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18 Anexos ........

1 Abreviaturas

Akt/PKB Proteina Cinasa B

APC Poliposis adenomatosa de colon

CKla Caseina Cinasa la

Dvl Disheveled

Fzd Frizzled

GSK-3 Glucégeno sintasa cinasa 3

LRP Proteina relacionada a la lipoproteina de baja densidad
LEF/TCF Factor potenciador de linfocitos / Factor de células T
CK-1 Cinasa de caseina 1

LRP Proteina relacionada a la lipoproteina de baja densidad
MVBs Cuerpos multivesiculares

Myr.PKCCZ.PS Inhibidor farmacolégico de PKC(

PI3K Fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato

PKC Proteina Cinasa C

PLC Fosfolipasa C

SIRNA RNA pequeiio de interferencia

wnt Wingless-Int

2 Resumen

La ruta de sefializacibn Wnt juega un papel esencial en el mantenimiento de la
homeostasis del epitelio intestinal. Los eventos moleculares que llevan a la
regulacion de la actividad de GSK-3p por ligandos Wnt no se conocen con claridad.
En este trabajo, se encontré que PKC{ y GSK-3B se asocian, principalmente en
células tumorales de colon humano. La estimulacion con ligandos Wnt inducen una
rapida redistribucion de GSK-3B desde el citoplasma al nucleo en las células
malignas, y una transitoria fosforilacién mediada por PKC en GSK-3[3 ocurre en un
sitio distinto al de serina 9. Ademas, mientras que el tratamiento con ligandos Wnt
induce una disminucién en la fosforilacion mediada por PKC en GSK-3B en las
células no malignas, en las malignas aument6é esta fosforilacion. La inhibicion
farmacoldgica y el silenciamiento mediante un siRNA de PKCC bloquea estos
efectos, pero también evita la actividad basal constitutiva de GSK-3.

Mediante ensayos de actividad in vitro se demostrd que la fosforilacion mediada por
PKCC en GSK-3B mejorado la actividad, y esto se confirmé al pre-incubar las células
con un inhibidor de PKCC donde se abolio la actividad basal.



Mapeamos la serina (Ser) 147 de GSK-3B como el sitio fosforilado por PKCC; su
mutacion en alanina inhibe la actividad de GSK-3f, que resulta en la estabilizacién
de B -catenina y un aumento en la actividad transcripcional, mientras que la
sustitucién fosfo-mimética de Ser 147 por acido glutamico (E), mantiene la actividad
basal de GSK-3B. Por lo tanto, nuestros resultados indican que, PKC(¢ fosforila a la
GSK-3B en la Ser 147 para mantener la actividad constitutiva de GSK-3B en las
células en reposo, y que la estimulacién con ligandos Wnt modifica la actividad de
GSK-3B en una manera opuesta en células epiteliales de colon normales y
malignas.

3 Abstract

Canonical Wnt signaling plays a key role in maintaining colonic epithelium
homeostasis. The molecular events that drive Wnt-induced regulation of GSK-3[3
activity are poorly defined. In this study we found that PKC{ and GSK-3f interact in
vivo mainly in colon cancer cells. Wnt stimulation induced a rapid GSK-33
redistribution from the cytoplasm to the nuclei in malignant cells, and a transient
PKC-mediated phosphorylation of GSK-3[3 at a different site from that of serine 9. In
addition, while Wnt treatment induced a decrease in PKC-mediated phosphorylation
of GSK-3B in non-malignant cells, in malignant ones this phosphorylation was
increased. Pharmacological inhibition and siRNA-mediated silencing of PKC(
abolished all of these effects, but unexpectedly, also abolished the constitutive basal
activity of GSK-3.

In vitro activity assays demonstrated that GSK-3B phosphorylation mediated by
PKCC enhanced GSK-3p activity and confirmed that cell pre-incubation with a PKC(¢
inhibitor abolished basal activity. We mapped Ser 147 of GSK-33 as the site
phosphorylated by PKCC, i.e., its mutation into alanine abolished GSK-3f activity
resulting in 3 -catenin stabilization and increased transcriptional activity, whereas
phosphomimetic substitution of Ser 147 by glutamic acid maintained GSK-3[3 basal
activity. Thus, our results indicate that PKCC phosphorylates GSK-38 at Ser 147 to
maintain the constitutive activity of GSK-3 in resting cells, and that Wnt stimulation
modifies the GSK-3[3 activity in an opposite manner in normal and malignant colon
epithelial cells.

4 Introduccién

La carcinogénesis colorrectal (CCR) es una de las enfermedades mas frecuentes
que ocupa el 3er lugar en incidencia y el 4to en mortalidad a nivel mundial. En
México el GLOBOCAN (1) 2012 reporta una incidencia de 3,995 casos (4.8%) y una
mortalidad (5 afios) de 2,166 casos (5.4%) (Figura 1).



La region inferior del tracto gastrointestinal (colon y recto) tiene como principal
funcién la reabsorcién de iones y agua, pues la absorciéon de la mayor parte de los
nutrientes ocurre primero en el intestino delgado. La pared del colon esta compuesta
por diferentes capas: mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa. El epitelio
gue cubre el tubo intestinal es de tipo columnar simple, y forma un gran nimero de
profundas invaginaciones hacia el interior de la lamina propia (formada por tejido
conectivo laxo) denominadas criptas de Lieberkihn. El epitelio intestinal se
caracteriza ademas por estar sujeto a una continua renovacién a expensas de
células troncales durante toda la vida del organismo, renovandose en promedio en 3
a 4 dias. Esta tasa de renovacion, la mas rapida de los epitelios del organismo
humano, lo hace susceptible a la transformacion maligna (2).

Las células absortivas o enterociticas junto con las células caliciformes que son las
mas abundantes en el epitelio coldnico, estan polarizadas y se caracterizan por la
presencia en la membrana apical de microvellosidades que forman un borde en
cepillo donde se localizan hidrolasas como la sucrasa-isomaltasa (Sl), la lactasa, la
aminopeptidasa N (APN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV) y la fosfatasa alcalina
(AP) que se utilizan como marcadores moleculares.

Las células mucosecretoras o células caliciformes al igual que las absortivas son
células polarizadas que tienen un nucleo basal caracterizado por la secrecion de
moco lubrificante 'y sirve para dar proteccion al epitelio compuesto
fundamentalmente por mucinas, siendo MUC2 la predominante en el colon.

Una de las caracteristicas que diferencia el epitelio colénico del intestino delgado es
la ausencia de células de Paneth (a excepcidén del colon ascendente), la poca
representacion de células enteroendocrinas y su abundancia en células
mucosecretoras.

La homeostasis celular del epitelio intestinal se mantiene por un balance dindmico
entre la divisiébn celular continua, la diferenciacion celular y la apoptosis, con el
desprendimiento de células en la superficie de las criptas coldnicas: las células
precursoras que resultan de la division asimétrica de células troncales proliferan en
la parte baja de la cripta y migran de manera continua hacia las zonas més apicales
en donde se diferencian en los linajes absortivos y secretorios, y al final del trayecto
culmina con la muerte celular por apoptosis y el desprendimiento de las células
hacia el lumen.



Figura 1. Cancer en el mundo 2012 (Imagen tomada y modificada de (1)).

La evidencia experimental actual indica que la ruta de sefalizacion “Wnt” es la
fuerza dominante en el control de esta homeostasis, y que cuando esta alterada se
produce cancer (3). La GSK-3pB, identificada originalmente como reguladora del
metabolismo del glucégeno, es un elemento clave de la via de sefalizacion Wnt que
participa como un regulador de la homeostasis en el colon (Figura 2).

5 Glucogeno sintasa cinasa 3

La GSK-3 se descubrid y purifico en 1980 a partir del masculo esquelético de
conejo, forma parte de la familia de proteinas cinasas activada por mitdgenos (MAP)
y es fundamental en varias vias de sefalizacion (4). Se identificaron tres formas de
glucdgeno sintasa cinasa; la glucégeno sintasa cinasa 3, glucégeno sintasa cinasa 4



y la glucdgeno sintasa cinasa 5, que regulan la glucdgeno sintasa mediante la
produccion de diferentes niveles de fosforilacion (5). La Glucégeno Sintasa Cinasa 5
se refiere como caseina quinasa-2 (CK2) y es un cebador de la glucégeno sintasa
gue se fosforila por GSK-3 (6, 7).

Figura 2. Estructura del epitelio intestinal del colon en adultos.

GSK-3 es una cinasa de residuos de serina y treonina. Regula importantes procesos
celulares como los sistemas de sefializacién acoplados a factores de crecimiento
(como la insulina) y la via de sefalizacibn Wnt, ademas en la sintesis proteica, la
proliferacion, diferenciacién, metabolismo, ciclo celular, desarrollo embrionario y
apoptosis. Todas estas funciones se basan en el gran nimero de sustratos que es
capaz de regular. Se han propuesto mas de 100 proteinas como sustrato de GSK-3,
tales como los factores de iniciaciébn, componentes del ciclo celular, factores de
transcripcion, proteinas implicadas en la dinamica de los microtdbulos, adhesion
celular, proteinas que participan en la regulacion del metabolismo entre otros. Sus
funciones estan asociadas a enfermedades como Alzheimer, diabetes, trastornos
bipolares y cancer (8, 9 y 10), que son mortales y de alta frecuencia en la poblacion,
por lo que es importante conocer el mecanismo de regulacion de esta proteina
cinasa ya que en la via de sefializacion Wnt no es claro, y porque el conocimiento
generado se podria utilizar en el desarrollo de una nueva generacion de farmacos
con potencial accion sobre la progresion de diversas enfermedades en las que esta
asociada (Figura 3).



Figura 2. Funciones en las que participa GSK-3.

5.1 Isoformas

La GSK-3 de mamiferos se clon6 de cerebro de rata y se identificaron dos isoformas
como productos de genes distintos (GSK-3a y GSK-3B). En humanos GSK-3a y
GSK-3B se asignaron a los cromosomas 19g13.2 y 3g13.3, respectivamente
(11,12). El hecho de que el fenotipo de los knockout de cada una de las isoformas
sea diferente, indica que no existe redundancia funcional entre ambas, sino que
cada una cumple funciones especificas. A nivel de proteina, GSK-3a y GSK-3B son
altamente homoélogas (98%) en su dominio de cinasa; sin embargo, difieren en los
ultimos 76 residuos de la regién C-terminal. En el extremo amino, GSK-3a contiene
una extension rica en glicina, razén por la que posee un mayor tamafio que
corresponde a 51 kD. Esta region esta ausente en GSK-3B que resulta en un
tamafio mas pequefio de 47 kD. En el extremo carboxilo terminal, las isoformas de
GSK-3B comparten una identidad de 36% en su secuencia de aminoacidos (Figura
4). Se identific6d una variante de GSK-3 por splicing alternativo, GSK-332 y GSK-
3B1; su dominio catalitico esta altamente conservado, sin embargo, GSK-332 tiene
una insercién de 13 de aminoacidos. Aunque originalmente fue aislada a partir del
musculo esquelético de conejo, la GSK-3 se ha identificado en varios tejidos y
ambas isoformas se cree que presentan una expresion ubicua (9, 13, 14). A nivel
celular se localiza predominantemente en el citosol (15) pero también se ha
identificado en la mitocondria y nucleo (15, 16), donde presenta mayor actividad en
comparaciéon con el compartimiento del citoplasma (17). Se demostré una secuencia
de localizacién nuclear dinamica de GSK-3[ en respuesta a la progresién del ciclo
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celular (18), estimulos apopototicos (19,20), y mediante la interaccion de GSK-3 con
la proteina de union FRAT (21). La localizacion subcelular de GSK-3a se ha
estudiado menos. En cerebelo de rata se observa en el citoplasma y el nucleo pero
estd excluida de la mitocondria (22). También exhibe un comportamiento nuclear
dinAmico a través de la interaccidbn con FRAT (21) pero las respuestas a otros
estimulos no se han reportado. GSK-3a y GSK-3 muestran una deteccion nuclear
homologa dentro del dominio catalitico que influye en la distribucion de GSK-3f3
(23); para esto son importantes los primeros nueve aminoacidos de GSK-3B (23) y
podrian tener una funcién similar en GSK-3a ya que estos residuos se conservan en
gran medida.

Gly rich Kinase domain
1 [ |
of : | | R | | 51 kDa
S21 Y279
Bl . | . . | |47 kDa
S9 Y2£6 T390
A}(T ZAK1 P38MAPK
PKC Fyn
PKA

Figura 4. Las isoformas de GSK-3 (GSK-3a y GSK-3f) y sus caracteristicas.
5.2 Estructura

La estructura cristalina de GSK-3 va de 1.8 A -2.9 A por reemplazo molecular
utilizando datos de difraccion de rayos X (24). El analisis estructural demuestra que
GSK-3 adopta una estructura en pliegues que consiste en dos dominios, un N-
terminal y una cadena B que forman un dominio en forma de barril B y un a-hélice
en el dominio C-terminal. El sitio de union del ATP se localiza en la interfaz del
dominio a hélice y de la cadena B y esta bordeado por bucles ricos en glicina. El asa
de activacion (residuos 139 a 343) corre a lo largo de la superficie del sitio de union
del sustrato. Los residuos localizados en los extremos C-terminal (residuos 344-382)
estan fuera del nucleo de la enzima y forman un pequefio dominio que se compacta
contra el dominio a -hélice. ElI dominio de cadena B consta de siete hebras
antiparalelas, formando un barril B interrumpido por una corta hélice de 2-6 cadenas
(residuos 96-102). La hélice se conserva en todas las cinasas y dos de sus residuos
desempefian un papel clave en la actividad catalitica de la enzima: la Arg 96
participa en el alineamiento de los dos dominios, y Glu 97 se coloca en el sitio activo
y forma un puente salino con la Lys 85, un residuo clave en la catalisis (25).
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5.3 Regulacién de GSK-3

Dado que GSK-3p participa en multiples funciones, la regulacion de su actividad es
critica para asegurar la especificidad de las rutas de sefializacion en las que
participa. Aunque los mecanismos que regulan la GSK-3 no se conocen
completamente, su control preciso parece estar sujeto a mudiltiples niveles de
regulacion mediados por fosforilacion y otras modificaciones postraduccionales, por
regulacion de su localizacion subcelular y por interacciones proteina-proteina. El
mecanismo de regulacion mas estudiado de GSK-3 es la fosforilacion, llevado a
cabo por otras cinasas, y mas recientemente, a través de su autofosforilacion.

A diferencia de otras proteinas cinasas, GSK-3 es Unica por varias razones: 1°) es
una cinasa constitutivamente activa que es inactivada en respuesta a estimulos
celulares 2° la fosforilacibn de sus sustratos generalmente conduce a su
inactivacion o degradaciéon 3°) muchos de sus sustratos necesitan la presencia de
un fosfato “cebador” localizado cuatro aminoacidos C terminal respecto al sitio de
fosforilacion (26).

La regulacion por fosforilacion parece darse en todas las isoformas de GSK-3. La
actividad de la GSK-3 es inhibida significativamente por la fosforilacion en Ser 9 del
extremo N-terminal de GSK-3[3 o de la Ser 21 de GSK-3a. Varias cinasas pueden
fosforilar dicho residuo como las proteinas Akt/PKB, PKA, PKC, y p90 rsk entre
otras. Se sabe que esta fosforilacion inhibitoria de GSK-3 juega un papel importante
en la sefalizacion inducida por insulina y por factores de crecimiento, pero
exactamente como los ligandos Wnt suprimen la actividad de GSK-3[ ha continuado
siendo un misterio sin aclararse, a pesar de que un paso esencial en la ruta Wnt
candnica es la inhibicién de GSK-33, evidenciado por el uso de farmacos inhibidores
de la enzima, que mimetizan la activacion Wnt. La inhibicién en el extremo amino de
GSK-3 ocurre principalmente por fosforilacion que actla a modo de pseudo-sustrato
intramolecular, bloqueando el acceso al sitio catalitico de los sustratos
prefosforilados (27) ocasionando que la cinasa se pliegue sobre su propia secuencia
N-terminal.

GSK-3 es una de las 500 proteinas cinasas de mamiferos que tienen una fuerte
preferencia por los sustratos que ya estan fosforilados. La mayor parte de los
sustratos requieren una pre-fosforilacion en un residuo de 4 o 5 aminoacidos
localizados en la regidon C-terminal, la secuencia consenso general del sustrato es
Ser/ThrXXX (Phospho Ser/Thr), donde X es cualquier residuo (26). Sin embargo, los
sustratos propuestos pueden estar o no pre-fosforilados; no esta claro como los
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reconoce, en casi todos los ejemplos de sustrato pre-fosforilados, la falta de esto
reduce la fosforilacion por GSK-3 en un >90 %, lo que demuestra la importancia del
residuo fosforilado en el sitio C-terminal.

Se ha estudiado el efecto de numerosos factores de crecimiento capaces de
inactivar la GSK-3 a través de la via de sefializacién dependiente de la PI3K/Akt,
como es el caso del IGF-I (factor de crecimiento de la insulina), BDNF, y FGF-1
(factor de crecimiento de Fibroblastos) en cultivos primarios de neuronas granulares
de cerebelo, neuronas corticales, células HT22 (28) y en hepatocitos (29); el NGF
(factor de crecimiento nervioso) en células PC12, y el EGF (factor de crecimiento
endotelial) en células musculares. La via PI3K/Akt también regula la actividad de la
GSK-3 como respuesta al estrés celular y las proteinas de choque térmico inducen
la inactivacion. Todos estos casos convierten, en conjunto, a la via de la PI3K/Akt en
la principal via de inhibicion de la actividad catalitica de la GSK-3 a través de la
fosforilacion en los residuos de serina de su extremo amino. La cinasa dependiente
de AMP ciclico (PKA) y algunas isoformas de la proteina cinasa C (PKC) (a, Bll ,y ,€)
también son capaces de aumentar los niveles de fosforilacion de GSK-3 (30). PKA
es responsable de la inhibicion de GSK-3 en la sefializacion activada por endotelina
1 en la hipertrofia de las células musculares vasculares lisas. PKC participa en la
inhibicion de GSK-3 a través de la via de sefializacidon Wnt/Wingless (31) (Figura 5).

