente a la PI3K. B. La co-expresion de p110a y AKT
inhibe el crecimiento de la levadura. La union a membranas de GFP-AKT sirve como
marcador in vivo de la produccion de PtdIns(3,4,5)Ps. La presencia de PTEN silvestre
revierte la toxicidad generada por las p110 hiperactivas (apartado A) o por p110a junto a
AKT (apartado B), no obstante no se revierte con mutantes de pérdida de funcién de PTEN
(PTEN.mut). En estos estudios, todos los cDNAs heterélogos se expresan bajo el control
del promotor inducible GAL1.
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OBJETIVOS

Los objetivos planteados para la realizacion de la presente Tesis Doctoral fueron

los siguientes:

1. Utilizacién del modelo de la levadura humanizada que expresa la ruta PI3K para

el estudio de:

* larelacion estructura-actividad de la subunidad catalitica, p110.

e laregulacion de las p110 mediada por las subunidades reguladoras de la
PI3K de clase I.

» implicacion funcional de las mutaciones de la subunidad reguladora p85a,

encontradas en tumores humanos.
2. Estudio de la localizacion subcelular y de las consecuencias funcionales de la

sobre-expresion de p85a y, de forma comparativa, de su version truncada

oncogenica, p65a, en células de mamiferos.
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1. Técnicas de biologia molecular
1.1. Manipulacion de &acidos nucleicos

Las reacciones de PCR se realizaron con la DNA polimerasa termoestable Pwo
(Roche Diagnostics), que posee actividad correctora exonucleasa 3'—5'. Los
productos de la reaccion se visualizaron en geles de agarosa al 1% en tampon
TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA). Posteriormente los geles fueron tefidos
con bromuro de etidio o con el agente intercalante Gel-Red para ser observados
en un transiluminador de luz UV. Para la elucion de los fragmentos de DNA se
utilizé el kit comercial Gene-Clean (Q-BlOgene-BlO0101). Las enzimas de
restriccion, la DNA ligasa y la fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP)
proceden de Roche Diagnostics. Para la realizacion de estas técnicas de biologia
molecular basicas se utilizaron protocolos estandar (Sambrook et al., 1989;
Ausubel et al., 1993).

1.2. Purificacién del DNA plasmidico

Para la obtencion de los plasmidos se transformaron bacterias de Escherichia coli
DH5a (competentes por tratamiento con CaCl,) mediante el protocolo de Hanahan
(Hanahan, 1983), es decir, 1 ul de DNA plasmidico o bien 10 ul de DNA
procedentes de una reaccion de ligacion o de una mutagénesis dirigida se
incubaron con 100 pl de células competentes a las cuales se les aplicé un choque
térmico. Posteriormente se sembraron en medio selectivo LB (Luria-Bertani) (1%
bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% NaCl) con ampicilina 100 pg/ml a
37°C durante 24 horas. El DNA plasmidico de las colonias obtenidas fue extraido

por dos métodos en funcidon de nuestros requerimientos:

-Purificacién a pequefia escala (miniprep): las colonias de E. coli transformadas se
incubaron en 3 ml de LB+ampicilina 100 pg/ml en agitacion a 37°C durante toda la
noche. A partir de estos cultivos se llevd a cabo el protocolo de lisis alcalina y
precipitaciéon del DNA. En ocasiones se empleé el kit comercial QIAquick Plasmid
Mini-Kit (Qiagen).
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-Purificacion a gran escala (maxiprep) utilizando el kit Plasmid DNA purification
(Machery-Nagel). Este método se emple6 cuando se precisaba mayores
cantidades de DNA vy se realiz6 a partir de las colonias de E. coli crecidas en 250-
500 ml de LB+ampicilina con agitacion a 37°C durante todo la noche.

1.3. Mutagénesis dirigida

Para introducir mutaciones puntuales sobre una secuencia de DNA presente en un
plasmido, se utilizé el kit para mutagénesis dirigida QuikChange (Stratagene). La
reaccion de PCR mutagénica se realizdé con la polimerasa de alta procesividad,
Pfu Turbo (Stratagene), con oligonucleétidos disefiados especificamente para
cada mutacion y con el plasmido sin la mutaciéon como molde. Para eliminar de la
mezcla de PCR final el plasmido molde, se incubd esta mezcla con la enzima
Dpnl, asi se consiguid digerir exclusivamente las cadenas de DNA metiladas
procedentes del DNA molde dejando intactas las de nueva sintesis no metiladas
gue contienen la mutacion (Weiner et al., 1994). Todas las mutaciones generadas

fueron comprobadas mediante secuenciacion de DNA, llevada a cabo por la
Unidad de Gendmica de la UCM o por el servicio de secuenciacion del CIPF. Los

oligonucleétidos empleados para PCR y secuenciacion de DNA estan descritos en
la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucledtidos

PLASMIDO SECUENCIA
Oligonucleétidos para mutagénesis

Fw: GGTTGGAAGAAGGCTTGAAGAAGCAG

P85a D548G Rv: CTGCTTCTTCAAGCCTTCTTCCAACC
p85a N564D Fw: CAAACGCATGGACAGTATTAAGCCG
Rv: CGGCTTAATACTGTCCATGCGTTTG
p85a-CAAX D13V Fw: CAGAGCACTGTACGTGTACAAGAAGGAG
Rv: CTCCTTCTTGTACACGTACAGTGCTCTG
p85a-CAAX N260S Fw: CAAAAACCTTTTGTCTGCAAGAGTCC

Rv: GGACTCTTGCAGACAAAAGGTTTTTG

p85a-CAAX G376R Fw: CCTAGGAAAGGACGGAATAACAAATTAA
Rv: TTAATTTGTTATTCCGTCCTTTCCTAGG

p85a-CAAX K379E FW:AGGAGGAAATAACGAGTTAATCAAAATCT
RV:AGATTTTGATTAACTCGTTATTTCCTCCT
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p85a-CAAX AK459 Fw: CAATTTCAAGAA-AGTCGGGAATATGA
Rv: TCATATTCCCGACT-TTCTTGAAATTG

p85a-CAAX D560Y Fw: CCGAGAGATCTACAAACGCATGAAC
Rv: TTCATGCGTTTGTAGATCTCTCGG

p85a-CAAX N564D Fw: CAAACGCATGGACAGTATTAAGCCG
Rv: CGGCTTAATACTGTCCATGCGTTTG

p85a-CAAX R574T Fw: CTCATCCAGTTGACTAAGACAAGAGAC
Rv: GTCTCTTGTCTTAGTCAACTGGATGAG
p85a-CAAX E666K Fw: GTAGTGGTAGACGGCAAAGTCAAGCATTGC

Rv: GCAATGCTTGACTTTGCCGTCTACCACTAC

p85a-CAAX SE08A Fw: GAAGATCAATACGCCCTGGTAGAAGAT
Rv: ATCTTCTACCAGGGCGTATTGATCTTC

p85a-CAAX S608E Fw: GAAGATCAATACGAACTGGTAGAAGAT
RV:ATCTTCTACCAGTTCGTATTGATCTTC
Myr-p110 a E545K FW:CCTCTATCTGAAATCACTAAGCAAGAGAAAGATTTT

RV:CCACAGAAAATCTTTCTCTTGCTTAGTGATTTCAGA

* Oligonucledtidos para truncaciones y para la adicié n de la caja -CAAX

p110a A1-107 con/sin

CAAX Fw: CGCCAAGCTTCGTGAAGAAAAGATCCTCAAT

pl10a A1-154-CAAX Fw: CGCCAAGCTTGATCTTAATTCACCTCATAGTAG

p110a Al-186 con/sin

CAAX Fw: CGCCAAGCTTAAAGGGCAAATAATAGTGGTGAT

21108 A1-117 con/sin Fw: CGCCAAGCTT CCAGGGGAAAAATTAGACTCAA

p110B A1-190 con/sin | b\ cGCCAAGCTT AAACTTTATGGGGGAAAGCTCAT

CAAX
p85a Y463* Rv: CCGGTCGACTCATTCCCGACTTTTTTCTTGAAATT
p85a R301* Rv: CCGGTCGACTCACTCATTCCATTCCGTTGAGATTAA
Rv: CCGCTCGAGTCAAGAGAGCACACACTTACACTCATTCCATTCCGTT
_ *
p85a-CAAX R301 GAGATTAAA

850-CAAX Rv: CCGGTCGACTCAAGAGAGCACACACTTACATCGCCTCTGTTGEGC
pooa- ATATAC

650-CAAX Rv: CCGGTCGACTCAAGAGAGCACACACTTACAGATGAGGTCCGGCTT
pooa- AATACT

p65p Rv: CCGGTCGACTCACATGAGGTCCGGCTTGAGGC

* Oligonucleodtidos para la secuenciacion

Fw: TAAGTTGGGTAACGCCAGGG

YCPLG Rv: CAGGCTTTACACTTTATGCTTC
YES3 Fw: CGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAA

P Rv: GCGGCCCTCTAGGATCAGC

PRK5 Fw: CGATTTAGGTGACACTATAGAATA

Rw: GATGCTATTGCTTTATTTGTAAC

Los nucleotidos sustituidos para mutagénesis y la secuencia reconocida por las enzimas de
restriccibn estan marcados en negrita. Todas las secuencias se representan en direcciéon
5a3.
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1.4. Plasmidos

Los plasmidos utilizados y desarrollados en este trabajo se describen en la Tabla

2. Todas las construcciones de las subunidades cataliticas de PI3K llevan un

epitopo Myc N-terminal. Las construcciones de las subunidades reguladoras de

PI3K llevan en la region N-terminal un epitopo HA

Tabla 2. Plasmidos

CONSTRUCCION CARACTERISTICAS FUENTE
» Subunidades cataliticas de PI3K (p110) en YCpLG
YCpLG Vector de expresion centromérico en levaduras que | L. Bardwell y
contiene la secuencia del promotor GAL1l y el | J. Thorner
marcador auxotrofico LEU2 (Univ. de
California)
YCpLG-p110a Subunidad catalitica p110a bovina (Andrés-Pons
et al., 2007)
YCpLG-p110a-CAAX Subunidad catalitica p110a bovina fusionada en 3" | (Rodriguez-
con la secuencia de la sefial de prenilacion de RAS Escudero et
al., 2005)
YCpLG-p110a-CAAX p110a-CAAX con la mutacion K802R que elimina su | (Rodriguez-
K802R actividad catalitica Escudero et
al., 2005)
YCpLG-p110a C2 p110a con las mutaciones K410A, R412A, K413Ay Teresa
K416A en el dominio C2 Fernandez-
Acero.
Tesis Doctoral
YCpLG-pl110a K227E pl10a portadora de la mutacion K227E en el | Teresa
dominio RBD Fernandez-
Acero.
Tesis Doctoral
YCpLG-p110a-CAAX p110a-CAAX portadora de la mutacién K227E en el Teresa
K227E dominio RBD Fernandez-
Acero.

Tesis Doctoral

YCpLG-p110a H1047R

pl110a con la mutacidon oncogénica H1047R en el

(Andrés-Pons

dominio quinasa et al., 2007)
YCpLG-p110a E545K pll0a con la mutacién oncogénica E545K en el | (Andrés-Pons

dominio helical et al., 2007)
YCpLG-p110a p110a que contiene la secuencia correspondiente a Amparo

Andrés-Pons

quinasa)

A1-693 los residuos 694-1068 (dominio quinasa)
YCpLG-p110a pl10a-CAAX que contiene la  secuencia | Amparo
A1-693-CAAX correspondiente a los residuos 694-1068 (dominio | Andrés—Pons
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YCpLG-p110a
A1-330

pll0a que contiene la secuencia correspondiente a
los residuos 331-1068 (dominios C2, helical y
quinasa)

Amparo
Andrés—Pons

YCpLG -p110a
A1-330-CAAX

p110a que contiene la secuencia correspondiente a
los residuos 331-1068 (dominios C2, helical y
quinasa)

Amparo
Andrés—Pons

YCpLG-p110a pl10a que contiene la secuencia correspondiente a | Esta Tesis
A1-186 los residuos 187-1068 (dominios RBD, C2, helical y | Doctoral
quinasa)
YCpLG-p110a pl10a-CAAX que contiene la  secuencia | Esta Tesis
A1-186-CAAX correspondiente a los residuos 187-1068 (dominios | Doctoral
RBD, C2, helical y quinasa)
YCpLG-p110a pl110a-CAAX  que contiene la  secuencia | Esta Tesis
A1-154-CAAX correspondiente a los residuos 155-1068 (parte del | Doctoral
espaciador ABD-RBD y los dominios RBD, C2,
helical y quinasa)
YCpLG-p110a pll10a que contiene la secuencia correspondiente a | Esta Tesis
A1-107 los residuos 108-1068 (espaciador ABD-RBD y los | Doctoral
dominios RBD, C2, helical y quinasa)
YCpLG-p110a pl110a-CAAX  que contiene la  secuencia | Esta Tesis
A1-107-CAAX correspondiente a los residuos 108-1068 (espaciador | Doctoral
ABD-RBD y los dominios RBD, C2, helical y quinasa)
YCpLG-Myr-p110a Subunidad catalitica p110a humana fusionada en 5" | Teresa
con una secuencia de miristoilacion Fernandez
Tesis Doctoral
YCpLG-Myr-p110a E545K Myr-p110a con la mutacién oncogénica E545K Esta Tesis
Doctoral
YCpLG-p110B Subunidad catalitica p110@ humana (Andrés-Pons
et al., 2007)
YCpLG-p110B CAAX Subunidad catalitica p110p humana fusionada en 3" | (Andrés-Pons
a la secuencia de la sefial de prenilacion de RAS et al., 2007)
YCpLG-p110B pl10B que contiene la secuencia correspondiente a | Amparo

A1-700 los residuos 701-1070 (dominio quinasa) Andrés—Pons
YCpLG-p110B pl10B-CAAX  que  contiene la  secuencia | Amparo
A1-700-CAAX correspondiente a los residuos 701-1070 (dominio | Andrés—Pons

quinasa)

YCpLG-p1108
A1-329

pl10B que contiene la secuencia correspondiente a
los residuos 330-1070 (dominios C2, helical y
quinasa)

Amparo
Andrés—Pons

YCpLG-p1108

pl10B-CAAX que contiene la  secuencia

Amparo

A1-329-CAAX correspondiente a los residuos 330-1070 (dominios | Andrés—Pons.
C2, helical y quinasa)

YCpLG-p110B p110B que contiene la secuencia correspondiente a | Esta Tesis

A1-190 los residuos 191-1070 (dominios RBD, C2, helical y | Doctoral
quinasa)

YCpLG-p110B pl10B-CAAX que contiene la  secuencia | Esta Tesis

A1-190-CAAX correspondiente a los residuos 191-1070 (dominios | Doctoral
RBD, C2, helical y quinasa)

YCpLG-p110B p110B que contiene la secuencia correspondiente a | Esta Tesis

A1-117 los residuos 118-1070 (dominios RBD, C2, helical y | Doctoral

quinasa)
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YCpLG-p110B pl10B-CAAX que contiene la  secuencia | Esta Tesis

A1-117-CAAX correspondiente a los residuos 118-1070 (dominios | Doctoral
RBD, C2, helical y quinasa)

YCpLG-p1108 Subunidad catalitica p1108 de ratéon subclonada a Esta Tesis
partir del plasmido pRK5-p1106 Doctoral

YCpLG-p11086-CAAX Subunidad catalitica p110d de ratén subclonada a | Esta Tesis
partir del plasmido pRK5-p1105-CAAX Doctoral

YCpLG-p110y Subunidad catalitica p110y humana subclonada a | Esta Tesis
partir del plasmido pRK5-p110y Doctoral

YCpLG-p110y-CAAX Subunidad catalitica p110y humana subclonada a | Esta Tesis
partir del plasmido pRK5-p110y-CAAX Doctoral

» Subunidades reguladoras de PI3K en pYES3 C/T (levad

PYES3 C/T

Vector de expresion de levadura derivado del vector
pPYES2. Contiene el promotor inducible por galactosa
GAL1 y el marcador auxotrofico TRP1

ura) y pRK5 (mamiferos)

Invitrogen

pPRK5

Vector de expresibn en mamiferos. Todas las
construcciones en pRK5 contienen un epitopo HA en
posicion N-terminal

