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ABSTRACT

R-Ras is a member of the Ras family of proteins that is involved in different cellular
processes such as differentiation, migration, cell spreading and cancer. These
processes are regulated in part by modulation of integrin activation by R-Ras. Like Ras,
R-Ras acts as molecular switch depending on its GTP- or GDP-bound states. R-Ras
can regulate signal transduction in the cell depending on external stimulus from outside
of the cell. Although R-Ras shares many molecular effectors with Ras, external stimulus
that are capable of turning R-Ras on are not totally defined. Therefore, constitutively
mutants of R-Ras are a powerful tool for studying R-Ras effects in cells.

In this study we constructed five plasmids each one encoding for a different R-Ras
mutant molecule. Two constitutively active mutants (38V, and 87L), two dominant
negative mutants (41A, and 43N), and one with the wild type R-Ras protein. At the
same time, these plasmids encode for the green fluorescence protein that helps
monitoring plasmid expression when they are transfected in a cell line. We used these
plasmids to introduce the mutant R-Ras proteins into Jurkat cells by electroporation,
and then determined the activation state of integrins.

Our data on activation of integrins in Jurkat cell by R-Ras were not conclusive because
the antibodies used were not able to identify B1 integrins in a resting state of Jurkat
cells. These antibodies could easily detect integrins expressed in THP-1 monocyte cell
line and peripheral blood neutrophils. Moreover, induction of activation of 1 integrins by
divalent cation Mn?*, resulted in monoclonal antibody 15/7 binding. This antibody binds

integrins when they are in an active conformation. The monoclonal antibody 15/7 could

vii



bind Jurkat cells in a resting state. Thus, in Jurkat cells B1 integrins are expressed in an
activated state without further stimulation.

For B2 integrins, the monoclonal antibody CBRM1/5 binds to these receptors only when
they are in an active conformation. We were not able to detect any CBRM1/5 binding to
Jurkat or THP-1 cells after activation by Mn?*.

In this work, we obtained five plasmids encoding for R-Ras mutants and GFP protein
expressed from a biscistronic promoter. These plasmids are a useful tool for transiently

transfecting cell lines and then study R-Ras functions.
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RESUMEN

R-Ras es una GTPasa, la cual se ha visto involucrada en la regulacion de la activacion
de integrinas en varios tipos celulares. Para el estudio de esta GTPasa en la célula el
uso de mutantes constitutivamente activas y dominantes negativas es de gran utilidad
debido principalmente a que no se sabe como R-Ras es activada desde el exterior de
la célula. En este trabajo se construyeron 5 plasmidos que codifica para cada uno de
los cuales codifica para una mutante de R-Ras. Dos mutantes constitutivamente activas
de R-Ras (38V y 87L), dos mutantes dominantes negativas (41A y 43N) y la molécula
R-Ras silvestre. Ademas estos plasmidos expresan la proteina verde fluorescente
(GFP) de manera simultanea al gen clonado. Con estos plasmidos se transfectaron
células Jurkat por el método de electroporacion. Teniendo células que expresan GFP
se opto por la técnica de citometria de flujo para evaluar el efecto de R-Ras sobre la
activacion de las integrinas Bl y P2 expresadas en las células Jurkat, usando
anticuerpos monoclonales para la identificacion de integrinas Bl totales (TS2/16),
integrinas B2 totales (IB4), integrinas Bl activadas (15/7) e integrinas 2 activadas
(CBRML1/5). Al evaluar la expresion basal de las integrinas B1 en células Jurkat con el
anticuerpo TS2/16, se encontré que éste anticuerpo no identifica la cadena B1 de las
integrinas. Por otro lado el anticuerpo 15/7 identifica integrinas p1 activadas en células
Jurkat sin ningun estimulo y cuando se estimularon con Mn?* su activacién fue mayor,
lo que sugiere que las integrinas Bl se encuentran en una forma activada en estas
células. En el caso de las integrinas 2 el anticuerpo IB4 se unio a las células Jurkaty a

las células THP-1, pero el anticuerpo CBRM1/5 no, aun después de tratar a las células



con Mn2".Esto sugiere que el anticuerpo no es el adecuado para identificar integrinas

B2 activadas en estas células.

En este trabajo se obtuvieron cinco plasmidos que codifican para diferentes mutantes
de R-Ras. Con estos plasmidos se podran obtener lineas celulares con las cuales se
puede determinar el efecto de esta GTPasa con la ayuda de un gen reportero que se

expresa de manera simultdnea a R-Ras.



I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del sistema inmunolégico

El sistema inmunoldgico es un conjunto de proteinas, células, érganos y tejidos cuya
funcion es proteger a animales de la entrada de sustancias extrafias ajenas al cuerpo o
de microorganismos patdégenos [1]. Su funcionamiento consiste en conectar todos los
componentes que lo integran en una complicada red de comunicacion que lo hace
capaz de reconocer la entrada de las sustancias extraias, responder ante ellas y
eliminarlas eficazmente. Para que estos eventos ocurran, el sistema inmunoldgico ha
desarrollado una serie de mecanismos para el reconocimiento especifico de las
sustancias extrafas, generar una variedad de respuestas adecuadas para cada tipo v,
finalmente eliminarlas. Ademas, el sistema inmunologico puede diferenciar entre
moléculas o células pertenecientes al cuerpo y aquellas que son extrafias; lo que hace
al sistema inmunoldgico altamente especifico [1-3].

Dicha especificidad se debe a que el sistema inmunolégico puede reconocer a
cualquier microorganismo o0 sustancia ajena al cuerpo y desencadenar una respuesta
por parte del sistema inmunolégico. Los microorganismos y sustancias capaces de
desencadenar esta respuesta se conocen como antigenos [1]. Al reconocer al antigeno
el sistema inmunoldgico genera dos tipos de respuestas: la respuesta inmunolégica
innata y la respuesta inmunoldgica adaptativa. Ambas respuestas son diferentes, pero
interactdan a varios niveles para desarrollar una completa defensa contra los agentes
patégenos.

La respuesta inmunoldgica innata define una coleccion de mecanismos protectores que

el organismo usa para prevenir o minimizar la infeccion y es la primera linea de defensa



contra los agentes patbgenos. Se caracteriza por ser una respuesta rapida,
inespecifica, que carece de memoria inmunoldgica y, usualmente, es de corta duracion.
Los mecanismos de defensa asociados con la inmunidad innata consisten en cuatro
tipos de barreras: 1) Anatomica, como la piel, mucosas y membranas. 2) Fisiolégica,
como la temperatura, pH y proteinas reguladoras (complemento, interferones y algunas
citocinas). 3) Fagocitica, que consiste en ingerir y posteriormente eliminar a
microorganismos patdégenos dentro de la célula (funcion llevada a cabo por células
como los macrofagos y neutrdfilos). Y 4) eventos inflamatorios que desencadena la
respuesta inmunoldgica, como la secrecion de citocinas, e interleucinas, la proliferaciéon
celular y la actividad citotoxica [1, 3, 4].

Con lo que respecta a la respuesta inmunoldgica adaptativa, podemos decir que es un
sistema de reconocimiento especifico, con memoria inmunolégica, que genera un gran
namero de moléculas para reconocer diferentes antigenos [2, 5, 6]. El reconocimiento
especifico que caracteriza a esta respuesta deriva de la recombinacion genética de
receptores en los linfocitos. Esto lleva a una gran variedad de receptores especificos de
reconocimiento. Estos receptores de antigeno (TCR) en linfocitos T son capaces de
distinguir entre miles de antigenos y células propias del organismo. Debido a esto la
respuesta inmunoldgica adaptativa es altamente especifica [2, 3, 5].

La capacidad de diferenciar entre las sustancias extrafias al cuerpo y las propias es
esencial para no generar una respuesta inapropiada hacia las células o moléculas
propias del cuerpo, lo cual puede llegar a ser fatal [2].

La respuesta inmunolégica innata suministra una primera linea de defensa eficaz
contra microorganismos patdgenos, sin embargo muchos de estos microorganismos

han evolucionado hasta ser resistentes a los mecanismos de la respuesta inmunolégica



innata, y su eliminacién exige de aquellos mecanismos mas especificos que tiene la
respuesta inmunoldgica adaptativa

1.1.2 Respuesta inmunoldgica adaptativa

Las propiedades de la respuesta inmunoldgica adaptativa estan disefiadas para dar al
individuo una mejor proteccidon contra infecciones recurrentes [7]. La especificidad
antigénica le permite al sistema inmunoldgico distinguir sustancias de una gran
cantidad de antigenos diferentes. De hecho, los mecanismos de la respuesta
inmunologica adaptativa pueden distinguir entre dos proteinas que difieren en un solo
aminoacido, por lo que se genera un gran numero de moléculas y células distintas para
la identificacion de cada antigeno. Una vez que el sistema inmunolégico ha reconocido
y respondido ante el antigeno, exhibe memoria inmunoldgica. Esto es, un segundo
encuentro con el mismo antigeno, induce un estado elevado de reactividad que permite
la rapida eliminacion del antigeno. Ademas esta memoria puede otorgar inmunidad de
por vida frente a agentes infecciosos después del reconocimiento inicial.

La respuesta inmunologica adaptativa actia mediante dos rutas diferentes para
responder de manera eficaz ante los antigenos: la inmunidad humoral y la inmunidad
celular. La inmunidad humoral es la mayor defensa contra las infecciones bacterianas.
Esta implica la secrecion de proteinas, las cuales se unen de manera especifica al
antigeno y lo neutralizan. Tales proteinas, también llamadas anticuerpos; son
secretados en la sangre, linfa y otros fluidos corporales por los linfocitos B que son las
células efectoras de la respuesta inmunoldgica adaptativa de tipo humoral [2, 4, 5]. La
inmunidad mediada por células o inmunidad celular es el mecanismo de defensa contra
infecciones por virus, hongos y algunas bacterias como el bacilo de la tuberculosis.

Este mecanismo es mediado por células efectoras, llamadas linfocitos T o células T.



Estas células reconocen al antigeno de manera especifica mediante un receptor Unico
gue expresan en su membrana y, ayudadas por otro tipo de células, procesan al
antigeno y ejercen su funcion [1, 5, 6]. Los linfocitos T son las células efectoras de la
respuesta inmunolégica adaptativa y son los responsables absolutos del
reconocimiento inmunoldgico especifico del antigeno, por lo que es importante revisar
con mas detalle sus caracteristicas fundamentales.

1.2 Linfocitos T

Todos los linfocitos en el cuerpo son derivados de una célula madre pluripotencial en la
meédula dsea. Los linfocitos B maduran en la médula ésea, para dar lugar a las células
plasmaticas que producen anticuerpos [2]. Los linfocitos T se producen en la médula
Osea a patrtir de la misma célula madre que los linfocitos B, pero a diferencia de éstos,
los precursores de linfocitos T migran hacia el timo, donde maduran por completo.
Posteriormente entran al torrente sanguineo y migran a los tejidos linfoides periféricos.
Ya maduros, reciben el nombre de linfocitos T virgenes. Estos linfocitos nunca han
estado expuestos al antigeno pero expresan ya en su superficie los receptores y
moléculas necesarias para el reconocimiento del antigeno [1, 4, 7].

Una vez que los linfocitos T virgenes han salido al torrente sanguineo y estan en los
organos linfoides periféricos, pueden encontrarse con un antigeno. Este encuentro
deriva en la activacion de los linfocitos T virgenes que inician una proliferacion hacia
células efectoras [2, 3]. La activacion de los linfocitos T virgenes sigue una serie de
pasos sucesivos: primero aumentan de tamafo convirtiéendose en linfoblastos y luego
proliferan para formar células genéticamente idénticas. A este proceso se le conoce

como expansion clonal [1, 3, 4].



Los linfocitos producto de esta proliferacion son células efectoras que migran a
cualquier zona de inflamacién o dafio donde es probable que se encuentre con el
antigeno responsable de su activacion para finalmente, proceder a su eliminacion [1].
Parte de la descendencia procedente de los linfocitos T estimulados por el antigeno se
diferencia en células de memoria longevas, que tienen por funcién intervenir en
respuestas rapidas e intensificadas después de una segunda exposicion al antigeno.
Por lo tanto, siempre hay diferentes poblaciones de linfocitos T (virgenes, efectores y
de memoria) en diversos lugares del cuerpo [1, 2, 5]. De ahi que se vuelva necesario
hablar un poco de ellos.

1.2.1. Poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T

Las células madres en la médula Osea, que estan destinadas a diferenciarse en
linfocitos T, migran al timo donde se lleva a cabo su maduracién. Dentro del timo los
pre-linfocitos T proliferan, rearreglan los genes del TCR y sufren cambios en la
expresion de moléculas de superficie [1, 3, 4].

Las moléculas que expresan los linfocitos T virgenes para que puedan migrar hacia los
organos linfoides periféricos son las moléculas de adhesion, que median la union a las
vénulas del endotelio alto y permiten a los linfocitos llegar a tejidos u 6rganos donde
tienen la mejor oportunidad de encontrar al antigeno [1, 5]. Los receptores de citocinas
permiten a los linfocitos captar las citocinas necesarias para los cambios ocurridos en
la activacion y la expansion clonal [1]. Las moléculas que se expresan sobre la
superficie de los linfocitos T virgenes sirven para diferenciar a subpoblaciones de
linfocitos y su expresion va a depender de sus caracteristicas efectoras. Estas
moléculas son llamadas grupos de diferenciacion (CD del inglés cluster of

differentiation) segun los anticuerpos que las reconocen. Algunos linfocitos T virgenes



expresan el marcador CD4, que los va a diferenciar en linfocitos T cooperadores. Otros
linfocitos expresan el marcador CD8, que los va a diferenciar en linfocitos T citotoxicos.
Estos mismos linfocitos T virgenes sean CD4 (linfocitos T cooperadores) o CD8
(linfocitos T citotoxicos) expresan, el marcador CD3 que esta asociado al TCR en la
membrana formando un complejo de transduccién de sefiales[1-4].

El receptor de los linfocitos T (TCR) es un heterodimero que esta formado por dos
cadenas polipéptidicas transmembranales, denominadas o y B, unidas de manera
covalente entre si mediante puentes disulfuros, estas cadenas son las que reconocen
de manera especifica, al antigeno. Existe otro tipo de receptor menos comun formado
por una cadena yy otrad, y parece ser que el TCR formado por las cadenas yo
reconoce cierto tipo de antigenos microbianos como componentes de micobacterias [1,
3].

Asi, los linfocitos T virgenes expresan las moléculas necesarias para el reconocimiento
especifico del antigeno, lo que les permite activarse, llevar a cabo la expansion clonal y
diferenciarse en células efectoras que tendran la funcién de eliminar al antigeno. Sin
embargo, los linfocitos T no pueden reconocer al antigeno sin que éste haya sido
procesado por unas células especializadas llamadas células presentadoras del
antigeno (CPAS).

Las células presentadoras del antigeno son células del sistema inmunolégico que estan
encargadas de procesar el antigeno, exhibirlo sobre su membrana plasmatica y
presentarselo a los linfocitos para que puedan activarse y proliferar en células
efectoras. El procesamiento del antigeno es llevado a cabo por macrofagos, células
dendriticas o linfocitos B. Estas células internalizan al antigeno por endocitosis o

fagocitosis, lo degradan en péptidos pequefios que se unen a moléculas del complejo
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principal de histocompatibilidad (MCH, del inglés Major Histocompatibility Complex). El
péptido unido a la molécula MHC se exhibe posteriormente sobre su membrana celular.
Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), son glicoproteinas
polimérficas que se expresan sobre la superficie de la membrana celular. Existen dos
tipos de moléculas MCH: las moléculas del MCH de clase I, que consisten en una
cadena pesada unida a una proteina pequefia llamada microglobulina-p2 y las
moléculas del MCH de clase II, que son glicoproteinas formadas por una de cadena o y
B [3, 4, 6]. Los linfocitos T, dependiendo del marcador de superficie que expresen,
identificaran al complejo formado por las MCH de clase | (linfocitos T CD8) o por las
MCH de clase Il (linfocitos T CD4) y responderan de manera apropiada. [1, 2, 5].

Una vez que las células presentadoras del antigeno (CPA) han procesado al antigeno,
éstas lo exhiben a los linfocitos T, en este paso el linfocito T virgen reconoce al
antigeno mediante el receptor TCR para poder iniciar su activacion y proliferacion como
célula efectora. [1-3, 5, 7].

Los linfocitos T cooperadores o linfocitos T CD4 reconocen al complejo formado por las
moléculas MCH de clase 1l y el determinante antigénico. Cuando se activa el TCR, los
linfocitos T CD4 se pueden diferenciar en una subpoblacién de linfocitos llamados Thl
o Th2 (T cell helper 1 o 2 por sus siglas en inglés). Los linfocitos Thl ayudan a la
diferenciacion de macrofagos y linfocitos T citotoxicos mediante la secrecion de
algunas citocinas como INF-y y TNF-B. Los linfocitos Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-9 y IL-
13, las cuales son eficientes en la estimulacién de los linfocitos B para su diferenciacion
en células plasmaticas y en la produccion de anticuerpos asi como en la generacion de

linfocitos B de memoria. Otra subpoblacion de linfocitos CD4 es denominada linfocitos



T reguladores (Teg), los cuales juegan un papel importante en la regulacion de la
autotolerancia, asi como en la supresion de la inmunidad [2, 5, 8].

Los linfocitos T CD8 al reconocer en la superficie celular a las moléculas del MCH de
clase |, iniciardn un proceso de destruccion de las células portadoras del antigeno,
normalmente células infectadas por virus o células cancerosas. Los linfocitos T
citotoxicos llevan a la destruccion de la célula infectada mediante una adhesion
estrecha y la liberacion de sustancias almacenadas en granulos preformados. Estos
granulos contienen proteinas, como la perforina, que genera poros en la membrana de
la célula permitiendo el paso de agua y electrolitos, induciendo la lisis osmética. Los
granulos también contienen la enzima granzima, que ingresa a la célula a través de los
poros formados en la membrana. Esta enzima tiene la capacidad de inducir la muerte
celular mediante la fragmentacion del DNA de la célula blanco, induciendo el
mecanismo de apoptosis [2, 5].

La otra poblacién de linfocitos que se genera en la diferenciacion de las células T
virgenes, son las células T de memoria. Hay, por lo menos, dos tipos de linfocitos T de
memoria. Un subtipo son las células efectoras de memoria; estas son de vida corta y
migran de manera rapida y efectiva hacia los tejidos blancos para destruir al patégeno.
La segunda poblacién esta formada por las llamadas células centrales de memoria, que
son las células de reserva del sistema inmunolégico, las cuales estan listas para
reaccionar ante una segunda exposicion del antigeno por el cual fueron activadas [1, 2,
5].