La fosforilacion de GSK-3 en sus residuos de tirosina 279/216, para las isoformas a
y B incrementan su actividad enzimatica (32). Esta fosforilacion permite la
relocalizacion del residuo en la estructura de la GSK-3 interaccionando con una
arginina préxima e incrementando el acceso de los sustratos y la actividad de la
cinasa. La defosforilacién de estos residuos reduce la actividad de la enzima como
se observa cuando se produce la activacion directa de la PKC en determinados
tipos celulares. Se ha descrito que los factores de crecimiento no varian la
fosforilacion en los residuos de tirosina, aunque existen evidencias de reduccion de
los niveles de esta fosforilacibn en tratamientos con insulina, EGF, frente a
estimulos proapototicos como dafio celular, privacion de NGF o tratamiento con
estaurosporina (inhibidor de PKC). Al igual que en el caso de los residuos de serina,
la fosforilacién de los residuos de tirosina esta ampliamente regulada por las vias de
sefializacion. En este sentido, el &cido lisofosfatidico induce, a través de las
proteinas Gal2/13, la activacion de la GSK-3 por fosforilacion en sus residuos de
tirosina en células N2A (33). Se conocen diferentes cinasas capaces de fosforilar
estos residuos, como es el caso de la tirosina cinasa ZAK-1 en Dictiostelium, o la
cinasa Fyn de la familia de las Src tirosina cinasas. De igual modo se ha descrito
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gue los incrementos transitorios de la concentracion intracelular de calcio
incrementan los niveles de fosforilacion en tirosina de la GSK-3 (34).

GSK-3 se fostorila en serina 389 y treonina 390 por p38MAPK inhibiendo su
actividad y resultando en una acumulacion de B-catenina y aumento en la expresion
de genes blanco Wnt. Este evento de fosforilacion no es una consecuencia directa
de la sefalizacion Wnt, sino debido a la activacion de p38MAPK. La inhibicion de la
fosforilacion en Thr390 puede implicar la adquisicibn de una conformacion
pseudosustrato, similar al mecanismo inhibitorio en serina 21/9. También se ha
descrito que la treonina 43, presente solo en la isoforma 3, que es fosforilado por
Erk (35) inhibe a GSK-3, sin embargo, hay pocos estudios acerca de este
mecanismo de regulacion.

Figura 5. Ejemplos de vias de sefializacion que regulan a GSK-3.

6 GSK-3B y la via de sefializacién Wnt

Otro mecanismo de regulacién de la GSK-3B es por interaccién directa con otras
proteinas a través de la formacion de complejos proteicos como la via de
sefializacion Wnt, donde la GSK-3 interviene tanto en la via candnica como en la
no canonica. El término Wnt fue acufiado por la combinacién de wg (wingless) y del
oncogen int. El gen wingless habia sido identificado originalmente como un gen que
controlaba la polaridad de los segmentos en Drosophila melanogaster, que se
expresa durante la embriogénesis y también en el adulto en la metamorfosis. Los
genes int se identificaron inicialmente como genes relacionados con los sitios de
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insercién de virus generadores de tumores en vertebrados y ambos genes son
homologos que comparten un origen evolutivo.

Los ligandos Wnt son glicoproteinas palmitoiladas ricas en cisteina secretados al
medio extracelular que participan en una variedad de procesos celulares entre los
que podemos mencionar la proliferacion, diferenciacion, migracion y polaridad
celular mediante la activacion de multiples cascadas intracelulares donde la via de
sefializacion Wnt candnica es la mas estudiada.

El elemento distintivo de la via Wnt canonica es la regulacion de los niveles de B-
catenina citoplasmaticos de B-cateninas. La 3 -catenina es una proteina de
localizacion dual: esta localizada tanto en la membrana plasmatica, asociada a
componentes del citoesqueleto como las cadherinas, como en el citoplasma. En
ausencia de sefializacion Wnt, la proteina B-catenina es fosforilada por las cinasas
de serina/treonina, caseina cinasa lo. en su grupo serina 45; esto a su vez permite la
fosforilacién por parte de la glucogeno sintasa cinasa 3p (GSK-3p) de los residuos
serina/treonina 41, 37 y 33. La interaccion entre estas cinasas y la B-catenina es
facilitada por las moléculas de andamiaje Axina y APC (Adenomatosus poliposis
coli), que en conjunto forman un complejo de degradacion de la B-catenina y que
también son fosforiladas por GSK-3 estabilizando de esta forma a la Axina y
propiciando la interaccion de APC con la -catenina. La B-catenina fosforilada es
reconocida por el sistema ubiquitin-proteosoma y subsecuentemente degradada (3).
En ausencia del ligando Wnt, este complejo de degradaciébn es muy activo y
mantiene los niveles de B-catenina citopldsmicos en un nivel bajo.

En presencia de ligandos Wnt, la sefial es reconocida por el complejo formado por
un receptor de 7 dominios transmembrana Frizzled y por el co-receptor LRP5/6 (Low
density lipoprotein receptor related proteins 5/6). La activacion de Frizzled lleva a la
fosforilacion y acumulaciéon de la proteina dishevelled (Dvl) que se sugiere es
mediada por ciertas subunidades de las proteinas G. Dvl promueve la translocacién
de la axina y de GSK-3B a la membrana plasmatica donde interaccionan con la
porcion citoplasmica del co-receptor LRP5/6. La GSK-3B fosforila residuos
conservados de serina y treonina de dominios PPPSxP en la parte citoplasmica del
co-receptor LRP5/6 que funcionan como sitios de anclaje para la union de proteinas
adicionales de axina, Dvl y otros complejos de LRP5/6 para formar el sighalosoma
(36) inhibiendo finalmente la actividad de GSK-3p y favoreciendo la estabilizacién y
acumulacion de la B-catenina en el citosol, o que lleva a su translocacion al nucleo
donde actua como cofactor transcripcional de miembros de la familia de factores de
transcripcion lymphoid enhancer factor/T-cell factor (TCF/LEF), para formar un
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complejo bipartito activo (37). Este complejo provoca la transcripcion de programas
de expresion génica involucrados principalmente en proliferacion y tumorigénesis
tales como el oncogene c-myc y la Ciclina D1 (Figura 6).

Figura 6. Esquema de la via de sefializacion de Wnt candnica (Imagen tomada de (38).

Los eventos moleculares por los cuales el signalosoma inhibe la actividad catalitica
de la GSK-33 han sido objeto de una intensa investigacion a lo largo de una década.
Varios grupos de investigacion han reportado que los Wnts no inducen una
fosforilacién en Ser 9 sino que, provocan el reclutamiento de GSK-3 y de axina a la
fraccion citosolica del co-receptor Lrp5 para que GSK-3p lo fosforile, y que los sitios
ya fosforilados, inhiben a la GSK-3B actuando como inhibidores competitivos,
aunque con baja afinidad (Ki de 1.3 X 10°M). Sin embargo, esta inhibicién es
transitoria y no explica como se mantiene por mas de una hora. Recientemente, un
modelo celular distinto propone que la activacion por ligandos Wnt provoca la
internalizacibn de GSK-3f en el lumen de cuerpos multivesiculares (MVBS),
impidiendo que GSK-3( fosforile la 3 -catenina recién sintetizada. Con respecto a
esto, Taelman et al. (39) y Bilic et al. (36) han reportado que los ligandos Wnt, a
partir de 15 min. post-tratamiento, provocan que GSK-33 permanezca en cuerpos
multivesiculares “aislando” a la cinasa y previniendo que pueda fosforilar a sus
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sustratos. De este modo, GSK-3B3 se acumula en signalosomas de LRP5, y por
tanto, que la endocitosis es requerida para la sefializacion Whnt.

Efectivamente, gran cantidad de evidencia experimental apoya que aunque tanto los
ligandos Wnt como la insulina disminuyen la actividad de GSK-3pB, lo hacen de
manera diferente y los efectos rio abajo son especificos para cada una de las rutas
estimuladas ( 8, 10). Esto ha llevado a proponer que existen diferentes pozas de
GSK-3B que tienen diferentes funciones, y que probablemente las modificaciones
postraduccionales juegan un papel clave en esta regulacion.

7 El cancer de colon y mutaciones en elementos de la via Wnt

Desde mediados de los afios 80 se conocia que en multiples casos de cancer
colorectales esporadicos y hereditarios se encontraban mutaciones en la proteina
supresora de tumores APC (85% de los casos) y con el hallazgo en 1993 de que la
proteina APC resulta fundamental en la via Wnt durante la degradaciéon de la 3 -
catenina, se hizo evidente que cualquier mutaciéon que lleve a la estabilizaciéon de la
B-catenina nuclear produce la formacion de tumores en el epitelio intestinal. Se han
descrito tres mecanismos por los cuales se da la acumulacién de 3 -catenina en
células cancerosas: (1) inactivacion del gen supresor APC; (2) mutaciones
supresoras de la axina y (3) mutaciones en el extremo amino terminal de la -
catenina, eventos que convergen en la activacion transcripcional de genes que
participan durante la proliferacion celular (40, 41 y 42). El hecho de que B-catenina
se sobreexpresa en el cancer de colon sugiere que sus niveles ya no estan
regulados, debido a una mutacion en APC. En efecto, la reintroducciéon de APC
silvestre disminuye los niveles de 3 -catenina. Es importante destacar que, otros
experimentos muestran que transfectando APC en lineas celulares de cancer de
colon se reduce la actividad del reportero B-catenina/TCF (43). Esta actividad
pareciera estar mediado a través de TCF4, ya que es el Unico elemento que se
expresa en todas las lineas celulares examinadas, asi como en el epitelio del colon
normal. Sorprendentemente, se encontraron lineas celulares sin mutaciones en APC
que muestran elevada actividad TCF/B-catenina, actividad que fue medida en un
ensayo de gen reportero (44). La actividad no podia ser regulada por APC silvestre,
lo que demuestra que estas células eran de alguna manera resistentes a la funciéon
de APC. La secuenciacion del gen de B-catenina (CTNNB1) en dos lineas celulares
con APC y TCF/B-catenina activadas, revel6 mutaciones en el sitio consenso de
fosforilacion de GSK-3B en B -catenina: una delecién de la Ser 45 en la linea
HCT116 y en Ser 33 por la sustitucion de Thr en lineas celulares SW48. Ambos
cambios se generaron en sitios putativos de fosforilacion por GSK-3f que se habian
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demostrado que son importantes para la estabilidad de B-catenina en otros sistemas
(45). Ademas, la expresion de B-catenina mutada induce un efecto dominante sobre
la actividad transcripcional de TCF/B-catenina (46). Estos resultados muestran que,
en las pocas lineas en las que no se han identificado mutaciones en APC, la
regulacion de B-catenina es una funcién crucial para APC. Ademas, las mutaciones
en APC y mutaciones oncogénicas en f3-catenina se excluyen mutuamente en el
cancer de colon (47). Se han identificado mutaciones en la regién reguladora de 3-
catenina en aproximadamente el 50% de los tumores de colon que expresan APC
silvestre (44). A excepcion de las sustituciones de Gly34 a Val y de Gly50 por Ser,
estas mutaciones afectan a uno de los residuos putativos de fosforilacion en el
dominio regulador. Puede ser que la mutacion en el residuo de Gly34 ocasione un
aumento de la estabilidad de B-catenina debido a los cambios en la estructura de la
region que afecta la fosforilacion o a una disminucion en la degradacion a nivel del
proteosoma, ya que este residuo se ha demostrado que es parte de un sitio clave de
reconocimiento dependiente de ubiquitina (45). La mutacion en Gly50 se identificd
en un tumor que expresa también APC mutado, sin embargo, su significado no esta
claro (46). En un estudio diferente, en 58 tumores de colon no se detectaron
mutaciones de APC ni en CTNNB1, pero se encontré una delecién intersticial del
exén 3, que codifica la regién reguladora (48). Este cambio conduce a la
acumulacion de [-catenina y sugiere que tiene un efecto oncogénico, como es el
caso de las mutaciones sin sentido. Esto es consistente con el hallazgo de que al
suprimir el extremo N-terminal de B-catenina transforma las células NIH3T3 (49).
Estos resultados enfatizan que, en el cancer de colon, la actividad B-catenina es
crucial y de los diferentes mecanismos que pueden conducir a su desregulacion.
Ademas de las mutaciones en el dominio regulador de B-catenina, mutaciones en
otros sitios han sido reportados (50). El significado de estas mutaciones no esta
claro, pero es intrigante y puede estar relacionado con la actividad de la adhesion
celular de B-catenina. Varios tumores de colon que expresan 3-catenina y APC, lo
gue sugiere que otros miembros de la via también pueden estar implicados (47).
GSK-3B también estd relacionado con la formacion de tumores debido a su
participacion en la via de sefalizacibn Wnt, por lo que es un buen candidato como
supresor tumoral, ya que no se han detectado mutaciones inactivadoras en la
proteina cinasa en tumores humanos; sin embargo, poco se sabe acerca del
mecanismo de regulacién de esta proteina en la via Wnt posiblemente debido a que
GSK-3p tiene funciones adicionales que son esenciales en otras vias (46).

Aunque muchos estudios han sugerido que la GSK-3B es un blanco prometedor
para el desarrollo de farmacos, por ejemplo el litio, que ha sido usado con eficacia
para el tratamiento del trastorno bipolar, ninguno de los inhibidores disponibles ha
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encontrado un uso clinico para el tratamiento de enfermedades tales como la
diabetes mellitus, la enfermedad de Alzheimer, inflamacion y cancer. Esto es debido
a sospechas de riesgos para la tumorigénesis a través de la activacion de la
sefializacion de Wnt como consecuencia de la inhibicion de GSK-3 y las multiples
funciones en el metabolismo celular y la sefializacion (51).

Aunque se han descrito muchos de los componentes de la ruta Wnt, muy poco se
conoce acerca de su posible interaccién con otras vias de sefalizacion. Existen
datos que sugieren la participacion de PKC en la ruta de sefalizacion Wnt, ya que
se ha reportado que la sobreexpresiéon de PKCB2 promueve el cancer de colon a
través de la supresion de la sefalizacion del TGFB y de la activacion de la via de
sefializacion APC/B-catenina (Wnt candnica), pero se desconoce el mecanismo por
el cual ocurre esto. Ademas, se ha observado que después de la exposicion de
células de cancer colo-rectal a acidos biliares, PKCB2 fosforila e inactiva a GSK-33.
Asimismo, el producto del gen wnt5a parece estar sobre- expresado por la
activacion de PKC y disminuido por su inhibicion, lo cual apoya la hip6tesis de una
posible convergencia de la sefializacion por Wnt y PKC durante el desarrollo de
procesos cancerosos. En nuestro laboratorio, mediante estudios de co-
inmunoprecipitacion reciproca e inmunofluorescencia, demostramos la interaccién
especifica de las proteinas clave de la ruta Wnt GSK-33 y B-catenina con la
isoforma { de PKC. Hemos demostrado que PKC{ modula positivamente la
actividad transcripcional mediada por B-catenina regulando su localizacion nuclear
(52), y en este trabajo se explord el significado fisiolégico de la interaccion entre
GSK-3B y PKCC.

8 La Proteina Cinasa C

La proteina cinasa C (PKC) es en realidad una familia de cinasas de serina-treonina,
importante en los mecanismos de sefializacion intracelular que regulan una amplia
variedad de funciones celulares como son proliferacion, apoptosis, sobrevivencia y
migracion celular; existe ademas una importante evidencia experimental que
relaciona la desregulacion de la actividad de PKC con el desarrollo de diversos tipos
de cancer (53).

Se han descrito 9 genes que codifican para 10 isoenzimas de PKC clasificadas de
acuerdo a criterios estructurales y de activacion.

- PKC cléasicas; PKC a, BI, Bll yy, poseen una regién de unién a Ca** (C2) y un
dominio doble de dedos Zn (C1A y C1B) que se regulan por calcio, diacilgliceroles
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(DAG) y PS.

- PKC nuevas; PKC 8 I-lll, €, ny 0, que se regulan por DAG y fosfatidilserina.

- PKC atipicas como PKCC y A, que pueden ser reguladas por 3-fosfoinositidos,
fosforilacion dependiente de PDKL1 y a través de interacciones especificas proteina-
proteina mediadas por su dominio PB-1 (53, 54).

8.1 Estructura de la PKC

Las isoformas de PKC estan formadas por una cadena polipeptidica que consiste en
un dominio regulador y un dominio catalitico. EI dominio regulador tiene sitios de
unién para cofactores lipidicos y calcio que participa en las interacciones proteina-
proteina y median la regulacion y la localizacion de PKC. ElI dominio catalitico
incluye sitios de union al ATP y al sustrato. La enzima posee regiones conservadas
(C1 a C4) y regiones variables (V1 a V5). La region estable C1 esta presente en
todas la isoformas de PKC y contiene un dominio auto-inhibidor o pseudosustrato
gue mantiene a la enzima en forma inactiva en ausencia de cofactores o
activadores. Este dominio C1 es rico en residuos de cisteina implicados en la union
a segundos mensajeros como los diacilgliceroles (DAG) y a otros activadores como
los ésteres de forbol. Cada dominio rico en cisteina puede tener una contribucién
diferente a la activacion de la enzima. Las isoformas clasicas poseen una regién en
el dominio C2 para union a calcio que tiene un doble papel en la regulacion de la
actividad de PKC clasicas, mediando la union a calcio y las interacciones entre
proteinas. El dominio catalitico de PKC comprende las regiones C3 y C4: en la
region C3 esta el sitio de unién al ATP y en la regién C4 se encuentra el sitio de
unién al sustrato de PKC, lugar ocupado por el pseudosustrato cuando PKC esta en
forma inactiva (Figura 7).

Figura 7. Estructura primaria de las isoformas de la PKC.
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8.2 Regulacién de la actividad de PKC

La expresion de las distintas isoformas de PKC varia de un tejido a otro, de una
linea celular a otra. Una misma isoforma en lineas celulares distintas puede tener
funciones y rutas de activacion diferentes. La activacion de las isoformas de PKC
ocasiona cambios en su localizacion subcelular; el efecto de los activadores
aumenta la afinidad de la PKC por los compartimentos membranales ocasionando la
translocacion de la PKC del citosol a las membranas. El fosfolipido DAG tiene una
funcion relevante en la activacion de las PKC al incrementar la afinidad de las PKC
por la membrana celular y una vez activas fosforilan una amplia gama de sustratos,
lo que dificulta la determinacion de las vias intracelulares funcionales de cada
isoforma de PKC (54 y 55).