Addgene

PYES3-p85a

Subunidad reguladora p85a murina obtenida por
PCR vy subclonada a partir de pCG HA-p85a
(Jiménez et al.,1998)

Amparo
Andrés—Pons

pPYES3-p85a-CAAX Insercion del producto de PCR que contiene la | Esta Tesis
secuencia de p85a fusionada en 3" con la secuencia | Doctoral
de una sefial de prenilacién en el vector pYES3
pRK5-p85a Subunidad reguladora de p85a murina subclonada | Amparo
de pYES3-p85a Andrés—Pons
PYES3-p65a Plasmido pYES3-p85a que contiene la secuencia | Amparo

correspondiente a los residuos 1-571 (dominios
ABD, GAP, RBD, nSH2 y parte del iSH2)

Andrés—Pons

pYES3-p65a-CAAX Insercion del producto de PCR que contiene la | Esta Tesis
secuencia de p65a fusionada en 3" con la secuencia | Doctoral
de una sefial de prenilacion en el vector pYES3
pRK5-p65a Subunidad reguladora de p65a murina subclonada | Amparo
de pYES3-p85a Andrés-Pons
pPYES3-p55a Contienen el cDNA de ratén de la subunidad | Amparo
reguladora de p55a clonada en los plasmidos pYES3 | Andrés-Pons
pRK5-p55a y pRK5
pPYES3-p50a Contienen el cDNA de ratén de la subunidad | Amparo
reguladora de p50a clonada en los plasmidos pYES3 | Andrés-Pons
pRK5-p50a y pRK5
pPYES3-p858 Contienen el cDNA humano de la subunidad | Amparo
reguladora de p85pB clonada en los plasmidos pYES3 | Andrés—Pons
PRK5-p858 y pRK5
pPYES3-p658 Insercion del producto de PCR de la secuencia | Esta Tesis
correspondiente a los residuos 1-568 de p85B en el | Doctoral
PRK5-p658 vector pRK5 y subclonada en el vector pYES3
pPYES3-p55y Contienen el cDNA humano de la subunidad | Amparo
reguladora de p55y clonada en los plasmidos pYES3 | Andrés-Pons
PRK5-p35y y pRK5
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pPYES3- pl101 Contienen el cDNA humano de la subunidad | Amparo
reguladora de p101 clonada en los plasmidos pYES3 | Andrés-Pons
pRK5-p101 y pRK5
pPYES3-p85a D548G Plasmido pYES3-p85a que contiene de forma | Esta Tesis
individual las mutaciones encontradas en tumores | Doctoral
PYES3-p85a N564D humanos: D548G, N564D, Y463* y R301%
N generadas por mutagénesis dirigida como se indica
PYES3-p85a Y463 en el apartado 1.3
pYES3-p85a R301*
pPYES3-p85a.CAAX D13V Plasmido pYES3-p85a-CAAX que contiene de | Esta Tesis
forma individual las mutaciones D13V, N260S, | Doctoral
PYES3-p85a-CAAX N260S G376R, K379E, delk459, D560Y, N564D, R574T,
S608A, S608E, E666K y R301*. Todas ellas han
PYES3-p85a-CAAX N260Y | sjdo generadas por mutagénesis dirigida como se
DYES3-p85a-CAAX G376R indica en el apartado 1.3
PYES3-p85a-CAAX K379E
pYES3-p85a-CAAX AK459
pPYES3-p85a-CAAX N564D
PYES3-p85a-CAAX R574T
pPYES3-p85a-CAAX S608A
pYES3-p85a-CAAX S608E
pPYES3-p85a-CAAX E666K
pYES3-p85a-CAAX R301*
pRK5-p85a N564D Plasmido pRK5-p85a que contiene la mutacion | Esta Tesis
oncogénica N564D generada por mutagénesis | Doctoral
dirigida como se indica en el apartado 1.3
» Otros plasmidos para levadura
pPYES2 Vector de expresion episébmico de levadura. | Stratagene
Contiene el promotor inducible por galactosa GAL1 y
el marcador auxotréfico URA3
pYES2-K-RAS G12V Secuencia humana de K-RAS con la mutacion | Esta Tesis
oncogénica G12V (P. Crespo) subclonada en el | Doctoral
vector pYES2
pPYES2-PTEN Contiene la secuencia humana completa del | (Rodriquez-
supresor tumoral PTEN clonada en el vector pYES2 Escudero et
al., 2005)
PYES2-PTEN C124S Plasmido pYES2-PTEN con la mutacion C124S que | (Andrés-Pons
elimina su actividad catalitica etal ., 2007)
 Otros plasmidos para mamiferos
pCDNA3-Akt1(PH)-GFP Plasmido que contiene el dominio PH de Aktl | (Weernink et
fusionado con GFP al., 2000)
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2. Métodos de trabajo en el modelo experimental de  levadura
2.1. Cepa de levadura y medios de cultivo

La cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada fue YPH499 (MATa ade2-101 trp1-
63 leu2-1 ura3-52 his3-A200 lys2-801). El medio de cultivo general no selectivo fue
YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa) liquido o sdlido en
placas con agar (2%). EI medio sintético (SD) contenia 0,17% base nitrogenada
sin aminoacidos, 0,5% sulfato amoénico y 2% glucosa, y fue suplementado con los
aminoacidos apropiados en funcion de las auxotrofias de los plasmidos
correspondientes. Los medios SG y SR contenian 2% galactosa o 1,5% rafinosa,

en vez de glucosa, respectivamente.

2.2. Transformacion de la levadura y condiciones de crecimiento

Los cultivos de levadura fueron transformados siguiendo el protocolo de
transformacion con acetato de litio (Ito et al.,, 1983). Para la obtencion de
transformantes, las levaduras se cultivaron a partir de un preindculo y se dejaron
crecer hasta una DO nmy de 1. Se centrifugaron 10 ml de cultivo a 2500 rpm
durante 1 minuto y las células recogidas fueron resuspendidas en 500 pl de una
mezcla compuesta por un 40% polietilenglicol 4000, 0,2 M acetato de litio y 1 pl/ml
de B-mercaptoetanol. A esta mezcla final se le afiadieron 0,6 mg de DNA y se
incub6é a temperatura ambiente durante 10 minutos, después se incubaron en
agitacion a 45°C durante 30 minutos. Finalmente, se sembraron en placas de
medio SD selectivo, en funcién del marcador auxotréfico del plasmido, y se

incubaron 3 dias a 30°C para la obtencién de transformantes.

2.3. Obtencion de extractos proteicos de levadura

Para la obtencion de los extractos proteicos, los transformantes se incubaron en
medio de cultivo SR durante 18 horas a 30°C y luego se indujo la expresion de las

proteinas ajustando los cultivos a una DOggo nmy de 0,3 en nuevo medio de cultivo
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SR y afadiendo galactosa a una concentracion final del 2%, seguido de
incubacién durante 6 horas a 30°C en agitacion. Las células se recogieron por
centrifugacion a 3000 rpm durante 3 minutos a 4°C y se resuspendieron en
tampon de lisis frio (50 mM Tris-HCI pH=7,5, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 0,1%
SDS, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA); ademas para evitar la degradacion de las
proteinas se afadieron por cada 1 ml, 100 pyl mezcla de inhibidores de proteasas
(Complete Mini EDTA Free, Roche) y 100 yl PMSF 0,1 M. Los lisados de células
se transfirieron a tubos que contenian bolas de vidrio de 1 mm de diametro
(Sartorius) que se procesaron en un agitador de células Fast Prep (FP120/BIO101
ThermoSavant) mediante agitacion durante 30 segundos a una intensidad de 5,5.
Tras la ruptura mecénica se separd el sobrenadante por centrifugacion a 12000
rpm durante 5 minutos a 4°C y se cuantificd la concentracion de proteina de los
extractos midiendo su absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Beckman
DV 640 (1 unidad de DO,sonm) COrresponde aproximadamente a una concentracion
de 1 mg/ml de proteina). A continuacion a los extractos se afiadié tampon de carga
SDS-PAGE 2X (125 mM Tris-HCI pH=6,8, 5% SDS, 25% glicerol, azul de
bromofenol y 200 yl de DTT 1M por cada ml de tampén de carga) y se calentaron
a 99°C durante 5 minutos para su desnaturalizacién. Las muestras ya preparadas
se cargaron en un gel de electroforesis o se conservaron a -20°C para su posterior

utilizacion.

2.4. Ensayo de crecimiento en gota mediante dilucio  nes seriadas decimales

Para llevar a cabo este ensayo los transformantes se incubaron durante 18 horas
en medio SD que carecia de los correspondientes requerimientos auxotroéficos
para el mantenimiento de los plasmidos; estos cultivos se diluyeron con agua
estéril hasta obtener una DOggonm) de 0,5 y se hicieron 3 diluciones seriadas 1/10.
Se depositaron alicuotas de 5 pl de cada suspensiéon sobre placas de SD, como
control de crecimiento y de SG, para inducir la expresiéon de los genes regulados

por el promotor GAL1. Se incubaron a 30°C durante dos o tres dias.
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3. Cultivos de células de mamiferos
3.1. Lineas celulares

Las células COS-7 (linea celular de rifibn de mono) se cultivaron en DMEM (medio
de Eagle modificado por Dulbecco) complementado con 5% FBS (suero bovino
fetal), ImM L-GIn, 100 U/ml penicilina y 0,1 mg/ml estreptomicina. Las células
MCF-7 (células de carcinoma mamario humano) se cultivaron en RPMI (medio de
Roswell Park Memorial Institute) complementado con 10% FBS, 1 mM L-GIn, 100
U/ml penicilina y 0,1 mg/ml estreptomicina.

3.2. Método de transfeccion

Las dos lineas celulares se transfectaron con FUGENE 6™ (Roche Diagnostics)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las células se incubaron a 37°C en
una atmosfera del 5% CO, y se procesaron 48-72 horas postransfeccion.

3.3. Lisis de cultivos celulares

Antes de proceder a lisar las células, se realiz6 un lavado con PBS (1,85 mM
NaH,PO,, 8,4 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl) a 4°C, posteriormente se afiadi6 el
tampon de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1 mM
PSMF, 1 mg/ml aprotinina, 100 mM NaF, 20 mM Na4P,0;, 2 mM NazVO,) a 4°C.
Los lisados se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos a 4°C y los
sobrenadantes obtenidos se utilizaron para los distintos ensayos. Para calcular la
concentracion de proteinas en las muestras, se utilizo el método de Bradford (BIO-
RAD protein assay) o midiendo la absorbancia a 280 nm de los extractos en un
espectrofotdmetro Beckman DV 640.
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4. Deteccion de proteinas mediante  Western blotting
4.1. Electroforesis de proteinas

Para la separacion electroforética de proteinas se utilizé el método de Laemmi
(Laemmli, 1970). Las muestras de proteinas fueron resueltas mediante geles de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) en condiciones
reductoras. Se utilizaron marcadores de masa molecular pretefiidos para estimar

el tamafio de las proteinas (Sigma-Aldrich y Bio-Rad).

4.2. Transferencia e hibridaciéon

Los geles de poliacrilamida fueron transferidos a membranas de difluoruro de
polivinilideno (Hybond-P Amersham, GEHealthcare) activadas con metanol o a
membranas de nitrocelulosa (Hybond, Amersham). El bloqueo de las membranas,
los lavados y la dilucion de los anticuerpos primarios y secundarios conjugados
con peroxidasa se realizaron con el tampon NET-gelatina (50 mM Tris-HCI pH 7,4,
150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,05% Triton X-100, 0,25% gelatina). Cuando el
inmunoblot se procesoé con el sistema LI-COR, se bloque6 con leche al 5% diluida
en PBS, se hicieron los lavados con PBS-Tween-20 0,1%, para la dilucién de los
anticuerpos primarios y de los secundarios conjugados a un fluorocromo (LI-COR)
se utilizé una solucion de PBS-Tween-20 al 0,1% y 1% de leche. Cuando fue
necesario deshibridar las membranas para su posterior hibridacion, éstas se
incubaron dos veces durante 5 min a 37°C con solucion de stripping (0,2 N NaOH,
1% SDS).

Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa empleados fueron anti-
raton IgG, anti-conejo IgG (Promega Corporation). Los anticuerpos secundarios
conjugados con un fluorocromo utilizados fueron anti-conejo IgG-IRDyeR 800CW y
anti-ratén IgG-Alexa FluorR 680 (LI-COR Biosciences).
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4.3. Revelado

La deteccion de los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa se realizo
por quimioluminiscencia, utilizando reactivos POD de Roche Diagnostics o ECL
Advance (Amersham) y realizando exposiciones en X-ray films (Kodak BioMax
MS). Las bandas de los Western blots se cuantificaron utilizando el programa
ImageJ (Rasband 1997-2011). La deteccién de los anticuerpos secundarios
conjugados a un fluorocromo (LI-COR) se realiz0 mediante el escaner de
membranas Odyssey (LI-COR).

5. Inmunofluorescencia

Se utilizaron células COS-7 crecidas sobre cubreobjetos previamente recubiertos
con poli-L-Lys (10 pg/ml, Sigma). Las células se transfectaron y, 48 horas
después, se fijaron con 4% p-formaldehido o con 4% formalina (Sigma) durante
20 minutos a 4°C, se permeabilizaron con PBS-Triton X-100 al 0,2% durante 10
minutos y se bloquearon con PBS-BSA al 3% (solucién de bloqueo). Se incubaron
con los anticuerpos primarios correspondientes diluidos en solucién de blogueo
durante una hora a 37°C, se lavaron con la misma solucion y se incubaron con los
anticuerpos secundarios conjugados con una sonda fluorescente (Alexafluor,
Invitrogen) adecuados durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los nucleos
fueron marcados con Hoescht 33258 o DAPI durante 10 minutos. Tras el montaje
sobre un portaobjetos con FA Mounting fluid (Becton Dickinson), las muestras se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss o en un Eclipse TE 2000U
(Nikon), en el cual las imagenes digitales eran captadas mediante la utilizacion de
una cdmara Orca C4742-95-12ER (Hamamatsu) y procesadas con el software
HCImage (Hamamatsu). Las imagenes de microscopia confocal fueron captadas
mediante la utilizacion de un microscopio laser confocal y multifotéon (Leica SP-2
AOBS) (centro de microscopia de fluorescencia de la UCM). Para analisis
cuantitativos de la distribucion subcelular, los experimentos fueron repetidos al

menos tres veces y en cada uno se contaron al menos 100 células co-
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transfectadas. Los anticuerpos secundarios empleados fueron anti-rata-Alexafluor-
594, anti-conejo-Alexafluor-488 y anti-cabra-Alexafluor-594 (Invitrogen).

6. Anticuerpos

Tabla 3: Anticuerpos primarios

Anticuerpos

Tipo

Anti-AKT
Anti-fosfo-AKT(Ser473)*
Anti-fosfo-AKT(Thr308)*
Anti-GAPDH
Anti-G6PDH

Anti-PTEN (2824)

Anti-HA (12CA5)
Anti-HA (3F10)
Anti-Myc
Anti-Rab5

Anti-EEA1

Policlonal de conejo. Cell Signaling (9272)

Monoclonal de conejo. Cell Signaling (193412) (4058)

Policlonal de conejo. Cell Signaling (9275)

Monoclonal de ratén. Santa Cruz Biotechnology (6CS): sc-32233
Policlonal de conejo. Sigma

Policlonal de conejo que reconoce la region N-terminal de PTEN.
Obtenido en nuestro laboratorio. Andrés-Pons et al (2005).

