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RESUMEN

La via de sefializacion del factor de crecimiento transformante-p (TGF-p) controla multiples procesos
celulares como el crecimiento, la migracién y la diferenciacion, que se llevan a cabo desde el desarrollo
temprano hasta en el mantenimiento de la homeostasis en los organismos adultos. Existe una regulacion
estricta de la sefial del TGF-B a diferentes niveles debido a la importancia de los procesos que regula;
fallas en el funcionamiento de esta via de sefializacién se han asociado a patologias tales como el cancer o
la fibrosis. Los miembros de la familia de oncoproteinas Ski, como las proteinas Ski y SnoN, regulan
negativamente la sefial del TGF-f a través de la inhibiciéon de los complejos transcripcionales de las
proteinas Smad, los principales efectores de la sefial del TGF-p. Para contrarrestar la accion inhibitoria de
estos correguladores, la misma sefial del TGF-f induce la degradacién de estas proteinas a través de la
participacién de las proteinas Smad activas y del uso del sistema ubiquitina-proteosoma (UPS). En
estudios de regeneracién hepética en ratones, ha sido muy interesante observar que los niveles de las
proteinas Ski y SnoN aumentan, aln cuando las proteinas Smad estan activas durante todo el proceso de
regeneracion. En este trabajo nos interesamos principalmente en las sefiales que podrian estar modulando
los niveles de expresion de la proteina Ski en los hepatocitos de rata. En un inicio, se observ6 que Ski se
localizaba en la fraccion insoluble al detergente Triton X-100 en los hepatocitos aislados de higados de
rata en estado de quiescencia o en regeneracion, asi como en los cultivos primarios de hepatocitos y en la
linea celular de hepatocito de rata, C9. También se determiné que la proteina Ski interaccionaba con la
proteina actina en el citoplasma. Posteriormente, se encontré que una fraccion de la proteina Ski total se
localiza en las membranas resistentes a detergente (DRM), o lipid rafts; probablemente donde Ski
colocaliza con las proteinas CD63 y ALIX, que son proteinas especificas de endosomas multivesiculares
(MVE). La sefial del TGF-p enriquece la presencia de Ski en este tipo de endosomas. Finalmente, se
observo que la estabilidad de la proteina Ski es regulada por cambios en la dindmica del ensamblaje del
citoesqueleto de actina, que comprenden tanto la estabilizacion de la actina monomérica (G-actina) como
la formacion de filamentos de actina (F-actina). La confluencia celular o la activacion de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) son también sefiales que controlan los niveles de Ski. Se observo que las
sefiales de algunos GPCRs conducen a la degradacién de la proteina Ski, a través de la activacién de la
cinasa de ROCK o bien estabilizan los niveles de Ski a través del aumento de los niveles de AMP ciclico
(cCAMP). Este tipo de sefiales son antagénicas y parecen ser independientes de la sefial del TGF-B. En este
trabajo se demostré claramente que una fraccion de la proteina Ski se localiza en dominios del tipo balsas
lipidicas (lipid rafts) uniendo a actina en el citoplasma de los hepatocitos. Es muy probable que las
sefiales que controlan la dindmica del citoesqueleto de actina pueden tener efectos importantes en la sefial
del TGF-p en procesos tales como la regeneracién hepatica, a través de sus efectos en la regulacion de la

estabilidad de la proteina Ski.



ABSTRACT

Transforming growth factor p (TGF-B) signaling pathway controls multiple cellular processes as growth,
migration and differentiation occurring from early development to homeostasis maintenance in adult
organisms. There is a tight regulation on TGF-p signaling at different levels due to it has important
effects on the cellular processes that may control. Failure on TGF-f signaling is related to certain diseases
such as cancer and fibrosis. Members of the Ski oncoprotein family, in particular Ski and SnoN proteins,
regulate negatively the TGF-B signaling pathway by inhibiting the Smad protein transcriptional
complexes: the main effectors of the TGF-p pathway. To avoid negative regulation, TGF-f signaling
induces the downregulation of these proteins through using activated Smad proteins and ubiquitin-
proteasome system (UPS). In the liver regeneration process in mice, Ski and SnoN protein levels increase
even thought Smad protein activation occurs during all hepatic regeneration process. In this study, we
aimed to find out the signals that could regulate Ski protein expression in rat hepatocytes. At first, we
found that Ski protein localizes in a Triton X-100 insoluble fraction in isolated hepatocytes from
quiescent or regenerating livers, as well as in primary cultured hepatocytes and in the C9 cell line that
comes from rat hepatocytes. We also found that Ski interacts with actin protein in the cytoplasm.
Subsequently, we identified that a fraction of total Ski protein localizes in detergent resistant membranes
(DRM), also named lipid rafts, where Ski protein probably colocalizes with CD63 and ALIX proteins,
which are specific proteins of multivesicular endosomes (MVE). TGF-f signaling increases Ski protein
localization in these endosomes. Finally, we identified that changes in the actin-cytoskeleton dynamics,
defined as actin monomers (G-actin) stabilization or actin filaments (F-actin) formation, regulates Ski
protein stability. Cell density and activation of the G protein-coupled receptors (GPCR) are signals that
control Ski protein levels through actin-cytoskeleton dynamics. GPCR signals that direct Ski protein to
degradation activate ROCK kinase whereas signals that increase the amount of cyclic AMP (cAMP)
stabilize Ski protein. Both GPCR signals counteract each other and seem to be independent of TGF-f
signaling. All these data demonstrated clearly that a fraction of total Ski protein localize in lipid rafts
where it binds to actin protein in the hepatocytes. So that signals that control actin-cytoskeleton dynamics
could have effects on the TGF-$ signaling pathway by regulating Ski protein stability in important

processes such as liver regeneration.



1. INTRODUCCION

1.1 Principios de la comunicacion celular.

El estudio de la comunicacién celular y la transduccion de sefiales, es una de las areas
con mayor auge en la actualidad dentro de las areas quimico-biol6gicas. Entender
procesos celulares como el desarrollo temprano de los organismos y el mantenimiento
de su homeostasis nos permite desarrollar mejores estrategias para solucionar muchas
de sus patologias (Hynes et al., 2013). Este amplio campo de estudio se enfoca en
dilucidar y entender de que manera las células se comunican entre si y cémo reaccionan
ante un medio extracelular definido. En la actualidad, existen un sin namero de sefiales
descritas que varian enormemente en sus caracteristicas fisicoquimicas y en los
mecanismos moleculares que utilizan estas para desarrollar una respuesta especifica a
una sefial particular. Dentro de las caracteristicas fisicoquimicas encontramos una
amplia variedad que va desde sefiales de bajo o alto peso molecular, hidrofilicas o
hidrofdbicas, solubles o adheridas a una membrana celular, etcétera. Por tanto, no es
dificil imaginar que la célula requiere de un buen nimero de rutas o vias de sefializacion

para reconocer e interpretar las sefiales que recibe.

A pesar de la complejidad en las maneras en que las células se comunican entre ellas,
estas pueden ser agrupadas en 4 tipos generales de comunicacion: autocrina, paracrina,
endocrina y yuxtacrina. La comunicacion autocrina se puede definir como la
interpretacion de una sefial por un tipo celular particular que ha sido generada por las
mismas células en un area no muy amplia dentro del mismo tejido. La sefializacion tipo
paracrina requiere de un elemento adicional a la autocrina, este es la comunicacion entre
tipos celulares distintos en donde uno genera la sefial que sera asimilada e interpretada
(sensada) por el otro tipo celular dentro de un espacio definido del tejido que
comparten. Un ejemplo de comunicacion paracrina se da en la sinapsis (neuroldgica), en
la que esta involucrada la proximidad de dos neuronas (o células de la glia) y la
secrecion de moléculas (neurotransmisores) dentro de un espacio muy pequefio entre las
dos terminales nerviosas provenientes de cada una de las neuronas. La comunicacion
endocrina, al igual que los dos anteriores tipos de comunicacion, requiere de la sintesis
y secrecién de moléculas con caracteristicas particulares (hormonas), pero a diferencia
de las anteriores, una sefial es sensada por un tipo celular que se encuentra en un tejido

u 6rgano distante al sitio donde fue generada inicialmente la sefial. Esta comunicacién,
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en particular, hace uso del sistema circulatorio de los organismos para poder viajar a
través de todos los tejidos del mismo.

La sefiales del tipo yuxtacrina requiere de un cierto grado de proximidad entre dos
células en donde existe la union entre sus componentes de la membrana plasmatica. En
las sefiales yuxtacrinas, la interaccién entre sus componentes de membrana tiene
repercusiones para ambos tipos celulares; este tipo de sefiales las encontramos
comUnmente en las células del sistema inmune (sinapsis inmunoldgica) y en células
precursoras de las primeras etapas del desarrollo embrionario en donde la posicion en
que un tipo celular se encuentra, es crucial para su estado de diferenciacién. También
podemos definir como sefializacion yuxtacrina a la interaccion directa entre los
componentes de membrana de una célula y la matriz extracelular (ECM, por sus siglas
en inglés) circundante, generalmente generada por las células adyacentes o células

estromales.

La forma en que una sefial, o ligando, es reconocida por una célula requiere
basicamente de una proteina que recibe el nombre de proteina receptora, o receptor.
Debido a la variedad en la naturaleza quimica de los ligandos, la célula cuenta con
proteinas receptoras presentes en la membrana plasmatica y con proteinas receptoras
intracelulares, o receptores nucleares, presentes en el citoplasma o en el nucleo (de
donde reciben este nombre). Las moléculas de naturaleza hidrofilica como lo son los
péptidos, proteinas y moléculas sintetizadas a partir de un aminoéacido requieren de
receptores embebidos en la membrana plasmética (transmembranales), ya que no
pueden acceder, por si mismas, a las proteinas intracelulares y, asi transducir su sefial
especifica. Los receptores nucleares son capaces de reconocer sefiales de naturaleza
hidrofobica. Estos ligandos, gracias a sus caracteristicas quimicas, son capaces de
cruzar por si solas la membrana plasmaética y, de esta manera, tienen acceso a su
receptor intracelular. Los receptores nucleares no sélo tienen la capacidad de reconocer
a su ligando especifico sino también realizan la funcién de factores transcripcionales en
los promotores de genes especificos (genes blanco). Estos receptores son un puente
directo entre la sefial y su efectos en la regulacién transcripcional de genes blanco,

regulacion que tiene como finalidad una respuesta celular especifica.
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En el caso de los ligandos de naturaleza quimica hidrofilica, requieren de mas
elementos en sus mecanismos moleculares de sefializacion en comparacién con los
receptores nucleares. El ligando, al ser reconocido por su receptor de manera especifica,
provoca un cambio conformacional en la estructura del receptor o un cambio en las
uniones con las proteinas que interacciona, formando asi nuevos complejos. Esto
permite que el receptor transduzca la sefial al interior de la célula a través de una cadena
de activacién de varios elementos que llevan el nombre de proteinas efectoras. Esta
activacion, mediada por el ligando, desde el receptor hasta las proteinas efectoras
(transduccion de la sefial) ocurre a través de cambios conformacionales o por
modificaciones postraduccionales en las proteinas involucradas. Generalmente, las
proteinas efectoras transducen esta activacion a enzimas encargadas de amplificar la
sefial inicial utilizando la creacion de los llamados segundos mensajeros quimicos. No
necesariamente la transduccion de la sefial lleva a cabo la creacion de segundos
mensajeros, en cambio, realiza una serie de fosforilaciones secuenciales que tiene el
mismo fin de los mensajeros quimicos, la amplificacion de la sefial. Es importante
destacar que existen otras modificaciones postraduccionales adicionales a la
fosforilacion de las proteinas, como es el caso de la adicion de la proteina ubiquitina
(ubiquitinacidn) a las lisinas de una proteina en particular, que también participan en la
activacion secuencial de los efectores. Por Gltimo, la transduccién de la sefial concluye
en la activacion o represion de factores transcripcionales que regulan a los promotores
de genes especificos y cuya regulacién provoca un cambio particular en un proceso
celular definido; aunque es importante destacar que muchas de las sefiales pueden

regular un proceso celular especifico sin el empleo de la regulacién transcripcional.

En la actualidad, se conocen un sin nimero de ligandos especificos y sus receptores
correspondientes. No obstante, se pueden agrupar muchas de las sefiales en alguna de
las vias de sefializacion que estan lo bastante bien descritas actualmente: 1) los
receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptors, o GPCR), 2) los
receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosina (RTKSs, por sus siglas en
inglés), y 3) los receptores con actividad de cinasa de residuos de serina y treonina
(ligandos de la superfamilia del TGF-p). Aunque existen otras vias de sefializacion estas
son casos particulares, y debido a que por su complejidad salen de estos 3 grandes

grupos.
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Los GPCRs son los receptores méas abundantes en la naturaleza y reconocen a un
gran nuimero de ligandos, por ejemplo, muchas de las hormonas descritas para el
sistema endocrino en mamiferos usan GPCRs. Sus mecanismos moleculares de
transduccion varian entre si pero, como su nombre lo indica, todos dependen de la
activacion de las proteinas G heterotriméricas (subunidad o y las subunidades By). Esta
activacion requiere la separacion de las subunidades Py de la subunidad o la cual
coordina un gran ndmero de procesos dentro de los cuales podemos mencionar el
crecimiento y la migracién celular a través de la generacion de segundos mensajeros
quimicos. No obstante, tanto algunos tipos de subunidades o como de subunidades Py

pueden sefalizar independientemente de la formacion de segundos mensajeros.

En el caso de la sefializacion por RTKs también existe un gran nimero de ligandos,
todos son de naturaleza polipeptidica, y basan la transduccion de su sefial en una
secuencia de fosforilaciones comenzando por una fosforilacion cruzada entre sus
receptores en los residuos de tirosina. Muchos de los factores de crecimiento descritos
que promueven supervivencia, crecimiento y division celular (mitégenos) utilizan este
tipo de sefializacion. Esto se debe a que activan cierto nimero de sefiales que son
indispensables para los efectos arriba mencionados, y entre ellas encontramos las
siguientes: las cinasas activadas por mitdgenos (MAPK), las cinasa de fosfoinositidos
PI3K, junto con la cinasa AKT, y la proteina mTOR. Todas estas proteinas efectoras
coordinan la activacion de otros efectores y la posterior regulacion transcripcional de
muchos genes blanco. No obstante, es importante mencionar que estas cinasas no son

particulares de los RTKs y pueden ser activadas por otras vias de sefializacion.

El grupo de ligandos que utilizan a los receptores con actividad de cinasa de serinas y
treoninas, son sefiales que estdn presentes desde la formacion y durante el
mantenimiento (homeostasis) de un gran nimero de organismos. Puede decirse que
junto con las via de sefializacion del ligando Wnt y los ligandos FGF (factores de
creciemento de fibroblastos, por sus siglas en inglés) son las principales sefiales que
regulan los patrones principales en el desarrollo temprano y la manutencién de los
tejidos en un organismo adulto a través del control de la diferenciacion y division de las
células troncales, o stem cells. Sin embargo, estos ligandos participan en otros procesos
fisiolégicos tales como la regulacion del sistema inmune. Méas adelante hablaremos con

detalle sobre los mecanismos de activacion de estas vias de sefalizacion.
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1.2 Membranas celulares (transporte vesicular y lipid rafts).

El recambio de membranas es un proceso constante, dinamico e indispensable para
todos los tipos celulares; es un campo de estudio amplio del cual s6lo se tiene las bases
y es necesario conocer mas afondo. Dentro de las membranas celulares podemos
estudiar su composicion, localizacion y transporte. Las células utilizan sus membranas
para movilizar muchas de sus moléculas estructurales como las proteinas y los lipidos a
través de estructuras membranosas denominadas vesiculas o endosomas. Este transporte
se lleva a cabo dentro de la composicion de la membrana misma o en su lumen (espacio
dentro de la vesicula) donde puede aislar y almacenar distinta clase de componentes.
Estas vesiculas se forman y se movilizan a través del uso de un gran numero de lipidos,
como lo son los fosfolipidos, los esfingolipidos y el colesterol; y de proteinas como las
clatrinas, caveolinas y proteinas del citoesqueleto de las que destacan la tubulina
(microtubulos) y la actina (filamentos de actina). Los endosomas son el producto directo
del recambio e intercambio entre las mismas membranas intracelulares provenientes de
los distintos organelos o estructuras subcelulares, como lo son el reticulo
endoplasmatico o el aparato de Golgi, y el intercambio de estos con la membrana
plasmatica.

Los endosomas se pueden clasificar en endosomas tempranos, tardios, de reciclamiento
y multivesiculares. Los endosomas tempranos son estructuras membranosas que surgen
del proceso de endocitosis y permanecen cerca de la membrana plasmatica hasta que
alguna sefial los relocalice nuevamente a la membrana plasmética o a los lisosomas;
también pueden proceder del aparato de Golgi. La proteina EEAL es un excelente
marcador de endosomas tempranos debido a que une a estos endosomas exclusivamente
a través de su dominio FYVE, dominio que reconoce al fosfatidilinositol-3-fosfato
(PI3P); este lipido esta enriquecido en los endosomas tempranos. Los endosomas
tardios son los endosomas que provienen de la region Trans del aparato de Golgi
(GM130 es una proteina transmembranal exclusiva de esta regién), aunque sus
componentes son formados desde el RE, y puede fusionarse con endosomas tempranos,
lisosomas o endosomas multivesiculares (MVE, por sus siglas en inglés). Los
endosomas de reciclamiento son las vesiculas que provienen de endosomas adyacentes a
la membrana plasmaética y vuelen a insertarse a la misma escapando asi de su posible
transporte al lisosoma. Los MVE son estructuras membranosas que tienen como funcién

introducir (invaginar) una vesicula (membrana y lumen) dentro de otra vesicula que
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tiene como destino final: la degradacion de sus componentes a través del lisosoma o la
salida al espacio extracelular dentro de estructuras llamadas exosomas donde las
proteinas tetraspaninas, como la proteina transmembranal CD63, parecen jugar un papel
importante en este transporte (Pols y Klumperman, 2009). El transporte de membranas
ocurre también entre estructuras dentro del mismo organelo independiente de los

mecanismos ya mencionados.

Existe un gran nimero de proteinas que coordinan el transporte y fusion de distintos
tipos de endosomas. Las proteinas Rab, las proteinas de los complejos ESCRT vy las
proteinas SNARE son basicamente las proteinas encargadas de llevar a cabo estos
procesos. Las proteinas Rab pertenecen a la superfamilia que lleva el mismo nombre y
coordinan el direccionamiento de los endosomas. Dentro de esta familia destacan las
proteinas Rab5, Rab7 y Rabll, por la relevancia de los procesos que regulan. La
proteina Rab5 se localiza especificamente en los endosomas tempranos y es la
encargada del transporte de este tipo de endosomas. La proteina Rab7 se localiza en los
endosomas tardios y endosomas multivesiculares donde desarrolla un papel importante
en la correcta funcién de estas estructuras. La proteina Rabll se localiza
especificamente en los endosomas que regresan a la membrana plasmatica. La correcta
localizacion de las proteinas Rab depende mucho de la composicién lipidica de los
endosomas debido a que estas proteinas pueden distinguir entre diferentes tipos de
fosfoinositidos (Jean y Coger, 2012).

Las miembros de los complejos ESCRT son las proteinas encargadas de formar los
endosomas miltivesiculares. El correcto funcionamiento de estas proteinas depende de
sus motivos de reconocimiento a ubiquitina (UBM), de reconocimiento a fosfolipidos
de membrana, tales como el PI3P, o de sus dominios de interaccion a proteinas Rab. Se
han descrito cuatro complejos: el complejo ESCRTO regula el destino de los endosomas
dirigiéndolos hacia los MVE, las proteinas HRS y STAM son las proteinas principales
involucradas es este complejo; el complejo ESCRTI recluta a los endosomas destinados
a los MVE y estd compuesto de varias proteinas, destacando la proteina TSG101; el
complejo ESCRTII s6lo es el puente entre el complejo | y 11; el complejo ESCRTIII
coordina el complicado proceso de insertar los endosomas a los MVE donde las
proteinas accesorias VPS4 y ALIX tienen un papel destacado (Hanson y Cashikar,
2012).
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Finalmente las proteinas de la superfamilia SNARE son las encargadas de llevar a cabo
el importante papel de fusionar las membranas celulares en los procesos de recambio e
intercambio de endosomas y en el proceso de exocitosis, que es la fusion de las
vesiculas de secrecion con la membrana plasmatica. Se pueden clasificar sus mas de 60
miembros en R-SNARE y Q-SNARE, dependiendo del aminoacido que conservan en su
dominio de union entre ellas, o en v-SNARE y t-SNARE por su localizacion en
vesiculas o en las membranas blanco (organelo o plasmatica), respectivamente. El
mecanismo de fusion entre membranas, basicamente, se requiere de la fuerte interaccién
de 4 proteinas SNARE (dos por cada membrana) y de la presencia del i6n calcio (Chen
y Scheller, 2001).

Las membranas celulares no solo sirven como medios de transporte a lo largo del
citoplasma sino también como soporte en la formacion de plataformas de interaccion
entre receptores y proteinas transmembranales en la membrana plasmatica o
componentes de sefializacion en las vesiculas intracelulares. Estas plataformas se
presentan en estructuras denominadas balsas lipidicas, o lipid rafts, cuyas membranas
son ricas en fosfolipidos con cadenas laterales planas saturadas, en colesterol, en
esfingolipidos y en lipidos glicosilados. Todos estos componentes forman estructuras
compactas, debido a sus caracteristicas de estructura quimica plana, capaces de formar
grandes extensiones de membranas rigidas (plataformas). Un ejemplo de estas
membranas rigidas son las caveolas. Las caveolas son estructuras de la membrana
plasmaética (invaginaciones) que dependen de los lipid rafts y cuya funcién es la de
tener la mayor cantidad de membrana posible en un espacio reducido en donde estén
presentes estructuras proteicas elaboradas como los complejos de sefalizacion. Las
caveolinas, que contienen un motivo de union al colesterol, son las proteinas méas
abundantes en estas estructuras y las responsables de formar las caveolas. Muchas vias
de sefializacion requieren de la funcion de la caveolina o de la correcta formacion de los
lipid rafts para lograr una sefializacion correcta o especifica (Mayoral et al., 2010;
Meyer et al., 2010). No obstante, las caveolas no son las Gnicas membranas ricas en
lipid rafts sino también los endosomas encargados de dirigir a muchos de los receptores
o0 de las proteinas efectoras hacia los lisosomas o al exterior de la célula a través de la

formacion de exosomas. En este tipo de endosomas encontramos proteinas como las
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flotilinas, la chaperona HSP70 y la proteina actina (Rajendran y Simons, 2005; Théry et
al., 2002).

Existe una estrecha relacion entre las vias de sefializacion y las membranas celulares.
Los receptores transmembranales generalmente se agrupan dentro de la célula en
endosomas tempranos poco después de la unién a su ligando a través del proceso de
endocitosis. Estos receptores endocitados siguen tres destinos por lo general: 1) la
continuacion de la sefial iniciada por la unién al ligando a través de la activaciéon o
reclutamiento de sus efectores; 2) el reciclamiento de los receptores después de
sefializar y separarse del ligando y 3) la degradacion de los receptores o de los
endosomas que los contienen a través de los MVE y lisosomas (Drobowoiski y De
Robertis, 2012). Los receptores no son lo Unicos componentes de las vias de
sefializacion que son regulados por el transporte vesicular, también ciertos efectores o
cinasas son transportados en endosomas para su correcta funcion, su
compartamentalizacion o su degradacion (Chairoungdua et al., 2010). Uno de los
trabajos mas sobresalientes relacionado con la regulacién de las sefiales por transporte
vesicular es el relacionado con el mecanismo de activacion de la via de sefializacion de
WNT. El factor transcripcional -catenina es constantemente degradado via proteosoma
mediante su fosforilacion por la cinasa GSK3p y la interaccion con la ligasa E3 de
ubiquitina, p-TrCP; esta degradacion es constante hasta que el ligando WNT une a su
receptor e impide la formacion de los complejos de GSK3p con f-catenina. Se han
descrito muchas de las proteinas involucradas en los mecanismos bésicos de activacion
de esta via, sin embargo, quedaba aun la incognita sobre como (-catenina lograba
escabullirse de la actividad de GSK3p. Fue hasta que el grupo de investigacién de De
Robertis descubri6 que para abolir completamente la fosforilacion del factor
transcripcional p-catenina era necesaria la subcompartamentalizacion de la cinasa
GSK3p en los endosomas multivesiculares, asi evitando por completo la interaccién de
esta cinasa con el factor p-catenina. Este reclutamiento de GSK3p en los MVE trae
como consecuencia la acumulacion de B-catenina. Ademas el arresto de la cinasa
GSK3p, sorprendentemente, no sélo regula la estabilidad de p-catenina sino de muchas

otras proteinas blanco de fosforilacion de esta cinasa (Taelman et al., 2010).
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1.3 La via de sefalizacion del TGF-g.

La via de sefializacion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) tiene un
importante papel en una amplia variedad de procesos celulares tales como el
crecimiento, la diferenciacion, la apoptosis, la migracion, etcétera; procesos que se
Ilevan a cabo desde el desarrollo embrionario hasta el mantenimiento de la homeostasis
del organismo adulto. Debido a la importancia de la sefial del TGF-f, el funcionamiento
incorrecto de esta via se ha asociado a patologias como el cancer, fibrosis y
enfermedades autoinmunes (Siegel y Massagué, 2003). Esta citocina pertenece a la
superfamilia de factores de crecimiento relacionados al TGF-, donde los més de 50
miembros de esta superfamilia se dividen en dos grandes grupos: la subfamilia de las
proteinas morfogénicas de hueso (Bone and morphogenic proteins, BMPs) y los
factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs, por sus siglas en inglés); vy la
subfamilia de Nodal, Activinas/Inhibinas y los TGF-f (1, 2 y 3). Al igual que el TGF-f,
todos los miembros de esta superfamilia coordinan procesos muy diversos dentro del
desarrollo embrionario y la homeostasis, asi como la alteracién de sus sefiales se asocia

a un gran nimero de enfermedades (Wakefield y Hill, 2013).

El factor de crecimiento TGF-p y los miembros de esta superfamilia utilizan el mismo
mecanismo de sefializacion con diferencias particulares. En términos generales, el
ligando TGF-f en su forma dimérica requiere un complejo de cuatro receptores, con un
solo pase transmembranal, para transducir su sefial: dos receptores tipo | (TBRI o AIKk5)
y dos receptores tipo Il (TBRII). En algunos tipos celulares, el TGF-p puede utilizar el
receptor tipo I que utilizan los mismos factores BMPs para su sefializacion, el receptor
Alkl. EI receptor tipo Il para el TGF- es la proteina responsable de reconocer
especificamente a los dimeros de los TGF-ps. EI TGF-$ (dimero) activo es reconocido
directamente por dos moléculas de TPRIl y esta unién provoca un cambio
conformacional en la estructura del ligando mismo; este cambio permite a dos
moléculas del TBRI reconocer al TGF-B en complejo con los dos receptores TRRII y asi
formar un complejo TGF-B(2)-Alk5(2)-TBRII(2) en la membrana plasmatica. En
algunos casos, el TGF-p requiere de la participacion de coreceptores tal como la
proteina betaglicano. Se ha reportado que este complejo de ligando/receptores es
internalizado en endosomas tempranos donde se ha sugerido que este paso es esencial

para una correcta sefializacion de la via. El receptor TPRII tiene en su region
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intracelular un dominio con actividad constitutiva de cinasa de residuos de treonina y
serina. La formacién del complejo TBRII-AIKS permite la fosforilacion del receptor
AIK5 en su secuencia GS rica en glicinas y serinas. Este cambio postraduccional es
suficiente para la completa activacion del dominio de cinasa del receptor TBRI
localizado en su regidn intracelular. Los sustratos de esta cinasa son las proteinas Smad
reguladas por receptor, 0 R-Smads. En la via del TGF-p encontramos a las proteinas
Smad2 y Smad3 vy, en el caso particular de los factores BMPs/GDFs, a las proteinas
Smadl, Smad5 y Smad8. La fosforilacion de las R-Smads en su dominio MH2 (C-
terminal), por el receptor AIK5, les permite a estas proteinas translocar al ndcleo v,
simultaneamente acoplarse a un gran nudmero de proteinas de donde destaca la
interaccion con la proteina Smad4, o Smad comudn (Co-Smad). La proteina Smad4,
como su nombre lo indica, es compartida por todos los miembros de la superfamilia del
TGF-B (Wakefield y Hill, 2013).

