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VRP Vitreorretinopatia proliferativa



Resumen

El Epitelio Pigmentado de la Retina (EPR) se localiza entre la retina neural y la coroides y juega un
papel central en el funcionamiento de la retina neural. La proliferacidn descontrolada del EPR lleva
a la formacién de membranas colageno-celulares sobre ambas superficies de la retina,
caracteristicas de la Vitreorretinopatia Proliferativa (VRP), padecimiento que conduce a la ceguera.
Se ha propuesto que la ruptura de la barrera hematorretiniana podria ser el agente causal de la
VRP, debido a la interaccién de las células del EPR con componentes sanguineos, entre los que
destaca la trombina. La trombina es una proteasa multifuncional de serina contenida en la sangre
que tiene un papel central en la cascada de coagulacién. Ademas de la importancia dentro de la
cascada de coagulaciéon se ha demostrado que la trombina induce la activacidon plaquetaria,
estimula la secrecién de factores de crecimiento, promueve la angiogénesis y es un potente
mitdgeno en distintos tipos celulares, sin embargo, los mecanismos moleculares a través de los
cuales induce la proliferacion no han sido completamente estudiados. La trombina ejerce sus
efectos celulares mediante la interaccién con receptores acoplados a proteinas G denominados
“receptores activados por proteasas” (PARs). Los PARs se activan por protedlisis del extremo N-
terminal, lo que expone una nueva secuencia terminal que actla como ligando del propio receptor.
PAR1 es el prototipo de esta familia de receptores y su activacién induce aumento en las
concentraciones intracelulares de trifosfato de inositol (IPs;), de diacilglicerol (DAG) y de Ca**,
estimulando la activacidon de diversas vias de sefialamiento importantes en la regulacién de la
proliferacién, tales como PKC convencionales, MAPK ERK1/2 y PI3K/Akt; asimismo, regula la
expresion de elementos clave en el control del ciclo celular como ciclina D1 y ciclina E.
Recientemente se ha observado que PAR1 se sobre-expresa en tumores metastdsicos y que los
niveles de expresién de dicho receptor correlacionan con el grado de invasividad de las células
tumorales. En este trabajo demostramos que: 1) la trombina induce la proliferacién del EPR de rata
a través del aumento de la expresidon de la ciclina D1, mediado por la activacién de la via
PI3K/PDK1/Akt, de las PKC convencionales y de las MAPKs ERK1/2, 2) la trombina promueve la
expresion bifasica de c-Fos, y 3) se requiere de la estimulacién sostenida con trombina para inducir
la expresién de ciclina D1 y la proliferacién en células del EPR de rata. Debido a que la ciclina D1 es
necesaria para la progresion del ciclo celular y se considera un nexo entre las seiiales mitogénicas
externas y el ciclo celular, nuestros resultados contribuyen a esclarecer los mecanismos

involucrados en las patologias proliferativas del EPR, definicion requerida para el disefio de
2



procedimientos terapéuticos para prevenir las patologias fibroproliferativas, tales como la VRP y el

cancer.



Abstract

The retinal pigment epithelium (RPE) is located between the neural retina and choroid and plays a
central role in the visual function and the neural retina maintenance. The uncontrolled
proliferation of the RPE leads to the formation of cellular- collagen membranes on both surfaces of
the retina, characteristic of Proliferative Vitreoretinopathy (PVR), a condition that leads to
blindness. It has been proposed that the blood-retina barrier breakdown may promote the
development of PVR, due to the interaction of RPE cells with blood components, such as thrombin.
Thrombin is a multifunctional serine protease contained in the blood that plays a central role in
the coagulation cascade. Besides its importance within the coagulation cascade, it has been shown
that thrombin induces platelet activation, stimulates the secretion of growth factors, promotes
angiogenesis and is a potent mitogen in different cell types; however, the molecular mechanisms
by which thrombin induces proliferation have not been fully understood. Thrombin exerts its
cellular effects through interaction with G protein-coupled receptors called "protease-activated
receptors" (PARs). PARs are activated by proteolysis of the N-terminus, exposing a new N-terminal
sequence which acts as intramolecular ligand. PAR1 is the prototype of this family of receptors and
their activation increases intracellular concentrations of inositol triphosphate (IP3), diacylglycerol
(DAG) and Ca’ *, stimulating the activation of several signaling pathways important in the
regulation of proliferation, such as conventional PKC (cPKC), MAPK ERK1-2 and PI3K/Akt.
Thrombin-induced PAR1 activation promotes the expression of key elements in cell cycle control,
such as cyclin D1 and cyclin E. Recently, it has been observed that PAR1 is over-expressed in
metastatic tumors and the expression levels of this receptor correlates with the degree of tumor
cells invasiveness. In this study we demonstrate that: 1) thrombin induces the proliferation of rat
EPR through increased expression of cyclin D1-mediated activation pathway PI3K/PDK1/Akt, the
cPKC and MAPK ERK1-2, 2) thrombin promotes biphasic c-Fos expression, and 3) the sustained
stimulation with thrombin is required to induction of cyclin D1 expression and proliferation in rat
RPE cells. Since cyclin D1 is required for cell cycle progression and is considered a link between
external mitogenic signals and cell cycle, our results help to clarify the mechanisms involved in
development proliferative diseases in EPR, definition required for the design of therapeutic

procedures to prevent fibroproliferative diseases, such as the VRP and cancer.



1. Introduccién

1.1. La retina y el epitelio pigmentado de la retina (EPR)

La luz ha permitido el desarrollo de estructuras visuales en la mayoria de los animales y en el caso
de los vertebrados el proceso de la vision inicia en la retina. La retina es la region fotosensible del
ojo y se localiza en la parte posterior de éste. La luz pasa a través del ojo y proyecta una imagen en
la retina. En el interior del ojo, la corneay el cristalino enfocan la luz que atraviesa el humor vitreo
y llega hasta la retina que se encuentra adosada al epitelio pigmentado de la retina (EPR) que
recubre el fondo del ojo (Clack, 1986; Fernald, 2004).

La retina es un tejido nervioso estratificado, formado por un nimero reducido de tipos celulares.
En la retina existen cinco tipos neuronales: fotorreceptores, células bipolares, células ganglionares,
células horizontales y células amacrinas, ademads de dos clases de células gliales: las células de
Miller y los astrocitos (Fig. 1). La informacidon se transmite en sentido vertical desde los
fotorreceptores hasta las células ganglionares cuyos axones forman el nervio éptico que conduce
la informacion visual hasta los centros superiores de integracién. La retina tiene dos capas
llamadas plexiforme externa, donde se pasa la informacion de los fotorreceptores a las células
bipolares y plexiforme interna, en la que establecen sinapsis las células bipolares con las
ganglionares. Las células horizontales y amacrinas son interneuronas que modulan la informacién
que se transmite en las capas plexiforme externa e interna, respectivamente (Swaroop et al.,
2010).

Los fotorreceptores se dividen en dos clases: los conos y los bastones. Los conos se activan sélo
con luz brillante e intensa; son los responsables de la visidon en color y se subdividen en tres tipos
dependiendo del pigmento que poseen, confiriéndoles cada uno de ellos la sensibilidad especifica
a la luz de cierta longitud de onda. Los bastones poseen un solo pigmento visual, la rodopsina y
son los responsables de la visiéon en la oscuridad. En los fotorreceptores se distinguen dos
regiones: el segmento externo que contiene discos de membrana formados, principalmente, por
pigmentos fotosensibles, y el segmento interno, en el que se localizan los organelos celulares asi
como las terminales sinapticas que conectan con las células bipolares y horizontales. En los conos
y bastones se lleva a cabo el fendmeno de la fototransduccidn que es la transformacién de la
energia luminosa en energia quimica que se traduce en la liberacién de un neurotransmisor de la

terminal sindptica (Swaroop et al., 2010; Wallace, 2011).



Las células gliales de la retina son los astrocitos, semejantes a los de otras regiones del sistema
nervioso, y la glia de Miiller, un tipo de glia radial que interviene en el mantenimiento del
ambiente idnico, en interacciones metabdlicas, en la barrera hematorretiniana y en la modulacién

de la transmisién sinaptica entre las neuronas (Wallace, 2011).

Membrana de Bruch > =
Epitelio pigmentado de la retina —> s

Fotorreceptores

Células horizontales >

Células bhipolares

vV,
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v
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Fig. 1. Estructura de la retina. En la imagen se muestran los distintintos tipos de celulares que conforman la retina.

Adicionalmente a las funciones realizadas por las células gliales, el correcto funcionamiento y
mantenimiento de la retina neural requiere de la interaccion directa con el EPR, el cual es un tejido
esencial que provee a la retina de soporte metabdlico y funcional. Entre otras funciones el EPR
absorbe la luz dispersada, con lo que protege a los fotorreceptores del daio fético, participa en el
transporte transepitelial, fagocita los segmentos externos de los fotorreceptores, mantiene la
adhesion retinal, secreta factores de crecimiento y forma parte de la barrera hematorretiniana
(Strauss, 2005). Debido a la estrecha relacién entre las células del EPR y la retina neural se ha

sugerido que la alteracion de cualquiera de las funciones del EPR puede conducir al dafio retinal y,



en consecuencia, a la ceguera (Strauss, 2005; Swaroop et al., 2010). Entre otras, las distrofias
retinianas, las enfermedades coroidales y los desérdenes del tipo fibro-proliferativo son algunas
de las patologias que se asocian a la alteracidn del EPR y de su funcionamiento (Pastor et al., 2002;
Simo et al., 2010; Sparrow et al., 2010; Strauss, 2005). Particularmente se ha demostrado que las
células del EPR tienen la capacidad de proliferar y migrar como respuesta a un dano y se ha
sugerido que esta capacidad regenerativa puede generar efectos adversos como ocurre en la
vitreorretinopatia proliferativa (VRP). La VRP es un padecimiento que resulta de un proceso de
cicatrizacion inapropiado y tiene como resultado la formacién de membranas colageno-celulares
contrdctiles sobre ambas superficies de la retina, provocando el desprendimiento de la retina y, en

consecuencia, ceguera (Pastor et al., 2002; Strauss, 2005).