Se han reportado cambios especificos y reproducibles en los patrones de expresion
de las isoformas de PKC en varios tipos de transformaciones tumorales como en los
carcinomas de colon. En el cancer de colon la PKCII parece estar sobreexpresada
en etapas tempranas pero la expresion de las isoformas o y I parecen decrecer en
etapas tardias del desarrollo tumoral (56). El producto del gen wnt5a parece estar
sobre-expresado por la activacion de PKC y disminuido por su inhibicion que
sugiere una posible convergencia de la sefializacién por Wnt y PKC durante el
desarrollo de procesos cancerosos. Sin embargo, la convergencia de sefalizacion
de la PKC y la ruta Wnt no estid bien establecida. Esta relacion fue sugerida
originalmente por la observacion de que la PKC puede, bajo ciertas circunstancias,
fosforilar e inactivar a la GSK-3B. En fibroblastos se demostrd que la inactivacion de
la GSK-3B por ligandos Wnt es sensible a inhibicién por PKC (57). Se ha mostrado
que PKC fosforila directamente los residuos Ser33/Ser37/Ser4d5 de [B-catenina y
que el abatimiento de PKCa por RNA de interferencia previene la fosforilacién de
estos residuos en ella y su degradacion via proteosoma, sugiriendo que PKC regula
negativamente los niveles de B-catenina (58).

9 Antecedentes experimentales

En el laboratorio se encontré que existe interaccion entre las rutas de sefializaciéon
Wnt y las de PKC asi como una participacion compartida en la carcinogénesis colo-
rectal. Observamos que existen cambios de expresién en proteinas de la ruta Wnt
asi como en las distintas isoformas de PKC entre el estado normal (no maligno) y el
estado maligno de lineas celulares de colon humano en cultivo. Mediante estudios
de co-inmunoprecipitaciéon reciproca e inmunofluorescencia, demostramos la
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interaccion especifica de las proteinas clave de la ruta Wnt, B-catenina y GSK-33,
con PKC{, y de la proteina APC con PKC&. Demostramos que mientras que la
PKC& regula negativamente la ruta Wnt candnica por un mecanismo que involucra
la regulacion de la degradacién de B-catenina a través de la fosforilacion de APC
(59), la PKCE modula positivamente la ruta Wnt por un mecanismo que no involucra
la degradacion de B-catenina sino la regulacion de su localizacion nuclear (52), pero
aun desconociamos el significado de la interaccion entre GSK-3B8 y PKCC, que
constituyo el objetivo de investigacidon de esta tesis.

10 Objetivo general

Investigar el significado de la interaccion especifica entre PKC{ y GSK-3p en la via
de sefalizacion Wnt.

11 Hipotesis

La activacion de la via de sefializacion Wnt activa a PKCC la cual fosforila a GSK-3p.

12 Objetivos especificos

1. Investigar qué isoforma de PKC se asocia GSK-3f3 en lineas celulares normales y
tumorales de colon humano.

Estrategia experimental:

Co-inmunoprecipitacién reciproca en los siguientes contextos celulares:

Linea Normal/Tumoral APC Wnt B-catenina
(normal/mutado) (basal/activa)
112CoN N N B
RKO T N B
SW480 T M A

2. Investigar si GSK-3 y PKC cambian de localizacién intracelular debido a la
estimulacion con ligandos Wnt.
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Estrategia experimental:
Inmunofluorescencia y microscopia confocal.

3. Determinar si al activar la via Wnt GSK-3B se convierte en sustrato de
fosforilacién de PKC.

Estrategia experimental:

Tratamiento in vivo con ligandos Wnt por 5 min. seguido de
inmunoprecipitacion y analisis por WB (con anti-PKC sustrato).

4. Investigar si al activarse la via Wnt la PKC( fosforila a la GSK-3p3.
Estrategia experimental:

Inhibicién farmacol6gica y “knockdown” de PKCC.

5. Estudiar si la fosforilacion de PKCC en GSK-3p la activa o inactiva.

Estrategia experimental:
Inmunoprecipitacion de GSK-3p y determinacion de su actividad in vitro.

6. Mapear el sitio que fosforila PKCZ en GSK-3.

Estrategia experimental
Analisis in silico de la secuencia de GSK-3B3 para obtener sitio (S)
candidato (s) y creacion de mutante inactivadora y fosfo-mimética del sitio.

13 Materiales y Métodos

Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares no tumorales de colon 112CoN (colon humano
embrionarias) y las células cancerosas RKO y SW480 (de carcinoma de colon
humano), adquiridas de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, E.U.).
Las células 112CoN son una linea no cancerosa obtenida a partir de colon
embrionario humano. Las células cancerosas RKO expresan la proteina APC
silvestre y tienen la ruta Wnt normal, mientras que las SW480 expresan solo formas
truncadas de APC y tienen constitutivamente activa la ruta Wnt. Las células 112CoN
y RKO se cultivan en Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado
con 10% de suero fetal bovino, antibidticos y glutamina. Las células SW480 se
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mantienen en medio DMEM F-12 suplementado con 5% de suero fetal, antibiéticos y
glutamina. Las células se mantuvieron a una temperatura de 37° en una atmosfera
de 95% aire 5% CO..

Anticuerpos

Los anticuerpos contra GSK-3B (anticuerpo policlonal de conejo y anticuerpo
monoclonal de raton) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology y Millipore.

La Proteina A-Sefarosa y el inhibidor especifico pseudosustrato-PKC( se obtuvieron
de Calbiochem.

El péptido sustrato de GSK-3 (GSM) se obtuvo de Millipore.

Anti-PKC sustrato se obtuvo de Cell Signaling Technology.

Pldsmidos

El plasmido que codifica para la GSK-3f humana (HA-GSK-33 wt pcDNA3,
Addgene plasmid 14753) fue obtenido de Addgene.

El plasmido pSUPER.PKCC.RNAi (donado por el Dr. Alex Toker a Addgene
(Addgene plasmido 10803) se utiliz6 para los experimentos de knockdown de PKC(
cuya construccién y eficacia estan reportadas en (60) y como control se uso el
plasmido vacio pSUPER.

Los plasmidos reporteros de la actividad transcripcional de B-catenina pTOPFlash y
pFOPFlash se obtuvieron de Upstate Biotechnology .

Ensayos de activaciéon por ligandos Wnt e inhibicién de PKCZ

Para la inhibicion farmacolégica de PKCC las células RKO y SW480 se incubaron
en ausencia o en presencia del inhibidor selectivo Myr-PKCC-PS (20 uM) durante
una hora. Las células se estimularon con ligando Wnt3a o con Wnt5a (100 ng/ml))
durante 5 minutos, posteriormente se lavaron y se lisaron.

Inmunoprecipitacién

Las células con un 90% de confluencia se lavaron tres veces en PBS frio. Se agregé
buffer de lisis (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0.5% e
inhibidores de proteasas y fosfatasas) y se resuspendieron 20 minutos en agitacion
en frio. Los lisados se clarificaron por centrifugacion y la cantidad de proteina se
determind por el método de Bradford (BioRad). Los extractos totales se ajustaron a
una concentracion de 1 mg/ml de proteina, se clarificaron durante 1 hora a 4°C con
suero preinmune y proteina A sepharosa luego se afadi6é el anticuerpo adecuado y
se incubaron toda la noche a 4°C. A cada muestra se le agregaron 25 pl de proteina
A-sefarosa y se incubd por 2 horas en frio; el inmunoprecipitado se lavé dos veces
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con un buffer de alta concentracién de sal (Tris 50 mM, NaCl 600 mM adicionado
con inhibidores de proteasas y fosfatasas) y una vez con buffer de lisis (Tris 50 mM,
NaCl 150 mM adicionado con inhibidores de proteasas y fosfatasas). Las muestras
se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico,
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron por Western blot.

Western blot

Las proteinas se separaron (50-75 mg por electroforesis en un gel de poliacrilamida
(10-12% SDS-PAGE)) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas se bloquearon toda la noche a 4°C o 2 horas a temperatura ambiente
con leche libre de grasa adquirida de Bio-Rad; la incubaciéon con el anticuerpo
primario se realizé durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron e
incubaron con un anticuerpo secundario dirigido contra IgG de raton o de conejo
conjugado a peroxidasa de rabano (HRP). Las membranas se lavaron nuevamente
y se revelaron por quimioluminiscencia (mediante el kit comercial de Supersignal de
Pierce). La intensidad de las sefales se analizO por densitometria mediante un
programa adquirido de Bio-Rad (Quantity one).

Inmunofluorescencia

Las células se crecieron en cubreobjetos previamente tratados con Poly-d-lysine
hasta confluencia. Las células se fijjaron con acetona por 5 minutos y se
permeabilizaron con 0.1% de triton X-100 durante 7 minutos. Se bloquearon con 1%
de BSA (libre de 1gG) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente e incubaron
toda la noche con los anticuerpos primarios (1 pg/mL GSK-3B vy dilucion 1:50 de
PKC{ en solucién bloqueadora). Las células se lavaron 3 veces con PBS e
incubaron con una dilucién 1:100 de anticuerpos secundarios acoplados a FITC o
rodamina (anti-conejo y anti-ratdn (Jackson)). Las células se lavaron 3 veces antes
de montarse en portaobjetos previamente tratados con Vectashield (Biorad) y fueron
analizadas por microscopia confocal (Leica TCS SP5) con un laser de argon y
krypton a un aumento de 60X.

Andlisis por citometria de flujo

Las células se fijaron con paraformaldehido al 2% en buffer FACS (PBS con 4%
suero fetal bovino) e incubadas 10 minutos a 37°C. Se centrifugaron a 3000 rpm por
2 min. y se incubaron con metanol absoluto frio por 30 minutos a 4°C. Después de
eliminar el metanol y lavar con buffer FACS se agreg6é una dilucion 1:50 del
anticuerpo primario anti-GSK-3p3, anti-GSK-3f p-serina 9, anti-AKT 1/2/3 y anti-AKT
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p-treonina 308 durante 15 minutos a 4°C. Se lavaron las células con buffer FACS y
se incubaron en una dilucién 1:100 de anticuerpo secundario anti-cabra acoplado a
FITC o bien anti-conejo acoplado a FITC por 15 min. a 4°C y luego se lavaron con
buffer FACS. Las células se mantuvieron en el buffer para su posterior analisis por
FACS (FACScalibur, BD).

Ensayos de RNAI
Las células se transfectaron con 2 pg del plasmido vacio pSuper (control) o con
pSUPER-RNAI-PKCC (Addgene) usando lipofectamina 2000. La eficiencia de
knockdown se analiz6 36 hrs. post-transfeccién, tanto por Western blot como por
citometria de flujo.

Ensayo de actividad de GSK-3 in vitro

Se immunoprecipitdé a GSK-3f a partir de células que fueron incubadas en ausencia
o0 presencia de ligandos Wnt (100ng/ml). Los complejos inmunes se lavaron dos
veces con buffer A (Tris 50 mM, NaCl 0.6M, Triton X-100 0.5% (pH8.3), inhibidores
de proteasas, fosfatasas e Igepal 0.5%) y un lavado con el buffer B (50mM Tris, 0.15
M NaCl (pH 7.5) 2-mercaptoetanol 50mM). La actividad de la cinasa se inicid
resuspendiendo el inmunoprecipitado en un buffer de cinasa (Tris 40mM, MgCl, 20
mM (pH 7.5), [y*?P] ATP 10uM [6000 Ci/mmol], en presencia o ausencia de sustrato
de GSK-3B GSM (4mg) y en presencia o ausencia del inhibidor de GSK-3f
BIO(2'Z,3'E)-6-Bromoindirubin-3'-oxime (5uM). Se Incubo6 a 30 °C por 20 minutos y
se pard la reaccion con buffer de muestra de electroforesis. Las muestras se
hirvieron 5 min. y se analizaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida (18%
SDS-PAGE). El gel se tifi6 con azul de Coomassie por 30 minutos, se destifié con
solucién destefiidora y se analizo por autorradiografia.

Mutaciones del gen GSK-3p
Mutacion de Ser 147 del gen GSK-3B por Alanina

Se disefaron oligos para generar una mutacioén de la Ser 147 por una alanina en el
gen de GSK-3B (Tabla 1) que esta contenido en el plasmido pcDNA3 de 6775 bp,
bajo el promotor T7 y es resistente a ampicilina. Al hacer el cambio en ese sitio, se
pierde el sitio de corte de Drdl y se generan dos mas Xhol y Scil (Figura 8). Se
utilizé el sitio de corte Xhol para determinar si se realizo el cambio en la secuencia y
se confirmé por secuenciacion.
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AccIII

BspMII
361 GAGAAGAAAGATGAGGTCTATCTTAATCTGGTGCTGGACTATGTTCCGGAAACAGTATAC
CTCTTCTTTCTACTCCAGATAGAATTAGACCACGACCTGATACAAGGCCTTTGTCATATG

DrdI
/\ 421 AGA AGT) CCTGTGATTTATGTCAAGTTG
TCT! TCA GGACACTAAATACAGTTCAAC

PvulI BstXI
481 TATATGTATCAGCTGTTCCGAAGTTTAGCCTATATCCATTCCTTTGGAATCTGCCATCGG
ATATACATAGTCGACAAGGCTTCAAATCGGATATAGGTAAGGAAACCTTAGACGGTAGCC

AccIII

BspMII
361 GAGAAGAAAGATGAGGTCTATCTTAATCTGGTGCTGGACTATGTTCCGGAAACAGTATAC
CTCTTCTTTCTACTCCAGATAGAATTAGACCACGACCTGATACAAGGCCTTTGTCATATG

ScilT

B XhoI

421 AGA GCT CCTGTGATTTATGTCAAGTTG
TCT CGA GGACACTAAATACAGTTCAAC

PvuIIl BstXI

481 TATATGTATCAGCTGTTCCGAAGTTTAGCCTATATCCATTCCTTTGGAATCTGCCATCGG
ATATACATAGTCGACAAGGCTTCAAATCGGATATAGGTAAGGAAACCTTAGACGGTAGCC

Figura 8. Mutacion de la Ser 147 por alanina en el gen de GSK-3p. A. Parte de la secuencia del gen de GSK-383
en la regiéon que se quiere mutar, se observa un sitio de corte para Drdl. B. Parte de la secuencia del gen de
GSK-3p en donde al hacer teéricamente la mutacién al cambiar la Ser 147 por Alanina se pierde el sitio de corte

para Drdl y se generaran dos sitios de corte nuevos Xhol y Scil.

Oligo Secuenciab -3’ Tamafio | TM

GSK-3p IsolFor GTTGCCAGACACTATGCTCGAGCCAAACA | 36 bases | 80°C
GACGCTC

GSK-3B IsolRev | GAGCGTCTGTTTGGCTCGAGCATAGTGTC | 36 bases | 80°C
TGGCAAC

Tabla 1. Oligos para la mutacion de la Ser 147 por Alanina en GSK-3p.
Mutacion de Ser 147 por acido glutamico

Se disefiaron oligos para generar una mutacién de la Ser 147 por acido glutamico
(el cual mimetiza al aminoacido fosforilado) en el gen de GSK-3B (Tabla 2). La
mutacion se confirmé por secuenciacion.

Ambas mutaciones se realizaron utilizando el QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit de Stratagene. Se utiliz6 la DNA polimesara Pfu Turbo que
presenta alta fidelidad y procesividad por lo que extiende e incorpora los
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oligonucledtidos con la mutacién deseada generando cadenas circulares del oligo
con un “gap”.

Tabla 2. Oligos para la mutacién de la Ser 147 por &cido glutamico en GSK-3p.

Oligo Secuenciab -3’ Tamafio |TM

GSK-3p IsolFor | GTTGCCAGACACTATGAACGAGCCAAACA | 36 bases | 80°C
GACGCTC

GSK-3pB IsolRev | GAGCGTCTGTTTGGCTCGTTCATAGTGTC | 36 bases | 80°C
TGGCAAC

Con la enzima Dpnl se digirié el DNA parental metilado y finalmente el producto de
PCR se transformé en la cepa XL1-Blue de E. coli que recirculariza el plasmido al
ligar los extremos del mismo (Figura 9). La transformacion se realiz6 utilizando
células competentes de la cepa E. coli, XL1-Blue que integran al vector deseado al
someterlas a un choque térmico (30 segundos a 42°C); las células se recuperaron
en medio LB por una hora y se inocularon en placas con medio sélido de LB més
ampicilina para seleccionar a las transformantes y se incubaron a 37°C durante toda
la noche. De las colonias transformantes se pusieron a crecer las bacterias en 5mi
de medio LB liquido suplementado con ampicilina con agitacion constante a 37°C
durante la noche. Se prosiguié a extraer el plasmido mediante extraccion fenol-
cloroformo, se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% para checar su integridad, se

cuantificaron y se secuenciaron.

Paso 1.
Preparacion del

Gen el plasmido con el
sitio blanco de mutacion.

plasmido *

Paso 2. Desnaturalizacion del plasmido vy
Alineamiento alineamiento de los oligonuclectidos
de los oligos que contienen la mutacion deseada.
Paso 3. La DNA polimerasa Pfu turbo

Amplificacion

extiende e incorpora los oligos
dejando sus cadenas sin sellar.

Paso 4. El DNA parental y metilado es
Digestion degradado con la enzima Dpnl.
Paso 5.

Transformacion

S

Después de la transformacion las
células de Xl1-Blue reparan los
espacios al sellar los extremos en el
plasmido.

Figura 9. Pasos para realizar la mutacion utilizando QuikChangeT'\’I Site-Directed Mutagenesis Kit.
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Segmento | Ciclos Temperatura | Tiempo

] 1 95°C 30 segundos

2 12-18 95°C 30 segundos
55°C 1 minuto
68°C 2 minutos

Ensayo de gen reportero acoplado a luciferasa (reportero de la actividad
transcripcional de B-catenina).