Las complejos formados de las posibles combinaciones entre las proteinas Smad2,
Smad3 y Smad4 unen directamente a los promotores de los genes destinados a ser
blanco de la sefial del TGF-f. Las proteinas Smad3 y Smad4 poseen un motivo de unién
débil al DNA (DNA-binding hairpin). La proteina Smad2 carece de esta motivo de
unién a DNA a causa de splicing alternativo; este procesamiento del RNA que codifica
para Smad2 no ocurre en las primeras etapas del desarrollo embrionario permitiendo a
la proteina Smad2 unir directamente al DNA. A causa de que las proteinas Smad unen
débilmente al DNA, estas proteinas requieren de unir a otros factores transcripcionales
(asi como de cofactores) para lograr una completa regulacion, positiva o negativa, en los
promotores de sus genes blanco (Massagué et al., 2005). Esta caracteristica de requerir
cofactores especificos para la correcta regulacion de sus genes blanco en parte explica la
gran capacidad que tiene el TGF-f para regular procesos muy diversos y, en algunos
casos, antagonicos. Esto es evidente en el desarrollo embrionario donde la via de
sefializacion del TGF-p coordina dos procesos distintos, la pluripotencia y la
diferenciacion, dependiendo de los diferentes complejos reguladores en los que
participen las R-Smads (Massagué, 2012).

Adicional a la union a cofactores, las proteinas R-Smad y Co-Smad también

interaccionan con un gran numero de correguladores transcipcionales (coactivadores o
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correpresores) (Massagué et al., 2005). Esto es debido a que las proteinas Smad no son
capaces de afectar la transcripcion per se (no recultan a ningin componente del
complejo mediador) sino que cambian el contexto de la cromatina permitiendo que sus
genes blanco sean transcritos en el caso de una regulacion positiva, o de tener una
cromatina cerrada (reprimida) a la transcripcion, en el caso de una regulacion negativa.
Dentro de los coactivadores que tienen una unién directa con las Smads encontramos a
las proteinas p300/CBP y P/CAF. En el caso de los correpresores encontramos a las
proteinas p107, un corregulador presente en la represion del gen c-Myc, asi como a el
correpresor TGIF y a las proteinas Ski y SnoN. Dentro de las proteinas que
interaccionan con las Smads, destacan los miembros de la familia de la proteina Ski,
correguladores transcripcionales que regulan negativamente la via de sefializacién del
TGF-B.

En general, el mecanismo arriba descrito es conocido como la via candnica del TGF-f,
sin embargo, se ha reportado que este ligando puede activar otros efectores
independientemente de la activacion de la proteinas Smad, a través de la actividad de
cinasa del receptor AIk5, y estas tipo de sefializacion es conocido como vias alternas.
Dentro de estas vias alternas destacan la activacion de las proteinas G pequefias de la
familia de Rho, las proteinas Ras, Rho y Rac, y las MAPK activadas por estrés
(p38/INK) a través del reclutamiento de la ligasa E3 de ubiquitina TRAF6. Aun no
estan totalmente descritos los mecanismos de activacion de estas vias alternas por el

TGF-p aunque se sabe que no se requiere de la actividad de cinasa del TRRI.
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Ski/SnoN

Figura 1. La via de sefializacion del factor de crecimiento transformante f (TGF-B). En la
activacion de la via canonica, el ligando TGF-f es reconocido por el receptor tipo 1l de TGF-p (TBRII) y
esta union permite la interaccion del receptor tipo | del TGF-f (AlIk5) con el TGF-f. La formacién del
complejo de dos receptores TRRII, dos Alk5 y dos TGF-f (dimero) permite la activacién (fosforilacion)
del receptor AIk5 por el TRII, y la fosforilacion (P) de las proteinas Smad2/3. La activacion de las
proteinas Smad2/3 les permite translocar al ndcleo e interaccionar con la proteina Smad4 para regular la
transcripcion de mdltiples genes blanco del TGF-p a través de la unién a sus elementos de respuesta
(SBE) dentro de los promotores. Estos promotores estan reprimidos basalmente por correguladores
transcripcionales como las proteinas Ski y SnoN y la funcién de las proteinas Smad activadas es
remplazar estos complejos represores. Las Smads generalmente necesitan la cooperacion de factores
transcripcionales (FT) adicionales para la completa activacién de los genes. El ligando TGF-f regula vias
alternas (no candnicas) de sobrevivencia a través de la activacién de Ras y TRAF6. EI TGF-p también

regula procesos como la migracién a través de la activacién de las proteinas G pequefias Rho y Rac.

1.4 Las protooncoproteinas Ski y SnoN.

Los coreguladores transcripcionales Ski y SnoN son miembros de la familia de
protooncoproteinas Ski. El primer miembro descrito para esta familia fue la
oncoproteina v-Ski, esta proteina fue aislada de retrovirus de aves elaborados por el
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Sloan Kettering Institute (de donde la proteina Ski toma su nombre) y cuya expresion
causa la transformacion, el crecimiento independiente de anclaje y la diferenciacion
celular a células de musculo esquelético, en células embrionarias de pollo y codorniz
(Stavnezer et al., 1986). La proteina v-Ski contiene una secuencia minima de
transformacion celular que es la secuencia base para clasificar a los miembros de esta
familia (Stavnezer et al., 1989). Posterior a la identificacion de v-Ski, y de su homdlogo
en pollo c-Ski, se identifico a la proteina homdloga en humano y la proteina relacionada
Sno (Ski-related novel gene), o también llamada SnoN (Nomura et al., 1989). Ambas
fueron descritas como proteinas nucleares con capacidad transformante (Sutrave et al.,
1990; Colmenares et al., 1991). Estas dos proteinas tienen dominios estructurales

similares y una homologia de secuencia de un 50% (Deheuninck y Luo, 2009).

Los miembros de esta familia poseen en su region transformante (N-Terminal) dos
dominios conservados: el dominio Dachshund (DHD) y el dominio SAND (Sp100,
AIRE1, NucP41/75, DEAF1). Ambos dominios poseen caracteristicas de dominios de
unién a DNA aunque no se conoce que algun miembro de esta familia tenga la
capacidad de unir directamente al DNA (Nagase T et al., 1990). Sin embargo, ambos
dominios son sitios de unién a un gran numero de proteinas con las que las proteinas
Ski y SnoN interaccionan (Deheuninck y Luo, 2009). La region C-Terminal es la menos
conservada entre los miembros de esta familia pero destaca el motivo coil-coiled
presentes en las proteinas Ski y SnoN que les permite formar homodimeros y
heterodimeros (Nagase T et al., 1993; Heyman et al., 1994). Al parecer esto es relevante
debido a que la formacion de homodimeros tiene una accién mucho mas transformante
que los heterodimeros en las células donde se coexpresan (Cohen et al., 1999). En el
caso particular de la proteina SnoN, se conocen tres isoformas alternativas (por
splicing): SnoN2, Snol y SnoA (Pearson-White, 1993; Pearson-White and Crittenden,
1997). La isoforma SnoN2 muestra una alta expresion en sistema nervioso central e
higado en roedores (Pelzer et al., 1996; Macias-Silva et al., 2002). Hasta el momento no
se conoce ninguna isoforma alternativa de la proteina Ski. No obstante, existen posibles
isoformas generadas probablemente a partir de modificaciones post-transcripcionales.
También se han reportado otros miembros de esta familia, las proteinas Fussel-15 y
Fussel-18 (SKOR1 y SKOR2, respectivamente) (Deheuninck y Luo, 2009).
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Se han reportado 3 ratones knockout para la proteina SnoN; sin embargo entre ellos
muestran fenotipos diferentes. En un de estos ratones knockout el embrién muere antes
de la implantacion demostrando su papel esencial en el desarrollo temprano (Shinagawa
et al., 2000). No obstante, la delecion de un ex6n o la mutacién en su promotor no
causaron problemas aparentes en el raton (Pearson-White et al., 2003). Aunque sélo un
raton knockout mostré problemas en la formacion del blastocisto, posteriormente se
confirmaria el papel de SnoN en el mantenimiento de la pluripotencia al regular
negativamente a los genes de diferenciacion temprana (Tsuneyoshi N et al., 2012). El
raton heterocigo para la proteina SnoN (sno™) mostré una tendencia a desarrollar
linfomas de manera espontanea y también mostrd sensibilidad a agentes carcinogénicas
(Shinagawa et al., 2000). En este raton se reportd un mayor crecimiento en los
fibroblastos embrionarios (MEFs, por sus siglas en inglés), y este efecto nuevamente se
confirmaria por el grupo de K. Luo cuando demuestra que la proteina SnoN tiene un
papel relevante en el proceso de senescencia de las MEFs junto a las proteinas PML

para la estabilizacion de la proteina p53 (Pan et al., 2009).

En el caso particular de la proteina Ski se han reportado 3 ratones knockout por tres
grupos de trabajo independientes, y es muy interesante que los tres muestran un
fenotipo altamente parecido. Un fenotipo general abarca defectos en la neurulacion,
craneofaciales, en el desarrollo del ojo y en el desarrollo del masculo esquelético (Berk
M et al., 1997; Shinagawa y Ishii, 2003). El trabajo desarrollado por el grupo de
Stavnezer, correlaciona el fenotipo del ratén knockout de Ski con el sindrome asociado
a la deleciones del cromosoma 1p36. Se demostrd que estos pacientes tienen deleciones
en las regiones cromosémicas donde el gen de Ski estd ubicado, ademas de tener
fenotipos similares a los ratones knockout (Colmenares et al., 2001). Posteriormente, se
report6 en dos estudios genéticos exhaustivos que las mutaciones en el primer exén del
gen de ski son las causantes el sindrome de Shprintzen-Golberg (Doyle et al., 2012;
Carmignac et al., 2012). El ratén heterocigo para la proteina Ski (ski”) muestra
caracteristicas muy similares al de la proteina SnoN, una susceptibilidad a agentes
carcinogénicos y un mayor crecimiento en las MEFs (Shinagawa et al., 2001). Aunque
no se ha reportado alguna funcién en senescencia para la proteina Ski, se ha observado
su presencia en estructuras nucleares (nuclear speckles) asociadas al procesamiento de
RNA y senescencia. Ski parece también tener una funcion relevante en el metabolismo

celular (Sutrave et al., 1990); fibroblastos embrionarios que sobreexpresan a la proteina
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c-Ski pasan de un metabolismo dependiente de glucdlisis a uno dependiente de la
oxidacion de &cidos grasos, ademas de aumentar la actividad, tamafio y nimero de las
mitocondrias (Ye et al., 2011). En estudios posteriores se muestra in vivo que la
sobreexpresion de Ski genera un fenotipo de baja lipogénesis, un aumento de la
oxidacion de acidos grasos y un aumento en la miogénesis (Leong et al., 2010).

Existen ratones transgénicos para la proteina Ski, en los que la sobreexpresion de esta
proteina conlleva a un aumento en la masa muscular del raton especificamente en el
tejido muscular esquelético; aunque los ratones presentan afectaciones en la estructura
osea (Sutrave et al., 1990; Lana et al., 1996). También los niveles de la proteina SnoN
aumentan durante la diferenciacion a células musculares en fibroblastos embrionarios
(Mimura N et al., 1996). Es también interesante que los niveles de las proteinas Ski y
SnoN estan elevados en células hematopoiéticas maduras (Pearson-White et al., 1995).
A pesar de la relacion de los altos niveles de Ski y SnoN con la diferenciacién hacia un
tipo celular determinado sin la formacion de tumores, se han reportado altos niveles de
las proteinas Ski y SnoN en multiples células y tejidos cancerosos. De estos destacan el
melanoma, carcinoma esofagico escamoso, carcinoma colorectal, cancer de mama y
leucemia (Deheuninck y Luo, 2009); aunque no siempre correlacionan los altos niveles
de Ski y SnoN con el grado de severidad del cancer. Los estudios méas destacados en
este ambito, son los realizados por dos grupos distintos: el grupo de K. Luo para la
proteina SnoN en cancer de mama (Zhu et al., 2007) y el grupo de E. Medrano para la
proteina Ski en melanoma (Chen et al., 2009). En ambos estudios se eliminé a la
proteina Ski o SnoN, respectivamente, observandose una reduccion en el crecimiento
del tumor in vivo. Sin embargo, para el caso particular de SnoN, a pesar de que el
knockdown para esta proteina redujo el tamafio del tumor caus6 una mayor invasion
(metéstasis) en pulmon. Por lo tanto, parece que los niveles especificos de las proteinas
Ski y SnoN juegan un papel importante en el crecimiento y el desarrollo del tumor, ya

que comparten caracteristicas de proteinas supresoras de tumores y oncoproteinas.

Las proteinas Ski y SnoN no tienen la capacidad de unir al DNA ni poseen ningun
dominio catalitico, no obstante, se conoce que estas proteinas interaccionan con un gran
namero de factores o coreguladores transcripcionales, con los cuales forman parte de
complejos reguladores de la transcripcion. La funcién mas conocida de las proteinas Ski
y SnoN es la de correpresores transcripcionales; se ha reportado que Ski y SnoN pueden
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formar complejos con represores transcripcionales tales como N-CoR, mSin3A,
MeCP2, SMRT y HDACs (Nomura et al., 1999). Esto les permite ser reguladores
negativos de algunas vias de sefializacion y de distintos factores trasncripcionales.
Dentro de los factores transcripcionales que unen encontramos a las proteinas Smad (R-
Smad/Co-Smad), receptores nucleares, la proteina PML, entre otros. En el caso
particular de SnoN se conoce que ademas de ser un fuerte regulador negativo de las
proteinas Smad interacciona con la proteinas p53 para reprimir al gen que codifica para
la a-fetoproteina (Wilkinson DS et al., 2005). Para la proteina Ski se conocen varias
interacciones entre las que destacan: el receptor para éacido retinoico (RARa) y el
receptor para vitamina D (Ueki y Hayman et al., 2003), regulando negativamente su
actividad transcripcional; el factor GATAL y la proteina PU.1, regulando negativamente
la diferenciacion en eritrocitos y macrofagos, respectivamente (Ueki et al., 2004); la
proteina pRb, inhibiendo la actividad represora de pRb; y a las proteinas Smad1/5/8
inhibiendo la actividad transcripcional de estos factores, siendo una funcion exclusiva
de la proteina Ski. Finalmente, se ha reportado que las proteinas Ski y SnoN pueden
funcionar como coactivadores transcripcionales. SnoN aumenta la actividad
transcripcional del receptor para estrogeno (ERa) reclutando a la proteinas p300. La
proteina Ski promueve la actividad transcripcional de MyoD, para una correcta
diferenciacion muscular, y también activa la via de WNT a traves de su interaccion con
la proteinas FHL2 y la posterior activacion del factor p-catenina en células de
melanoma (Kobayashi et al., 2007; Chen et al., 2003).
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Figura 2. La familia de oncoproteinas Ski. La proteina Ski contiene tres dominios principales: el
dominio Dachshund (DHD) es un sitio de interaccion para ciertas proteinas y contiene el motivo Dead
box (Dbox) que es secuencia presente en muchas proteinas cuyos niveles oscilan durante el ciclo celular;
el dominio SAND es una secuencia de unién al DNA no funcional que en Ski funciona como sitio de
interaccion con proteinas y contiene la secuencia de unién a Smad4; y el dominio Coil-coiled de o-
hélices consecutivas le permite la formacién de dimeros con las proteinas SnoN y SnoN2 y la unién a
ciertas proteinas. Todos los miembros hasta ahora reportados contienen los dominios DHD y SAND, esta
region es conocida como la secuencia transformante, y la secuencia de union a las proteinas Smad2/3,
exceptuando la proteina viral v-Ski. Para las proteinas Ski y SnoN se ha reportado una secuencia de

localizacion nuclear (NLS) indispensable para su correcto funcionamiento. aa: nimero de aminodcidos.

1.5 Papel de las proteinas Ski y SnoN en la via de sefializacién del TGF-8.

La funcion mas importante descrita para las proteinas Ski y SnoN es la de reguladores
negativos de la via del TGF-f. Esta regulacion negativa ocurre a varios niveles de la
via, de ahi la gran influencia que tiene sobre la sefial del TGF-f. La interaccion de las
proteinas R-Smad con Ski y SnoN ocurre en la region N-terminal de ambas proteinas
(Mizuide M et al., 2003; He et al., 2003). En el caso de la proteina Smad4 esta
interaccion se lleva a cabo en su dominio SAND. La interaccion de Ski'y SnoN con las
R-Smad aumenta con la activacion de la sefial del TGF-f, a diferencia de su unién con
Smad4 que es independiente de la activacion de la sefial. A nivel transcripcional la
unién de Ski y SnoN con las proteinas Smad bloquea la activacion transcripcional de los

genes blanco del TGF-f3, en primera instancia, a través de romper los complejos activos
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de las proteinas R-Smad (fosforiladas) y Smad4 donde al parecer la proteina Ski
compite con las R-Smad por la proteina Smad4. Esta unién provoca que los complejos
de las proteinas Smad no puedan unir a DNA o estabiliza el pegado de complejos
transcripcionales no activos de las Smads, a través del reclutamiento de correpresores,
teniendo como resultado general la inhibicion de la activacion transcripcional
dependiente de TGF-p (Deheuninck y Luo, 2009). Sin embargo, parece que la funcion
general de las proteinas Ski y SnoN en el contexto de la sefial del TGF-f es mantener
una represion basal de sus genes blanco. El caso mejor estudiado para entender la
represion trasncripcional a nivel basal de los genes blanco del TGF-f por las proteinas
Ski y SnoN es del gen que codifica para la proteina Smad7. La ausencia de la proteina
Ski 0 SnoN incrementa los niveles del transcrito de smad7. Se conoce que en estado
basal las proteinas Ski y SnoN estan unidas al promotor de este gen y, que por lo
menos, Ski esta uniendo a los correpresores N-CoR/SMRT, a la desacetilasa de histonas
HDACS3 y a la metiltransferasa de argininas PRMTS5 (Tabata et al., 2009).

Adicional a esta regulacion negativa de la transcripcion por los correpresores Ski y
SnoN, la presencia de ambas proteinas en el citoplasma impide la translocacion de la
proteinas R-Smad al nucleo; al parecer este secuestro en el citoplasma es independiente
de la fosforilacion de las R-Smad por el TGF-p. Para la proteina SnoN se report6 que en
tejidos sanos de mama, su localizacién es predominantemente citoplasmética en
comparacion de tejidos malignos o células cancerosas donde su localizacion es
fuertemente nuclear. También se comprob6 que al mutar los sitios de importacion
nuclear de SnoN, esta proteina impedia la translocacion de las R-Smads y la activacion
de los genes dependientes de TGF-f3 (Krakowski et al., 2005). En el caso de la proteina
Ski, dos estudios independientes demostraron que la acumulacion de Ski en el
citoplasma inhibia la sefial del TGF-f en células de melanoma (Reed JA et al., 2001).
Esto ocurre debido a que la proteina Ski citoplasmatica impide la translocacién de las
R-Smad al nucleo; al parecer el arresto de las R-Smad depende de la formacién del
complejo de Ski-R-Smads con el receptor tipo | del TGF- (Ferrand et al., 2010).

En el caso de la proteina Ski existen més evidencias de la importancia de la localizacion

subcelular de esta proteina. Se ha reportado que la proteina Ski, al igual que SnoN,

posee una secuencia de importacion nuclear que al ser mutada impide su translocacion a
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ndcleo y le confiere mayor estabilidad a la proteina. En este mismo trabajo se observo
que Ski se acumula en el nucleo y en el citoplasma al inhibir la actividad del
proteosoma 26; también se identificaron las secuencias necesarias para esta
acumulacion en el citoplasma. Esta proteina acumulada en el citoplasma interacciona
con las proteinas Smad1/5/8 fosforiladas blogueando su translocacion al nucleo e
inhibiendo los genes dependientes de BMP (Nagata M et al., 2006). En otros estudios
también se ha reportado la acumulacion de la proteina Ski en el citoplasma inhibiendose
su degradacion via el proteosoma. En las células de Schwann, se report6 que la proteina
Ski transloca del nucleo al citoplasma por la misma accion del TGF-f. Ski interacciona
con la proteina pRb tanto en nlcleo como en citoplasma pero al translocar al citoplasma
acarrea a la proteina pRb inhibiendo completamente su accion en ndcleo, promoviendo
asi positivamente la proliferacion celular (Jacob et al., 2008). Por ultimo, esta reportado
que la proteina de bajo peso molecular, C184M, es capaz de mantener a Ski en el
citoplasma impidiendo su localizacion en el ndcleo de hepatocitos. Esto nuevamente,
promueve la formacion de complejos de Ski con las proteinas R-Smad y Co-Smad en el
citoplasma bloqueando asi la translocacion de las Smads mediada por TGF-f. La sefial
del TGF-p regula positivamente la transcripcién del gen que codifica para la proteina
C184M; esto es muy interesante ya que podria funcionar como un asa de regulacion
negativa en la sefial del TGF-f (Kokura K et al., 2003).
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promotor de skil promotor de gen blanco

Figura 3. Regulacion de la via de sefalizacién del TGF-B por las proteinas Ski y SnoN. 1. En el
citoplasma, la acumulacion de las proteinas Ski 0 SnoN permite su pronta interaccionan con las proteinas
Smad2/3 fosforiladas (P) y Smad4; esta interaccion impide la correcta translocacion de las Smads al
ndcleo. 2. La proteina Ski captura a las proteinas Smad2/3 fosforiladas en el citoplasma a través de la
formacion de complejos estables con las proteinas citoplasmaticas C184M vy el receptor tipo | de TGF-B,
AIk5. 3. Las proteinas Ski o SnoN regulan la trascripcién basal de los genes blancos de TGF-f que
contienen secuencias de unién a las Smads en sus promotores (SBE), sin embargo, al llegar la sefial del
TGF-p estos genes comienzan a transcribirse. Muchos de estos genes vuelven a su estado basal mucho
antes que la sefial del TGF-f termine y esto se debe a que el gen skil, que codifica para la proteina SnoN,
es un blanco del TGF-g formando asi, una asa de retroalimentacidn negativa: la proteina SnoN sintetizada
por la misma sefial del TGF-p, posiblemente junto a la proteina Ski, desestabiliza los complejos activos
de las proteinas Smad en los promotores y, posiblemente, permite la formacién de complejos represores

para que la transcripcion de los genes blanco del TGF-f regrese a sus estados basales.

Aun cuando las proteinas Ski y SnoN son fuertes reguladores negativos de la sefial del
TGF-B, la misma sefial del TGF-f regula los niveles de ambas proteinas en maltiples

células y tejidos (Sun Y et al., 1999). Hasta el momento no se conoce otra sefial que
controle de manera tan directa los niveles de estas dos proteinas. La sefial del TGF-p
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regula los niveles de las proteinas Ski y SnoN, a través del reclutamiento de ligasas E3
de ubiquitina, para promover su poliubiquitinacién y degradacion via el proteosoma
26S; sin embargo, todos los mecanismos descritos para esta regulacion coinciden en la
fosforilacion de las proteinas R-Smad. Las proteinas R-Smad tienen la funcién de
proteinas adaptadoras entre Ski o SnoN y las ligasas E3 de ubiquitina; las ligasas
Smurf2 (Bonni et al., 2001) y el complejo promotor de la anafase (APC, por sus siglas
en inglés) en el caso de la proteina SnoN (Stroschein SL et al., 2001; Wan Y et al.,
2001). La ligasa Arkadia, la Gnica ligasa conocida capaz de regular los niveles de ambas
proteinas Ski y SnoN, une directamente a ambas proteinas y la ubiquitina, sin necesidad
de las proteinas Smad; sin embargo, la fosforilacién de las R-Smads es una sefial
indispensable para mandar a degradacién a las proteinas Ski y SnoN previamente
ubiquitinadas (Levy et al., 2007; Nagano Y et al., 2007). Al parecer, existe una
regulacion muy similar entre los niveles de Ski y SnoN por la sefial de TGF-f3 aunque
existen algunas diferencias. La diferencia mas importante es que el gen que codifica
para la proteina SnoN (skil) es un gen blanco de respuesta temprana para el TGF-$
(Tecalco-Cruz et al., 2012). Hasta el momento, no existe una fuerte evidencia de que el
gen de ski sea también un gen responsivo al TGF-f. La activacion transcripcional del
gen de skil es un mecanismo de asa de regulacion negativa debido a que, aun cuando
existe una sefial de degradacion para las proteinas Ski y SnoN, los niveles de SnoN
suben (algunas veces hasta niveles mayores a los basales) para reprimir muchos de los
genes dependientes de la sefial de TGF-f. En el caso particular de Ski, lo que se conoce
es que los niveles de esta proteina no se estabilizan hasta que la sefial del TGF-f se ha
apagado. Otra diferencia se encuentra en la secuencia de ambas proteinas, ya que SnoN
es ubiquitinado en ciertas lisinas que no se comparten en la secuencia aminoacidica de
Ski; para esta proteina no se han identificado aun las lisinas responsables para su
degradacion.