Las funciones de los linfocitos T, como la migracién, la recirculacioén, la interaccion con
células y la citotoxicidad, dependen de la expresion de ciertas moléculas en la

membrana plasmética. Estas moléculas, llamadas moléculas de adhesion, median las



interacciones de los linfocitos T con las células y con proteinas de la matriz
extracelular.

1.3. Moléculas de adhesion

A diferencia de las células que conforman los érganos y tejidos en el cuerpo, las células
del sistema inmunoldgico se encuentran en diferentes partes del cuerpo en dos
diferentes estados: como células adherentes y como células no adherentes; esta
propiedad esta regida por la regulacion de la expresion de moléculas de adhesion
sobre la membrana plasmatica de las células del sistema inmunologico [9, 10]. Las
moléculas de adhesion son receptores, que fluctian entre estados de alta afinidad y
baja afinidad hacia sus respectivos ligandos [11]. La principal funcion de estos
receptores es la de adhesion a otras células cuando asi lo requieren, sin embargo su
papel no esta restringido a esta funcion; también funcionan como reguladores de su
propia expresion en la células y como receptores celulares que transducen sefiales
para la comunicacion celular. De esta manera las moléculas de adhesion estan
involucradas en el trafico celular, interaccion célula-célula, sobrevivencia, proliferacion,
maduracion, diferenciacion celular y algunos procesos patolégicos como el de cancer
[12-16]. Las moléculas de adhesion que se expresan en los linfocitos T pertenecen,
principalmente, a tres familias: la familia de las selectinas, la superfamilia de las
inmunoglobulinas y la mas relevante por su diversidad de funciones, las integrinas [13].

A continuacion se hara una breve descripcion de sus caracteristicas y funciones.



1.3.1 Familia de las Selectinas

La familia de las selectinas comprende tres miembros: L-Selectina, expresada sobre
leucocitos circulantes, E-Selectina, expresada sobre el endotelio activado y P-
Selectina, expresada sobre células endoteliales activadas y plaquetas. Todas tienen
una estructura afin; son proteinas transmembranales tipo | que comprenden una region
amino terminal homologa a lectinas dependientes de calcio, seguida de una region tipo
factor de crecimiento epidermal (EGF), un numero variable de regiones de proteinas
reguladoras del complemento, una region helicoidal transmembranal y una cola
citoplasmatica corta. (Fig. 1a) [11, 14, 16-18]. Las regiones tipo lectina tipo EGF son las
gue estan relacionadas con la unién a su ligando. La unién es dependiente de calcio y
facilita la interaccion célula-célula mediante la unidon de estas regiones a oligosacaridos
sialilados o sulfatados relacionados con los antigenos de grupos sanguineos Lewis A 'y
Lewis X, la molécula PSGL-1 (P-Selectin glycoprotein ligand) y la glicoproteina
GlyCAM-1 (glycosylation-dependent cell adhesion molecule type Iy, que estan
expresados en las células blanco [15, 17, 18].

El principal papel fisiolégico de las selectinas en los leucocitos es mediar la adhesion a
las células endoteliales y plaquetas durante un proceso inflamatorio. La L-Selectina de
los leucocitos se une a su ligando expresado sobre las células endoteliales de los
nodos linfaticos periféricos, ademas induce su propia expresion sobre las células
endoteliales de los 6rganos inflamados. La L-Selectina junto con la E-Selectina median
las interacciones de los linfocitos con el endotelio en la recirculacién por la linfa de los
linfocitos T virgenes para el encuentro del antigeno, y la migracion de los linfocitos

activados hacia sitios de infeccion e inflamacion [19, 20].
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La P-Selectina, se encuentra almacenada en cuerpos de Weibel Palade en las
plaquetas y células endoteliales. Es distribuida rapidamente en la membrana
plasmatica bajo la activacion por trombina, histamina, leucotrienos o por radicales
libres. La E-Selectina se sintetiza y expresa transitoriamente sobre las células
endoteliales activadas por citocinas. Tanto la E y P-Selectinas se unen a sus ligandos
glicosilados que se expresan sobre la membrana de células mieloides y en
subpoblaciones de linfocitos T las cuales median la interaccion de las plaquetas y
células endoteliales con los linfocitos en los procesos de inflamacion [13, 19-21].

La funcion de adhesion de las selectinas es crucial para las multiples interacciones que

se dan en la respuesta inmune [14].

1.3.2 Moléculas de adhesion de la Superfamilia de las Inmunoglobulinas

Las moléculas de adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), son
proteinas transmembranales expresadas en una gran variedad de tipos celulares,
incluyendo células del sistema nervioso, células endoteliales, epiteliales y del sistema
inmunologico. Las proteinas pertenecientes a esta familia median las interacciones
célula-célula por interacciones homofilicas; es decir, sus ligandos son moléculas
pertenecientes a la misma familia, que se expresan en las células blanco (como el TCR
expresado en los linfocitos, se une a las moléculas del MHC, expresados en los
macrofagos) [12, 17, 22]. También median la adhesion por Interacciones heterofilicas
donde las ICAMs se unen a moléculas diferentes como integrinas, cadherinas,
receptores de factores de crecimiento e incluso con componentes de la matriz

extracelular [14, 23].
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Las proteinas pertenecientes a esta familia se caracterizan por tener regiones tipo
inmunoglobulinas, las cuales tienen una estructura caracteristica tipo sandwich,
compuesta por dos hojas beta antiparalelas unidas por un puente disulfuro. La mayoria
son proteinas transmembranales tipo |, que estdn conformadas por una region
extracelular amino terminal (el cual contiene una o més regiones tipo inmunoglobulina)
una regién transmembranal y una cola citoplasmatica corta. Algunas proteinas
pertenecientes a esta familia como las moléculas de adhesion intracelular (ICAMs)
contienen en su estructura varias copias de una region repetida de fibronectina (FN)
tipo 11l (Fig. 1b) [12, 24, 25].

Las funciones biolégicas de estas moléculas, varian dependiendo de las células en las
gue se expresan; en el caso de las células del sistema nervioso central, éstas estan
involucradas en la orientacion del axdén en el momento de las conexiones neuronales,
asi como en el establecimiento y el mantenimiento de las mismas. En las células del
sistema inmunoldgico, las moléculas de adhesion de la superfamilia de las
inmunoglobulinas median la interaccién de los linfocitos T en su migracion hacia los
nodos linfaticos para su maduracion, posteriormente su recirculacion por la linfa para el
encuentro con el antigeno y el reconocimiento del mismo. En las plaguetas media la
adhesion con los leucocitos en un proceso inflamatorio. En el caso de las células
endoteliales se ha observado que intervienen en procesos de morfogénesis y cancer.
Asi, las moléculas de adhesién de la Superfamilia de las inmunoglobulinas tienen
diferentes funciones como la adhesiéon celular, migraciéon y en algunos procesos

patolégicos como el cancer [23, 26, 27]
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1.3.3 Integrinas

Las integrinas son glicoproteinas de la superficie celular expresadas en una gran
variedad de células, las cuales actian como receptores de la matriz extracelular y de
ligandos expresados en otras células [28-30]. Su funcion principal es llevar a cabo la
interaccién con la matriz extracelular y la adhesién célula-célula. Ademas las integrinas
pueden transducir sefiales bioquimicas a través de sus regiones transmembranales y
citoplasmaticas hacia el interior de la célula [31-33]. La unién de la integrina con su
ligando esta regulada por procesos intracelulares, que son inducidos por receptores de
antigenos, quimiocinas o citocinas y cationes divalentes (Ca®** o Mg®"), que
desencadenan vias de sefializacion, conocidas como sefializacion de adentro hacia
afuera, las cuales resultan en cambios conformacionales en la estructura de la
integrina, lo que provoca un aumento de la afinidad hacia el ligando (activacion) y del
agrupamiento de las integrinas en la superficie celular (avidez) [34-36]. Debido a esto,
las integrinas no s6lo median la adhesion con la matriz extracelular y con otras células,
sino también estan involucradas en varios procesos celulares como embriogénesis,
morfogénesis, apoptosis, diferenciacion, migracion y metastasis. En el sistema
inmunolégico juegan un papel critico en la fagocitosis, la formacion de la sinapsis

inmunoldgica, el trafico de leucocitos, la coestimulacion y la sefializacion [14, 27-30].

1.3.3.1 Estructura general de las integrinas

Las integrinas estan constituidas por una subunidad o y una B, unidas de manera no
covalente para formar o/p heterodimeros (Fig. 1c). En la actualidad se han identificado
18 subunidades a y 8 subunidades B, que forman 24 o/f3 heterodimeros con diferentes

ligandos y diferente distribucién en los tejidos (Fig. 2). Cada subunidad es un
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polipéptido transmembranal tipo |, conformado por tres regiones: una region glicosilada
extracelular, una hidrofébica transmembranal y una region citoplasmatica corta (Fig. 1

o)[14, 32, 33].
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Figura 2. Integrinas que se expresan en mamiferos. 24 o/p heterodimeros que constituyen

las Integrinas encontradas en mamiferos. Las integrinas de la familia f2 son las que se expresan
principalmente en células del sistema inmunoldgico.

La region extracelular de las integrinas esta formada por 12 regiones: 4 de la subunidad
o y 8 pertenecientes a la subunidad f (Fig. 3). Las regiones N-terminal de las
subunidades a y B forman una cabeza globular donde se encuentra el sitio de union al
ligando, y representan una interfase de union critica entre las subunidades o y B [32].
Esta cabeza descansa sobre dos largos tallos o piernas que conectan la region
extracelular con la transmembranal y la citoplasmatica de la integrina. La region
extracelular de las cadenas B es mas flexible que la de la cadena o. Debido a esto los
cambios conformacionales se llevan a cabo principalmente en la subunidad B [32,
37]. La region transmembranal de ambas subunidades adopta una conformacion de a-

hélice, es flexible y atraviesa una sola vez la membrana plasmatica [32, 33, 37]. La
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region transmembranal de la subunidad o se encuentra perpendicular a la membrana
plasmatica y es una region altamente conservada, mientras que la subunidad B se
encuentra de forma inclinada. Ambas subunidades forman una interfase que estabiliza
las asociaciones en la porcion extracelular de las integrinas [32].

Las regiones citoplasmaticas de las integrinas generalmente son cortas, a excepcion de
la subunidad B4, la cual se une de manera especifica a la queratina del citoesqueleto y
presenta regiones de fibronectina tipo Ill [36]. La regidn citoplasmatica de ambas
subunidades forman una a-hélice enrollada que parece estabilizar las regiones
transmembranales y extracelulares de la proteina [32, 38].

Varios estudios sobre la estructura de las integrinas apoyan los resultados encontrados
de la existencia de dos estados conformacionales de las integrinas: uno donde la
cabeza globular (formada por las regiones extracelulares de las cadenas ay ) se
encuentra de cara hacia la membrana plasmética y los tallos estan doblados. Este
estado es conocido como inactivo o de baja afinidad a su ligando (Fig. 4a) [32, 33]. El
otro estado es donde los tallos se encuentran completamente extendidos, lo que
permite que la cabeza globular se encuentre de cara al espacio extracelular, de esta
manera se favorece la interaccion de la integrina con su ligando. A esta conformacion
se le conoce como activa o de alta afinidad (Fig. 4b). Reportes sobre las estructuras
cristalizadas de las integrinas con su ligando, unido o sin él, sugieren que los cambios
conformacionales se pueden encontrar en estados de transicibn o en equilibrio en

condiciones fisiologicas [32, 36].
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Figura 3. Estructura general de las integrinas. Heterodimero formado por las subunidades
a Yy B donde se muestran las 4 regiones pertenecientes a la subunidad o: una hélice enrollada donde se
encuentra insertada la region o-l, una regién denominada thigh que conecta a la cabeza globular con las
porciones C-terminal de la region extracelular de la subunidad o denominados calfl y calf2, los cuales
conectan a la region transmembranal y la cola citoplasmatica de la subunidad o. La subunidad B
presenta 8 regiones: una region hibrida donde se encuentra la region B-1, seguida de una region PSI
(plexina-semaforina-integrina), cuatro regiones ricas en cisteina que son regiones tipo factor de
crecimiento epidermal (EFG) y una cola beta que se conecta con la regién transmembranal y
citoplasmatica de la subunidad
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La caracteristica mas inusual de las integrinas es que pueden cambiar de un estado de
baja afinidad a su ligando a uno de alta afinidad (activacion), en una escala menor de
tiempo a un segundo, por estimulos generados desde el exterior de la célula. Esto
permite que el interior y exterior de la célula estén unidos fisicamente y que se puedan
transmitir sefales bioquimicas y mecanicas a través de la membrana [32, 36-39].

Desde el primer estimulo que experimenta la célula, se van a generar sefiales
intracelulares que tienen como propésito la generacién de segundos mensajeros, la
liberacién de calcio intracelular y, con ello, la reorganizacién del citoesqueleto, lo que
permite la conexion entre la a-actina, vinculina o talina con las colas citoplasmaticas de
las integrinas, especificamente con la porcion citoplasmatica de la subunidad p [39-41].
Estudios sobre estos cambios provocados en la estructura de las integrinas han
revelado que la union de la talina con las colas citoplasméticas de la subunidad B
rompen un puente salino que esta formado en la region citoplasmatica de la subunidad
B y de la subunidad o, lo que permite que se dirjan cambios hacia las zonas
transmembranales y que se rompa la asociacion de los tallos que se encuentran en su
conformacién doblada, resultando asi en su extensién y exposicion del sitio de union
del ligando. Asi, las piernas quedan extendidas, lo que favorece la orientacion de la
cabeza globular hacia el espacio extracelular [32, 38, 41].

En muchas integrinas se presenta una region insertada de 200 aminoé&cidos
aproximadamente, dentro de la subunidad a. A esta regién se le denomina ol o factor
de von Willebrand. Esta region es el principal sitio de unién al ligando en las integrinas
gue lo presentan [32, 33, 38]. La estructura de la region al es parecida a una GTPasa
en donde el sitio catalitico es remplazado por un sitio llamado MIDAS (metal ion

independent adhesién site). En este sitio, cationes divalentes (Mg**, Mn?*) se coordinan
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con una molécula de agua cuando el sitio de unién al ligando esta libre, de la misma
manera que el Mg®* se coordina con el y-fosfato del GTP en las proteinas G [32, 33, 36,
38]. Cuando el ligando se une a la integrina, residuos acidos pertenecientes al ligando
desplazan a la molécula de agua, de manera que los cationes divalentes presentes en
el sitio MIDAS, ahora se coordinan con el residuo acido del ligando, de esta manera se
estabiliza la unién con la integrina [32, 38].

En el resto de las integrinas que carecen de la regidn al, se presenta una region
homéloga encontrada en la subunidad B denominada B-I. Esta region es muy parecida,
estructuralmente hablando, a la al, por lo que la unidn al ligando es muy similar. Sin
embargo la region B-1 no solamente participa en la union al ligando de las integrinas
gue carecen de la region al, sino que también esta involucrada en la estabilidad de la
formacion del heterodimero o/ y en la regulacién de la unién al ligando de las
integrinas que presentan ambas regiones [32, 38].

Los residuos acidos que participan en la coordinacion con el sitio MIDAS generalmente
son el acido glutamico (que se encuentran en la secuencia RGD y LVD) o el acido
aspartico que se puede encontrar en otras proteinas. Debido a que estos residuos son
muy conservados en las proteinas, las integrinas tienen una gran diversidad de
ligandos como proteinas de la matriz extracelular (fibronectina, vitronectina y el
colageno) o proteinas de la membrana celular como las IgCAMS vy las cadherinas [32,

41, 42].
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Figura 4. Estados conformacionales de la estructura de las integrinas. a.
Conformacién inactiva. La porcidon N-terminal del heterodimero, donde se forma la cabeza globular se
encuentra orientada hacia la membrana plasmatica por lo que el sitio de unién al ligando, (regién al o
B—I) no puede unirse a su ligando. b. Las regiones transmembranales y citoplasméticas de ambas
subunidades se encuentran separadas, lo que provoca la extensién de las zonas extracelulares y permite
gue los tallos o piernas se extiendan completamente de manera que la cabeza se orienta hacia el
espacio extracelular y el sitio de unién queda expuesto para la interaccion con el ligando.
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Ademas del reconocimiento de los residuos acidos en los ligandos de las integrinas,
esta unién depende de cationes divalentes como el Mg®*y el Ca**. La funcién del Mg?*
estd implicada en la coordinacién que se realiza entre el cation y el residuo acido del
ligando en el sitio MIDAS. Varios estudios muestran que en la mayoria de las
integrinas, el Ca®" tiene tanto efectos reguladores positivos como negativos. Altas
concentraciones de Ca®" inhiben la adhesién, mientras que bajas concentraciones de
Ca?" junto con 6ptimas concentraciones de Mg®*, potencializan la adhesién a su
ligando. Esto es debido a que el Ca®" tiene dos sitios de unién; uno adyacente al sitio
MIDAS (ADMIDAS) que es el responsable de los efectos inhibitorios del Ca** porque
compite de manera alostérica con el Mg?* y otro que se encuentra cercano al sitio
MIDAS, el cual se conoce como LIMBS (ligand-induced metal ion-binding site) cuya
funcién consiste en mediar los efectos sinérgicos a bajas concentraciones del Ca** [33,
36, 41].

Para que ocurran todos los eventos descritos, la célula tiene que ser estimulada de
manera externa, desencadenar una serie de sefales intracelulares que dirigen los
cambios realizados en las regiones citoplasmaticas de las integrinas, los cuales son
trasmitidos hacia su region frontal y terminan con el cambio de conformacién de la
integrina para activarla. Estas sefales intracelulares que se desencadenan por un
estimulo externo son referidas como sefialamientos de adentro hacia afuera o “inside
out signaling” [29, 30, 37, 41].

1.3.3.2 Sefalizacion de adentro hacia afuera “inside out signaling”.

Las interacciones de adhesion de las células del sistema inmunolégico son usualmente
dindmicas y transitorias. Un alto grado de flexibilidad en la adhesion y movilidad de las
células inmunes se requieren para cubrir el amplio rango de funciones del sistema
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inmunoldégico, lo que incluye su respuesta inmediata ante un evento inflamatorio, de
dafio a un tejido o la entrada de un agente infeccioso [28, 43]. Los leucocitos se
encuentran viajando por el torrente sanguineo en un estado no adherente; al responder
a un estimulo como un agente quimiotactico, citocinas inflamatorias o un antigeno, los
leucocitos pueden adherirse a otras células en cuestion de segundos. Esto les permite
migrar hacia los sitios donde son requeridos y llevar a cabo su funcién efectora. Este
proceso de activacion de los leucocitos para responder de manera tan rapida y efectiva
se debe a la habilidad de las integrinas de alterar su afinidad hacia su ligando y su
avidez mediante sefales intracelulares denominadas ‘“inside out signaling” o
sefalizacion de adentro hacia afuera [28, 44].