Monoclonal de ratén. Roche Applied Science (11583816001)
Monoclonal de rata. Roche Applied Science (11867423001)
Monoclonal de ratén. Millipore (4 A6)

Policlonal de conejo. Abcam (ab18211)

Policlonal de cabra. Santa Cruz Biotechnology (N-19) sc-6415

*En los experimentos de Western blot se ha utilizado una mezcla de anti fosfo-AKT (Ser473) y anti
fosfo-AKT (Thr308).
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1. Expresion heterdloga de las subunidades cataliti  cas (p110) de la

PI3K de clase | en Saccharomyces cerevisiae

1.1. Actividad in vivo de las subunidades cataliticas (p110) de la PIBK d e

clase | en la levadura

Estudios previos en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto que la expresion
heter6loga en S. cerevisiae de pl110a y pl110B con una sefal de prenilacién C-
terminal de H-RAS que las dirige a la membrana (p110a-CAAX y p110B-CAAX),
genera PtdIns(3,4,5)P; de forma concomitante a la disminucion de Ptdins(4,5)P,,
un fosfoinositido esencial para S. cerevisiae. Esto conlleva una inhibicion del
crecimiento de la levadura, o que no se observaba mediante expresion de las
formas de pl110 carentes de la sefial de prenilacion. Ademas, el efecto de
inhibicibn de crecimiento de pl1l0B-CAAX resultaba mas moderado que el
causado por pl10a-CAAX (Rodriguez-Escudero et al., 2005; Andrés-Pons et al.,
2007). Sobre estos antecedentes, decidimos estudiar el efecto del resto de las
subunidades cataliticas de clase | en la levadura, para lo cual clonamos en
vectores de expresion regulable por galactosa los cDNAs correspondientes a
pl10d6 y pllOy fusionados con un epitopo Myc en su extremo N-terminal.
Observamos que tanto pl1106 y pllOy silvestres como sus versiones con
secuencia de prenilacién (p11086-CAAX y p110y-CAAX) no muestran ningun efecto
sobre el crecimiento de la levadura (Figura 13 A), si bien no fue posible verificar la
expresion por inmunoblot de p110d (Figura 13 B). Este resultado sugiere que de
entre todas las subunidades cataliticas (p110) de clase |, tienen suficiente
actividad catalitica intrinseca como para eliminar de forma critica el Ptdins(4,5)P,

de S. cerevisiae tan solo las formas preniladas de p110ay p110p8.
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A Galactosa Glucosa

kDa

| anti-G6PDH

Figura 13. Expresion en la levadura de todas las p110 de clase I. A. La cepa YPH499
fue transformada con el vector YCpLG (marcador auxotrofico LEU2) vacio o con las
subunidades cataliticas de PI3K (p110) silvestres o con la sefial de prenilacion de H-RAS
(CAAX). Este plasmido expresa las proteinas indicadas bajo el control del promotor
inducible por galactosa GALl. Se incubaron diluciones seriadas de cultivos de
transformantes en medios sintéticos en condiciones inductoras (galactosa) o represoras
(glucosa) de la expresion de las proteinas. B. Expresion de las distintas formas de p110 en
la levadura, determinada mediante Western blot de lisados celulares con anticuerpo anti-
Myc (todas las construcciones de p110 en YCpLG llevan un epitopo Myc en la region N-
terminal). Se utilizé un anticuerpo anti-G6PDH como control de carga.
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1.2. Dominios necesarios para la actividad de p110  en la levadura

Con el objeto de definir la minima extension N-terminal necesaria para la funcion
de p110 mediante este modelo de expresion heteréloga, se generaron versiones
truncadas del extremo N-terminal de p110 y se analiz6 su capacidad de inhibir el
crecimiento de la levadura. En trabajos anteriores de nuestro grupo de
investigacion, se habia demostrado que los dominios ABD y RBD son necesarios
para la actividad de p110a y p1108 en la levadura (Amparo Andrés-Pons y Rafael
Pulido, resultados no publicados). Continuando con este estudio, generamos las
construcciones p110a A1-186 y p1108 A1-190, que carecen del dominio ABD y del
espaciador ABD-RBD. Observamos que perdian la capacidad de inhibir el
crecimiento de la levadura, incluso en presencia de la secuencia CAAX (Figura 14
y 15). A continuacién, generamos las construcciones p110a A1-107 y p110B Al-
117, que carecen del dominio ABD, y observamos que mantenian la capacidad de
inhibir el crecimiento de la levadura cuando estaban fusionadas a la secuencia
CAAX (Figura 14 y 15). Ademas, el efecto de inhibicion de crecimiento de p11083
A1-117-CAAX fue mayor al observado con p110B3-CAAX, mientras que el efecto de
inhibiciéon de p110a A1-107-CAAX fue menor al observado con pl110a-CAAX. A
continuacién, generamos la truncacion pl1l0a-CAAX Al-154, que carece del
dominio ABD y de parte de la regién N-terminal del espaciador ABD-RBD, y
observamos que no era activa (Figura 14 ). Estos resultados permiten concluir que
el dominio ABD es prescindible para la actividad catalitica de p110 in vivo en el
sistema heter6logo, mientras que el espaciador ABD-RBD es necesario para

mantener una estructura funcional.
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Glucosa

A Espaciador
N-terminal ~ ABD-RBD C-terminal
p1 10a I RED I [ @ l Crecimiento de
la levadura
1 Silvestre -CAAX
108 A1-107  -CAAX  *-
155 A1-154  -CAAX ++
187, A1-186  -CAAX ++
331 A1-330  -CAAX ++
694 A1-693  -CAAX ++
B Galactosa

p110a-CAAX
p110a A1-107
p110a A1-107-CAAX
p110a A1-154-CAAX
p110a A1-186 |
p110a A1-186-CAAX

Figura 14. El dominio ABD es prescindible para el e  fecto inhibidor de p110 a sobre el
crecimiento de la levadura. A. Esquema de las truncaciones N-terminales de pl110a-
CAAX vy fenotipo de crecimiento causado en la levadura. Fenotipo de crecimiento de la
levadura: ++, crecimiento normal de la levadura (similar al control con el vector vacio); +,
crecimiento intermedio; +/-, crecimiento muy limitado; -, inhibicién total de crecimiento
(similar al que se da con pll0a-CAAX). B. Las levaduras se transformaron con las
versiones truncadas N-terminales indicadas e introducidas en p110a o p110a-CAAX en el
vector YCpLG. Los transformantes fueron crecidos y tratados como en la Figura 13 A.

Espaciador
N-terminal ABD-RBD C-terminal

Crecimiento de
la levadura

profRl [ reo [[ 2 | EENSARN]  oumesa |
1

Silvestre

118

A1-117

191

A1-190

330

A1-329

701

Galactosa

p1108

p110R-CAAX

p110R A1-117

p110R A1-117-CAAX
p110R A1-190
p110B A1-190-CAAX
YCpLG

A1-700

Glucosa

’.

¢ 6000

-CAAX
-CAAX
-CAAX
-CAAX
-CAAX

+
+/-
++
++

++

Figura 15. ElI dominio ABD de p110 P es dispensable para su actividad catalitica

vivo. A. Representacién esquematica y fenotipo de crecimiento de las truncaciones N-
terminales de p110B-CAAX. La simbologia del fenotipo de crecimiento de la levadura es
como en la Figura 14. B. Ensayo de crecimiento en agar, de la levadura transformada con
las truncaciones N-terminales del dominio ABD y de los dominios ABD y RBD introducidas
en YCpLG-p110B o YCpLG-pl1l0B-CAAX, asi como con el vector YCpLG vacio como
control, realizado en las mismas condiciones que en la Figura 13 A.

60



RESULTADOS

1.3. Estudio funcional de los dominios de uniona R AS (RBD) y C2 de p110 en

la levadura

Diversos estudios indican que la interaccién de p110 con RAS mediante el domino
RBD es importante para su funcion (Castellano y Downward, 2011). En trabajos
previos realizados en nuestro laboratorio se observd que la mutacion K227E en
pl10a-CAAX y la equivalente K230E en p110B-CAAX, que eliminan la capacidad
de interaccionar con RAS en células de mamifero (Rodriguez-Viciana et al., 1996)
eran funcionales en la levadura (Teresa Fernandez-Acero, Maria Molina y Victor J.
Cid, resultados no publicados). Ello indica que la actividad de pl1l0 en S.
cerevisiae es independiente de su interaccidon con ortdlogos de RAS de esta
levadura. En este contexto, desedbamos saber si la co-expresion de la forma
oncogénica de K-RAS de mamiferos, K-RAS G12V, que causa una activacion
constitutiva de RAS, seria capaz de modular la funcién de pl110a y p110B en
nuestro modelo de expresion heteréloga. Para ello, co-expresamos K-RAS G12V
con las versiones de p110 silvestres e hiperactivas por prenilacién, asi como con
el mutante pl10a K227E. Observamos una activacion moderada de p110a
(atendiendo a la inhibicién parcial del crecimiento de la levadura) al ser co-
expresada con K-RAS G12V, efecto que no se observo sobre pl10a K227E. Sin
embargo, no se detectd ningun efecto sobre p110B o p110B-CAAX (Figura 16).
Estos resultados sugieren que el papel activador que ejerce RAS sobre la PI3K

puede reproducirse en la levadura, al menos sobre p110a.

Se ha descrito que el dominio C2 de p110a esta involucrado en la asociacion de
pll0a con la membrana a través de un grupo de aminoacidos cargados
positivamente (Gymnopoulos et al., 2007; Huang et al., 2008). Previamente,
mediante el estudio del mutante cuadruple p110a K410A R412A K413A K416A
(p110a C2) generado en nuestro laboratorio, se determiné que la carga de estos
cuatro aminoacidos del dominio C2 eran esenciales en conjunto para la actividad
de p110a en S. cerevisiae (Teresa Fernandez-Acero, Maria Molina y Victor J. Cid,
resultados no publicados). Para comprobar si la activacion por K-RAS G12V seria

capaz de contrarrestar el efecto de las mutaciones de p110a C2, co-expresamos
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K-RAS G12V con pl110a y p110a C2. En la Figura 17 , podemos observar que la
activacion moderada de p110a por K-RAS G12V, no tuvo lugar sobre el mutante
pl10a C2. Este hecho sugiere que el efecto activador de K-RAS G12V sobre
pl10a estd subordinado a una previa union a membranas de p110a a través de su

dominio C2.

K-RAS G12V
+

Galactosa

Glucosa

p110a
p110a-CAAX
p110a K227E

p110a-CAAX K227E

p110B-CAAX

YCpLG [ )

Figura 16. La forma oncogénica de K-RAS, G12V, pote ncia el efecto de p110 a en la
levadura . Crecimiento en agar de S. cerevisiae co-expresando pl110a y K-RAS G12V. Se
co-transformaron las levaduras con el vector pYES2 (marcador nutricional URA3) vacio o K-
RAS G12V (en el vector pYES2) junto con YCpLG-pl110 silvestres, preniladas (-CAAX) y
mutadas o YCpLG vacio. Los transformantes fueron tratadas como en la Figura 13 A.

pYES2 K-RAS G12V
+ +
Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa
p110a
p110a C2
YCpLG [

Figura 17. El mutante oncogénico K-RAS G12V de mami feros no compensa la pérdida
de funcion del mutante p110 a C2. Se co-transformaron levaduras con los plasmidos
YCpLG-pl110a o YCpLG-p110a C2 o YCpLG vacio junto con el vector pYES2 vacio o
pYES2-K-RAS G12V. Las muestras fueron tratadas como en la Figura 13 A.
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2. Expresion y estudio de las subunidades regulador as de la PI3K de

clase |l en S. cerevisiae.

2.1. Co-expresion de las subunidades reguladoras y las subunidades

cataliticas de la PI3K de clase | en la levadura

Tras el analisis de las subunidades cataliticas de la PI3K en el modelo heterélogo
de levadura, decidimos estudiar la influencia de las subunidades reguladoras de
clase | sobre la actividad in vivo de las subunidades cataliticas, incluida la
truncacion oncogénica p65a (residuos del 1 al 571 de p85a) (Jiménez et al., 1998)
y una truncacién equivalente en p85p, p65p (residuos del 1 al 568 de p85p). Las
subunidades reguladoras fueron clonadas en el vector de expresion pYES3/CT
que, al igual que el vector YCpLG portador de las subunidades cataliticas, es
regulable por galactosa. La expresion de las subunidades reguladoras por si solas
no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento de la levadura (datos no mostrados), lo
que implica que no interfieren per se con la fisiologia de este organismo. Los
resultados mostrados en la Figura 18 A y B revelaron que, de todas las
subunidades reguladoras de clase | ensayadas, solo las versiones truncadas p65a
y p65pB, ejercian un efecto activador moderado (mayor inhibicién de crecimiento de
la levadura) sobre pl10B-CAAX. El resto de subunidades reguladoras no
presentaban efecto detectable sobre ninguna de las subunidades cataliticas
silvestres o preniladas. Dado que no fue posible demostrar la expresion de todas
ellas por inmunoblot (Figura 18 C), la falta de efecto de algunas puede deberse a
gue no se expresen de forma estable. Estos resultados indican que, de entre todas
las subunidades reguladoras de clase | ensayadas, S. cerevisiae solo resulta

sensible a la ganancia de funcion de p110B-CAAX causada por p65a y p658.
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A Subunidad reguladora
pYES3 p65a p85a p65p p85p p55a p50a p55y p101
p110a ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
p110 a-CAAX - - - - - - - = -
- p110p ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
=
E | p110-CAAX + +- + +/- + + + + +
3
_g p1108 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
3]
-g p1108-CAAX ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
=
Q
‘3 p110y ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
p110y-CAAX ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
B PYES 3 p65a P65
+ + +
Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa
p110g y ® 'E RS LEX X 0oy
p110B -CAAX ® & @ ¢ » i @09 i

Cc

kDa

100
75

50

® Anti-G6PDH

Figura 18. Efecto de las subunidades reguladoras so  bre las subunidades cataliticas
de clase | en la levadura. A. Tabla que resume el crecimiento de las levaduras
transformadas con las diferentes combinaciones de subunidad catalitica (en el vector
YCpLG) y subunidad reguladora (en el vector pYES3/CT; marcador nutricional TRP1)
tratadas igual que en la Figura 13 A. Los cuadros en gris indican una potenciacion de la
inhibicion del crecimiento en presencia de una subunidad reguladora determinada. Para la
notacién del fenotipo de crecimiento de la levadura empleada, ver Figura 14. B.
Experimentos de crecimiento sobre agar en diluciones seriadas decimales representativos
del efecto activador que ejercen las subunidades reguladoras p65a y p65@ sobre p110B-
CAAX. C. Deteccion de la expresion de las subunidades reguladoras mediante Western blot
con el anticuerpo anti-HA (todas las construcciones de las subunidades reguladoras en
pYES3/CT llevan una fusién N-terminal al epitopo HA). Se verificd por secuenciacion que
los clones eran correctos. Se utilizé un anticuerpo anti-G6PDH como control de carga.

64



RESULTADOS

2.2. Efecto de las subunidades reguladoras sobre ve rsiones mutantes de
pl1l0a en la levadura

La fusion de una sefal de miristoilacion N-terminal a p110a (Myr-p110a), que la
dirige de forma artificial a la membrana, causa una inhibicion de crecimiento de la
levadura, aunque no fue tan agresiva como la causada por la expresion de la
forma prenilada, p110a-CAAX (Teresa Fernandez-Acero, Maria Molina y Victor J.
Cid, resultados no publicados). Asimismo, nuestro grupo describié que la mutacion
oncogénica pl110a H1047R (dominio quinasa) inhibe parcialmente el crecimiento
de la levadura incluso en ausencia de la sefal de prenilacién, mientras que la
mutacion oncogénica descrita en p110a, E545K (dominio helical), no tiene efecto
(Andrés-Pons et al.,, 2007). A continuacion, estudiamos como las subunidades
reguladoras p85a y p65a influyen sobre versiones de pl10a hiperactivas por

prenilacion, miristoilacion o por mutaciones oncogeénicas (Figura 19).

A Subunidad catalitica
p110a- p110a
YCpLG p110a CAAX Myr-p110a | p110a ES545K H1047R
PYES3 ++ ++ - +/- ++ +
Subunidad
p85a ++ ++ - ++ ++ +
reguladora
p65a ++ ++ - + ++ +
B
pYES 3 p85a p65a
+ + +
Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa
p110a
p1100-CAAX
Myr-p110a

Figura 19. Efecto de las subunidades reguladoras p8 5a y p65a sobre versiones
hiperactivas de pl1l0 a. A. Tabla del fenotipo de crecimiento de las levaduras co-
transformadas con las subunidades reguladoras pYES3-p85a o pYES3-p65a junto con
YCpLG-p110a silvestre, prenilado, miristoilado o portador de mutaciones oncogénicas. Los
transformantes fueron analizados como en la Figura 13 A. La notacion empleada
corresponde a la descrita en la Figura 14. Mediante un cuadro gris se indica las
combinaciones donde se observé un efecto. B. Experimentos de crecimiento sobre agar de
diluciones seriadas decimales representativos del efecto inhibidor que ejercen p85a y p65a
sobre Myr-p110a.
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Los resultados muestran que p85a y p65a ejercen un efecto inhibidor (aumento de
crecimiento de la levadura) sobre Myr-p110a, mas acusado en el caso de p85aq,
mientras que no muestran ningun efecto apreciable sobre el resto de las versiones
de p110a. Estos datos indican que también es posible estudiar en S. cerevisiae, la
disminucion de actividad de p110a por la interaccion con la subunidad reguladora.