Aunque la sefial de degradacién mas fuerte para Ski y SnoN es la desencadenada por el
TGF-B, se conocen algunas otras sefiales que influyen en sus niveles de proteina.
Ambas proteinas Ski y SnoN llevan en sus secuencias el motivo Dead-box (D-box) que
es una secuencia que se encuentra en muchas de las proteinas que participan en el ciclo
celular y cuyos niveles fluctian en las diferentes fases del ciclo (Macdonald M et al.,

2004; Wan Y et al., 2001). Este motivo es reconocido por la proteina adaptadora CDH1,
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que al igual que CDC20, reclutan a la ligasa E3 APC a sus proteinas blanco. En el caso
de Ski se conocen dos aspectos relacionados con esta regulacion. En el primer caso, la
proteina CDC34, proteina de conjugacion E2, es indispensable en la degradacion de Ski
durante el ciclo celular. En el segundo caso, se ha reportado que la proteina Ski se
localiza en centrosomas y en el huso acromético en células en division. Los niveles de
Ski se acumulan durante toda la interfase hasta llegar a su punto maximo en la fase
G2/M del ciclo celular y disminuyen inmediatamente en la fase G1 (Marcelain et al.,
2005). También se ha reportado que la ausencia de la proteina Ski en MEFs (en ratones
ski’) provoca defectos en la segregacién de cromosomas y en el proceso de division
celular, justificando asi su presencia en los centrosomas y en el huso acromatico
(Marcelain et al., 2012). Finalmente, se han identificado dos sitios de sumoilacion para
la proteina SnoN aunque esta modificacion parece no afectar la estabilidad ni la funcion
represora de esta proteina; son necesarios méas estudios para conocer concretamente los
efectos de la sumoilacion. Hasta el momento, no se han identificado sitios de
sumoilacion para Ski ni otra modificacion post-traduccional, diferente de la
fosforilacion, que regula la estabilidad de esta proteina.
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Figura 4. Control de la estabilidad de las proteinas Ski y SnoN. La fosforilacion de las proteinas
Smad2/3 (P) es un requisito indispensable para la degradacion de las proteinas Ski y SnoN por la sefial
del TGF-B. Sin embargo, las ligasas E3 de ubiquitina responsables de esta degradacién tienen
mecanismos distintos. La ligasa de ubiquitina Smurf2 usa a las proteinas Smad2/3 como proteinas
adaptadoras para interaccionar con la proteina SnoN, no obstante, SnoN interacciona Gnicamente con las
proteinas Smad2/3 es su forma fosforilada. La ligasa APC tiene un mecanismo similar al de Smuf2
aunque podria degradar a las proteinas Ski y SnoN en un mecanismo independiente del TGF-f durante el
ciclo celular. La proteina Arkadia es la Unica ligasa reportada capaz de interaccionar directamente a las
proteinas Ski y SnoN, independiente de su interaccion con las proteinas Smad2/3; no obstante, la
degradacion via proteosoma de las proteinas Ski y SnoN ubiquitinadas por esta ligasa se lleva a cabo sélo

si las proteinas Smad2/3 son fosforiladas por la sefial del TGF-p.

1.6 Regulacion de la dinamica del citoesqueleto de actina.

La actina es una de las proteinas mas conservadas en los eucariontes. Es una proteina de
estructura terciaria globular. Su estructura le permite polimerizar sus monémeros (G-
actina), a través de la union de ATP, en orden y direccion aunque la designacion de los
polos es de forma arbitraria. Bioquimicamente, la polimerizacion de mondmeros de
actina en filamentos (F-actina) sélo requiere del i6n calcio y de una concentracion
minima de monomeros. Sin embargo, dentro de las células la polimerizaciéon de G-
actina en F-actina requiere de la presencia, activacion y desactivacion de muchas
proteinas y sus respectivos complejos. Basicamente la funcidn de estas proteinas es
adaptar las mdltiples sefiales celulares hacia un equilibrio o desequilibrio entre la
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cantidad de G-actina y F-actina presentes en la célula (concentracion critica). Se conoce
que la actina se encuentra tanto en citoplasma como en el ndcleo, aunque existe la
discusion sobre si la G-actina es capaz de polimerizar en el nucleo. Al parecer la actina
puede entrar libremente al nicleo de donde es rapidamente exportada al citoplasma por
la proteina transportadora nuclear CRM1. Existen varias proteinas que unen a actina y
evitan la translocacion de los monémeros al citoplasma (Mouilleron S et al., 2011).

En los ultimos afios se ha dado un especial énfasis en entender como las sefiales
extracelulares, tales como las proporcionadas por las células adyacentes o la matriz
extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) circundante, tienen un fuerte impacto sobre
el fenotipo total en un tipo celular o sobre una via sefializacion especifica. Las uniones
intercelulares (célula-célula) son de gran importancia para mantener el estado
diferenciado en casi todas las células. Dentro de este tipo de uniones encontramos las
uniones adherentes, mediadas por las proteinas cadherinas; estas uniones son
dependientes del ién calcio. Las cadherinas son puntos de unién de los filamentos de
actina dentro de la célula, ademéas de que sirven como un reservorio del factor -
catenina. Las uniones directas con la ECM estan coordinadas principalmente por las
proteinas integrinas. Las integrinas activan un grupo de cinasas (destacando la cinasa
src) que regulan la superviviencia, proliferacion y diferenciacion celular. Estas sefiales
regulan de manera importante el estado del citoesqueleto de actina; el nimero de
interacciones que tiene una célula o las caracteristicas fisicoquimicas de la ECM
perturban fuertemente el equilibrio entre G-actina y F-actina dentro de la célula. Esta
din&dmica tiene un papel crucial en la funcién de muchas proteinas de donde destacan los
factores transcripcionales YAP/TAZ (Hadler et al., 2012). Las proteinas de scaffold,
adaptadoras y cinasas encargadas de controlar la actividad de las proteinas YAP/TAZ
reconocen y responden al estado de polimerizacion de la actina (muchas de ellas
pertenecen a la via de sefializacion HIPPO). Nuevamente, la formacion de F-actina
mantiene a los factores YAP/TAZ en el nicleo mientras que la estabilizacion de G-
actina transloca a estos factores al citoplasma para su posterior degradacion via
proteosoma 26S. Existen muchas otras sefiales, independientes de la adherencia y de los
cambios en la morfologia celular, que regulan la localizacion subcelular de YAP/TAZ,
sin embargo, se ha reportado que la polimerizacion de actina esta por arriba de las
demas sefiales que afectan a YPA/TAZ.

33



La dinamica del citoesqueleto de actina (cambios entre la G-actina y F-actina) es de
gran importancia para la regulacion de muchas de las vias se sefializacion, incluida entre
ellas la sefial del TGF-p. El factor transcripcional de respuesta a suero (SRF, por sus
siglas en inglés) es un claro ejemplo de cdmo la dindmica del citoesqueleto de actina
regula la activacion de una factor trasnscripcional. Las sefiales presentes en el suero
inducen la formacion de F-actina y esto trae como conseceuencia la disminucion de la
cantidad de actina libre (G-actina) en la célula. Las sefiales del suero polimerizan los
mondmeros de actina a través de la activacion de la GTPasa RhoA y sus efectores rio
abajo. EI SRF une directamente a los monémeros de actina y la formacién del complejo
SRF-G-actina transloca al factor SRF al citoplasma mediante la proteina CRML1.
Cuando los niveles de G-actina disminuyen, por la accion del suero, el SRF libre de
actina permanece en el ndcleo donde une a otros factores transcripcionales para regular
correctamente a los promotores de sus genes blanco (Mouilleron S et al., 2011).
Cualquier perturbacion en la activacion de RhoA, en sus efectores o en la formacion de
F-actina bloguea la activacion del SRF. Muchas hormonas regulan la dindmica del
citoesqueleto de actina: la esfingosina-1-fosfato (S1P) y el acido lisofosfatidico (LPA)
provocan la formacion de F-actina; mientras el glucagon y, el derivado del aminoacido
tirosina, epinefrina, incrementan los niveles de G-actina (despolimerizacion) a través de
la sintesis del segundo mensajero AMP ciclico o cAMP. Es importante destacar que
todas estas hormonas sefializan a través de los GPCRs y que estas mismas sefiales
regulan la localizacion de los factores YAP/TAZ, a través de los cambios en el
citoesqueleto de actina (Yu et al., 2012; Kim et al., 2013). Por ultimo, la via de
sefializacion del TGF-p también induce la formacion de F-actina en células de tipo
epitelial y fibroblastos. No se ha dilucidado como los receptores del TGF-f3 activan la
polimerizacion de actina; sin embargo, se conoce que la proteina RhoA, y su cinasa
efectora, la proteina ROCK, son esenciales para la formacion de fibras de stress (F-
actina) en células epiteliales por este ligando. Se ha reportado que la dindmica del
citoesqueleto de actina y los lipid rafts ayudan a la sefial del TGF-f en el proceso de
transicion epitelio-mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés) (Fan et al., 2007; Zou et
al., 2009).

1.7 La via de sefializacion del TGF-g en higado.

Entre muchas de sus funciones en el metabolismo de un organismo adulto, el higado es el
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6rgano encargado de la detoxificacion de agentes externos en el organismo y de producir
proteinas presentes en el plasma sanguineo. Ademas participa en la sintesis (o
activacion) de algunas hormonas y en la produccién de ciertos compuestos tales como
las sales biliares, principales moléculas emulcificadoras del organismo. Debido a su
importancia en el organismo el higado es un érgano que posee una gran capacidad de
regeneracion. Este proceso se ha estudiado ampliamente en roedores debido a la
impresionante rapidez con la que se regenera el higado aunque también se ha observado
en diferentes especies incluyendo en los humanos (Taub, 2004) . En roedores, existe el
modelo de hepatectomia parcial (PH) en donde se retiran 2/3 del volumen total del
higado (I6bulos mayores); después de dos semanas el higado recupera su volumen casi
por completo. Sin embargo, la regeneracion hepatica no es un proceso de regeneracion
per se sino mas bien un proceso de hiperplasia donde los hepatocitos restantes son
capaces de dividirse entre 1 a 2 veces para restituir el volumen inicial previo al dafio.
También las células no parenquimatosas tienen 1 o 2 ciclos de division. Estas
observaciones sugieren que la repoblacién de muchas de las células hepaticas no es a
través del uso de células troncales (stem cells) (Michalopoulos, 2007). No obstante, la
manera en que el higado se regenera depende directamente del tipo de dafio que sufre el
higado siendo muy distinto el proceso de regeneracion a partir de dafio por agentes
quimicos en comparacién con la PH. En los modelos de dafio hepatico por la
administracion de tetracloruro de carbono (CCly) o por la ligadura del ducto biliar, el
proceso de regeneracion sélo existe en el tejido dafiado y es escencial el recambio de las
células necroticas; ademdas este recambio no ocurre en toda la estructura del I6bulo
hepéatico al mismo tiempo sino de manera secuencial y con direccion, iniciando en el
parénquima cercano a la vena portal y terminando en los hepatocitos préximos a la vena
central. En este modelo se sugiere una mayor participacion del recambio celular mediado

por las stem cells (Gilgenkrantz y de L’Hortet, 2011).

Existen un gran nimero de estudios que demuestran el papel crucial que tiene la via de
sefializacion del TGF-p en los procesos celulares del higado que van desde su desarrollo
en etapas tempranas hasta el mantenimiento de su homeostasis; también esta sefial

participa en los procesos patoldgicos del higado tales como la fibrosis y el cancer
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hepético. Se ha reportado que las proteinas R-Smad son esenciales para el desarrollo
normal del higado. El ratén knockout doble para las R-Smads (smad2’/smad3™)
muestra un desarrollo anormal del higado, con mucho menor tamafio y una menor
sobrevivencia de los hepatocitos. Después de su papel esencial en el desarrollo
temprano del higado, la sefial del TGF-3 es necesaria para mantener a los hepatocitos en
su estado de quiescencia. Diferentes investigaciones han demostrado que el bloqueo de la
via del TGF-p provoca la salida de los hepatocitos de la quiescencia (fase GO del ciclo
celular) hacia un estado de proliferacion celular. Adicionalmente, la sefial del TGF-p
induce la produccion de matriz extracelular (fibrogénesis) a través de la activaciéon de
las células estrelladas hepaticas (HSCs, por sus siglas en inglés) en la region del tejido
dafiado; el TGF-{ también induce el proceso de EMT en los hepatocitos lo cual también

favorece el proceso de reparacion.

El papel de la via de sefializacion del TGF- en la homeostasis del higado esta
practicamente enfocado en dos aspectos: 1) el mantenimiento de la quiescencia de los
hepatocitos al mantenerlos en arresto celular o dirigirlos a apoptosis y 2) en la
reparacion del tejido dafiado a través de la produccion de ECM vy la regulacion del
proceso inflamatorio. Todo esto, en parte, explica la relacion intima de la sefial del
TGF-B con los procesos patolégicos del higado como la fibrosis y el cancer hepatico
(Dooley y ten Dijke, 2012). En la fibrosis hepatica, independientemente de la naturaleza
del dafio, la via de sefializacion del TGF-p esta activada en los hepatocitos y en las
células no parenquimatosas; de estas Ultimas destacan las células de Kupffer
(macréfagos) como productoras de TGF-f y las HSCs como productoras de la ECM.
Aunque participan un gran nimero de sefiales en la produccién exacerbada de la ECM
casi todas ellas llevan a la activacion de la sefial del TGF-f, ya sea a través de la sintesis
del ligando o del aumento de la sefial. El desarrollo de la fibrosis es un caso de exceso
de la sefial del TGF-B, por otra parte, la pérdida en la inhibicion del crecimiento
mediado por el TGF-f en los hepatocitos lleva a un crecimiento anormal del
parénquima que al final desemboca en el desarrollo de cancer hepatocelular. Por tanto,
entender los mecanismos de sefializacion en los procesos hepaticos es un paso
importante en el desarrollo de nuevas metodologias para el tratamiento de sus

patologias.
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2. ANTECEDENTES

La sefial del TGF-B necesita de los lipid rafts para su correcta sefialacion en distintos
tipo celulares. Se ha reportado que tanto los dos tipos de receptores para el TGF-f5 como
las proteinas R-Smads estan asociadas a este tipo de membranas y que esta asociacion
es de caracteristicas dindmicas (Chen et al., 2007; Zou et al., 2009). En los hepatocitos,
la correcta activacion de las R-Smads es dependiente de la proteina asociada a lipid
rafts, caveolina-1 (Cav-1). La ausencia de Cav-1 no permite la fosforilacion de las R-
Smads; ademas aumenta los niveles de la proteina SnoN, posiblemente por la ausencia
de la activacion de las R-Smads que es la principal sefial de degradacion de SnoN
(Mayoral et al., 2010). Contrario a esto, se ha reportado que en los hepatocitos la sefial
canédnica del TGF-p no es dependiente de los lipid rafts, sin embargo, las vias alternas
del TGF-f si dependen de las membranas ricas en colesterol (Meyer C et al., 2010).
Existe otro reporte en donde se demuestra que la ausencia de Cav-1 estimula la
apoptosis mediada por TGF-f debido a que la ausencia de esta proteina evita que el
TGF-p active correctamente a la proteina Akt en los hepatocitos (Meyer C et al., 2013).
En conclusion, los lipid rafts tienen un papel relevante en la correcta sefializacion del
TGF-p en los hepatocitos, posiblemente, a través del reclutamiento de sus componentes

en estas estructuras.

La sefial del TGF-B es responsable de mantener el estado de quiescencia de los
hepatocitos en el higado. También se ha reportado que el TGF-f tiene un efecto
apoptotico en los cultivos primarios de hepatocitos. Posteriormente, se describid tanto
in vitro como in vivo que el TGF-B es capaz de iniciar el proceso de EMT en los
hepatocitos. Recientemente se describid que esta doble accion de la sefial del TGF-f
puede ser controlada por las caracteristicas fisicoquimicas de la ECM que rodeaba a los
hepatocitos. Cuando los hepatocitos son cultivados en una ECM con caracteristicas de
gel (suave), la sefal del TGF-p provoca la apoptosis en estas células, mientras que la
sefial del TGF-p promueve la EMT en los hepatocitos cultivados en una ECM seca
(rigida). La activacion de las vias alternas del TGF-p se ven favorecidas en las
condiciones de cultivo de una ECM rigida, no obstante, la via candnica no se ve
afectada. Interesantemente, esta doble caracteristica en los hepatocitos es plastica
debido a que pueden cambiar de un estado al otro solamente cambiando las condiciones

de cultivo (Godoy et al., 2009). Es importante entender los mecanismos involucrados en
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la regulacion de la sefial del TGF-B por los cambios en las caracteristicas de la ECM,

estos cambios activan muchas sefiales siendo la dindmica del citoesqueleto de actina

una de las principales.

En el proceso de la regeneracion hepatica en ratones, la activacion de las proteinas R-
Smad ocurre durante todo el proceso; ademas estas proteinas forman complejos activos
con la proteina Smad4. Al mismo tiempo, los niveles de los correpresores de Ski y
SnoN aumentan, a diferentes tiempos, durante los tiempos que la sefial del TGF-f esta
activa. Ski y SnoN forman complejos con las R-Smads fosforiladas en el nucleo de las
células hepéticas. Estos dos efectos se observan no importando el origen del proceso
regenerativo (PH o como por dafio con CCl,) (Macias-Silva et al., 2002). EI aumento en
los niveles de Ski y SnoN se adjudico a la posible accion represora sobre los complejos
activos de las proteinas Smad; asi se explica en parte, el bloqueo de la sefial del TGF-p
que corresponde a los efectos de inhibicién del crecimiento, en un momento donde las
células hepaticas requieren dividirse para restablecer el volumen inicial del higado antes
del dafio. Sin embargo, no es posible explicar el aumento de Ski y SnoN, aun cuando
los RNAs mensajeros que codifican para ambas proteinas aumentan, en la presencia de
la activacion de la via canonica del TGF-f (fosforilacion de las R-Smad) que es la sefial
de degradacion mas fuerte para ambas proteinas. Tampoco podemos explicar este
aumento secuencial en los niveles de Ski y SnoN y no conocemos con certeza si existe
alguna sefial que contrarreste la degradacion mediada por TGF-p de ambas proteinas.
Con estos antecedentes nos decidimos a estudiar mas a fondo los mecanismos
involucrados en la regulacion de la estabilidad de las proteinas Ski y SnoN en los
hepatocitos y en el proceso de regeneracion hepatica. Esta blsqueda no es una tarea
facil debido a que en el proceso de regeneracion hepatica coexisten un gran nimero de
sefiales que van desde el recambio en la ECM hasta la accion de hormonas que
provienen del intestino, rifién o pancreas. Ademas hasta el momento no se ha reportado
una via de sefializacion, adicional a la sefial del TGF-, que coordine un cambio en los

niveles de las proteinas Ski y SnoN en los hepatocitos.
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3. HIPOTESIS

Los estabilidad de la oncoproteina Ski es regulada negativamente por la sefial del TGF-
B a travées de la fosforilacion de las proteinas R-Smad. En el proceso de regeneracion
hepatica, los niveles de la proteina Ski aumentan a pesar de la presencia de la sefial del
TGF-B. Por lo tanto, existen sefiales que participan en el proceso de regeneracion

hepatica que regulan la estabilidad de la proteina Ski via mecanismos independientes de
la via de sefializacion del TGF-p.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar la regulacién de la estabilidad de la proteina Ski a través de mecanismos
dependientes o independientes de la via de sefializacién del TGF-f en los hepatocitos.

4.2 Objetivos particulares
1. Estudiar si la estabilidad de la proteina Ski es regulada negativamente por la
sefial del TGF-f en los hepatocitos aislados de higados en regeneracion.
2. ldentificar a las sefiales que regulen la estabilidad de la proteina Ski en los
hepatocitos en estado de regeneracién, en cultivos primarios y en lineas

celulares hepaticas.
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5. RESULTADOS

5.1 La proteina Ski se localiza en la fraccion insoluble al detergente Triton X-100 en
los hepatocitos. En el trabajo de Macias-Silva et al. en el 2002, se sugiere que el
aumento en los niveles de las proteinas Ski y SnoN, en el proceso de regeneracion
hepatica en raton, ocurre principalmente en los hepatocitos. Este aumento no
correlaciona con lo reportado hasta ahora en donde la fosforilacion de las R-Smads y la
interaccion de estas con las proteinas Ski y SnoN es una sefial suficiente para la
degradacion de estas Ultimas. Estos datos sugerian un cambio importante en la
regulacion de la estabilidad de las proteinas Ski y SnoN en los hepatocitos durante el
proceso de regeneracion, por lo que decimos indagar mas en la regulacion de ambas
proteinas por la sefial del TGF-f durante este proceso. Inicialmente, decidimos cambiar
de modelo experimental debido a que la cantidad de hepatocitos obtenidos de un higado
de rata es mucho mayor a los obtenidos del higado de ratén, y esto nos permitia tener
una mayor cantidad de material biolégico para trabajar. Usando el modelo de PH se
confirmé el aumento en los niveles de Ski y SnoN en higados de rata, mostrando pocas
diferencias con el modelo de raton. La proteina Ski aumenta a partir de las 2h
posteriores a la PH. La proteina Smad2 fosforilada (p-S2) se utiliz6 como marcador de
activacion de la sefial del TGF-f (Figura 5A). Antes de continuar con en analisis en la
sefializacion del TGF-f en los hepatocitos, decidimos estudiar si la proteina Ski tenia un
papel relevante en la proliferacion de los hepatocitos que justificara el aumento en sus
niveles durante la regeneracién del higado y un analisis mas profundo. Para este fin se
utilizé la linea celular inmortalizada de hepatocito de rata C9 (Clona 9). Las células C9
se transfectaron transitoriamente con una construccién que expresa a la proteina Ski
exogena, pcDNA3-mCherry-Flag-Ski, y se estimularon con suero fetal bovino (SFB)
para estudiar su proliferacion mediante el ensayo de viabilidad de MTT. Como se
esperaba, la expresion de Ski exdgeno permitié una mayor proliferacion en las células
C9 (Figura 5B). Al ver que la proteina Ski tenia un efecto positivo en la proliferacion de
los hepatocitos, decidimos indagar mas sobre la regulacion de los niveles de Ski por
TGF-B y por otras sefiales que podrian controlar esta regulacién. Nuestra primera
aproximacion fue aislar hepatocitos de higados de rata en regeneracion, obtenidos a
diferentes tiempos después de la PH, para analizar su respuesta al TGF-f3, y esperando
una resistencia de las proteinas Ski y SnoN a ser degradados como ocurre en los higados

en regeneracion. Los hepatocitos aislados fueron incubados en condiciones de cultivo
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celular (a 37 °C en condiciones de gaseo con Oy) e incubados con TGF-f. Para nuestra
sorpresa, las proteinas Ski y SnoN mostraron una regulacion contraria a la observada
previamente. Tanto los niveles de la proteina Ski como de SnoN disminuyen en los
tiempos de regeneracion. Ademas, parecia que existia una resistencia de ambas

proteinas a la degradacion mediada por TGF-f (Figura 5C).

Existian varias posibilidades que podrian explicar la disminucién en los niveles de Ski y
SnoN en los hepatocitos en regeneracion. Por ejemplo, el aumento de ambas proteinas
observado en higado completo podria provenir de las células no parenquimatosas. Sin
embargo, por datos obtenidos en el laboratorio, existia una gran probabilidad que
estuviéramos analizando parcialmente la cantidades totales de las proteinas Ski y SnoN
presentes en los hepatocitos. Nuestros métodos de aislamiento de proteina estaban
disefiados para la extraccion de proteinas solubles en soluciones de lisis con detergentes
no ionicos como el TNTE (Triton X-100 al 0.5%), como es el caso para el estudio de
muchos factores transcripcionales localizados en ndcleo. Ningln antecedente en la
literatura nos sugeria que las proteinas Ski y SnoN se localizaran en el citoplasma de los
hepatocitos ni que estuvieran asociadas a estructuras insolubles a detergentes no
i6nicos. Aunque existe una gran variedad de detergentes, iénicos y no ionicos, capaces
de extraer proteinas asociadas a material insolubles en Triton X-100, nos decidimos por
utilizar una solucion de lisis que contenia diferentes detergentes. La solucién de RIPA
contiene un detergente no i6nico (NP-40) y dos detergentes idnicos (desoxicolato de
sodio y SDS). La lisis con RIPA puede afectar algunas interacciones entre proteinas
pero nos asegura una fuerte extraccion del material insoluble en Tritén X-100. Para
probar nuestra teoria se aislaron hepatocitos frescos en condiciones de regeneracion (48
h después de la PH) y normales (quiescencia). Como se predijo, con este nuevo método
de extraccion se recuperaron las observaciones previas, es decir el aumento de los
niveles de Ski y SnoN en los hepatocitos en regeneracion, y ademas se recupero la
sensibilidad a la degradacién inducida por el TGF-p. La fosforilacion de Smad2 y el
aumento en la proteina PCNA, son controles del proceso regenerativo en el higado. De
forma muy interesante, observamos que no sélo se recupero el efecto en el aumento de
Ski y SnoN sino que también observamos una fuerte interaccion de ambas proteinas con
la proteina actina. Esta interaccion principalmente fue observada en los hepatocitos en
regeneracion (Figura 5D). Esto podria explicar la presencia parcial de ambas proteinas

en la fraccidn insoluble a Triton X-100.
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Figura 5. Los niveles de las proteinas Ski y SnoN aumentan durante el proceso de regeneracion
hepética. (A) Cambios en los niveles de las proteinas Ski y SnoN en extractos nucleares de higados en
estado de quiescencia y en regeneracion: 0, 2, 48 y 120 horas post-hepatectomia parcial (PH). Sh,
extractos nucleares de higados de ratas Sham; la proteina p-S2 es un control de activacién de la sefial de
TGF-B; la proteina PCNA es un como marcador de regeneracion hepética. (B) Ensayo de viabilidad
celular de MTT en la linea celular C9 con expresidn transitoria de la proteina mCherry-Flag-Ski exdgena
a0, 24 y 48 horas de estimulacién con suero fetal bovino al 10% (SFB). (C) Cambios en los niveles de

las proteinas Ski y SnoN en hepatocitos aislados de higados normales (PH Oh) y en proceso de
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regeneracion: 2h, 48h y 120h PH. Los hepatocitos se incubaron en condiciones control y estimulados 0.5
horas con 0.3 nM de TGF-p; los hepatocitos fueron lisados con Tritén 0.5% por 30 min. (D) Cambios en
los niveles de las proteinas Ski, SnoN y p-S2 en hepatocitos aislados en quiescencia (PHO) y en proceso
de regeneracion (PH48). Los hepatocitos, incubados en condiciones control y estimulados 0.5 horas con
0.2 nM de TGF-g, fueron lisados en RIPA por 1h. Las proteinas PCNA y Tubulina son utilizadas como
marcadores de regeneracion y control de carga, respectivamente. La proteina Actina fue también utilizada
como control de carga aunque sus niveles cambian durante la regeneracién hepatica. Los cambios en los
niveles de proteina fueron analizados por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot. SnoN: SnoN/SnoN2;
Smad2 fosforilada: p-S2.