Caracteristicas morfoldgicas

El EPR es un tejido compuesto por una monocapa de células poligonales que se localiza entre la
retina neural y la coroides, una estructura vascular densamente empacada (Sparrow et al., 2010;
Strauss, 2005). En el desarrollo embrionario el EPR se origina a partir de las vesiculas épticas
formadas por el neuroectodermo. Las vesiculas dpticas también dan lugar a la retina neural, por lo
gue, la estrecha relacién entre el EPR y la retina neural se genera desde el desarrollo embrionario
(Fuhrmann, 2010). Las células del EPR reciben su nombre gracias a la presencia de granulos
citoplasmaticos de melanina, llamados melanosomas y se considera que la diferenciacién de estas
células requiere la expresién de la tirosinasa, enzima encargada de la formacién de melanina a
partir de L-tirosina (Sparrow et al., 2010).

Las células del EPR estdn polarizadas y presentan un dominio apical y un dominio baso-lateral. A
diferencia de la mayoria de los epitelios, el EPR interactia con la retina neural por medio del
dominio apical, mientras que la cara baso-lateral se orienta hacia la coroides. La interaccion del
EPR con la retina neural es a través de numerosas microvellosidades que recubren parcialmente a
los segmentos externos de los fotorreceptores. La cara baso-lateral estd en contacto directo con
un tejido conectivo acelular, llamado membrana de Bruch, el cual separa al EPR del endotelio
fenestrado de la coroides (Strauss, 2005).

La adhesion intercelular y la estructura epitelial en monocapa del EPR se mantienen debido a las
uniones adherentes (zonula adherens) y desmosomas presentes entre células contiguas del EPR.

Adicionalmente, cerca de la region apical se ubica la zonula occludens, formada por uniones



estrechas, las cuales contribuyen al establecimiento de la polaridad epitelial, al regular la

distribucidon asimétrica de proteinas y lipidos entre los dominios apical y baso-lateral. Otra

consecuencia importante de las uniones estrechas formadas del EPR es que permiten a este tejido

formar la parte externa de la barrera hematorretiniana (Strauss, 2005).

Caracteristicas funcionales

Como ya se ha mencionado antes el EPR realiza funciones esenciales para el mantenimiento de la

funcidn visual, entre las que destacan:

1.

4.

Absorcidn de la energia luminosa. La melanina contenida en el EPR absorbe el exceso de
luz que llega al fondo del ojo, lo que evita el reflejo de la luz en el fundus e incrementa la
calidad visual, ademas de proteger a los fotorreceptores de dafio por foto-oxidacion
(Strauss, 2005).

Participacion en el ciclo visual. La interaccién del EPR con los fotorreceptores en el ciclo
visual es esencial, ya que permite regenerar el croméforo 11-cis-retinal, el cual forma
parte de la rodopsina, proteina encargada de la fototransduccion. La luz causa la
activacion de la rodopsina y la isomerizacién del 11-cis-retinal en all-trans-retinal, el cual
se reduce en los fotorreceptores a all-trans-retinol y es transportado hacia el EPR, donde a
través de la catalisis de la isomerasa RPE65 (enzima especifica de este tejido) se regenera
el 11-cis-retinal; una vez regenerada esta molécula es enviada nuevamente a los
fotorreceptores, donde se une nuevamente a la opsina (Sparrow et al., 2010).

Fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores. Los segmentos externos de
los fotorreceptores estan constituidos por un sistema de discos membranosos que
contienen a la rodopsina y que estan constantemente expuestos a la luz y al oxigeno, lo
que promueve la formacién de radicales libres y el dafio de sus componentes proteicos y
lipidicos; por lo anterior, los segmentos externos de los fotorreceptores se renuevan
constantemente, lo que desplaza a los discos viejos hacia la punta de los fotorreceptores,
donde se desprenden y son fagocitados y digeridos por el EPR (Strauss, 2005).

Adhesion retinal. La adhesién de la retina neural al EPR es esencial para la funcidn visual y
se genera a través de la inter-digitacién de las microvellosidades de la cara apical de las

células del EPR con los segmentos externos de los fotorreceptores (Strauss, 2005).



5. Mantenimiento del ojo como un sitio inmunolégicamente privilegiado. El EPR expresa de
manera constitutiva moléculas inmunosupresoras y debido a la formacién de uniones
estrechas entre células contiguas de este tejido constituye la parte externa de la barrera
hematorretiniana, lo que impide el acceso de células sanguineas y proteinas plasmaticas al
interior del ojo (Holtkamp et al., 1999; Ishida et al., 2003; Runkle and Antonetti, 2011; Usui
et al., 2008).

6. Sintesis y secrecidn de factores de crecimiento. El EPR secreta una gran variedad de
moléculas que se requieren para mantener la integridad estructural de la retina y modular
la respuesta a un dafio. Particularmente, la secrecién de factores de crecimiento
promueve la proteccién de las células de la retina neural contra el dafo por la excito-

toxicidad del glutamato o por hipoxia (Simo et al., 2010).

1.2. Trombina

La trombina es una glicoproteina representativa de la subclase de proteasas que se caracterizan por
tener una serina en el sitio activo de la enzima. La trombina es sintetizada en el higado y secretada
a la circulacién general como una proteina compleja inactiva llamada protrombina. La trombina se
activa por protedlisis como consecuencia de dafio vascular y la posterior activacién de la cascada de
coagulacién (Davie and Kulman, 2006). La trombina tiene diversos efectos biolédgicos, entre ellos,
interviene en la coagulacién, donde se considera el elemento mds importante de la cascada de
coagulacién, debido principalmente a que puede actuar como un potente procoagulante o
anticuagulante segun las proteinas con las que interactue (Bode, 2006). La trombina interactua con
alta especificidad con una amplia variedad de proteinas que pueden ser sus propios sustratos,
cofactores, inhibidores, moduladores o receptores (Bode, 2006). Ademas de la importancia dentro
de la cascada de coagulacién la trombina favorece la agregacion plaquetaria, estimula la secrecion
de factores de crecimiento en distintos tipos celulares, activa la angiogénesis e induce la
proliferacién de distintos tipos celulares (Davie and Kulman, 2006; Narayanan, 1999; Tsopanoglou

and Maragoudakis, 2004).

Fendmenos requlados por la trombina
En distintos tipos celulares la trombina induce el incremento de la concentracion intracelular de

Ca’*y del trifosfato de inositol (IP3) e inhibe la produccién del monofosfato de adenosina ciclico



(cAMP) (Coughlin, 2000). En células de musculo liso de la traquea, la trombina induce la activacion
de la fosfolipasa C B (PLCB), aumento del IP3 y del Ca** intracelular, causando como consecuencia la
activacion de la proteina cinasa C (PKC), de la fosfatidil inositol-3 cinasa (PI3K) y de la cinasas
dependientes de calcio/calmodulina (CaMKs), la activacién de dichas cinasas promueve la
activacion de la via de sefialamiento de las cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) e induce la
proliferacién celular (Lin et al., 2001). En células de cancer de colon, la trombina puede actuar como
factor de crecimiento a través de la activacidon de PAR1 y la via de las MAPKs (Darmoul et al., 2003).

En el Sistema Nervioso Central (SNC) se ha detectado la presencia de los PARs (Moller et al., 2006) y
se sabe que la trombina genera cambios en la morfologia de neuronas y astrocitos, induce
proliferacién glial e incluso puede tener efectos neuroprotectores o neurotéxicos dependiendo de
la concentracidn en que es aplicada (Wang and Reiser, 2003). Adicionalmente se ha sugerido que la
actividad proteolitica de la trombina también esta implicada en el desarrollo del sistema nervioso
(Narayanan, 1999). Otros fendmenos celulares en los que se ha demostrado la participacion de la
trombina son la agregacion plaquetaria, la angiogénesis, la progresion tumoral, las respuestas
inflamatoria e inmune, la quimiotaxis y la sobrevivencia celular (Henrikson et al., 1999; Kumar et al.,
2009; Macfarlane et al., 2001; Nierodzik and Karpatkin, 2006).

La trombina puede actuar como mitégeno, ya que promueve proliferacién en células de glia de la

retina después de la ruptura de la barrera hematorretiniana (Puro et al., 1990), mientras que en

neuronas corticales de rata la estimulacidn con trombina promueve la expresidn de la ciclina D1y

de la ciclina E, componentes indispensables de la progresion del ciclo celular (Rao et al., 2007b). En

células de musculo liso y fibroblastos de hamster chino de la linea IIC9 la trombina también genera

el aumento en la expresion de la ciclina D1 y promueve la proliferacién celular (Gardner et al.,

2002; Goel et al., 2002; Tsang et al., 2002). La trombina no solo induce la expresiéon de la ciclina D1

en diversos tipos celulares, adicionalmente induce la expresién de la cinasa dependiente de ciclina

4 (CDK4) en células de la linea 1IC9 y en neuronas corticales. Mas aun, la trombina induce la

formacién del complejo ciclina D1/CDK4 y la activacién de la CDK4 como consecuencia (Goel et al.,

2002; Rao et al., 2007b).