2.3. Anclaje artificial a la membrana de p85 a y p65a mediante la intoduccion

de un motivo de prenilaciéon C-terminal

2.3.1. p65a-CAAX activa a p110 en la levadura

Los resultados anteriores sugieren que el ensayo de actividad de PI3K in vivo en
la levadura permite detectar la activacion y la inhibicion de la actividad catalitica de
forma dependiente de ciertas mutaciones de pll10a o de la co-expresion con
determinadas subunidades reguladoras. Sin embargo, el sistema no refleja la
hipotética activacion de p110a promovida por la subunidad reguladora oncogénica
p65a, probablemente por defectos en su reclutamiento a la membrana plasmatica
debido a la ausencia de sefiales equivalentes a los receptores RTKs activados
(Barberis et al., 2005; Gunde y Barberis, 2005). Por ello, se generaron
construcciones de p85a y de p65a fusionadas a una secuencia de prenilacion en
su region C-terminal (p85a-CAAX y p65a-CAAX) para dirigirlas a la membrana
plasmatica de forma artificial, intentando reproducir en la levadura el mecanismo
de activacion mediado por los receptores RTKs que se da en las células de

mamiferos.

Se llevaron a cabo co-transformaciones de los plasmidos pYES3/CT-p85a-CAAX y
PYES3/CT-p65a-CAAX con los plasmidos YCpLG que contienen las subunidades
cataliticas de clase IA y IB. En la Figura 20 A se muestra que p85a-CAAX no
ejercié ninguna influencia sobre el efecto de pl110a o pll1l0a-CAAX. Por el
contrario, se observé un fuerte efecto inhibidor sobre Myr-p110a, similar al
obtenido con p85a (apartado 2.2). Por otra parte, p65a-CAAX potencio

notablemente la actividad de pl110a silvestre carente de sefales de prenilacion o

66



RESULTADOS

miristoilacién, lo que concuerda con su papel activador. En el caso de las restantes
isoformas de pl10 de clase |, p85a-CAAX parece restaurar débilmente el
crecimiento de las levaduras que expresan pl10B3-CAAX pero no ejerce ningun
efecto sobre el resto de isoformas de p110 silvestres o preniladas. p65a-CAAX
mostro un efecto activador sobre p110B y p1106 tanto silvestres como preniladas,
pero no sobre p110 de clase IB, p110y (Figura 20 B ). La expresién de p85a-CAAX
y p65a-CAAX, per se, no tiene efecto sobre el crecimiento de la levadura (Figura
20 C). Estos resultados nos permiten concluir que la adicibn de un motivo de
prenilacién a p65a recapitula sus efectos activadores y potencia la actividad de
pl10 en la levadura, en contraste con p85a-CAAX que mas bien manifiesta en

este sistema un efecto inhibidor sobre p110.

A pYES 3 p85a-CAAX p65a-CAAX
+ + +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

p110a
p110a-CAAX
Myr-p110a

p110R8
p110R-CAAX
p1103
p1106-CAAX
p110y
p110y-CAAX

c

Figura 20. Efecto de las subunidades p85 a-CAAX y p65a-CAAX sobre las
subunidades cataliticas de clase | silvestres y pre  niladas. Crecimiento en agar de
diluciones seriadas decimales de co-transformantes del vector pYES3/CT vacio, pYES3/CT-
p85a-CAAX y pYES3/CT-p65a-CAAX con: (A) YCpLG-pllOa silvestre o sus formas
hiperactivadas por una secuencia de anclaje a la membrana (YCpLG-Myr-p110a y YCpLG-
pl10a-CAAX); (B) YCpLG portador de las subunidades cataliticas de clase IA (panel
superior) o de clase IB (panel inferior) silvestres o preniladas; (C) vector YCpLG vacio.
Todos los transformantes fueron tratados como en la Figura 13 A.
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2.3.2. La activacion de p110 a por p65 a-CAAX es dependiente de su actividad
catalitica y su efecto es revertido por PTEN

A continuacion, observamos que la inhibicion de crecimiento observada al co-
expresar pl10a con p65a-CAAX es dependiente de la actividad catalitica de
pl1l0a, ya que la co-expresion de p65a-CAAX con el mutante cataliticamente
inactivo (p110a-CAAX K802R) no inhibe el crecimiento (Figura 21). Ademas, se
ensayo si la supresion del fenotipo de inhibicién era debida directamente a la
actividad catalitica de lipidos de p110. Para ello, se expresé p110a o p110a-CAAX
junto con p65a-CAAX y con la fosfatasa PTEN silvestre o cataliticamente inactiva
(C124S) en un tercer plasmido, pYESZ2. La inhibicion de crecimiento causada por
la expresiéon de p110a-CAAX, o por la co-expresion de p110a con p65a-CAAX, es
revertida cuando se expresa adicionalmente la forma silvestre de PTEN, pero no la
forma cataliticamente inactiva (Figura 22). Estos resultados demuestran que
p65a-CAAX ejerce un efecto activador sobre pl110a (inhibicion de crecimiento)
dependiente de su actividad catalitica Ptdins(4,5)P, — PtdIns(3,4,5)Ps.

2.3.3. La activacion de p110 « por p65 a-CAAX requiere el dominio ABD

Puesto que p110a interacciona primordialmente con p85a por medio de su domino
ABD N-terminal, hipotetizamos que la presencia de dicho dominio seria esencial
para la activacion de p110a por p65a. Para verificarlo, co-expresamos p65a-CAAX
con pl10a y con sus versiones truncadas descritas en el apartado 1.2 (datos no
mostrados). Observamos que la funcién activadora de p65a-CAAX sobre pl110a
depende del dominio ABD, ya que el mutante que carece solo de este dominio,

pll0a A1-107, ya no muestra inhibicion del crecimiento (Figura 23).
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pYES3 p65a-CAAX

+ +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

Figura 21: La inhibiciébn de crecimiento causada por la hiperactivacion de pl110 a a
través de p65 a-CAAX es dependiente de la actividad catalitica de  pl110a. Se ensayaron
en las mismas condiciones que en la Figura 13 A cultivos de diluciones seriadas decimales
de co-transformantes de pYES3/CT-p65a-CAAX con YCpLG-pll0a silvestre o con el
mutante cataliticamente inactivo (K802R).

pYES2 PTEN PTEN C124S
+ + +

pYES3 + Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

p650-CAAX +
p110a
p110a-CAAX
YCpLGH)

Figura 22. La inhibicibn de crecimiento causada por la sobre-expresion de PI3K
hiperactivas en levadura es suprimida mediante la ¢  o-expresibn con PTEN
cataliticamente activo . La levadura fue transformada con el vector pYES3/CT vacio o
expresando p65a-CAAX junto con el vector YCpLG vacio o portando pl1l0a silvestre o
prenilada y con el vector pYES2 vacio o expresando PTEN o PTEN C124S. Con estos
transformantes se realizaron ensayos de crecimiento sobre agar en las mismas condiciones
gue la Figura 13 A.

pYES3 p65a-CAAX
+ +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

Figura 23. Andlisis de los dominios de p110 a involucrados en la interaccién con
p65a-CAAX. La levadura se co-transform6 con pYES3/CT-p65a-CAAX junto con pll0a
silvestre o con la truncacion del dominio ABD de p110a en YCpLG. El analisis se realiz6
como en la Figura 13 A.
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2.4. Estudio de la interaccién funcional de p85 a-CAAX y p65 a-CAAX con
pl1l0a

A continuacién, se estudiaron los efectos que ejercen p85a-CAAX y p65a-CAAX
sobre diversos mutantes de p110a (Figura 24 ), asi como los efectos que ejercen

determinadas mutaciones de p85a-CAAX sobre p110a (Figura 25).

2.4.1. Influencia de mutaciones en pl110 a en su interaccion funcional con
p85a-CAAX Yy p65 a-CAAX

. El efecto activador que ejerce p65a-CAAX sobre p1l10a es independiente

de la interaccion con RAS vy requiere de la funcidén del dominio C2.

Para estudiar qué actividades de p110a son necesarias para su activacion por
p65a-CAAX, seleccionamos los mutantes pl10a K227E (pérdida de funcion del
dominio de union a RAS) y p110a C2 (mutante cuadruple en residuos basicos del
dominio C2). Como se puede apreciar en la Figura 24 A, el efecto activador que
ejerce p65a-CAAX sobre p110a se observa en el mutante p110a K227E, pero no
en el mutante p110a C2. Estos resultados sugieren que la union a membrana a

través del dominio C2 es necesaria para la activacion de p110a por p65-CAAX.

. La interaccion inhibidora del dominio nSH2 de p85a sobre el dominio

helical de p110a se verifica en el modelo de levadura.

En mamiferos, existe una interaccién inhibidora entre p85a y p110aq, a través de
sus dominios nSH2 y helical (Huang et al., 2007; Miled et al., 2007). La eliminacion
de esta interaccion en el mutante oncogénico pll0a E545K, resulta en la
hiperactivacion de pl11l0a (Zhao y Vogt, 2008b). Como ya se ha descrito, la
inclusion de esta mutacion en p110a no influye en el crecimiento de la levadura. A
continuacién, estudiamos el impacto de la mutacion E545K sobre la capacidad
moduladora de la actividad de p110a por p85a-CAAX y p65a-CAAX. Para ello
introdujimos esta mutacion en p110a y en Myr-p110a. La co-expresion de p85a-
CAAX con p110a E545K produjo un incremento en la inhibicion de crecimiento, lo

cual no se observo con pl10a silvestre (Figura 24 B). Por tanto, se verifica que
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p85a-CAAX activa a p110a E545K porque se ha eliminado la interaccion inhibidora
p85-p110 mediada por Glu545. Myr-p110a E545K, a diferencia de Myr-p110a, no
resulta inhibido por la co-expresion con p85-CAAX, lo que implica que este residuo
esta involucrado en este efecto inhibidor. Ademas, la inclusion en p85a-CAAX de
la mutaciéon K379E, que introduce el cambio de una carga positiva por una
negativa, permitiendo que el Glu379 del mutante de p85a interaccione con la
Lys545 del mutante de pll0a (Miled et al.,, 2007), restablecié la interaccion
inhibidora (Figura 24 B ). En resumen, los resultados observados permiten concluir
que p85a-CAAX reproduce, en el modelo heterdlogo, el efecto inhibidor de p85a
sobre pl110a. Cuando el mutante E545K no es dirigido artificialmente a la
membrana, p85a-CAAX ejerce un efecto activador sobre él, posiblemente como
consecuencia del reclutamiento de p110a E545K a la membrana.

. La activacion de p110a causada por p65a-CAAX es independiente de la

presencia de mutaciones oncogénicas en el dominio helical de p110a.

En paralelo, se analiz6 el efecto de p65a-CAAX sobre p110a E545K y Myr-p110a
E545K. La Figura 24 B ilustra como p65a-CAAX induce la inhibicion del
crecimiento de la levadura causada por p110a en presencia de la mutacién E545K
0 Myr-p110a E545K, en comparacion con p110a o Myr-p110a. Estos resultados
sugieren que el efecto activador de p65a-CAAX sobre pl110a en la levadura es

independiente de la funcion de su interaccion con el dominio helical.

. La expresion de p85a-CAAX potencia la actividad del mutante oncogénico
pl110a H1047R en levadura.
A continuacion, estudiamos el efecto de p85a-CAAX y p65a-CAAX sobre la

mutacion de pl10a mas comudn en tumores, H1047R. Como hemos descrito
anteriormente, la expresion de este mutante hiperactivo produce un defecto
moderado en el crecimiento de la levadura incluso en ausencia de senales de
anclaje a membrana. La co-expresién con p1l10a H1047R, tanto de p85a-CAAX
como de p65a-CAAX, produce un aumento en la inhibiciébn de crecimiento de la
levadura (Figura 24 C), si bien el efecto es mas acusado en el caso de p65a-
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CAAX. Estos resultados muestran que p85a-CAAX ejerce un efecto activador
sobre p110a H1047R, y sugieren que p110a H1047R es insensible a la regulacion
negativa ejercida por p85a, predominando el efecto de acercamiento al sustrato

mediante las interacciones que facilitan su reclutamiento a la membrana.

A pYES3 p65a-CAAX
+ +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

pYES3 p85a-CAAX p650-CAAX
+ + +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

Myr-p110a
Myr-p110a E545K

p85a-CAAX K379E
+

Galactosa Glucosa
Myr-pt10a Es45K (RN R
C
PYES3 p85a-CAAX p65a-CAAX
+ + +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

p1100 L E
p110a H1047R

Figura 24. Analisis de la influencia de mutaciones en pl10a sobre el papel regulador
gue p85a-CAAX y p65 a-CAAX ejercen sobre ella. En todos los apartados se co-
transformaron las levaduras con la subunidad catalitica (en el vector YCpLG) y la
reguladora (en el vector pYES3/CT) indicadas y se inocularon suspensiones calibradas de
dichos co-transformantes para estudiar su crecimiento en agar. A. Co-expresion de p65 a-
CAAX con los mutantes de p110 a en el dominio RBD y en el dominio C2 . La mutacion
K227E no interfiere en el efecto activador de p65a-CAAX sobre pll0a mientras que el
mutante p110a C2 no responde a la modulacion por p65a-CAAX. B. Co-expresion de
p85a-CAAX 0 p65 a-CAAX con pl10 a y Myr-p110 a portadores de la mutacion E545K.
p85a-CAAX induce la inhibicién del crecimiento de las levaduras que expresan pll0a
E545K mientras que p85a-CAAX K379E restaura en crecimiento de Myr-p110a E545K. La
mutacion E545K impide la inhibicion de la actividad de Myr-p110a por p85a-CAAX, mientras
gue p65a-CAAX mantiene su papel activador sobre pl110a E545K. C. Co-expresion de
p85a-CAAX o p65 a-CAAX junto con el mutante oncogénico de p110 a del dominio
quinasa. Tanto p85a-CAAX como p65a-CAAX agravan la inhibicion de crecimiento de la
levadura causada por p110a H1047R.
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2.4.2. Andlisis de la posible influencia de la fosforilaci on en la Ser608 de
p85a en la regulacién de p110 «

Se ha descrito un mecanismo de retroalimentacion negativa en la PI3K para
asegurar su activacion transitoria. Esta autorregulacién se basa en la fosforilacion
de la Ser608 de p85a por la actividad proteina quinasa de la propia p110a, lo que
disminuye la actividad catalitica de p110a hacia sus sustratos lipidicos (Dhand et
al., 1994; Foukas et al., 2004). Para estudiar este modelo en nuestro sistema, se
generaron los mutantes p85a-CAAX S608A y S608E, los cuales mimetizan,
respectivamente, los estados de desfosforilacion y fosforilacion constitutiva de la
Ser608. Cuando se co-expresaron con pl10a, observamos que ambos mutantes
se comportaban de la misma manera que la proteina silvestre (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando se realizaron estos experimentos utilizando Myr-
p110a, el mutante S608A mostrdé una menor capacidad inhibidora (Figura 25). En
concordancia con este resultado, p85a-CAAX S608A co-expresada con pl10[-
CAAX no restauré el crecimiento, mientras que p85a-CAAX S608E si que restauro
el crecimiento de forma similar a p85a-CAAX. La situacion inversa se observo en
el caso de p110a H1047R, en donde p85a-CAAX y p85a-CAAX S608E, pero no
p85a-CAAX S608A, aumentaron la inhibicién del crecimiento producida por este

mutante de p110a (Figura 25).