Con estos resultados nos decidimos inmediatamente a estudiar esta nueva e interesante
caracteristica de las proteinas Ski y SnoN en los hepatocitos. Primeramente, nos
decimos a corroborar que Ski'y SnoN eran realmente degradados por la sefial del TGF-$3
en los hepatocitos aislados. Se realiz6 un curso temporal de TGF-f en hepatocitos que
fueron lisados posteriormente con el TNTE (Triton X-100 al 0.5%) o con RIPA (Figura
6A). Nuevamente, al extraer la proteina con la solucion de RIPA se recupera la
dinamica de degradacion de Ski y SnoN por TGF-B. También decidimos analizar la
regulacion de la proteina Ski en los cultivos primarios de hepatocitos. Evaluamos si la
proteina Ski se localiza en la region insoluble a Triton X-100. Los hepatocitos se
incubaron en condiciones controles y estimuladas con TGF-f y se lisaron
posteriormente con TNTE (Triton X-100 al 0.5%). Las muestras fueron centrifugadas
para obtener dos fracciones: la fraccion soluble (sobrenadante) y la fraccion insoluble
(pellet). Las proteinas presentes en el pellet se extrajeron posteriormente utilizando la
solucién de lisis RIPA. Se utilizaron muestras lisadas inicialmente con RIPA para
comparar la eficiencia de extraccion entre ambas condiciones. Interesantemente, una
fraccion de la proteina Ski total se localiza en el pellet. Ademas la lisis con la solucion
de RIPA extrajo una mayor cantidad de Ski de los hepatocitos (Figura 6B). Se utilizaron
a las proteinas tubulina y actina como controles de proteinas presentes en la fracciones
solubles e insolubles, respectivamente. Después de confirmar que la proteina Ski se
localiza en la fraccién insoluble al detergente Triton X-100 en los hepatocitos en
cultivo, quisimos evaluar el efecto del inhibidor del proteosoma, MG132, sobre la
proteina Ski en la fraccién soluble como en la fraccion insoluble en Triton X-100
debido a que existe el reporte de que este compuesto es capaz de regular la localizacion
de la proteina Ski (Nagata M et al., 2006). Los hepatocitos se preincubaron con el
inhibidor MG132 en condiciones controles y estimuladas con TGF-f. Las células se
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lisaron con TNTE (Triton X-100 al 0.5%) o con RIPA. En la lisis con RIPA se observo
un efecto similar a lo ya reportado donde la inhibicion del proteosoma bloquea la accion
de degradacién del TGF-f sobre la proteina Ski, ademéas de que aumentd los niveles de
Ski. Sin embargo, para nuestra sorpresa observamos que en la lisis con TNTE (Triton
X-100 al 0.5%), no hay un blogqueo eficiente del efecto del TGF-p por el MG132,
mientras que los niveles de la proteina Ski disminuyeron considerablemente (Figura
6C). Esto nos sugirié que la localizacién de la proteina Ski en el material insoluble a
detergentes no idnicos es un proceso regulable por sefiales como la inhibicion del
proteosoma. Posteriormente realizamos un curso temporal de la sefial del TGF-f en los
hepatocitos cultivados, con las nuevas condiciones de extraccion de proteina (utilizando
RIPA). La degradacion de la proteina Ski inducida por el TGF-f3 se observé entre los 30
min y 1 h de incubacién, con una posterior recuperacion a partir de las 2 h de estimulo
(Figura 2D). Esta es la primera vez que se reporta una recuperacion de la proteina Ski
aun en la presencia de la sefial del TGF-p. Ademas, datos previos en el laboratorio

demostraron que el gen de ski no es un gen blanco de la sefial del TGF-{.
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Figura 6. La proteina Ski es degradada por la sefial del TGF-g y se localiza en la fraccion insoluble a
Tritdn X-100 en los hepatocitos aislados y cultivados. (A) Curso temporal de estimulacién con 0.3 nM
de TGF-B en los hepatocitos aislados; los hepatocitos fueron lisados en Triton al 0.5% (TNTE) o en
solucion de RIPA. La fosforilacion de la proteina Smad2 (p-S2) se utiliz6 como control de activacion (B)
Localizacion de la proteina Ski en las fracciones solubles (SN) e insolubles (pellet) en los hepatocitos
cultivados. Los hepatocitos cultivados se incubaron en condiciones controles y estimuladas con 0.2 nM
de TGF-B. La fracciones solubles e insolubles se compararon con extractos lisados inicialmente en RIPA.
La proteina Tubulina y Actina son utilizadas como control de extraccion de proteinas solubles e
insolubles, respectivamente. (C) Inhibicion de la degradacion de la proteina Ski por TGF-f en hepatocitos
cultivados preincubados por 4h con 25 UM de MG132; los hepatocitos fueron lisados con TNTE y RIPA.
(D) Curso temporal de estimulacion con 0.2 nM de TGF-$ en los hepatocitos en cultivo; los hepatocitos
se lisaron en solucién de RIPA. Las cambios en los niveles de proteina fueron analizados por

inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot.

Lo siguiente fue estudiar las caracteristicas bioquimicas y celulares de Ski en esta
fraccion insoluble a Triton X-100; sin embargo, decidimos buscar antes si este mismo
efecto ocurria en la linea celular C9, debido a que el uso de este modelo nos facilita el
andlisis experimental. Estas células inmortalizadas provienen de hepatocitos de higado
de rata, lo que nos permitiria hacer las comparaciones con los cultivos primarios de
hepatocitos. La primera aproximacion fue evaluar si las proteinas Ski y SnoN se
localizaban en la fraccion insoluble a Triton X-100 en estas células. Las celulas C9
confluentes en condiciones controles o estimuladas con TGF-g fueron lisadas con
TNTE (Triton X-100 al 0.5%). Las muestras fueron centrifugadas para obtener la
fraccion soluble (sobrenadante) y la fraccion insoluble (pellet). Las proteinas presentes
en el pellet se extrajeron posteriormente utilizando la solucion de lisis RIPA, y se
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utilizaron muestras lisadas inicialmente con esta mezcla de detergentes. Como se
esperaba, por lo encontrado en los hepatocitos, la proteina Ski se localiz6 en la fraccién
insoluble (pellet) a detergentes no ionicos; ademas se observd una mayor extraccion de
Ski con RIPA. En el caso de la proteina SnoN no se demostré una fuerte presencia en la
fraccion insoluble a Triton X-100 ni una mayor extraccion con RIPA (Figura 7A). Al
confirmar que la proteina Ski se localiza en la fraccion insoluble al detergente Triton X-
100 en las células C9, también evaluamos el efecto del inhibidor MG132, sobre la
proteina Ski en la fraccion soluble como en la fraccidon insoluble al detergente Triton X-
100. Las células C9 confluentes se preincubaron con el inhibidor MG132 en
condiciones controles y estimuladas con TGF-p. Las células se lisaron con TNTE
(Tritdn X-100 al 0.5%) o con RIPA. Al igual que en los hepatocitos, en la lisis con
RIPA se observé el blogueo total por MG132 de la degradacion de Ski inducida por la
sefial del TGF-f, ademas de acumular los niveles de esta proteina sobre el basal. En la
lisis con TNTE (Triton al 0.5%), los niveles de Ski disminuyeron sin observarse un
claro bloqueo del efecto del TGF-p (Figura 7B). En la linea celular C9, la proteina Ski
tiene un comportamiento muy similar a lo encontrado en los hepatocitos en cultivo.
Después, decidimos evaluar si la inhibicion del proteosoma acumulaba a Ski en la
fraccion insoluble a Tritdn X-100. Para confirmar esto decidimos hacer uso de la
metodologia anterior donde analizamos ambas fracciones, y de nuevo se utilizaron la
células C9, las que se preincubaron con el inhibidor MG132 y se estimularon en
ausencia (control) o con TGF-B. Primeramente, se lisaron las células con TNTE y las
proteinas en el material precipitado (pellet) se solublizaron con RIPA. Como se
esperaba, el inhibidor MG132 acumuld a la proteina Ski en la fraccion insoluble al
detergente Tritén X-100, tanto en la condicion control como en la estimulada con TGF-
B (Figura 7C). También se demostrd que la proteina Ski es capaz de formar complejos
con la proteinas SnoN/SnoN2, Smad4 (S4) y Smad2 (S2) en la fraccién insoluble a
detergentes no idnicos.
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Figura 7. La proteina Ski se localiza en la fraccién insoluble a Tritdn X-100. (A) Localizacion de las
proteinas Ski y SnoN en las fracciones solubles (SN) e insolubles (pellet) en la linea celular C9. Las
células fueron incubadas en condiciones controles y estimuladas con 0.2 nM de TGF-f. Las fracciones
solubles e insoluble se compararon con extractos lisados inicialmente con RIPA. La proteina Tubulina es
utilizada como control de extraccién de proteinas solubles. (B) Inhibicidn de la degradacion de la proteina
Ski mediada por TGF-B en las células C9. Las células se preincubaron por 4h con 25 uM de MG132 y
fueron lisadas con solucién de Tritén 0.5% (TNTE) y RIPA. (C) Localizacién de la proteina Ski en las
fracciones solubles e insolubles en la linea celular C9. Las células fueron preincubadas por 4 h con 25 uM
de MG132 en condiciones controles y estimuladas con 0.2 nM de TGF-f. Las proteinas fueron analizadas
por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot, con anticuerpos especificos anti-SnoN (SnoN/SnoN2), anti-
Smad4 (S4), y anti-Smad?2 (S2).

En este punto decidimos trabajar con las células C9, ya que tienen un comportamiento
muy similar a los hepatocitos. También se decidié enfocarse en el estudio de Ski, ya
que a diferencia de SnoN, Ski mostré una mayor localizacion en la fraccion insoluble a
Triton X-100 y, probablemente, podria ser la proteina responsable de localizar a SnoN
en la fraccion insoluble. Para asegurarnos completamente que analizabamos un cambio
mas cuantitativo de los niveles de la proteina Ski, implementamos una nueva estrategia
usando a las células C9. Se utiliz6 una solucién de lisis con SDS al 1%, esta solucién no
deja ningun material insoluble. En células C9 confluentes se realizé un curso temporal
con TGF-p, las células se lisaron con SDS al 1% y se analizaron los cambios en la

cantidad total de la proteina Ski. Como esté reportado, Ski es degradado por la sefial de
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TGF-f a partir de los 30 min de estimulo. Fue muy interesante observar un aumento en
los niveles de Ski a partir de las 2 h del tratamiento con TGF-f3 y una disminucion de
sus niveles a las 4 h (Figura 8A) de estimulo. Este incremento en los niveles de la
proteina Ski ocurre aun cuando todavia se observa la fosforlicacion de Smad2 (p-S2), lo
que sugiere que este aumento no estd relacionado con la terminacion de la sefial del
TGF-B; este efecto es muy similar a lo observado en los cultivos primarios de
hepatocitos. Esta recuperacion en los niveles de la proteina Ski que se observo, es un
efecto similar a lo observado en el caso de SnoN, pero el mecanismo debe ser diferente,
ya que en el caso de SnoN, su aumento se explica porque su gen es inducido por el
TGF-B, mientras que el gen de Ski no es blanco del TGF-p.

En los ensayos posteriores, se obtuvieron datos muy similares extrayendo a las
proteinas con SDS al 1% o con RIPA, aun cuando en el ultimo caso se deja poco
material insoluble; por lo tanto, se decidid utilizar la soluciéon de lisis RIPA en la
mayoria de los experimentos (Figura 8B). Estos datos nos confirman que la proteina Ski
es degradada por TGF-$ en los hepatocitos, sin embargo, es necesario extraer toda la
proteina presente en estas células (la proteina Ski soluble e insoluble a detergentes no
i6nicos) para hacer un anélisis correcto en los cambios de los niveles de Ski. Con estas
nuevas condiciones estudiamos la regulacion de la proteina Ski por la sefial del TGF-f.
Se analizaron los complejos de las proteinas Ski, SnoN, S4 y p-S2. Las células C9
confluentes se incubaron en condiciones controles y estimuladas con TGF-f. Ski
interacciona con las proteinas SnoN y S4 de manera basal mientras que esta proteina
interacciona con p-S2 bajo el estimulo con TGF-B. Este mismo efecto sucedi6 con la
proteinas SnoN y S4 (Figura 8C). También se evalud si la degradacion de Ski por TGF-
B era dependiente de la activacion de las R-Smads. Las células C9 confluentes se
preincubaron con el inhibidor SB431542, inhibidor de la actividad del receptor TPRI,
en condiciones controles y estimuladas con TGF-f. El inhibidor SB431542 bloqued la
fosforilacion de la proteina Smad2 y la degradacion de Ski por TGF-f (Figura 8D). Con
todos estos resultados podemos concluir que la sefial del TGF-3 es capaz de degradar a
la proteina Ski en los hepatocitos; la proteina Ski se localiza en una fraccion insoluble a
Triton X-100 y esta localizacién podria enmascarar los efectos reales de la sefial de
TGF-B u otras sefiales que regularan a esta proteina; y, por Ultimo, que esta nueva

localizacion de Ski podria ser objeto de regulacion.
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Figura 8. La sefial del TGF-g regulada negativamente a la proteina Ski en la linea celular C9. (A)
Superior: curso temporal con 0.2 nM de TGF-p en las células C9. Las células fueron lisadas con solucion
de SDS al 1%. Las proteinas p-S2 y Tubulina son utilizadas como control de activacion de la sefial del
TGF-B y de carga, respectivamente. Inferior: densitometria de los cambios en los niveles en la proteina
Ski. (B) Curso temporal con 0.2 nM de TGF-f en las células C9. Las células fueron lisadas con solucion
de RIPA las proteinas Ski y p-S2 fueron analisadas por IP e inmunoblot (C) Interacciones entre las
proteinas Ski, SnoN, S4 y p-S2 en las células C9 en condiciones controles y estimuladas con 0.2 nM de
TGF-B. Las células fueron lisadas en solucién de RIPA. (D) Inhibicién de la via de sefializacién del TGF-
B. Las células C9 fueron preincubadas por 1h con 10 uM de SB431542 (SB43). Las proteinas p-S2 y
Tubulina son utilizadas como control de activacion de la sefial del TGF-f y control de carga,
respectivamente. Las proteinas y los complejos proteicos fueron analizados por IP e inmunoblot. SnoN:
SnoN/SnoN2; Smad4: S4; Smad?2 fosforilada: p-S2.
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5.2 La proteina Ski une a actina en el citoplasma. Decidimos estudiar las
caracteristicas de la proteina Ski en la fraccion insoluble a detergentes no i6nicos, antes
de buscar las sefiales celulares que podrian localizar a Ski en esta fraccion. Hasta ese
momento sabiamos que la localizacion de Ski en el material insoluble en Tritén X-100
podia ser influida por la inhibicién del proteosoma 20S. Nuestra primera opcion fue
analizar la localizacién subcelular de Ski. Para este proposito, se realizd un ensayo de
fraccionamiento de nucleo y citoplasma en las células C9 confluentes en condiciones
control y con TGF-f3. Sorpresivamente, se encontrd que la proteina Ski se localizaba en
ambas fracciones; algo nunca reportado en células hepaticas. Aun mas interesante fue el
encontrar que Ski interaccionaba con la proteina actina Unicamente en la region
citoplasmatica (Figura 9A). Tanto en nucleo como en citoplasma la sefial del TGF-f es
capaz de inducir la degradacion de la proteina Ski (Figura 9B). Posteriormente, para
comprobar que la porcion de la proteina Ski presente en la fraccion insoluble en Tritdn
X-100 era parte de la proteina localizada en citoplasma, decidimos evaluar los efectos
del inhibidor MG132, compuesto capaz de movilizar a Ski al material insoluble. Se
preincubaron células C9 confluentes con el inhibidor MG132 en condiciones control y
estimuladas con TGF- y, posteriormente, se separaron las fracciones nuclear y
citoplasmatica. Se observo que el MG132 bloque6 la degradacion de Ski por la sefial del
TGF-B y, ademés, aumento su interaccion con la proteina actina (Figura 9C). También
se observd la localizacion de las proteinas SnoN y p-S2 en el citoplasma, en donde
interaccionan con las proteinas Ski y actina (Figura 9A). Estos resultados confirman que
una fraccion de la proteina Ski estd presente en el material insoluble a detergente,
fraccion que se localiza en el citoplasma y es capaz de interaccionar con la proteina

actina, una interaccion que se enriquece por la inhibicién del proteosoma.
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Figura 9. La proteina Ski une a Actina en el citoplasma en la linea celular C9. (A) Fraccionamiento de
nucleo (Nuc) y citoplasma (Cito) en las células C9. Las células se incubaron en condiciones controles y
estimuladas con 0.2 nM de TGF-f. Todas las fracciones fueron lisadas con solucién de RIPA. La proteina
Tubulina se utiliz6 como control de fraccionamiento (citoplasma) mientras la proteina Actina se utiliz6
como control de carga. (B) Densitometria de la distribucién de la proteina Ski en nlcleo y citoplasma en
condiciones control y de estimulacién con TGF-f. (C) Fraccionamiento de nlcleo y citoplasma en células
C9 preincubadas por 4h con 25 uM de MG132 en condiciones controles y estimuladas con 0.2 nM de
TGF-B. La proteina Tubulina se utiliz6 como control de fraccionamiento (citoplasma). Las proteinas
fueron analizadas por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot. SnoN: SnoN/SnoN2; Smad2/Smad3: S2/3;
Smad2 fosforilada: p-S2.

No obstante que sabiamos que Ski estaba presente en el citoplasma interaccionando con
la proteina actina, en una fraccion insoluble al Triton X-100, era importante evaluar si la
proteina Ski mostraba una localizacion en estructuras relacionadas a filamentos de
actina dentro del citoplasma. Muchas proteinas de union a actina se localizan en este
tipo de facciones. Para investigar este punto hicimos uso de la técnica de
inmunofluorescencia (IF). Ya se habia reportado que Ski podia observarse por esta
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técnica en células de Schwann utilizando los mismos anticuerpos que empleamos en el
laboratorio (Jacob et al., 2008). Se utilizaron células C9 subconfluentes en codiciones
controles o estimuladas con TGF-f en los tiempos en donde se observa la disminucion y
la recuperacion de los niveles de la proteina Ski (Oh, 1h y 3h con TGF-f3). Primeramente
se observé que Ski mostraba un patrén puntedo, tipo vesicular, en lugar de una
localizacion tipo filamentosa en el citoplasma. El tratamiento con TGF-f disminuy6 los
niveles de Ski en ambas fracciones (nucleo y citoplasma) a 1 h de estimulo, y Ski se
localizé en la regidn perinuclear a las 3 h de incubacion (Figura 10A). También se
analizo la localizacion de las proteinas S2 y S4 para evaluar la activacion de la via. La
proteina S2 mostr6 una clara translocacion hacia nicleo después de 1 h de estimulo con
TGF-f, mientras la proteina S4 no mostr6 una clara relocalizacion.
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Figura 10. Localizacion subcelular de la proteinas Ski, Smad2 y Smad4 en la linea celular C9. (A)
Coinmunolocalizacion de las proteinas Ski (verde), Smad2 (rojo) y Smad4 (rojo) en las células C9 por
microscopia confocal. Células subconfluentes fueron incubadas en condiciones control y de estimulacion

con 0.2 nM de TGF-p a diferentes tiempos. EI compuesto DAPI fue utilizado como marcador de nicleo.

5.3 Ski se localiza en membranas resistentes a detergente (DRMs) o lipid rafts.
Existen vesiculas cuya composicion o transporte estan influenciadas por los cambios en
el citoesqueleto de actina. Estas vesiculas, o endosomas, poseen caracteristicas
particulares en los lipidos que las componen asi como en las proteinas presentes en sus
membranas. Un componente esencial de estos endosomas son las balsas Lipidicas o
lipid rafts que, con proteinas como la actina, le dan una gran estabilidad a este tipo de

membranas. Estas membranas suelen ser insolubles a detergentes no i6nicos y esto
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puede explicar la presencia de la proteina Ski tanto en la fraccion insoluble al detergente
Triton X-100 como su interaccion con la proteina actina. Para comprobar si Ski se
localizaba en este tipo de endosomas realizamos experimentos bioquimicos quitando el
colesterol, lipido esencial para mantener la estructura de los lipid ratfs, de las
membranas de los hepatocitos. Existen en la literatura dos moléculas capaces de atrapar
el colesterol de las membranas celulares: filipina y metil-p-ciclodextrina (MBCD). Las
moléculas de filipina atrapan con mayor eficiencia al colesterol asociado a la membrana
plasmatica, mientras que la MPBCD quita el colesterol eficientemente en todas las

membranas.

Nuestra primera aproximacion fue evaluar los cambios en la solubilidad de Ski,
preincubando a las células C9 confluentes con filipina o MBCD en condiciones
controles o estimuladas con TGF-f. Estas células se lisaron con TNTE (Triton X-100 al
0.5%) lo que nos permitié evaluar solamente la fraccion soluble a detergente. Como se
esperaba, el detergente MBCD solubiliz6 a la proteina Ski, esto se reflejo como un
aumento en los niveles de Ski en la fraccion extraida por el detergente no idnico (Figura
11A, panel superior). La siguiente aproximacion fue realizar el mismo disefio
experimental, pero esta vez, lisando a las células con RIPA. En esta ocasion no se
observé un cambio evidente en los niveles de la proteina Ski, sin embargo, la MBCD
rompi6é la unién de Ski con la proteina actina (Figura 11A, panel inferior). Para
confirmar que la presencia de la proteina Ski en membranas ricas en colesterol esta
asociada con su localizacion al material insoluble en Triton X-100, realizamos el
siguiente experimento: células C9 confluentes fueron preincubadas con la MBCD v,
posteriormente, se incubaron con el inhibidor MG132. Como hemos demostrado
previamente, el MG132 localiza a Ski en la fraccion insoluble a detergente, por lo tanto,
la MBCD deberia impedir esta localizacion. Como se esperaba, la preincubacion con
MBCD impidi6 la acumulacion de Ski en el material insoluble a Triton X-100 (Figura
11B). Estos datos demuestran que la proteina Ski se localiza en membranas ricas en
colesterol y que estas son las responsables de que Ski se encuentre en la fraccion
insoluble a detergente.

Hasta ese momento sabiamos que Ski se localizaba en membranas ricas en colesterol,

no obstante, faltaba ver si la proteina Ski se localizaba en lipid rafts. Para determinar si
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Ski estaba presente, 0 no, en lipid rafts utilizamos la técnica de asilamiento de las
membranas resistentes a detergente (DRM, por sus siglas en inglés). Es la prueba
bioguimica mas utilizada para determinar si una proteina se encuentra dentro de este
tipo de membranas. Se utilizaron células C9 confluentes en condiciones controles y
estimuladas con TGF-g. La células se lisaron con Triton al 1% y las DRM se aislaron
mediante un gradiente discontinuo de sacarosa. Como se habia predicho, la proteina Ski
se localizé en las fracciones correspondientes para las DRM, la cuales no son tan
sensibles a la sefial del TGF-f, en comparacién con las fracciones no resistentes a
detergentes 0 NDRM (Figura 11C, panel superior). La proteina Flotilina-2, es una
proteina transmembranal exclusiva de lipid rafts; mientras que EEALl (endosomas
tempranos) y GM130 (aparato de Golgi) son proteinas transmembranales de membranas
presentes en endosomas tempranos y Golgi, respectivamente. Para confirmar que Ski se
localizaba en las fracciones de las DRM, se hizo uso nuevamente del detergente MBCD.
Las células C9 confluentes se preincubaron con la MBCD vy, posteriormente, se aislaron
las DRM. La MBCD removio a la proteina Ski de las DRM y esto confirmd la presencia
de una fraccion del total de la proteina Ski en los lipid rafts (Figura 11C, panel inferior).
Para reconfirmar la presencia de Ski en las DRM, se preincubaron células C9
confluentes con el inhibidor MG132. La inhibicion del proteosoma enriquecié la
localizacion de Ski en las DRM. Este la primera vez que se reporta la presencia en lipid
rafts de algiin miembro de la familia de la proteina Ski. Con estos datos concluimos que
una fraccion de la proteina Ski se localiza especificamente en lipid rafts, probablemente

en endosomas, Yy esta localizacion le permite interaccionar con la proteina actina.
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Figura 11. La proteina Ski se localiza en las membranas resistentes a detergente (DRM) o lipid rafts.
(A) Efectos de la salida del colesterol de la membranas celulares en la proteina Ski. Las células C9 fueron
preincubadas por 4h con 2.5 uM de Filipinay 2.5 mM de MBCD en condiciones controles y estimuladas
con 0.2 nM de TGF-B. Las células fueron lisadas con Tritén al 0.5% (TNTE) o RIPA. La proteina
Tubulina se utilizé como control de carga. (B) Inhibicidn de la localizacidn de Ski en la fraccién insoluble
a detergente. Las células C9 se preincubaron por 4h con 2.5 mM de MBCD vy, posteriormente, se adiciond
25 UM de MG132 por 2h. Las células se lisaron en TNTE y la fraccién insoluble (pellet) se resuspendio
en RIPA. La Tubulina se utiliz6 como marcador de extraccion de proteinas solubles. (C) Aislamiento de
las DRM en la células C9. Las células se incubaron en condiciones de control y de estimulacién con 0.2
nM de TGF-f, 25 uM de MG132, 2.5 mM MBCD. Las células fueron lisadas en Tritdn al 1%; se hicieron
fraccionamientos discontinuos de sacarosa (fracciones del 1-12) con cada uno de los extractos. Las
fracciones 4, 5y 6 corresponden a las DRM vy las fracciones 9, 10, 11 y 12 corresponde a las membranas
no resistentes a detergente (NDRM). La proteina Flotilina-2 se utiliz6 como marcador especifico de DRM
(lipid rafts) mientras que las proteinas EEA1 y GM130 se utilizaron como marcadores de proteinas
membranales localizadas en NDRM. Las distribucion de las proteinas fue analizadas por IP e inmunaoblot.

Top: parte superior; Bottom: fondo.

5.4 Ski se localiza en endosomas multivesiculares (MVE), y la sefial de TGF-8
promueve su localizacionn en estas estructuras. Para confirmar que la proteina Ski se
localizaba en endosomas enriquecidos en lipid rafts hicimos nuevamente uso de la

técnica de IF. Se habia reportado que la proteina Ski se localizaba en vesiculas positivas
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a marcadores de endosomas tempranos (EEA1) en células de Schwann (Jacob et al.,
2008). Asi que empezamos analizando si se conservaba esta caracteristica. Se utilizo el
mismo marcador de endosomas tempranos. Para nuestra sorpresa, se observdé muy poca
colocalizacion de Ski con la proteina EEAL en células C9 subconfluentes (Figura 12A);
aunque siguiendo la linea de nuestros datos no se esperaba una fuerte localizacién con
este tipo de endosomas, que son vesiculas poco enriquecidas con lipid rafts. Debido a
que Ski no se comportaba como se sugeria, decidimos evaluar otro tipo de endosomas.
Dentro del transporte vesicular existen una gran variedad de endosomas que contienen
lipid rafts. Haciendo una evaluacion general, se analizaron endosomas provenientes del
aparato de Golgi y endosomas marcados con proteinas asociadas a lipid rafts. Se
analizaron dos proteinas: la proteina GM130, marcador de la region Trans del aparato
de Golgi, y la proteina flotilina-2, asociada a membranas ricas en colesterol. Se observo
que la proteina Ski colocalizaba con ambas proteinas en células C9 subconfluentes
(Figura 12A). Aunque esta colocalizacion no es abundante nos indicaba que la proteina

Ski podria localizarse con endosomas que contienen lipid rafts.
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Figura 12. La proteina Ski colocaliza Flotilina-2 y GM130 en endosomas. (A) Coinmunolocalizacion

de la proteina Ski (verde) y de las proteinas EEALl, GM130, Flotilina-2 (rojo) en células C9
subconfluentes por microscopia confocal. La proteina EEAL es marcador de endosomas tempranos; la
proteina GM130 es marcador de la region Trans del aparato de Golgi y Flotilina-2 es marcador de
endosomas con DRM o lipid rafts. Las flechas indican los puntos de colocalizacion de ambos

fluorocromos. La escala es una representacion de 20 um.