La sefializacién de adentro hacia afuera es definida como todos aquellos eventos que
inducen los cambios conformacionales en las integrinas que dirigen el aumento en la
afinidad hacia su ligando (activacion de las integrinas) y el agrupamiento de las
integrinas en la membrana plasmatica (avidez de las integrinas), que en conjunto
resultan en la regulacién de la adhesion a las proteinas de la matriz extracelular y la
adhesioén célula—célula [45].

La sefalizacion de adentro hacia afuera es comun para varias integrinas expresadas
en diferentes tipos celulares. Comienza con un estimulo generado principalmente por
agentes quimiotacticos como: ADP, tromboxano, leucotrienos, el factor de activacion
plaguetaria, C5a, fMLP 0 citocitas quimiotacticas, los cuales generalmente son
agonistas de receptores acoplados a proteinas G. Los receptores acoplados a
proteinas G desencadenan sefiales que activan a la fosfolipasa C (PCL), esta
activacion provoca la hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5-bifosfato que genera la

produccion de segundos mensajeros como el diacilglicero (DAG), el 1,4,5-trifosfato (IP3)
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y la liberacién de calcio intracelular. En monocitos el incremento de Calcio intracelular
se requiere para la activacion de las integrinas o4; y en linfocitos se ha observado que
es necesario para activar factores de intercambio del nucleétido de guanidina (GEFs).
Los GEFs como el CalDAG-GEF activan a las GTPasas de la familia Ras (H-Ras, Rac,
Rapl y R-Ras), las cuales regulan la afinidad de las integrinas 2 y 1. También el
incremento de Ca** favorece un rearreglo del citoesqueleto que promueve la unién de
proteinas como la talina y la actina a las colas citoplasmaticas de las integrinas, lo que
provoca su activacion [28, 43, 45, 46].

Por otro lado, también se ha visto que los receptores acoplados a proteinas G activan
la via de la fosfatidil inositol 3 cinasa (P13-K), que esta asociada con la activacion de los
receptores de quimiocinas y factores de crecimiento. Se ha observado que la activacion
de PI3-K en mastocitos aumenta la afinidad de las integrinas o5pB1. En células
metasticas de cancer de mama, aumenta la migracion y adhesion por medio de la
estimulacién de los receptores EGFR que pertenecen a la familia de receptores de
crecimiento dependientes de PI3-K [28, 46]. Con respecto a los linfocitos T, la
sefalizacion de adentro hacia afuera se ha visto que es activada principalmente por
guimiocinas como CCL21, CXCL12, y CXCL13 que se encuentran localizadas sobre la
superficie apical del endotelio. Las sefiales desencadenadas por los receptores de
estas citocinas aumentan la avidez de las integrinas olLp2 y la afinidad de la integrina
alp4.

En estudios sobre las vias de sefializacion que activan a las integrinas y las moléculas
gue participan en ellas, se observd que receptores acoplados a proteinas G
participaban en la sefalizacion de adentro hacia fuera. Ademas, diversos estudios

sugieren gue las GTPasas de la familia Ras juegan un papel crucial en la regulacion de
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la activacion de las integrinas. Por lo que es importante revisar las funciones y

caracteristicas de estas proteinas.

1.4. GTPasas de la familia Ras

Las proteinas G de bajo peso molecular (LMWGP) comprenden un grupo de proteinas
muy relacionadas a nivel funcional y estructural que responden a la activacion de
diferentes receptores expresados en la superficie celular [47]. Esta familia de proteinas
consiste en mas de 150 miembros, los cuales estan involucrados en una gran variedad
de funciones celulares como crecimiento celular, trafico intracelular, migracion y
apoptosis [48, 49]. Debido a que Ras fue la primera proteina descrita en su clase y ha
sido la mas estudiada dentro de esta familia, este grupo de proteinas es generalmente
referido como la superfamilia Ras. Esta gran familia se encuentra dividida en 6
subfamilias por sus caracteristicas estructurales. La subfamilia Ras que incluye las
proteinas: H-Ras, K-Ras, M-Ras, N-Ras, Rap y Rheb. La subfamilia R-Ras que incluye
R-Ras, TC21 y M-Ras. La subfamilia Rho/Rac que incluye a Ral y Cdc42. Y las
subfamilias Rab, Sarl/Arf y Ran. Aunque todavia no son del todo claras las funciones
de todos los miembros de la superfamilia Ras, todos parecen tener funciones similares
y redundantes entre si. Los miembros mejor caracterizados de la subfamilia Ras son H-
Ras, K-Ras, M-Ras y N-Ras, estas proteinas comparten un 85% en homologia y son
las que resultan mutadas en varios canceres humanos [47-49].

Las proteinas de la familia Ras tiene un tamafio de 20 a 29 KD y todas ellas tienen en
comun un motivo de unidén a GTP y otro a GDP, una region altamente conservada en
su carboxilo terminal (motivo CAAX) y una region hipervariable. EI motivo CAAX es

esencial para la actividad de estas proteinas, debido a que en él se encuentra una
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secuencia sefal de prenilacion que va a localizar a las proteinas Ras en la membrana
plasmatica.

Estas proteinas tienen actividad enzimatica que hidroliza al GTP en GDP y fésforo
inorganico. Al mismo tiempo funcionan como interruptores celulares, que pasan de un
estado inactivo a uno activo favorecido por su unién a GTP. La uniéon a GTP induce
cambios conformacionales que exponen sitios de uniébn a moléculas afines a ellos y
elevan su afinidad por ellas. Esta unién desencadena diversas vias de sefializacion
intracelulares, las cuales son las responsables de diferentes procesos. La regulacion de
su funciéon como interruptores en las vias de sefalizacién depende de la hidrolisis de
GTP a GDP, la cual esta catalizada por dos clases de proteinas auxiliares: los factores
de intercambio del nucleétido de guanina (GEFs), que promueven la liberacién de GDP
y la captura de una molécula de GTP, y las proteinas activadoras de las GTPasas
(GAPs), las cuales estimulan la actividad intrinseca de la hidrolasa para hidrolizar el
GTP a GDP (Fig. 5). De esta manera las GTPasas de la familia Ras pueden cambiar de
un estado inactivo a un estado activo estimulado por factores como los GEFS o las

GAPs [47-51].
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RasGAPs

Figura 5. Estados conformacionales de las GTPasa de la familia Ras. Las GTPasas
presentan dos estados conformacionales. Uno unido a GTP que es favorecido por los factores del
intercambio del nucleétido de Guanina (GEFs) que promueve la liberacién de una molécula de GDP y
captura una molécula de GTP, al cual se le conoce como su estado activado o encendido. La molécula
de GTP capturada es hidrolizada a GDP ayudada por las proteinas activadoras de las GTPasas, lo que
favorece el estado apagado o inactivo de la proteina.

Las GTPasas de la familia Ras comenzaron a ser sujetos de estudio cuando se
descubri6 que los genes que las codifican se encuentran mutados en canceres
humanos con una frecuencia de 30 %. En todos los casos la mutacion resultaba en la
activacion de la GTPasa [52]. Estos resultados dieron indicios sobre cudl es la funcién
de las GTPasas de la familia Ras.

Estudios llevaron al descubrimiento de que Ras participa en transducciéon de sefiales
desde la superficie celular a partir de la activacion de receptores tirosina cinasa que
dirige al reclutamiento de GEFs, los cuales activan Ras. Ras activada lleva a la
activacion de Raf-1 y subsecuentemente a la activacion de MEK y de ERK. ERK
activada es entonces traslocada al nucleo, donde fosforila a factores de transcripcion
como EIlk-1, para promover la proliferacion celular [48-51]. Estudios posteriores indican

gue las proteinas Ras participan ademas en otras vias de sefiales intracelulares, que
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desencadenan diferentes respuestas celulares: como ciclo celular, crecimiento,
diferenciacion, migracion y adhesiéon celular. Dentro de las funciones de migracion y
adhesion celular la familia Ras ha mostrado participar en la regulacion de la activacién
de las integrinas mediante su participacion en la sefializacion de adentro hacia afuera,

la primera GTPasa de esta familia que mostré esta funcion fue R-Ras.

1.4.1 R-Ras (del inglés Related Ras)

La subfamilia R-Ras estad conformada por tres miembros que son R-Ras, TC21 (R-
Ras2) y M-Ras (R-Ras3). Todos comparten una homologia del 50-55% en su
secuencia con las proteinas clasicas de Ras. Esta subfamilia ha mostrado promover el
crecimiento, trasformacion y la alteracion de la diferenciacion celular, en su forma
activa [53].

R-Ras, el miembro mas estudiado de esta familia, es una GTPasa con una masa
molecular de 23 KDa. Fue aislada originalmente por hibridacion de baja exigencia al
usar una sonda viral de H-Ras. Como resultado de esto, se encontré que el gen de R-
Ras codifica para 218 aminoacidos y muestra una homologia de 55% en su secuencia
con H-Ras, por lo que se clasifico dentro de la familia Ras [54]. Como todas las
GTPasas, R-Ras presenta una region de unidon a GTP y otra a GDP que son referidas
como Switch |y Switch II, respectivamente. El Switch | es parte del llamado loop efector
gue permite la union de varias moléculas, cuando la GTPasa se encuentra unida a GTP
[47, 55]. Estas regiones son muy conservadas en las GTPasa de la familia Ras, debido
a ello varias moléculas efectoras de Ras interaccionan con R-Ras [56-58]. A pesar de
ello R-Ras es una de las GTPasa que presenta grandes diferencias entre las proteinas

tipicas de Ras. R-Ras es la Unica que presenta en su N-terminal una extension de 26
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aminoacidos y en su carboxilo terminal modificaciones postraduccionales de
palmitoilacion y geranil-geranilacion, las cuales estan asociadas con su localizacion en
la membrana plasmatica [47, 55, 59-62]. Ademas presenta una region rica en glicina y
prolina que permite unirse a regiones SH3 en proteinas blanco como Nck [60, 63-65].
Se ha observado que cerca de 30 % de los tumores humanos presentan mutaciones
puntuales en la secuencia de las proteinas Ras, estas mutaciones son,
predominantemente, localizadas cerca del sitio de union del nucleétido. De hecho las
mutaciones mas comunes estan en las posiciones 12, 13 y 61 de la estructura primaria
de la proteina. Mutaciones analogas en R-Ras en la posiciéon 38 y 87 de su secuencia
resultan en una proteina constitutivamente activa y muy transformante [58, 59, 66]. Las
mutaciones en las posiciones 41 y 43 resultan en una proteina dominante negativa. Las
mutaciones constitutivamente activas de estas GTPasas las hacen insensibles a la
estimulacién de las GAPs, por lo que no son capaces de liberar GTP, debido a ello
siempre estan activadas y sefializando hacia el interior de la célula. En el caso de las
mutantes dominantes negativas, la mutacion favorece la formacion de complejos
inactivos con los GEFs-GTPasas, por lo que inhibe la activacion de la GTPasa. Esto
lleva finalmente a la pérdida de la funcién de la proteina [67, 68]. El uso de estas
mutantes en el estudio de R-Ras ha sido de gran ayuda para determinar algunas de las
funciones que R-Ras desempeinia.

R-Ras comenzé a ser sujeto de estudio debido a su homologia con las proteinas
clasicas de Ras, ademas de que mostré tener propiedades oncogénicas en varios tipos
celulares [58, 69, 70]. La mutante constitutivamente activa de R-Ras promueve la
migracion y transformacion de células de epitelio de mama y tiene un efecto

transformante en células NIH 3T3 y 32D [66, 69]. Ademas parece inducir la
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proliferacion de células epiteliales independientes de estrégenos y el crecimiento de
tumores en células de cancer cervico-uterino [71, 72]. En células EpH4 la mutante
activa R-Ras-38V tiene efectos transformantes a través de la sefializacion TGF-p.
Aunque no se han descrito mutaciones en canceres humanos, en un estudio con
células de pacientes con cancer gastrico R-Ras mostré ser indispensable para la
adhesion y sobrevivencia de las células [73, 74].

Por otro lado, en una linea celular de linfocitos B que depende de IL-3 para su
sobrevivencia, la expresion de la mutante constitutivamente activa de R-Ras 87L inhibid
el proceso de apoptosis cuando IL-3 fue retirada del medio [70]. Posteriormente se
demostré que R-Ras inhibe el proceso de apoptosis mediante la participacion del factor
insulinico IGF-I para activar las vias Raf-Erk y PI3K-Ark [75, 76]. Ademas en mioblastos
la expresion de la mutante activa de R-Ras disminuyo la muerte celular y promovié la
diferenciacion de estas células mediante la induccion de la expresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-xL y la activacion de la cinas ArK [77].

En contraste con estos resultados, en células 32D, al transfectar la mutante
constitutivamente activa 38V, las células mostraron tener una mayor velocidad de
muerte celular y al cotransfectar la proteina antiapoptotica Blc2, se inhibié el proceso
de apoptosis [78]. Este fue uno de los primeros indicios que llevan a suponer que las
funciones de R-Ras dependen del tipo celular en el que se exprese.

Otras de las funciones celulares donde R-Ras se ha visto involucrada es en el proceso
de morfogénesis. En células endoteliales de la arteria coronaria, la expresion de R-Ras
favorecio la reparacion de los vasos por medio de la morfogénesis y la reparacion de
las uniones entre éstas células. Ademas al inhibir la funcion de la GTPasa aumentaba

la permeabilidad de la capa celular de células en cultivo. Esto siguiere que R-Ras es
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indispensable para mantener la barrera endotelial [79]. Consistente con estos
resultados, ratones knockout para R-Ras, mostraron deficiencias en la barrera
endotelial, lo que permitié la migracién de tumores y la disminucién de las uniones
entre las células endoteliales. Al introducir el cDNA de la mutante activa 38V de R-Ras
a los ratones, se observé que los vasos se restauraban promoviendo la morfogénesis
de las células endoteliales de los vasos [80]. En neuronas, R-Ras estimula la
polarizacion de la célula durante la especificaciéon del axén y media la formacion de
microtubulos lo que favorece la morfogénesis y el desarrollo de neuritas [81]

De esta manera R-Ras ha mostrado estar involucrada en procesos celulares, como la
adhesion, la migracion, la extension celular, el cancer, la apoptosis y la morfogénesis y
diferenciacion celulares. De todas las funciones descritas hasta ahora para R-Ras en
las que se ha visto mas implicada son las mediadas por las integrinas.

Zhang y colaboradores demostraron que al transfectar la mutante activa 38V de R-Ras
en células no adherentes, estas células se adhirieron a matrices de fibronectina y
vitronectina, y al transfectar la mutante dominante negativa de R-Ras, disminuia la
adhesion de células CHO. Este fue el primer reporte donde se observé la participacion
de R-Ras en la adhesién celular [82]. En un estudio posterior se observé que al realizar
mutaciones en la parte del loop efector de la mutante activa 87L de R-Ras, las células
perdieron su funcion al adherirse a fibronectina [70]. En lineas celulares de
glioblastoma se observo que la adhesion de estas células esta regulada por el receptor
EpHB2. Este receptor induce la fosforilacion de R-Ras en su loop efector, lo cual
modifica la afinidad de las integrinas y reduce la adhesion de estas células [83-85]. Por
otro lado, en células HeLa R-Ras colocaliza en la periferia de la membrana con

proteinas que participan en la formacion de los contactos focales, induciendo asi la
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adhesién celular [86]. Y en células endoteliales R-Ras promovid la adhesion de estas
células a monocitos, evento que se lleva a cabo en procesos inflamatorios cronicos
[87].

La microinyeccidon de la mutante activa de R-Ras en una linea celular de neuronas
promovio la extension celular y en neuronas de ratones en estado embrionario,
aumenté la extension celular sobre colageno para la formacion de neuritas [88, 89]. Por
otro lado en células de céancer cervicouterino, R-Ras aument6 la extensién celular
sobre matrices de colageno [71]. En células de mieloma humano, la introduccién de
siRNA de R-Ras inhibid la extensién celular y migracién [90]. Y en células NIH3T3, se
observd que la localizacibn de R-Ras en la periferia de la membrana plasmatica
dependia de la sefal de prenilacion y geranil-geranilacion que se encuentra al final de
la secuencia de la proteina, y que esta localizacion favorece la formacion de los
contactos focales por lo que aumenta la extension de la célula [62]. También, R-Ras ha
mostrado aumentar la migracion de células epiteliales de cérvix y de cancer de mama a
travées de colageno. Mientras que en mioblastos, R-Ras promueve la migracion
favoreciendo la diferenciacion de las células. Este proceso es dependiente de la via
PI3K [71, 77, 91]. Los reportes descritos arriba sugieren que las funciones mediadas
por R-Ras son mdltiples y varian dependiendo del tipo celular.

Los procesos celulares de extension, adhesidén y migracién celular son indispensables
para que se lleve a cabo la comunicacién celular, morfogénesis, diferenciacion celular y
la ubicacion de las células en el sitio adecuado donde llevan a cabo su funcién. Estos
procesos celulares son mediados por moléculas de adhesién como las integrinas y la
participacion de R-Ras en estos procesos celulares, hace pensar que R-Ras esta

involucrada en la regulacién de la activacién de las integrinas. En varios estudios se
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describe que R-Ras activa a las integrinas de las células que lo expresan. Por ejemplo,
en células epiteliales de mama, las integrinas a2B1 son las responsables de mediar la
migracion a través de colageno, en estas células la expresion de R-Ras aumento la
migracion celular mediante la activacion de las integrinas o231 [91]. En fibroblastos
transfectados con tac-B, un inhibidor de integrinas se observé que se inhibe la
extension celular. Al cotransfectar a la mutante activa de R-Ras se restaurd la
extension de estas células [92]. En mastocitos, al transfectar R-Ras 38V se incrementa
la adhesion a fibronectina por medio de las integrinas a5p1 [93]. También, al activar la
via de sefializacion Notchl se observé que aumenta la activacion de las integrinas p1
donde se demostr6 que participa R-Ras por la via Notchl [94]. En otro estudio,
mediante un sistema de doble hibrido, se identificé una nueva proteina, la filamina A, la
cual, al interaccionar con R-Ras, media los efectos que tiene sobre las integrinas a5p1
ya que aumenta la adhesién de las células y activa la migracion sobre fibronectina [95].
En células endoteliales se observo que la activacion de las integrinas 1 aumenta la
adhesion a monocitos, dicha activacion es modulada por la expresion de R-Ras [87].