Receptores activados por proteasas (PARs)
Existe evidencia de que las proteasas de serina pueden comportarse como moléculas de

sefialamiento que regulan multiples procesos celulares mediante la activacién de receptores
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especificos. En la actualidad se conocen tres tipos de receptores para proteasas de serina. Los
primeros dos tipos son receptores para el factor de coagulacién Xa y la urocinasa, los cuales son
receptores de un solo dominio transmembranal y receptores asociados a inositoles glicosilados,
respectivamente, sin embargo, estos receptores no requieren de actividad proteolitica para su
activacion.

El tercer tipo de receptores, a diferencia de los anteriores, si requiere de la actividad de la proteasa
que los activa. Estos receptores son los de la familia de receptores activados por proteasas (PARs),
los cuales son proteinas de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G (GPCR). Los
PARs son activados por protedlisis especifica del extremo N-terminal extracelular, lo que genera un
nuevo extremo N-terminal previamente enmascarado, el cual interactia de manera especifica con
un dominio extracelular y un dominio transmembranal del mismo receptor cortado. Este nuevo
extremo N-terminal actia como ligando e induce un cambio conformacional del receptor, lo cual
genera la interaccidn con la proteina G acoplada a la cara intracelular, activandola como resultado
final (Coughlin, 2000; Dery et al., 1998).

Actualmente se conocen 4 miembros de la familia de los PARs. De manera farmacoldgica se pueden
distinguir de acuerdo a la susceptibilidad relativa para ser activados por las proteasas de serina
(trombina y tripsina, principalmente). Se sabe que la trombina puede activar a PAR1, PAR3 y PAR4,
mientras que la tripsina activa preferencialmente a PAR2. Adicionalmente a la especificidad con las
que las proteasas activan a cada uno de los PARs las secuencias de los extremos N-terminal
desenmascarados que activan a cada subtipo de estos receptores es distinta, esto constituye la
caracteristica molecular mas importante para distinguir a cada uno de los subtipos de los PARs. La
diferencia entre las secuencias que actian como ligando de estos receptores ha permitido el
desarrollo de péptidos que mimetizan el efecto de dichos extremos N-terminal desenmascarados,
los cuales sirven como agonistas para los PARs y han permitido el estudio de los efectos especificos
de cada uno de los receptores (Hollenberg and Compton, 2002). Ademas de la distincion
farmacoldgica, los PARs se pueden distinguir de manera molecular mediante el estudio y clonacién
de su secuencia. Estas caracteristicas han permitido determinar que solo existen 4 subtipos de PARs
descritos hasta este momento. PAR 1 es el mas estudiado de los PARs y se sabe que puede estar
acoplado a proteinas Giy/13, G4 0 G;(Coughlin, 2000). Las proteinas G asociadas a PAR2, PAR3 y PAR4
se desconocen pero se sabe que PAR2 y PAR4 estimulan la produccion de fosfoinositidos

(Hollenberg and Compton, 2002; Hollenberg and Houle, 2005).
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PAR1

Se sabe que la mayor parte de los efectos celulares de la trombina dependen de la activacién de
PAR1 y debido a que se conocen las proteinas G que estdn asociadas a este receptor, se ha
demostrado mediante diversos estudios que la activacién de PAR1 dispara el seifalamiento de
distintas vias. Se sabe que PAR1 puede estar acoplado a la proteina Giy3, la cual activa a la
proteina G pequeifia Rho por un mecanismo dependiente de la activacion de proteinas
intercambiadoras de nucledtidos de guanina (GEF). La activacion de Rho y de sus efectores se ha
asociado principalmente al cambio en el citoesquleto y por consiguiente al cambio en la forma
celular, principalmente (Macfarlane et al., 2001).

Por otra parte se ha observado que la estimulacidon con trombina en distintos tipos celulares puede
conducir al aumento en la concentracién intracelular de Ca** y de DAG, conduciendo a la activacion
de varias isoformas de las PKC, cuya activacidn controla la activacion de otras vias de sefialamiento
y diversos factores de transcripcion que conducen a la proliferacién y a otros fendmenos celulares.
La forma en la que PAR1 puede promover el aumento en el Ca** y en el DAG intracelular es
mediante la activacién de la PLCB dependiente de la subunidad a de la proteina G,. PAR1 también
estd acoplado a la proteina Gi, la cual a través de la inhibicién de la adenilil ciclasa promueve la
disminucién de los niveles de AMP cilcico, segundo mensajero importante y activador de la
proteina cinasa A (Macfarlane et al., 2001).

Lo anterior demuestra que la activacion de PAR1 inducida por la trombina puede disparar el
sefialamiento de distintas vias dentro de la célula, las cuales afectan de manera importante a
diversos fendmenos celulares. Este trabajo se enfoca en el andlisis de la activaciéon dependiente de
la trombina y de los PARs de vias de sefialamiento que modulan la proliferaciéon en distintos tipos

celulares.

1.3. Trombina y proliferacion

Estudios en distintos tipos celulares han demostrado que la trombina se puede comportar como
mitégeno e induce la expresidon de proteinas clave en la regulacién del ciclo celular (Davie and
Kulman, 2006). Se sabe que la trombina promueve proliferacion en células de glia de la retina
después de la ruptura de la barrera hematorretiniana (Puro et al., 1990), mientras que en neuronas
corticales de rata la estimulacidn con trombina promueve la expresidon de las ciclinas D1 y E,

componentes indispensables de la progresion del ciclo celular (Rao et al., 2007b). En células de
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musculo liso y fibroblastos de hamster chino de la linea 1IC9 la trombina también genera aumento
en la expresién de ciclina D1 y promueve proliferaciéon (Gardner et al., 2002; Goel et al., 2002;
Tsang et al., 2002). La trombina no solo induce la expresién de la ciclina D1 en diversos tipos
celulares, sino también induce la expresidén de la CDK4 en células de la linea 1IC9 y en neuronas
corticales. Ademas la trombina induce la formacién del complejo ciclina D1/CDK4 y la activacidn de
la CDK4, teniendo como consecuencia la progresion del ciclo celular (Goel et al., 2002; Rao et al.,,
2007b).

La trombina induce el aumento en la concentracién de varias proteinas que controlan la progresién
del ciclo celular mediante la activacién de factores de transcripciéon implicados en la proliferacién.
Se sabe que la trombina promueve la expresion de la proteina c-Fos a través de una via
dependiente de Ca® en células endoteliales de la linea HUVEC (Liu et al., 2004). En fibroblastos de
la linea CCL39 se ha observado que la trombina induce la activacidon de las MAPK reguladas por
sefiales extracelulares 1y 2 (ERK1/2) y esto tiene como consecuencia el aumento en la expresion de
c-Fos y c-Jun, lo cual induce la activacion del factor de transcripcion llamado proteina activadora 1
(AP-1) y esto a su vez promueve la expresion de ciclina D1 y la progresién del ciclo celular (Guo et
al.,, 1997). La trombina también induce proliferacién por un mecanismo dependiente de la
expresion de c-Fos en células del musculo liso vascular de ratdn, células mesangiales humanas y
megacarioblastocitos de leucemia humana (Dorn and Davis, 1992; Liu et al., 2000; Paris and
Pouyssegur, 1991; Xu et al., 2006a; Xu et al., 2006b).

Estudios con fibroblastos de la linea IIC9 (Keenan et al., 2004) han demostrado que la trombina
también puede inducir la activacién del factor de transcripcidn E2F. La activacion de E2F inducida
por la trombina es consecuencia de la expresion de las ciclinas D y E que al unirse a las CDK4 y CDK2
respectivamente, promueven la fosforilacion de la proteina Rb y la consecuente liberacién vy
activacion de E2F. La activacién del factor de transcripcion E2F tiene como consecuencia la
progresion irreversible del ciclo celular, sin embargo la transicién entre las fases G1, S, G2 y M es
controlada por distintos tipos de complejos ciclina/CDK (Schwartz and Shah, 2005).

Van Obberghen-Schilling y colaboradores (1985) demostraron que la trombina estimula eventos
bioquimicos implicados en la respuesta mitogénica en fibroblastos de la linea CCL39, dentro de los
cuales se destaca el incremento en la expresidon del factor de transcripcién c-Myc. La consecuencia
del incremento en la expresidon de c-Myc en dichas células es la progresién del ciclo celular (Van

Obberghen-Schilling et al., 1985). Dorn y Davis (1992) demostraron que la trombina es capaz de
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inducir un aumento en la expresion de c-Fos y c-Myc en megacarioblastocitos y que dicha expresion
podria tener como consecuencia la proliferacién y diferenciacién de megacariocitos, asi como la
formacién de plaquetas.

Otro factor transcripcional implicado en la progresién del ciclo celular cuya expresién es regulada
de manera positiva por la trombina es la proteina de unién al elemento de respuesta al AMP ciclico
(CREB). La estimulacion de células del musculo liso vascular con trombina tiene como consecuencia
la fosforilacién y activacion de CREB, dicha activacion es llevada a cabo por las MAPKs ERK1/2 y p38
(Tokunou et al., 2001). La activacién de CREB por trombina induce el aumento de la expresion de c-
Fos y de la sintesis de ADN en estas células (Tokunou et al., 2001).