Existe un tipo de transporte que se ajustaba a los datos biogquimicos encontrados en el
laboratorio. Este transporte es el reportado por Tealman et al. en 2010, donde describe
la regulacion de la proteina GSK3p por los endosomas multivesiculares (MVE). Por lo
tanto, decidimos analizar el efecto de los inhibidores del transporte vesicular tales como
brefeldina A y monensina. Muchas proteinas presentes en los MVE responden a los
cambios en el trasnporte vesicular. Ambos inhibidores regularon negativamente los
niveles de la proteina Ski e hicieron mas evidente el efecto de TGF-f en las células C9
(Figure 13A). Esta disminucion de los niveles de Ski es dependiente de la degradacion
via el proteosoma (Figure 13B). Sin embargo, para comprobar que Ski se localizaba
realmente en los MVE realizamos el ensayo de proteccién a la proteinasa K (PPA, por
sus siglas en inglés). Este ensayo permite dilucidar si una proteina se encuentra envuelta

en alguna membrana como es el caso de la proteinas presentes en los MVE; por tanto, si
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la proteina Ski se encontraba en los MVE seria protegida de la accion de la proteinasa K
(ProtK). Se utilizaron células C9 confluentes en condiciones controles y incubadas con
MG132, este ultimo se utilizo en el caso de que la presencia de Ski en los MVE fuera un
proceso transitorio y se necesitara de la acumulacion de Ski en este tipo de endosomas a
través de la inhibicién del proteosoma. No se observo ninguna proteccion de Ski a la
actividad de la ProtK en las células controles, sin embargo, se encontr6 una clara
proteccion de Ski en las células C9 incubadas con el inhibidor MG132 (Figura 13C).
Para confirmar la localizacion de Ski en los MVEs regresamos al modelo inicial, la
regeneracion hepética, donde una fraccion de la proteina Ski total se localizaba en el
material insoluble al detergente Triton X-100. Para nuestra sorpresa, se observé la
proteccion de la proteina Ski a la accion de la ProtK en extractos citoplasmaticos de
higados en regeneracion (Figura 13D); aunque también se observé una proteccién en los
extractos de higados controles, la proteccion a la ProtK en los higados en proceso de
regeneracion fue mucho mayor. En conclusion, estos hallazgos nos permitieron estudiar

mas afondo la localizacion de Ski en los MVE.
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Figura 13. El transporte vesicular regula la estabilidad de la proteina Ski (A) Efecto de los inhibidores
del transporte vesicular. Las células C9 se incubaron por 2 horas en condiciones controles y con 20 nM de
Brefeldina A 0 20 uM de Monensina. La Brefeldina A es un inhibidor del transporte en el aparato de
Golgi y el compuesto Monensina inhibe el transporte de endosomas. (B) Inhibicién de la degradacion de
Ski por Monensina. Las células C9 se preincubaron por 2h con 25 uM de MG132 y, posteriormente, se
incubaron con 20 uM de Monensina. (C) Ensayo de proteccién a la proteinasa K (PPA). Se rompiron la
membranas plasmaticas de las cédulas C9 en condiciones controles e incubadas por 4h con 25 uM de
MG132. Los extractos se dividieron en 3 condiciones: control, incubadas con proteinasa K e incubadas
con proteinasa K mas Tritdn al 0.1%. La proteina Tubulina se utiliz6 como control de proteina no
protegida. (D) Ensayo de PPA en extractos citoplasmaticos de higados normales y en proceso de
regeneracion. Los extractos citoplasméticos se incubaron en las condiciones control, incubados con
proteinasa K e incubados con proteinasa K mas Triton al 0.5%. Las proteinas GM130 y Flotilina-2 se
utilizaron como marcadores de proteinas no protegidas y protegidas, respectivamente. Los cambios en los

niveles de las proteinas fueron analizadas por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot.

Existen varios marcadores de MVE de los cuales se seleccionaron 4 proteinas: la
proteina HRS, perteneciente al complejo ESCRT 0; la proteina TSG101, que forma
parte del complejo ESCRT I; la proteina ALIX, miembro del complejo ESCRT Il y la
proteina CD63, tetraspanina localizada en los MVE y exosomas. Lamentablemente, la
proteina TSG101 no pudo ser identificada en las células C9 por ninguna de las
metodologias que empleamos. Todas estas proteinas estan relacionadas con el transporte
o la formacion de los MVE. Se utilizaron células C9 subconfluentes y se busco la
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colocalizacion de Ski con estos 3 marcadores. En el caso particular de la proteina HRS
fue localizada con la técnica de IF. Ski mostré una fuerte colocalizacién con HRS en la
region perinuclear de las células (Figura 14A). En el caso de las proteinas ALIX y
CD63, se tuvo que utilizar la expresion de ambas proteinas exdgenas marcadas con la
proteina fluorescente mCherry debido a que no poseiamos anticuerpos especificos para
estos marcadores. La localizacion de la proteina Ski se analizé por la técnica de IF en
células C9 que expresaban transitoriamente a las proteinas ALIX o CD63.
Interesantemente, se observo claramente la colocalizacion de Ski con ambas proteinas 'y,
al igual que con HRS, en la region perinuclear de las células (Figural4A). Por Gltimo,
se evalud el efecto de la sefial del TGF-p en la colocalizacion de la proteina Ski en los
MVE. Se utilizaron células C9 expresando transitoriamente a la proteina CD63 en
condiciones controles y estimuladas con TGF-f por 3 h; en este tiempo la proteina Ski
se localiza en la regién perinuclear durante la estimulacion con TGF-B. Claramente, la
sefial del TGF-p enriqueci6 la colocalizacion de Ski con la proteina CD63 (Figura 14B).
Todos estos datos demuestran que la proteina Ski se localiza en endosomas
multivesiculares y, como sefial fisiol6gica diferente al uso del inhibidor MG132, el
TGF-p enriquece esta localizaciéon. Aunque falta por entender a detalle el transporte de
Ski en estas estructuras y la funcion de esta localizacion, es importante sefialar que es la
primera vez que se estudia mas a fondo el transporte y las caracteristicas de la proteina
Ski en el citoplasma.
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Figura 14. La sefial del TGF-g acumula a la proteina Ski en los endosomas multivesiculares (MVE).
(A) Coinmunolocalizacién de la proteina Ski (verde) y de las proteinas CD63, ALIX, HRS (rojo) en

células C9 subconfluentes por microscopia confocal. Las proteinas CD63-mCherry y mCherry-ALIX
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fueron expresadas transitoriamente. La proteina HRS es marcador de endosomas previos a los MVE; las
proteinas CD63 y ALIX son marcadores especificos de MVE (B) Coinmunolocalizacion de la proteina
Ski (verde) y la proteinas CD63 (rojo) por microscopia confocal, en células C9 en condiciones control y
estimuladas con 0.2 nM de TGF-B. La proteina CD63-mCherry fue expresada transitoriamente. Las
flechas indican los puntos de colocalizacion de ambos fluorocromos. La escala es una representacion de

20 um.

5.5 La estabilidad de la proteina Ski es regulada por cambios en la dindmica del
citoesqueleto de actina. Después de estudiar la localizacion de Ski en el citoplasma nos
enfocamos en otro aspecto, la regulacion de la proteina Ski debido a esta nueva
caracteristica de su unién con la proteina actina. Aunque Ski no mostré ningln patron
filamentoso en los ensayos de IF no se descartaba la influencia de la dindmica del
citoesqueleto de actina sobre la proteina Ski. Primero evaluamos los efectos en los
niveles de la proteina Ski por agentes moduladores de la polimerizacién de actina en los
hepatocitos. Latrunculina B (LatB) es una molécula que estabiliza los monémeros de
actina (G-actin), mientras que jasplakinolida (Jasp) es un compuesto que impide la
despolimerizacién de los filamentos de actina (F-actina), dandoles estabilidad. Se
realizd un curso temporal con ambos moduladores en células C9 confluentes. Las
células se lisaron con la solucién de lisis de SDS al 1% para analizar los cambios en los
niveles de la proteina Ski, asegurando un extraccion completa de toda la proteina. Para
nuestra gran sorpresa, el compuesto LatB aumentd considerablemente los niveles de la
proteina Ski después de las 2 h de incubacion mientras el modulador Jasp disminuyo los
niveles de Ski a partir de los 30 min (Figura 15A). Esta disminucion en los niveles de la
proteina Ski es mediada por la degradacion via el proteosoma 20S, debido a que la
preincubacién con el inhibidor MG132 bloqued la disminucion de los niveles de Ski
mediada por Jasp en las células C9. También se observo en células C9 confluentes que
los moduladores Jasp y LatB modulan la interaccion de Ski con la proteina actina,
observandose claramente que LatB rompe con esta interaccion (Figura 15B). Al
descubrir esta nueva regulacion en la estabilidad de la proteina Ski por la formacion de
G-actina o F-actina, decidimos evaluar los efectos de estos dos moduladores en su
interaccion con la proteina actina y su localizacion en las DRM. Interesantemente, en el
caso de la incubacién con LatB, se observd la salida de la proteina Ski de las fracciones
correspondientes a las DRM junto con un enriquecimiento de Ski en las fracciones
NDRM. En el caso del modulador Jasp, la incubacion con este compuesto localizo a Ski
en las DRM (lipid rafts) y disminuy6 los niveles de la proteina Ski en las NDRM
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(Figura 15C). Estos datos demostraron que cambios en el estado del citoesqueleto de
actina por moduladores quimicos ejercen cambios en la estabilidad, interaccion con
actina y localizacion de la proteina Ski. Finalmente, evaluamos los efectos del
modulador Jasp mediante la técnica de IF. Las células C9 subconfluentes fueron
incubadas con Jasp a tiempos cortos (30 min). La incubacion con Jasp provoco la
localizacion Ski en la regidn perinuclear de las células (Figura 15D). Esto correlaciona
con nuestros datos bioquimicos donde la interaccion de Ski con actina ocurre
Unicamente en el citoplasma y es fomentada por la formacién de F-actina. También se
busco la colocalizacion de Ski con la proteina flotilina-2 en células incubadas con Jasp,
esto para confirmar que la proteina Ski acumulada en el perinicleo corresponde también
a la fraccion de Ski presente en los lipid rafts. Interesantemente, la proteina Ski
localizada en la region perinuclear colocaliz6 con la sefial correspondiente a la proteina
flotilina-2 (Figura 15E). Lamentablemente, no se pudo6 obtener la colocalizacion de Ski
con F-actina, como en el experimento con MG132, debido a que el compuesto
phalliodin compite con Jasp por la unién a los filamentos. Estos resultados nos
indicaron que probablemente sefales fisiologicas que regularan la dinamica del
citoesqueleto de actina tendrian un impacto en la estabilidad de la proteina Ski en los
hepatocitos.
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Figura 15. Los cambios en el citoesqueleto de actina regula la estabilidad de la proteina Ski en la linea

celular C9. (A) Regulacion de la estabilidad de la proteina Ski por la formacidon de monémeros de actina
(G-actina) o la formacion de filamentos de actina (F-actina). Las células C9 confluentes fueron incubadas
con latrunculina B (LatB), estabilizador de G-actina, y jasplakinolida (Jasp), estabilizador de F-actina, a
diferentes tiempos; las células se lisaron en solucién de SDS al 1%. La proteina Tubulina se utiliz6 como
control de carga. (B) Interaccion de las proteina Ski con actina en las células C9. Las células en
condiciones control e incubadas con 1 uM de LatB y 0.5 uM de Jasp se lisaron con solucién de RIPA.
(C) Aislamiento de las DRM las células C9 incubadas por 6 horas con los moduladores LatB y Jasp. (D)
Inmunolocalizacion de la proteina Ski (verde) por microscopia confocal en condiciones controles e
incubadas por 30 min con Jasp en células C9. ElI compuesto DAPI fue utilizado como marcador de
nucleo. (E) Coinmunolocalizacion de la proteina Ski (verde) y la proteina Flotilina-2 (rojo) por
microscopia confocal en las células C9 incubadas por 30 min con Jasp. Las flechas indican los puntos de
colocalizacién de ambos fluorocromos. La escala es una representacion de 20 um. Los cambios en los

niveles de las proteinas fueron analizadas por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot.
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Una de las sefiales mas influyentes en la dinamica del citoesqueleto de actina (la
estabilizacion de G-actina o la formacion de F-actina) en las células epiteliales, como es
el caso de los hepatocitos, son las uniones intercelulares, o uniones célula-célula.
Mientras mas células existan alrededor de una célula en particular, mas uniones formara
esa célula; esto es lo que llamamos estado de confluencia. Las células que poseen
uniones intercelulares en todos sus lados (confluentes) tiene una mayor cantidad de G-
actina mientras que las células que tienen pocas uniones intercelulares porque estan
muy alejadas unas de las otras (dispersas) tienden a polimerizar su citoesqueleto de
actina y aumentan sus niveles de F-actina. Teniendo conocimiento de esto nos
decidimos a evaluar los cambios en la estabilidad de la proteina Ski en condiciones
dispersas o confluentes en los hepatocitos. Se utilizaron células C9 dispersas o en
condiciones de confluencia y, en condiciones controles y estimulados con TGF-p.
Como se habia predicho, en la condicién de células dispersas (mas F-actina) los niveles
de Ski son muy bajos en comparacion con la condicion de confluencia (mas G-actina)
donde los niveles de la proteina Ski son muy abundantes (Figura 16A). La fosforilacion
de Smad2 es de la misma intensidad en ambos casos, lo cual se relaciona con lo que
habia reportado previamente Godoy et al., en hepatocitos en cultivo, en donde las
fosforilacion de Smad2 no varia independientemene de las condiciones de cultivo. Para
corroborar que esta regulacion en la estabilidad de Ski es a través de los cambios en el
estado del citoesqueleto de actina y, probablemente, mediante el uso de sistema UPS,
utilizamos el modulador LatB y el inhibidor MG132, respectivamente, en condiciones
de confluencia y de células dispersas. Ambos compuestos aumentaron los niveles de la
proteina Ski en la condicion de células dispersas aungue, en el caso de LatB, este
aumento no alcanzo los niveles basales correspondientes a la condicion de confluencia;
(Figura 16B). Al no poder restablecerse completamente los niveles de Ski en las células
en dispersion por el uso del compuesto LatB, esto nos sugiere que los niveles de Ski
podrian ser controlados por otro tipo de sefiales independientes a la dindmica del
citoesqueleto de actina.

Por ultimo, se analizaron los efectos de los cambios en el estado del citoesqueleto de
actina sobre la localizacién de la proteina Ski. Existen reportes en la literatura que
demuestran que Ski puede relocalizarse en la célula por sefiales como el TGF-f o
procesos como la division celular (Marcelain et al., 2005). Para evaluar si la proteina
Ski era localizada en alguna region en particular por los cambios en el citoesqueleto de
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actina, realizamos experimentos de fraccionamiento en células C9 en condiciones de
células dispersas y de confluencia. Se observé que los niveles de la proteina Ski
disminuyeron en las células dispersas en comparacion con los niveles observados en las
células en estado de confluencia, sin embargo, Ski muestra la misma distribucién en
ambas condiciones (Figura 16C). También hicimos uso de la técnica de IF. Se utilizaron
células C9 en condiciones de células dispersas y de confluencia para confirmar esta
acumulacion de Ski tanto en el nicleo como en el citoplasma de las células C9. Las
células confluentes mostraron una sefial mas fuerte para la proteina Ski y esta
acumulacion de la proteina se distribuyd tanto en nucleo como en el citoplasma
mientras que en las células dispersas Ski mostrd una sefial practicamente nuclear
(Figura 16D).
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Figura 16. La confluencia celular regula la estabilidad de la proteina Ski. (A) Regulacién en la
estabilidad de la proteina Ski por la confluencia celular. Las células C9 en condiciones de confluencia
(Con) o diluidas (Dil) fueron incubadas en condiciones control y de estimulacién con 0.2 nM de TGF-f.
La proteina Smad?2 se utiliz6 como control de carga; la fosforilacion de Smad2 (p-S2) se utilizd como
control de activacion de la sefial del TGF-f. (B) Inhibicién de la disminucion de los niveles de Ski por
MG132 y LatB. Las células C9 en condiciones de confluencia o diluidas se preincubaron por 4h con 1
UM LatB o0 25 uM de MG132. (C) Fraccionamiento de nlcleo (Nuc) y citoplasma (Cito) en condiciones
de confluencia o diluidas. La proteina Tubulina se utiliz6 como control de fraccionamiento (citoplasma)
mientras la proteina Actina se utilizé como control de carga. (D) Inmunolocalizacién de la proteina Ski
(verde) por microscopia confocal en condiciones de confluencia o dispersas en células C9. La sefal del
compuesto DAPI es utilizada como marcador de nicleo. La escala es una representacion de 20 um. Los

cambios en los niveles de las proteinas fueron analizadas por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot.

Otra manera de evaluar la importancia de las uniones celulares como sefial regulatoria
de la estabilidad de la proteina Ski es través de la ruptura de estas uniones por la
eliminacién del i6n Ca®* extracelular. El i6n calcio es indispensable para la formacion
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de las uniones intercelulares. Con este propdésito utilizamos el compuesto EGTA, que es
una molécula que atrapa eficientemente al calcio extracelular. Se realiz6 un curso
temporal en células C9 confluentes incubadas con 1mM de EGTA. La incubacion con
EGTA disminuyd los niveles de la proteina Ski a partir de 1 h de incubacién (Figura
17A). Evaluamos si esta disminucidn dependia de la degradacion de Ski a través del
proteosoma. Se preincubaron las células con MG132 en condiciones controles e
incubadas con EGTA. El inhibidor MG132 bloqueé los efectos del EGTA sobre la
proteina Ski (Figura 17B). También comparamos los efectos de EGTA con la sefial del
TGF-B; se observé que la molécula EGTA parece ejercer efectos muy similares al TGF-
B en la disminucién de los niveles de Ski; sin embargo, el EGTA no promueve la
fosforilacion de la proteina Smad2, lo que sugieres que usa un mecanismo diferente al
empleado por la sefial del TGF-p (Figura 17C). Una vez caracterizado el efecto de la
ruptura de las uniones intercelulares sobre la proteina Ski hicimos uso de esta
metodologia para evaluar si los niveles de Ski cambian de manera constante
dependiendo del contexto en que la célula se encuentre. El uso del EGTA nos permitia
estudiar mejor este objetivo debido a que al usar los compuestos LatB o Jasp tendriamos
que asegurarnos que las células quedaran completamente libres de la accién de estos
compuesto, en el caso del EGTA, la sola reconstitucién de los niveles del ién Ca®*
aseguraba la formacion de las uniones intercelulares nuevamente. Con este fin,
incubamos a las células C9 confluentes con 1mM de EGTA por 1h para después retirar
el EGTA 'y, posteriormente, restituir los niveles de calcio extracelular (aprox. 1mM) con
la adicién del medio de cultivo a diferentes tiempos. Sorpresivamente, se observé que
los niveles de la proteina Ski cambian continuamente. La incubacion de EGTA por 1h
disminuyé los niveles de Ski en proporciones similares a los observados en células
dispersas mientras que la proteina Ski regreso a sus niveles basales cuando se adicion6
nuevamente el medio de cultivo a las células confluentes (Figura 17D). Todos estos
datos demostraron que la estabilidad de la proteina Ski es modulada tanto por la
dinamica del citoesqueleto de actina, la estabilizacion de G-actina o la formacion de F-
actina y las sefiales que la regulan, asi como por las uniones intercelulares; siendo la
primera vez que se reporta que Ski es regulada por una sefial distinta al TGF-f o al ciclo

celular.
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y, junto con el recambio de la ECM, producen cambios en el citoesqueleto de actina. Ya
se habia demostrado que las caracteristicas fisicoquimicas de la MEC tenian efectos en
la sefial del TGF-{ en los hepatocitos (Godoy et al., 2009). Por tanto, nos enfocamos en
las sefiales que actlan a través de los GPCR y como estas podrian regular la estabilidad
de la proteina Ski. Primeramente, decidimos utilizar dos ligandos que actuan a traves de
los GPCR que promovieran la formacion de F-actina: el acido lisofosfatidico (LPA) y la
esfingosina-1-fosfato (S1P). Se conoce que los hepatocitos poseen receptores para
ambos ligandos, ademas de que los receptores para la S1P tienen un papel importante en
el proceso de regeneracion hepatica. Hicimos un curso temporal con los tratamientos
con LPA y S1P en células C9 confluentes. Sorprendentemente, se observo que ambos
ligandos disminuyeron los niveles de la proteina Ski a diferentes tiempos, LPA a1 h de
incubacién y S1P a las 2 h de estimulo (Figura 18A). Como control de activacion
utilizamos el aumento en los niveles de la proteina TAZ, que se sabe son controlados
por ambos ligandos (Yu et al, 2012). Se conoce que los GPCR activan la
polimerizacion de actina a través de la activacion del eje Gaizn3-RhoA-ROCK. La
proteina Gapn3 activa a la GTPasa de RhoA y, esta a su vez, activa a la cinasa ROCK;
esta cinasa junto con RhoA promueven la polimerizacion de actina (fibras de estrés).
Decidimos estudiar si la S1P utiliza este mecanismo para regular negativamente los
niveles de Ski y si esta regulacion dependia de la degradacion via proteosoma. Células
C9 confluentes fueron preincubadas con el inhibidor MG132, LatB o con el compuesto
Y27632, inhibidor de la cinasa ROCK, y posteriormente, fueron estimuladas con S1P.
Todos los compuestos bloquearon eficientemente los efectos de la S1P, como se habia
predicho; para nuestra sorpresa, el estimulo con S1P promovi6 la interaccion de Ski con
la proteina actina de la misma manera que lo hace el modulador Jasp y este efecto fue
bloqueado al igual que la regulacion negativa de Ski por S1P por los inhibidores arriba
mencionados (Figura 18B). Por tanto, la regulacién de S1P, y probablemente la de LPA,
sobre la estabilidad de la proteina Ski es a través de la degradacién via proteosoma
mediada por el eje Gaiz13-RhoA-ROCK. Es importante resaltar que la activacion de
este eje es la primera sefial fisiologica que se reporta, ademas de la sefial del TGF-p,
que puede degradar a la proteina Ski. Debido a que las sefiales de los GPCR que activan
la polimerizacién de actina, como el LPA y la S1P degradan a la proteina Ski, entonces
quisimos evaluar los efectos de los ligandos que sefialicen a través de los GPCR que

promueven la despolimerizacion de actina. Estos GPCR aumentan los niveles de G-
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actina mediante la sintesis del segundo mensajero cCAMP. Decidimos evaluar dos tipos
de sefales: la hormona glucagon y la mezcla de isobutilmetilxantina (IBMX) y
forskolina (F). El uso de la mezcla F/IBMX tiene la finalidad de subir los niveles de
cAMP a través de inhibir a las fosfodiesterasas y estimular la actividad de la enzima
adenilato ciclasa, respectivamente. También se conoce que el glucagon aumenta los
niveles de CAMP en los hepatocitos (Yu et al., 2012). Hicimos un curso temporal con
glucagon y IBMX/Fsk en las células C9 confluentes. Como se esperaba, ambas sefiales
aumentaron los niveles de Ski a partir de las 2 h de incubacion (Figura 18C). Pudimos
concluir que la regulacion de la estabilidad de Ski por los GPCR es a traves de las
sefiales que modifican la dindmica del citoesqueleto de actina.

La siguiente pregunta fue evaluar si los efectos en la proteina Ski por estas sefiales eran
antagonicos, como es el caso del antagonismo reportado entre estas sefiales en la
regulacion de las proteinas YAP/TAZ (Yu et al., 2012). Preincubamos las células C9
con F/IBMX vy, posteriormente, se estimularon las células con el LPA y la S1P. Se
observo un bloqueo parcial del efecto de S1P y LPA por el incremento de los niveles de
CAMP al igual que se observo una disminucion de la union de Ski con la proteina actina
(Figura 18D). Otros grupos reportan cantidades mayores de F/IBMX para bloquear
eficientemente los efectos de la polimerizacion de actina lo que podria explicar el
bloqueo parcial que observamos. Finalmente, es de suma importancia, destacar el
hallazgo reportado sobre la regulacién de la estabilidad de la proteina Ski por sefiales
que actlan a través de los GPCR; sefiales que tienen un papel esencial en el proceso de
regeneracion hepatica y, en muchos otros procesos fuera del higado, donde el papel de
la sefial de TGF-3 también se ve regulado. Por Gltimo, nos preguntamos si la regulacion
a través de los GPCRs tenia alguna relacion con la prescencia de la proteina Ski en los
lipid rafts. Para resolver este punto, se preincubaron las células C9 con el detergente
MBCD, que atrapa especificamente al colesterol, y posteriormente se estimularon con
S1P. Interesantemente, la preincubacion con MBCD bloqueé el efecto de S1P sobre la
degradacion de la proteina Ski ademés de interrumpir la union de Ski con la proteina

actina pero no su interaccion con Smad4 (Figura 18E).
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Figura 18. Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) controlan la estabilidad de la proteina Ski.
(A) Regulacion negativa de los niveles de la proteina Ski por los GPCR que promuevan polimerizacién
de actina (F-actina). Las células C9 confluentes se incubaron en condiciones controles y estimuladas con
1 uM de LPA o 1 pM de S1P a diferentes tiempos. La proteina TAZ se utiliz6 como marcador de la
activacion de las sefiales LPA y S1P; la proteina Tubulina se utilizé como control de carga (B) Efectos de
los inhibidores [25 uM] MG132, [1 pM] LatB y [30 pM] Y27632 en las células C9 confluentes. Las
células fueron preincubadas con los inhibidores por 4 horas en condiciones controles o estimuladas con 1
UM de S1P. La proteina Tubulina se utilizé como control de carga. (C) Regulacion positiva de la proteina
Ski por los GPCR que promuevan la despolimerizacion de actina (G-actina). Las células C9 confluentes
se incubaron en condiciones controles y estimuladas con 2 uM de Glucagon o 1 uM de Forskolina/100
UM de IBMX (F/IBMX) a diferentes tiempos. La proteina Tubulina se utilizé como control de carga. (D)
Antagonismo de las sefiales de los GPCR en el control de la estabilidad de Ski. Las células C9
confluentes se preincubaron por 4h con F/IBMX vy se estimularon, posteriormente, con 1 uM de LPA 0 1
MM de S1P. La proteina Tubulina se utilizé6 como control de carga. Los cambios en los niveles de las
proteinas fueron analizadas por inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot. (E) La desastibilizacion de los
lipid rafts bloquea los efectos de S1P. Las células C9 se preincubaron con 5 mM de MBCD por 4h y
posteriormente se estimularon con 1 uM de S1P por 1.5h. Los cambios en la interaccion entre las

proteinas Ski, Smad4 y actina se analizaron por IP e inmunoblot.

74



Al observar que el desmantelamiento de los lipid rafts, por el uso del detergente MBCD,
interrumpia la accion de la hormona S1P, nos preguntamos si el efecto de este
compuesto se debia a que la proteina Ski, al ser removida de las DRMs era relocalizada
al nucleo de los hepatocitos en donde Ski no interacciona con la proteina actina. Asi las
células C9 se incubaron con MBCD y se observo su localizacién subcelular a través de
fraccionamiento celular e IF. Para nuestra sorpresa, el tratamiento con MBCD no
produjo ninguna relocalizacién de la proteina Ski en las células C9 (Figura 19A).
Ademas no se observo algin cambio en la distibucion vesicular de la proteina Ski en el
citoplasma (Figura 19B). Estos datos sugieren que la distribucion de Ski en vesiculas no
esta determinada por su localizacion en DRM, sin embargo, si determina el efecto que
tiene S1P sobre la estabilidad de la proteina Ski.
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Figura 19. El desmantelamiento de los lipid rafts no tiene efectos en la localizacién de Ski. (A) La
proteina Ski no se relocaliza por el tratamiento con MBCD. Células C9 confluentes fueron incubadas con
2.5 mM de MBCD por 3h; posteriormente se realizé un fraccionamiento de nulcleo (Nuc) y citoplasma
(Cito). Todas las fracciones fueron lisadas con solucién de RIPA. La proteina Tubulina se utiliz6 como
marcador de la fraccion citoplasmatica. Las proteinas Ski'y Smad4 se analizaron por IP e inmunoblot. (B)
La incubacién de MBCD no perturba la distribucién vesicular de la proteina Ski. Células C9 confluentes
fueron incubadas con 2.5 mM de MBCD por 3h. La distribucion de Ski se analiz6 por IF y microscopia

confocal.
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Figura 17. Las uniones intercelulares regulan los niveles de la proteina Ski en la linea celular C9. (A)
Rompimiento de las uniones intercelulares en células en confluencia con 1 uM de EGTA. Las células se
lisaron con SDS al 1%. La proteina Smad2 (S2) se utiliz6 como control de carga. (B) Inhibicién de la
degradacion de la proteina Ski por EGTA en las células C9. Las células en confluencia se preincubaron
por 4h con 25 UM de MG132 en condiciones controles e incubadas con 1 uM de EGTA. (C) Las células
C9 en confluencia se incubaron con 1 uM de EGTA 0 0.2 nM de TGF-f. La fosforilacion de Smad2 (p-
S2) se utilizé como control de activacion de la sefial del TGF-g; las células se lisaron con solucién SDS al
1%. La proteina Tubulina se utilizd como control carga. (D) Cambios en los niveles Ski por el
rompimiento y la recuperacion de las uniones intercelulares. Las células C9 en confluencia se incubaron
con 1 uM de EGTA vy, posteriormente, se lavaron con medio de cultivo para recuperarse a diferentes
tiempos; las células diluidas se utilizaron como control niveles bajos de la proteina Ski. La proteina S2 se
utilizé como control de carga. Los cambios en los niveles de las proteinas fueron analizadas por

inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblot.