En conjunto, estos estudios muestran que R-Ras afecta directamente la activacion de
las integrinas en varios tipos celulares. Sin embargo, no es del todo claro si existe una
interaccion directa con las integrinas. En estudios recientes se ha reportado que la
localizacion de R-Ras en la periferia de la membrana forma un complejo con RIN2 y
Rab5 en la zona de adhesiones nacientes para controlar el trafico de las integrinas 1
[96]. Se ha observado también que R-Ras se activa en la membrana plasmatica, donde
colocaliza con proteinas del citoesqueleto, como la talina y la vinculina. Estas son las

proteinas responsables de la activacién de las integrinas [80, 86]. En conjunto estas
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observaciones sugieren un probable mecanismo por el cual R-Ras active a las
integrinas: Primero, mediante su sefial de prenilacién y geranil-geranilcion se localizara
en la membrana plasmatica, donde parece ser que es activada. Posteriormente forma
un complejo con RIN y Rab5, lo que favorece el reciclaje de las integrinas, aumenta su
agrupacion en la membrana plasmatica y su activacion mediante la vinculina y la talina,
de esta manera permite, la formaciébn de contactos focales, la formacién de
ondulaciones de la membrana y la formacion de la filipodia [62, 86, 96-98].

A pesar de que las funciones de R-Ras se han descrito para varios tipos celulares, en
células inmunolégicas hay muy pocos reportes sobre la participaciéon de R-Ras en la
activacion de integrinas. En macrofagos R-Ras aumentd la capacidad fagocitica
mediada por la integrinas avP2, y en células progenitoras hematopoyéticas, R-Ras
mostré regular de forma negativa la migracion celular [88, 93, 99]. En células
dendriticas R-Ras esta involucrada en su maduracién y es indispensable para la
interaccion entre las células dendriticas y los linfocitos T CD4, asi como también afecta

el namero la proliferacion de linfocitos T reguladores.[100, 101].
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

R-Ras participa en procesos celulares como diferenciacion, migracién, extension
celular y del cancer. Estas funciones estan relacionadas con la participacion de R-Ras
sobre la activacion de las integrinas. Sin embargo no es del todo claro como es que R-
Ras esta involucrada en la activacion de las integrinas. En el caso especifico de los
linfocitos T los cuales son cruciales en la comunicacion entre las células de la
respuesta inmunoldgica innata y adaptativa, no hay ningun reporte que sugiera la
participacion de R-Ras sobre la activacion de las integrinas expresadas en estas
células. Por lo que nos planteamos la posibilidad de que R-Ras active las integrinas

expresadas en los linfocitos
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I1l. HIPOTESIS

R-RAS ACTIVA INTEGRINAS EXPRESADAS EN LINFOCITOS T

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la activacion de integrinas en células Jurkat transfectadas con plasmidos

gue codifican para las diferentes mutantes de R-Ras.

Objetivos Particulares

e Construir plasmidos que codifiquen el gen para la proteina silvestre (wt), sus
diferentes mutantes constitutivas activas y dominantes negativas de R-Ras.

e Determinar las condiciones ideales para la transfeccién de las células Jurkat,
evaluar la expresion de la proteina verde fluorescente y determinar la eficiencia
de la transfeccion.

e I|dentificar las integrinas 1 y B2 totales expresadas a nivel basal en los linfocitos
T mediante anticuerpos monoclonales.

e Determinar la activacion de las integrinas en células transfectadas con los

plasmidos de R-Ras, mediante citometria de flujo.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales.
5.1.1 Anticuerpos.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: el anticuerpo monoclonal anti-integrina 1
(TS2/16) que fue donado gentilmente por el Dr. Martin Hemler del Instituto de
Investigacion de Cancer Dana Faber (Boston, MA). El anticuerpo monoclonal anti-
integrina B2 (IB4), este fue donado por el Dr. Eric J. Brown de la Universidad de
California (San Francisco, CA). El anticuerpo anti integrina 1 activada (15/7), el cual
fue un regalo del Dr. Ted Yednock. Elan pharmaceuticals. Inc. (San Francisco, CA). El
anticuerpo anti- integrina 2 activada (CBRM1/5) fue donado por el Dr. Tomothy
Springer de la Escuela de Medicina de Harvard (Boston, MA)
El anticuerpo secundario goat anti-mouse conjugado con Alexa 647 se obtuvo de
invitrogen (Grand Island, NY).

5.1.2 Enzimas.
Se utilizaron las siguientes enzimas de restriccion Eco RI, Bam HI, Xhol, Hind Il y Bgl
Il, Las enzimas, Taq DNA polimerasa, Fosfatasa alcalina (CIAP) y la T4 DNA ligasa.
Los marcadores de acidos nucleicos (100 pb DNA ladder y x» DNA/Hind Il Fragments).
Enzimas y marcadores se obtuvieron de Invitrogen (Grand Island, NY).

5.1.3 Plasmidos.
Los plasmidos que codifican para la GTPasa R-Ras en sus formas mutantes y silvestre:
R-Ras wt, R-Ras 38V, R-Ras 43N, R-Ras 87L, fueron clonadas en el plasmido retroviral
pZIPNeoSV(X)1. Estas construcciones fueron donadas por la Dra. Adrianne D. Cox

(University of North Carolina).
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El plasmido pIRES-hrGFP-la, que tiene como caracteristica ser un plasmido
biscistronico, es decir, transcribe para la proteina GFP y el gen insertado de manera
simultanea e independiente; fue donado amablemente por la Dra. Diana Escalante del
Instituto de Fisiologia de la UNAM.

5.1.4 Células.
La linea celular Jurkat es derivada de células extraidas de sangre periférica de un nifio
de 14 afos y nombradas originalmente JM [102]
La linea celular Jurkat se mantuvo en medio RPMI-1640, suplementado con suero fetal
bovino al 10%, L- glutamina 20 uM, penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50pug/mL. En
una atmosfera de CO; al 5% y 37°C. Todos los reactivos utilizados en el mantenimiento
de las células Jurkat son de Gibco BRL (Grand Island, NY)

5.1.5 Bacterias.
Las cepas que se utilizaron fueron las E. coli D5Hay E.coli XL-Blue para la
transformacion y propagacion de los plasmidos. Estas cepas de E.coli tienen una
mutacion (en el gen RecA) que permite que el plasmido insertado en las bacterias no
se recombine con el genoma de la bacteria favoreciendo que la expresiéon del plasmido
sea mas estable, lo que facilita la purificacion del plasmido asi como el porcentaje de
recuperacion sea alto y al mismo tiempo sea de una alta calidad

5.1.6 Antibioticos:
En todas las purificaciones de los plasmidos se utilizo ampicilina a una concentraciéon

de 100ug/mL. Este se obtuvo de Sigma-Aldrich (Buchs SG, Suiza)
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5.2 Metodologia
5.2.1 Clonacion del gen de R-Ras en el vector pIRES-hrGFP-1a

Para la clonacion del gen de R-Ras en el vector de interés, se amplificG el gen
mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Se utilizo6 como molde un
plasmido donde el gen de R-Ras fue clonado previamente: R-Ras en su forma silvestre
(wt), o bien con las mutaciones 38V, 43N y 87L en el plasmido pZipNeoSV.
= Disefio de oligos para la reaccion en cadena de la polimerasa

Para amplificar el gene de R-Ras se disefiaron los siguientes oligonucleotidos: para el
oligo sentido se tomaron los primeros 15 nucleétidos de la secuencia de R-Ras y se
afiadio el sitio de restriccion para la enzima de restriccion Bam Hl.

5 GGG GCC GGA TCC ATG AGC TCT GGT GCT GCT TCT GGT 3
Bam HI

Para el oligo anti sentido se tomaron los ultimos 15 nucleétidos de la secuencia de R-
Ras y se afiadio el sitio de restriccidon para la endonucleasa EcoRI

5" GGG GCC AAT TCA GGA GGA CGC AGG GGC AGCC 3
Eco RI

Los oligos se mandaron a sintetizar a Invitrogen (Grand Island, NY).

= Reaccioén en cadena de la polimerasa, PCR
Para la reaccion en cadena de la polimerasa se realizaron alicuotas de todos los
reactivos para obtener la concentracion final, como se indica en la tabla 1, y obtener un

volumen final de la reaccion de 50 uL, para cada muestra.
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Tabla 1. Volumen y concentracion de reactivos utilizados en la PCR en la
amplificacion del gen R-Ras

Reactivo Volumen de la Concentracion final en Ia
alicuota reaccion

Oligo sentido 5uL 0.5 uM

Oligo antisentido 5uL 0.5uM
Buffer de la reaccion 5puL 1X

Tag DNA polimerasa 1ul 2.5 unidades
DNA molde 1uL 20 ng/uL
Agua estéril 33 uL -

Volumen final de la 50 uL

reaccion

Para la reaccion de PCR se utilizo el termociclador marca TECHNE modelo TC-3000
con el que se realizaron 30 ciclos de la siguiente manera:
Desnaturalizacion: 95°C por 45 s
Alineamiento: 65°C por 45 s
Elongacién: 75 °C por 1.5 min.

= Purificacion del DNA amplificado.
Para purificar el DNA amplificado por PCR; primero se corrié una electroforesis de
agarosa con todo el producto de PCR. Posteriormente se corté la banda del producto
esperado y el DNA se purifico con el kit PureLink Quick Gel extration de Invitrogen
(Grand Island, NY).

= Reaccion de digestion y desfosforilacion
El DNA se sometid a una reaccion de digestién con las endonucleasas Bam HI y Eco

Rl. Ambas enzimas trabajan a la misma concentracibn de sales y la misma
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temperatura. El vector pIRES-hrGFP también se sometio a la reaccion de digestién con
las enzimas de restriccion Bam HI y Eco RI. Posteriormente se agregd 1 uL de la
enzima fosfatasa alcalina (CIAP) a la reaccion de digestion y se incubo por 2h a 37°C.
Las reacciones de digestion con las diferentes endonucleasas (Xhol, Hind Ill, Eco Rl y
Bam HI) se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante utilizandose 1ug del
plasmido en cada reaccion.
El DNA obtenido de las diferentes reacciones de digestion se purificd con el kit QIAEX
Il gel extraction de Qiagen (Mainz, Alemania).

= Reacciéon de ligacion del fragmento amplificado de R-Ras en el vector

pPIRES-hrGFP-1a

Los fragmentos del cDNA de R-Ras y el vector se ligaron usando la enzima T4 DNA
ligasa. En la reaccion de ligacién se trabajé con una cantidad de vector de 100 ng y 100
veces mas de los fragmentos, para tener al final una relacién 1:100 (vector: fragmento).
Las cantidades de buffer, enzima y agua se agregaron siguiendo las instrucciones del
proveedor. La reaccion se incubd toda la noche a temperatura ambiente.

= Purificacion del producto de la reaccién de ligacion
Debido a que en algunas ocasiones el buffer de la reaccion de ligacion afecta la
viabilidad de algunas cepas de E.coli [103], se procedidé a precipitar el DNA de la
reaccion de ligacién de la siguiente manera:
Al tubo de la reaccion de ligacion se le agregaron 100 uL de H,O y 100 uL de CHCI3 y
se mezclaron. Se centrifugo a la maxima velocidad y se recupero la fase acuosa. Esto
se repitié dos veces mas. Después se recupero la fase acuosa y se agregaron 10 uL de
3 M CH3COONa (pH=8), 1 uL 10 pg/uL de glucdégeno y 110 uL de Isopropanol. La

mezcla se incubd a -20°C por 1 h. Se centrifugd a la maxima velocidad por 30 minutos.
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Se retir6 el sobrenadante y el precipitado se sec6 en un termoblock a 60 °C.
Finalmente el precipitado se resuspendio en 5 uL de agua.

» Transformacion de bacterias competentes con el producto purificado de la

reaccion de ligacion

Para la transformacion de las bacterias con el producto de la reaccion de ligacion se
utilizaron bacterias E.coli de la cepa D5HaF quimicamente competentes. Se ocuparon
2 uL de la precipitacion de la reaccidn de ligacion y se transformaron por el método del
shock térmico [104]. Las bacterias se plaquearon en medio LB con 100 ug/mL
ampicilina 'y se incubaron a 37 °C por 24h.
Para obtener el DNA de las bacterias transformantes se utilizo el Kit Wizard Plus
Minipreps DNA Purification System de Promega.

5. 2.2 Obtencion de células quimicamente competentes de E.coli

Bacterias E.coli se sembraron en 5 mL de medio SOB y se incubaron a 37°C con
agitacion a 200 rpm toda la noche. Un mL de este cultivo se afiadié a 100 mL de medio
SOB y se incub6 a 37°C con agitacion vigorosa de 2 a 3 h, hasta que la absorbancia a
550 nm fuera 0.5. Las bacterias se centrifugaron a 600 g por 10 minutos a 4°C y la
pastilla se resuspendié en 40 mL de buffer Tfb | frio (30mM CH3COOK, 50mM MnCly,
100mM RbCI, 10mM CaCl,, 12% Glicerol). Se incub6 en hielo por 2 h. Las bacterias se
centrifugaron de la misma manera que el paso anterior, se resuspendieron en 4 mL de
buffer Tfb Il frio (10 mM RbCI, 75mM CacCl,, 10 mM MOPS pH=7, 12% Glicerol) y se
incubaron en hielo por 1 h. Se mezclé ligeramente y se incub6 en hielo por 1 h. Las
bacterias competentes se guardaron en alicuotas de 100 uL congeladas a —20 °C hasta

Su uso.
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5. 2.3 Mutagénesis dirigida

Utilizando la secuencia del plasmido construido, R-Ras-wt-pIRES como vector parental
se disefiaron oligos para realizar mutaciones puntuales en las posiciones 38, 41, 43 y
87 del gen de R-Ras para obtener las mutantes constitutivamente activas (38V y 87L) y
las mutantes dominantes negativas (41A y 43N) de R-Ras. La mutagénesis dirigida se
realiz6 con el kit comercial QuiKChange multi Site-Directed Mutagenesis de Agilent
technologies.

= Disefio de oligos para la mutagénesis dirigida
Se tom6 como base la secuencia del plasmido R-Ras-wt-pIRES para disefiar los oligos
con la finalidad de obtener plasmidos con las mutaciones puntuales deseadas.
Los oligodesoxinucleotidos fueron los siguientes:
Oligo para mutacién 38V

5-GTG GTC GTG GGC GGC GTC GGC GTG GGC AAG AGC-3
G-V

Oligo para mutacién 43N

5'-GGC GGC GTG GGC AAG AAC GCG CTG ACC ATC CAG-3
S->N

Oligo para mutaciéon 41A

5-GGC GGC GGC GGC GTG GCC AAG AGC GCG CTG ACC-3
G->A

Oligo para mutacion 87L

5'-CTG GAC ACC GCG GGC CTG GAA GAG TTC GGG GCC-3
Q->L

Los oligos se mandaron a sintetizar a Invitrogen (Grand Island, NY).
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5. 2.4 Secuenciacion

Los pladsmidos se mandaron a secuenciar a la unidad de secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM que cuenta con un secuenciador Perkin Elmer/Applied
Biosystems Modelo 3730 y utiliza el método de Fuorescence-Based Sequencing. Para
la secuenciacion de los plasmidos se utilizé el primer universal T3 que se encuentra
dentro de la secuencia del vector pIRES. Las secuencias obtenidas se analizaron con
el programa Bio Edit versidon 7.0 para Windows.

5. 2.5 Purificacion de plasmidos para transfeccion

El DNA plasmidico utilizado en la transfeccion celular se purificé por el método de
gradiente de Cloruro de Cesio-Bromuro de Etidio [104]

5. 2.6 Transfeccién de la linea celular Jurkat

Las células Jurkat mantenidas en cultivo se transfectaron por el método de
electroporacion. Las células se resuspendieron en 0.4 mL de medio RMPI completo en
tubos eppendorf y se les afadio la cantidad de DNA a transfectar. Posteriormente la
mezcla de DNA y células se paso a una celda de electroporacion y se le dio un pulso
en un EasyJet Electroporador Plus (Flowgen, Boughton Kent, England). Se probaron
diferentes condiciones experimentales basandonos en diferentes trabajos [105-109] y
haciendo modificaciones para obtener las mejores condiciones de transfeccién (ver
tabla 2).

Las células electroporadas se resuspendieron en 3 mL de medio completo y se
incubaron a 37°C en una atmdésfera de CO, al 5%. La expresion de GFP se observo

con un microscopio de fluorescencia (Olympus).