Myr-p110a p110B-CAAX p110a H1047R
+ + +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

Figura 25. Los mutantes p85 a-CAAX S608E y S608A regulan de forma diferente ala s
distintas versiones hiperactivas de p110. Crecimiento de diluciones seriadas calibradas
de las levaduras co-transformadas con las versiones mutadas de p85a-CAAX en la Ser608
(en el vector pYES3/CT) y las versiones hiperactivas de p110 (en el vector YCpLG). Las
muestras fueron analizadas como en la Figura 13 A.
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Nuestros resultados, resumidos en la Tabla 4, ponen de manifiesto un efecto
activador generalizado de p65a-CAAX sobre pl10a, y sugieren un papel de la
Ser608 de p85a en la regulacion de p110a.

Subunidad reguladora

85a- 85a- 85a-
PYES3 | P8Sa p6!5!°‘: : CAAX CAAX CARX
CAAX C K379E S608A S608E
pl10a ++ ++ +/- ++ ++
p110a-CAAX - - +/-
Myr-p110a +/- ++ +/- + ++
Myr-p110a
_8 Eg45r:< +/- +/- +/- ++
[
© | P110a K227E ++ +/-
o
o
% pl10a E545K ++ +/- +/-
c
3 p110a H1047R + +/- - + +/-
S
wn
pl110a C2 ++ ++
p110a-CAAX o o
K802R
p110B-CAAX + ++ + ++
YCpLG ++ ++ ++ ++ ++ ++

Tabla 4: Fenotipo de crecimiento de la levadura co- transformada con pl10 o
mutaciones en p110 a junto con mutaciones de p85 a. Tabla resumen que sintetiza los
datos de la Figura 24 y 25. La nomenclatura del fenotipo de crecimiento de la levadura
corresponde a la descrita en la Figura 14.

2.5. Caracterizacion funcional de mutaciones del ge n de p85a

halladas en tumores humanos

Una vez demostrado que el sistema de expresion heterdloga en levadura resulta
atil para estudiar la actividad in vivo de mutaciones de p85a, decidimos ensayar
una serie de mutaciones encontradas en tumores humanos mediante dos

aproximaciones.
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En primer lugar, se analizé la actividad de p110a y p110B al ser co-expresadas
con mutantes de p85a hallados en tumores de endometrio (Urick et al., 2011).
Concretamente, seleccionamos tres mutaciones en el dominio iISH2 (D548G,
N564D y Y463*) y una en el dominio GAP (R301*). El efecto funcional de estas
mutaciones es desconocido, a excepciéon de la mutacion N564D, que esta
presente en otros tipos de tumores y de la que se ha descrito que incrementa la
actividad PI3K en células de mamiferos (Jaiswal et al., 2009). Ninguna de las
mutaciones, incluida N564D, afect6 a la actividad de p110a al ser co-expresadas
en la levadura (datos no mostrados). Puesto que hemos descrito que el efecto de
pl10B-CAAX sobre el crecimiento de S. cerevisiae es potenciado por
p65a (apartado 2.1), analizamos la actividad de p110p silvestre y p110p3-CAAX al
ser co-expresados con estos mutantes de p85a. En la Figura 26 , se muestra que
s6lo la mutacion N564D presentd un efecto activador sobre p110B3-CAAX, similar
al observado con p65a, mientras que no se observd ningun efecto detectable
sobre pl110B. El resto de las mutaciones ensayadas no mostraron efecto sobre

ninguna de las dos formas de p110.

p110B p110B-CAAX YCpLG
+ + +

Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa Glucosa

Mutantes de p85a

Figura 26. Analisis de la actividad de p110 B-CAAX co-expresada con mutaciones de
p85a halladas en tumores de endometrio.  Diluciones seriadas decimales crecidas sobre
agar representativas de clones de levadura co-transformada con la subunidad catalitica
p110B8 o p1l10BR-CAAX (en el vector YCLG) o con el vector YCpLG vacio junto con las
mutaciones de p85a en pYES3/CT.

En una segunda estrategia para estudiar la modulaciéon de la actividad de p110a
por mutaciones de p85a halladas en tumores, co-expresamos estas mutaciones
introducidas en p85a-CAAX con pll0a o Myr-p110a. El efecto funcional de la
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mayoria de las mutaciones analizadas era desconocido, aunque en algunos casos
hay estudios in vitro e in vivo en células de mamiferos (Hofmann y Jucker, 2012;
Jaiswal et al., 2009; Miled et al., 2007; Urick et al., 2011; Wu et al., 2009). En
funcion de los resultados obtenidos por la co-expresion de los mutantes de p85a-
CAAX con pl110a y Myr-p110a, hemos clasificado las mutaciones en tres grupos.
El primer grupo engloba a las mutaciones que presentan el mismo comportamiento
que p85a-CAAX: D13V, N260S, AK459, R574T y E666K (distribuidas en los
dominios SH3, GAP, iISH2 y cSH2). Estas mutaciones no muestran ningun efecto
sobre p110a pero si un efecto inhibidor sobre Myr-p110a (Figura 27 Ay B). Estos
resultados sugieren que el mecanismo mediante el cual estas mutaciones
pudieran actuar en cancer no estaria relacionado con un aumento de la actividad
de pl10a. Por el contrario, las mutaciones del segundo grupo, K379E y N564D,
(situadas en los dominios nSH2 e iISH2) presentaban un comportamiento similar al
de p65a-CAAX, activando a pl110a y sin ejercer un efecto sobre Myr-p110a. Por
tanto, su mecanismo de activacion se puede deber a la eliminacion de
interacciones inhibidoras (Figura 27 A y B). Las mutaciones del tercer grupo
(G376R (nSH2) y D560Y (iSH2)) activan a p110a e inhiben a Myr-p110a, lo que
indica que el mecanismo mediante el cual actian difiere de los dos grupos
anteriores. Nos planteamos si estas mutaciones se comportarian igual con otra
pl10 unida a la membrana. Para ello, seleccionamos a p85a-CAAX G376R y la
co-expresamos con pll0B-CAAX. En paralelo, se ensayd la mutaciéon K379E
representante del segundo tipo de mutaciones. Como se aprecia en la Figura 27
C, p85a-CAAX K379E incrementd la actividad de pl110B-CAAX, mientras que el
mutante p85a-CAAX G376R la inhibid a niveles similares a los de p85a-CAAX.
Estos resultados refuerzan la idea de que ambos tipos de mutaciones ejercen un
efecto diferente. Para asegurar que la expresion y estabilidad de las formas
mutantes era equivalente a la p85a silvestre, se comprobaron sus niveles de
expresion por inmunoblot. Todos los mutantes de p85a-CAAX tenian niveles de
expresion similares, por lo que el efecto observado se debia a la presencia de las
mutaciones (Figura 27 D). La expresion de los mutantes en ausencia de p110 no

tuvo ningun efecto sobre el crecimiento de la levadura (datos no mostrados).
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Figura 27. Efecto de mutaciones de p85 a halladas en tumores humanos sobre
diferentes subunidades cataliticas. La cepa de levadura YPH499 fue co-transformada
con YCpLG-p110a (A), o YCpLG-Myr-p110a (B), o YCpLG-p110B-CAAX (C) junto con
mutaciones de p85a-CAAX en pYES3/CT. Se realizaron ensayos de crecimiento sobre agar
de diluciones calibradas de los transformantes en las mismas condiciones que en la Figura
13 A. D. Anadlisis por Western blot de la expresion de los mutantes de p85a-CAAX
transformados en la levadura. Se utilizé el anticuerpo anti-HA para detectar los mutantes de
p85a-CAAX, clonados en pYES3/CT y portadores de un epitopo HA en la regién N-terminal
y el anticuerpo anti-G6PDH como control de carga. Se comprobd la expresion en la
levaduras de los mutantes de p85a-CAAX N260Y y R301*, pero no fueron analizados en los
experimentos de diluciones seriadas presentados en este trabajo.

Todos estos resultados, resumidos en la Tabla 5, ilustran la existencia de una
compleja regulacién in vivo de las subunidades cataliticas p110a y p110B por la

subunidad reguladora p85a, que puede ser trazada mediante el sistema

heterdlogo de la levadura.
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Mutaciones |Dominio Tipo de tumor Actividad in vivo en la levadura :

pl10a Myr - pl10B-
pl10a CAAX

Vector vacio ++ +/- +

en p85a:

p85a ++ ++ +

p65a iSH2 | Linfoma de rat6n ++ + +/-

D548G ISH2 | Endometrio ++ +

N546D iISH2 Endometrio;SNC;intestino grueso ++ +/-

Y463* ISH2 | Endometrio ++ +

R301* GAP | Endometrio ++ +

en p85a-CAAX:

p85a ++ ++ ++

p65a iISH2 | Linfoma de raton +/- +/- +/-

D13V SH3 Mama ++ ++

N260S GAP Endometrio ++ ++

G376R nSH2 | Glioma +/- ++ ++

K379E nSH2 | Glioma +/- +/- +/-

AK459 iISH2 | Endometrio ++ ++

D560Y iISH2 Mama; glioma +/- ++

N564D iISH2 Endometrio;SNC;intestino grueso +/- +/-

R574T iISH2 | Endometrio; mama;tracto urinario ++ ++

E666K CSH2 Intestino grueso ++ ++

Tabla 5: Andlisis in vivo de la actividad de pl110 a, Myr-pl10a y pl10B-CAAX co-
expresadas con mutaciones de p85 a encontradas en tumores humanos e
introducidas en p85 a silvestre o en p85 a-CAAX. La actividad in vivo de los mutantes de
p85a se determind por su influencia en el fenotipo de crecimiento inducido por p110a, Myr-
p110a y p110B-CAAX comparado con el crecimiento observado cuando estas subunidades
cataliticas eran expresadas solas. Los experimentos representativos de crecimiento de
diluciones seriadas sobre agar se muestran en las Figuras 26 y 27. Para la nhomenclatura
del fenotipo de crecimiento de la levadura, ver Figura 14. Los simbolos resaltados en negro
indican las combinaciones mas relevantes en las que se ha detectado algun tipo de efecto.
Las mutaciones provienen de la base de datos de cancer, COSMIC
(www.sanger.ac.uk/cosmic /gene), a excepcion de p65a que proviene de linfomas inducidos
en ratones (Jiménez et al., 1998). SNC: sistema nervioso central
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3. Estudio de las subunidades reguladoras de la PI3 K de clase |

mediante su sobre-expresion en células de mamiferos

3.1. Localizacion subcelular de las subunidades reg  uladoras de la PI3K de
clase | en células COS-7

Los cDNAs codificantes de las subunidades reguladoras de la PI3K de clase I,
incluyendo las truncaciones p65a y p65@, fueron clonados en el vector de
expresion para células de mamifero pRK5 afadiéndoles en posicion N-terminal
una copia del epitopo de hemaglutinina (HA) con el fin de facilitar su deteccion. A
excepcidon de p101, se pudo verificar mediante inmunoblot con anticuerpos anti-HA
la expresion de todas las subunidades en células COS-7 transfectadas con los
correspondientes cDNAs (Figura 28). Para determinar la localizacion subcelular
de las subunidades reguladoras sobre-expresadas en estas células, se realizaron
experimentos de inmunofluorescencia, y en todos los casos -incluida p101- se
detectaron células positivas. En la Figura 29 A se muestran imagenes
representativas del principal tipo de localizacion para cada una de las subunidades
ensayadas. Todas las subunidades reguladoras de la PI3K, asi como la version
truncada p65B, presentaron una localizacion mayoritariamente nucleo-
citoplasmatica, con la excepcion de p85a, que se localiza principalmente en el
citoplasma, mostrandose a menudo enriquecida en compartimentos perinucleares.
p55a, p50a, p85B y p65B muestran una localizacion relativamente uniforme en
ndcleo y citoplasma, mientras que p55y y p101 presentan un patron citoplasmatico
punteado, y en el caso de pl01 también se observa marcaje en el nucleo (Figura
29 B). En el caso de p65a, su localizacion difiere notablemente de las demas
subunidades reguladoras, ya que se observa concentrada en la periferia de

grandes estructuras de aspecto vesicular.
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Figura 28: Deteccion mediante inmunoblot de la expr esién de las subunidades
reguladoras de la PI3K de clase | en células COS-7. Lisados de células COS-7
transfectadas con vectores de expresion portando las distintas subunidades reguladoras
(con un epitopo HA) fueron analizados mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-HA
(panel superior). Se utilizé un anticuerpo anti-GAPDH como control de carga (panel inferior).
Las flechas indican la migracion de las diferentes subunidades reguladoras.

>
Figura 29: Localizacion subcelular de las subunidad es reguladoras de la PI3K de
clase | en células COS-7. A. Imagenes representativas de la localizacion subcelular
mayoritaria de las subunidades reguladoras ensayadas. Las células COS-7 fueron
transfectadas como en la Figura 28 y procesadas para inmunofluorescencia utilizando los
anticuerpos anti-HA (primario) y anti-mouse-Alexafluor-594 (secundario). Los paneles a, d,
g, j, m, p, s, v, muestran la localizacion mayoritaria para cada subunidad reguladora. Los
paneles b, e, h, k, n, g, t, w muestran los nucleos tefildos con Hoechst 33258 de campos
equivalentes. Los paneles c, f, i, |, 0, r, u, x muestran la superposicion de ambas imagenes.
B. Cuantificacion de la localizacion subcelular de las subunidades reguladoras del apartado
A. La localizacion subcelular se clasifico en cuatro categorias: C, predominantemente
citoplasmatica; N/C, nuclear y citoplasmética; N, predominantemente nuclear; Vesicular,
estructuras grandes de aspecto vesicular (ver imagenes representativas en el apartado A).
Los datos se muestran como el porcentaje de células que se presenta en cada una de las
localizaciones subcelulares. Los valores son la media de, al menos, tres experimentos, en
los que se contaron como minimo 100 ceélulas. Las barras de error representan la
desviacion estandar.
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3.2. Caracterizacion de la localizacion subcelular  de p65a

3.2.1. Estudio comparativo de la localizacion subce  lular de p65 a.

Decidimos estudiar si la localizacion mayoritaria de p65a era especifica de células
COS-7 o se podia observar en otras lineas celulares. Para ello, sobre-expresamos
p85a y p65a en la linea celular humana de carcinoma mamario MCF-7.
Observamos que aproximadamente el 30% de las células que expresaban p65a
(pero no las que expresaban p85a) mostraba una localizacion en estructuras de
tipo vesicular similar al patrén predominante en la linea COS-7 (Figura 30 A y B).
Este resultado indica que la localizacion vesicular de p65a no es exclusiva de las
células COS-7.

A continuacién, determinamos si el tipo de localizacibn mayoritaria de p65a se
detectaba también en mutantes puntuales de p85a oncogénicos. Para ello,
seleccionamos al mutante p85a N564D debido a que también presentaba un
efecto activador similar al de p65a, tanto en mamiferos (Jaiswal et al., 2009) como
en nuestro sistema de la levadura (ver apartado 2.5). Los experimentos de
inmunofluorescencia de la Figura 30 C y D muestran que la localizacion en COS-7
del mutante p85a N564D es similar a la de p85a silvestre, principalmente
citoplasmatica, y no presenta nunca la localizacion en estructuras de tipo vesicular

caracteristicas de p65a.

>
Figura 30. Localizacion tipo vesicular de p65 a. Imagenes representativas de la

localizacion mayoritaria de p85a y p65a sobre-expresadas en la linea celular MCF-7 (A) y
de p85a, p65a y p85a N564D sobre-expresadas en células COS-7(C). Las células MCF-7 y
COS-7 fueron transfectadas con las construcciones indicadas y procesadas para
inmunofluorescencia como en la Figura 29. Los paneles a y d del apartado A; y a, d, g, del
apartado C, muestran la localizacion mayoritaria para cada subunidad reguladora. La flecha
en el panel d (apartado A) muestra la localizacion en estructuras de tipo vesicular de p65a.
Los paneles b, e (apartado A), y b, e, h (apartado C) muestran los ndcleos tefiidos con
DAPI. Los paneles c, f (apartado A), y c, f, i (apartado C) muestran la superposicion de las
imagenes. Cuantificacién de la localizacion subcelular de p85a y p65a en células MCF-7 (B)
y de p85a, p65a y p85a N564D en células COS-7 (D). Los datos se muestran como el
porcentaje de células que se presenta en cada una de las localizaciones subcelulares Los
valores son la media de, al menos, tres experimentos, en los que se contaron como minimo
100 células. Las barras de error representan la desviacion estandar.