En células del epitelio pigmentado de la retina (EPR) de bovino la trombina estimula la proliferacion
(Hackett et al., 1991), sin embargo los mecanismos moleculares por los cuales se induce dicha

proliferacién no ha sido explorado en estas células. Recientemente en nuestro laboratorio se

demostré que la trombina induce aumento en la expresion de la ciclina D1 en células del EPR de
rata como resultado de la activacion de PAR1 y dos distintas vias que involucran, por un lado la
activacion de la MAPK ERK1/2 por un mecanismo dependiente de PI3K/PKCZ, y por otro lado la
activacion de las PKCs convencionales. Ambas vias convergen en la induccion de la expresion del
factor de transcripcion c-Fos que regula expresién de la ciclina D1. Finalmente, el aumento en la
expresion de la ciclina D1 promueve la progresion del ciclo celular y, consecuentemente, la
proliferacion de estas células (Palma-Nicolas et al., 2008a; Parrales et al., 2010). Estos y otros

trabajos demuestran que la trombina estimula la proliferacion como consecuencia de la activacién

de distintas vias de sefialamiento y factores de transcripcion.

1.4. Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso ordenado que permite a la célula controlar la replicacién de su
material genético y su division (Schwartz and Shah, 2005). El ciclo celular eucarionte se divide en
cuatro fases: la fase de mitosis (M) en donde ocurre la divisiéon celular; la fase G1 en la cual la
célula comienza la sintesis de las proteinas requeridas durante el proceso de replicacién del ADN;
S, fase en la que la célula realiza la replicacidn; y la fase G2 que permite a la célula expresar las
proteinas necesarias para la divisidon celular que se llevara a cabo posteriormente en la fase M

(Beier et al., 1999; Schwartz and Shah, 2005).
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La compleja organizacién del ciclo celular no solo permite decidir a la célula si va a replicarse o si
por el contrario se mantendra en un estado no proliferativo o quiescente, sino que controla el
destino proliferativo de la célula censando sefiales extracelulares durante la fase G1 (Yang et al.,
2006). Durante G1 la célula puede recibir informacién externa, integrarla y determinar si inicia la
transicion hacia la fase S. Una vez iniciada la transicion a S la replicacién de la célula debe concluir
(Blagosklonny and Pardee, 2002). El nexo entre las sefiales externas y la progresion del ciclo celular

se produce debido a las ciclinas (Beier et al., 1999; Schwartz and Shah, 2005; Yang et al., 2006).

Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDKs)

La progresion del ciclo celular promovida por la estimulacién mitogénica estd mediada por los
complejos formados por las ciclinas y las Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDKs). Las ciclinas son
proteinas de vida media corta que pueden regular la actividad de las CDKs. Las CDKs son cinasas de
vida media mas larga que pueden inhibir a represores de la progresién del ciclo celular por una
parte y por otra activar a factores de transcripcién que promueven la proliferacion (Blagosklonny
and Pardee, 2002). Se sabe que las ciclinas controlan la activacién de las CDKs y se considera que
también podrian controlar su localizaciéon subcelular, su especificidad por el sustrato y la
interaccion con otras proteinas reguladoras (Lukas et al., 1994).

Las ciclinas D1, D2 y D3 regulan el inicio del ciclo celular durante la fase G1 al unirse a las CDKs 4 y
6 (Blagosklonny and Pardee, 2002). La ciclina D1 juega un papel central en la regulacién de la
proliferacién ya que constituye el nexo entre las sefiales mitdgenicas externas y la progresién del
ciclo celular (Yang et al., 2006). Se ha demostrado que los niveles de expresién de ciclina D1 se
modifican por la activacion de receptores para factores de crecimiento. La regulaciéon de la
expresion de la ciclina D1 es resultado de la produccion y estabilizacion de su ARN mensajero, asi
como de la sintesis, estabilizacidn, localizacién y asociacién de la proteina (Aktas et al., 1997).

A lo largo del ciclo celular cambia la expresidn de las ciclinas y con ello se modifica la formacion de
los complejos ciclina/CDK, lo cual tiene como consecuencia la activacidn e inactivacion de los
distintos tipos de CDKs. La progresion del ciclo celular se inicia con la formacion del complejo
ciclina D1/CDK4 o 6, esto tiene como consecuencia la activacién de la CDK4 o la CDK6, cuya
principal funcion es la fosforilacidn de la proteina retinoblastoma (Rb) y por lo tanto la liberacion y
activacion del factor de transcripcion E2F (Beier et al., 1999; Schwartz and Shah, 2005). La

activacion del factor de transcripcidon E2F tiene como consecuencia la progresion irreversible del
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ciclo celular, sin embargo la transicién entre las fases G1, S, G2 y M es controlada por distintos
tipos de complejos ciclina/CDK (Schwartz and Shah, 2005).

La transicion entre la parte final de la fase G1 y el inicio de la fase S esta regulada por la formacion
del complejo ciclinaE/CDK2 (Schwartz and Shah, 2005). El complejo ciclina E/CDK2 también es
capaz de fosforilar a Rb y de esta manera mantener activo a E2F (Schwartz and Shah, 2005).
Durante el inicio de la fase S la ciclina A comienza a expresarse de manera notable y desplaza a la
ciclina E para interactuar con la CDK2. La formacién del complejo ciclina A/CDK2 perdura durante
la fase S (Schwartz and Shah, 2005). Durante la fase G2 se mantiene la expresion de la ciclina A, sin
embargo, se une a otra CDK distinta con el nombre de cdc2. El complejo ciclina A/cdc2 participa en
la regulacién de la expresién de proteinas que seran necesarias durante la fase M (Blagosklonny
and Pardee, 2002). Hacia el final de la fase G2, cdc2 se une a la ciclina B. La formacion del
complejo ciclina B/cdc2 marca el final de la fase G2 y el inicio de la fase M (Blagosklonny and
Pardee, 2002). Posterior a la division celular se forma el complejo ciclina C/CDK3, el cual se
mantendra presente en la célula durante el inicio de la fase G1 previo a la expresion del complejo

ciclina D1/CDK4 o 6 (Beier et al., 1999; Blagosklonny and Pardee, 2002).

Ciclina D1

La expresion de la ciclina D1 aumenta de manera rdpida por la accion de factores de crecimiento,
nutrientes o estimulos mitogénicos. La interaccién de factores de crecimiento con sus receptores
puede conducir a la activacidn de vias de sefialamiento tales como la via de Ras y tener como
consecuencia un aumento rapido y sostenido de la expresion de ciclina D1 (Yang et al., 2006). Este
aumento en los niveles de expresidon de la ciclina D1 puede tener como consecuencia el
“compromiso” de la célula a proliferar y a partir de ese momento no requerir ninguna sefial
externa para continuar con la progresién del ciclo celular (Beier et al., 1999; Blagosklonny and
Pardee, 2002). Una vez que la célula ha iniciado, de manera irreversible, la transicion a través del
ciclo celular se conoce como punto de restriccién y se presenta durante la fase G1 (Blagosklonny

and Pardee, 2002).
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1.5. Vias de sefialamiento involucradas en la proliferacion celular

Cinasas activadas por mitégenos (MAPK)

Las MAPK son una familia de cinasas de serina/treonina de expresidon ubicua que participan en la
proliferacién, la diferenciacién, la transformacién, el desarrollo, la respuesta al estrés y la apoptosis
(Rozengurt, 2007). Las MAPK se dividen en tres subfamilias, las cuales son: la via de ERK1/2, las
cinasas del extremo N-terminal de Jun (JNK) y las cinasas p38. Particularmente la activacion de
ERK1/2 se considera un paso crucial para la proliferacidn en distintos tipos celulares (Pearson et al.,
2001).

En diversos estudios se ha demostrado que la activacién de los GPCR dispara el sefialamiento a
través de la via de las MAPK ERK1/2. Existen diversos mecanismos por los que los GPCR pueden
activar la via de las MAPK ERK1/2. Las proteinas G triméricas unidas a la cara intracelular de los
GPCR se disocian después de la activaciéon de dichos receptores, generando el sefialamiento por
una parte de las subunidades a y por otra de las subunidades By. El sefialamiento inducido por las
subunidades Gs, induce la activacion de las MAPK ERK1/2 como consecuencia de la activacion de la
proteina cinasa A (PKA) o por un mecanismo dependiente de Epac, un factor intercambiador de
nucledtidos de guanina de Ras (RAS-GEF) activado por AMP ciclico (de Rooij et al., 1998). Las
subunidades Gg, promueven el aumento en la concentracidn de DAG y Ca®, a través de la
activacion de la PLCB. El aumento en la concentracién intracelular de Ca®* activa a la CAMKII, la cual
fosforila e inhibe a la proteina activadora de la GTPasa Ras (RAS-GAP), induciendo la activacién de
Ras (Chen et al., 1998). El aumento en la concentracién de DAG y Ca** también promueve la
activacion de las PKC convencionales y, en consecuencia, la activacion de las MAPK por medio de la
via PYK2-Grb-SOS-Ras (Kolch et al., 1993).