43



Tabla 2. Condiciones probadas para la obtencion de células Jurkat transfectadas
con los diferentes plasmidos construidos de R-Ras

Condicion ~ No. Cantidad Pulso Referencia Modificacion
Células DNA
10 12x10° |35 g 250V, | (Reedquis et | 900 uF
960uF | al.,2000)[103]
2° 10x10° |20 g 200V, (lafrate et al., | 12 x 10° Células
960uF | 1997) [110] 35 ug DNA
900 pF
3° 1x10° 2 pg/millén | 230V, | (Garcia-Bernal | 12 x 10° células
de células | 960 uF | et al., | 35 ug DNA
2005)[108] 900uF

5. 2.7 Enriquecimiento de células transfectadas por citometria de flujo

Las células Jurkat transfectadas se mantuvieron en cultivo a una atmosfera de 5% de
CO, y una temperatura de 37°C. Las células se lavaron con PBS, se resuspendieron en
5mL de PBS estéril y se mantuvieron en hielo hasta su separacion por cell sorting. Se
utilizé el citometro de flujo FACSARIA de la unidad de Citofluorometria del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, colectando las células mas fluorescentes. Las
células recuperadas se transfirieron a placas de 96 pozos y se incubaron en medio
completo a 37°C con una atmosfera de CO, al 5%.
5. 2.8 Deteccidn de Integrinas por Citometria de Flujo

1 x 10° células se resuspendieron en 100 pL de buffer de FACS (0.5% BSA, 1%
sacarosa en PBS, pH 7.4) y se les afiadio el anticuerpo primario correspondiente (ver
Tabla 3). Las células se incubaron a 4°C por 45 minutos. Pasado el tiempo, las células
se lavaron 3 veces con buffer de FACS, se resuspendieron en 100 uL de buffer de
FACS que tenia 20 uL del anticuerpo anti-lgG de raton acoplado a Alexa 647 y se
incubaron a 4°C por 30 minutos. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con

buffer de FACS y por ultimo se resuspendieron en 300 uL de 1 % paraformaldehido. La
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fluorescencia de las células se midi6 con un citometro de flujo FACScalibur (Becton
Dickinson).
Tabla 3. Anticuerpos utilizados en la deteccion de integrinas por citometria de

flujo en diferentes células
Anticuerpo | Especificidad

Células en las que
utilizaron  los

Tipo de | Concentracion
anticuerpo se

anticuerpos

TS2/16 Integrinas B1 | Monoclonal | 10 pg/mL Jurkat,  monocitos
THP1, neutrdfilos de
sangre periférica

IB4 Integrinas B2 | Monoclonal | 10 ug/mL Jurkat

15/7 Integrinas Monoclonal | 10 pg/mL Jurkat en presencia

activadas 1 de MnCl,

CBRM1/5 | Integrinas Monoclonal | 10 pg/mL Jurkat y Monocitos

activadas 2 THP1 en presencia
de MnCl,

anti-lgG de | IgG de raton Policlonal Dilucién 1/1000 | Todas las células

raton de cabra

acoplado al

fluorocromo

Alexa 647
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VI. RESULTADOS

6.1 Construccion del plasmido R-Ras wt en pIRES

Para la clonacién del gen de R-Ras dentro del vector pIRES-hrGFP-1a (Fig. 6), se
utilizé como molde un plasmido retroviral donde previamente se clonaron las diferentes
mutantes de R-Ras y la proteina silvestre [67]. Por medio del uso de la secuencia de
estos plasmidos se disefiaron oligodesoxinucleotidos en los que se afiadieron los sitios
de restriccion para las enzimas Bam HI y Eco RI, con el fin de realizar una clonacion
direccionada. Estas endonucleasas, al cortar su secuencia blanco, generan extremos
cohesivos, lo que permite que las terminaciones del gen amplificado por PCR, tengan
terminaciones diferentes y se puedan unir con su secuencia complementaria en el
vector. Esto es posible debido a que dentro del sitio de multiclonacién del vector
elegido se encuentran sitios de corte para estas enzimas (anexo 10.1). Por otro lado el
gen de R-Ras no tiene secuencias blanco para las enzimas seleccionadas (anexo
10.2).

De esta manera, la amplificacion del gen de R-Ras silvestre (wt), las mutantes
constitutivamente activas (38V y 87L) y la dominante negativa (43N) se realizaron

mediante PCR.
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pIRES-hrGFP-1a Vector

pUC oriy (P CMV
e MCS
r3x FLAG
. rIRES
' | pIRES-hrGFP-1a
ampicillin | 5.0 kb
LoxP “hrGFP
“5V40 pA
Sitio de multiclonacion del vector pIRES-hrGFP-1a
(Secuencia mostrada 651-727)
Sef i
lSoc " Sac II* Pldol [ lSmo I/Xma | ?nmi—! I ?coRi
A GCT CCA CCG CGG TGG CGGE CCG CTC TAG CCC GGG TGG ATC CGA ATT C
STOP*
iﬁphJ Sal | Tho I start of FLAG tag
v BC ATG 3T CGA CTC GAG GAC TAC AAG |
Posicion del
Caracteristicas nucledtido
Promotor CVM 1-602
Sitio de uni6n del T3 primer en el extremo 5' [5° AATTAACCCTCACTAAAGGG 37| 620-639
Sito de multiclonacién 651-715
Codon de terminacion (dentro del marco de lectura la etiqueta 3X Flag) 677-679
Etiqueta 3X Flag 716-787
Sito de union del cebador (extremo 3')  [5° GTCCTTATCATCGTCGTCTT 37 747-766
Sitio de union interno al Ribosoma (IRES) 823-1397
hr GFP ORF 1407-2123
Sitio de unién T7 primed® = GTAATACGACTCACTATAGGGC 3] 2155-2176
Seiial de poly A SV40 2188-2571
fl Origen de la replicacion del DNA s-s 2709-3015
Secuencia Lox P 3178-3211
ORF del casset de resistencia a ampicilina 3256-4113
4260-4927

pUC origen de la replicacion

Figura 6. Mapa circular del vector pIRES-hrGFP-1a. El vector pIRES-hrGFP-1a contiene un
cassette de expresion en el cual el sitio de multiclonacidon es seguido de un sitio de unién interno al
ribosoma (IRES ) unido a una secuencia que codifica para la proteina vede fluorescente. El gen de
interés esta fusionado con tres copias continuas de la epitope FLAG. También cuenta con un sitio de

recombinacion mediado por la recombinasa Cre.
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6.1.1 Amplificacion del gen de R-Ras wt, 38V, 43N y 87L
Para verificar la amplificacion del gen de R-Ras se realizé un gel de agarosa al 2% con
Bromuro de etidio. En la figura 7 se muestra el gel y se observa la presencia de bandas
cercanas a 700 pb, que es la longitud esperada ya que el gen reportado contiene 680

pb [54, 111]

M 87L wt 38V 43N
Kb

2 4

0.6 { ~= "= 0 SN Y ¢

0.1 4

Figura 7.Amplificacion del gen de R-Ras por PCR. Gel de agarosa al 2% con BrEt a 0.5

ug/mL se agregd 1uL de cada muestra de la reaccién de PCR. Carrill: Marcador. Carril 2: R-Ras 87L.
Carril 3: R-Ras wt. Carril 4: R-Ras 38V. Carril 5: R-Ras 43N. Se utiliz6 como marcador DNA ladder de

100pb

6.1.2 Ligacion del fragmento de R-Ras amplificado con el vector pIRES
Una vez obtenidos los fragmentos amplificados de R-Ras silvestre (wt) y sus diferentes
mutantes (38V, 87L y 43N) se procedié a purificar y digerir con las enzimas de
restriccion Eco Rl y Bam HI. El vector fue digerido en las mismas condiciones y tratado
con fosfatasa alcalina con el fin de eliminar los grupos fosfatos de los extremos 5’

generados por los cortes de las enzimas de restriccion, evitando asi que se unan los
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extremos 3’ del vector en la reaccion de ligacion [104, 112]. Se corridé un gel de agarosa

al 1.5 % para conocer la pureza del DNA obtenido después de la digestion (Fig. 8).

M8 wt 38V 43N PpIRES
Kb
C—
? e
1.5 1-
0.6 ‘- ——

Figura 8. Vector y Fragmentos amplificados digeridos con las enzimas de
restriccion Eco RI y Bam HI. Gel de agarosa al 1.5 % con BrEt a 0.5ug/mL. En cada carril se

depositaron 1uL de cada muestra. Carril 1: Marcador. Carril 2: R-Ras 87L. Carril 3: R-Ras wt. Carril 4: R-
Ras 38V. Carril 6: R-Ras 43N. Carril 7: vector pIRES-hrGFP1a

Las condiciones de la reaccion de ligacidbn se establecieron de acuerdo a varios
experimentos en donde se variaron diferentes parametros como la concentracion de
DNA de trabajo (relacién vector: fragmento), la temperatura y tiempo de incubacion.
Las condiciones ideales determinadas de la reaccién de ligaciébn se describen en la
seccion 5.1. El DNA se precipité y se usé para transformar bacterias por el método de
choque térmico. Para la transformacion se utilizaron las cepas de E.coli D5Ha 0 XL-
Blue. Las bacterias transformadas se sembraron en presencia de ampicilina y se
incubaron por 24 h a 37°C. De 20 a 24 horas después se seleccionaron colonias
transformantes para resembrarlas y extraer el DNA plasmidico. Para determinar si las

bacterias resistentes a ampicilina seleccionadas expresaban el plasmido donde se
49



clon6 R-Ras se procedi6 a realizar analisis de restriccion con diferentes

endonucleasas.

6.1.3 Andlisis de restriccion con las enzimas Xho |, Hind Ill, EcoRIl y Bam HI
Para caracterizar el DNA clonado en el vector pIRES se tomaron como base los mapas
de restriccion del vector y de la secuencia de R-Ras. Se analizaron los mapas de
restriccibn de ambas secuencias para seleccionar las enzimas con las cuales se
realizarian las digestiones que nos permitieran saber si el gen deseado se insertd
dentro del vector. Como primer criterio se eligié una enzima que tuviera un solo corte
dentro de la secuencia del vector pIRES y ninguno en la de R-Ras, con la finalidad de
linearizar el plasmido. La endonucleasa elegida para realizar este corte fue Xho I. En la
figura 9 se presenta el gel de una muestra derivada de la ligacién del fragmento de R-
Ras silvestre con el vector pIRES, comparada con el vector sin el inserto. Se puede
observar una diferencia de tamafo entre ambas muestras, lo que hace evidente que el
fragmento de DNA que codifica para R-Ras se insertd en el plasmido. Este corte se
realizd con todas las muestras obtenidas de las diferentes reacciones de ligacién de los
fragmentos amplificados de R-Ras en la PCR y todos aquellos que mostraron un patrén
similar, es decir, una mayor longitud con respecto al vector solo, se seleccionaron para

someterlas a un segundo criterio de restriccion.
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Figura 9. Digestion con Xho | del vector solo y del DNA plasmidico obtenido de

las colonias transformantes de la reaccion de ligacion. Muestra derivada de la reaccion
de ligacion del fragmento amplificado de R-Ras wt con el vector pIRES Carril 1: Marcador DNA ladder.
Carril 2: Vector solo. Carril 3: muestra R-Ras wt. Carril 4: marcador DNA lamda/Hind III.

Para confirmar la presencia del gen de R-Ras, se realizo una digestion con las enzimas
gue se utilizaron para generar los sitios de restriccion y hacer la ligacion. Estas enzimas
fueron Bam HI y Eco RI. La digestion con ambas enzimas libera el fragmento clonado.
En la figura 10, se presenta un gel de agarosa donde se corrieron las muestras que se
sometieron a la reaccion de digestion con ambas enzimas, estas muestras son las
preseleccionadas con la reaccion de digestion anterior. Los carriles 2,3, 7, 11 y 14 son

los que presentan la banda cercana a 700 pb.

51



M1234e51 8 M9 1.011121314

Kb ‘
2 { b
m .
= =

Figura 10.DNA transformante sometido a digestion con las endonucleasas Bam

HI y Eco RI. Carril M: Marcador DNA ladder. Carriles 1, 2,9 y 10, R-Ras wt. Carriles 3, 5, 6,11-13, R-
Ras 43N. Carril 4: Vector solo. Carriles 7 y 14: R-Ras 38V. Carril 8: marcador DNA lamda/Hind 1lI. Carril
M: Marcador DNA ladder

Finalmente para determinar la direccion en la que se insert6 el fragmento de DNA
dentro del vector se eligid una enzima de restriccion que al realizar los cortes dentro de
la secuencia nos proporcionara un patron de restriccion el cual indicara si la direccién
en la que fue clonado el inserto fue la correcta. Basdndonos en los mapas de
restricciéon tanto del gen como del vector (anexos 10.1y 10.2) se eligié la endonucleasa
Hind lll. Esta enzima tiene dos sitios blancos en la secuencia del gen de R-Ras y uno
en la secuencia del vector pIRES (Fig. 11). El patrén de restriccion esperado resultaria
en tres fragmentos de DNA: uno de aproximadamente 100 pb., otro de 1000 pb. y otro
de 4500 pb. para el plasmido clonado, mientras que para el vector solo se presentaria
un solo fragmento. Otro tipo de patron de restriccion nos indicaria que el gen no se

clond en la direccién correcta.
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El DNA plasmidico obtenido de las colonias transformantes se sometié a digestion con
la enzima asi como el vector sin el inserto, en las condiciones descritas en la
metodologia; se tomaron 20 uL de la reaccion de digestion y se corrié un gel de
agarosa al 1% para observar el patron de restriccion. En la figura 12 se presenta el gel
de muestras derivadas de la reaccion de ligacion del fragmento R-Ras wt con el vector
PIRES, digeridas con Hind Ill. El patron esperado lo presentan las muestras que se
corrieron en los carriles 11, 12 y 14. Las muestras que presentaron los patrones de
restriccion esperados para cada una de las endonucleasa elegidas, se escogieron para

enviarlas a secuenciar.

a
R-Ras
Hind I1i Hindlil
| l J
BT 114
0 680
0 ""---.____I.i_f:anl EL({S_%L.______.---'Frll'!dlll 4027
Y i | |
688 694 1047

PIRES-hrGFP-1a

Bam HI (688)

Hind Ill (629)

Hind 1l (802)

EcoRI (1368)

R-Ras wt-pIRES

5607 pb

_I—Hlnd 1 (18489)

Figura 11.Secuencias blanco para Hind Ill. a. Mapa de restriccion de la secuencia de R-Ras y
del vector pIRES. b. Mapa de restriccion teérico del plasmido clonado R-Ras en pIRES
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Figura 12. Digestion de plasmidos transformantes con la enzima Hind lll. Carril 2-6,
7,9 y 11-14 plasmidos obtenidos de diferentes colonias transformantes de la muestra R-Ras wt. Carril 8:
pIRES. Carril 1 y 10: marcador DNA lamda/Hind 111

6.2 Secuencia del Plasmido R-Ras-wt-pIRES

El DNA plasmidico que se caracterizé con los diferentes patrones de restriccion ya
descritos, se purificd y se envié a secuenciar.

Los resultados de secuencia de DNA se analizaron con el programa bio Edit version 7.0
para windows para obtener la secuencia de amino acidos. Esta se compard con la
publicada en Gen Bank [111]. La alineacion de ambas secuencias de aminoacidos se
muestra en la figura 13. La homologia entre ambas secuencias fue de 99.6%. Las

posiciones de los aminoacidos sombreados, son aquellos donde se esperaba alguna
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mutacion. Debido a que las muestras no presentan ninguna mutacion, se determind

gue la secuencia mostrada codifica para la proteina silvestre de R-Ras.

R-Ras-wt-pIRES
R-Ras GenBank

R-Ras-wt-pIRES
R-Ras GenBank

R-Ras-wt-pIRES
R-Ras GenBank

R-Ras-wt-pIRES
R-Ras GenBank

R-Ras-wt-pIRES
R-Ras GenBank

Figura 13. Alineacion de la secuencia de aminos acidos que codifica el plasmido

secuenciado. R-Raswt-pIRES comparado con el reportado en NBCI Gen Bank. En la figura se
muestran sombreados los aminoacidos donde se espera alguna mutacion.

La secuencia del DNA del pldsmido clonado se muestra en la figura 14, observando
gue efectivamente R-Ras silvestre estaba correctamente clonada en el vector pIRES-

hrGFP-1a
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6.3 Clonacion de R-Ras 38V, 43N y 87L en pIRES-hrGFP-1a.

Para la clonacion de las diferentes mutantes de R-Ras se siguid el mismo
procedimiento que se utilizé para clonar el gen de la proteina silvestres (R-Ras wt), la
amplificacion del fragmento, purificacion, digestién de fragmentos y plasmido, reaccién
de ligacién, transformacion de bacterias competentes asi como su respectivo analisis
de restriccion.

En la figura 15 se muestra el patrén de restriccion de diferentes muestras con la enzima

de restriccion Hind Il

Figura 15. DNA Plasmidico purificado de bacterias transformantes digeridos con

Hind Ill. carril 1-3, 5, 10,14 R-Ras 43N. Carril 4 y 11 R-Ras 38V. Carril 6,9 y 11 R-Ras 87L. Carril 7
PIRES solo. Carril 8 R-Ras-wt-pIRES. Carril 12-13 R-Ras wt. M: DNA lamda/Hindlll y DNA ladder.

Las muestras donde se observo el patron de restriccion esperado con la digestion con
la enzima Hind Ill, se sometieron a digestion con EcoRI y Bam HI para la liberacion del

fragmento (Fig. 16) y se mandaron a secuenciar.
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Figura 16. DNA plasmidico digerido con las endonucleasa Eco Rl y Bam HI. Para
observar el fragmento insertado en el vector, el plasmido se cortd con las enzimas de restriccién con las
gue se creo el sitio de insercion dentro del vector. Carril 1-3 R-Ras 43N. Carril 4-6 R-Ras 87L. Carril 8-10
R-Ras 38 V. carril 7 Marcador DNA lamda/Hindlll. La flecha indica la liberacién del fragmento clonado.

Los resultados de secuenciacion mostraron desafortunadamente que en todos los

casos solo se obtuvo la proteina R-Ras silvestre (Fig. 17). Por lo que se decidié obtener

las diferentes mutantes de R-Ras por la técnica de mutagénesis dirigida, usando como

molde el nuevo plasmido clonado R-Ras-wt-pIRES.

R-Ras wi clonado | HK.

R-Ras nbci gen banl HK

42N clonado | "HK
871 dlonado I "HKI
28V clonado I "HK

40
vwvedve
VVVGGEGVGK
VVVGGEGVGK
VVVGEEGVGK

VVVGGEGVGK

80 60 T
T sl eal s o N B |

TNQF IQSYFVSDYDPTIEDSYTKICSVDG | PAR
TIQF IQSYFVSDYDPTIEDSYTKICSVDG | PAR

TIQFIQSYFVSDYDPTIEDSYTKICSVDG | PAR

TIQFIQSYFVSDYDPTIEDSYTKICSVDG | PAR

TIQF IQSYFVSDYDPTIEDSYTKICSVDG | PAR

DI

Dl

DI

DI

Dl

»
|- I

DTAGHEEFC
DTAGREEF(
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DTAGREEF(C

DTAGHEEF(

Figura 17.Alineacion de la secuencia de aminoacidos codificados en los
plasmidos clonados. Los plasmidos donde se clonaron las mutantes de R-Ras se secuenciaron y
la secuencia de aminoacidos predicha se muestra para los amino acidos 30 hasta el 90. Las areas
sombreadas son los aminoacidos donde es esperaba alguna mutacion
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6.4 Obtencion de los plasmidos R-Ras-38V-pIRES, R-Ras-41A-pIRES, R-
Ras-43N-pIRES, R-Ras-87L-pIRES por mutagénesis dirigida

El pldsmido R-Ras-wt-pIRES se utiliz6 como molde para realizar mutagénesis dirigida.
Por lo tanto los oligos se disefiaron con base en la secuencia de este plasmido para
insertar las mutaciones puntuales deseadas. Se uso el kit QuickChange Multi Site-
Directed Mutagenesis, siguiendo las indicaciones del fabricante. Para cada mutacion se
obtuvieron de 3 a 5 colonias transformantes. De ésta, el DNA plasmidico se purifico y
se envio a secuenciar. Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Bioedit
version 7.0 para Windows.