5.6 Los receptores acoplados a las proteinas G (GPCR) regulan los niveles de la
proteina Ski a través de los cambios en la dindmica del del citoesqueleto de actina.
Una amplia gama de sefiales ademas de las uniones intercelulares regulan la dindmica
del citoesqueleto de actina. En el proceso de la regeneracion hepatica los niveles de las
proteinas Ski y SnoN cambian durante todo este proceso; muchas de las sefales
presentes en la regeneracion podrian influir en los niveles ambas proteinas. Ligandos

que sefializan a través de los GPCR tienen una gran efecto en la regeneracion hepatica
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6. DISCUSION

Las proteinas Ski y SnoN tienen un papel importante en el desarrollo embrionario
temprano (Berk et al., 1997; Shinagawa et al., 2000; Tsuneyoshi et al., 2012). También
ambas proteinas estan relacionadas a patologias como el cancer (Deheuninck et al.,
2009). No obstante su importancia, la Unica sefial descrita capaz de regular su
estabilidad, de forma independiente del ciclo celular, es la via de sefializacién del TGF-
B, a través de la fosforilacién de sus efectores, las proteinas R-Smad (Deheuninck et al.,
2009). En este trabajo demostramos claramente que los cambios en el estado del
citoesqueleto de actina regulados por diferentes sefiales tienen un efecto en la
estabilidad de la proteina Ski siendo la polimerizacion de actina, o la formacion de
filamentos (F-actina), una sefial de degradacion mientras que el aumento de la actina
monomérica (G-actina), o la despolimerizacion de los filamentos, es una sefial de
estabilizacion. Esta regulacion parece ser independiente de la sefial de TGF-p/Smads.
Aun falta por dilucidar los mecanismo moleculares particulares que participan en la
regulacion de la estabilidad de la proteina Ski por la dinamica del citoesqueleto de
actina. No obstante, existen algunas proteinas cuya estabilidad también depende del
citoesqueleto de actina que podrian darnos algunos indicios. Ademas del conocido caso
de las proteinas YAP/TAZ de la via de Hippo (Hadler et al., 2012), existen otras
proteinas cuya estabilidad es controlada por los cambios en el citoesqueleto de actina.
El factor transcipcional p21 es estabilizado por la ruptura de los filamentos de actina. La
actividad de la GTPasa Rho y la cinasas MST1/2 participan en esta regulacion
(Coleman et al., 2006; Densham et al., 2009). La estabilidad de la fosfatasa de tirosinas
PTPN14 es regulada por la confluencia celular adquiriendo mas estabilidad conforme
aumenta la densidad celular; la degradacion de PTPN14 por este mecanismo es
dependiente de la ligasa E3 de ubiquitina CRL2-"%* (Wang et al., 2012).

Esta nueva regulacion puede no ser particular del contexto hepatico lo que nos daria una
mejor comprensién de los mecanismos que controlan la funcion de la proteinas Ski en
los diferentes procesos fisioldgicos en los que esta proteina participa. Recientemente, el
grupo de la doctora Luo report6 que la proteina Ski regula negativamente al coregulador
transcripcional TAZ. La expresion exdgena o la ausencia de Ski afectan la progresion
del céncer de mama mediada por la proteina TAZ (Rashidian et al., 2015). La
regulacion de la estabilidad de la proteina Ski por los cambios en la dindmica del
citoesqueleto de actina podria jugar un papel importante en este contexto debido a que
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mientras la polimerizacion de actina estabiliza a la proteina TAZ y la acumula en el
nacleo, a su vez podria mantener bajos los niveles de Ski a través de la degradacion via
proteosoma. En un contexto muy diferente, Jacob et al. en 2008, demostr6 que el
aumento en los niveles de cAMP estabilizan a la proteina Ski en las células de
Schwann. Nuevamente, esto sugiere que estas células podrian regular los niveles de Ski
mediante los cambios en su citoesqueleto de actina debido a que el aumento en los
niveles CAMP lleva a la despolimerizacion de los filamentos de actina a través de la
activacion de la cinasa PKA (Yu et al., 2013; Kim et al., 2013).

Es importante destacar que la localizacién de la proteina Ski dentro de la fraccion
insoluble al detergente no idnicos, Triton X-100, en las diferentes células hepaticas
utilizadas en este trabajo, fue un paso importante para el posterior descubrimiento de la
regulacion de la estabilidad de Ski por la polimerizacion de actina que ademas fomenta
la formacién de los complejos Ski-actina. Después de asegurarnos que podiamos
analizar a la proteina Ski en su totalidad, se demostrd claramente que ambas proteinas
son degradadas a través del sistema UPS por TGF-f3 en los hepatocitos dentro del
proceso de regeneracion; también se logré recuperar los complejos Ski-actina que se
encuentran enriquecidos en el proceso de regeneracion. Los mecanismos de regulacion
de este complejo sobre la estabilidad y localizacién de la proteina Ski aun quedan por
ser aclarados. El factor transcripcional relacionado a miocardina A (MRTF-A)
interacciona directamente con la actina monomérica y esta interaccion fomenta su
localizacion en citoplasma (Mouilleron et al., 2011). Cuando la proporcién de G-actina
disminuye por la formacion de filamentos estos factores transcripcionales se localizan
en el ndcleo; este proceso es regulado por la activacion de las proteinas RhoA-ROCK.
Contrario al caso del factor MRTF-A, la polimerizacién de actina fomenta el complejo
Ski-actina donde este complejo parece no formar parte de los filamentos de actina. El
complejo Ski-actina parece darle estabilidad a Ski en los hepatocitos debido a que
aumenta la formacién de este complejo cuando los niveles de la proteina Ski son mas
altos en el proceso de regeneracién. EI complejo de la proteina Ski con actina parece ser
parte de un complejo proteico localizado en membranas celulares (endosomas) debido a
que la disociacién de los lipid rafts por la MBCD rompe este complejo; ademas de que
la incubacion con Jasplakinolida enriquece la presencia de la proteina Ski en vesiculas
alrededor del nucleo.
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La localizaciéon de la proteina Ski parcialmente asociada a membranas DRM (lipid
rafts) y también su localizacion en endosomas multivesiculares en el citoplasma de los
hepatocitos abre un panorama mas complejo en las funciones en las que podria
participar esta proteina en las células. Hasta este momento, se habia descrito la
localizacion de la proteina Ski enddgena en vesiculas de tipo de endosomas tempranos
en las células de Schwann (Jacob et al., 2008). En este modelo, la translocacion de Ski
de nlcleo a citoplasma es mediada por TGF-B, donde este factor de crecimiento
promueve la proliferacion, debido a que la proteina Ski captura al factor transcripcional
Rb en el citoplasma impidiendo que realice sus funciones de inhibicién del crecimiento
en el ndcleo. Aunque en este trabajo no se hizo una descripcion mas detallada del tipo
de vesiculas que participan en esta regulacion si nos muestra que los cambios en la
localizacion de Ski pueden modificar la sefial del TGF- de promotora del arresto
celular a proliferativa. Esto no se ha investigado mas a fondo, probablemente a que
muchos de los estudios sobre la proteina Ski se han realizado expresando la proteina
exdgena que no es capaz de mimetizar la localizacion citoplasmatica de la proteia
endégena mostrando siempre un patron nuclear en interfase con una pequefia
localizacion en centriolos (Marcelain et al., 2005; Nagata et al., 2006; Mosquera et al.,
2011); ademas Ski tiene una localizacion Unicamente nuclear en las lineas celulares
donde se ha estudiado. Krakowski et al. en 2005 también demostré cambios en la
localizacion de SnoN. Esta proteina se localiza en el citoplasma de las células en los
tejidos normales de mama mientras que su translocacion al nucleo aparece en los tejidos
malignos o lineas celulares transformadas. En este trabajo se asocia el aumento de la
proteina SnoN en el ndcleo con la disminucion en la capacidad proliferativa de estas
células aunque no se ahondé mas en los mecanismos. Resaltando la importacia de la
localizacion de la proteina Ski en las células, Caligaris et al. recientemente demostro
que en un estado normal, no transformado, las proteinas Ski y SnoN estan presentes
tanto en el ndcleo como en el citoplasma de los hepatocitos, donde ambas proteinas
responden a los cambios en el citoesqueleto de actina y a la degradacion mediata por
TGF-f. Esto tiene como consecuencia que la expresion de los genes dependientes de la
sefial de TGF-p/Smads sea regulada de manera positiva durante un periodo corto de
tiempo como consecuencia del hasa de retroalimentacion negativa mediada
principalmente por la proteina SnoN como se ha propuesto (Zhu et al., 2005; Tecalco et
al., 2012; Tsuneyoshi et al., 2012). Sin embargo, este modelo de regulacién en la
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expresion de los genes dependientes de TGF-p se ve alterado en los hepatocitos

transformados donde la localizacién de Ski y SnoN es Unicamente nuclear.

El mecanismo de como la proteina Ski se localiza en los endosomas multivesiculares
(MVE) es uno de los puntos que quedan por estudiarse. Ski es una proteina que no
posee secuencias de localizacion para algun tipo de organelo (péptido sefial) o regiones
transmembranales que le permitan localizarse en este tipo de vesiculas. Aunque el
mecanismo que le permite a la proteina Ski Ilegar a los MVE no es claro este podria ser
a través de la interaccion con proteinas pertenecientes al complejo ESCRT como es el
caso de la proteina ALIX que al igual que Ski muestra una localizacién en centrosomas
y en los midbodies de células en citocinesis (Morita et al., 2007);. Otro mecanismo
probable es a traves de su interaccion directa con el receptortipo | del TGF-g (TPRI)
(Ferrand et al., 2010). Ski podria introducirse a los MVE al hacer complejo con el
receptor TRRI endocitado por la misma sefial del TGF-f, que como se demostro en este
trabajo es la sefial que acumula a la proteina Ski en los MVE siendo un mecanismo
similar al observado para la cinasa GSK3p (Drobowoiski et al., 2012). Otro punto
importante a considerarse es la funcién de la proteina Ski en este tipo de endosomas. En
las células de Schwann, la proteina Ski captura a la proteina Rb fosforilada en el
citoplasma para mantenerla fuera de sus funciones como factor transcripcional (Jacob et
al., 2008). Nagata et al. observd la acumulacion de la proteina Ski en el citoplasma de
células epiteliales por la inhibicion del proteosoma, mostrando que esta acumulacion
impedia la translocacion de las proteinas Smad por la sefial del TGF-f hacia el nucleo;
este efecto es muy similar a lo reportado por Ferrand et al. en células de melanoma.
Nosotros observamos un efecto similar debido a que el inhibidor MG132 favorecié una
mayor proteccion de la proteina Ski a la degradacion por proteinasa K en los
hepatocitos, lo que sugiere que Ski esta siendo dirigido al citoplasma, especificamente a
los MVE, de manera constante. Estos datos previos sugieren que Ski podria tener una
funcion de proteina secuestradora de las Smads (o0 alguna otra proteina) en este tipo de
endosomas 0, la localizacién de Ski en los MVE mantiene aisada a esta proteina de los
componentes sobre los que ejerce alguna regulacion siendo este un mecanismo parecido

a la regulacion de la cinasa GSK3p por la sefial de WNT (Taelman et al., 2010).
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La importancia de los efectos de la regulacion de la estabilidad de la proteina Ski a
través de la dinamica del citoesqueleto de actina por diferentes sefiales va mas alla de su
funcién como regulador negativo la via de sefalizacion del TGF-f. Ski interacciona con
varios reguladores transcripcionales donde su funcion principal es regular, de manera
negativa, los complejos transcripcionales con los que esta proteina interacciona. Los
receptores nucleares destacan dentro de estos regulares trancripcionales. (Deheuninck et
al., 2009). Por tanto, cuando se estudien estos factores transcripcionales sera importante
considerar si las sefiales moduladoras del citoesqueleto de actina promueven algin
cambio en la regulacion de estos complejos transcripcionales a través de controlar la
estabilidad de la proteina Ski. Ademaés de su funcion como coregulador transcripcional,
Ski tiene también participacion en el proceso de division celular; una disminucion en los
niveles de Ski en las fases de division podria provocar anaploidia como se observa en
las células carentes de esta proteina (Marcelain et al., 2012). Adicional a lo reportado
para la proteina Ski en los hepatocitos, Caligaris et al. demostré que los cambios en el
citoesqueleto de actina también afectan a la proteina SnoN de manera opuesta a Ski. La
polimerizacion de actina es una sefial de estabilizacion para proteina SnoN. Esto hace
aun mas complejo el papel que podrian estar jugando ambas proteinas en los diferentes

procesos en los que participan en conjunto.

En el caso particular de via de sefializacién del TGF-, se ha reportado que las uniones
intercelulares regulan la translocacion de las proteinas R-Smad al ndcleo aunque su
fosforilacion o la formacion de los complejos heterotetraméricos con la proteina Smad4
no se ven afectados (Xaralabos et al., 2010). Las uniones intercelulares también regulan
la activacion de la GTPasa RhoA mediada por TGF-f (Fan et al., 2007). No obstante,
los cambios en la dindmica de actina no afectan la activacion de las Smads, la
regulacion de los genes dependientes de la sefial del TGF-f prodria ser modulada
mediante los cambios en la estabilidad de Ski por cambios en el estado del citoesqueleto
de actina. Por ejemplo, este mecanismo podria estar presente en el proceso de
regeneracion hepatica en donde paraddjicamente la activacion de las proteinas Smad
ocurren durante todo el proceso de regeneracion formando complejos con las proteinas
Ski y SnoN sin que estas ultimas sean degradadas a través del sistema UPS. Por el
contrario, los niveles de ambas proteinas suben durante el proceso de regeneracion

(Macias-Silva et al., 2002). Este aumento en los niveles de las proteinas Ski y SnoN se
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ha propuesto como mecanismo para contrarestar los efectos de inhibicion del
crecimiento mediado por la sefial del TGF-f durante la regeneracion hepatica. Ademas
de la sefial del TGF-p, en el proceso de regeneracion participan muchas sefiales que
podrian estar regulando el estado del citoesqueleto de actina, dentro de todas ellas
resaltan el recambio de la ECM, el desmantelamiento y la formacién de uniones
intercelulares y la activacion de los GPCR por diferentes hormonas (Taub, 2004). La
resistencia a la degradacién por TGF-f que muestran las proteinas Ski y SnoN en el
proceso de regeneracion hepatica podria ser regulada por las sefiales mencionadas
anteriormente teniendo mayor influencia una sobre la otra dependiendo del estado de
regeneracion en el que el higado se encuentre. En el caso particular de los GPCR se ha
reportado que la S1P, a través de su receptor S1IPR2, inhibe la proliferacion de los
hepatocitos en la regeneracion hepatica (Ikeda et al., 2009); este efecto es dependiente
de la activaciéon de la GTPasa RhoA. Sefiales tales como la S1P o el glucagon, que
controlan de maneral temporal la estabilidad de las proteinas Ski y SnoN en los
hepatocitos, podrian estar cambiando el estatus de la sefial del TGF-f durante el proceso
. de regeneracion hepética de una sefial inhibitoria del crecimiento a una sefial promotora

de la EMT vy fibrogénesis que son indispensables en el proceso regenerativo.

Finalmente, es importante destacar que existe una relacion entre la localizacion de Ski
en membranas ricas en lipid rafts (probablemente MVE) y la regulacién de su
estabilidad por los cambios en la dindmica del citoesqueleto de actina. A pesar que el
modelo de la linea celular C9 nos permitié avanzar rapidamente en el analisis de los
mecanismos que controlaban los niveles de Ski por los cambios en el citoesqueleto de
actina, probablemente sea necesario regresar al modelo de higado o a hepatocitos
aislados o cultivos primarios donde no existe transformacion celular alguna, para poder
evaluar la relacion entre la localizacion de Ski y su regulacion por el citoesqueleto de
actina en un contexto nomal o en algunos procesos fisioldgicos como lo son la
regeneracion hepatica o el desarrollo de fibrosis en el higado. Uno de nuestros
principales problemas fue basarnos en los datos obtenidos de lineas celulares en donde
la proteina Ski esta localizada totalmente en el nucleo y su completa extraccion solo
requiere de detergentes no ionicos (Tritdn X-100). En estas lineas celulares
transformadas muchas de las sefiales estudiadas en este trabajo no pertuban la
estabilidad de la proteina Ski (Caligaris et al., 2015). Por tanto, es indispensable
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considerar no solo el contexto celular que pudiera estar regulando el citoesqueleto de
actina sino también si las células continuan reguladando a las proteinas Ski y SnoN, a
través de estos mecanismos, para poder tener una mejor vision de como la sefial del

TGF-f esta ejerciendo sus efectos.
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7. METODOS

Hepatectomia parcial (PH) y aislamiento de extractos nucleares. Todas las ratas
manipuladas en este trabajo se obtuvieron del bioterio del Instituto de Fisiologia
Celular. Ratas de 250 a 300 gramos fueron anestesiadas con una mezcla de anestésicos
Ketamina y Xilacina. En las ratas anestesiadas se realizo una laparotomia y se
removieron 2/3 del higado (I6bulos mayores), aproximadamente un 70% del volumen
total. Los tiempos de regeneracion se cuentan desde la suturacion del abdomen de la
rata. Se extrajeron los higados a 0, 2, 48, 120 h después de la PH. Se emplearon ratas
Sham de 2h; se realiz6 una laparotomia con la sola manipulacion del higado sin la
remocion de ningun lébulo hepético. Para la preparacion de los extractos nucleares de
higado, se colectaron fragmentos de higado de aproximadamente de 1 a 2 g y se lavaron
con PBS 1X frio. Las muestras se maceraron en solucion RBS (10 mM de Tris-HCI pH
7.4, 10 mM de NaCl, 3 mM de MgCl,) mas inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los
homogenados se centrifugaron a 3500 rpm por 5 min a 4°C. Los sobrenadantes
(citoplasma) se retiraron y los nucleos se incubaron en buffer C (20 mM de Hepes pH
7.9, 420mM de NaCl, 1.5 mM de MgCl,, 0.2mM de EDTA mas Glicerol al 25%), mas
inhibidores de proteasas y fosfatasas, por 2 o 3h en hielo. Los extractos se centrifugaron
a 13,200 rpm por 5min y los sobrenadantes se cuantificaron por el método de Bradford
(BioRad).

Aislamiento de hepatocitos de higado de rata, cultivos primarios de hepatocitos y
cultivo de lineas celulares. Se perfundieron por 10 min higados en estado de
quiescencia y en estado de regeneracion, de ratas de 250 a 300 g de peso, con solucién
isotonica Krebs-Ringer-Bicarbonato (120 mM de NaCl, 4.75 mM de KCI, 1.2 mM de
KH2PO,4, 1.2 mM de MgCl,, 24 mM de NaHCO;) en ausencia del i6n Ca®* en
condiciones de gaseo (95% 0,/5% CO,). Posteriormente se agregd la enzima
colagenasa tipo Il o tipo IV (10-20 mg) en solucién Krebs-Ringer-Bicarbonato mas
Ca®* (1.27 mM de CaCl,) por 10 a 15 min. Después del tiempo de digestion el higado se
filtr6 con tela y las hepatocitos se colectaron centrifugando las células a 400 rpm por 2
min; el sobrenadante contiene a las células no parenquimatosas. Los hepatocitos se
lavaron 3 veces con solucion Krebs-Ringer-Bicabonato mas calcio. Los hepatocitos se
resuspendieron en medio Williams E y se agreg6 la misma cantidad de solucién de
Percoll (1:1). Las celulas se centrifugaron a 800 rpm por 5 min a 4°C. Los hepatocitos
sedimentados se resuspendieron en medio Williams E. El Percoll nos permitio trabajar
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con una alta viabilidad de los hepatocitos. El aislamiento de los hepatocitos de higados
en regeneracion requirié de ciertas modificaciones descritas previamente. Los
hepatocitos en regeneracion contienen una gran cantidad de vesiculas en su citoplasma
lo que los hace mucho menos densos. Por tanto, se tiene que reducir la cantidad de
solucién de Percoll empleada. Para los experimentos con los hepatocitos aislados se
utilizaron de 150 a 200 mg de hepatocitos himedos. Las hepatocitos aislados se
incubaron en medio Williams E en los tiempos indicados a 37°C. Para el cultivo
primario de hepatocitos, se sembraron 4X10° de hepatocitos en cajas de cultivo de 100
mm de diametro (@), cubiertas con colagena tipo | de cola de rata en medio de
adherencia (Attachment) por un minimo de 3 h. Posterior al pegado de los hepatocitos,
se recambié el medio con medio de manutencion (Feeding) por 24 h antes de los
tratamientos (un dia de cultivo). Las linea celular C9 se cultivé en medio DMEM con
baja glucosa complementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S); el recambio de medio se realiz6 cada tercer dia. Las
células C9 se ayunaron por 16 h (overnight) en medio DMEM sin FBS més 1% de P/S
complementado con 2mM de glutamina. Todas las células se utilizaron es estado de

confluencia a menos que se mencione otro estado.

Plasmidos y tranfecciones. La construccion pcDNA3/mCherry-Flag-Ski fue elaborada a
partir de la construccion pcDNA3/Flag-Ski (humano) que fue un obsequio de la Dra.
Céline Prunier. La construccion pCR3.1/mCherry-CD63 fue obsequio del Dr. Paul D.
Bieniasz. La contruccion de pmCherry-C2/hAlix se adquirié de la compafia Addgene
(plasmid No. 21504). Todas las construcciones fueron transfectadas con lipofectamina
2000 como lo describe la compaiiia (Invitrogen). En breve, se incubaron 10 pl de
lipofectamina 2000 y 10-30 pug de DNA (plasmidos) en 500 pl de medio OptiMEM por
separado, se incubaron por 10 min a temperatura ambiente (TA). Ambas mezclas se
juntaron e incubaron por 20 min a TA. Después de la incubacidn, la mezcla final se
agregd a las células sembradas en una caja de cultivo de 100 mm de @ con medio
DMEM complementado con FBS al 10% maés P/S al 1% y se dejo incubando de 4 a 6 h;
las células C9 se tranfectaron a una confluencia de aproximadamente del 70% o mas.
Después de la incubacién, se recambia el medio de cultivo y las células se utilizan a
partir de las 48 0 72 h postransfeccion.
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Disminucion del i6n calcio extracelular. Este método se realizd6 como se describe
previamente por Fan et al., en 2007. Las células en confluencia se ayunaron de 12 al6 h
en medio DMEM sin FBS. Después del ayuno, las células se preincubaron con medio
isotonico por 10 min (20 mM de HEPES pH 7.4, 140 mM de NaCl, 3 mM de KClI, 1
mM de MgCl,, 1 mM de CaCl,, 5 mM de glucosa) y, posteriormente, se incubaron, por
los tiempos indicados, con medio isoténico sin Ca?* complementado con 1 mM de
EGTA.

Lisados celulares. Inicialmente, los hepatocitos fueron lisados en solucion de lisis con
Triton X-100 o con TNTE (50mM de Tris-HCI, 150mM de NaCl, 1ImM de EDTA més
Triton X-100 al 0.5%); los hepatocitos se lavaron una vez con 5 ml de PBS 1X y se
incubaron con 1 ml de TNTE en agitacion por 30 min a 4 °C; los extractos se
centrifugaron a 13,200 rpm por 5 min. Posteriormente, todos los lisados celulares se
Ilevaron a cabo en solucion de lisis RIPA (50mM de Tris-HCI, 150mM de NaCl, 1mM
de EDTA, desoxicolato de sodio al 0.5%, Nonidet 40 al 1% mas SDS al 0.1%); las
células se incubaron con 1 ml de RIPA en agitacion por 1h 0 mas a 4°C, y los extractos
se centrifugaron a 13,200 rpm por 5 min. Para la extraccion completa de proteinas, las
células se lisaron con solucion de lisis de SDS (50mM de Tris-HCI, 0.5mM de EDTA,
1mM de EGTA mas SDS al 1%; las células (sembradas en pozos de una caja de 6
pozos) se lisaron con 200 pl de solucion de SDS al 1% a T.A. y los extractos se
hirvieron por 10 min a 100 °C, para desnaturalizar el DNA. Esta técnica no deja
material insoluble a detergente (pellet). En el caso de los lisados de extractos nucleares
0 a partir de RIPA se agregd de 75 a 100 pg de proteina por muestra y se desnaturalizd
con Laemmli 6X, mientras que en los lisados de SDS al 1%, que no pueden
cuantificarse, se agregd 40 ul de cada muestra complementada con Laemmli 6X. En el
caso de la separacidon de las fracciones solubles e insolubles al detergente Triton X-100,
la misma cantidad de células se incub6 en TNTE en agitacion por 30 min a 4°C y los
extractos se centrifugaron a 13,200 rpm por 15 min para recuperar la mayor cantidad de
material insoluble. La fraccién insoluble o pellet, se solubilizé con RIPA en agitacion
por 2h a 4°C; las muestras se centrifugaron a 13,200 rpm por 5 min. Para hacer la
comparacion de extraccion, las celulas se lisaron inicialmente con RIPA por 2h a 4°C.
Se tomo6 30 pl de cada extraccion para los controles de carga.
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Inmunoprecipitacion (IP) e inmunoblots. Los ensayos de IP se realizaron con extractos
celulares obtenidos de la lisis con solucién de RIPA a partir de 1 o 2 cajas (100 mm de
@) de células confluentes. Los extractos se normalizaron mediante la cuantificacion de
la concentracion de proteina por el método de Bradford; para cada experimento todas
las IP fueron normalizadas al méximo de concentracion posible. Se agregaron a los
extractos de 2 a 3 ul de cada anticuerpo de un stock con una concentracién de 200
pg/ml. Las muestras se incubaron overnight en agitacion a 4°C. Al dia siguiente, se
incubo el lisado, con el anticuerpo, con 50 a 75 pl de solucién de proteina Gpor1a2 h
en agitacion a 4°C. Después de las 2h, la proteina G se centrifuga a 13,200 rpm por 30
seg. La proteina G se lava 3 veces con solucion de lisis RIPA; se seca la proteina G
antes de agregarse 30 pl de Laemmli 2X. Para el inmunoblot, las muestras se corrieron
en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 7.5 o0 10%. Las muestras se transfirieron a
membranas de PVDF (polyvinylidene flouride) en cAmara himeda. Las membranas se
bloguearon con leche sin grasas al 5% en solucién de TBST (20 mM de Tris-HCI
pH7.6, 137mM de NaCl més Tween-20 al 1%). Las membranas se incubaron en
agitacion overnight a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente a una dilucién de
1:500 a 1:2000, dependiendo de la compafiia o calidad del anticuerpo. Después de la
incubacién, las membranas se lavan 3 veces con TBST por 5 min. La incubacion con el
anticuerpo secundario se realiz6 a una dilucion de 1:10 000 hasta 1:40 000 en TBST con
leche al 5% en agitacion por 1h a TA. Las membranas se lavan 3 veces con TBST por 5
min. La reaccion de quimioluminiscencia se realiz6 con los reactivos de SuperSignal
West Pico (Thermo) y Immobilon (Millipore). La deteccion de la sefial se realizé en
peliculas fotosensibles al azul (Kodak).