82



RESULTADOS

HA-p85a HA-pﬁSu HA-p85a HA-p65a HA-p85SaN564D

anti-
HA
- .. .- -

Localizacion de las subunidades reguladoras

Superposicidn

= MCF-7 D cos-7
100% J T 0 L l
5% 4 o
_ M C
€ o = NIC s
= i I LN 4%
] B Vesicular ;
ER J 2% A L
I
e T 1 0% T T 1
HA-pS85a  HA-p65a HA-p85a  HA-p65a HA-p85a N564D

3.2.2. La sobre- expresion de p65 a induce la formacion de endosomas

tempranos de mayor tamafio

En microscopia de epifluorescencia, los compartimentos enriquecidos en p65a
ofrecen un aspecto vesicular, acumulandose el marcaje en la superficie de éstos.
Para verificar esta observacion analizamos los experimentos de
inmunofluorescencia mediante microscopia confocal. En la Figura 31 se ofrece
una secuencia de planos confocales de células COS-7 transfectadas con p65a.
Observamos que p65a se concentra alrededor de compartimentos intracelulares
de aspecto vesicular de diferentes tamafios. Estos resultados indican que p65a

adquiere una localizacion subcelular que difiere claramente de la de p85a.

83



78

A-- -
- B-

Figura 31. Localizacion de p65 a alrededor de compartimentos intracelulares de aspe  cto vesicular. A. Secuencia de
imagenes representativas de diferentes planos confocales mostrando la localizacion de la forma oncogénica p65a en células
COS-7. Las imagenes se tomaron desde la zona basal (imagen 1) hasta la zona apical de la célula (imagen 9). B. Ampliacion
de la imagen 5, donde se observa la localizacion de p65a alrededor de este tipo de estructuras en el plano de mayor
diametro.
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A continuacién, estudiamos si la actividad PI3K estaba implicada en la induccion
de estos compartimentos intracelulares por sobre-expresion de p65a. Para ello, se
analizé por inmunofluorescencia la localizacién de p85a y p65a en células COS-7
en presencia de wortmanina, un inhibidor de la subunidad catalitica de la PI3K.
Como se observa en la Figura 32 A, en células tratadas con wortmanina la
localizacion citoplasmatica de p85a no varia; sin embargo, la localizacién de p65a
en las vesiculas intracelulares disminuye significativamente. Para comprobar la
efectividad del inhibidor se transfectaron células COS-7 con p85a y p65a y se
midi6 la activacion del efector de la ruta de la PI3K, AKT, mediante la deteccion
por Western blot de la fosforilacion de los dos residuos necesarios para su
completa activacion (Ser473 y Thr308). La Figura 32 B muestra que la co-
expresion de p65a aumenta la fosforilacion de AKT en comparacién con p85aq,
mientras que en presencia del inhibidor de la PI3K se observa una disminucion
significativa de la activacion de AKT. Estos datos concuerdan con la actividad
oncogénica descrita para p65a (Jiménez et al., 1998) y sugieren que el aumento
de la actividad catalitica de la PI3K puede ser determinante para la formacion de

las vesiculas intracelulares observadas en presencia de p65a.

Una vez determinado que la actividad de PI3K parece necesaria para la formacion
de estas vesiculas, decidimos determinar la localizacién del producto de dicha
actividad, el Ptdins(3,4,5)Ps. Para ello, utilizamos la proteina GFP fusionada al
dominio PH de union a PtdIns(3,4,5)P3 y Ptdins(3,4)P, de AKT humano (Aktl(PH)-
GFP), y realizamos experimentos de inmunofluorescencia en células COS-7. En la
Figura 33 se observa a Aktl(PH)-GFP con un patron de tipo granular en el
citoplasma y nucleo. Esta localizacion es alterada al ser co-expresada con p85aq,
perdiendo el aspecto granular. Sin embargo, cuando esta co-expresada con p65a
de localizacion vesicular, el marcaje de Aktl(PH)-GFP se observo Unicamente en
el interior de las vesiculas marcadas en su periferia por p65a. Las localizaciones
mayoritarias de p85a y p65a no estan alteradas por Aktl(PH)-GFP (datos no
mostrados). Estos resultados sugieren que p65a, pero no p85a, es capaz de

inducir la acumulacion de Akt1(PH)-GFP en el interior de estas vesiculas.
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Figura 32. La generacion de estructuras tipo vesicu  lar observadas con p65 a depende
de la actividad PI3K. A. Cuantificacion de la localizacion en células COS-7 de p85a y p65a
en ausencia y presencia de wortmanina. Las células fueron transfectadas con HA-p85a y
HA-p65a y tratadas con wortmanina (100uM) durante 4 horas antes de su procesamiento
por inmunofluorescencia. Los datos se obtuvieron y procesaron como en la Figura 29. El
asterisco (*) indica significacion estadistica en la prueba de T de Student (p<0.05). B. La
activacion de AKT por parte de células de mamiferos que sobre-expresan p65a es inhibida
por el tratamiento con wortmanina. Se transfectaron células COS-7 con pRK5 vacio
(vector), con HA-p85a y con HA-p65a. Se obtuvieron lisados en los que se comprobo la
activacion de AKT mediante un Western blot con una mezcla de anticuerpos primarios anti-
p-AKT Serd473 y anti-p-AKT Thr308 (panel inferior). Se comprobd la expresion de AKT
(panel intermedio) y se utilizo el anticuerpo anti-HA para comprobar la expresion de las
proteinas transfectadas (panel superior). Las bandas correspondientes a p-AKT y AKT total
se cuantificaron con el programa ImageJ. En la parte inferior se indica entre paréntesis la
relacion entre la cantidad de p-AKT y AKT total, normalizada respecto al vector vacio. El
experimento se repiti6 dos veces con resultados similares, y se muestra una imagen
representativa.
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Figura 33. Las vesiculas intracelulares marcadas por p65 a acumulan Aktl(PH)-GFP
en su interior. A. Iméagenes representativas de la localizacion mayoritaria de Aktl(PH)-GFP
co-expresado con el vector vacio o HA-p65a o HA-p85a en células COS-7. Las
inmunofluorescencias fueron visualizadas con los anticuerpos anti-HA (ratén) y los
secundarios anti-ratén conjugados a Alexafluor-594 (rojo) para las subunidades reguladoras
(paneles a,e,i), mientras que la visualizacion de Aktl(PH)-GFP fue directa (paneles b,f,j).
Los paneles c, g, k muestran los nucleos tefiidos con DAPI. Los paneles d, h, | muestran la
superposicién de las tres imagenes. En el panel | se incluye una ampliacién donde se
observa la acumulacién de Akt1(PH)-GFP en el interior de los compartimentos marcados
por p65a. B. Cuantificacion de la localizacién de Akt1(PH)-GFP junto con vector vacio, HA-
p85a y HA-p65a. Las células COS-7 fueron procesadas por inmunofluorescencia como en
el apartado A, y la localizacion subcelular se clasific6 como: N/C, nuclear y citoplasmatica;
Granular, se caracteriza por un patron de fluorescencia en granulos en todo el citoplasma;
Intravesicular, donde toda la fluorescencia se detecta en el interior de las vesiculas
marcadas por p65a. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de, al
menos, tres réplicas experimentales en los que se contaron como minimo 100 células por
experimento. Debido al reducido nimero de células contabilizadas con marcaje de p65a de
localizacion nucleo-citoplasmatica o citoplasmatica, en los cuales Akt1(PH)-GFP presenta
distribucién ndcleo-citoplasmética, los datos no han sido representados.
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Los datos anteriores sugieren una estimulacion del trafico vesicular de las
membranas ricas en Ptdins(3,4,5)P; en condiciones de sobre-expresion de p65a.
Basandonos en la participacion descrita de p85a en la ruta endocitica de los
receptores RTKs (Chamberlain et al., 2004; Chamberlain et al., 2010), decidimos
estudiar si los compartimentos inducidos por p65a estaban relacionados con el
trafico endocitico. Para ello, se realizaron estudios de inmunofluorescencia, en
células COS-7 transfectadas con p85a o p65a, con anticuerpos especificos frente
a marcadores de endosomas tempranos, como la GTPasa Rab5 y EEALl. Los
experimentos de inmunofluorescencia con p85a revelaron una co-localizacion con
Rab5, lo que concuerda con la interaccion descrita previamente entre ambas
proteinas (Chamberlain et al., 2004). En el caso de las células positivas para p65a
se observo co-localizacion parcial con Rab5, detectandose dos patrones de
localizacion diferentes de Rab5: formando acumulos en determinados puntos de la
periferia de las vesiculas marcadas con p65a, o localizdndose por la periferia de
las mismas. En ambos casos, Rab5 co-localizé con p65a solo en determinadas

zonas de dichas vesiculas (Figura 34).

Asimismo, realizamos experimentos de inmunofluorescencia para la visualizacion
de EEA1l en células que co-expresan p65a junto con Aktl(PH)-GFP, con el
objetivo de detectar las vesiculas asociadas a p65a mediante la visualizacién de la
fluorescencia de Aktl(PH)-GFP en verde, y el anticuerpo anti-EEA1 en el canal
rojo. Observamos que el marcador de endosomas tempranos EEA1 se localiza
parcialmente en la periferia de las vacuolas asociadas a p65a, marcadas con
Akt1(PH)-GFP (Figura 35). Estos experimentos revelan que p65a se asocia a
componentes que exhiba en su superficie de manera parcial marcadores de
endosomas tempranos como Rab5 y EEAL. En conjunto, estos datos sugieren que
p65a se acumula en la superficie de grandes vacuolas derivadas de fusion

endosomal.
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Figura 34: Co-localizacion parcial de p65a con el marcador de endosomas tempranos,
Rab5. Las células COS-7 fueron transfectadas con el vector vacio, o HA-p85a, o HA-p65a
(paneles a, e, i, m) y procesadas para inmunofluorescencia como en la Figura 29. Se
detect6 el marcador de endosomas tempranos Rab5 mediante anticuerpos anti-Rab5 y anti-
conejo conjugado a Alexafluor-488 (verde) (paneles b, f, j, n). Los nudcleos tefiidos con DAPI
se muestran en los paneles ¢, g, k, A, mientras que las superposiciones de las tres
imagenes se observan en los paneles d, h, |, 0. Se muestran dos experimentos
representativos de los patrones de co-localizacion parcial de Rab5 con HA-p65a (paneles |,
0). Se ha ampliado el area seleccionada con un recuadro blanco del panel I, donde se
observa con mayor detalle los acimulos de Rab5 en determinados puntos de las vesiculas
marcadas con p65a, y del panel o, que muestra una co-localizacion parcial de Rab5 con
p65a en diferentes zonas de la periferia de dichas vesiculas.
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Figura 35: Co-localizacion parcial de Aktl(PH)-GFP con el marcador de endosomas
tempranos EAA1 en condiciones de sobre -expresion de p65 a. Las células COS-7
fueron transfectadas con HA-p65a junto con Aktl(PH)-GFP y procesadas por
inmunofluorescencia. La visualizacion de Aktl(PH)-GFP fue directa (paneles a, e, i) y la
deteccion del marcador de endosomas tempranos EEA1 fue mediante anticuerpos anti-
EEAL y anti-cabra conjugado a Alexafluor-594 (rojo) (paneles b, f, j). Los ndcleos tefidos
con DAPI se muestran en los paneles c, g, k. En los paneles inferiores se observan las
imagenes superpuestas, y en particular los paneles h y | muestran dos experimentos
representativos de la co-localizacién parcial de Akt1(PH)-GFP y HA-p65a con EEAL.
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DISCUSION

1. S. cerevisiae como sistema heterdlogo para el estudio funcional de
la PI3K de clase IA

La levadura S. cerevisiae es un modelo biolégico ampliamente utilizado en
investigacion basica, cuya versatilidad permite la expresiéon y analisis funcional de
proteinas heter6logas que complementan o se integran en diversos aspectos de
su fisiologia. En este estudio, demostramos la utilidad de S. cerevisiae para
realizar estudios funcionales sobre las subunidades cataliticas y reguladoras de la
PI3K de clase IA, asi como para entender las interacciones entre ambas. Este
modelo se ha utilizado previamente para realizar estudios con el supresor tumoral
PTEN (Andrés-Pons et al., 2007; Gil et al., 2015; Rodriguez-Escudero et al., 2011)
y para la basqueda de inhibidores de p110a (Fernandez-Acero et al., 2012) sobre
la base de que la toxicidad causada por la sobre-expresion heterdloga en la
levadura de formas hiperactivas de pll0a puede ser revertida mediante la
expresion de PTEN silvestre o mediante compuestos inhibidores de la actividad
quinasa de la PISK (Rodriguez-Escudero et al., 2005). La expresion en la levadura
de las subunidades cataliticas de la PI3K de clase IA p110a y p1108 fusionadas
artificialmente a una sefal C-terminal de prenilacion (p110a-CAAX y p110B-CAAX)
causa inhibiciébn del crecimiento, mas acusada en el caso de pll0a-CAAX
(Andrés-Pons et al., 2007). La menor actividad de pl110B8 en la levadura, con
respecto a pl110a, concuerda con resultados obtenidos en mamiferos (Beeton et
al., 2000; Funaki et al., 1999). Por otro lado, aunque p1106, Myr-p110d y Myr-
pl10y activan la sefializacion de AKT en mamiferos (Denley et al., 2008; Kang et
al., 2006), en la levadura no detectamos actividad de p110& ni de p110y, incluso
expresando sus formas prenilables. La deteccion de la expresion de p110d por
inmunoblot fue dificil, ya sea por bajos niveles de expresion o por falta de
estabilidad, y la co-expresion con subunidades reguladoras —que estabilizan a las
subunidades cataliticas en mamiferos (Jaiswal et al., 2009) —tampoco permitié
observar actividad de p110d o p110y.

Mediante el analisis de deleciones observamos que el dominio ABD de p110,

responsable de la interaccion con la subunidad reguladora, es prescindible para la
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actividad intrinseca de las subunidades cataliticas p110a y p110B en la levadura,
ya que formas truncadas que carecen de este dominio mantienen la capacidad de
inhibir su crecimiento. En el caso de p110a-CAAX, la delecion del dominio ABD
produce una ligera pérdida de actividad. Esto podria ser debido a que la
truncacion desestabiliza la estructura de la proteina expresada en levadura, al
igual que ocurre en mamiferos (Zhao et al., 2005). Por el contrario, la forma
truncada prenilada de p110f resulta mas activa que la forma silvestre prenilada.
Este aumento de actividad podria ser debido a la pérdida de la interaccion
inhibidora entre los dominios ABD y quinasa. Al verificarse en ausencia de la
subunidad reguladora, nuestros datos en el sistema heterélogo parecen descartar
la posibilidad de que este fendbmeno sea debido exclusivamente a la pérdida del
efecto inhibidor de p85a, como se sugirié en experimentos en mamiferos (Zhao et
al., 2005; Zhao y Vogt, 2008b).