En la figura 18 se muestra la secuencia de los plasmidos entre los pares de bases 110
y 300 donde se esperan las mutaciones. Las secuencias se alinearon con la secuencia
de R-Ras silvestre (R-Ras wt). Se observa que todas las mutaciones puntuales
deseadas (Q87L, G38V, S43N y G41A) se obtuvieron correctamente en cada una de
las muestras.

Una vez obtenidos, los plasmidos que codifican para las diferentes mutantes de R-Ras

se procedi6 a transfectar la linea celular de linfocitos.
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260 270 280 290 300
E RS R T e T N I R R P R R
R-Raswt CCGCGGGCUAGGAAGAGTTCGGGEGGCCATGAGAGAGCAGTACATGCGTGCT

gl 2 A Q BE E | G A M R E Q s M R A
R-Ras87L CCGCGGGUCUIT ECGAAGAGTTCGGGGCCATGAGAGAGCAGTACATGCGTGCT
T D G L, E E | D M R E Q N M R D
110 120 130 140 150
=] s | mm s s s e all s s sl 2 am s = el = =)
R-Raswt TCGTGGEGGCGEGGCGCH GG CGTGGEGGCAAGAGCGCGEGCTGACCATCCAGTTCATC
AV4 N G G G " = K S A L. T ¥ i Q B i 3
R-Ras 38V TCGTGGGCGGCH GCGTGGGCAAGAGCGCGCTGACCATCCAGTTCATC
v v G G G AV4 G K = AN L, b g i 3 Q F I i
110 120 130 140 150
o sl B e 0 ] o e me o A e ol sl s s e sl 5 s e s
R-Raswt TC.'GTGGGCGGCGGCGGCGTGGGCAAGAGCGCGCTGAC CATCCAGTTCATC
V4 b 7 & G G G Vv G K (= A L T I Q F 2 5
R-Ras 43N TC.'GTGGGCGGCGGCGGCGTGGGCAAGAACGCGCTGAC CATCCAGTTCATC
AV4 V = G & G AV4 = K N A L E 5 & C) F %
11O 120 130 140 150
N P P TR B TP [N e T e
R-Raswt TCGTGGGCGGCGGCGGCGTG CAAGAGCGCGCTGACCATCCAGTTCATC
V4 A4 G 3 3 G v K S FAN | 1" i i I Q F i
R-Ras 41A TCGTGGGCGGCGGCGGCGTG CAAGAGCGCGCTGACCATCCAGTTCATC
Vv Vv G G G G Vv i S A L 2 & E Q B

Figura 18. Secuencias de los plasmidos obtenidos por mutagénesis dirigida. La Secuencia de cada plasmido se comparo
con la secuencia de R-Ras silvestre junto con la secuencia de amino acidos para verificar la mutacion puntual esperada

60



6.5 Transfeccion celular

Para la transfeccion de las células Jurkat se eligié el método de electroporacion, ya que
éste es el mas reportado para transfectar células de este tipo. Para determinar las
condiciones 6ptimas de transfeccién, primero se probaron las condiciones que se han
usado con monocitos. A 10 x 10° células, se les afiadi6 10 pg de plasmido y se
electroporaron con una capacitancia de 1050 uF y un voltaje de 350 V. Sin embargo, en
estas condiciones no se obtuvieron células Jurkat transfectadas. Por lo que se decidi6
probar diferentes condiciones reportadas en varios trabajos donde se ha utilizado esta
linea celular [105, 108, 110]. Primero se trabajaron las condiciones descritas en cada
uno de los reportes, en algunos casos no se obtuvieron células transfectadas y en otros
muy pocas, de esta manera se decidi6 establecer la cantidad de DNA a transfectar y el
namero de células para realizar la transfeccion. Para ello se realizaron varios
experimentos probando diferentes condiciones y se determindé que la cantidad de
plasmido y la cantidad de células serian de 35 pgy 12 x 10° células respectivamente.
Para determinar el pulso eléctrico se probaron tres condiciones:

Primera condicién: 12 x 10° células, 35 ug de DNA, con un pulso de 250 V y 900 pF
[105].

Segunda condicion: 12 x 10° células, 35 pg de DNA y un pulso de 200V y 900 uF [110].
Tercera condicion: 12 x 10° células, 35ug de DNA y un pulso de 230V y 900 pF [108].
Los resultados de las diferentes condiciones se presentan en la figura 19. Estos
experimentos se realizaron con el plasmido que soélo codifica para la GFP para

determinar las mejores condiciones de transfeccion.
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Figura 19. Expresion de la proteina verde fluorescente en células Jurkat
transfectadas con el plasmido pIRES. a. Primera condicién a un pulso de 250V y 900uF. b.

Segunda condicién a 200 V y 900 uF. c. Tercera condicién 230 V y 900 uF. Las imagenes son una
muestra representativa de tres experimentos realizados de manera independiente.

Una vez obtenidas las células transfectadas, estas se observaron bajo microscopia de
fluorescencia a 24, 36 y 48 h. después de la transfeccion, con el fin de observar el
tiempo en el cual se expresaba mas GFP. En la figura 20 se muestran las células
transfectadas a las 36 h de la transfeccién, a este tiempo fue donde se observo el
mayor nimero de células que expresaban la proteina verde fluorescente. También se
hace una comparaciéon de las células que expresan GFP con el total de las células.
Como se puede observar en las imagenes, las células que expresan la GFP
comparadas con el total de células, son muy pocas, por lo que se decidié determinar la
eficiencia de la transfecciébn usando como parametro la fluorescencia que emiten las
células debido a la expresién de la GFP utilizando la citometria de flujo

6.6 Determinacion de la eficiencia de la transfeccion por citometria de flujo
(FACS)

Para medir la eficiencia de la transfecciébn en las células Jurkat, se volvieron a
transfectar en las condiciones donde se observé el mayor nimero de células que
expresaban GFP. Primera condicién: 12 x 10° células, 35 pg de DNA, con un pulso de

250 V y 900 pF; segunda condicién: 12 x 10° células, 35 ug de DNA y un pulso de 200V
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y 900 pF. Una vez electroporadas, las células se mantuvieron en cultivo por 36 h (Fig.
20). Las muestras donde se observo el mayor numero de células que expresaban GFP

(condicién uno), se lavaron con PBS frio para luego analizarlas por citdmetro de flujo.

Figura 20. Expresion de GFP en células Jurkat después de 36 h de transfeccion. a
y b. Células Jurkat transfectadas con el plasmido R-Ras-wt-pIRES usando la primera condicién (12 x 10°
células, 35 ug de DNA, con un pulso de 250 V y 900 uF). c y d. Células Jurkat transfectadas con el
plasmido R-Ras-wt-pIRES usando la segunda condicion (segunda condicién: 12 x 10° células, 35 pg de
DNA y un pulso de 200V y 900 uF ). ay c, fluorescencia. b y d, luz visible.

En la figura 21 se muestran las graficas de puntos (dotplots) de las células Jurkat
intactas y los histogramas de emision de fluorescencia de la GFP. La poblacion de

células Jurkat transfectadas con el plasmido pIRES-hrGFP mostr6 que 70 % eran
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positivas a GFP (Fig. 21b). De igual forma, la poblacién de células Jurkat transfectadas
con el plasmido R-Ras-wt-pIRES mostré que 66 % eran positivas a GFP (Fig. 21d).

Como estas células se transfectaron con plasmidos que no confieren resistencia a
algun antibiético, la expresion de las proteinas codificadas en los plasmidos es solo
transitoria. Las células positivas a GFP se aislaron con ayuda del citbmetro (sorting) y
se mantuvieron en cultivo por dos semanas. Al cabo de este tiempo las células

perdieron la expresion de GFP (Fig. 22).
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Figura 21. Determinacion de la eficiencia de la transfeccion con los plasmidos
PIRES-hr-GFP y R-Ras-wt-plIRES en células Jurkat. a. Dotplot de células Jurkat
transfectadas con el plasmido pIRES-hr=GFP. b. Histograma de la fluorescencia de la GFP que
expresan las células Jurkat transfectadas con el plasmido pIRES-hr-GFP. c. Dotplot de células Jurkat
transfectadas con el plasmido R-Ras-wt-pIRES. d. Histograma de la fluorescencia de la GFP que
expresan las células Jurkat transfectadas con el plasmido R-Ras-wt-pIRES
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Figura 22. Expresion de GFP en células transfectadas y separadas por cell

sorting a las 36 h y 2 semanas después de la transfeccion. a. Células Jurkat
transfectadas con el plasmido pIRES-hr-GFP sometidas a cell sorting después de 36 h de la
transfeccion. b. Células Jurkat transfectadas y posteriormente seleccionadas por cell soting mantenidas
en cultivo por dos semanas. c. Células Jurkat transfectadas con el pldsmido R-Ras-wt-pIRES sometidas
a cell sorting después de 36 h de la transfeccion. d. Células Jurkat separadas por cell sorting y
mantenidas en cultivo por 2 semanas.

6.7 Determinacion de la expresion de integrinas en células Jurkat.

Una vez confirmado que los pladsmidos se podian transfectar bien en células Jurkat y
gue dirigian bien la expresiéon de la proteina GFP y por tanto la de R-Ras, se decidi6é
determinar la expresion de las integrinas en las células Jurkat para posteriormente ver
si R-Ras tenia un efecto sobre las integrinas.

Como primer paso se determind la expresion total de integrinas Bl y B2 en células
Jurkat usando los anticuerpos monoclonales TS2/16 e IB4 que reconocen a las

integrinas totales B1 y B2, respectivamente. Para determinar el estado de activacion de
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las integrinas se usaron los anticuerpos monoclonales que son especificos para la
conformacion activada de las integrinas. El anticuerpo 15/7 reconoce a las integrinas p1
activadas, mientras que el anticuerpo CBRM1/5 reconoce a las integrinas 2 activadas.
Para poder diferenciar la sefial de fluorescencia proveniente de las células
transfectadas (fluorescencia verde de la GFP) con la de las integrinas, se utilizd en el
marcaje de integrinas el anticuerpo secundario anti-lgG de raton acoplado a Alexa 647,
la cual emite fluorescencia en la zona roja del espectro. Las muestras se analizaron en
el clitbmetro de flujo FACScalibur, y se procesaron con el programa FlowJo version
vXO0.6.

En la figura 23, se muestran los histogramas de la expresion de las integrinas totales
B1ly las integrinas B2 totales en las células Jurkat.

El anticuerpo TS2/16 que se usa comunmente para identificar a las integrinas B1
totales no mostré ninguna expresion de integrinas B1 (Fig. 23a). En cambio, la
expresion de las integrinas B2 totales se pudo detectar facilmente con el anticuerpo I1B4
(Fig. 23b). El hecho de que no se detectaran integrinas B1, podria significar que el
anticuerpo TS2/16 no funcionara o que las células no expresaran de verdad estas
integrinas. Para verificar la funcionalidad del anticuerpo, se realizé una tincion de
integrinas B1 totales en otras células, neutréfilos y monocitos, con el anticuerpo TS2/16.

En ambos tipos celulares ambos tipos de integrinas se detectaron facilmente (Fig. 24)
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Celulas Jurkat Gelulas Jurkat

100 } Name Name

| integrinas betat Integrinas beta 2

M| contro!l Control Jutkat
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> 0 1 2 3
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a Fluorescencia TS216 b Fluorescencia B4

Figura 23. Integrinas bl y b2 expresadas en las células Jurkat. 1 x 10° células Jurkat se
marcaron con el anticuerpo TS2/16 para identificar integrinas p1 totales (a), o con el anticuerpo 1B4 para
identificar integrinas B2 totales (b). En azul se presenta la fluorescencia del anticuerpo secundario solo.
Histogramas representativos de tres experimentos realizados de manera independiente

Debido a que el anticuerpo TS2/16 si identifico integrinas Bl expresadas en células
monociticas y neutrdéfilos, la falta de sefial en células Jurkat podria significar que las
células no expresan integrinas f1 0 que éstas estan en una conformacion diferente que
el anticuerpo TS2/16 no puede reconocer. El anticuerpo 15/7 reconoce integrinas 1 en
una conformacién activada. Entonces se decidio usar el anticuerpo 15/7 para ver si las

integrinas B1 estaban activadas en células Jurkat.
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a Integrinas B1 expresadas en Células Jurkat y neutrofilos periféricos

. Integrinas beta 1 en Jukat

integrinas beta 1 en Neutrofilos

Control Neutrefilos

. Control Judat

10° 10
Fluorescencia TS2M6

Integrinas 31 expresadas en monocitos THP1

Namme

] . Control

0 Integrinas beta 1 en monocitos

100 101 102 103 104

Fluorescencia TS2/16

Figura 24. Identificacion de integrinas bl expresadas en diferentes tipos celulares
usando el anticuerpo TS2/16. a. Expresion de integrinas B1 en células Jurkat y en neutrofilos. b.
Expresién de integrinas B1 en la linea celular de monocitos THP-1. El control son celulas marcadas con
el anticuerpo secundario solo. Histogramas representativos de tres experimentos realizados de manera
independiente.

Para inducir la activacion de las integrinas en células Jurkat se utilizd cloruro de
manganeso (MnCl,) a una concentracion de 500 uM disuelto en buffer de HEPES a
pH=7.4. Las células se incubaron por 30 minutos a 37°C y posteriormente se procedio

a marcar las células con el anticuerpo 15/7. Las células Jurkat unieron bien al
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anticuerpo 15/7 (Fig. 25a), indicando que las integrinas ya se encuentran en un estado
conformacional activo. Cuando las células Jurkat fueron tratadas con Mn%, la
fluorescencia emitida por la union del anticuerpo 15/7 fue mayor. Esto indica que las
integrinas Bl de las células Jurkat muestran un estado de activacion mayor en
presencia del cation (Fig. 25a).

Debido a que el anticuerpo TS2/16 no pudo identificar en un inicio a la integrinas 1
totales en las células Jurkat, nos preguntamos si este anticuerpo no podia identificarlas
debido a que las integrinas se encontraban en un estado de activacion. Con el fin de
tratar de llevar a las integrinas a un estado inactivado, las células Jurkat se trataron con
EDTA. EI EDTA es un compuesto quelante que ante la presencia de cationes como el
Ca®" y el Mg?, se coordina con ellos, por lo que no permite que estos cationes
favorezcan el estado de activacion en las integrinas. El anticuerpo TS2/16 no pudo
identificar a las integrinas 1, en las células tratadas con EDTA a una concentracion de
5mM (Fig. 25b), a pesar de que su estado conformacional es el inactivado, gracias a la

presencia de EDTA.
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Figura 25. Histograma de la fluorescencia con anticuerpo monoclonal 15/7. Las
células Jurkat se marcaron con los anticuerpos 15/7 (a) y TS2/16 (b) para la identificacion de integrinas
activadas o integrinas totales p1 respectivamente con o sin la presencia de EDTA, o Mn?*. En azul se
presenta la fluorescencia del anticuerpo secundario solo. Histogramas representativos de tres
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experimentos realizados de manera independiente

Las integrinas 32 totales expresadas en células Jurkat se identificaron facilmente con el
anticuerpo 1B4 (Fig. 23b). Pero cuando las células fueron tratadas con cloruro de
manganeso, el anticuerpo CBRM1/5 se uni6 poco a las células (Fig. 26a). Esto indica

que las integrinas P2 también se activaron por la presencia de Mn?*, aunque
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aparentemente muy poco. Por otro lado, el tratamiento de monocitos con Mn?* también
llevd a un pequefio aumento en la union del anticuerpo CBRM1/5 (Fig. 26b). Esto nos
sugiere que el tratamiento con Mn?* puede activar integrinas B2 en estas células, pero
no eficientemente como lo refleja la union del anticuerpo CBRM1/5.

Células Jurkat
Monocitos THP1

Name Name

M| control B! Control

l Integrinas beta 2 + Mn | Inteinas beta 2 + Mn

T . b T
10 102 103 10

T i T .
10 102 10% 10t

Fluorescencia CBRM1/5

Fluorescencia CBRM1/5

Figura 26. Determinacion de Integrinas b2 activadas en Células Jurkat y

Monocitos en presencia de MnCl,. Células Jurkat y monocitos THP1 se incubaron a 37°C por
30 min en presencia de 500mM de MnCl,. a. Células Jurkat marcadas con el anticuerpo CBRM1/5. b.
Monocitos THP1 marcados con el anticuerpo CBRM1/5. El control son células marcadas con el
anticuerpo secundario. Histogramas representativos de tres experimentos realizados de manera
independiente

Finalmente, con estos resultados, se decidid no seguir con los experimentos hasta que
contaramos con otros anticuerpos que pudieran identificar integrinas p1 totales en las
células Jurkat, asi como otro método que identificara mejor las integrinas 2 activadas.
Sin esto, no teniamos un sistema eficiente para determinar el efecto sobre las
integrinas cuando se transfectaran las células Jurkat con los plasmidos que codifican

para R-Ras.
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VII. DISCUSION.

El estudio del funcionamiento de R-Ras en las células ha estado sujeto al uso de
plasmidos que codifican para las mutantes activas y dominantes negativas de R-Ras
debido principalmente, a que la manera en la que esta GTPasa es activada desde el
exterior de la célula no ha sido elucidada. Para lograr este objetivo se ha clonado,
dentro de plasmidos, el gen que codifica para la proteina silvestre, las mutantes
constitutivamente activas (mutantes que siempre estan sefalizando hacia el interior de
la célula) y las mutantes dominantes negativas (proteinas que inhiben el
funcionamiento de R-Ras como molécula efectora), para después introducirlos en
células y observar el efecto que cada una genera dentro de éstas. En diversos estudios
R-Ras ha sido clonada en diferentes tipos de vectores, y la eleccion de dichos vectores
depende del objetivo del estudio. En el caso de los trabajos realizados en el laboratorio
del Dr. Rosales sobre esta GTPasa, se cuentan con dos vectores donde R-Ras esta
clonada; en el vector pDCR y en el vector retroviral pZipNeoSV(X) [113]. Ambos
vectores tienen dentro de su secuencia una epitope de hemaglutinina (HA), un
marcador de seleccion de Gentamicina y un gen de resistencia a ampicilina [67, 113].
Estas caracteristicas permiten la inmunodeteccion de la proteina mediante anticuerpos
gue reconocen la tag de HA. El gen de Gentamicina permite que las células
transfectadas con el plasmido sobrevivan a la presencia de este antibidtico y de esta
manera puedan ser seleccionadas de las células que no contengan el plasmido. La
presencia de este marcador de seleccion también permite obtener una linea celular que
exprese de manera estable la proteina de interés ya que una vez que las células se
dividen, éstas siguen expresando el gen [104]. Sin embargo estos vectores no

contienen dentro de su secuencia un gen reportero que monitoree la expresion del
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plasmido en las células transfectadas, como puede ser el gen de la B-galactosidasa, el
de la proteina verde fluorescente (GFP) o el de la luciferasa. Ademas la expresion de
un gen reportero como la GFP, permite visualizar las células transfectadas y determinar
el efecto en ellas de la proteina de interés en un intervalo corto de tiempo, ya que
algunas veces las proteinas en estudio suelen ser toxicas para la célula, o la célula
puede compensar, de alguna forma, la presencia de esta proteina cuando estan
presentes por mucho tiempo, como sucede en las transfecciones estables.