Ras es una proteina G pequefia que induce la activacion de Raf. Un vez activa Raf promueve la
actividad de las cinasas duales MEK1/2, las cuales fosforilan a las MAPK ERK1/2 en los residuos de
tirosina 204 y treonina 202. La fosforilacién de las MAPK ERK1/2 promueve su actividad vy
translocacion al nucleo, lo que tiene como consecuencia la activacion de diversos factores de
transcripcién importantes en el control de la proliferacién (Chang et al., 2003; Roux and Blenis,
2004).

Otro mediador importante entre la activacion de los GPCR y las MAPK ERK1/2 es la PI3K, la cual es

activada por las subunidades Gy, y promueve la activacion de las MAPK ERK1/2 por un mecanismo
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independiente de Ras que involucra la activacién de la PKC;, dicha activacién induce la actividad de
la via Raf-MEK1/2-ERK1/2 (Takeda et al., 1999).

El papel de la activacién de las MAPK ERK1/2 en el control de la proliferacion ha sido analizado de
manera extensiva en condiciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas. Estudios con fibroblastos de la linea
NIH3T3 demostraron que la activacion de ERK promueve la expresién de la ciclina D1 y la
progresion del ciclo celular (Cheng et al., 1998). Se ha demostrado que la activacién de ERK1/2
también dispara la actividad transcripcional de NFkB por un mecanismo que involucra la
degradacion de IkB (Lee and Han, 2008). Estudios con fibroblastos humanos han demostrado que la
activacion de ERK1/2 se requiere para la expresion de las proteinas c-Fos y c-Jun (Gutierrez-
Venegas and Castillo-Aleman, 2008).

Ademas de la activacidn del factor de transcripcidn AP-1 se sabe que ERK1/2 fosforila a la cinasa de
serina/treonina P90™**, la cual fosforila y activa al factor de transcripcién CREB (Ha and Redmond,
2008; Hecquet et al., 2002).

Resultados de nuestro laboratorio demuestran que la trombina induce la activacién de las MAPK
ERK1/2 en células de EPR de rata, como consecuencia de la activacién de PAR1 y de la via PI3K-PKC
(Palma-Nicolas et al., 2008a). Adicionalmente se sabe que la trombina induce la activacion de las
MAPK ERK1/2 en distintos tipos celulares por medio de la activacién de los PARs (Borbiev et al.,
2003; Cai et al., 2008; Liu et al., 2006; Rossler and Thiel, 2009; Shih et al., 2009). Lo anterior sugiere
que la activacion de las MAPK ERK1/2 inducida por la trombina es un fenémeno crucial en la

induccion de la proliferacidon promovida por esta proteasa.

Isoformas convencionales de las cinasas de proteinas C (cPKC)

Las cinasas de proteinas C (PKC) son cinasas de serina/treonina de activacion dependiente de
lipidos que se dividen en tres subfamilias de acuerdo a la similitud de sus secuencias y a la
variabilidad de sus dominios reguladores. Las PKC incluidas en la subfamilia de las convencionales o
clasicas son las PKC,, PKCpg, PKCq y PKC, y su activacién requiere calcio, fosfolipidos anidnicos y
diacilglicerol (DAG), de manera natural, o ésteres de forbol como el TPA de manera farmacoldgica
para su activaciéon completa. Las isoformas pertenecientes a la subfamilia de las PKC nuevas (PKCs,
PKC,, PKC, y PKCs) a diferencia de las convencionales no requieren de calcio para su activacion. La
tercera subfamilia estd formada por las PKC;, PKC, y PKC,, las cuales requieren de fosfatidil serina

para su activacién (Yu et al., 2007). Adicionalmente se ha descrito la nueva isoforma PKC,, la cual
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podria pertenecer a la subfamilia de las PKC atipicas de acuerdo con su secuencia (Johannes et al.,
1994).

Las PKC constituyen un nexo muy importante entre diversas vias de transduccidon de sefiales y
participan en la regulacion de la proliferacién, la diferenciacién, la apoptosis y el proceso
inflamatorio (Fields et al., 2007). Se sabe que diversos segundos mensajeros de tipo lipidico activan
a distintos miembros de la familia de las PKC, sin embargo, el mecanismo de activacién de las PKC
convencionales es el mejor estudiado. Las PKC tienen un dominio pseudosustrato en el extremo N-
terminal, el cual bloquea el sitio de unién al sustrato e induce la autoinhibicidn a estas cinasas. La
activacion de la fosfolipasa C (PLC) induce el aumento en la concentracién intracelular de
diacilglicerol (DAG) y de 1,4,5- trifosfato de inositol (IP3), a partir de la hidrélisis de los fosfolipidos
de inositol presentes en la membrana. El IP; es un segundo mensajero que promueve la liberacion
de calcio de pozas intracelulares. El calcio liberado promueve, entre otros fenédmenos, el
reclutamiento de las PKC convencionales a la membrana, donde el DAG genera un cambio
conformacional que permite la separacién del pseudosustrato del sitio catalitico, teniendo como
consecuencia la completa activacién de las PKC convencionales (Toker, 1998).

Los GCPR pueden inducir la activacién de la PLCPB por medio de un mecanismo dependiente de las
subunidades Gq,, esta activacion constituye un nexo entre las sefiales extracelulares y la activacion
de la via PLCB-PKC convencionales (Muallem, 1989).

Se ha demostrado que distintas isoenzimas pertenecientes a la familia de PKC son cruciales en el
desarrollo de tumores y en la transformacién de células (Fields et al., 2007). Ademas, se sabe que la
activacion de las PKC convencionales induce un incremento en los niveles de ARN mensajero y
proteina de la ciclina D1 (Li and Weinstein, 2006). Una proteina importante en el control de la
proliferacién es c-Fos y se sabe que el aumento en la expresién de dicha proteina induce el
incremento en la expresion de los genes regulados por el factor de transcripcion AP-1, entre ellos el
de la ciclina D1. Li y Weistien (2006) demostraron que la activacidon constitutiva de las PKC
convencionales del tipo B promueve la expresion de la ciclina D1 por un mecanismo que involucra
el aumento en la expresién de la proteina c-Fos. Adicionalmente sus datos sugieren que la
activacion de las PKC convencionales juega un papel central en el control de la proliferacion en
células de cancer de mama.

Se sabe que la activacion de PAR-1 induce aumento en las concentraciones intracelulares de IP3 y

diacilglicerol (DAG) por un mecanismo dependiente de la PLC-B (Coughlin, 2000). El IP; induce la
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liberacion de Ca2+, el cual en conjunto con el DAG promueve la activacién de las PKC
convencionales. Trabajo en nuestro laboratorio ha demostrado que la activaciéon de las PKC
convencionales dependiente de PAR1 promueve la expresion de la ciclina D1 y la proliferacién de
las células del EPR (Palma-Nicolas et al., 2008a; Parrales et al., 2010). Rossler y cols. (2009)
demostraron que la activaciéon de los PARs por trombina promueve la activacién de las PKC
convencionales en fibroblastos de la linea 39MI-81. Esta activacion de las PKC convencionales tiene
como resultado el sefialamiento de la via de ERK1/2 y, en consecuencia, la transcripcidn de genes
con elemento de respuesta al suero en su promotor, a través de la activacion del factor del
complejo ternario (Rossler and Thiel, 2009). La evidencia existente demuestra que la activacion de
las PKC convencionales inducida por la trombina puede constituir un nexo importante entre la

ruptura de la integridad vascular y la proliferaciéon necesaria para la cicratizacién.

Cinasa del fosfato de inositol 3 (PI3K) y cinasa de proteina B (PKB/Akt)

Las cinasas del fosfato de inositol 3 (PI3K) son miembros de una familia de cinasas de lipidos que
juegan un papel central en diversas respuestas celulares, tales como sobrevivencia y control de la
proliferacién (Kong and Yamori, 2008). Las PI3K se clasifican en tres grupos de acuerdo al sustrato
gue fosforilan y a la homologia entre sus secuencias. La activacion de las proteinas pertenecientes a
la clase | de las PI3K es consecuencia, principalmente, de la activacién de receptores con actividad
de cinasa de tirosina (RTK) y GPCR (Engelman et al., 2006; Katso et al., 2001; Naor et al., 2000). La
activacion de las PI3K de la clase IA es dependiente de los RTK y resulta del acoplamiento con
proteinas adaptadoras que unen a la subunidad reguladora de las PI3K con los residuos de
fosfotirosina en los RTK activados; esto permite la activacién de la subunidad catalitica de las PI3K
(Duronio, 2008). En estado activo las PI3K de la clase IA fosforilan el lipido fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato (PtdIns 4,5-P,) en la posicién 3 del anillo de inositol, generando el fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato (PtdIns 3,4,5-P3) (Whitman et al., 1988).

Adicionalmente a la activacion dependiente de los RTK se sabe que los GPCR disparan el
sefialamiento de la via PI3K-PDK1-Akt a través de un mecanismo dependiente de las subunidades
Gg, y se considera que esta via es una de las importantes en el sefialamiento inducido por Gg, (Naor
et al., 2000). Las PI3K de la clase IB también son heterodimeros constituidos por una subunidad
catalitica y una subunidad reguladora. Las subunidades reguladoras de las PI3K de la clase IB no se

activan por un mecanismo dependiente de los RTK y aunque se desconoce el mecanismo molecular
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involucrado en este proceso se sabe que las subunidades By de los proteinas G triméricas pueden
activarlas (Duronio, 2008; Engelman et al., 2006).