Fraccionamiento celular. Se realiz6 el método descritd por Grewal et al. en 2000, con
algunas modificaciones. En breve, después de las incubaciones las células (4 cajas de
cultivo de 100 mm de @) se lavaron una vez con solucion salina PBS 1X;
posteriormente, se colectaron las células en solucion de homogenizacion frio (3mM de
Imidazol pH 7.4, 250mM de sacarosa) mas inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las
células suspendidas en la solucion de homegenizacion se pasaron de 10 a 15 veces por
una aguja de 22G. EI homogenado se centrifugé a 3,400 rpm a 4°C por 10 min. Se
colecto el sobrenadante (citoplasma) y los nucleos se lisaron en RIPA por 1h a 4°C en
agitacion; la fraccion citoplasmatica se incub6 con RIPA 5X por 2 h a 4°C. Los lisados
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se centrifugaron a 13,200 rpm por 5 min y los sobrenadantes se cuantificaron por el
método de Bradford.

Aislamiento de membranas resistentes a detergente (DRMs). Se realiz6 el método
reportado por Ait Slimane et al. en 2003, con algunas modificaciones. Se utilizaron 8
cajas de células confluentes (100 mm de @&). Después de la incubacidn, las células se
lavaron una vez con PBS 1X frio. Las células se colectaron en 1 ml de solucién de
homogenizacion (20mM de Tris-HCI pH 7.4, 150mM de NaCl, 1mM de EDTA maés
Triton X-100 al 1%) con mas inhibidores de fosfatasas y proteasas; el homogenado se
pasd 5 veces por una aguja de 25G y se llevé a una concentracion de sacarosa al 45% en
4 ml. La mezcla se coloc6d en fondo de un tubo de ultracentrifugacion (13 ml) y se
colocaron secuencialmente 4 ml de sacarosa al 35% y al 5% en solucion de
homogenizacion sin Triton X-100. Las muestras se colocaron en un rotor de columpio
Sorvall SW40Ti; se centrifugaron a 38,000 rpm por 20 h a 4°C. Las fracciones se
colectaron de arriba (Top) hacia abajo (Bottom) tomando 1 ml por fraccion (1-12). Cada
fraccion se incubd con CHAPS al 1% overnight a TA para la extraccion de la proteinas
presentes en las DRM. Todas las fracciones fueron IP con 2ul de anticuerpo contra la

proteina Ski (monoclonal o policlonal).

Ensayo de proteccion a la proteinasa K (PPA). Este ensayo es una version modificada
del descrito por Taelman et al. en 2010. Posterior a las incubaciones las células
confluentes (2 cajas de 100 mm de @) se lavaron una vez con PBS 1X en hielo y se
colectaron con solucién de homogenizacién (3mM de Imidazol pH 7.4, 250mM de
sacarosa) mas inhibidores de fosfatasas. Las células se pasaron de 10 a 15 veces por una
aguja de 22G. Los homogenados se repartieron en tres partes y se incubaron de la
siguiente manera: sin proteinasa K (control), con 0.25 pg/ml de proteinasa K y con 0.25
pg/ml de proteinasa K mas Triton al 0.1%; las muestras se incubaron por 10 min a TA.
Después de la incubacion se bloque6é inmediatamente la actividad de la proteinasa K
con 20 mM de PMSF. Las muestras se lisaron con RIPA (5X) en agitacion por 2h a
4°C; los extractos se centrifugaron a 13,200 rpm por 5 min y los sobrenadantes se IP. En
el caso de los higados en quiescencia y en estado regenerativo, se obtuvieron los
extractos citoplasmaticos macerando un pedazo de higado (aproximadamente de 1 a 2
g) en solucién de homogenizacion (3mM de Imidazol pH 7.4, 250mM de sacarosa) mas

inhibidores de fosfatasas en hielo. Los homogenados se dividieron en tres partes,

87



incubandose de la siguiente manera: sin proteinasa K, con 0.5 pg/ml de proteinasa K y
con 0.5 pg/ml de proteinasa K méas Triton al 0.5%; se utiliz6 un mayor porcentaje de
Tritén X-100 debido a la dureza de las membranas en los hepatocitos. Las muestras se
incubaron 20 min a TA y se bloqueo la actividad de la proteinasa K con 20 mM de
PMSF.

Inmunofluorescencia (IF). Este método se modificé a partir del descrito por Sancak et
al. en 2010. Las células fueron sembradas en cubreobjetos redondos previamente
recubiertos de poli-L-lisina (0.1 mg/ml) colocados en cajas de 12 pozos. Las células se
ayunaron overnight antes de cualquier estimulo en medio DMEM sin FBS. Después de
cada estimulo, las células se lavaron una vez con 1 ml de PBS 1X tibio, y se incubaron
con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS por 15 min a 37°C. EI PFA se lavl 5 veces
con PBS 1X y las muestras se incubaron con solucion de permeabilizacién (Triton al
0.1% en PBS 1X) por 10 min a TA. La solucién de permeabilizacion se lavo 3 veces
con PBS 1Xy las muestras se incubaron con solucion blogueadora (Albumina bovina al
1% maés suero fetal de caballo o cabra al 10% en PBS 1X, por 1h a TA en agitacion.
Cada preparacion se incub6 con el anticuerpo especifico (dilucion de 1:50 a 1:200) en
solucion de blogueo toda la noche a 4°C, en condiciones de agitacion. Posterior a la
incubacién, las muestras se lavaron 3 veces por 10 min en PBS 1X y se incubaron con
el anticuerpo secundario correspondiente en solucién de bloqueo de 1 a2 h a TA en
agitacion. Se lavaron las muestras 3 veces en PBS 1X por 10 min. Las preparaciones se
lavan con 1 ml de H,O antes del montaje del cubreobjetos. Cada cubreobjetos fue
montado sobre un portaobjetos con 10 pl o menos de solucién de montaje Vectashield
con DAPI. Todas las soluciones fueron filtradas por 0.22 pm, previamente; los

anticuerpo secundarios se centrifugaron por 10 seg a 13,200 rpm antes de cada toma.

Ensayo de viabilidad celular MTT. Para este ensayo se sembraron 5 X 10° células en
cajas de cultivo de 12 pozos. Después de adherirse las células fueron ayunadas en medio
DMEM sin FBS de 12 a 16 h. Posteriormente, las células se incubaron con medio
DMEM con FBS al 10%. La viabilidad y proliferacion de las células fueron analizadas a
las 24 y 48 h después de la adicion del medio con FBS; después de cada tiempo se
adiciono medio DMEM sin FBS con 0.25 mg/ml de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) por 4 h a 37°C. Los cristales de Formazan (morados),
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producidos por la enzimas NAD(P) oxidoreductasas, fueron solubilizados en 500 pul de
DMSO en agitacién por 30 min a TA. Las muestras (200 pl por muestra) fueron
cuantificadas a una absorbancia de 595 nm en una placa de 96 en el equipo ELx800

Absorbance Microplate Reader.
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9. APENDICES

9.1 Materiales

Cultivo celular. EI medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM), el
medio OptiMEM, el suero fetal bovino, los antibidticos penicilina/estreptomicina
[100X], el antimicotico anfotericina B [250 pg/ml], la glutamina [200 mM], el piruvato
de sodio [100 mM], el buffer HEPES [1 M] y la solucién balanceada de Hanks (HBSS)
fueron adquiridos de la compafiia GIBCO (Invitrogen). EI medio Williams E, la mezcla
Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) y la albumina de suero bovino (BSA) se compraron
de Sigma-Aldrich. EI Percoll se adquirié de la compafiia GE healthcare. La colagena

tipo | de cola de rata [~ 4 mg/ml] se adquirié de la compafiia de BD Biosciences.

Estimulos o preincubaciones. EI TGF-pf humano recombinante fue adquirido de la
compafiia PreproTech. El &cido lisofosfatidico, la esfingosina-1-fosfato, la forskolina, la
isobutil-metil-xantina, el péptido glucagon y la metil-p-ciclodextrina fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich. Los inhibidores MG132, SB431542 y LY 27632 fueron comprados a
la compafiia Tocris. Los compuestos Latrunculin B y Jasplakinolide fueron adquiridos

de Calbiochem.

Detergentes y reactivos. Los detergentes Triton™ X-100, duodecil sulfato de sodio
(SDS), desoxicolato de sodio, 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate (CHAPS), filipin 1l y Tween20 fueron comprados a la compafiia
Sigma-Aldrich. El detergente NP40 fue adquirido de Merck. El reactivo Tris Base,
imidazol, acido etilenglicoltetraacetico (EGTA) y sacarosa se compraron a Sigma
Aldrich.

Inmunoprecipitacion, inmunoblot e inmunofluorescencia. La soluciéon de Bradford se
compré a BioRad. La acrilamida, la bis-metilano-acrilamida, el persulfato de sodio
(APS), la glicina y la poli-L-lisina se adquirieron de Sigma-Aldrich. La proteina G
acoplada a agarosa, la membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y el reactivo
Immobilon se adquirieron de la compafia Millipore. El reactivo de quimioluminiscencia
SuperSignal West Pico se compro a la compafiia Thermo. La solucion de montaje
Vectashield se adquirio de Vector laboratorios. EI compuesto phalliodine, el suero fetal
de cabra (Goat) y el suero fetal de caballo (Horse) se adquirieron de Invitrogen.
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Anticuerpos secundarios. Los anticuerpos secundarios anti-conejo (rabbit) y anti-raton
(mouse) 1gG H+L acoplados a la enzima peroxidasa (HRP) se adquirieron de Molecular
probes (Invitrogen) y Santa Cruz Biotechnology, respectivamente. El anticuerpo
secundario anti-conejo Light chain (L) acoplado a HRP se compré a la compafiia
Jackson ImmunoResearch Laboratories. Los anticuerpos secundarios anti-raton y anti-
conejo 1gG H+L acoplados a Alexa488 o Alexa594 fueron adquiridos de Molecular
probes. El anticuerpo secundario, acoplado a Alexa594, anti-cabra se compré a Jackson

ImmunoResearch Laboratories.

Anticuerpos primarios. Los anticuerpos anti-Smad2 y anti-YAP/TAZ fueron adquiridos
de Cell Signaling. El anticuerpo anti-p-tubilin fue comprado de Sigma-Aldrich. Los
anticuerpos anti-Ski (07-060), anti-phospho-Smad2 y anti-Smad4 fueron adquiridos de
Millipore. Los anticuerpos anti-Smad2/3 (N-19), anti-Smad4 (C-20), anti-SnoN (H-
317), anti-Ski (H-329), anti-Ski (G8), anti-HRS (V-20), anti-Flotillin-2 (B-6), anti-p-
actin y anti-PCNA fueron adquiridos de la compafiia Santa Cruz Biotechnology. Los
anticuerpos anti-EEA1 y anti-GM130 fueron comprados a la compafiia Transduction
Laboratories (BD Biosciences).
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hepatocytes.

(Background: The Ski oncoprotein and tumor suppressor is a negative regulator of the antimitotic TGF-B/Smad pathway.
Results: The Ski protein is localized in the nucleus and cytoplasm of hepatocytes. Ski protein stability is controlled differentially

Conclusion: TGF-B/Smads and GPCR/actin cytoskeleton-dynamic signals regulate Ski protein stability via the proteasome in

Significance: Stabilization of Ski protein may favor the proliferation of regenerating hepatocyte.

J

TGF-B-induced antimitotic signals are highly regulated dur-
ing cell proliferation under normal and pathological conditions,
such as liver regeneration and cancer. Up-regulation of the tran-
scriptional cofactors Ski and SnoN during liver regeneration
may favor hepatocyte proliferation by inhibiting TGF- signals.
In this study, we found a novel mechanism that regulates Ski
protein stability through TGF-f3 and G protein-coupled recep-
tor (GPCR) signaling. Ski protein is distributed between the
nucleus and cytoplasm of normal hepatocytes, and the molecu-
lar mechanisms controlling Ski protein stability involve the par-
ticipation of actin cytoskeleton dynamics. Cytoplasmic Ski is
partially associated with actin and localized in cholesterol-rich
vesicles. Ski protein stability is decreased by TGF-f/Smads,
GPCR/Rho signals, and actin polymerization, whereas GPCR/
cAMP signals and actin depolymerization promote Ski protein
stability. In conclusion, TGF-f and GPCR signals differentially
regulate Ski protein stability and sorting in hepatocytes, and this
cross-talk may occur during liver regeneration.

Cell proliferation is positively regulated by a myriad of sig-
naling pathways downstream of growth factor receptors and G
protein-coupled receptors (GPCRs),* among others, and it is
negatively regulated by homeostatic signals such as TGF-.
Liver development and regeneration are excellent models for
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studying cell proliferation in a physiological context that is dis-
tinct from cancer (1-3). The liver regenerates upon injury, and
all hepatic cells coordinately go through the cell cycle to restore
the original mass and function of the organ. Interestingly, the
liver grows despite the presence of TGF-f3, a potent antiprolif-
erative cytokine for epithelial cells. The TGF-B pathway is a
major modulator of hepatocyte proliferation and death. How-
ever, it is unclear how hepatocytes become insensitive to
TGE-B antiproliferative effects under conditions such as liver
regeneration or hepatocarcinoma development (4—8).

Ligands of the TGF-B family regulate gene expression
through the activation of Ser/Thr kinase receptors and the
phosphorylation of receptor-regulated Smads (R-Smads)
(9-11). This canonical pathway is tightly regulated by negative
feedback loops generated by the up-regulation of inhibitors
such as Smad7 and SnoN, which are encoded by immediate-
early genes regulated by the TGF-B/Smad pathway (12). Any
dysregulation of these negative feedback loops may contribute
to the development of some diseases. TGF-f also regulates the
levels of the Ski and SnoN corepressors by inducing their deg-
radation via the ubiquitin-proteasome system. The phosphor-
ylated R-Smads act as adaptors to recruit the E3 ubiquitin
ligases that catalyze the polyubiquitination of the Ski and SnoN
proteins (12, 13). This process facilitates TGF-B/Smad-induced
transcriptional regulation of target genes. Therefore, any dis-
ruption of Ski and SnoN protein down-regulation might
increase their protein levels and inhibit TGE-§3 signals.

The Ski corepressor is a negative regulator of TGF-f/Smad
signaling that may also act as a transcriptional cofactor for some
nuclear receptors and other transcriptional factors (14 -17). Ski
functions as a nuclear transcriptional corepressor for the Smad
transcriptional factors by recruiting other corepressors, such as
nuclear receptor co-repressor (NCoR) and Sin3A, and different
histone deacetylases to repress TGF-f3 target genes such as
smad?7 and skil (12, 14, 18). However, the Ski protein is also
localized in the cytoplasm of some cell types, where its function
is less clear. It has been reported that overexpressed cytoplas-
mic Ski may escape from the down-regulation exerted by
TGEF-B and that it may sequester the Smad proteins to block
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TGEF-Bsignals (17). To date, the TGF-B-independent functions
of Ski are poorly studied, particularly the function of cytoplas-
mic Ski (19, 20).

A major cross-talk among diverse signaling pathways occurs
during liver regeneration, where the antiproliferative actions of
TGE-B may be under tight control exerted by different path-
ways, mainly those implicated in cell cycle promotion, such as
the pathways downstream of growth factors receptors and
GPCRs, among others (2). One of the mechanisms used by cells
to prevent TGF-B-induced antimitotic actions, which have
been observed in normal and some cancer cells, is the up-reg-
ulation of negative modulators of the canonical pathway, such
as the Ski and SnoN corepressors (12). We previously reported
the up-regulation of Ski and SnoN during liver regeneration,
mainly in proliferating hepatocytes, and we also suggested that
the inhibitory actions of Ski and SnoN against the TGF-/Smad
signals might explain why hepatocytes escape from TGF-B-in-
duced antiproliferative control during regeneration (21).

In this study, we demonstrate that Ski protein stability is
regulated differentially by TGF-B and GPCR signals in hepato-
cytes and that the molecular mechanisms involved are influ-
enced by the dynamics of the actin cytoskeleton. Furthermore,
we show that Ski protein stability is increased during liver
regeneration, where it may facilitate hepatocyte proliferation
by controlling TGE- 3 signaling.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Recombinant hTGF-B1 (TGF-£) was obtained
from PeproTech. Methyl-B-cyclodextrin (MBCD), CHAPS,
sphingosine 1-phosphate (S1P), lysophosphatidic acid (LPA),
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) and forskolin (F) were
obtained from Sigma. Latrunculin B (LatB) and jasplakinolide
(Jasp) compounds were obtained from Calbiochem. MG132 (a
proteasome inhibitor), SB431542 (an ALKS5 receptor inhibitor),
and Y27632 (a Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibi-
tor) were obtained from Tocris Bioscience. Culture reagents
and media were obtained from Invitrogen. Anti-FLAG M2 and
anti-B-tubulin mouse monoclonal antibodies were obtained
from Sigma. The following antibodies were obtained from
Santa Cruz Biotechnology: anti-SnoN (catalog no. H-317), anti-
Ski (catalog no. H-329), and anti-hepatocyte growth factor-reg-
ulated tyrosine kinase substrate (HRS) (catalog no. V-20) rabbit
polyclonal antibodies; anti-Smad2/3 (catalog no. N-19) and
anti-Smad4 (catalog no. C-20) goat-polyclonal antibodies; and
anti-Ski (catalog no. G8) and anti-flotillin-2 (catalog no. B-6)
mouse monoclonal antibodies. Anti-Ski (catalog no. 07-060),
anti-Smad4, and anti-phospho-Smad?2 rabbit polyclonal anti-
bodies were from Millipore. Anti-EEA1 and anti-GM130
mouse monoclonal antibodies were obtained from BD Trans-
duction Laboratories. Anti-Smad2 and anti-Yes-associated
protein/transcriptional co-activator with PDZ-binding motif
(YAP/TAZ) rabbit polyclonal antibodies were obtained from
Cell Signaling Technology. Secondary anti-rabbit IgG and anti-
rabbit IgG (light chain) HRP-coupled antibodies were from
Zymed Laboratories Inc. and Jackson ImmunoResearch Labo-
ratories, respectively. Secondary anti-mouse IgG HRP-coupled
antibody was from Santa Cruz Biotechnology. Alexa Fluor 488
(anti-rabbit [gG) and Alexa Fluor 594 (anti-mouse IgG) second-
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ary antibodies were from Molecular Probes. Alexa Fluor 594
anti-goat IgG secondary antibody was from Jackson Immuno-
Research Laboratories.

Animals and Partial Hepatectomy Model—Studies were per-
formed on male Wistar rats ~200-250 g of weight. Animals
were maintained on an ad libitum diet and used according to
institutional guidelines (Instituto de Fisiologia Celular, Univer-
sidad Nacional Auténoma de México (UNAM)) for animal
experimentation. Anesthetized rats were subjected to a ventral
laparotomy, and the anterior two-thirds of the liver were
removed. Animals were sacrificed 0, 2, 48, and 120 h after the
70% partial hepatectomy. The livers were harvested, and the
nuclear extracts were obtained for protein analysis as described
previously (21).

Cell Lines, Hepatocyte Isolation, and Primary Culture—The
C9 (rat hepatocytes) and HepG2 (human hepatoma) cell lines
were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS plus
antibiotics (penicillin/streptomycin). Rat hepatocytes were iso-
lated using the collagenase perfusion method adapted from the
protocol of Snorri Thorgeirsson as described previously (21).
For primary culture, hepatocytes were seeded on plastic Petri
dishes coated with 1% rat tail collagen type 1 (BD Biosciences),
and cells were cultured for 4 h at 37 °C in attachment medium
with 10% FBS. Then the medium was changed to feeding
medium (FBS-free), and hepatocytes were cultured for 24 h
for further studies (22). Cells were serum-starved for 12 h
before treatments. C9 cells were transiently transfected with
the pcDNA3/mCherry-FLAG-Ski, pmCherry-C2/hAlix, or
pCR3.1/CD63-mCherry constructs using Lipofectamine 2000
(Invitrogen). The pcDNA3/FLAG-Ski WT construct was a gift
from Dr. Céline Prunier (INSERM Bat Kourilsky, Héspital
Saint-Antoine, Paris, France). The pCR3.1/CD63-mCherry
construct was a gift from Dr. Paul D. Bieniasz (The Aaron Dia-
mond AIDS Research Center, New York, NY). Addgene plas-
mid no. 21504 (pmCherry-C2/hAlix) was obtained from Dr.
James Hurley (23).

Immunoprecipitations and Western Blot Analyses—To
obtain whole cell protein extracts (total cell lysates), cells were
lysed in SDS lysis buffer (10 mm Tris-HCI (pH 7.5), 150 mMm
NaCl, 0.5 mm EDTA, 1 mm EGTA, and 1% SDS plus protease
and phosphatase inhibitors) and then boiled for 10 min at
100 °C, or cells were either lysed for 30 min with TNTE buffer
(50 mm Tris-HCI (pH 7.4), 150 mm NaCl, 0.5% Triton X-100,
and 1 mm EDTA plus protease and phosphatase inhibitors) or
lysed for 1 h with modified RIPA buffer (50 mm Tris-HCI (pH
7.4), 150 mMm NaCl, 1 mm EDTA, 0.5% Nonidet-P40, 0.5%
sodium deoxycholate, and 0.1% SDS plus protease and phos-
phatase inhibitors). From whole cell lysates, 50-75 pg of pro-
tein/lane was separated by SDS-PAGE and assayed by immu-
noblotting using specific antibodies, whereas ~1.5-2 mg of
protein was used for each immunoprecipitation (IP). Proteins
were detected by either Immobilon Western (Millipore) or Super-
Signal West Pico chemiluminescent substrates (Thermo). Densi-
tometric analysis was carried out with Image] 1.47 software
(National Institutes of Health).

Subcellular Fractionation and Detergent-resistant Mem-
brane (DRM) and non-DRM Fraction Preparation—Nuclear
and cytoplasmic fractions were prepared according to a modi-
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fied protocol described previously (24). C9 cells were harvested
with homogenization buffer (250 mm sucrose and 3 mm imida-
zole (pH 7.4) plus protease and phosphatase inhibitors) and
passed 10 times through a 22-gauge needle. The homogenate
was centrifuged for 15 min at 3400 rpm at 4 °C. The supernatant
contained the cytoplasmic fraction, and the nuclear fraction
remained in the pellet. The nuclear fraction was lysed with
modified RIPA buffer for 1 h at 4 °C and centrifuged at 13,200
rpm for 5 min. Modified RIPA buffer 5X was added to the
cytoplasmic fraction to get 1X final concentration and then
incubated for 1 h at 4 °C. B-Tubulin protein was used as a load-
ing control. In addition, DRM (lipid raft-rich) and non-DRM
were isolated from confluent cells as described previously with
some modifications (25). In brief, cells were harvested with 1.5
ml of TNTE buffer (20 mm Tris-HCI (pH 7.4), 150 mm NaCl, 1
mMEDTA, and 1% Triton X-100 plus protease and phosphatase
inhibitors) and passed five times through a 25-gauge needle.
Cell lysates were adjusted to 45% final concentration of sucrose
(4 ml) and ultracentrifuged through a discontinuous sucrose
gradient, formed previously by sequentially layering 35%
sucrose (4 ml) and 5% sucrose (4 ml) at 38,000 rpm for 20 h in a
Beckman SW40Ti rotor at 4 °C. Twelve fractions of 1 ml were
harvested from the top of the gradient. Each fraction was solu-
bilized for 12 h with 1% of CHAPS, and proteins were analyzed
by IP and Western blot (WB). Subcellular markers such as flo-
tillin-2 (lipid raft-associated membranes), GM130 (Golgi), and
EEA1 (early endosome) proteins were used.
Immunofluorescence Assays—C9 cells were seeded on poly-
L-lysine-coated glass coverslips in 24-well tissue culture plates,
and immunofluorescence assays were performed as described
previously (26). Briefly, cells were fixed for 15 min with 4% para-
formaldehyde in PBS at 37 °C. Cells were permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in PBS for 10 min at 4 °C. Slides were incubated with
blocking solution containing either 1% BSA, 10% goat serum, or
10% horse serum in PBS for 1 h at room temperature prior to
incubation for 12 h at 4°C with specific primary antibodies
(diluted 1:50 or 1:100 in blocking solution). Slides were incubated
with secondary antibodies (diluted 1:500 or 1:750) for 1 h at room
temperature in the dark. Slides were mounted on glass coverslips
using Vectashield with DAPI (Vector Laboratories). Confocal
laser-scanning microscopes used were Fluoview FV1000 equipped
with an oil immersion objective (Olympus PlanApoN X60,
numerical aperture = 1.45) and Fluoview FV10i equipped with a
water immersion objective (Olympus X60, numerical aperture =
1.2). FV10ASW software (Olympus) was used for images acquisi-
tion, processing, and analysis. The degree of colocalization was
examined using the Colocalization Finder plug-in in Image]
(http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/colocalization-finder.html).
Cell Proliferation—C9 cells seeded at low density (5 X 10°
cells) in 12-well tissue culture dishes were serum-starved for
24 h. Cell proliferation was stimulated with 10% FBS, and cell
viability and proliferation were evaluated 24 —48 h post-treat-
ment. Medium was replaced with 2 ml of fresh medium plus
0.25 mg/ml 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide (Sigma) per well (6-well plate), and cells were
incubated for 4 h at 37 °C. Then 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide formazan crystals were solu-
bilized with 500 wl of dimethyl sulfoxide for 30 min at room
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temperature and quantified at 595 nm in an ELx800 absorbance
microplate reader.

Protease Protection Assay—Protease protection assays were
performed as described previously (27) with some modifica-
tions. In brief, liver tissue was homogenized in 4 ml of buffer
(250 mm sucrose, 3 mMm imidazole (pH 7.4), plus phosphatase
inhibitors) without protease inhibitors. Disrupted tissue was
centrifuged at 2000 rpm for 10 min at 4 °C. The liver cytoplas-
mic fraction (30 mg of protein) was incubated for 20 min at
room temperature with 0.5 ug/ml Proteinase K (Ambion) in the
absence or presence of 0.5% Triton X-100. We added 20 mm
PMSF to stop the reaction, and samples were incubated for 2 h
at 4 °C by adding 5X modified RIPA. Supernatants were used
for IP assays, and proteins were analyzed by WB.

Statistical Analysis—Student’s ¢ test was used to calculate
statistical significance, and p < 0.05 was considered to be
significant.