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen Carlsbad,
Ca) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se sembraron células RKO y
se co-transfectaron con 1ug del reportero TOPFlash (plasmido reportero que lleva
los sitios de union para B-catenina-TCF) o FOPFlash (plasmido reportero pero con
los sitios de union a TCF mutados), con 0.05 ug de Renilla luciferasa como control
de transfeccion, y con 1ug de plasmido GSK-3WT o GSK-3S147A. 6 horas después
de la transfeccion las células se colocaron en medio normal por 24 horas. Las
células se lavaron con PBS y se lisaron a temperatura ambiente; se clarificaron por
centrifugacion a 12000 rpm durante 5 min. y se utilizaron 15 ul de cada lisado para
medir la expresion del gen reportero de luciferasa (Luciferasas Assay Kit Promega).
La actividad se normalizé con la actividad de Renilla luciferasa o por la cantidad de
proteina presente en el lisado. Todos los experimentos se realizaron por duplicado
al menos 3 ocasiones con diferentes preparaciones celulares.

14 Resultados

14.1 La PKCC y GSK-3B co-inmunoprecipitan de manera reciproca y co-localizan
tanto en células no malignas como en malignas

En nuestro laboratorio hemos reportado que la isoforma  de PKC se sobre-expresa
en las células tumorales con respecto a las que expresan células normales del colon
(52). También se ha reportado que algunas isoformas de PKC inducen la
inactivacion de GSK-3f fosforilando a la enzima en Ser 9 (27). En estudios in vitro
se demostré que GSK-3[3, pero no GSK-3a, se inactiva de este modo por algunas
isoformas de PKC pero no por otras tales como PKCe y PKC(C (61, 62, 63). Debido a
los antecedentes experimentales mencionados previamente, que PKC( y GSK-3f3
interaccionan de manera especifica en células cancerosas de colon, para investigar
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el significado de esta interaccion, decidimos primero comprobar esto en ensayos de
co-inmunoprecipitacion reciproca. Como se puede observar en la figura 10, el
analisis por Western blot de los inmunoprecipitados mostré la presencia de PKC{ en
el inmunoprecipitado de GSK-38 y la presencia de GSK-3f3 en los
inmunoprecipitados de PKC(, en las células normales 112CoN y en las células
malignas RKO y SW480, mostrando que la interaccion entre estas dos proteinas es
reciproca y es especifica.

IP: GSK-3B IP: PKCC
S Q
O 0 (WO . N Y

kDa RO &V WB: kDa \/,\/@Ooqu 6“@‘ WB:
75" ln — —— PKC; 50 e i | GSK-3B

==
50- | 4_.. 4 “ IgG 50- IgG

INPUT WB :

80" |.“| PKCT

50 l—- — — GSK-3B

S50 Actina

Figura 10. PKCC interacciona con GSK-33. PKCC y GSK-3[3 se inmunoprecipitaron a partir de lisados obtenidos

de células humanas no malignas 112CoN o de células malignas RKO y SW480

Con el fin de analizar la localizacion intracelular que presentan las proteinas GSK-3f3
y PKC{ en condiciones basales, y de investigar si ocurren cambios en su
localizacion en respuesta al tratamiento con ligandos Wnt, se realiz6 un curso
temporal de tratamiento con ligandos Wnt por 5, 15 y 30 minutos, y se analizd la
localizacion intracelular de GSK-3B y de PKCC en ensayos de inmunofluorescencia
seguidos de su andlisis por microscopia confocal. Los resultados obtenidos
después de 5 minutos de tratamiento se muestran en la Figura 11 A, By C, y los
obtenidos a mayor tiempo de tratamiento se muestran en el apéndice de esta tesis.

Los resultados de estos experimentos corroboraron los datos de
inmunoprecipitacion, en el sentido de que encontramos que existe co-localizacién de
estas dos proteinas en las 3 lineas celulares estudiadas lo que confirma que existe
interaccion entre ellas. En condiciones basales, se observa una distribucion de
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GSK-3B y de PKCC principalmente en el citosol tanto en células no malignas 112
CoN (Figura 11A) como en las células malignas RKO (Figura 11B) y SW480 (Figura
11C). Cuando las células se estimularon con ligandos Wnt por 5 minutos, se
observd que ambos ligandos indujeron una translocacién de GSK-3f al nucleo tanto
en las células normales 112CoN, como en las malignas, colocalizando GSK-3[ con
PKCC en el citoplasma y en algunas regiones del nacleo. Sin embargo, con
respecto a PKC(, solamente se observaron cambios en su localizacion intracelular
como consecuencia del estimulo con ligandos Wnt en las células malignas, en las
gue es muy evidente que el tratamiento con ligandos Wnt produjo una redistribucion
de PKC{ del nucleo al citoplasma (Figuras 11By 11C).

A

Figura 11A) Localizacion intracelular de las proteinas GSK-3B y PKCC en células no malignas de colon
humano 112CoN en condiciones basales (A) y con tratamiento de ligandos Wnt por 5 min que inducen que

GSK-3p se transloque del citoplasma al nucleo.
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Figura 11B. Localizacion de las proteinas GSK-3 y PKC( en células malignas RKO en condiciones basales y
con tratamiento de ligandos Wnt, que inducen una relocalizacion intracelular de PKC{ desde el nudcleo al

citoplasma y una redistribucion de GSK-3B desde el citoplasma al nacleo.

C

Figura 11C. Localizacion de las proteinas GSK-3p y PKC{ en células malignas SW480 en condiciones basales
y con tratamiento de ligandos Wnt, que inducen una relocalizacién intracelular de PKCC desde el ndcleo al

citoplasma y una redistribucién de GSK-3B desde el citoplasma al nucleo.
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14.2 Los ligandos wnt3a y wnt5a aumentan la fosforilacion mediada por PKC de
GSK-3B en células cancerosas e inducen el efecto opuesto en las células no-
malignas

Para investigar el significado bioquimico de la interaccidon entre GSK-3p3 y PKC, se
examind primero si GSK-3f es sustrato de PKC como resultado de la activacion con
ligandos Wnt. Se utiliz6 un anticuerpo especifico que reconoce los sitios consenso
de PKC fosforilados en serina. Se incubaron células no malignas 112CoN o células
malignas (ayunadas de suero fetal bovino por 6 horas) en ausencia o presencia de
100 ng/ml de ligandos Wnt durante 5 minutos y se procedio a analizar la GSK-3f3
aislada por inmunoprecipitacion. Observamos que en las lineas celulares normales
112CoN (Figura 12A), los niveles basales de fosforilacion de GSK-3 mediada por
PKC son mayores en comparacion con los encontrados en las lineas celulares
tumorales donde sus niveles son bajos (Figura 12B). EIl tratamiento con ligandos
Wnt (3a y 5a) en células normales 112CoN, ocasiona una disminucién en la
fosforilacion de GSK-3B a los 5 minutos mientras que en las lineas celulares
tumorales SW480 y RKO (Figura 12B), se observa un aumento en la fosforilaciéon
por PKC. El resultado sugiere que la PKC regula a la GSK-3j y el tratamiento con
los ligandos Wnt ocasionan efectos opuestos en células normales y malignas.

Figura 12. GSK-3B es un sustrato de PKC in vivo. Las células no malignas (A) y malignas (B) se incubaron en
ausencia o presencia de ligandos Wnt3a o 5a por 5 min. GSK-3p se inmunoprecipit6 a partir de lisados celulares

y los inmunoprecipitados se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo anti-sustrato de P-Ser-PKC.
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La fosforilacion de GSK-3B por PKC ocurre rdpidamente y de manera transitoria,
como se puede observar en el curso temporal mostrado en la Figura 13, ya que
después de 5 minutos de tratamiento con ligando Wnt5a, la fosforilacion de GSK-3p
mediada por PKC empieza a regresar al estado basal, en concordancia con el curso
temporal obtenido en los ensayos de inmunofluorescencia. Para los siguientes
experimentos se eligio, por tanto, el tiempo de 5 minutos de estimulacién con
ligandos Wnt, con el fin de obtener los niveles mas altos de fosforilacion sobre la
GSK-3p.

Figura 13. Curso temporal de estimulacidn de células malignas RKO con ligando Wnt5a .

14.3 La estimulacion de células malignas con ligandos Wnt induce la fosforilacion de
GSK-33 por PKC en un sitio distinto a serina 9.

La actividad de la GSK-3p3 es inhibida significativamente por la fosforilacion en Ser 9
de su extremo N-terminal; varias cinasas pueden fosforilar dicho residuo como las
proteinas Akt/PKB, PKA, PKC, y p90 RSK entre otras. Se sabe que esta
fosforilacion inhibitoria de GSK-3 juega un papel importante en la sefalizacion
inducida por insulina y por factores de crecimiento, pero exactamente cémo los
ligandos Wnt suprimen la actividad de GSK-3B continda siendo un misterio sin
aclararse, a pesar de gue un paso esencial en la ruta Wnt candnica es la inhibicion
de la actividad de GSK-3, evidenciado por el uso de farmacos inhibidores de la
enzima que mimetizan la activacién de la via Wnt (27). Como varios grupos han
reportado, los Wnts no inducen una fosforilacion en Ser 9 y para verificar si el
estado de fosforilacion de GSK-3 mediado por PKC se modifica con el tratamiento
por ligandos Wnt o por insulina, se analizé por citometria de flujo. Como se muestra
en la Figura 14A el curso temporal de la fosforilacion de GSK-3B en Ser 9 se obtuvo
al estimular a las células con ligandos Wnt (3a 0 5a) en comparacion con la insulina
y como control de activaciéon de la via de la insulina analizamos la fosforilacion en
Thr308 de la cinasa AKT. Se confirmé que el ligando Wnt3a no induce la
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fosforilacion de GSK-3[3 en la serina 9 ni tampoco inducen la fosforilacion de Akt en
Thr308 mientras que el ligando Wnt5a produce sélo la fosforilacion transitoria de Akt
en Thr308 pero no la fosforilacion de GSK-3p en Ser 9 (Figuras 14A 'y Figura 14B).

A

IP: GSK-3p

O° NG e
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Figura 14A. Analisis por citometria de flujo del curso temporal de fosforilacion inducida en GSK-3 y en Akt por
estimulacién de células RKO con insulina en comparacion con ligandos Wnt. A) Fosforilacion de GSK-3f3 en
células RKO estimuladas con insulina, ligando Wnt 3a y 5a. B) Andlisis por Western blot de GSK-3
inmunoprecipitada de las células RKO estimuladas por 5 min con insulina en comparacion con ligandos Wnt,

utilizando el anticuerpo anti P-Ser 9.

14.4 PKC( fosforila a GSK-3f in vivo.

Se demostré mediante la técnica de co-inmunoprecipitacion reciproca y microscopia
confocal la interaccion in vivo de la isoforma atipica { de PKC con proteinas
reguladoras clave de la via Wnt candnica GSK-3B y que la localizacion intracelular
cambia cuando se estimulan con ligandos Wnt. Los experimentos por citometria de
flujo corroboraron que GSK-3B no se fosforila en ser 9. Estos resultados sugieren
que la isoforma atipica { de PKC podria participar en el mecanismo de regulacion de
GSK-3pB y para corroborarlo definitivamente se examind el efecto de la inhibicién de
PKCC en la fosforilacion de GSK-33.
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Para realizar estos experimentos las células no malignas (112CoN) y malignas
(RKO y SW480) se incubaron durante 1h en la ausencia o presencia de un péptido
inhibidor miristoilado de PKC{ que contiene la secuencia pseudosustrato MYR-
PKCC-PS, Myr-SIYRRGARRWRKL-OH (Calbiochem) (20uM) y en ausencia o
presencia de 100 ng/ml de Wnt5a durante 5 min. GSK-3f se inmunoprecipit6 a partir
de extractos celulares y se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo anti-
sustrato de P-Ser-PKC. Como se observa en la figura 15A, en las células normales
112CoN, la inhibicion de PKCC elimina la fosforilacién basal de GSK-33 mediada por
PKC y reduce la fosforilacion inducida por Wnt5a. Consistente con el resultado
mostrado en esta figura, en las células malignas RKO y SW480 (Figura 15B), se
puede notar que hay menos y ninguna fosforilacion basal en comparacién con las
células normales (112CoN). Sin embargo, al estimular a las células malignas con el
ligando Wnt5a, la fosforilacion de GSK-3B3 mediada por PKC es inhibida por PKC(
(Figura 15B). Estos resultados sugirieron nuevamente que la PKC atipica participa
en la regulacion de GSK-3pB.

Para confirmar los resultados farmacolégicos, se hicieron experimentos de bloqueo
de la expresion de la PKCC mediante knockdown transitorio con siRNA. En la figura
16A se observa la eficiencia del knockdown en ambos tipos celulares RKO vy
SW480, en la que se puede apreciar que la presencia del plasmido siRNAPKC(
redujo la expresion de la PKCC en un 90% a las 36 horas post-transfeccion en
ambas lineas celulares tumorales. Las células silenciadas en la expresion de PKC(
se incubaron en ausencia de suero por 6 horas y luego se estimularon con o sin
ligando Wnt5a. Se inmunoprecipité a la GSK-3p y se analizé por Western blot con
anticuerpo anti-sustrato de P-Ser-PKC. Como se puede ver en la Figura 16B, los
resultados mostraron con claridad una disminucion significativa de la fosforilacién de
GSK-3p inducida por Wnt5a cuando abatimos la expresion de la PKC(, confirmando
los resultados obtenidos con la inhibicion farmacoldgica de PKCC.



36

Figura 15. La inhibicién farmacoldgica de PKC( bloquea la fosforilacion de GSK-3B. Las células no malignas
112CoN (A) y células malignas RKO o SW480 (B) se colocaron en medio reducido en suero, se incubaron en
ausencia o presencia del inhibidor selectivo de PKCC (20 mM) durante 1 hora. Las células se incubaron en
ausencia o presencia de Wnt5a durante 5 minutos. GSK-3B se inmunoprecipitd a partir de lisados celulares y se

analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo anti-sustrato P-Ser-PKC.
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Figura 16. El blogueo de la expresion de PKCC mediante siRNA disminuye la fosforilacion de GSK-3B. A)
Eficiencia de knockdown de PKCC. B) La estimulacion por el ligando Wnt5a induce la fosforilacion de GSK-3p3

por PKC({ pero el siRNA la disminuye.

14.5 La fosforilacion de GSK-3[ por PKCC estimula su actividad

Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran que los ligandos Wnt producen
un incremento en la fosforilacion de GSK-3f3, pero no sabiamos cual es el efecto de
esta fosforilacion en la actividad de la enzima, si la activan o la inhiben. Para
investigar esto, se incubaron las células tanto malignas como no malignas en
ausencia o presencia de ligandos Wnt por 5 minutos, y se procedié a
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inmunoprecipitar a la GSK-33 para analizar el efecto de cada tratamiento en su
actividad in vitro. Para esto se utilizd6 un sustrato comercial disefiado
especificamente para GSK-3 (GSM), el cual es un péptido sintético
(RRRPASVPPSPSLS RHS(pS)HQRR) basado en la glucégeno sintasa muscular,
donde (pS) corresponde a la serina fosforilada.

La actividad de GSK-3 se midi6 a partir de los inmunoprecipitados obtenidos de
extractos celulares en ausencia o presencia del sustrato comercial GSM y en
ausencia o presencia de un inhibidor selectivo de GSK-3p3, BIO con la finalidad de
validar la especificidad del ensayo. La figural7A ilustra como la GSK-3[3 obtenida a
partir de células no malignas (112CoN) disminuye su actividad al ser estimulada con
ligandos Wnt3a y 5a comparada con el control. En contraste, la actividad de GSK-33
obtenida a partir de células malignas RKO o SW480 (Figura 17B y 17C) se
incrementd en comparacion con el control. Como era de esperar, la fosforilacion del
sustrato GSM se inhibe en cada condicién cuando el inhibidor de GSK-3B BIO se
afiadié al ensayo. Por lo tanto, estos resultados indican que en las células malignas,
la fosforilacion inducida en GSK-3[3 por PKCC es estimulatoria.

Figura 17. La fosforilacion de GSK-3f inducida por PKC( la activa. Ensayo de cinasa en las células no malignas

112CoN (A) y malignas (B) analizado por autorradiografia utilizando el inhibidor de GSK-38, BIO.
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14.6 La fosforilacion de GSK-33 por PKC se requiere para mantener su actividad
constitutiva basal

Para corroborar que el efecto de la fosforilacién de GSK-3p por PKC{ es activatoria,
se utilizé un RNAI para bloquear la expresion PKCC en células malignas (RKO). Se
transfectaron de manera transitoria las células con el plasmido control o con el
plasmido pSuper-siRNA-PKC{ como se describe en Materiales y Métodos, vy
posteriormente se incubaron en ausencia (vehiculo) o presencia de Wnt3a o 5a por
5 min (previo ayuno de suero fetal bovino por 6 horas). Las células se lavaron y
GSK-3B se inmunoprecipito a partir de extractos celulares para examinar su
actividad in vitro. Como se observa en la Figura 18 el RNAI bloqueé el incremento
en la actividad de GSK-3f inducido por Wnt3a o 5a, pero de manera sorprendente,
abolié también la actividad basal de GSK-3p.

Figura 18. El bloqueo de la expresion de PKCC no solamente inhibe el incremento en la actividad de GSK-3f3
inducido por ligandos Wnt sino que abate la actividad basal constitutiva de GSK-3B. Las células fueron
transfectadas con el plasmido control o con pSuperPKCC-RNAI. 30hrs. después de la transfeccion se colocaron
en ayuno por 6 hrs., se incubaron en ausencia (vehiculo) o presencia de Wnt3a o 5a durante 5 minutos y se

inmunoprecipité a GSK-3f para analizar su actividad de cinasa in vitro.

Estos resultados por tanto indican que se requiere de la actividad de PKC( para
mantener la actividad basal constitutiva de GSK-3f en las células tanto no malignas
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como malignas, pero que la estimulacion con ligandos Wnt inducen un rapido (5-
min) y transitorio cambio en el estado de fosforilacion de GSK-3 mediada por PKC(
gue es opuesto dependiendo del tipo celular: en células no malignas disminuye la
actividad de GSK-3[ tras la estimulacion con ligandos Wnt, mientras que en las
células malignas incrementa la actividad de forma transitoria.