Una vez activas, las PI3K de la clase IB inducen un aumento en la concentracion celular de Ptdins
3,4,5-P;, este lipido fosforilado es un importante segundo mensajero. La concentracién celular del
Ptdins 3,4,5-P; esta regulada por la actividad de la fosfatasa PTEN (fosfatasa y homodloga de la
tensina), la cual desfosforila el Ptdins 3,4,5-P;, terminando su actividad como segundo mensajero.
El PtdIns 3,4,5-P; recluta hacia la membrana y genera un cambio conformacional en la cinasa Akt
(también conocida como proteina cinasa B, PKB) a través del dominio de homologia con pleckstrina
(PH). Este cambio confromacional en Akt expone los residuos de treonina (thr) 308 y de serina (ser)
473, los cuales son fosforilados por la cinasa dependiente del 3-fosfato de inositol (PDK1) y por el
complejo 2 del blanco de la rapamicina en mamiferos (mTORC2). La fosforilacién de la thr 308 y la
ser 473 causa la activacion maxima de total Akt (Liang and Slingerland, 2003). Akt es el efector mas
importante de las PI3K y se considera un regulador fundamental en la proliferacion y sobrevivencia
celular (Cheng et al.,, 2009). En trastornos proliferativos como el cancer se ha observado que
elementos de la via de la PI3K estan alterados y se considera que dicha cinasa y sus efectores
juegan un papel clave en la transformacion de células y la carcinogénesis (Engelman et al., 2006).

La via de PI3K-Akt puede regular la proliferacion celular a través de la regulacién transcripcional de
genes implicados en el control del ciclo celular. Se sabe que la via de PI3K/Akt puede inducir la
sintesis de ciclina D1 a través de la activacién de factores de transcripcidon que tienen sitios de
reconocimiento y activacion en el promotor de la ciclina D1. El promotor de la ciclina D1 tiene sitios
de unién para los factores de transcripcién AP-1, CREB vy el factor nuclear kB (NFkB), entre otros
(Joyce et al., 2001; Pestell et al., 1999; Toualbi-Abed et al., 2008).

Los niveles de la ciclina D1 son resultado no solo de su sintesis, sino también de su estabilizacién y
degradacion, lo cual se regula por su localizaciéon sub-celular (Aktas et al., 1997; Liang and
Slingerland, 2003). La PI3K promueve la estabilizaciéon de la ciclina D1 por un mecanismo que
involucra la activacion de Akt (Liang and Slingerland, 2003). Se ha demostrado que Akt fosforila e
inhibe a la Cinasa de la Sintasa del Glucégeno 3 beta (GSK-3B). La GSK-3B fosforila en el residuo thr
286 a la ciclina D1 y promueve su translocacion al citoplasma por medio de la asociacién con el
transportador CRM1. La localizacion citopldsmica de la ciclina D1 induce su ubiquitinacidn y, en

consecuencia, su degradacion (Liang and Slingerland, 2003).
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Recientemente en nuestro laboratorio se demostré que se requiere de la activacion de la PI3K para
la expresién de ciclina D1 inducida por la trombina en células del EPR de rata (Parrales et al., 2010).
Adicionalmente, se ha demostrado que la trombina puede inducir la activacion de la PI3K y que
dicha activacién es importante en el control de la expresion de citocinas y factores de crecimiento,
tales como la interleucina 6 (IL-6), IL-8, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Estudios
con células de musculo liso adrticas de la linea HAoSMC demostraron que la trombina promueve la
expresion y liberacidn de IL-6 por un mecanismo que requiere la activacion de la PI3K (Chung et al.,
2010). En células de cancer de prostata la activacion de PAR1 promueve la expresion y liberacidn de
IL-8 y VEGF; dicho fendmeno requiere de la activacion de la PI3K (Liu et al., 2006). Adicionalmente,
existe evidencia que demuestra que la activacion de PAR1 promueve la fosforilacidn en el residuo
308 de Akt y por consiguiente su activacién dependiente de PI3K/PDK1 en distintos tipos celulares

(Arayatrakoollikit et al., 2008; Feutz et al., 2008; Minhajuddin et al., 2009).

Blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR)

La proteina llamada blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR) es una cinasa de serina/treonina
que regula el crecimiento, la proliferacion, la movilidad y la sobrevivencia celular, asi como la
sintesis de proteinas y la transcripcién (Gulhati et al., 2009). mTOR pertenece a la familia de cinasas
PIIK y esta conservada desde las levaduras hasta los mamiferos (Ma and Blenis, 2009). Se considera
qgue mTOR es un nexo entre el inicio de la sintesis de proteinas y las sefiales mitogénicas externas,
el ambiente extracelular, hormonas y factores de crecimiento (Hay and Sonenberg, 2004; Ma and
Blenis, 2009). Recientemente se ha demostrado que mTOR es una cinasa clave en la regulacién de
la proliferacion debido a que induce la traduccién de ARN mensajeros especificos que codifican
para proteinas cruciales en el crecimiento y la proliferacién celular (Ma and Blenis, 2009).

Se han identificado dos complejos proteicos en los que participa mTOR (mTORC1 y mTORC2), el
primero de ellos es sensible a rapamicina y estd formado por mTOR, la proteina reguladora
asociada a mTOR (Raptor), mLST8 y PRAS40; mientras que el complejo 2 esta formado por mTOR, la
proteina acompafante de mTOR insensible a rapamicina (Rictor), mLST8, Sin 1 y PROTOR (Guertin
and Sabatini, 2007).

mMTORC1 induce la sintesis de proteinas mediante la fosforilacidn e inactivacion de la proteina de
union al factor de iniciacion en eucariontes 4E (4E-BP1), la cual es un represor del factor de

iniciacion de la traduccion en eucariontes (elF4E). Cuando elF4E se separa de su represor facilita la
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unién del ribosoma con los ARN mensajeros maduros transcritos en el nucleo (Hay and Sonenberg,
2004).

Otro efector importante de la actividad de mTORC1 es la cinasa p70S6 ribosomal (S6K), la cual se
requiere para la proliferacion celular (Montagne et al., 1999). El mecanismo molecular por el cual la
S6K regula la proliferacion no ha sido completamente estudiado, sin embargo, el modelo mas
aceptado involucra la regulacién de la traduccidon de mensajeros especificos que codifican la
maquinaria de la traduccion, tales como proteinas ribosomales, factores de elongacién de la
traduccién y la proteina de unién a la poli-A (PABP) (Hay and Sonenberg, 2004).

La actividad de mTORC2 juega un papel central en la regulacién del crecimiento celular y regula los
cambios en el citoesqueleto de actina dependientes del ciclo celular (Gulhati et al., 2009).
Adicionalmente se sabe que mTORC2 participa en la regulacién de la actividad de Akt, ya que
fosforila a dicha cinasa en el residuo de ser 473, lo cual causa la activacién completa de Akt (Liang
and Slingerland, 2003).

En distintos tipos de canceres las vias que regulan la activacion de mTOR estan alteradas y, en
consecuencia, la actividad de esta via también se ve alterada en distintos tipos de tumores (Hay and
Sonenberg, 2004). Adicionalmente se sabe que la rapamicina y sus derivados (CCI-779 y RADO001)
evitan la proliferacion en células deficientes en PTEN o con alta actividad de Akt (Neshat et al.,
2001; Podsypanina et al., 2001).

Se sabe que la trombina promueve la activacion de mTORC1 por un mecanismo que involucra a
PI3K en células endoteliales y periodontales (Arayatrakoollikit et al., 2008; Minhajuddin et al.,
2009). La activacion de mTORC1 por la activacion PI3K inducida por PAR1 puede constituir el nexo
entre la trombina y el control de la traduccion requerido para la proliferacién, por lo que es
necesario que en el futuro se analice el efecto de la inhibicién de los complejos de mTOR sobre la

proliferacién inducida por la trombina.

Cinasas dependientes de calcio/calmodulina (CaMKs)

Las cinasas dependientes de calcio/calmodulina (CaMKs) son cinasas de serina/treonina de
expresién ubicua que se activan mediante el aumento en la concentracién de Ca"y su subsecuente
unién con la calmodulina. La actividad de las CaMK estd regulada de manera importante por la
concentracién intracelular de Ca2+, sin embargo, las CaMK tienen un mecanismo de

.7 . o . . ’ s 2
autorregulaciéon que permite una actividad sostenida aun después de que el Ca“" ha regresado a su
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nivel basal. Cuando se presenta un incremento inicial en el Ca®* intracelular el complejo de
Ca®*/calmodulina se une a la cinasa y promueve su autofosforilacién, teniendo como consecuencia
un cambio conformacional que libera al sitio catalitico del dominio regulador, permitiendo la
actividad de la CaMK por periodos prolongados, aun después de la disociacién del complejo
Ca”**/calmodulina (Cai et al., 2008). La activacién de las CaMK como resultado del sefialamiento
disparado por los GPCR es consecuencia de la liberacién de Ca** de pozas intracelulares promovida
por el IP; después de la activacion de la PLCP dependiente de las subunidades Gq,. Se sabe que el
cambio en la concentracién intracelular de Ca®* controla una amplia variedad de fenémenos
celulares y esto se debe en gran parte a la activacién de las CaMK y la fosforilacién de sus sustratos,
los cuales estan involucrados en el metabolismo, la liberacidn de neurotransmisores y el control del
ciclo celular (lllario et al., 2003).