La mutacion K227E, localizada en el dominio RBD de p110a, impide la interaccion
con RAS en las células de mamiferos (Rodriguez-Viciana et al., 1996), pero no
compromete la inhibicion del crecimiento de la levadura por p110a-CAAX. Esto
sugiere que la actividad de p110a en la levadura no requiere la interaccién con las
proteinas de levadura Rasl y Ras2, ortélogas de RAS de mamiferos. En células
de mamiferos el mutante K227E presenta actividad catalitica basal in vitro (Gupta
et al.,, 2007; Rodriguez-Viciana et al.,, 1996), lo que concuerda con que en la
levadura la presencia de esta mutacion no afecte a la actividad de p110a. No
obstante, esta descrito que una activacion 6ptima de p110a en mamiferos requiere
de la interaccién con p85a, unido a tirosinas fosforiladas, y con RAS (Jiménez et
al., 2002; Rodriguez-Viciana et al., 1994; Rodriguez-Viciana et al., 1996). En la
levadura, observamos que el alelo constitutivamente activo K-RAS G12V ejerce un
efecto activador moderado sobre p110a, lo que también concuerda con el efecto
activador moderado que ejerce RAS sobre p110a in vitro (Rodriguez-Viciana et al.,
1997; Rodriguez-Viciana et al., 1996). No obstante, aln existe controversia sobre
como RAS ejerce su efecto activador sobre p110aq, si induciendo en ella un cambio

conformacional, reclutandola a la membrana o mediante ambos mecanismos
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(Castellano y Downward, 2011; Denley et al., 2008; Pacold et al., 2000). Por otro
lado, K-RAS G12V no ejerce ninguna potenciacién del efecto de pl10B-CAAX
sobre el crecimiento de la levadura, lo que esta de acuerdo con datos obtenidos
en mamiferos que demuestran que p110B no esta regulado por RAS sino por las
Rho GTPasas Racl y Cdc42 (Fritsch et al., 2013; Rodriguez-Viciana et al., 2004).
Por ultimo, la co-expresion de K-RAS G12V con un mutante carente de diversos
residuos basicos en el dominio C2 de p110a no mostrd inhibicién del crecimiento
como en el caso de p110a, lo que indica que el efecto activador que ejerce K-RAS
sobre p110a se encuentra subordinado a una previa interaccion de p110a con la

membrana plasmatica a través de su dominio C2.

2. La modulacion de las subunidades cataliticas por las subunidades

reguladoras de la PI3K de clase IA es reproducible  en S. cerevisiae

Se ha postulado que p65a, la forma oncogénica truncada de p85a, ejerce un
efecto activador sobre p110a debido a la pérdida de la interaccion inhibidora entre
los dominios iISH2 y C2 (Jiménez et al., 1998; Shekar et al., 2005; Wu et al., 2009;
Zhang et al., 2011). Posiblemente el efecto activador de p65a y p65p sobre p11083-
CAAX que observamos en la levadura podria reflejar este mismo fenémeno.
También a este efecto activador podria contribuir la pérdida de la interaccion
inhibidora entre el dominio quinasa de p110B y el dominio cSH2 de p65a y p65p,
ya que estas formas truncadas carecen de dicho dominio (Burke y Williams, 2013;
Zhang et al., 2011). El mutante p85a N564D —que pierde la interaccion iISH2-C2
(Jaiswal et al., 2009) pero posee el dominio cSH2 intacto— muestra unos niveles
de activacion de p110B-CAAX similares a los observados con p65a, lo que apoya
la hipétesis de que el efecto activador de p65a se deba a la pérdida de la
interaccion iISH2-C2 (Figura 36 ). Debe considerarse asimismo que las versiones
silvestres de p85 no son capaces de inhibir a p110p-CAAX en la levadura, y que la
localizacién en la membrana de p85a mediante prenilacion tampoco es suficiente
para inhibirla completamente. Ello induce a pensar que los efectos activadores no

pueden explicarse exclusivamente por la eliminacion de interacciones inhibidoras.
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3. La prenilacion de p85 a y p65a en la levadura mimetiza la

modulacion de la actividad de p110

Mediante la adicibn de una sefial de prenilacion a p65a somos capaces de
reproducir en la levadura el efecto activador de p65a sobre pl1l0a descrito en
mamiferos (Jiménez et al., 2002; Jiménez et al., 1998). Este efecto activador de
p65a-CAAX en la levadura parece ser mediado por: (i) el reclutamiento de p110a a
la membrana, ya que la forma no prenilable de p65a no ejerce este efecto
activador; (i) la eliminacion de la interaccion inhibidora iSH2-C2, ya que tanto
p85a-CAAX como p85a inhiben a Myr-p110a. Mediante la expresion ectdpica en
mamiferos, Chan et al. (2002) también mostraron que p65a, pero no p85a, era
capaz de activar a pl110a, aunque en dicho contexto no observaron diferencias
entre las formas dirigidas a la membrana mediante miristoilacion y las formas

solubles.

La inhibicion de crecimiento causada por la hiperactivacion de p110a en presencia
de p65a-CAAX es dependiente de la actividad catalitica de lipidos de p110a y es
revertida por la co-expresion de PTEN silvestre, pero no por PTEN cataliticamente
inactivo. Ademas, nuestros resultados muestran que p65a-CAAX es capaz de
potenciar la activacion de todas las p110 de clase IA silvestres y preniladas, pero
no las de clase IB. Esto es debido a que p65a-CAAX interacciona directamente
con pl10 a través del dominio ABD, mientras que p110y carece de este dominio
(Krugmann et al., 1999; Walker et al., 2000; Walker et al., 1999); asimismo esta
interaccion es imprescindible para observar el efecto activador de p65a prenilado
sobre p110a en la levadura, lo que concuerda con los datos de mamiferos en
donde se describid la interaccion entre los dominios ABD de p110 de clase 1Ay el
iISH2 de p85a, que estabiliza el heterodimero (Huang et al., 2007; Miled et al.,
2007).

Para explicar el efecto activador que ejerce p65a-CAAX sobre las p110 de clase IA
en levadura, nos basamos en el reclutamiento a la membrana de la mismas y en

que la interaccion inhibidora iSH2-C2 esta conservada en las tres p110 de clase IA
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(Amzel et al., 2008; Dbouk et al., 2010), lo que se corrobora con el efecto activador
del mutante p85a N564D (en el cual se elimina la interaccion iISH2-C2) sobre
pl1l0a (Jaiswal et al., 2009), p110B (Zhang et al., 2011) y p110d (Burke et al.,
2011). En el caso de pl10B y pl100, también debe de contribuir al efecto
activador el hecho que p65a-CAAX carezca del dominio cSH2 ya que mediante el
mismo se establecia una interaccién inhibidora con el dominio quinasa de p110
(Burke et al., 2011; Burke y Williams, 2013) (Figura 36). Asimismo, reforzando
esta Ultima idea, observamos que p85a-CAAX (que contenia el dominio cSH2) era
capaz de inhibir, aunque levemente, a p1103-CAAX.

A
2_1;_06 ABD RBD G2 QUINASA
Asn345
p85a [SH3
N564D
B
Asn345 Glu545 3
/_ e p11°B
Lys379 Asn564_ peaIBIn =z 7 o prIOG
pé5a [ SH3 2 iSH2
—i Interaccion inhibidora entre dominios de p110 y p85a N564D o p65a
--4 Interacciéninhibidora iSH2-C2 eliminada por la mutaciéon N564D o por p65a
--4x Interaccion inhibidora cSH2-quinasa eliminada exclusivamente entre p65a/p1108 y p1105

Figura 36: Representacion de las interacciones regu  ladoras entre las p110 de clase 1A
y p85a N564D o p65a. Interacciones entre los heterodimeros formados por p110a o p110p
0 p110d con p85a N564D (A) y con p65a (B).

La expresion de p65a-CAAX, ademas de activar a p110a por la eliminacion de la
interaccion inhibidora iSH-C2 y a través de su reclutamiento a la membrana,
requiere la integridad de un grupo de residuos basicos del dominio C2 de union a
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la membrana de p110a. Sin embargo la interaccion de p110a con Ras de levadura
es dispensable para dicho efecto activador, puesto que un mutante de p110 en el
que esta interaccion se pierde sigue respondiendo a p65a-CAAX (Figura 37 A).

En nuestros experimentos observamos que p85a-CAAX activa a pl10a E545K
mientras que p85a no. Este resultado se puede explicar postulando que p85a
prenilado mimetiza el reclutamiento a la membrana necesario para la activacién de
pl10a, funcion que en mamiferos se atribuye a las fosfotirosinas de los RTKs
activados y en parte a RAS. En el caso de la levadura aunque Ras esta presente,
su interaccion con p110 es prescindible. Ademas, el hecho de que p85a-CAAX
active a p110a E545K, pero no a la version silvestre de p110a, nos indica que el
efecto activador también se debe a la eliminacion de la interaccion inhibidora entre
el dominio helical de p110a con el dominio nSH2 de p85a, debido a la mutacion
E545K (Huang et al., 2007; Miled et al., 2007). La expresion de la combinacion
p85a-CAAX y el mutante p110a E545K muestra el mismo fenotipo de inhibicién de
crecimiento de la levadura (activacion de la actividad quinasa) que el mutante Myr-
pl10a E545K expresado en ausencia de la subunidad reguladora. Este ultimo dato
coincide con los experimentos en células de mamiferos de Myr-p110a E545K, el
cual presentaba mayor activacion de AKT en comparacion con p110a E545K no
miristoilado (Liu y Roberts, 2006). También corroboramos que nuestro sistema
reproduce la regulacién negativa que ejerce p85a sobre pl1l0a cuando ambas
proteinas se localizan artificialmente en la membrana y la interaccion entre la
Lys379 (dominio nSH2) y el Glu545 (dominio C2) esté intacta. Esto queda patente
en la observaciéon de que p85a-CAAX es capaz de restaurar el crecimiento (inhibir
la actividad) de células expresando Myr-p110a, pero no en el caso de Myr-p110a
E545K. Ademas, p85a-CAAX K379E restaura el crecimiento de Myr-p110a E545K
mediante el restablecimiento de la interaccién inhibidora, ya que el Glu de carga
negativa en la posicion 379 de p85a-CAAX interacciona con la Lys545 de carga
positiva de Myr-p110a concordando con los resultados de este mutante de p85a
obtenidos por Miled et al. (2007) (Figura 37 B). Por otro lado, el efecto activador

gue observamos de p65a-CAAX sobre p110a en la levadura es independiente de
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la mutacién E545K en el dominio helical.

El hecho que el mutante p110a H1047R presente actividad moderada per se en la
levadura nos sugiere que esta mutacion incrementa la union con la membrana
plasmética, ya que en este sistema resulta imprescindible la localizacion de p110
en la membrana para que presente actividad. Esto concuerda con la hipotesis de
gue esta mutacion incrementa la interaccion directa con la membrana mimetizando
la funcion de RAS (Burke et al., 2012; Hon et al., 2012; Mandelker et al., 2009) y
gue posee actividad en ausencia de receptores RTKs activados (Hon et al., 2012).
Por otra parte, en nuestros experimentos, tanto en ausencia como en presencia de
p85a, vemos el mismo grado de activacion de este mutante. Por tanto, en la
levadura este mutante ni requiere de la interaccion con p85a, ni es sensible al
efecto inhibidor de p85a, al contrario de lo que se observa en mamiferos (Hon et
al.,, 2012; Zhao y Vogt, 2008b; 2010). Sin embargo, en presencia de p85a
prenilado si se observaba un incremento de la actividad de p110a H1047R. Esto
parece indicar que pl110a H1047R es insensible a la inhibicion que ejerce p85a
sobre pl1l0a y que por tanto predomina el efecto activador ejercido por su
reclutamiento a la membrana. De hecho, en células de mamiferos el mutante Myr-
pl10a H1047R muestra una mayor activacion de AKT en comparacion con p110a
H1047R (Liu y Roberts, 2006). En resumen, la actividad de esta mutacion, una vez
situada en la membrana a través de p85a-CAAX, prevalece sobre el posible efecto
inhibidor que pueda ejercer p85a, bien por hallarse en una conformacion
insensible a este tipo de regulacién o bien porque el efecto de reclutamiento a la
membrana de una quinasa mas activa prevalece sobre el posible efecto de
modulacion negativa (Figura 37 C).

Finalmente observamos que el efecto activador de p65a-CAAX es independiente
de la mutacién H1047R. Posiblemente p65a-CAAX hiperactiva a p110a H1047R
reforzando su capacidad intrinseca de unién a la membrana, ya que con p65a no

se observaba dicho efecto activador (Figura 37 C).
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Figura 37: Influencia de las interacciones p110 a/p85a en la actividad PI3K observada
mediante la co-expresion de versiones mutantes en|  alevadura. A. p65a-CAAX activa a
pl10a silvestre por la eliminacion de la interaccion inhibidora iSH2-C2 y a través de su
reclutamiento a la membrana mediante aminoécidos del dominio C2. La mutacion K227E
gue impide la interaccién con RAS no influye en el efecto activador que ejerce p65a-CAAX
sobre p110a. B. El efecto inhibidor que ejerce p85a-CAAX sobre p110a es mas potente que
su efecto activador de reclutamiento a la membrana. El efecto activador de reclutamiento de
pl10a a la membrana se observa mediante la eliminacion de la interaccion inhibidora a
través del mutante pll0a E545K. Dicha interaccion queda restablecida mediante la
introduccion simultanea de la mutacion K379E en p85a-CAAX. Myr-pl10a se une a la
membrana, por tanto, solo se observa el efecto inhibidor que ejerce p85a sobre ella,
mientras que si eliminamos dicho efecto inhibidor mediante la mutacion E545K, Myr-p110a
vuelve a ser activa. C. La actividad que presenta p110a H1047R (se une por si sola a la
membrana) se ve incrementada a través del efecto activador de reclutamiento a la
membrana de p85a-CAAX, y dicho efecto es mas potente que su efecto inhibidor. p65a-
CAAX hiperactiva a pl10a H1047R reclutandola a la membrana en ausencia de la
interaccion inhibidora (iISH2-C2).
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4. Distintas mutaciones de p85 a halladas en tumores humanos

muestran diferentes mecanismos de activacionde p1l1 0

El analisis funcional de PI3K en la levadura, como ya hemos demostrado, es (util
para el estudio del efecto inhibidor y activador de la subunidad reguladora p85a
silvestre y truncada respectivamente, sobre la subunidad catalitica p110. Hemos
empleado este sistema para el estudio de la actividad de mutantes de p85a

hallados en tumores humanos, dentro de un contexto celular.

En funcion del efecto que ejercen sobre pll0a y Myr-pl10a las mutaciones

oncogeénicas de p85a, podrian agruparse en tres categorias (Tabla 6):

1/ Mutaciones que se comportan como p85 a-CAAX silvestre (no ejercen

ningun efecto sobre p110a mientras que inhiben la actividad de Myr-p110a):

El mecanismo que utilizan estas mutaciones para actuar presuntamente en cancer
podria no estar relacionado con un incremento de la actividad de pl110a. Este
comportamiento lo presentan tanto mutaciones en los dominios SH3 y GAP como
en los dominios iISH2 y ¢cSH2. Las mutaciones D13V (dominio SH3) y N260S
(dominio GAP) no han sido previamente estudiadas en mamiferos. Posiblemente
Su mecanismo oncogénico pudiera ser a través de la desregulacion de PTEN ya
que estos dominios interaccionan con esta proteina (Chagpar et al., 2010). En el
caso de la mutacion del dominio GAP, puede que también participe en la
desregulacion de la degradacién del receptor a través de Rab5, debido a que este
dominio participa con la interaccién con Rab5 (Chamberlain et al., 2004).

Los aminoacidos Lys459 y Arg574 en el dominio iSH2 aparecen frecuentemente
mutados en tumores (Parsons et al.,, 2008). En la levadura no detectamos una
activacion de p110a por la mutacion AK459. Esta observacion no concuerda ni con
los datos de activacion de AKT en mamiferos debida a este mutante (Urick et al.
2011), ni refuerza las hipotesis postuladas para este mutante basadas en que se

altera la interaccion entre los dominios iISH2-ABD (Miled et al., 2007) y/o la unidn
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con la membrana (Huang et al., 2007). Es posible que el supuesto mecanismo que
emplea esta mutacién no se pueda reproducir en nuestro sistema, debido a que
implique a otras proteinas de mamiferos que estan ausentes en la levadura. Por lo
que respecta a la mutacion R574T, basandonos en su posible interaccién con
pl10a (Jaiswal et al., 2009) y en su localizacion en las proximidades del
aminoacido Asn564, inicialmente especulamos que podria activar a pl10a
mediante la desestabilizacion de la zona de contacto entre Asn564 (iSH2) y
Asn345 (C2) como en el caso de la mutacion N564D. Sin embargo, no se detecto
ningan incremento de actividad de p110a combinada con dicho mutante. Por tanto,
este mutante parece ejercer su supuesta funcion oncogénica independientemente
de la actividad de p110a. A partir de estos dos ultimos resultados, se puede inferir
que quizas no todas las mutaciones descritas en clinica localizadas en el dominio
iISH2 ejercen su mecanismo oncogénico a través de la eliminacion del contacto
inhibidor iISH2-C2. El dominio iSH2 podria desempefiar otro papel importante para
la modulacién de p110a o bien contribuir a la oncogénesis mediante mecanismos

independientes de ésta.