Loa datos demuestran de manera contundente que la fosforilacion de GSK-3f3 por
PKC{ es activatoria y que es crucial para mantener la actividad constitutiva de GSK-
3B (Figura 18). A continuacién se resumen los resultados obtenidos hasta el
momento con cada linea celular (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen general de resultados obtenidos.

14.7 El sitio de fosforilacion en GSK-3f por PKCC es la Ser 147.

Como varios grupos han reportado, que los ligandos Wnt no inducen la fosforilacion
de GSK-3pB en serina 9, lo siguiente que nos planteamos fue identificar el sitio que
fosforila PKC{ en GSK-3B. Utllizando el programa NetPhosK 2,0
(http://fexpasy.com/) (Figura 19), que es una herramienta informética predictiva de
sitios potenciales de fosforilacion en residuos de serina, treonina y tirosina. Se
realizé el andlisis in silico de la secuencia primaria de GSK-3B, buscando
especialmente entre los sitios putativos, las serinas correspondientes al sitio
reconocido por el anticuerpo utilizado previamente para reconocer serinas
fosforiladas por PKC (anticuerpo PKC substrate de Cell Signaling) que es el
siguiente:

R/K X(o-z)Sel’ X(h idI’Of)X(o-l) R/K
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El andlisis in silico de la secuencia primaria de GSK-33 mostré que entre los sitios
putativos de fosforilacion por PKC, la Ser 147 era el Unico sitio putativo que cumplia
totalmente con los requisitos para ser reconocida por el anticuerpo anti-PKC
substrate. Por tal motivo, y para investigar la importancia de este residuo, se decidio
hacer dos construcciones mutantes de GSK-3f: la primera fue el cambio de este
residuo de Ser 147 por alanina que evitaria que fuera fosforilada por PKC(
impidiendo la activacion de GSK-3f. La segunda mutacién fue la de cambiar la Ser
147 por el &cido glutdmico que mimetizaria el residuo fosforilado y permitiria la
activacion de GSK-3p aun en el caso de que esté presente el inhibidor de PKCC.

Figura 19. Andlisis in silico de la secuencia primaria de GSK-3f (NetPhosK 2.0) que muestra los sitios putativos
de fosforilacion de GSK-3B por PKC. Los sitios obtenidos aparecen subrayados en negro. Los tres sitios que
muestran la secuencia consenso clasica con mas alta probabilidad de ser fosforilados por PKC aparecen
subrayados en rojo, y la Ser 147, que coincide perfectamente con la secuencia consenso reconocida por el
anticuerpo anti P-Ser-PKC substrate usado en los experimentos, aparece subrayada en rojo con una linea

curva.

Ambas mutantes se realizaron utilizando el kit de Quickchange, y se analizaron y
confirmaron por secuenciacién como se muestra a continuacion:
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Digestion con la enzima Xho | en la mutacién de Ser 147 del gen GSK-3f por
Alanina.

Tebricamente, al realizarse la mutacion se generarian dos sitios nuevos de corte
Xhol y Scil que no estan presentes en el plasmido. Por tal motivo, después de
extraer los plasmidos a partir de minipreps, algunas clonas se digirieron con la
enzima Xhol lo que linearizaria el vector y que sugiere fuertemente que se realizd
correctamente la mutacion deseada (Figura 20). Para la mutacion de Ser 147 por
acido glutamico en GSK-3B se realizé el mismo procedimiento anteriormente
descrito (Figura 21).

Figura 20. Digestiones con la enzima Xhol de 4 clonas mutadas del gen de GSK-33 (Ser 147 por Ala) y su

control (GSK-3f sin mutar). s/d: sin digerir.

Para validar los experimentos, se secuenciaron las muestras de DNA y se verificd
gue el proceso fuera correcto (Figura 22 y 23).
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Figura 21. Miniprep de cinco clonas mutadas en el gen de GSK-3p del vector pcDNA3 y el vector (pcDNA3) sin

mutar.

Una vez obtenidas las mutantes, se transfectaron en las células RKO y se analizo el
nivel de expresion de cada construccion. Como se observa en la figura 24A, se
obtuvo un buen nivel de expresion de las mutantes y de la GSK-3 silvestre con
respecto a la expresion endogena, y en un nivel similar de expresién para cada una.
Se procedid entonces a examinar la actividad de las GSK-33 mutadas en
comparacion con la silvestre, siguiendo la misma estrategia utilizada previamente
para los ensayos de actividad in vitro. Las células tumorales RKO que expresaban
las GSK-33 mutante o silvestre se incubaron en presencia o en ausencia del
inhibidor de PKCC (20uM) durante una hora y en los ultimos 5 minutos se
estimularon con ligandos Wnt3a o Wnt5a (100ng/ml). Se inmunoprecipitd a GSK-3p
y se analiz6 su actividad in vitro incubandola en presencia o en ausencia de sustrato
comercial GSM y se analiz6 mediante autorradiografia. Para nuestra sorpresa, los
resultados mostrados en la Figura 24 revelaron que el reemplazo de Ser 147 por
Alanina fue suficiente para abolir no solamente el incremento en la actividad de
GSK-3 inducido por los ligandos Wnt sino también para abolir la actividad basal de
GSK-3B. Los experimentos analogos que se realizaron con la mutante
fosfomimética en este sitio (Ser 147 por acido glutamico) mostraron que la actividad
basal se mantenia y que no era significativamente modificada ni por tratamiento con
ligandos Wnt ni por la inhibicion de PKC{. Estos resultados por tanto, mostraron
con claridad que la Ser 147 es el sitio que fosforila PKCC para regular la actividad de
GSK-3pB (Figura 25).
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Figura 22. Confirmacion por secuenciacion de la mutacién en el gen de GSK-3( al cambiar el codén que codifica

para serina (AGT) por el coddn que codifica para alanina (GCT).

500 510 520 530 540 550
EEE NN EE NN SN I N AN NN AN NN R AN NN NN
AAACAGTATACAGAGTTGCCAGACACTATGAACGAGCCAAACAGACGCTCCC

M il ” Ml ﬂ h ) il hﬂ !

Figura 23. Confirmacién por secuenciacién de la mutacion en el gen de GSK-3f al cambiar el codén que codifica

para serina (AGT) por el codén que codifica para &cido glutdmico (GAA).
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Figura 24. La mutacién en Ser 147 por Alanina inactiva a GSK-3f. A) Eficiencia de transfeccion de células RKO
con GSK-3B silvestre (wt), las mutantes GSK-33/S147A y GSK-3B/S147E. B) La mutacién de Ser 147 por

Alanina inactiva totalmente a GSK-3.

Figura 25. La mutacién en Ser 147 por &cido glutdmico mantiene la actividad basal constitutiva de GSK-3p.
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14.8 La mutante de GSK-3[3/S147A incrementa los niveles de (B-catenina

La enzima GSK-3B participa en la via de sefalizacion Wnt regulando los niveles
citoplasmaticos de [ -catenina al fosforilarla y sefalizarla para su degradaciéon via
proteosoma. De este modo, en condiciones basales, cuando GSK-3B esta activa,
los niveles de B -catenina se encuentran bajos, lo que nos hizo suponer que la
mutante GSK-3B/S147A, que mostramos que abate la actividad de GSK-3p,
ocasionaria entonces un incremento en los niveles de B-catenina. Para confirmar
esto, las células RKO se co-tranfectaron con plasmido GSK-3B/S147A y con
plasmido reportero de la actividad transcripcional de B-catenina, el cual codifica para
luciferasa bajo el control de una secuencia promotora que posee los sitios consenso
de union a los factores TCF/B-catenina (TOPFlash). Se utilizé como control el
mismo pladsmido pero con las secuencias de union mutadas (FOPFlash). Las células
fueron co-transfectadas y 24 hrs. después de la transfeccién se procedié a examinar
tanto los niveles de (B-catenina por Western blot, como su actividad transcripcional.
Como se observa en la Figura 26, se encontré que tanto los niveles intracelulares de
B-catenina, como su actividad transcripcional estaban aumentados
significativamente respecto al control que expresaba GSK-3[ silvestre, confirmando
la importancia de la fosforilacion en Ser 147 para regular la actividad basal de GSK-
3B y los niveles de B-catenina .

Figura 26. El nivel de expresién de B-catenina y su actividad transcripcional se incrementan como resultado de

la expresion de la mutante GSK-33/S147A en células RKO.



47

14.9 La regulacién de la actividad de GSK-3( ejercida por PKC{ es un mecanismo
general de regulacion que ocurre en otros sistemas celulares.

Finalmente, dada la importancia de los hallazgos encontrados, quisimos investigar si
el mecanismo de regulacion de la actividad de GSK-33 por PKCC es un fenomeno
general que se da en otros tipos celulares. Para ello se utilizaron células HEK-293
(células no malignas de rifion de embrién humano) en las que se expresd6 GSK-3[3
silvestre o la mutante Ser 147 por Alanina fusionadas a una marca de hemaglutinina
(GSK-3B-HA or GSK-3B/S147A-HA). Las células transfectadas se incubaron una
hora en presencia o en ausencia del inhibidor selectivo de PKCC y en los ultimos 5
minutos se incubaron en presencia o ausencia de ligando Wntba. Se
inmunoprecipitdé entonces a la GSK-3B silvestre o mutante (con anti-HA) y se
procedio a analizarlas por Western blot utilizando el anticuerpo anti-fosfo- Ser-PKC
substrate. Los resultados mostrados en la Figura 27A confirmaron que GSK-3f3 se
regula por el ligando Wnt5a de la misma manera que ocurre en las células de colon
no malignas; ocasiona una disminucion en la fosforilacion de GSK-3p y la inhibicién
de PKCC bloquea la fosforilacion basal de GSK-33. Se pudo comprobar asimismo la
especificidad del anticuerpo usado, pues como se observa en la Figura 27B
reconocio sélo a la Ser 147 fosforilada en GSK-33, que es la Unica que falta en la
mutante, y no a otros sitios putativos de fosforilacion de PKC que permanecen en
GSK-3B. Ademas, se midi6 la actividad transcripcional mediada por B-catenina y
sus niveles intracelulares en células HEK-293 que expresaban la mutante GSK-
3B/S147A, encontrandose lo mismo que se habia encontrado en las células del
colon: que los niveles tanto de la proteina [B-catenina como su actividad
transcripcional, aumentan al expresar una forma inactiva de GSK-3[3.

En conjunto, nuestros resultados indican que i) PKCC fosforila a GSK-3f in vivo en
la Ser 147 para mantener la actividad basal constitutiva de la enzima, ii) que la
estimulacién de las células con ligandos Wnt por tiempos cortos (5 minutos) modula
transitoriamente esta actividad basal de GSK-33 de manera opuesta en células no
malignas o cancerosas, Y iii) que es éste un mecanismo general empleado por
células normales o malignas de regulacién de la actividad de GSK-3p por PKC( y
por Wnts.
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Figura 27 A. GSK-3p se regula en células HEK-293 por ligando Wnt5a de la misma manera que en células no
malignas del colon. Se transfectaron células HEK-293 con GSK-3B-HA o con la mutante GSK-3B/S147A-HA.
Se ayunaron las células por 6 horas y entonces se incubaron con inhibidor selectivo de PKCZ por una hora y
luego con ligando Wnt5a por 5 minutos. Se inmunoprecipitdé a GSK-3@ y analizd por Western blot con los

anticuerpos indicados en la figura.
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Figura 27 B. La expresion de la mutante GSK-3B/S147A-HA en células HEK-293 también produce un

incremento en los niveles de B-catenina y en su actividad transcripcional.

15 Discusién

En la presente tesis se describe un nuevo mecanismo de regulacion de GSK-38 a
través de PKCC utilizando como modelo el cancer de colon, que ocupa el tercer
lugar de causas de muerte en México y en paises industrializados como los de
América del Norte (1). Las células epiteliales del colon estan sujetas a una continua
renovacion y se originan a partir de células troncales madre durante toda la vida del
organismo. La homeostasis en este epitelio esta basada en el balance preciso entre
proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis. La evidencia experimental actual
indica que la via de sefializacion “Wnt” es la fuerza dominante en el control de esta
homeostasis, y cuando esta alterada se produce cancer (3). Consistente con esto,
estudios moleculares han demostrado mutaciones activadoras de la via Wnt en un
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namero abrumador de casos de cancer colo-rectal, aproximadamente el 90%
(39,40).

El elemento distintivo de la via Wnt candnica es la regulacion de los niveles
intracelulares y la localizacion de B-catenina, donde GSK-3B es uno de los
elementos clave que participa en este proceso celular. Sin embargo, los eventos
moleculares por los cuales el signalosoma inhibe la actividad catalitica de la GSK-
3B, han sido objeto de una intensa investigacion a lo largo de una década. Es
importante mencionar que la regulacion de la localizacion de GSK-3B también
puede contribuir al desarrollo de tumores; el secuestro de la fraccion citosdlica de
GSK-3pB contribuye a la activacion de la B-catenina y a la expresion de oncogenes.
La actividad de la GSK-3B no solo se encuentra asociada a la formacion del tumor
en si, sino también a su capacidad de proliferacién, invasividad o metastasis, ya que
la GSK-3B fosforila y marca para su degradacidbn a numerosos factores de
transcripcion, este es el caso de c-Myc, B-catenina, Snail y Bcl3 (64). Actualmente
GSK-3B constituye una importante diana terapéutica en muchas patologias del ser
humano por lo que indicarian la posible utilizacién de la GSK-33 como supresor
tumoral que se refuerza con el hecho de que no se han encontrado mutaciones
inactivadoras para la GSK-3B en tumores humanos (8). Se ha reportado que los
niveles de expresion de GSK-3[3 se ven disminuidos en varios tipos de tumores (10)
o0 aumentados como es el caso del cancer de colon por lo que el estudio de esta
enzima se ha incrementado y podria ser Gtil para el control de enfermedades a las
gue esta asociada como cancer, alzheimer y diabetes que son de caracter mundial.

Algunos estudios proponen un modelo de inhibicion bioquimico en el que los
dominios PPPSxP del co-receptor LRP 5/6 al ser fosforilados, se unen al sitio
catalitico de GSK-3B actuando como un pseudosustrato que inhibe su actividad
hacia B-catenina. Otro modelo propone que la activacién por ligandos Wnt provoca
la internalizacion de GSK-3B en el lumen de cuerpos multivesiculares (MVBS),
impidiendo que GSK-3[ fosforile la B-catenina recién sintetizada; es un mecanismo
de inhibiciéon por aislamiento de la enzima a sus sustratos a través de una doble
membrana. La inhibicion de GSK-3B es el elemento clave que induce la
acumulacion citoplasmica de B-catenina para su posterior translocacion al nucleo
donde interacciona con los miembros de la familia de factores de transcripcion
lymphoid enhancer factor/T-cell factor (TCF/LEF), para formar un complejo bipartita
activo (37). Este complejo provoca la transcripcion de programas de expresion
génica involucrados principalmente en proliferacion y tumorigénesis.
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El aspecto mas relevante del presente trabajo es que se identific6 un nuevo
mecanismo de regulacion de GSK-3f a través de PKC{. Esta interaccion esta
claramente demostrada en otros modelos de estudio pero en lineas celulares de
colon normal y canceroso no habia sido descrita hasta ahora, y nuestros hallazgos
son por tanto muy importantes. En astrocitos de rata se vio que esta interaccion es
importante en la migracion celular (65); en las células epidérmicas de embriones de
Drosophila se demostro que PKC( fosforila a GSK-33 e induce la polarizacion apico-
basal. En astrocitos de rata el efecto de la interaccién entre esas dos proteinas es
importante en procesos de migracién celular (66 y 67). Etienne-Manneville et al. (68)
reportaron que la GSK-3[3 se asocia con la PKC{ y forma un complejo con Par6.
Los estudios de inmunofluorescencia y FRET (fluorescence resonance energy
transfer) confirmaron la asociacion de estas proteinas con PKCC en el huso
meidtico. Resulta interesante mencionar que asi como la GSK-3(B, las PKCs
representan actualmente un reto también interesante para el desarrollo de agentes
terapéuticos mas efectivos contra el cancer. Se ha reportado que existen cambios
especificos y reproducibles en los patrones de expresiéon de las isozimas de PKC en
varios tipos de transformaciones tumorales. En el cancer de colon la PKC Il se
sobreexpresa en etapas tempranas, mientras que la expresion de las isoformas o y
Bl disminuye en etapas tardias del desarrollo tumoral (56). De la misma forma, el
producto del gen wnt5a parece estar sobre- expresado por la activaciéon de PKC y
disminuido por su inhibicién, lo cual sugiere una posible convergencia de la
sefalizacion por Wnt y PKC durante el desarrollo de procesos cancerosos (69). Sin
embargo, la convergencia de sefializacién de la PKC y la ruta Wnt no esta bien
establecida. Esta relacion fue sugerida originalmente por la observacion de que la
PKC puede, bajo ciertas circunstancias, fosforilar e inactivar a la GSK-3B. En un
estudio realizado en fibroblastos se demostré que la inactivacion de la GSK-3f3 por
ligandos Wnt es sensible a inhibicion por PKC (31). Estudios recientes también han
mostrado que PKC fosforila directamente los residuos Ser33/Ser37/Ser4d5 de B-
catenina y que el abatimiento de PKCo por RNA de interferencia previene la
fosforilacion de estos residuos en ella y su degradacién via proteosoma, sugiriendo
qgue PKC regula negativamente los niveles de B-catenina (58). Otro antecedente es
que en el laboratorio se demostr6 un novedoso modelo de regulacion de la
localizacion nuclear de B-catenina mediado por la isoforma ¢ de PKC. Mediante
experimentos con inmunofluorescencia y microscopia confocal se demostré6 que
existe una redistribucion de PKCC y GSK-3[3; el efecto de la estimulacion con
ligandos reveldé una répida redistribucion de GSK-3B desde el citoplasma a los
nacleos en las células malignas, y una salida transitoria de PKC{ desde el nacleo
hasta el citoplasma en las células no malignas, y esta correlaciéon entre GSK-33
nuclear y sefalizacion de Wnt no se habia demostrado antes pero aun falta por



52

estudiar, asi como las funciones que ejerce en este organelo. Es importante
destacar que en otros procesos celulares, existen numerosos ejemplos que
demuestran una acumulacién parcial o transitoria de GSK-3B en el nucleo, como en
la apoptosis (70 y 71), la senescencia replicativa (72) y la fase S del ciclo celular
(73). En tumores pancreaticos humanos existe una redistribucion de GSK-3B donde
se sobreexpresa y se acumula en el nacleo de lineas celulares tumorales y en la
mayoria de los adenocarcinomas pobremente diferenciados (74). Una vez en el
nacleo y en funcién del tipo celular, GSK-3 puede fosforilar sustratos tales como la
ciclina D, NFAT, y c-myc. El mecanismo de importacion de GSK-3@ parece ser
dependiente de una sefal de localizacién nuclear bipartita (NLS) (75), mientras que
las exportaciones bajo algunas circunstancias requiere FRAT (76). So6lo un informe
(77) ha descrito un shuttling-nuclear citopladsmico de GSK-3p.