En el presente trabajo se decidid clonar el gen de R-Ras dentro del vector pIRES-
hrGFP-1a el cual codifica para un gen reportero, la proteina verde fluorescente que nos
permite monitorear la eficiencia de la transfeccién. A diferencia de otros vectores que
generan proteinas fusionadas (proteina reportera unida con la proteina de interés) el
vector pIRES-hrGFP-1a contiene una secuencia que codifica para un sitio de unién
interno al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis (EMCV-IRES) unido a la
secuencia de la GFP. La presencia del IRES permite que el ribosoma inicie,
nuevamente, la traducciéon, reconociendo este sitio y reclutando toda la maquinaria
celular para poder traducir la secuencia que contiene un codon de inicio, en este caso
de la GFP [114]. Por lo que dentro del vector pIRES-hrGFP-1a se encuentra un sitio
disefiado para insertar un fragmento de DNA (sitio de multiclonacién) y un gen que
codifica para la GFP. Este disefio permite que el gen clonado se exprese
simultdneamente al gen reportero, evitando asi los problemas de cambios fisicos y
biologicos que puede causar la fusion de la proteina clonada con la proteina que
funciona como reportera, ya que la solubilidad y estabilidad de la proteina de interés
pueden ser alteradas dramaticamente debido a la fusion, lo que puede comprometer

su funcionamiento celular [104]. Otra de las caracteristicas del vector pIRES-hrGFP-1a
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es que dentro de su secuencia se localiza una epitope de FLAG, la cual es muy
utilizada ya que hay una gran disponibilidad de anticuerpos que la reconocen. La
secuencia FLAG se encuentra rio abajo del sitio de multiclonacién, por lo que se
traduce fusionada con la proteina clonada. Esto permite que se pueda realizar una
inmunodeteccion de la proteina de interés mediante la deteccion de la epitope de
FLAG. También la secuencia del vector contiene dentro un sitio de recombinacién
especifico mediado por la recombinasa Cre que permite la insercion de modulos
prefabricados, como un marcador de seleccion como Neomicina o Gentamicina.

Con las caracteristicas descritas anteriormente, se eligié este vector para clonar a R-
Ras mediante una clonacién direccionada, para lo que se utiliz6 como molde el vector
retroviral pZipNeoSV(X) donde se encuentra clonada R-Ras silvestre y sus mutantes
(87L, 38V y 43N). Para realizar una clonacion direccionada se requiere que las
terminaciones 5 y 3’ del fragmento de DNA sean diferentes entre si y sean
complementarias con las terminaciones del vector. Esto se logra realizando cortes en la
secuencia del vector y del DNA que se desea insertar con enzimas de restriccion que
generan extremos cohesivos. Sin embargo generalmente la secuencia del gen no
contiene secuencias blanco para estas enzimas, justo en las terminaciones 5- 3.
Entonces se disefian oligos donde se afade la secuencia blanco de las enzimas
seleccionadas y se amplifica el fragmento de DNA por PCR. De esta manera se obtiene
el gen amplificado con los sitios de restriccion de las enzimas. Al digerir el gen con las
enzimas de restriccibn se generan los extremos cohesivos que se requieren. Las
enzimas seleccionadas fueron Bam Hly Eco RI.

La amplificacion del gen se realizé6 mediante PCR y su caracterizacion se llevo a cabo

comparandolo con marcadores de tamafio comerciales de DNA (DNA ladder) en un gel
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de agarosa al 2 %. El marcador DNA ladder contiene 15 fragmentos entre 100 y 1500
pb en multiplos de 100 pb y un fragmento adicional de 2072 pb. La banda de 600 pb
tiene una concentracibn mayor 2 a 3 veces mas que cualquier otra banda. Este
marcador nos sirvié de referencia, ya que el gen amplificado tiene una longitud de 680
pb [54, 111]. Una vez que se caracterizd, el fragmento amplificado fue purificado.
Después el vector y el fragmento fueron sometidos a la digestién con las enzimas de
restriccibn para generar los extremos cohesivos y unir al vector y los fragmentos
mediante una reaccion de ligacion.

La reaccion de ligacion es llevada a cabo por la DNA ligasa la cual cataliza la formacién
de enlaces fosfodiester entre nucleétidos adyacentes, Unicamente si un nucleétido lleva
un grupo fosfato en la terminacién 5’ y el otro nucleétido lleva un grupo hidréxilo en la
terminacién 3'. Cuando el vector es digerido por las endonucleasas para introducir el
fragmento amplificado, se generan los extremos cohesivos que llevan el grupo fosfato
en la terminacion 5’ y el grupo hidréxilo en su terminacién 3’, por lo que al realizar la
reaccion de ligacién el vector puede volver a unirse, quedando vacio en el sitio de
multiclonacion. Para evitar esto, el vector ya digerido por las enzimas de restriccion es
sometido a una desfosforilacion con la enzima fosfatasa alcalina. Esta enzima hidroliza
los grupos fosfatos que se encuentran en las terminaciones 5’ del DNA, de esta manera
se disminuye la posibilidad de una religacion del vector y se favorece la accion de la
DNA ligasa para unir al vector con el fragmento de DNA amplificado. Ademas, la
desfosforilacién del vector favorece que la introduccion del plasmido unido al vector en
bacterias sea mas eficiente, ya que un DNA circular transforma mas eficientemente
bacterias que un DNA linear desfosforilado. Sin embargo esto no garantiza que las

bacterias transformantes no lleven un vector religado, pero si disminuye la probabilidad.
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Una vez que el vector se desfosforila, la fosfatasa alcalina se inactiva y se prepara la
reaccion de ligacion. Al terminar la reaccion de ligacion se transforman bacterias
competentes, con el producto de la reaccion de ligacion. En este paso se observé que,
a pesar que se cuidaron las condiciones de la reaccion, como temperatura, tiempo de
incubacion y concentracion de sales, no se obtenian bacterias transformantes. Para
revisar todos los factores que pudieran interferir en la clonacion, se manejaron
controles de eficiencia de la transformacion, del funcionamiento de las enzimas
utilizadas y de las condiciones ideales de cada reaccion. Aun controlando todas las
variables, no se obtenian colonias transformantes. El paso decisivo para la obtencion
de colonias transformantes después de revisar protocolos y condiciones de cada paso,
fue la precipitacion de la reaccion de ligacion. Se ha observado de manera
experimental, que las soluciones buffer en las que las enzimas trabajan, afectan la
viabilidad de algunas cepas de E.coli, debido a esto se precipitd la reaccion de ligacion
y se resuspendid en agua para transformar bacterias quimicamente competentes
[103]. Para saber si las bacterias que crecieron en medio con presencia de ampicilina
contenian el vector con el fragmento de DNA se realizé un andlisis de restriccion.

Un analisis de restriccion se basa en la seleccion de endonucleasas que tienen
secuencias blanco en el vector y en el gen, de forma tal que al cortar el plasmido se
generan fragmentos de DNA que dan un patron de corrida Unico en un gel de agarosa.
A este patron de corrida se le conoce como patron de restriccion [104, 115]. Mediante
un analisis de las secuencias que tienen las enzimas dentro del vector y el gen (mapa
de restriccidén) se puede realizar un mapa de restriccion teorico del plasmido deseado,
donde se pueden predecir las bandas que se pueden visualizar en un gel de agarosa

para asi poder determinar las bandas resultantes del proceso de digestion llevado a
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cabo por las endonucleasas seleccionadas y saber si el inserto esta dentro del
plasmido, asi como la orientacién en la que se inserto el fragmento dentro del vector.
Las enzimas para realizar el andlisis de restriccion se eligieron bajo tres criterios: el
primero fue que la enzima tuviera una secuencia blanco dentro del vector pero no
dentro del gen de R-Ras, esto con la finalidad de linearizar el plasmido y comparar en
un gel de agarosa la longitud del plasmido solo y del plasmido purificado. La enzima
gue cumplia con este criterio fue Xho I. Esta enzima corta al vector pIRES-hrGFP-1a en
un solo sitio generando un plasmido lineal, en la figura 9 se observa la diferencia de
longitudes entre el vector solo y el vector con el inserto, esta diferencia no es muy
grande, como se esperaba, ya que el DNA insertado solo consta de 680 pb.

El segundo criterio de seleccién, fue una enzima que lograra liberar el fragmento de
DNA y obtener un gel de agarosa donde se observara el fragmento clonado liberado y
el vector solo. Esto se realizd para asegurarse que el fragmento de DNA clonado
dentro del vector fuera el mismo que se amplific6. Las bandas que se esperaban en el
gel eran una banda cercana a 700 pb y otra de 5.0 Kb (Fig. 10).

Finalmente para determinar la direccién del vector se eligi6 una enzima que tuviera
secuencias blanco dentro del vector y dentro del gen de R-Ras. Nuevamente se realizé
un analisis del mapa de restriccidon tanto del vector como del gen de R-Ras y se eligio a
Hind Ill. Esta enzima tiene secuencias blanco en el nucleétido 11y 114 de R-Ras y en
el nucledtido 1047 del vector pIRES-hrGFP-1a. Con estos cortes se realizé un mapa de
restriccion tedrico del plasmido deseado (Fig. 11b) y se determind que las bandas
esperadas en un gel de agarosa serian de 100 pb, de 1000 pb y de 4500 pb, si el gen
se insert6 en orientacion correcta. En la figura 12 se observan las bandas esperadas en

los carriles 11, 12 y 14. Estas bandas nos indican que la orientacion del vector es la
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correcta, ya que si se observa una sola banda como en el caso de los carriles 2, 3,5y
6, nos indica que el DNA amplificado no se inserto; si se ven otras bandas como en el
caso de los carriles 4, 7, 9 nos indica que el DNA esta insertado en la orientacién
incorrecta. Los plasmidos que mostraron los tres patrones de restriccion correctos se
eligieron para enviarlos a secuenciar. La secuencia reveld que el gen clonado
corresponde a R-Ras silvestre (Fig.14).

La uUnica proteina que se logré clonar mediante clonacion direccionada en todos los
casos fue R-Ras silvestre. A pesar que se siguié la misma metodologia, las mutantes
de R-Ras no se pudieron clonar. Esto probablemente se debié a una contaminacion de
los reactivos empleados en la PCR con el DNA molde de R-Ras silvestre. Para obtener
los plasmidos faltantes se optd por la mutagénesis dirigida, ya que es una técnica muy
sencilla comparada con una subclonacién y se ahorra tiempo debido a que se emplea
un kit comercial.

La mutagénesis es una metodologia usada para realizar un cambio en la secuencia de
bases en el DNA [104, 116]. Los cambios en la secuencia pueden ser dirigidos de
manera diseflada (mutagénesis dirigida) o de manera aleatoria, para ello se usan
modelos de organismos o cultivos celulares (in vivo) o vectores donde previamente se
ha clonado el gen donde se desea realizar la mutacion (in vitro) [117]. La mutagénesis
in vitro puede utilizar como molde, DNA de una sola cadena (ssDNA) o DNA de doble
cadena (dsDNA). Los métodos que emplean ssDNA como molde son laboriosos y
requieren mucho tiempo para la subclonacion y recuperacion del DNA [104]. Por otro
lado existen kits comerciales que utilizan diversas metodologias para realizar la
mutagénesis dirigida en las que se usa como molde el DNA de doble cadena y

oligodesoxinucledtidos disefiados donde se inserta la mutacion deseada [116]. Uno de
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los kits mas usados es el QuikChange de Agilent Technologies. Este sistema utiliza la
reaccion en cadena de la polimerasa en donde se desnaturaliza el DNA templado, se
alinean y extienden los oligos disefiados y se polimeriza el DNA. La polimerizacién del
DNA es llevada a cabo por una DNA polimerasa que tiene una alta fidelidad para
realizar la polimerizacién. Con esto se generan moléculas de DNA de una sola cadena
qgue contiene la mutacién deseada. Posteriormente se utiliza una endonucleasa (Dnp |)
gue digiere DNA que contiene secuencias metiladas y hemimetiladas, las cuales se
encuentran solo en el DNA molde, dejando solo el DNA de una sola cadena con la
mutacion deseada. El siguiente paso es la transformacién de bacterias competentes
con el producto de la reaccion, donde el DNA de cadena simple mutado es convertido a
su forma bicatenaria in vivo. Las bacterias que son capaces de expresar el plasmido
son aisladas para posteriormente purificar el plasmido y determinar si la mutacion
deseada se encuentra dentro del gen.

La mutagénesis se realiz6 como se indica en la metodologia y se obtuvieron bacterias
transformantes de las cuales se purificd el DNA plasmidico y se envid a secuenciar. La
secuencia confirmé que las mutaciones en los aminoacidos en las posiciones 38, 41,
43 y 87 de R-Ras se obtuvieron correctamente (Fig. 14). Durante la obtencién de todos
los plasmidos que codifican para R-Ras silvestre y sus diferentes mutantes, se
comenzO a trabajar con la linea celular para determinar el mejor método de
transfeccion y establecer las condiciones para introducir el DNA plasmidico en la linea
celular de linfocitos T.

La transfeccion celular es una técnica que introduce acidos nucleicos en las células
para producir células genéticamente modificadas. Es usada para el estudio de genes

asi como la funcion y regulacion de una proteina [118]. En el laboratorio esta técnica ha

80



sido utilizada para estudiar el funcionamiento de diversas proteinas en leucocitos; sin
embargo estudios previos han mostrado que la eficiencia de la transfeccion en estas
células es muy baja, debido, principalmente, a que son células que crecen en
suspension, llevan a cabo una rapida digestion de los materiales endocitados y
especificamente los linfocitos T no realizan el proceso de endocitosis, por lo que los
meétodos de transfeccion mas usuales como los quimicos no son adecuados para este
tipo de célula, ya que el principio de estos métodos esta basado en la endocitosis que
realiza la célula. Por otro lado una transfeccién transitoria en este tipo de célula es la
mas viable debido a que se obtiene en un tiempo relativamente corto de tiempo y es
mas eficiente (10 veces mayor) que las transfecciones estables. Debido a que las
células como los linfocitos T son dificiles de transfectar se decidi6 obtener una
transfeccion transitoria [119-125].

En este estudio, para obtener una linea celular que exprese de manera transitoria a R-
Ras, utilizamos el vector pIRES-hrGFP-1a, el cual, como ya se expuso anteriormente,
expresa, de manera simultanea, al gen clonado y a la proteina verde fluorescente. Esta
caracteristica es muy importante, ya que si se tuviera un vector que generara una
proteina fusionada puede afectar el funcionamiento de R-Ras en la célula debido a que
las modificaciones postraduccionales ubicadas en su carboxilo terminal estan
asociadas a su localizaciébn en la membrana, lo cual es indispensable para poder
interactuar con sus moléculas efectoras y desencadenar las vias de sefializaciéon en las
gue participa [47, 55, 59-62]. También nos permite monitorear la expresién de R-Ras
con la proteina verde fluorescente y medir los efectos de la proteina en las células
transfectadas con el plasmido que la codifica, aun si hay una sola célula transfectada

[104, 124]. Para llevar a cabo la transfeccion, existen diferentes métodos para células
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de mamiferos. Uno de los métodos més efectivos de transfeccién usados en células
gue crecen en suspension es la electroporacion. Este método de transfeccién es uno
de los métodos fisicos mas usados; el mecanismo por el cual introduce el DNA en las
células no es del todo claro, sin embargo se deduce que al utilizar un pulso eléctrico
altera la membrana plasmatica y hace poros en la membrana por donde los acidos
nucleicos pueden pasar [104, 118]. Este método ademas no es toxico para la célula y
puede transfectar un gran nimero de células al mismo tiempo. Sin embargo también es
una técnica donde se reporta una viabilidad celular del 50 % después de la transfeccion
en algunas lineas celulares [121]. Los parametros criticos para obtener una alta
eficiencia de la transfeccién con estas células es el pulso (voltaje y capacitancia) asi
como la solucion buffer que se utiliza para la electroporacion. [118-120]

Para determinar las condiciones de pulso 6ptimas se probaron diferentes condiciones
reportadas en la literatura donde se realizaron transfecciones con lineas celulares de
linfocitos T, como células Jurkat o células Molt-4 [105, 108, 110, 126]. Como se
describié en la metodologia, se probaron 3 condiciones de pulso, se varié también el
namero de células y la cantidad de DNA plasmidico. Aunque hay soluciones buffer que
son recomendables para usar en la electroporacién, para células sensibles como los
linfocitos se ha reportado que la viabilidad de las células es mayor si se utiliza medio
completo, aunque los iones, como el magnesio o el calcio, presentes en el medio
pueden disminuir la eficiencia de la transfeccion [119]. En las condiciones donde se
encontré una mayor eficiencia se utilizé un puso de 250 V y 900 uF de capacitancia
utilizando medio completo como buffer en la transfeccion [119].

Durante la busqueda de las condiciones donde se obtuvieran células transfectadas, se

observd que la calidad del DNA es un parametro determinante para obtener células
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transfectadas, debido a la presencia de endotoxinas producidas por las bacterias,
RNAsas, o cualquier otra proteina residuo de la purificacién del plasmido que pudieran
afectar la viabilidad de la célula. Esto se observé ya que el DNA utilizado en los
primeros ensayos se purificO por columnas comerciales y no se obtuvieron células
transfectadas. Por lo que se decidi6 purificar el DNA por el método de gradiente de
Cloruro de Cesio- Bromuro de Etidio. Este método asegura que el DNA purificado esté
libre de endonucleasas, toxinas, RNAsas, RNA o cualquier otro residuo de la
purificacion que pudiera afectar la entrada del DNA a la célula o la viabilidad de la
misma [104, 119]. Ya que estos experimentos se realizaron al mismo tiempo que se
obtenia el plasmido de las diferentes mutantes de R-Ras y s6lo se contaba con el que
codificaba para R-Ras silvestre, las pruebas de transfeccion se realizaron con el vector
R-Ras-wt-pIRES vy el vector vacio.

Una vez obtenidas las células transfectadas, éstas se observaron bajo microscopia de
fluorescencia, donde se vio que muy pocas células expresaban GFP, por lo que se
decidio determinar la eficiencia de la transfeccion usando el citmetro de flujo.