La progresion del ciclo celular requiere de la interaccion entre las ciclinas y las CDKs. Estudios con
fibroblastos de ratén de la linea NIH 3T3 han demostrado que la activacion de las Cinasa
Dependiente de Calcio/Calmodulina-2 (CaMKIl) es necesaria para la expresién de ciclina D1 y
progresion del ciclo celular (Morris et al., 1998). Sin embargo, no solo la CaMKIl participa en la
regulacién del ciclo celular, se sabe que la activacidon de la CaMKI tiene un papel central en la
formacidén de los complejos ciclina/CDK, en particular, CaMKI regula la union entre la ciclina D1y la
CDK4 (Kahl and Means, 2004). Adicionalmente a la regulacién directa de la formacion de complejos
ciclina/CDK, las CaMK pueden controlar la proliferacion celular mediante la regulacién de proteinas
clave en dicho fendmeno. Existe evidencia que sugiere la activacion de las MAPK ERK1/2 a través de
la activacién de Raf-1 por la interaccidn directa con la CaMKIl (lllario et al., 2003).

Se ha observado que la trombina induce la activacién de la CaMKIl en células endoteliales (Borbiev
et al., 2003; Cai et al., 2008). En estos trabajos se ha demostrado que la activacion de CaMKII tiene
como consecuencia la activacion de ERK1/2 y dicha activacion se ha relacionado con el rearreglo del
citoesqueleto y un mal funcionamiento en la barrera endotelial. Debido a que se sabe que la
activacion de las CaMK puede regular la progresion del ciclo celular y que la trombina promueve su
activacion, induciendo con ello un cambio patoldgico en células endoteliales es importante analizar

el impacto que las CaMK tienen sobre el desarrollo de trastornos proliferativos.
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Proteina G pequeiia Rho

Las proteinas Rho son una familia de GTPasas pertenecientes a la superfamilia de Ras. Estas
proteinas transitan de su forma inactiva unida a GDP a su forma activa unida a GTP, la cual puede
interactuar con proteinas blanco y/o efectores especificos (Han et al., 2010). Las GTPasas Rho son
proteinas G pequeias que regulan la dindmica del citoesqueleto en una amplia variedad de eventos
morfogenéticos, tales como la migracién y la polaridad celular, el trafico vesicular, la citocinesis y
endocitosis; adicionalmente estas GTPasas también participan en el control de la progresién del
ciclo celular y la expresidn génica, es decir, pueden regular efectos nucleares y citoplasmicos (Pertz,
2010). El cambio entre el estado activo e inactivo de las GTPasas esta controlado por moduladores
positivos y negativos (Vojtek and Cooper, 1995). En condiciones fisioldgicas las GTPasas Rho
requieren de factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) para su activacion. Los
GEFs pueden actuar como proteinas efectoras de distintos tipos de receptores de membrana
(integrinas, caderinas y receptores para factores de crecimiento o para citocinas) y se sabe que
constituyen el nexo principal entre la activacion de las proteinas Gi,/3 y la activacidn de las
proteinas Rho (Hurst and Hooks, 2009). Debido a que las GTPasas Rho pueden ser activadas de
manera especifica por diferentes GEFs se considera que dichas GTPasas son capaces de integrar la
informacidn de diferentes vias de sefialamiento (Karlsson et al., 2009).

La inactivacion de las GTPasas Rho requiere de la hidrélisis del GTP a GDP, sin embargo, la actividad
intrinseca de las GTPasas Rho es muy baja, por lo que la funcién de las proteinas activadoras de las
GTPasas (GAPs) es necesaria para permitir la rapida hidrdlisis del GTP a GDP y en consecuencia la
inactivacién de las GTPasas (Hurst and Hooks, 2009). Existen ademas otros moduladores negativos
de la activacidon de las GTPasas tales como los inhibidores de la disociacidn de nucledtidos de
guanina (GDIs), los cuales evitan la activacion de las GTPasas unidas a GDP y bloquean la unién con
efectores de las GTPasas activas (Karlsson et al., 2009).

Se sabe que las GTPasas juegan un papel integral en distintos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Se
ha demostrado que el sefalamiento de Rho estd alterado en varios tipos de cancer y las
alteraciones en esta via se han relacionado con el potencial de invasidn y metastasis (Schmitz et al.,
2000). Existe evidencia que vincula la activaciéon de Rho a la sobrevivencia y progresién del ciclo
celular en células cancerosas. La activacion de Racl y RhoA puede inducir la progresién del ciclo
celular mediante el incremento en la concentracién de ciclina D1 y la regulacién negativa de la

expresion de inhibidores de la actividad de las cinasas dependientes de ciclina (Klein et al., 2007;
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Villalonga and Ridley, 2006). Aunque las vias involucradas en la expresion de genes reguladores de
la progresion del ciclo celular relacionadas con miembros de la familia de Rho no han sido descritas,
se sabe que el sefialamiento de las GTPasas Rho es necesario para la expresion de genes con
elemento de respuesta al suero (SRE) cuando dicha expresion requiere de la activacion de proteinas
G heterotrimericas (Hill et al., 1995). La expresion de genes con SRE en su promotor es
consecuencia de la activacion de SRF y del factor del complejo ternario (TCF). Uno de los genes mas
ampliamente estudiados con SRE es c-Fos. c-Fos es un componente mayoritario del factor de
transcripcién AP1. Hill y cols. (1995) demostraron que la activacidn transcripcional plena inducida
por el suero y el acido lisofosfatidico del gen c-Fos requiere de la actividad de las GTPasas RhoA,
Racly CDC42.

Recientemente nuestro grupo demostrd que la trombina induce la activacién de la GTPasa Rho por
un mecanismo dependiente de PAR1 en células del epitelio pigmentado de la retina de rata en

cultivo (Ruiz-Loredo et al., 2011).
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Fig. 2. Esquema de las vias de sefialamiento activadas por la trombina. La actividad proteolitica de la trombina
promueve la activacion de PAR-1, induciendo el sefialamiento a traves de distintas vias intracelulares que tienen como
consecuencia la promocion de la proliferacién.
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1.6. Factores de transcipcion involucrados en la proliferacion celular

Factores de transcripcion de la familia AP1

AP-1 es un factor de transcripcion dimérico formado por miembros de las familias Fos (c-fos, fos-B,
Fra-1 y Fra-2), Jun (c-jun, jun-B y jun-D) y el factor activador de la transcripcion (ATF; ATF2,
RTF1/ATF3 y B-ATF) implicado en distintos procesos bioldgicos como diferenciacidn, proliferacion,
apoptosis y transformacion oncogénica (Shaulian and Karin, 2001; Zenz et al., 2008).

La trombina puede activar la expresidon del factor de transcripcién Fos a través de una via

dependiente de calcio en células endoteliales de la linea HUVEC (Liu et al., 2004). En fibroblastos

de la linea CCL39 se ha observado que la trombina induce la activacién de las MAPKs ERK1/2 y esto

tiene como consecuencia el aumento en la expresion de c-fos y c-jun, lo cual a su vez promueve la

expresion de ciclina D1 y la progresién del ciclo celular (Guo et al., 1997). La trombina también

induce proliferacion por un mecanismo dependiente de la expresiéon de c-fos en células del

musculo liso vascular de ratén, células mesengliales humanas y megacarioblastocitos de leucemia

humana (Dorn and Davis, 1992; Liu et al., 2000; Paris and Pouyssegur, 1991; Xu et al., 2006a; Xu et
al., 2006b). Adicionalmente, se ha demostrado que la activacion de la PI3K es necesaria para la

expresion de la proteina Fra-1 en células de mesotelioma de la linea MP5 (Ramos-Nino and

Littenberg, 2008). En células de osteoblastos de ratén de la linea MC3T3-E1 la activacién de la via

PI3K-Akt se requiere para la sintesis de c-fos y c-jun (Wu et al., 2008).

Factor nuclear kB (NFkB)

NFkB es un factor de transcripcidon heterodimérico constituido por las proteinas Rel-A (p65), Rel-B,
c-Rel, NFkB; (p50/p105) y NFkB, (p52/p110) que tiene un papel central en las respuestas
inflamatoria e inmune, en la diferenciacion y en la apoptosis (Joyce et al., 2001; Karin and Hunter,
1995). NFkB también induce proliferacién y se expresa en la mayoria de las células en forma
inactiva unido a la proteina inhibidora IkBa (Joyce et al., 2001). Las proteinas de la familia de NFkB
pueden formar homodimeros o heterodimeros, lo que permite una amplia variedad de
combinaciones para este factor de transcripcion (Sethi et al., 2008). La activacidon de NFkB se puede
dar por una amplia variedad de estimulos, en los que se incluyen citocinas inflamatorias, proteinas
virales, agentes citotoxicos, estrés oxidativo, radiacion ionizante, ésteres de forbol, ARN de doble
cadena y factores de crecimiento (Joyce et al.,, 2001; Lee et al., 2007; Neumann and Naumann,

2007). En respuesta a la estimulacion por factores de crecimiento el complejo de la cinasa IKK se

27



activa y fosforila a IkBa, promoviendo su ubiquitinacidn y degradacion (Ouyang et al., 2006). El
complejo de la cinasa IKK mas comun esta formado por las cinasas IKKa e IKKB, asi como por el
modulador esencial de NFkB (NEMO), también conocida como IKKy. En células no estimuladas NFkB
estd unido a las proteinas IkB, las cuales tienen sitios que interactian y bloquean el dominio de
unién al ADN vy la sefial de localizacion nuclear de NFkB (Joyce et al., 2001). La fosforilacion de las
residuos ser 32 y ser 36 de IkBa induce su degradacidn por un mecanismo dependiente del
proteosoma y permite la translocacién nuclear y activacion de NFkB (Neumann and Naumann,
2007).