El efecto final que ejercen los ligandos Wnt en GSK-3B es que induce una
modificacidn rapida y transitoria en el estado de fosforilacion de la Ser 147 de GSK-
3B mediada por PKCC que resulta en las células no malignas en una reduccion de la
actividad basal de GSK-3[, mientras que en un incremento de la actividad de GSK-
3B en células malignas de colon. La primera evidencia reportada acerca de que un
ligando incrementa la actividad de GSK-3pB fue en 1999 por Plyte et al. (78). Los
autores demostraron que en Dictyostelium el cAMP extracelular actia a través del
receptor en serpentina Car3 ocasionando un aumento de la actividad de la cinasa
GSK-A, que regulan los patrones del tipo celular durante las etapas iniciales de
pluricelularidad. Este aumento se correlaciona con el requerimiento para el
homologo de Dictyostelium de GSK-3, GSK-A, para especificar el destino celular
(78). Posteriormente, Kim et al. (79) identificaron una nueva proteina tirosina cinasa,
zakl activada por cAMP, que esté implicada en la activacion de GSK-3 mediada por
CcARS3. En referencia a esto, el acido lisofosfatidico induce a través de las proteinas
G al12/13 la activaciéon de la GSK-3 por fosforilacién en sus residuos de tirosina en
células N2A (80). Se conocen diferentes cinasas capaces de fosforilar estos
residuos, como es el caso de la tirosina cinasa Fyn de la familia de las Src tirosina
cinasas (81). De igual modo se ha descrito que los incrementos transitorios de la
concentracion intracelular de calcio aumentan los niveles de fosforilacion en tirosina
de la GSK-3 (34).

Nuestros resultados indican que el mecanismo de regulacion inducida por Wnt de
GSK-3B es distinto entre las células no malignas y malignas. Estas diferencias
pueden deberse por ejemplo a la interaccion de Wnt3a con diferentes receptores
Frizzled expresados en células normales y malignas (manuscrito en preparacion),
sin embargo, el resultado final, después de 15 minutos tras el tratamiento seria el
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mismo en ambos tipos de células: la inactivacion de la actividad de GSK-38.
Ademas, las consecuencias de los ligandos Wnt3a y Wnt5a que median la
activacion de GSK-3B podrian ser diferentes para cada ligando en las células
tumorales: Wnt3a promueve una sobre-regulacion transitoria de GSK-3B para
participar en la formacién del signalosoma y en la fosforilacion del co-receptor
LRP5/6, mientras que Wnt5a promueve la fosforilacion del co-receptor ROR2 en Ser
864 (77 y 82) que induce la migracién celular. A este respecto, Yamamoto et al.
fueron los primeros en demostrar que ROR2 se fosforila en residuos de
serina/treonina al estimular células que expresan enddgenamente ROR2, con
Wntb5a, pero no con Wnt3a, y que la inhibicion o el bloqueo de GSK-3f impide esta
fosforilacidon y la migracién celular (77).

Consistentemente, Grumolato et al. demostraron que los ligandos prototipo candnico
Wnt3a y el no candnico Wnt5a activan respectivamente dos co-receptores
endoégenos diferentes, LRP5/6 y Rorl/2, mediante un mecanismo comdn que
involucra su dependencia a Wnt y al complejo co-receptor/Frizzled(Fzd) y el
reclutamiento de componentes compartidos, incluyendo Dvl, axina y GSK-3p.
Identificaron que la Ser 864 en Ror2 es un residuo critico fosforilado por GSK-3B y
gue es requerido por Wnt5a para la activacion del receptor no candnico, de manera
analoga a la fosforilacion primaria de la proteina relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LRP6) en respuesta a Wnt3a (82). Tomando en
cuenta toda la evidencia experimental y nuestros hallazgos expuestos aqui, se
revelan roles multifacéticos de la GSK-3 en la via de sefalizacion Wnt y de este
modo establece un rol central para el control estricto en la actividad de GSK-3[3, que
es diferente en células normales y malignas.

Dada la compleja regulacion de GSK-3B y su participacion en diferentes procesos
celulares, ha resultado dificil el estudio de esta proteina. EI mecanismo de
regulacion en la sefalizacion Wnt ha sido una cuestién abierta, evidentemente
existen contradicciones. El identificar la Ser 147 como sitio clave contribuye a
entender el mecanismo de regulacion hasta ahora desconocido de la actividad, que
opera de manera opuesta en células no malignas y células malignas del colon.

El papel de GSK3 como objetivo potencial para el desarrollo de estrategias
terapéuticas se debe al gran nimero de enfermedades a las que se asocia por lo
gue el mecanismo que se describid en este trabajo podria contribuir también a
considerar nuevos enfoques terapéuticos.
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16 Conclusiones

1. La PKCC modula positivamente la actividad de GSK-38 in vitro, fosforilandola
en la Ser 147, mecanismo de regulacién que es esencial para la actividad
basal de GSK-3p en células normales y cancerosas del epitelio del colon.

2. La estimulacion con ligandos Wnt inducen un cambio rapido y transitorio en el
estado de fosforilacion de la Ser 147 de GSK-3B; disminuyendo la
fosforilacion y la actividad de la enzima en células normales, pero
aumentandola en células cancerosas.
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18 Anexos

Figura 1. Curso temporal de estimulacion con ligandos Wnt A, B y C)
Inmunofluorescencia de células en estado basal donde se observa la localizaciéon
intracelular de la GSK-3p (rojo) con PKCT (verde) y su interaccion (amarillo) dentro
de las células. El tratamiento de las células con ligandos Wnt (100 ng/ml) induce una
relocalizacion intracelular de ambas proteinas a los 5 minutos. Las células se

incubaron por distintos tiempos con cada uno de los tratamientos (5, 15y 30 min.) y

la localizacién de GSK-3 y PKC{ se siguid por microscopia confocal.
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ABSTRACT

The molecular events that drive Wnt-induced regulation of GSK-3pB activity are poorly

defined. In this study we found that PKC{ and GSK-3p interact mainly in colon cancer cells.

Whnt stimulation induced a rapid GSK-3f redistribution from the cytoplasm to the nuclei in

malignant cells, and a transient PKC-mediated phosphorylation of GSK-3p at a different site

from serine 9. In addition, while Wnt treatment induced a decrease in PKC-mediated

phosphorylation of GSK-3p in non-malignant cells, in malignant ones this phosphorylation

was increased. Pharmacological inhibition and siRNA-mediated silencing of PKC( abolished

all of these effects, but unexpectedly, also abolished the constitutive basal activity of GSK-3p.

In vitro activity assays demonstrated that GSK-3B phosphorylation mediated by PKC(

enhanced GSK-3p activity. We mapped Serl147 of GSK-3pB as the site phosphorylated by

PKC(, i.e., its mutation into alanine abolished GSK-3B activity resulting in B-catenin

stabilization and increased transcriptional activity, whereas phosphomimetic substitution of

Ser147 by glutamic acid maintained GSK-3p basal activity. Thus, we found that PKC(

phosphorylates GSK-3B at Serl47 to maintain its constitutive activity in resting cells, and

that Wnt stimulation modifies the phosphorylation of Ser147 to regulate GSK-3p activity in

an opposite manner in normal and malignant colon cells.
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Introduction

Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) was first discovered in 1980 as a protein kinase that

inactivates glycogen synthase (1). Since then, GSK-3 has been revealed as one of the master

regulators that play central roles in a diverse range of signaling pathways, including those

activated by Wnts, Hedgehog, growth factors, cytokines, and G protein-coupled ligands.

GSK-3 is involved in the regulation of many cellular functions and more than 40 proteins

have been reported to be phosphorylated by this kinase, suggesting that its activity is tightly

regulated (2). Numerous studies have pointed to an association of GSK-3 dysregulation,

particularly hyperactivation, with the onset and progression of human diseases including

diabetes mellitus, obesity, inflammation, neurological disorders, and cancer (3).

A distinct feature of GSK-3 is its constitutive kinase activity in resting cells, which is

inhibited in response to cellular signaling-mediated by growth factors, cytokines and

hormones via phosphorylation of Ser2l in GSK-3o and Ser9 in GSK-3B (4-6). Several

kinases can phosphorylate these serines, including Akt, Protein kinase A (PKA), and p90Rsk.

TPA-sensitive isoforms of Protein kinase C (PKC) have also been shown to be involved in

agonist-induced inactivation of GSK-3f by phosphorylating the enzyme at Ser9 (7, 8). It has

also been reported that in vitro, GSK-3f is inactivated in the same manner by particular

forms of PKC: conventional a, 3, and vy, and the novel 6 and n isoforms (9, 10). Interestingly,

these experiments showed that neither PKCe, nor atypical PKC{, phsphorylate GSK-3p at
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Ser9 (9, 10) and that in contrast, the related GSK-3a. is not a substrate for any of these PKC

isozymes (9). However, the mechanisms of GSK-3 regulation are varied and not yet fully

understood; precise control appears to be achieved by a combination of phosphorylation,

localization, and sequestration by a number of GSK-3-binding proteins (6).

Whnt signaling is a key pathway in embryonic development and adult homeostasis (11, 12)

and has been defined as one of the most important contributors to tumorigenesis. Indeed,

aberrant Wnt signaling is a hallmark of the majority of colorectal cancers. GSK-3p is a

central player in the canonical pathway, which operates through regulating the

phosphorylation and degradation of the transcription co-activator 3-catenin. In the absence

of Wnt stimulation, B-catenin is assembled into the so-called destruction complex, consisting

of GSK-3B, Casein kinase 1 (CK1) Adenomatous Polyposis Coli (APC), and Axin. This

complex directs a series of phosphorylation events in -catenin that targets it for degradation

via the proteosome (11, 12). Stimulation by Wnt leads to inhibition of $-catenin breakdown,

and to phosphorylation of the co-receptor LRP5/6 by GSK-3p, followed by inhibition of

GSK-3p activity by a mechanism not fully understood to date (11-13). In this respect, it has

been demonstrated that canonical Whnt signaling pathway employs a distinct mechanism for

regulating GSK-3p that is independent of N-terminal domain serine phosphorylation or

tyrosine phosphorylation and, instead, relies on protein-protein interactions and intracellular

sequestration (6, 11, 14).
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It is well known that Wnt and PKC signaling pathways are both involved in colon
carcinogenesis and tumor progression. Recent studies have found specific interactions
between GSK-3p and atypical PKC as a key component of the Par complex (15, 16)
participating in polarity determination. We have recently reported that atypical PKCT plays
an important role in the positive regulation of canonical Wnt pathway by controlling nuclear
[-catenin localization in colon cancer cells (17). In this study, we found that PKC(
and GSK-3p interact specifically mainly in colon cancer cells. Furthermore, we found that
upon cell treatment with Wnts, GSK-3p activity is rapidly and transiently activated in cancer
cells as a result of PKC{-mediated phosphorylation at Ser147. Unexpectedly, we also found
that PKC{-mediated phosphorylation of Ser147 is required to maintain the constitutive basal

activity of GSK-3p under resting conditions, in both non-malignant and malignant cells.

Materials and Methods

Reagents and Antibodies. Antibodies against GSK-3p were from the following sources:
rabbit polyclonal antibody was obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA) and mouse monoclonal antibody was from Millipore (Billerica, MA, USA) The rabbit
monoclonal antibody against Phospho-(Ser) PKC Substrate was purchased from Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Rabbit polyclonal antibodies against Akt and

against P-Thr308-Akt were obtained from Santa Cruz Biotechnology. Protein A-sepharose,
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the pseudosubstrate-specific PKC{ inhibitor, and the GSK-3f inhibitor I1X (BIO, (2'2,3'E)-6-

Bromoindirubin-3' —oxime) were from Calbiochem/Merck (Darmstadt, Germany). The GSM

(GSK-3 substrate peptide) was obtained from Millipore.

Plasmids. Plasmid encoding human GSK-3p (HA-GSK3p wt pcDNA3, Addgene plasmid

14753) was obtained from Addgene, a non-profit organization devoted to facilitate the

sharing of plasmids among scientists. For knockdown PKCT experiments, we utilized the

control (void plasmid pSUPER) or the pPSUPER.PKCzeta.RNAi plasmid donated by Dr. Alex

Toker to Addgene (Addgene plasmid 10803) whose construction and effectiveness have

been described (18). The pTOPFlash and pFOPFlash reporter plasmids were obtained from

Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA).

Cell culture. RKO (human colon carcinoma), or SW480 (human colorectal adenocarcinoma)

malignant cells, and non-malignant 112 CoN (human colon) cells and IEC-18 (mouse

intestine), were all obtained from the American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,

VA, USA). RKO and 112CoN cells were maintained in Dulbeco’s Modified Eagle’s medium

(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), antibiotics (120 mg/ml

penicillin and 200 mg/ml streptomycin) and 2 mM L-glutamine. SW480, HEK293 or IEC-18

cells were maintained in DMEM F-12 supplemented with 5% FBS, antibiotics and 2mM

glutamine. For IEC-18 cells, the medium was also supplemented with 0.1 Ul/ml of insulin,

which was removed from the medium 12 h before each experiment. All cells were cultured
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in a humidified 5% CO, incubator at 37°C. Human cell lines were authenticated by DNA
profiling using Short tandem repeat (STR) analysis on an AmpFISTR® Identifiler™ PCR
Amplification System at the Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN) in
México City. RKO human malignant cells display normal canonical Wnt signaling
(expressing wild-type APC protein) and are responsive to Wnt ligand in comparison with
SW480 human malignant cells, which express a truncated version of APC and have

constitutively active Wnt signaling.

Incubation with Wnt ligands and pharmacological inhibition of PKCEt. For the
pharmacological PKC{ inhibition in RKO and SW480 cells, serum-starved cells (2%
serum instead of 10%) were incubated in the absence or presence of the myristoylated
PKC(-selective inhibitor (20 puM) for 1 hour. Then, the cells were incubated in the
absence or presence of Wnt3a or -5a ligand (100ng/mL) for 5 minutes and the cells
were then washed and lysed.

Immunofluorescence analysis. 112CoN, RKO and SW480 cells were grown on coverslips.
Cells were washed with PBS, fixed in ice cold methanol for 10 min, washed in PBS, and
blocked with 1% IgG-free BSA for 1 hour. The cells were incubated overnight at 4°C with
the corresponding primary antibodies in blocking solution, washed three times with PBS, and
incubated for 1 h in darkness at room temperature with secondary antibodies (FITC-

conjugated goat anti-rabbit antibody or rhodamine goat anti-mouse antibody). After washing,
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the coverslips were mounted with the antifade reagent Vectashield. Cell fluorescence was

examined using a confocal microscope (Leica TCS SP5) with a krypton argon laser.

Western blotting. Protein samples (100 pg) were separated by 10 or 12% SDS-PAGE

followed by electrophoretic transfer onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA). The membranes were blocked with 5% non-fat dry milk and incubated overnight at

4°C with the corresponding primary antibody. Detection was achieved using the SuperSignal

Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) with a horseradish peroxidase-conjugated second antibody.

An actin antibody was utilized as control for equal loading.

Immunoprecipitation. Confluent cells were washed and homogenized in ice- cold lysis

buffer containing 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EGTA, 2mM EDTA, 0.5% Triton X-100,

and a mixture of protease inhibitors and protein phosphatase inhibitors. Aliquots of cell

extracts (1 mg/ml) were incubated overnight with 1 pg/ml of primary antibody at 4°C with

gentle shaking. Then, 20 pl protein A-sepharose (30%) was added and incubation continued

for 2 h. Immune complexes were then washed three times with buffer A (50 mM Tris-HCI,

0.6M NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% Nonidet P-40, pH 8.3) supplemented with 0.1 mg/ml

trypsin inhibitor and 1 mM PMSF and once with buffer B (20 mM Tris HCI pH 7.5, 0.15 M

NaCl) containing protease and phosphatase inhibitors.
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PKCE Knockdown. PKCT silencing was performed by transient transfection of cells
with 2 pg of pSuperPKCC-RNAI plasmid, constructed and reported by Dr. Alex Toker
[18] or with control plasmid (void plasmid pSUPER) obtained from Addgene (ID 10803)
using Lipofectamine 2000. Silencing efficiency was analyzed by Western blot and flow

cytometry.

FACS analysis. The cells were detached and dissociated in 10 mM EDTA solution. The cell
suspension was washed, resuspended in PBS supplemented with 4% fetal calf serum (staining
buffer), stained with the corresponding primary antibody (rabbit polyclonal anti-pThr308-
Akt or goat polyclonal anti-pSer9-GSK-38), and then incubated with the secondary antibody.

Cells stained with the secondary antibody alone were employed as negative control.

In vitro GSK-3f activity assay. GSK-3f was immunoprecipitated from cells incubated for
5 min in the absence (vehicle) or presence of Wnt ligands (100ng/mL). Immune complexes
were washed twice with buffer A [50 mM Tris/HCI, 0.6M NaCl, 0.5% (v/v) Triton X-100,
0.5% Igepal (v/v) (pH8.3)] containing protease and phosphatase inhibitors and once with
buffer B (50 mM Tris/HCI , 0.15 M NaCl, 50 mM 2-mercaptoethanol, pH 7.5). Kinase
activity was initiated by resuspending the immunoprecipitates in 50 pl of the assay mixture,
consisting of kinase buffer (40 mM Tris, 20 mM MgCI2, pH 7.5), plus [y *P] ATP and
4mg/ml of GSK3 substrate (GSM), in the absence or presence of the GSK-3p inhibitor BIO

(5 uM). Reactions proceeded for 20 min at 30°C, and were then terminated by the addition of
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50 pl of SDS/PAGE sample buffer, boiled for 5 min, and analyzed by SDS/PAGE [18 %
(w/v) gel] and autoradiography. Data were quantified by densitometric analysis performed
both in Coomassie-stained gels and the corresponding autoradiographs. The specific
phosphorylation was determined as the ratio of phosphorylated protein to the total protein

content normalizing with respect to control cells.