RESULTS

Ski Protein Is Transiently Up-regulated during Liver Re-
generation—The process of liver regeneration exhibits a spatio-
temporal synchronization of many signaling pathways positively
regulating cell proliferation. Paradoxically, some antimitotic sig-
nals, such as TGF- 3, are increased during liver regeneration. We
reported previously that the up-regulation of TGF-B pathway
inhibitors such as Ski and SnoN may counteract TGF-fB-in-
duced antiproliferative actions during mouse liver regenera-
tion, allowing for other TGF- functions, such as extracellular
matrix remodeling (21). At that time, we also proposed that the
increase in Ski and SnoN protein levels and their association
with the Smads might, in part, explain the resistance of hepa-
tocytes to TGF- signals (21). Since then, we have been inter-
ested in discovering the mechanisms whereby hepatocytes
become refractory to TGF-B-induced antiproliferative signals,
particularly in liver regeneration.

Initially, we observed that Ski and SnoN proteins were up-
regulated in parallel with Smad2 protein phosphorylation in rat
livers obtained from 2—120 h after partial hepatectomy but not
in sham-operated rats (Fig. 1A). These data suggest that, in this
cell context, the TGF-B/Smad pathway seems to be unable to
cause Ski and SnoN protein down-regulation. Interestingly, we
found that a significant fraction of both proteins was associated
with the Triton-insoluble fraction when primary cultured
hepatocytes were lysed with TNTE buffer, whereas both pro-
teins were better solubilized in RIPA buffer (data not shown).
To gain insight into this outcome, we focused on investigating
mainly the regulation of Ski protein stability in hepatocytes and
the signals involved. In this study, we observed that the amount
of Ski protein immunoprecipitated from RIPA lysates was
higher than the amount obtained from TNTE lysates. More-
over, the effect of TGF- on Ski protein down-regulation was
better observed in RIPA lysates (Fig. 1B). Therefore, most of the
experiments were carried out with RIPA buffer unless indicated
otherwise.

With this approach, we were able to detect a clear TGF-3-
induced regulation of Ski and SnoN protein levels in freshly
isolated hepatocytes from normal (PH 0 h) and regenerating
livers (PH 48 h) (Fig. 1C). Interestingly, we observed that Ski
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FIGURE 1. Ski protein levels are transiently up-regulated during liver regeneration after partial hepatectomy. A, nuclear protein extracts from regener-
ating rat livers after PH at the indicated times (or 2-h sham-operated rats) were used to evaluate Ski, SnoN, SnoN2, phospho-Smad2, and proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) protein levels by IP/WB (top panel). Bottom panel, densitometric analysis of Ski and SnoN protein levels as -fold change induced by PH.
Data are represented as mean =+ S.D. of three independent experiments. PCNA protein was used as a cell proliferation marker. B, primary cultured hepatocytes
were stimulated for 1 h without or with 0.2 nm TGF-. Cells were lysed with either RIPA or TNTE buffer to obtain two fractions: SN (Triton-soluble fraction) and
pellet (Triton-insoluble fraction resuspended in RIPA). Immunoblotting was performed for the indicated proteins from IP or cell lysates. C, hepatocytes were
freshly isolated from livers obtained 0 or 48 h post-PH, stimulated for 1 h with 0.2 nm TGF-B, and lysed with RIPA buffer. Ski and Smad2/3 proteins were
immunoprecipitated, and immunoblot analyses were performed to identify the indicated proteins from IP or cell lysates. D, nuclear (Nuc) and cytoplasmic
(Cyto) protein extracts from regenerating rat livers after PH at the indicated times were used to evaluate the indicated proteins from IP or cell lysates (top panel).
Bottom panel, densitometric analysis of the levels of cytoplasmic Ski-actin complexes expressed as -fold change induced by PH. Data are represented as
mean = S.D. of three independent experiments. E, cytoplasmic protein extracts were obtained from regenerating livers 0 or 48 h after PH, and then 35 mg of
protein extracts was treated for 20 min with 0.5 wg/ml proteinase Kin the absence or presence of 0.5% Triton X-100. Ski protein was immunoprecipitated, and
immunoblot analyses were performed for the indicated proteins from IP or protein extracts. The densitometric analysis of Ski protein levels is shown as -fold
change over the control. GM130, tubulin, and flotillin-2 were used as controls for protein degradation (asterisk, GM130 fragment). F, mCherry-FLAG-Ski protein
levels were detected by immunoblot analysis of RIPA lysates from transiently transfected C9 cells with the indicated amounts of plasmid (top panel). Transiently
transfected C9 cells with 30 ng of plasmid were serum-starved for 24 h and then stimulated with 10% FBS for 24-48 h (bottom panel). Cell proliferation was
measured by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay (relative cell number). Data are represented as means *+ S.D. from two
independent experiments performed in triplicate.

and also Smad2 proteins were associated with actin protein observe that Ski protein was associated with a Triton-insoluble
(co-IP) at the proliferation phase analyzed (i.e. 48 h post-hepa- fraction in normal hepatocytes. When we analyzed subcellular
tectomy) (Fig. 1C). Additionally, Ski has been described previ- localization of Ski in quiescent and regenerating livers (PH
ously as a soluble nuclear protein in many cell lines, including 48 h), the data showed that Ski exhibited mainly a nuclear local-
the hepatoma cell line HepG2. Therefore, it was unexpected to  ization. However, a significant fraction of Ski was cytoplasmic,
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FIGURE 2. TGF-B induces a transient down-regulation of Ski protein via the proteasome in both the nucleus and cytoplasm of C9 cells. A, primary
cultures of rat hepatocytes were stimulated with 0.2 nm TGF- for the indicated times, and Ski protein levels were detected by IP/WB from RIPA lysates. The
densitometric analysis of Ski protein levels is shown as -fold change induced by TGF-. B, C9 cells were stimulated with 0.2 nm TGF-B for the indicated times, and
immunoblotting was performed for the indicated proteins from SDS buffer lysates (top panel). Bottom panel, densitometric analysis of Ski protein levels as -fold
change induced by TGF-p. Data are represented as mean * S.D. of three independent experiments. C, C9 cells were pretreated for 4 h without (control) or with
25 pum MG132 and then stimulated for 1 h without or with 0.2 nm TGF-B. Cells were lysed with either RIPA or TNTE buffer to obtain two fractions: SN
(Triton-soluble fraction) and pellet (Triton-insoluble fraction resuspended in RIPA). Inmunoblotting was performed for the indicated proteins from co-IP with
Ski or cell lysates (top panel). Bottom panel, densitometric analysis of Ski protein levels as -fold change over basal. Data are represented as mean =+ S.D. of four
independent experiments. D, C9 cells were pretreated for 4 h without (control) or with 25 um MG132, stimulated for 1 h with 0.2 nm TGF-3, and then the nuclear
(Nuc) and cytoplasmic (Cyto) fractions were obtained. Ski protein was immunoprecipitated, and immunoblotting was performed for the indicated proteins
from co-IP or RIPA-lysates (left panel). Right panel, densitometric analysis of Ski protein levels as a percentage of total levels in the control (100%). Data are

represented as mean = S.D. of five independent experiments.

and, intriguingly, the levels of cytoplasmic Ski protein coimmu-
noprecipitated with actin were higher 48 h post-PH (Fig. 1D,
top panel). Fig. 1D, bottom panel, shows that the levels of cyto-
plasmic Ski-actin complexes increased >2-fold after 48 h
post-PH over the control (0 h).

In hepatocytes, Ski protein is partially localized to a Triton-
insoluble fraction, which could be explained by a partial asso-
ciation with the cytoskeleton and/or with lipid raft-rich mem-
branes. This hypothesis was proved to be correct by using a
protease protection assay. We observed that proteinase K only
partially degraded Ski protein from cytoplasmic fractions
obtained from quiescent (PH 0 h) or regenerating hepatocytes
(PH 48 h) in the absence or presence of 0.5% Triton X-100 (Fig.
1E). As controls, GM130, a cis-Golgi matrix protein, was
degraded, whereas a protein associated with lipid raft domains
such as flotillin-2 was resistant to degradation by proteinase K.
The data suggest that a fraction of cytoplasmic Ski is protected
from down-regulation in hepatocytes during regeneration,
probably by recruitment to a lipid raft-rich compartment.
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Next we analyzed whether the increase in Ski protein levels
observed during liver regeneration may favor specific Ski func-
tions, such as the promotion of cell proliferation. We observed
that the proliferation rate of hepatic C9 cells in response to 10%
FBS treatment for 24— 48 h was increased (3- to 6-fold over the
control) when Ski protein was transiently overexpressed (Fig.
1F). This result correlated well with the increase in Ski protein
levels observed during the proliferative phase of liver regener-
ation (Fig. 14) and in regenerating hepatocytes (Fig. 1C).

TGF-B Induces a Transient Down-regulation of Ski Protein
via the Proteasome—We first focused on studying the regula-
tion of Ski protein stability and subcellular localization in nor-
mal hepatocytes. We observed that TGF-3 induced a transient
down-regulation of the Ski protein in a time-dependent man-
ner in primary cultured hepatocytes (Fig. 24). As an additional
cell model, we decided to use the C9 cell line because it exhibits
similar features as normal hepatocytes. In C9 cells, TGF-8 also
transiently decreased the levels of Ski protein and induced
Smad2 phosphorylation (Fig. 2B). We observed that MG132
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FIGURE 3. Cytoplasmic Ski protein is partially localized at lipid raft-rich
vesicles. Immunofluorescence was performed for Ski protein in C9 cells. Ski
protein exhibited a partial colocalization (arrows) with overexpressed CD63-
mCherry and mCherry-Alix (MVE markers), endogenous HRS (an endosome
marker), EEA1 (an early endosome marker), GM130 (a Golgi marker), and flo-
tillin-2 (a lipid raft marker) in C9 cells. Endogenous proteins were detected by
immunofluorescence. Scale bars = 20 um. Z stack images are shown.

inhibited TGF-B-induced Ski down-regulation in C9 cells (Fig.
2C). Unexpectedly, MG132 treatment caused a differential dis-
tribution of the Ski protein and the Ski-associated Smad2/4
proteins (co-IPs) in both the Triton-soluble (SN) and Triton-
insoluble (pellet) fractions (Fig. 2C, top panel). Fig. 2C, bottom
panel, shows that MG132 increased >4-fold the Ski protein
levels over the control in the RIPA lysates. We also observed
that both the nuclear and cytoplasmic Ski proteins were evenly
degraded via the proteasome after TGF-B stimulus and,
intriguingly, that the cytoplasmic Ski fraction is bound to actin
(Fig. 2D).

TGF-B Controls Ski Protein Stability and Subcellular
Localization—Knowing that Ski and SnoN proteins mainly
exhibit a nuclear localization in many cancer cell lines, includ-
ing hepatoma cells, we analyzed Ski subcellular distribution in
hepatic C9 cells by immunofluorescence. We observed that the
Ski protein was localized to both the nucleus and cytoplasm.
Surprisingly, control C9 cells exhibited punctate areas of Ski
staining in the cytoplasm (Fig. 3).

Our data show that cytoplasmic Ski exhibits a punctate pat-
tern of localization, which is typical of the endosomal compart-
ment. To further characterize the subcellular localization of
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cytoplasmic Ski, we performed colocalization studies of Ski
protein with different markers of multivesicular endosomes
(MVE) and other organelles. Vesicles containing cholesterol-
rich lipid rafts are commonly implicated in vesicular trafficking
and also contribute to the formation of MVEs, which are rele-
vant in different cellular processes such as protein degradation
via lysosomes and protein export via exosomes. These MVEs
may also serve as organelles able to temporally sequester or
store signaling proteins, such as GSK3 (27). As shown in Fig. 3,
endogenous Ski protein partially colocalized with the overex-
pressed MVE markers CD63-mCherry and mCherry-Alix and
endogenous HRS. Additionally, Ski colocalized with flotillin-2,
a lipid raft marker, and, to a lesser extent, with the early endo-
some marker EEA1 and with the Golgi marker GM130 (Fig. 3, Z
stacks in merged images).

Furthermore, TGF- treatment for 1 h caused a down-regu-
lation of Ski protein in both the nucleus and cytoplasm, which
correlated with Smad2 nuclear localization (Fig. 4A4). Intrigu-
ingly, TGF-B also promoted a partial redistribution of cytoplas-
mic Ski protein to the perinuclear region after 3 h of treatment
(Fig. 4A, magnified images). Additionally, TGF-f treatment
enhanced Ski protein colocalization with CD63-mCherry, a late
endocytic MVE and exosome marker (Fig. 4B, left panel). The
index of colocalization of Ski-CD63 corresponds to 679 = 136
counts (control) and 1818 * 291 counts (TGF-B) (p < 0.004,
n = 12), as shown in Fig. 4B, right panel. These data indicate
that TGF-B treatment for 3 h promoted Ski-CD63 colocaliza-
tion (2.7-fold over the control) in C9 cells. Together, our find-
ings suggest that, in normal hepatocytes, cytoplasmic Ski pro-
tein exhibits different subcellular localizations, including its
association with endosomes resembling MVEs, and it is also
clear that Ski protein stability and its subcellular localization
are regulated by TGF-.

Ski Protein Is Partially Associated with Lipid Rafts—Our
findings indicating that a fraction of the whole Ski protein is
partially associated with a Triton-insoluble fraction suggest
that Ski might be located in cholesterol-rich vesicles. To test
this, C9 cells were pretreated with the cholesterol-chelating
agents filipin and MBCD, followed by TGF- treatment for 1 h,
and lysed with TNTE or RIPA buffer. Ski protein was detected
by IP/WB. As shown in Fig. 54, MBCD treatment not only
enriched Ski protein levels in the TNTE-soluble fraction but
also disrupted the Ski-actin protein association in RIPA buffer.
Despite the fact that neither agent altered the TGF-f3 effect on
Ski protein stability (Fig. 5A4), the ability of MBCD to extract
cholesterol from the plasma membrane and intracellular com-
partments, promoting raft disruption and the solubilization of
proteins from rafts (28), could explain the differential results
obtained with MBCD and filipin treatments on the Ski-actin
protein association. Moreover, MG132 pretreatment of C9
cells partially increased Ski protein levels in the Triton-insolu-
ble fraction (pellet) (25% from total) compared with the soluble
fraction (SN) (16% from total), and MBCD pretreatment
blocked this effect (pellet) (13% from total) (Fig. 5B). These data
suggest that Ski protein is partially associated with lipid rafts
that are generally associated with the DRMs (29, 30).

Next we decided to analyze DRMs (cholesterol-rich) by sep-
arating DRM and non-DRM fractions from C9 cells. As shown
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incubated for 3 h without (CONTROL) or with 0.2 nm TGF-B. Subcellular colocalization (arrows) of the indicated proteins was analyzed by immunofluorescence
and confocal microscopy. Scale bars = 20 um. Right panel, quantitative analysis of Ski-CD63 protein colocalization expressed as counts (number of pixels)
induced by TGF-B. Data are represented as mean = S.D. of three independent experiments.

in Fig. 5C, Ski protein was localized in both the DRM and non-
DRM fractions from control cells. Notably, Ski protein at non-
DRMs was more sensitive to TGF-B-induced down-regulation.
It is possible that Ski protein becomes partially sequestered at
MVEs to prevent total protein depletion after TGF-S stimula-
tion. MG132 induced an accumulation of Ski protein in both
the DRM and non-DRM fractions, whereas MBCD blocked Ski
protein association with the DRM fraction (Fig. 5C). Therefore,
our findings support the hypothesis that Ski protein is partially
associated with lipid raft-rich vesicles in normal hepatocytes.

Actin Cytoskeleton Dynamics Modulate Ski Protein Stability—
Our data suggesting that changes in actin cytoskeleton dynam-
ics (actin polymerization or depolymerization) might control
Ski protein stability led us to investigate different cellular con-
texts where the cytoskeleton rearrangement is relevant, such as
cell-cell contact controlled by cellular confluence. Therefore,
C9 cells were seeded at low (sparse) and high (confluent) den-
sity, and Ski protein stability was analyzed. As shown in Fig. 64,
Ski protein is highly stabilized in confluent C9 cells in both the
nuclear and cytoplasmic compartments, suggesting that the Ski
protein could be sensitive to actin cytoskeleton rearrangements
that occur in cells when cell-cell junctions are decreased
(sparse) or increased (confluent). Furthermore, TGF-f treat-
ment efficiently down-regulated Ski protein levels in both
sparse and confluent cells (Fig. 6B, top panel). Fig. 6B, bottom
panel, shows that the levels of Ski protein were 6-fold higher in
confluent than in sparse C9 cells.
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Next we tested whether pharmacological modulators of actin
cytoskeleton dynamics might affect the stability of Ski protein
and its association with actin. Strikingly, LatB, an inhibitor of
actin polymerization, increased Ski protein stability (Fig. 6C),
whereas Jasp, a potent inducer of actin polymerization,
decreased Ski protein stability (Fig. 6C). Interestingly, actin
cytoskeleton dynamics modulated Ski protein association to
DRM and non-DRM fractions. Therefore, Jasp induced an
increase in Ski protein levels associated with the DRM fraction,
whereas LatB induced an increase in Ski protein levels associ-
ated with the non-DRM fraction and impaired the association
of Ski protein with the DRM fraction (Fig. 6D). Notably, the
Ski-actin interaction (co-IP) was increased in both the DRM
and non-DRM fractions by Jasp treatment (Fig. 6D). Jasp treat-
ment increased the levels of Ski-actin complexes 15-fold over
the control, whereas LatB decreased such complexes 0.25-fold
compared with the control (Fig. 6E). Neither LatB nor Jasp
affected basal or TGF-B-induced Smad2 phosphorylation (data
not shown). All of these data indicate that actin cytoskeleton
dynamics control Ski protein stability and also strongly suggest
that a fraction of cytoplasmic Ski is associated, possibly along
with actin, to a subset of vesicles containing cholesterol-rich
lipid rafts.

GPCR Signaling Pathways Differentially Modulate Ski Pro-
tein Stability—Knowing that GPCRs control diverse pathways
that are highly active during liver regeneration and that it has
been reported recently that these receptors can differentially
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FIGURE 5. Ski protein is localized in both the DRMs and non-DRMs. A, C9 cells were pretreated for 4 h without (Control) or with 2.5 uMfilipin or 2.5 mm MBCD,
stimulated for 1 h with 0.2 nm TGF-B, and lysed with TNTE or RIPA buffer. Ski protein was immunoprecipitated, and immunoblotting was performed for the
indicated proteins from IP or cell lysates. B, C9 cells were preincubated for 4 h without (Control) or with 2.5 mm MBCD, treated for 2 h without or with 25 um
MG132, and lysed with TNTE buffer to obtain two fractions: SN (Triton-soluble fraction) and pellet (Triton-insoluble fraction resuspended in RIPA). Ski protein
was immunoprecipitated, and immunoblotting was performed for the indicated proteins from IP or cell lysates. The partitioning of Ski protein between the SN
and pellet after MG132 treatment is shown as a percentage of total Ski protein (100%). C, C9 cells were stimulated in the absence (Control) or presence of 0.2
nm TGF-B for 1 h or incubated for 4 h with 25 um MG132 or 2.5 mm MBCD. DRMs and non-DRMs were obtained. Ski protein was immunoprecipitated, and
immunoblotting was performed for the indicated proteins from IP or cell lysates. Subcellular markers were detected: flotillin-2 (lipid raft-associated), GM130

(Golgi), and EEA1 (early endosomes).

regulate the dynamics of the actin cytoskeleton to control the
Hippo pathway (2, 31, 32), we further analyzed whether Ski
protein stability was regulated by either GPCRs controlling
cAMP levels, such as the glucagon receptor, or GPCRs coupled
to G12/13 and Rho-GTPase activation, such as the SIP and LPA
receptors. When C9 cells were treated for different times with
LPA or S1P, we observed that both stimuli induced a transient
down-regulation of Ski protein (Fig. 7A). As a positive control,
we observed that TAZ protein stability was increased (Fig. 74).
Intriguingly, we did not see any significant modulation of
Smad2 phosphorylation or its subcellular localization by agents
controlling actin cytoskeleton dynamics or the Hippo pathway
in hepatocytes (data not shown), even though it has been shown
previously that the Hippo pathway controls Smad2 in embry-
onic cells (33). In addition, Ski protein down-regulation and
Ski-actin association (co-IPs) induced by S1P were inhibited by
pretreatment with MG132, LatB, and Y27632 (a ROCK inhibi-
tor) (Fig. 7B). By contrast, we observed that stimulators of
cAMP accumulation, such as glucagon or a mixture of F/IBMX,

4494  JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

induced an increase in Ski protein stability (Fig. 7C) and that
F/IBMX pretreatment inhibited the LPA- and S1P-mediated
reduction of Ski stability (Fig. 7D, left panel). Fig. 7D, right panel,
shows that S1P and LPA increased the levels of Ski-actin com-
plexes 15-fold over basal in control cells. Intriguingly, MBCD
treatment prevented Ski down-regulation induced by S1P and also
the Ski-actin interaction (Fig. 7E), but it did not change the Ski/
Smad4 interaction (Fig. 7, E and F) or Ski subcellular localization
(Fig. 7, F and G). Together, these data suggest considering the
possibility that the association between Ski and actin may rely on
the participation of an adaptor or scaffold protein rather than a
direct interaction. However, this remains to be investigated.

On the basis of these results, we show a model depicting the
proposed mechanism (Fig. 8). Accordingly, TGF-f/Smad path-
way and/or the stabilization of actin filaments promoted by
the GPCR/G13/Rho signaling axis can decrease Ski protein
stability, whereas the GPCR/cAMP pathway disrupts actin
filaments and, consequently, increases Ski protein stability
in hepatocytes.
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confluent C9 cells were treated for 1 h with TGF-B. Ski and Smad2 proteins were immunoprecipitated, and immunoblotting was performed for the indicated
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were treated with 1 um LatB or 0.5 um Jasp for the indicated times, and immunoblotting was performed for the indicated proteins from SDS buffer lysates. The
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co-IP (left panel). Right panel, densitometric analysis of Ski-actin complex levels as -fold change induced by Jasp or LatB. Data are represented as mean = S.D.

of three independent experiments.

DISCUSSION

Ski protein is a major transcriptional corepressor for the
TGF-B/Smad pathway. Therefore, its levels may determine the
TGEF-B signaling outcome (e.g. high Ski protein levels are asso-
ciated with an inhibition of TGF-B-induced signals). The rele-
vance of maintaining appropriate Ski protein levels for homeo-
stasis has been clearly demonstrated. Recently, several in-frame
mutations in exon 1 of Ski (the R-Smad binding region) have
been identified as the main cause of the human Shprintzen-
Goldberg syndrome, and increased TGF-f signaling has been
associated with this pathogenesis (34). Furthermore, Ski knock-
out mice exhibit embryonic lethality, and heterozygous mice
show a high sensitivity to developing cancer (35, 36). By con-
trast, transgenic mice overexpressing Ski protein exhibit
increased muscle mass (17). Additionally, high levels of Ski pro-
tein have been involved in the switch from glycolysis to oxida-
tive energy metabolism in cancer cells (37).

In many cancer cells, Ski overexpression occurs mainly in the
nucleus, where it may recruit histone deacetylases to eventually
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repress TGF-B target genes. Some reports suggest that cyto-
plasmic Ski protein may act by sequestering Smad proteins and
impairing their translocation to the nucleus. In some cancer
cells, TGF- induces Ski protein down-regulation via the pro-
teasome, whereas, in other cancer cells, Ski protein seems to be
resistant to TGF-B-induced degradation. Although the mech-
anisms underlying this cell-to-cell variability are unclear, it has
been suggested that expression of specific E3 ubiquitin ligases
may be important (38). Notably, there are very few studies of Ski
and SnoN protein regulation and function in normal cells (39).

TGEF-B-induced signaling is highly modulated during many
physiological processes. One example is its regulation in cells
with an elevated proliferation rate, such as those found in liver
regeneration and cancer. Hepatic regeneration is an excellent
model for studying the regulation of cell proliferation and how
hepatic cells can proliferate in the presence of an antimitotic
cytokine as TGF-, which has been an enigma. We have pro-
posed that the up-regulation of Ski and SnoN inhibitors might
explain the transient resistance to TGF-f3 signals exhibited by
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hepatocytes during liver regeneration (21). Surprisingly, during
this study, we found a novel mechanism for the regulation of Ski
protein stability in normal hepatocytes involving a convergence
of TGF-B and GPCR signals with actin cytoskeleton participa-
tion. Therefore, we focused on studying the molecular mecha-
nisms involved in controlling Ski protein stability in normal
hepatocytes.

In our model of normal hepatocytes, Ski protein appears to
be distributed in both the nucleus and cytoplasm. Cytoplasmic
Ski shows a punctate localization and partial association with
the DRM fraction. We found that a fraction of cytoplasmic Ski
is partially localized to a subset of lipid raft-rich vesicles, some
of them containing MVE markers such as CD63 and Alix. We

4496 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

also found that nuclear and cytoplasmic Ski are quite sensitive
to proteasome-dependent down-regulation in response to
TGEF-B or any stimulus that increases the polymerization of
actin filaments, such as Jasp, S1P, or LPA. However, Ski protein
stability is increased in response to any stimulus that decreases
actin filament polymerization, such as LatB or glucagon-stim-
ulated GPCR/cAMP signals (Fig. 7). To our knowledge, this is
the first demonstration of Ski protein localization at the MVE in
normal hepatocytes, and we also show that its stability is asso-
ciated with the dynamics of the actin cytoskeleton. We suggest
that this novel regulation of Ski protein stability is an event that
possibly occurs during liver regeneration, when extracellular
matrix remodeling modifies the architecture of the liver, caus-
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ing hepatocytes to reorganize their cytoskeletons to migrate to
new positions within the regenerating liver. Intriguingly, this
novel regulation of Ski stability in normal hepatocytes seems to
be lost in hepatoma cells.

Many signals are involved in regulating liver regeneration,
and, possibly, many of them control the expression of the tran-
scriptional coregulator Ski during this process. Therefore, our
work is an initial approach to reveal the molecular mechanisms
and the potential consequences of the regulation of Ski protein
stability and sorting in hepatocytes. Although TGF-f signaling
is present during regeneration, its inhibitory action on Ski pro-
tein levels may be counteracted by other signals that modulate
hepatocyte polarity, a tightly regulated process that takes place
during regeneration (40). However, Ski is a transcriptional
coregulator for other signaling pathways distinct from TGF-f,
such as Wnt, Shh, retinoic acid, and other pathways involving
nuclear receptors (17). Further investigation will be required to
determine whether the regulation of Ski stability and sorting in
hepatocytes influences those other signaling pathways during
the regenerative process.

Notably, there is also evidence suggesting a positive role for
Ski during cell cycle progression because Ski seems to promote
proliferation of some cell types, such as muscle cells, melanoma
cells, and fibroblasts (41-43). The mechanisms are unknown,
but they may be related to the inhibition of TGF-B/Smad sig-
naling (44— 46) or by the sequestration of the tumor suppressor
Rb in the cytoplasm (47). Additionally, Ski has been localized at
centrosomes and the mitotic spindle during cell mitosis (48).
Here we found that Ski seems to favor the proliferation of nor-
mal hepatocytes. However, the mechanisms involved have also
not been fully elucidated.

In conclusion, our work demonstrates a novel mechanism
that regulates Ski protein levels in normal hepatocytes through
different stimuli (Fig. 8). In these cells, Ski protein is able to
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sense changes in actin cytoskeleton dynamics that control its
own stability and endosomal sorting. Additionally, the regula-
tion of Ski protein stability by GPCR pathways seems to be
tightly associated with actin cytoskeleton dynamics.
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