Los métodos mas comunes para determinar la eficiencia de la transfeccién de un vector
gue se expresa de manera transitoria se basan en la deteccién de la expresién de
genes reporteros como la B-galactosidas, la luciferasa o la proteina verde fluorescente
[123, 127]. Estos genes pueden introducirse a la célula ya sea por un plasmido que
codifique solo al gen reportero y al mismo tiempo otro plasmido que codifique al gen de
interés o dentro de un plasmido que codifique para ambos genes. Generalmente en las
transfecciones transitorias es muy usado este tipo de genes ya que no se pretende que
el gen se exprese de manera estable por lo que el gen reportero es de mucha ayuda

para determinar el nimero de células que expresan el DNA introducido. La proteina
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verde fluorescente es uno de los genes reporteros mas usados, de hecho a lo largo de
los afios se ha modificado su estructura ya sea para cambiar la longitud de onda en la
gue emite su fluorescencia o para aumentar la intensidad de la fluorescencia, ademas
se han introducido mutaciones para crear codones humanos y con ello aumentar la
eficiencia de la expresiéon en células de mamiferos [104, 127]. La expresion de GFP es
usualmente detectada por microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo [127].
La fluorescencia de la proteina nos permite monitorear la expresion del gen en tiempo
real y su localizacion mediante la microscopia de fluorescencia o nos permite analizar y
clasificar las células a partir de una poblacion grande con una alta sensibilidad
mediante el citometro de flujo.

Para determinar la eficiencia de la transfeccién por citometria de flujo (FACS; del inglés
fluorescence-activaded cell sorter) se detecto la fluorescencia emitida por las células
gue expresaban la GFP. Esto indicé una eficiencia de transfeccién de 70 %. Las células
positivas a GFP se separaron por cell sorting, y se recuperaron para mantenerlas en
cultivo por dos semanas. Al cabo de este tiempo, la expresion de GFP se perdia.

Una vez que se determind la eficiencia de la transfeccion y el tiempo de maxima
expresion de la GFP, se procedi6 a determinar las condiciones para identificar
integrinas a totales en las células Jurkat.

Las integrinas son moléculas de adhesidon que se encuentran expresadas en la
superficie celular en un estado de baja afinidad a su ligando. Para que las integrinas
puedan unirse a sus moléculas blanco necesitan ser estimuladas por una serie de
sefales intracelulares conocidas como sefialamiento de adentro hacia afuera [30, 32,
33]. Estas sefiales tienen como objetivo la reorganizacion del citoesqueleto para que la

talina se una a la porcidén citoplasmatica de las integrinas, generando asi cambios
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conformacionales hacia sus porciones extracelulares, donde el ligando puede unirse. A
este proceso de cambio de afinidad a su ligando se le llama activacion de las integrinas
[29, 36]. Cuando las integrinas son activadas, el cambio conformacional que se lleva a
cabo, resulta en la exposicion del sitio de unién inducido del ligando (LIMBS, por sus
siglas en inglés Ligand Induced Binding Site), este sitio puede ser reconocido por
diferentes anticuerpos monoclonales [128].

Uno de los anticuerpos mas utilizados para el reconocimiento de integrinas Bl
activadas es el 15/7 que reconoce estos epitopes cuando las integrinas son inducidas
por la unién a sus ligandos, por lo que se asume que este anticuerpo puede reconocer
la union del ligando con la integrina [128]. Otro de los anticuerpos usados es el
CBRM1/5 que reconoce a las integrinas 2 en su conformacion activa. Este anticuerpo
es el unico que ha mostrado reconocer la regién a-l que es donde se une el ligando en
las integrinas que lo presentan [36]. Por otro lado, en diferentes estudios sobre la
activacion de las integrinas, reportan que los cationes divalentes como el Mg?*, Ca*" y
Mn?* tienen la capacidad de alterar la afinidad de las integrinas hacia su ligando. Se ha
reportado que el Mn** produce el mayor aumento en la afinidad de las integrinas a5p1
a fibronectina comparado con otros cationes (Ca®" y Mg®"). Estos resultados fueron
confirmados posteriormente con una gran variedad de integrinas. Por lo que el uso de
Mn?* ha sido muy utilizado como control positivo cuando se estudia la activacién de las
integrinas [33, 36, 128, 129].

La deteccién de integrinas expresadas a nivel basal en las células Jurkat se realiz6é con
la finalidad de establecer los parametros de comparacion entre células cultivadas sin
ser sometidas a la transfeccién con las células transfectadas. Como primer paso se

detectaron integrinas Bl y B2 que son las que se expresan de manera mayoritaria en
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estas células. Para identificar estas integrinas se utilizaron los anticuerpos TS2/16 y el
IB4 respectivamente. Como anticuerpo secundario se eligi6 un anti-lgG de ratén
acoplado al fluorocromo Alexa 647, el cual emite fluorescencia roja. Esto permite
diferenciar la fluorescencia verde de la GFP. El anticuerpo TS2/16 es una anticuerpo
gue identifica a la cadena 3 en los residuos 207-218 y pertenece al grupo de anticuerpo
llamados anti LIMBS (anti-ligand induced binding site), los cuales tiene la caracteristica
de activar a las integrinas y favorecer su unién al ligando [130]. Las células Jurkat en
las que se utilizé este anticuerpo para identificar a las integrinas 1, se encontraban en
cultivo y no habian sido estimuladas por ningun factor por lo que este anticuerpo solo
reconoceria la presencia de la cadena B1 de las integrinas en las células Jurkat. Sin
embargo este anticuerpo no identifico integrinas 1 en las células Jurkat a pesar que se
sabe que los linfocitos T expresan la integrina a4p1 y que este anticuerpo se ha usado
en diferentes trabajos en el laboratorio para identificar estas integrinas en diferentes
tipos celulares [131, 132]. Debido a esto se procedio a probar si el anticuerpo era capaz
de reconocer integrinas B1 en otro tipo celular como monocitos THP1 y neutrofilos
purificados de sangre periférica. Este anticuerpo si identifico a las integrinas Bl en
neutrofilos y monocitos pero no en las células Jurkat, lo cual sugiere fuertemente que
las integrinas ya estan en una conformacion diferente.

Con respecto a las integrina B2 se utilizo el anticuerpo IB4 para identificar a las
integrinas 2. Los linfocitos T expresan a la integrina oLPB2 y también en menor
cantidad las integrinas aMp2. Efectivamente, encontramos presencia de integrinas 32

en la membrana de las células Jurkat [131, 132]
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Para activar a las integrinas de las células Jurkat se utilizé el MnCl, y para la deteccion
de integrinas B1 activadas y 2 activadas se usaron los anticuerpos 15/7 y el CBRM1/5,
respectivamente. El anticuerpo 15/7 reconoce una region cercana al sitio de union al
ligando que se expone cuando es activada la integrina y se llevan a cabo cambios
conformacionales [130]. El anticuerpo CBRM1/5 por su parte reconoce una region
dentro del sitio del ligando en las integrinas aMf2 [36, 133].

Debido a que el anticuerpo 15/7 si identifico integrinas B1 activadas y el anticuerpo
TS2/16 no, surgio la interrogante de por qué el anticuerpo no estaba reconociendo a las
integrinas Bl expresadas en estas células. Se procedio entonces a marcar a las células
Jurkat sin y con presencia de Mn®* y ademas en presencia de EDTA para observar si
las integrinas B1 estaban en un estado activado. Se ha reportado que las integrinas
pueden estar en tres estados conformacionales, estado inactivo, estado activado y el
estado donde esta unido al ligando. Estos estados conformacionales pueden estar en
equilibrio. Al marcar a las células Jurkat con anticuerpo 15/7 se encontro deteccion de
integrinas 1. Al afiadir Mn?*, la unién del anticuerpo aumenté y en presencia de EDTA
no hubo uniéon del anticuerpo. Esto sugiere que algunas de las integrinas B1
expresadas en la célula ya se encuentran en un estado de activacion y que con la
presencia de Mn*, el resto de las integrinas son activadas. Estos resultados nos
llevaron a pensar que tal vez el anticuerpo TS2/16 no reconocia a las integrinas debido
a que ya se encontraban en un estado de activacion, por lo que se incubaron las
células con EDTA para tratar de eliminar cualquier cation que estuviera presente en la
célula y favorecer el estado inactivo. Sin embargo se obtuvieron los mismos resultados,

el anticuerpo TS2/16 no identificd a las integrinas B1. Estos resultados sugieren que el
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anticuerpo TS2/16 no es capaz de identificar a las integrinas 1 en estas células debido
a que se encuentran en una conformacion, en la cual, no se expone la epitope que
identifica este anticuerpo en la cadena 1.

En presencia de Mn?*, el anticuerpo CBRM1/5 se unié un poco a las células. Esto
indica que las integrinas B2 también se activaron por la presencia de Mn**, aunque
aparentemente muy poco. Por otro lado, el tratamiento de monocitos con Mn?* también
llevé a un pequefio aumento en la union del anticuerpo CBRM1/5 (Fig. 26). Esto nos
sugiere que el tratamiento con Mn?* puede activar integrinas B2 en estas células, pero
no eficientemente como lo refleja la unién del anticuerpo CBRM1/5.

Finalmente, durante todo el trabajo de investigacion sélo se pudieron obtener los
diferentes plasmidos que codifican para R-Ras silvestre y sus diferentes mutantes asi
como determinar condiciones de transfeccion con una eficiencia del 70%, sin embargo
no se pudieron establecer las mejores condiciones para detectar la activacion de
integrinas en estas células, por lo que hay que buscar otras alternativas para observar

el efecto que tiene R-Ras sobre la activacion de las integrinas en linfocitos T.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Se construyeron 5 plasmidos cada uno de los cuales codifica para la proteina R-
Ras wt, R-Ras 38V, R-Ras 41A, R-Ras 43N y R-Ras 87L respectivamente,
ademas todos ellos expresan la proteina verde fluorescente de manera
simultanea.

2. Los plasmido obtenidos son una herramienta util para la obtencion de lineas
celulares donde se pueda estudiar el efecto de R-Ras con la ayuda de la
expresion de GFP que se expresa de manera simultanea a R-Ras.

3. Para la determinacién de las integrinas expresadas en las células Jurkat se
encontré que los anticuerpos utilizados no son los adecuados para estas células,
por lo que se tiene que hacer uso de otros anticuerpos que reconozcan de
manera basal a las integrinas Bl y a las integrinas activadas 2 expresadas en
estas células para poder medir el efecto de R-Ras sobre las integrinas en
linfocitos T, por medio de la aplicacion de la citometria de flujo como método de

deteccion.
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X. ANEXOS

10.1 Enzimas de restriccién que tienen secuencias blancos dentro del
vector pIRES-hrGFP-1a.

Enzima Frecuencia Posicion donde se encuentra el sitio de restriccion
Aatll 4 127, 180, 263, 449

Acc65I| 2 1264, 2130

Accl 1 705

AfllN 5 1138, 1313, 1492, 2571, 4927

Ahdl 1 3321

Alw44| 3 1300, 3993, 4613

AlwNI 2 1419, 4513

Apal 2 936, 3216

Apol 4 693, 2499, 2603, 2614

Aval 4 680, 710, 1644, 1989

Avall 2 3464, 3686

BamHI 1 687

Banl 7 471, 1116, 1264, 1569, 21302838, 3274
Banll 5 651, 936, 1601, 2872, 3216

Bbel 1 1569

Bbsl 4 956, 1056, 1829, 2021

Bcivi 2 3103, 4718

Bcell 1 2342

Bfal 9 598, 676, 975, 1342, 25342952, 3516, 4181, 4434
Bgll 6 90, 212, 283, 1119, 2211 3440

Binl 1 974

Bpml 4 648, 1470, 2016, 3411

Bpul0l 1 1598

BsaAl 5 344, 1137, 1491, 2028, 2799

BsaBl 1 2343

BsaHlI 6 127, 180, 263, 449, 1569 3862

Bsal 2 2061, 3393

Bsaw!I 3 3617, 4574, 4721

BseMll 8 1599, 2320, 3165, 3283, 38234121, 4244, 4653
BseRl 2 1222, 1761

Bsgl 2 1548, 2109

BsiEl 5 668, 2185, 3693, 3842, 4590

BsiHKAI 5 651, 1300, 3908, 3993, 4613

BsmaAl 4 435, 2061, 3115, 3393

BsmFI 5 167, 318, 486, 1361, 2297

Bsml 4 969, 1002, 2430, 2529

Bsp120I 2 936, 3216

Bsp1286I 9 651, 936, 1300, 1601, 28723216, 3908, 3993, 4613
BspHI 4 1450, 2339, 3111, 4207

BspLU11l 2 1313, 4927

BspMI 1 1153

BsrBI 3 671, 2943, 3107

BsrDI 3 927, 3380, 3562

BsrGl 1 1867

BssSI 4 2058, 2112, 3990, 4754

BstEll 1 816

BstF5I 10 724, 772, 1252, 1526, 15951667, 2003, 3306, 3487, 3774
BstXI 2 656, 1399

Bsu36l 2 3164, 4120

Cfr10l 6 876, 1434, 1683, 1839, 2902 3406

Ddel 8 1599, 2320, 3165, 3283, 38234121, 4244, 4653
Dral 4 2385, 3901, 4151, 4170

Dralll 2 1181, 2796

Drdl 2 2750, 4819

Dsal 6 366, 659, 1356, 1405, 1501 3212

Eael 5 668, 853, 1126, 1396, 3714

Earl 2 1961, 4115

Ecl136ll 1 651

Eco52I 1 668

Eco57I 4 1247, 1425, 4008, 4400

Eco72I 2 1137, 1491

EcoNI 1 1754

Eco0109I 5 935, 1291, 1344, 2314, 3216

EcoRI 1 693
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Ehel 1 1569

Faul 7 91, 117, 284, 1605, 16802945, 2999

Fokl 10 724, 772, 1252, 1526, 15951667, 2003, 3306, 3487, 3774
Fspl 3 1948, 2205, 3546

Haell 4 1569, 2948, 2956, 4683

Hoal 6 523, 703, 3029, 3863, 4248 4826

Hincll 2 705, 2446

Hindlll 1 1047

Hpal 1 2446

Kasl 1 1569

Kpnl 2 1264, 2130

Miul 1 2571

Mscl 1 1396

Msll 7 367, 657, 1400, 1952, 35743733, 4092
MspA1l 9 659, 1091, 1542, 1922, 19372076, 3959, 4342, 4587
Munl 1 2435

Nael 2 1683, 2902

Narl 1 1569

Ncil 7 680, 681, 939, 3171, 3508 3859, 4549

Ncol 4 366, 1405, 1501, 3212

Ndel 1 239

NgoMIV 2 1683, 2902

Nhel 1 597

Notl 1 667

Nsil 1 1

Nspl 5 699, 1304, 1313, 1945, 4927

Plel 8 416, 708, 1209, 2165, 27282750, 3321, 4557
Ppulol 1 1

Psp1406! 3 845, 3551, 3924

Pstl 2 1440, 1845

Pvul 2 2185, 3693

Pvull 3 1542, 1937, 2076

Sacl 1 651

Sacll 1 659

Sall 1 705

Sapl 1 1961

Shfl 1 1439

Scal 1 3804

Schi 8 416, 708, 1209, 2165, 27282750, 3321, 4557
SexAl 1 2133

SfaNI 7 373, 1253, 2492, 3573, 37834013, 4840

Sfel 9 1071, 1440, 1845, 1934, 21583020, 3567, 4471, 4662
Smal 1 680

Smli 6 710, 1225, 3946, 4282, 4559 4821

SnaBl 1 344

Sphl 1 699

Srfl 1 679

Sspl 2 2591, 3144

Styl 7 366, 974, 1405, 1501, 1564 2300, 3212

Tatl 7 223, 303, 336, 387, 17861867, 3804

il 4 2265, 2289, 3160, 4953

Tsp4sl 4 1560, 2975, 3583, 3794

TspRI 9 1175, 2525, 3268, 3373, 37203747, 4242, 4513, 4526
Vanoll 1 1270

Vspl 2 12, 3497

Xeml 1 1852

Xhol 1 710

Xmal 1 680

Xmnl 3 1031, 1979, 3921
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10.2 Enzimas de restriccion que tienen secuencias blanco dentro del gen

de R-Ras wt
Enzima Frecuencia Posicién donde se encuentra el sitio de restriccion
AlwWNI 1 401
Apol 1 18
Asel 1 352
Aval 2 2,84
Banl 1 504
Banll 4 9, 30, 615, 626
Bbel 1 508
Bbvl 3 23, 587, 644
BceAl 1 344
Balll 2 226, 455
Bme1580I 1 637
Bmrl 1 624
Bpml 1 480
BsaAl 2 66, 518
BsaHlI 1 505
Bsawl 1 592
BsaXI 1 627
BsaxXI 1 597
BseYI 1 248
BsiHKAI 3 9, 30, 615
Bsll 3 69, 84, 518
BsmAl 2 99, 555
BsmBlI 1 555
BsmFI 3 67, 102, 462
Bsp1286I 5 9, 30, 615, 626, 637
BspEl 1 592
BspHI 1 22
Bsrl 3 164, 173, 630
BsrFl 1 358
BssHII 1 151
BstAPI 3 314, 401, 581
BstBI 1 16
BstF5I 5 160, 169, 245, 244, 262
BstYI 2 226, 455
Btgl 2 274, 326
Btsl 1 239
Dralll 2 69, 518
Eael 2 323, 538
Earl 2 280, 393
Ecil 1 85
EcolCRI 3 7,28, 613
Eco57MI 1 480
Eco0O109I 3 81, 89, 476
Faul 4 269, 397, 577, 644
Fokl 5 147, 156, 231, 252, 249
Haell 2 473, 508
Hgal 2 537, 655
Hin4l 3 447, 479, 629
Hin4l 3 447, 479, 597
Hindlll 2 11, 114
Hpy8I 2 63, 560
Hpy188lll 5 23, 443, 459, 593, 673
Kasl 1 504
Mboll 4 236, 297, 380, 655
Mlyl 2 207,471
Mscl 1 325
MspALll 2 276, 578
Narl 1 505
Nspl 1 317
PfIMI 2 69, 518
Plel 2 207, 470
Pmll 2 66, 518
PpuMI 3 81, 89, 476
Pstl 1 234
Pvull 1 578
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Sacl
Sacll
SanDlI
Sapl
SfaNI
Sfcl
Sfol
Smal
Smill
Stul
Taqll
Tatl
TspRI
Xmal
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