Site-directed mutagenesis. The human GSK-38 S147A and S147E mutants were generated
employing the QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit obtained from Stratagene (La
Jolla, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions and utilizing the following
primers: S147A forward: 5’- GTTGCCAGACACTATGCTCGAGCCAAACAGACGCTC-
3’; and reverse: 5’- GAGCGTCTGTTTGGCTCGAGCATAGTGTCTGGCAAC-3’.  For
S147E forward: 5-GTTGCCAGACACTATGAACGAGCCAAACAGACGCTC-3’ and
reverse: 5’- GAGCGTCTGTTTGGCTCGTTCATAGTGTCTGGCAAC-3’. Both mutant

constructions were verified by sequencing.

B-catenin/TCF transcriptional activity reporter assay. The cells were seeded on 24-well
plates at a density of 1.2-1.8 x 10° cells per well. Twenty-four hours after seeding, the cells
were placed in a serum-free medium and transfected with 1 pg of a reporter plasmid
(pTOPFlash or control plasmid pFOPFlash), with 0.05 pg of the pRL luciferase plasmid
(transfection control) and with 1 pg of plasmid HA-GSK3p-wt or HA-GSK3B-S147A. The

luciferase reporter activity in the cell lysates was measured 24 h after transfection using the
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Dual Luciferase Assay kit (Promega, Madison, WI, USA). The activity was normalized with

respect to the activity of Renilla luciferase or with respect to the protein content in each

sample.

Statistical analysis. The data are expressed as mean + Standard error of the mean (SEM).

Statistical analysis of the data was performed using the Student t test. A value of P < 0.05

was considered statistically significant.

Results

PKC{ and GSK3-p Co-immunoprecipitate in a Reciprocal Manner and Co-localize in

Both Non-malignant and Malignant Colon Cells. PKC has been shown to be involved in

agonist- (growth factors, cytokines and hormones, but not Whnts) induced inactivation of

GSK-3p by phosphorylating the enzyme at Ser 9 (7, 8). It has also been reported that in vitro,

GSK-3p, but not GSK-3a, is inactivated in this way by particular isozymes of PKC, but not

by others such as PKCg, and PKC( (9, 10, 14). Because we have previously reported that the

atypical PKCT participates in the regulation of nuclear f-catenin localization, playing an

important role in the positive regulation of canonical Wnt pathway (17), we hypothesized that

PKC({ probably does not interact in vivo with GSK-3B. To our surprise, co-

immunoprecipitation studies clearly showed that GSK-3B interacts in cells with PKC{

because they co-immunoprecipitated in a reciprocal manner from 112CoN human colon non-
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malignant cells, and from RKO and SW480 human colon cancer cells exhibiting normal Wnt

signaling, and constitutive active Wnt signaling, respectively (Figure 1).

Consistent with these results, immunofluorescence assays followed by confocal microscopy

analysis, depicted in Figure 2, revealed co-localization of GSK-3p with PKC({ under basal

conditions both in normal (Figure 2A) and malignant cells (Figure 2, panels B and C) in the

cytoplasm and in some regions of the nucleus. To investigate whether their co-localization

changes as a result of Wnt stimulation, the cells were treated during 5, 15, and 30 min with

canonical (Wnt3a) or with non-canonical (Wnt5a) ligands. As can be observed in Figure 2,

although co-localization of GSK-3p with PKC( remained upon Whnt treatment, stimulation of

cells with Wnt3a or Wnt5a provoked rapid changes (detected at 5 min) in the intracellular

distribution of GSK-3p and PKCC(: they induced a GSK-3p redistribution from cytoplasm to

nucleus in both non-malignant (panel A) and malignant cells (panels B and C), but whereas

the localization of PKC{ did not change in non-malignant cells, Wnt treatment produced an

exit of PKC( from nucleus to cytoplasm in malignant cells. Analysis of the time-course of

stimulation with Wnt ligands indicated that these results were maintained until 30 min in

non-malignant 112CoN cells (Figure S1A), but not in malignant cells, because the Wnt-

induced exit of PKC{ was transient (Figures S1B and S1C), appearing located again both at

the nucleus and the cytoplasm after 30 min of treatment.
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Wnt3a and Whntba Ligands Increase the PKC-mediated Phosphorylation of GSK3-§ in

Cancer Cells and Induce the Opposite Effect in Non-malignant Cells. To investigate the

biochemical meaning of the interaction between PKC({ and GSK-3B, we first examined

whether GSK-3p could be a PKC substrate in cells upon Wnt stimulation employing an

antibody that specifically recognizes phospho-serine-PKC substrates (Cell Signaling).

Serum-starved non- malignant or malignant cells were incubated in the absence or presence

of canonical Wnt3a or non-canonical Wnt5a during 5 min. GSK-3 was immunoprecipitated

from cell lysates and analyzed by Western blot. The results presented in Figure 3A indicated

that in 112CoN or IEC-18 non-malignant cells, GSK-3p exhibits basal PKC-mediated

phosphorylation that is diminished as a result of 5 min of treatment with either Wnt3a or

Whnt5a ligands. Interestingly, and in an opposite manner, in RKO or SW480 cancer cells,

basal PKC-mediated phosphorylation of GSK-3p was nearly negligible, and the 5-min

stimulation of cells with Wnt3a or -5a induced an increase in PKC-mediated GSK-3p

phosphorylation (Figure 3B). The phosphorylation of GSK-33 by PKC occurs rapidly and

transiently, as can be observed in the time-course illustrated in Figure 3C, because after 5 min

of RKO cell treatment with Wnt5a, PKC-mediated phosphorylation of GSK-3p3 began to

return to the basal state.

Whnt Agonists Increase the PKC-mediated Phosphorylation of GSK3-p in Cancer Cells

at a Different Site from Ser 9. In order to confirm that canonical Wnt ligands do not
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produce GSK-3p inactivation by inducing its phosphorylation at Serine 9, we tested whether

the phosphorylation of GSK-33 mediated by PKC in RKO cancer cells (responsive to Wnt

ligands) occurs at this site as a result of Wnt stimulation. As shown in Figure 4A, the time

course of GSK-3p phosphorylation at Ser 9 obtained upon Wnt3a or -5a treatment of cells in

comparison with insulin, which is well known to induce phosphorylation of Ser 9 of GSK-3f3

via Akt activation and phosphorylation at Thr 308 (5, 6), indicated that canonical Wnt3a does

not induce the phosphorylation of GSK-3p at serine 9 nor did it induce phosphorylation of

Akt at Thr 308. It can also be observed that although Wnt5a produced only transient Akt

phosphorylation at Thr 308, it did not increase phosphorylation of GSK-3f at Ser 9 in the

same manner (Figure 4A). To confirm these results, we performed an immunaoblot analysis

of GSK-3B immunoprecipitated from RKO cells stimulated in the absence or presence of

insulin or Wnts for 5 min. As it can be seen in Figure 4B, only insulin treatment of cells

induced the phosphorylation of GSK-3p at Ser 9, reproducing the flow-cytometry results.

PKCt Phosphorylates GSK-3p in colon cells. To investigate which PKC isoform

phosphorylates GSK-3p in response to Wnt stimulation, we first examined the effect of

PKCC inhibition on GSK-3p phosphorylation mediated by PKC. We used the Wnt5a ligand,

which has been reported to transduce mainly in a non- canonical way, such as Wnt/Ca++

signaling, activating calcium-dependent conventional PKC isoforms.  Non-malignant

112CoN or RKO and SW480 cancer cells were incubated for 1 h in the absence or presence
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of the selective PKCT- myristoylated pseudosubstrate inhibitor and then in the absence or

presence of Wntba for 5 min. GSK-3p was immunoprecipitated from cell extracts and

analyzed by Western blot using an anti-phospho-serine-PKC substrate antibody.

Unexpectedly, the results obtained clearly indicated that in normal 112CoN cells, inhibition

of PKC( abolished basal PKC-mediated phosphorylation of GSK-3B and reduced the

phosphorylation induced by Wnt5a (Figure 5A). Consistent with the results previously

shown in Figure 3A, in both RKO and SW480 cancer cells, there was less basal

phosphorylation (RKO cells) or no basal phosphorylation (SW480 cells) compared with

normal 112CoN or IEC-18 cells. However, Wnt5a stimulation produced an increase in the

PKC-mediated phosphorylation of GSK-3f that was also abolished by PKC( inhibition in the

absence of Wntba stimulation or greatly reduced in the presence of Wnt5a stimulation

(Figure 5A). In order to confirm that the observed effects were mediated by PKCC, we

utilized an RNA interference (RNAI) approach to transiently block PKCT expression. It is

noteworthy that the plasmids utilized were previously constructed and successfully probed

previously by Dr. Alex Toker (18), and we also employed these plasmids in a previous report

(17). As can be observed in Figure S2, a great reduction in the PKCC protein level was

observed 36 h after transfection of RKO or SW480 cells with 2 pg siRNA plasmid in

comparison with plasmid control. The siRNA transfected RKO cells were serum starved and

then incubated in the absence or presence of Wnt5a. GSK-3p was immunoprecipitated from
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cell extracts and analyzed by Western blot with the anti-Phospho-Ser-PKC substrate antibody.
The results presented in Figure 5B confirmed that the effects observed in GSK-3
phosphorylation status in colon cancer cells were mediated by the atypical PKCT. Taken
together, these results clearly indicated that GSK-3p is a substrate of PKC( in colon cells at a
different site from Ser 9, and that Wnt stimulation induces rapid and transient changes in the
phosphorylation status of GSK-3p mediated by PKC( in an opposite manner in normal or

cancer cells.

The PKC(¢-induced Phosphorylation of GSK-3f Stimulates GSK-3p Activity. To
investigate the effect of the phosphorylation produced by PKC({ on GSK-3p activity, we first
incubated the serum-starved non-malignant or malignant cells in the absence (vehicle) or
presence of Wnt ligands during 5 min, and then proceeded to immunoprecipitate GSK-3B in
order to analyze the effect of each treatment on its activity in vitro, as described in the
Experimental Procedures section. Kinase activity was measured with the GSK-33 immune
complexes obtained from the cell extracts, in the absence or presence of the substrate added
(GSM peptide) and in the absence or presence of the selective GSK-3p inhibitor BIO, to
validate assay specificity. Figure 6A illustrates how the GSK-3B obtained from normal
112CoN cells was inhibited upon Wnt3a or -5a treatment, because the amount of *2P-labeled
GSM produced was less than that produced by the GSK-3p obtained from 112CoN untreated

control cells. In marked contrast, the activity of GSK-3p obtained from RKO or from SW480
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cancer cells (Figure 6B and 6C, respectively) was increased in comparison with control
cancer untreated cells, producing more 3’P-labeled GSM substrate. As expected,
phosphorylation of the GSM substrate was abolished in vitro in all cases when the inhibitor
of GSK-3B BIO was added to the assay. Thus, these results indicated that phosphorylation
induced in GSK-3p by PKC( stimulates enzymatic activity. This is consistent with the
decrease in the PKC-mediated phosphorylation of GSK-3p previously observed in non-
malignant cells (Figure 3A), as well as with the increase in PKC-mediated phosphorylation of

GSK-3p previously observed upon Wnt treatment of cancer cells (Figure 3B).

The PKCCZ-induced Phosphorylation of GSK-3p Is Required to Maintain Constitutive
Basal GSK-3p Activity. To confirm that the transient effects on GSK-3p activity observed
upon Wnt treatment of cells are the result of phosphorylation of GSK-3p mediated by PKC(,
we again utilized an RNAI approach to transiently block PKCT expression in colon cancer
cells. RKO cells were transfected with the control scrambled-RNAi plasmid or with
pSuperPKCZ-RNAI plasmid, and 30h post-transfection incubated in the absence (vehicle) or
presence of Wnt3a or -5a agonists for 5 min. GSK-3p was immunoprecpitated from cell
extracts to examine its activity in vitro. Figure 6D revealed how the silencing of PKC( in
cancer RKO cancer cells inhibited enhancement in GSK-3p activity induced by Wnt3a or -5a
stimulation of cells, but in addition, and unexpectedly, the PKC{ blockade of expression also

abolished constitutive basal GSK-3p activity.
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Taken together, our results indicate the following: i) that PKC( activity is required to
maintain constitutive basal activity of GSK-3p in colon cells; ii) that Wnt stimulation induces
rapid and transient changes (5-min) in the phosphorylation status of GSK-33 mediated by
PKCC, and iii) that the changes induced by Wnts are opposite in normal or cancer cells: in
non malignant cells, PKC{-mediated phosphorylation and GSK-3p activity decrease upon
Whnt treatment, whereas in cancer cells, PKC{-mediated phosphorylation of GSK-3p and its

activity are transiently increased.

PKC{ Phosphorylates GSK-3p at Serine 147. In view that we demonstrated here that Wnt
agonists induce the phosphorylation of GSK-3B at a site that is not Serine 9, we next
investigated which GSK-3p site or sites are phosphorylated by PKCZ. An in silico analysis
of the GSK-3p amino acid sequence shown in Figure S3 employing the PhosphoMotif Finder
program (http://www.dabi.temple.edu/disphos/pred/predict), or the NetphosK 2.0 program
(http://expasy.com/) showed that GSK-3 possesses several putative PKC phosphorylation
sites, three of these displaying the classical PKC consensus sequence with high probability
score, but only one of these exactly matched the consensus sequence recognized by the P-
Ser-PKC-substrate antibody utilized in our experiments: R/K.2) Ser X ydrophobicyR/K. This
consensus sequence is only located around Serine 147 of GSK-3B. Therefore, we decided to
construct an epitope-tagged GSK-3B-HA mutant with Serl147 replaced by Alanine (GSK-

3p/S147A-HA), and a phosphomimetic GSK-3p mutant with Ser147 replaced by Glutamic
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acid (GSK-3p/S147E-HA), and to examine the effects of these mutations in GSK-3p activity

upon Whnt stimulation. To this end, RKO cells were transfected with plasmid-encoding wild

type GSK-3B-HA or with plasmid—encoding GSK-3p-HA mutants. The level of wild type or

mutant GSK-3[ expression obtained in transfected RKO cells with respect to the endogenous

GSK-3B level is presented in Figure S4. RKO cells expressing epitope-tagged mutant or

control wild type GSK-3p were incubated in the absence or presence of PKCT- myristoylated

pseudosubstrate inhibitor (I h) and then in the absence or presence of Wnt5a for 5 min. GSK-

3B was immunoprecipitated from cell extracts (anti-HA immunoprecipitation) to be analyzed

for its catalytic ability in vitro. To our surprise, the results depicted in Figure 7A revealed that

the replacement of S147 with Alanine was sufficient to abolish not only the enhancement of

GSK-3B activity induced by Wnt agonists, but also to abolish the basal activity of GSK-3p in

the same manner as it inhibits PKCT. Instead, Figure 7B revealed that the phosphomimetic

GSK-3B/S147E-HA mutant displayed constitutive basal GSK-3p activity, which was not

significantly further increased as a result of Wnt stimulation and which was insensitive to

PKCT inhibition. In view of these results, we reasoned that in cells expressing GSK-

3p/S147A-HA mutant, the loss of basal GSK-3p activity would promote B-catenin

stabilization levels. To examine this, RKO cells were transiently co-transfected with

pTOPFlash or pFOPFlash (control) p-catenin/TCF transcriptional activity reporter plasmids

and with plasmid-encoding wild type GSK-3B-HA or plasmid—encoding GSK-3p/S147A-HA
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mutant. At 24 h post-transfection, p-catenin levels were analyzed by Western blot in cell

extracts, and the reporter activity was examined. Indeed, as shown in Figure 7C, p-catenin

protein levels were increased in RKO cells expressing the GSK-3p/S147A-HA mutant, as

well as the p-catenin transcriptional activity. To explore if this type of GSK-3p regulation

occurs in other cell types, HEK-293T cells expressing wild type GSK-3p-HA or GSK-

3p/S147A-HA mutant, were incubated in the absence or presence of the PKCT- myristoylated

pseudosubstrate inhibitor and then in the absence or presence of Wnt5a for 5 min. GSK-3p3

was immunoprecipitated from HEK293T cell extracts and analyzed by Western blot using the

anti-phospho-serine-PKC substrate antibody. The results presented in Figure 7D confirmed

that GSK-3p was regulated by Wnt5a in the same way as in non malignant colon cells, since

inhibition of PKC( abolished basal PKC-mediated phosphorylation of GSK-3p and reduced

the phosphorylation induced by Wnt5a. In addition, it can also be confirmed that the anti-

Phospho-Ser-PKC substrate antibody specifically recognizes the phosphorylated Ser147 in

GSK-3B. Consistent with these results, Figure 7E shows how co-transfected HEK293T cells

with pTOPFlash or pFOPFlash reporter plasmids and with plasmid-encoding wild type GSK-

3B-HA or plasmid—encoding GSK-3p/S147A-HA, displayed the same effect as in colon cells:

[-catenin protein levels were increased in cells expressing the GSK-33/S147A-HA mutant, as

well as the B-catenin transcriptional activity. Taken together, our results indicate that GSK-3p

is phosphorylated in cells at Ser147 by PKC{ to maintain its constitutive basal activity, that
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Whnt3a or -5a short treatment of cells can transiently modulate this basal activity in opposite

fashion in non-malignant or cancer cells, and that this is a widely used mechanism for GSK-

3p regulation mediated by PKC{ and Whnts in cell systems other than colon epithelial cells.