Esta descrito que el mutante p85a E666K (dominio cSH2) mantiene la interaccién
con pl10a (Jaiswal et al., 2009). Sin embargo, no potencia la actividad de p110a
en nuestro sistema, por lo que la supuesta accidon oncogénica de este mutante

también podria ser independiente de la activacion de p110a.

2/ Mutaciones que se comportan como p65 a-CAAX hiperactivo (activan a

p110a mientras que no presentan ningun efecto aditivo sobre Myr-p110a):

El mecanismo mediante el cual estas mutaciones actian en cancer esta
relacionado con un incremento de la actividad de p110a a causa de la eliminacion
de interacciones inhibidoras. En levadura, como hemos comentado, se reproduce

el mecanismo de activacion descrito para mamiferos ya que detectamos:

i/ la eliminacion de la interaccion inhibidora entre los dominios nSH2 y helical, lo

gue se deduce del comportamiento de la mutacion K379E (nSH2).
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i/ la eliminacion de la interaccion inhibidora entre los dominios iISH2 y C2, segun
los resultados observados con la mutacion N564D (iSH2). La inhibicion de
crecimiento que ocurre por la co-expresiéon de pl110a con la mutacién N564D es
similar a la observada con p65a (truncacion poco después del aminoacido 572).

3/ Mutaciones que se comportan de manera divergente a p65a-CAAX (activan

a p110a e inhiben la actividad de Myr-p110a):

Los aminoéacidos Gly376, Asp560 y Asn564 estan conservados en las diferentes
subunidades reguladoras de clase IA y aparecen frecuentemente mutados en
tumores (Jiménez et al., 1998; Jucker et al., 2002; Parsons et al., 2008; Philp et al.,
2001; Wood et al., 2007). Postulamos que las mutaciones G376R y D560Y activan
a p110a por un mecanismo distinto a la eliminacion de las interacciones con efecto
inhibidor, ya que mantienen la capacidad inhibidora de p85a sobre Myr-p110a.
Para el caso de la mutaciéon G376R (nSH2), hipotetizamos que su efecto activador
sobre pl10a también observado en mamiferos (Sun et al.,, 2010), lo ejerce
favoreciendo el reclutamiento de p110a a la membrana. Posiblemente el cambio
de una Gly a una Arg, que es un aminoacido cargado positivamente, pueda
aumentar la superficie de interaccion de p85a con las cabezas polares de los
lipidos de la membrana, facilitando posteriormente la funcion de union de p110a a
la membrana. No hay estudios publicados que apoyen esta hipétesis, ya que las
propuestas para su efecto activador observado en mamiferos se basan en que el
cambio a Arg reduce la zona de contacto inhibidor con el dominio helical (Sun et
al., 2010; Vogt et al., 2010) y/o con el dominio C2 (Gabelli et al., 2010; Mandelker
et al., 2009; Ross et al., 2013). Ninguna de estas hipotesis encajan en nuestro
modelo, debido a que este mutante inhibe la actividad de las p110 que se localizan
en la membrana (Myr-p110a y p110B-CAAX) siendo nuestro sistema sensible al
efecto de la eliminacion de la superficie de contacto nSH2-helical, como se

observa con el mutante K379E.

En mamiferos se ha descrito que la mutacion D560Y activa a p110a eliminando la

interaccion inhibidora con el Asn345 del dominio C2 (Huang et al., 2007). Aunque
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el efecto activador del mutante D560Y sobre pl110a silvestre se reproduce en la
levadura, este mutante mantiene la capacidad inhibidora sobre Myr-p110a.
Hipotetizamos un mecanismo alternativo, basandonos en la funcion de union a
membrana descrita para el dominio iSH2. EI cambio de un aminoacido polar y
cargado negativamente, como es el Asp, por un aminoacido aromatico y por tanto
mas voluminoso como es la Tyr, puede influir en las propiedades electrostéticas
y/o posicion de los aminoacidos contiguos implicados en la unibn a membrana
(aminoéacidos 447 al 544) favoreciendo dicha union (Huang et al., 2008). Por otra
parte, al modificar la interaccidén con el Asn345 del dominio C2 podria provocar un

cambio conformacional que incrementara su unién a la membrana.

Las mutaciones oncogénicas analizadas en p85a silvestre también se pueden
agrupar dentro de las dos primeras categorias atendiendo al efecto que ejercen
sobre p110B-CAAX (Tabla 6).

Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3
D13V
N260S
p65a G376R
p85a-CAAX AKA459 K379E D560Y
R574T N564D
E666K
D548G
p85a Y463* pb3a
R301* N564D

Tabla 6: Clasificacion de las mutaciones en p85 a y p85a-CAAX en funcion del efecto
que ejercen sobre pl110. Categoria 1: mutaciones que se comportan como p85a (no
activan a pl110); categoria 2: mutaciones que se comportan como p65a (activan a p110
mediante la eliminacion de interacciones inhibidoras); categoria 3: mutaciones con un
comportamiento divergente al de p65a (activan a p110a a través de su reclutamiento a la
membrana).

5. La sobre-expresion de p65 a en células de mamiferos altera la

regulacion del trafico vesicular

Como complemento a los estudios en el modelo heterélogo, estudiamos la
sobreproduccion en células de mamiferos de las subunidades reguladoras de las
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PISK de clase |. En condiciones de sobre-expresién en células COS-7, p85a
fusionado al epitopo HA en posicidbn N-terminal presentd una localizacion
predominantemente  citoplasmatica, concentrdndose en  compartimentos
perinucleares, de acuerdo con lo descrito para p85a tanto endégeno como sobre-
expresado con otros epitopos en posicion N-terminal y utilizando otros modelos
celulares (Cariaga-Martinez et al., 2014; Chan et al., 2002; Jiménez et al., 1998;
Ko et al., 2014; Luo et al., 2005). En las mismas condiciones que p85a estudiamos
el resto de las subunidades reguladoras. Las isoformas p55a y p50a presentaron
una localizacion mayoritariamente nucleo-citoplasmica, lo cual no concuerda con
lo publicado por Luo et al. (2005), quienes no observaron una localizacién nuclear.
Esto puede deberse a los diferentes epitopos y lineas celulares empleados en
ambos laboratorios. La sobre-expresién de p858 mostrd predominantemente un
patron relativamente uniforme en nucleo y citoplasma, como el observado en otro
tipo de células por Kumar et al. (2011), sin embargo esto puede ser consecuencia
de la sobre-expresion, puesto que a niveles fisiologicos de expresion su
localizacion es nuclear (Cariaga-Martinez et al., 2014; Kumar et al., 2011). Es
probable que la region C-terminal de p85p eliminada en p65B participe en la
localizacion nuclear de p85B, ya que p65B presentd una localizacion mas
desplazada hacia el citoplasma que p85pB. La localizacion de p55y también nucleo-
citoplasmica, concuerda con lo observado con la sobre-expresion de esta proteina
con otro epitopo N-terminal y en otro sistema celular (Xia et al., 2003). Por ultimo,
se ha descrito que pl0l sobre-expresada presenta una localizacion nuclear
mientras que si es co-expresada con pl110y se transloca al citosol (Brock et al.,
2003; Voigt et al., 2005). En nuestros experimentos pl01l también presenta
localizacion nuclear (20%) y citosélica (30%), pero domina la localizacion nucleo-

citoplasmaética.

La version truncada de p85a, p65a, se concentrd principalmente en la periferia de
grandes estructuras de aspecto vesicular. A este respecto, Jiménez et al. (1998),
mediante experimentos de fraccionamiento subcelular, mostraron que p65a, pero

no p85a, se localizaba en la fraccion enriquecida en membranas. Nuestros
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resultados indican que la localizacion tipo vesicular de p65a es una caracteristica
propia de este tipo de mutacion en p85a y que no esta directamente relacionada
con la ganancia de funcién oncogénica a través de la activaciéon de pl110a, sino

con otras funciones independientes.

Para poder discernir la localizacion de p65a con precision analizamos su
localizacibn mediante microscopia confocal, lo que confirmé que HA-p65a se
concentraba alrededor de unos compartimentos intracelulares esféricos con
aspecto vesicular de diferentes tamafos y de aspecto similar a los endosomas
tempranos anormalmente grandes inducidos por el mutante constitutivamente
activo de Rab5 (Rab5 Q79L) (Barbieri et al., 1996; Roberts et al., 2000; Shin et al.,
2005; Stenmark et al., 1994; Volpicelli et al., 2001). Por ello, nos inclinamos a
pensar que la sobre-expresion de p65a inducia la formacién de endosomas
tempranos, en cuya membrana se acumula. La co-localizacién parcial de p65a con
los marcadores de endosomas tempranos, Rab5 y EEA1l parece avalar esta
hipotesis. Estd descrito que p85a, al interaccionar con pl10B, modifica su
conformacion e incrementa su afinidad por Rab5 formandose el complejo trimérico
Rab5-GTP/p110B/p85a (Christoforidis et al., 1999; Dou et al., 2013; Kurosu y
Katada, 2001; Shin et al., 2005). Sin embargo, no esta descrito el dominio de p85a
a través del cual interacciona con Rab5, aunque si se ha descartado que sea el
dominio GAP (Chamberlain et al., 2004). En tal caso, la interaccion entre p85a y
Rab5 podria tener lugar por la region C-terminal de p85a, no presente en p65a, o
gue esta region sea imprescindible para la adquisicién de la conformacion optima
inducida por la interacciéon con pl10B. Por tanto, inicialmente postulamos que
p65a genera endosomas anormalmente grandes debido a que no puede ejercer su
actividad GAP hacia Rab5 al no poder interaccionar directamente con él,
permaneciendo Rab5 constitutivamente activo. Esta situacidn provocaria un
aumento de los procesos de fusion de los endosomas y podria ser el mecanismo

mediante el cual estos endosomas aumentan su tamafo.

En presencia de wortmanina, un inhibidor de la PI3K, observamos una disminucion

de la cantidad de los endosomas agrandados donde se localiza p65a. Este
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resultado sugiere que p65a, mediante la hiperactivacion de la actividad catalitica
enddgena de pl110, contribuye a la formacion de este tipo de estructuras. Esto nos
llevé a estudiar, en condiciones de sobre-expresion de p65a, la localizacion del
Ptdins(3,4,5)P; mediante la sonda Aktl(PH)-GFP, y observamos que dicha sonda
se concentra exclusivamente en el lumen de estos compartimentos. Esta
localizacion sugiere que las membranas ricas en PtdIins(3,4,5)P; generado por la
actividad de la PI3K son rapidamente procesadas por la ruta endocitica en estas
células, degradandose de manera muy eficaz las proteinas de union a
Ptdins(3,4,5)P; y arrastrando consigo al marcador GFP. Este proceso deberia
implicar la invaginacion de la membrana de los endosomas generando
posiblemente cuerpos multivesiculares en el interior. Por otro lado, el
Ptdins(3,4,5)P; también puede ser eliminado de la superficie de los endosomas
mediante su desfosforilacion a Ptdins(3)P, a través del reclutamiento secuencial
de dos efectores de Rab5, las Ptdins 4- y 5-fosfatasas (Shin et al., 2005). En tal
caso, incrementaria el Ptdins(3)P susceptible de participar en el proceso de fusion
de los endosomas, ya que es necesario que este fosfoinositido se una a EEAL,
que a su vez interaccionard con Rab5-GTP para que se inicie dicho proceso
(Figura 38). Seria interesante profundizar mas en la naturaleza de estos
compartimentos determinando si también poseen marcadores de endosomas

tardios/cuerpos multivesiculares.

Con todos estos datos, postulamos un modelo en el que la sobreproduccién de
p65a esta implicada en la formacién de vacuolas anormalmente grandes con
caracteristicas de compartimentos endosomales a través de dos mecanismos
diferentes. Uno de forma independiente a p110, mediante la activacion constitutiva
de Rab5, y otro dependiente de la actividad catalitica de p110, mediante el
aumento de PtdIns(3,4,5)P; como precursor de Ptdins(3)P. Un mayor tamafio de
los endosomas refleja una actividad endocitica exacerbada, lo que deberia
incrementar el nUmero de receptores que entran en la ruta endocitica, pudiendo

desencadenar posibles alteraciones en la ruta AKT.
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Figura 38: Modelo propuesto de la regulacién del tr  afico vesicular mediante la
expresion de p85 a y de p65a. A. En las células COS-7 que sobre-expresan p85a, se
endocita la membrana plasmatica que contiene al heterodimero p85a/p110 activo. A estas
vesiculas endociticas se les une Rab5-GDP que se activa a Rab5-GTP. Rab5 activa se une
a EEALl que a su vez formara un puente de unién con otra vesicula que tenga en su
membrana PtdIins(3)P. Una de las posibles vias de generacion de los PtdIns(3)P es a partir
de la desfosforilacion de los PtdIns(3,4,5)Ps generados previamente por el heterodimero
p85a/pll10 activo. p85a ejerce su actividad GAP sobre Rab5-GTP, el cual pasa a estado
inactivo y se libera de la membrana endosomal y de las proteinas del complejo
p85a/p110/Rab5/EEAL. B. En las células que sobre-expresan p65a se observa un
incremento de la produccion de PtdIns(3,4,5)Ps en ausencia de estimulo con respecto a
p85a. Las regiones de la membrana plasmatica enriquecidas con este fosfoinositido son
endocitadas. A estas vesiculas endocitadas se les une Rab5-GDP que cambia a su estado
activo. Rab5, una vez activa, se une a EEA1 que a su vez formara un puente de unién con
otra vesicula que tenga en su membrana PtdIns(3)P. Posiblemente aumenten los eventos
de fusion entre vesiculas debido al incremento de este Ultimo fosfoinositido en la
membranas endosomales en presencia de grandes cantidades de uno de sus posibles
precursores, el PtdIns(3,4,5)Ps. Hipotetizamos que p65a no ejerce su actividad GAP hacia
Rab5-GTP, lo que causaria la acumulacién de Rab5 activo, permaneciendo unido a p65a y
EEA1l, en las membranas endosomales. Por tanto, la sobre-expresion de p65a
desencadenaria la hiperactivacién de los procesos endociticos dando lugar a la formacion
de grandes vacuolas en cuya superficie se acumularia.
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Las principales conclusiones derivadas del trabajo presentado en esta Tesis

Doctoral son las siguientes:

1. Las subunidades cataliticas pl10y y pl100 de mamiferos no son lo
suficientemente activas per se para conferir toxicidad a la levadura S.
cerevisiae, al contrario que las isoformas pl110a y pl110B preniladas (p110a-
CAAX, p110B-CAAX).

2. El dominio ABD de p110 es dispensable para su actividad quinasa de lipidos in
vivo en el sistema heterdlogo, mientras que la integridad de los residuos
Lys410, Arg412, Lys413 y Lys416 del dominio C2 es necesaria.

3. p65a y p65PB activan a la subunidad catalitica p110B prenilada, mientras que

p85a inhibe la actividad de p110a miristoilado en la levadura.

4. p65a-CAAX activa a las isoformas de p110 de clase IA en la levadura, mientras

gue p85a-CAAX inhibe a las p110 moderadamente activas.

5. El efecto activador de p65a-CAAX sobre p110a requiere la interaccion con el
domino ABD, y es independiente de las mutaciones oncogénicas en los
dominios helical y quinasa y de la interaccién con RAS.

6. La interaccion inhibidora entre los dominios helical (p110a)-nSH2 (p85a) se
verifica en el modelo de levadura. Dicha interaccion inhibidora no contrarresta

el efecto activador por reclutamiento a la membrana de p110a H1047R.

7. La levadura S. cerevisiae es un modelo adecuado para monitorizar el efecto
activador sobre p110a y p110B de algunas mutaciones en p85a halladas en

tumores humanos.
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8. p65a sobre-expresado en células de mamiferos presenta una localizacion
subcelular en la periferia de vacuolas anormalmente grandes con
caracteristicas de compartimentos endosomales, que difiere de la del resto de
subunidades reguladoras de la PI3K de clase |. Ademas, p65a, al contrario que

p85a, esta implicada en la formacion de este tipo de vacuolas.
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