Discussion

GSK-3B is a serine threonine kinase involved in the regulation of a diverse range of

signaling pathways, including those activated by Whnts, and has been linked to the onset and

progression of human diseases such as Alzheimer, diabetes and cancer. The mechanisms

regulating GSK-3 have proven to be a topic of great debate, because they are varied and not

fully understood. In this regard, despite the molecular mechanisms of Wnht-induced

regulation of GSK-3f activity have been intensively studied in recent years, they remain

unclear. These studies have shown that canonical Wnt signaling pathway employs a distinct

mechanism for regulating GSK-3p that is independent of N-terminal domain serine

phosphorylation or tyrosine phosphorylation and that, instead, relies on protein-protein

interactions and intracellular sequestration (13, 19, 20).

PKC isozymes are commonly dysregulated in many types of cancers, such as colon cancer,

and it has been demonstrated that they may act as both oncogenes (21) or as tumor

suppressors (22), depending on the cell’s context, and of which protein adaptors interact with

PKC isoforms. In this respect, the atypical isoforms, PKCi and PKC(, have demonstrated to
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be critical components of cell-survival signal transduction pathways frequently suppressing

apoptosis by activation of pro-survival NFkB and MAPK signaling pathways (21, 23, 24),

but it has also been reported that the loss of PKC{ in mice results in enhanced intestinal

tumorigenesis and in increased stem cell activity (25, 26). These atypical isoforms differ

from other PKCs in that their catalytic activity is not dependent upon diacylglycerol, calcium,

or phosphatidylserine. Instead, their activity can be regulated by 3-phosphoinositides

produced as the result of PI-3 kinase (PI3K) activation induced by growth factors, by

phosphorylation by the phosphoinositide-dependent kinase PDK1, and through specific

protein—protein interactions (27).

With respect to the role played by PKC isozymes in Wnt signaling, the first evidence of

possible crosstalk between PKC and canonical Wnt signaling emerged with the observation

that some PKC isozymes phosphorylate (at Ser 9) and inactivate GSK-3p in vitro (9, 10). It

is now well known that PKC is one of the key targets of non-canonical Wnt signaling,

particularly in the Wnt/Ca2+ pathway, and we previously demonstrated that PKCT plays an

important role in the positive regulation of canonical Wnt pathway, by controlling nuclear 8-

catenin localization in colon cancer cells (17).

The interaction of PKCZ with GSK3p had been previously described. Etienne-Manneville et

al (15) reported that GSK-3p physically associates with PKC{, forming a complex with Par6.

Both fluorescence resonance energy transfer (FRET) and immunofluorescence studies (28)
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confirmed the existence and close association of these proteins with PKC( at the meiotic

spindle. Interestingly, it was observed that when the two proteins are precipitated together

after scratch-induced migration, phosphorylated GSK-3p (at Ser 9) cannot be detected in the

PKCC precipitate, indicating that GSK-3p phosphorylation at Ser 9 leads to its dissociation

from PKCC( (15). Here, we report, to our knowledge, an unprecedented function for aPKC( in

regulation of the constitutive basal activity of GSK-3p and in regulation of its activity by Wnt

ligands. Our data demonstrate that PKC({ positively regulates GSK-3B activity by

phosphorylating Serine 147, in order to maintain the constitutive activity of GSK-3f in

resting cells. Furthermore, we found that Wnt stimulation induces a rapid and transient

modification in the PKC{-mediated Serl47 phosphorylation status and GSK-3p activity,

which results in non-malignant cells in a reduction of the GSK-3p basal activity, but in an

enhancement of GSK-3p activity in colon cancer cells. Although all these finding at this

cellular level need to be further validated using animal models, they have substantial

implications for the understanding of the mechanisms of Wnt signaling and for the

understanding of GSK-3p regulation. In canonical Wnt signaling, GSK-3 plays a dual

role: besides its well- known negative role targeting p-catenin for ubiquitylation and

proteosomal degradation in the absence of Wnt stimulation, GSK-3p activity is required to

transduce the signal at the cell’s membrane upon Wnt stimulation in order to phosphorylate

the cytoplasmic tail of the LRP5 co-receptor and to induce the signalosome formation at the
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membrane, a step that is widely recognized to be crucial for Wnt signaling activation (29).

However, Wnt-induced signalosome formation at the plasma membrane is the key step that

precedes inhibition of GSK-3B. How signalosomes lead to a block of [-catenin

phosphorylation by GSK-3p remains an open question and there are two main models that

describe how this might occur (13, 30). Our data provide insight into the events that precede

LRP phosphorylation and are consistent with the time courses reported for LRP

phosphorylation and signalosome formation. In this respect, Bilic et al. 2007 (29) showed

that LRP6-signalosomes- containing aggregates of phospho-LRP6, Frizzled (Fzd), Dvl, Axin,

and GSK-3pB- are formed at and under the plasma membrane 15 min after Wnt addition. Thus,

the time course of Wnt-induced upregulation that we observed here (peaking at 5 min),

correlates in cancer cells with the time required for GSK-3p to be activated to phosphorylate

LRP5/6 at PPPSP repeats.

Here we also found that Wnt stimulation modifies the phosphorylation of Ser147 to regulate

GSK-3p activity in an opposite manner in normal and malignant colon cells. A possible

explanation of this is that in cancer cells, Wnts increase the activity of GSK-3 only during

the first 5 min after stimulation by increasing the phosphorylation of the Ser147 in GSK-3

to phosphorylate LRP5 and to hyperactivate Wnt signaling, but after 15 min the activity

returns to the basal. In non-malignant cells, Wnts diminish the activity of GSK-3p during the

first 5 min upon stimulation, probably delaying the signalosome formation whereas -catenin



(1))
K=
‘—O

L

2]

o)
e

|oB

. :

19}

(72]

=

c
=
-

0

Q.

(1))

Q

(@)

25

levels accumulate, but after 30 min of Wnt stimulation the final effect would be the same in

both cell types: GSK-3p would be inhibited once signalosome is formed.

Our data is consistent with previously reported evidence for ligand-stimulated elevation of

GSK3 activity: Plyte et al (31) demonstrated that in Dictyostelium, extracellular cAMP acting

via the serpentine receptor CAR3 cause a rise in GSKA kinase activity, which regulates cell-

type patterning during initial stages of multicellularity. The timing of this rise correlates with

the requirement for the Dictyostelium homolog of GSK-3, GSKA, to specify cell fate (31).

Later, Kim et al (32) identified a novel cAMP-activated protein tyrosine kinase, ZAK1, that

is involved in cCAR3- mediated activation of GSKS3.

Our results also indicate that either Wnt3a, a prototype canonical ligand, and Wnt5a, a

prototype non-canonical ligand, both induce increase in GSK-3p activity. However, the

consequences produced by each one would be different in the cell depending on which

receptor/co-receptor complex interacts with the ligand at the membrane: canonical Wnt3a

would promote transient up-regulation of GSK-3p to participate in signalosome formation

and phosphorylation of LRP5/6, and non-canonical Wnt5a would promote Ror2

phosphorylation at Ser 864 to induce cell migration (27, 28). In this respect, Yamamoto et al.

first demonstrated that Ror2 is phosphorylated on serine/threonine residues upon stimulation

of cultured cells expressing Ror2 endogenously with Wnt5a, but not with Wnt3a, and that

inhibition or depletion of GSK-3p blocked this phosphorylation and cell migration (33).
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Consistent with this, Grumolato et al. (34) demonstrated that prototype canonical Wnt3a and

non-canonical Wnt5a ligands specifically trigger completely unrelated endogenous co-

receptors —LRP5/6 and Rorl/2, respectively— through a common mechanism involving

their Wnt-dependent coupling to the Fzd /co-receptor and recruitment of shared components,

including Dvl, Axin, and GSK-3. The authors identified Ror2 Ser 864 as a critical residue

phosphorylated by GSK-3p and required for non-canonical receptor activation by Wnt5a,

analogous to the priming phosphorylation of LRP6 in response to Wnt3a (34).

Finally, here we found that Wnt stimulation induced a rapid GSK-3p redistribution from

cytoplasm to nuclei in both non-malignant and malignant cells, and a transient exit of PKC(

from nucleus to cytoplasm in malignant cells, and this correlation between nuclear GSK-3p

and Whnt signaling has not been, to our knowledge, previously demonstrated. In this regard,

although the mechanisms governing the intracellular localization of GSK-3p are not fully

elucidated, GSK-3p is known to be located at cytoplasm, nucleus, and mitochondria (4).

Moreover, it has been reported that the nuclear localization of GSK-3f is dynamic and cell

cycle-dependent (35), and that nuclear GSK-3B plays a role in controlling the

nuclear/cytoplasmic distribution of several proteins, such as cyclin D1, STAT, GATA-4, c-

Myc, NRF2, Snail and p53 (36). In addition, there is evidence that nuclear GSK-3p can form

a complex with B-catenin, thereby lowering the levels of B-catenin/TCF —dependent

transcription and negatively affecting canonical Wnt signaling at the nuclei (36). However,
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other reports have shown that depletion of nuclear GSK-3p or pharmacological inhibition of

its kinase activity impaired survival and proliferation of cultured colon cancer cells (37).

Thus, the biochemical and physiological meaning of the GSK-3p redistribution observed in

this study from cytoplasm to the nucleus as a result of Wnt stimulation in non-malignant and

malignant cells, remains to be elucidated.

Taking all of this experimental evidence, and our findings exposed here, together reveals

multifaceted roles of this kinase in Wnt signaling, thus establishing a central role for GSK-3p3

strict regulation of its activity, which is different in normal and malignant cells.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. PKC{ interacts with GSK-3p. PKC( or GSK-3pB were immunoprecipitated from

cell lysates obtained from non-malignant 112CoN cells or from malignant human RKO and

SW480 cells. Immunoprecipitates were analyzed by Western blot for the presence of the
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proteins indicated in the figure. The results are representative of three independent

experiments using different cell preparations. 1gG was shown as control of

immunoprecipitation equal loading and actin antibody was used as control for equal loading

for cell extracts.

Figure 2. GSK-3p co-localizes with PKC( in both normal and malignant cells. (A) Wnt
ligands (100 ng/ml, 5 min) induce GSK-3p redistribution from cytoplasm to nuclei in non-
malignant 112CoN cells. (B and C) In malignant RKO and SW480 cells, Wnt ligands cause
an exit of PKC( from nucleus to cytoplasm and a redistribution of GSK-33 from the
cytoplasm to the nucleus. In all cases, the cells were fixed, permeabilized and co-
immunostained with antibodies against GSK-3p and PKC{. Fluorescence was analyzed by
laser confocal microscopy. PKC{ was visualized with FITC-conjugated goat anti-rabbit
antibody and GSK-3p with rhodamine goat anti-mouse antibody. Data are representative of

three independent experiments.

Figure 3. Wnt3a and Wnt5a Ligands Increase the PKC-mediated Phosphorylation
of GSK3-p in Cancer Cells and Induce the Opposite Effect in Non-malignant Cells. A, B)
Non-malignant (panel A) or malignant cells (panel B) were incubated in the absence or
presence of Wnt3a or -5a ligands for 5 min. GSK-3p was immunoprecipitated from cell
lysates and immunoprecipitates were analyzed by Western blot using the anti-P-Ser-PKC

substrate antibody. The results shown are representative of at least three independent
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experiments using different cell preparations. A densitometric analysis was performed to
estimate the changes in Wnt-induced GSK-3B phosphorylation levels with respect to the
levels found in basal non-stimulated cells: the bar graphs represent the means + SEM from at
least three independent assays. C) Time course of stimulation of RKO cells with Wnt5a (100
ng/ml). GSK-3p was immunoprecipitated from cell lysates obtained at each time point
indicated in the figure and analyzed by Western blot using the anti-P-Ser-PKC substrate
antibody. 1gG is shown as control of immunoprecipitation equal loading. Results shown are

representative of three independent experiments using different cell preparations.

Figure 4. Wnt stimulation does not induce GSK-3p phosphorylation at Ser 9. A) FACS
analysis of the time course of stimulation of cells with or without Wnts or insulin. Serum-
starved RKO cells were incubated in the absence (time 0) or presence of Wnt3a or -5a (100
ng/ml) or in the absence or presence of insulin (0.3 1U/ml) during 5, 10, and 15 min. The
cells were stained with the corresponding primary antibody (anti-pSer9-GSK-3p or anti-
pThr308-Akt) as described in Experimental Procedures and analyzed by flow cytometry. The
figure shows the overlapping histograms of the time-course obtained from at least three
independent experiments. B) Western blot analysis of the time course of stimulation of cells
with or without Wnts or insulin. Serum-starved RKO cells were incubated in the absence
(time 0) or presence of Wnt3a or -5a (100 ng/ml) or in the absence or presence of insulin (0.3

IU/ml) during 5 min. GSK-3B was immunoprecipitated from RKO cells and analyzed by
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Western blot using anti-pSer9-GSK-3p or anti-GSK3 antibodies and developed with a

horseradish peroxidase-conjugated second antibody. The results shown are representative of

at least three independent experiments using different cell preparations.

Figure 5. PKC{ inhibition blocks the GSK3-g phosphorylation. A) Non malignant

112CoN cells and malignant RKO or SW480 serum-starved cells were incubated in the

absence or presence of the myristoylated PKC{-selective inhibitor (20 uM) for 1 hour. Then,

cells were incubated in the absence or presence of Wnt5a (100ng/mL) for 5 minutes. GSK-3f

was immunoprecipitated from cell lysates and immunoprecipitates were analyzed by Western

blot using the anti-P-Ser-PKC substrate antibody. The results shown are representative of

at least three independent experiments using different cell preparations. A densitometric

analysis of the changes in Wnt-induced GSK-3p specific phosphorylation levels with respect

to the levels found in basal non-stimulated cells is shown at the right and the data represent

the means + SEM from at least three independent assays. * p< 0.05; ** p< 0.01. B) PKC(

knockdown decrease the phosphorylation of GSK-3p. PKC(¢-silenced RKO and SW480 cells

were serum-starved for 6 h and then incubated in the absence or presence of 100 ng/ml

Whnt5a during 5 min. GSK-3 was immunoprecipitated from cell extracts and

immunoprecipitates were analyzed by Western blot with the anti-P-Ser-PKC substrate

antibody. The results shown are representative of at least three independent experiments

using different cell preparations. The densitometric analysis shown in bar graphs represents
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the means + SEM from at least three independent assays. * p< 0.05; ** p< 0.01.

Figure 6. PKCC-induced Phosphorylation of GSK-3f Stimulates GSK-3p Activity.

Serum-starved non-malignant 112CoN cells (panel A) or malignant RKO (panel B) or

SW480 cells (panel C) were incubated in the absence (vehicle) or presence of Wnt ligands

during 5 min and then washed and lysed. GSK-3p was immunoprecipitated to analyze the

effect of each treatment on its activity in vitro. Kinase activity was measured with the GSK-

3p immune complexes, in the absence or presence of substrate added (GSM peptide) and in

the absence or presence of the selective GSK-3f inhibitor (2'Z, 3'E)-6-Bromoindirubin-3'-

oxime (BIO), to validate the specificity of the assay. A representative autoradiogram with its

corresponding Coomassie Blue-stained gel is shown (in panel B, the tiny white line that

appears between 3 and 4 lanes corresponds to an anomaly in the original stained gel).

Autoradiograms and their corresponding stained gels were quantified with an image

densitometer and the specific phosphorylation was determined as the ratio of phosphorylated

protein to the total protein content. Values plotted are means +S.E.M. for at least three

experiments with different cell preparations. * p< 0.05; ** p< 0.01. D) Silencing of PKC{ in

cancer RKO cells inhibited the enhancement of GSK-3p activity induced by Wnt treatment.

RKO cells were transfected with the control scrambled-RNAi plasmid or with pSuperPKCZ-

RNAi plasmid and 30h post-transfection were serum- starved for 6 h and then incubated in

the absence (vehicle) or presence of Wnt3a or -5a agonists for 5 min. GSK-3B was
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immunoprecipitated to analyze its kinase activity in vitro in the absence or presence of

substrate added (GSM peptide). A representative autoradiogram with its corresponding

Coomassie Blue-stained gel is shown. Autoradiograms and their corresponding stained gels

were quantified with an image densitometer to determine the specific phosphorylation

normalizing with respect to control cells. Values plotted are means £S.E.M. for at least three

experiments with different cell preparations. * p< 0.05.

Figure 7. Ser147 to Alanine mutation inactivates GSK-3p whereas the phosphomimetic

mutation Ser147 to Glutamic acid allows constitutive activation of GSK3. A, B) 24h

post-tranfection, RKO cells expressing epitope-tagged (HA) mutant or control wild-type

GSK-3pB were incubated 1 h in the absence or presence of the selective PKC{-myristoylated

pseudosubstrate inhibitor (20 M) and then in the absence or presence of 100 ng/ml of Wntba

for 5 min. GSK-3p was immunoprecipitated (with anti HA antibody) from cell extracts to be

analyzed for its catalytic ability in vitro. A representative autoradiogram with its

corresponding Coomassie Blue-stained gel is shown. Data were quantified by densitometric

analysis performed both in Coomassie-stained gels and the corresponding autoradiographies

to determine the specific phosphorylation normalizing with respect to control cells. Values

plotted are means £S.E.M. for at least three experiments with different cell preparations. * p<

0.05. C, E) RKO or HEK293T cells were transiently co-transfected with pTOPFlash or

pFOPFlash (control) reporter plasmids, with 0.05 pg of the pRL luciferase plasmid
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(transfection control) and with  plasmid-encoding wild type GSK-3p-HA or plasmid—

encoding GSK-3p/S147A-HA mutant. At 24 h post-transfection, B-catenin levels were

analyzed by Western blot in cell extracts, and the luciferase activity was assayed. The activity

was normalized with respect to the activity of Renilla luciferase or with respect to the protein

content in each sample. All of the assays were performed in triplicate, and the data represent

the means + SEM from at least three independent assays. ** p< 0.01. D) Non- malignant

HEK293T cells expressing wild type GSK-3B-HA or GSK-3p/S147A-HA were serum-

starved for 7 h and then incubated in the absence or presence of the myristoylated PKCC-

selective inhibitor (20 uM) for 1 hour. Then, cells were incubated in the absence or presence

of Wnt5a (100ng/mL) for 5 minutes. GSK-3B was immunoprecipitated with anti HA

antibody from cell lysates and immunoprecipitates were analyzed by Western blot using the

indicated antibodies in the Figure. The results shown are representative of at least three

independent experiments using different cell preparations.
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