Se sabe que existen varios genes relacionados con la proliferacidn celular regulados por NFkB, entre
los que destacan factores de crecimiento y proteinas reguladoras del ciclo celular (Sethi et al.,
2008). Adicionalmente se ha relacionado a este factor de transcripcion con la carcinogénesis y se
sabe que su actividad estd modificada en distintos tipos de tumores (Lee et al., 2007; Sethi et al.,
2008).

Recientemente se ha demostrado que la trombina promueve la activacion de NFkB en células
epiteliales de pulmén humano (Lin et al., 2006). En fibroblastos de la linea WI-38 se demostrd que
la trombina induce la activaciéon del complejo de la cinasa IKK, teniendo como consecuencia la
fosforilacidon y degradacion de IkBa (Shih et al., 2009). En este mismo trabajo se demuestra que la
degradacion de IkBa promovida por la trombina induce la activacién de NFkB y la transcripcién de
genes que estan bajo su control. Trabajos con células endoteliales de la linea HUVEC demostraron
que la trombina induce la transcripcién de genes controlados por NFkB por un mecanismo que
involucra a PI3K (Minhajuddin et al., 2009). La evidencia experimental demuestra que la trombina
induce la activacidn de NFkB y se ha sugerido que dicha activacién es crucial en la respuesta
inflamatoria y cicatrizacién, procesos que pueden llevar al desarrollo de trastornos proliferativos

(Esmon, 2001).
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2. Planteamiento del problema

La trombina es una proteasa de serina presente en el suero sanguineo en forma inactiva
(protrombina). Como consecuencia de un dafio vascular la trombina se activa mediante protedlisis
y puede tener diversos efectos celulares ademas de su participacién en la cascada de coagulacién
(Bode, 2006; Davie and Kulman, 2006). Dichos efectos se deben a la activacién de los PARs. Los
PARs son receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G
heterotriméricas activados por protedlisis especifica del extremo amino-terminal, lo cual genera el
desenmascaramiento de un nuevo extremo amino-terminal que actia como ligando
intramolecular e induce la activacion del receptor y de la proteina G en la cara intracelular de éste
(Coughlin, 2000). Se sabe que la trombina induce el incremento en la concentracién intracelular de
Ca* y de trifosfato de inositol (IP3), asi como la activacién de distintas isoformas de las PKC, de las
CaMKs, de la PI3K y de las MAPKs en distintos tipos celulares (Coughlin, 2000; Macfarlane et al.,
2001). Se ha detectado la presencia de los PARs en el sistema nervioso central (Moller et al., 2006)
y se ha demostrado que la trombina genera cambios en la morfologia de astrocitos e induce
proliferacion glial (Nicole et al., 2005; Rao et al., 2007a). En neuronas corticales la trombina induce
la expresidn de ciclinas D1y E, componentes indispensables de la progresion del ciclo celular (Rao
et al., 2007a). En células de EPR de bovino la trombina estimula la proliferacién celular (Hackett et
al., 1991), sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales induce dicha proliferaciéon no
han sido explorados. Las células del EPR forman un epitelio monoestratificado que se localiza
entre la retina neural y la coroides, y desempefia una funcidn central en el mantenimiento de la
integridad estructural y funcional de la retina neural (Clack, 1986; Mund and Rodrigues, 2006). El
EPR es el elemento mas importante de la barrera hematorretiniana; interviene en el transporte
transepitelial de nutrimentos, en la adaptacion a la luz y la oscuridad, en el almacenamiento y
transformacion de los ésteres de la vitamina A, y en el recambio de los segmentos externos de los
fotorreceptores (Mund and Rodrigues, 2006). La proliferacién descontrolada del EPR puede
conducir a la formaciéon de membranas coldgeno-celulares caracteristicas de la Vitreorretinopatia
Proliferativa (VRP), las cuales ocasionan desprendimiento de retina y, en consecuencia ceguera
(Wilkins and Kulwin, 1979). Dado que la proliferacion de las células del EPR es un fendmeno clave
en el desarrollo de la VRP y este padecimiento se ha asociado a la ruptura de la barrera
hematorretiniana que provoca la interacciéon de los componentes del plasma sanguineo con las

células del EPR (Nagasaki et al., 1998), entre ellos la trombina, es probable que dicha proteasa
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desencadene el desarrollo de la VRP a través de distintos mecanismos moleculares. Aunque se
sabe que la trombina induce la proliferacion de las células de EPR, no se conocen con claridad los
mecanismos moleculares por los que la trombina promueve dicho fendmeno. La identificacién y
caracterizacién de las vias involucradas en la proliferacion inducida por la trombina en células del
EPR generaria informacion valiosa para la prevencion y el desarrollo de nuevas terapias para el

tratamiento de trastornos fibroproliferativos en la retina.
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3. Hipétesis
La trombina promueve la proliferacién en células del EPR de rata a través de la activacion de
distintas vias de sefialamiento, las cuales inducen la progresién del ciclo celular como resultado del

aumento de la expresiéon de ciclina D1.
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4. Objetivo

Determinar los mecanismos moleculares involucrados en el aumento de la expresién de ciclina D1

y en el incremento de la proliferacion inducidos por la trombina en las células del EPR de rata en

cultivo.

Objetivos particulares

Demostrar que la trombina induce aumento de la proliferacidn de las células del EPR.

Analizar el efecto de la trombina sobre la expresién de la ciclina D1 en células del EPR.
Determinar el efecto de la activacion de la PI3K, de las MAPKs ERK1/2 y de las PKC
convencionales inducida por latrombina sobre la expresidn de la ciclina D1y la proliferacién en
el EPR.

Analizar el efecto de la trombina sobre la expresién de la proteina c-Fos en células del EPR.
Estudiar el efecto de la activacidon de la PI3K, de las MAPKs ERK1/2, de las PKC convencionales
inducida por la trombina en la expresion de c-Fos en células del EPR.

Analizar si la activacién de Akt es requerida para el aumento en la expresion de la ciclina D1y
en la proliferacidn inducidos por la trombina en células del EPR.

Estudiar si la inactivacion de la cinasa GSK-38 inducida por la fosforilacién de Akt se requiere
para el aumento de la expresiéon de la ciclina D1 inducida por la trombina.

Determinar si la activacién de la cinasa mTOR se requiere para la expresidon de ciclina D1y la
proliferacién inducidas por la trombina.

Determinar si se requiere la actividad de los complejos 1 y 2 de la cinasa mTOR para la

expresion de la ciclina D1 y la proliferacién inducidas por la trombina.
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5. Materiales y método

5.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado cultivo celular. La trombina, la hirudina, el péptido
agonista de PAR-1 (H-SFLLRNPNDKYEPF-OH), el Ro-32-0432 y el AG-1478 fueron obtenidos de
Calbiochem (San Diego, CA); la wortmannina, la actinomicina D, el AG-1296, la trifluoperazina y el
inhibidor de Akt fueron de Sigma (St. Louis, MO); el U0126, el LY294002, el U73-122 y el KN62
fueron obtenidos de Tocris (Ellisville,MO); los péptidos agonistas de PAR-3 (H-SFGGP-NH,) y de
PAR-4 (H-GYPGKF-NH,) fueron obtenidos de Bachem (Torrance, CA); el PPACK y el OSU-03-012
fueron obtenidos de Enzo Life Science (Farmingdale, NY) y de Echelon biosciences (Salt Lake City,
UT), respectivamente; el medio de montaje para fluorescencia fue de Dako North America, Inc.
(Carpentia, CA) y la albumina de suero bovino (BSA) se obtuvo de Equitech-Bio Inc. (Kerrville, TX).
Para todos los experimentos se utilizé como medio estandar Opti-MEM de Invitrogen (Carlsbad,
CA). Los antibidticos penicilina, estreptomicina, neomicina y nistatina utilizados durante el cultivo
celular fueron de Gibco BRL (Grand Island, NY).

Los anticuerpos monoclonales primarios para detectar a Akt, a Akt fosforilado (Ser 473), a la GSK-
3B y a la GSK-3pB fosforilada (Ser 9) fueron obtenidos de Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA). Los anticuerpos monoclonales primarios para detectar a Akt fosforilado (Thr 308), a la ciclina
D1, a la actina y a la GAPDH fueron obtenidos de Santacruz Biotechnology (Santacruz, CA, USA). El
anticuerpo para detectar a c-fos se obtuvo de Upstate (Millipore; Billerica, MA). Los anticuerpos
secundarios acoplados a HRP anti-IgG de conejo y anti-IgG de ratén fueron de Zymed Laboratories

(San Francisco, CA, USA).

5.2. Cultivo de EPR

Las células de EPR se aislaron a partir de ratas Long Evans de 8 a 10 dias de edad como se ha
descrito previamente (Chang et al., 1991). Brevemente, los ojos fueron enucleados y lavados con
D-MEM que contenia penicilina (0.0125%), estreptomicina (0.0125%), neomicina (0,025%) y
nistatina (0,01%), posteriormente se incubaron durante 30 minutos a 37 ° C en D-MEM que
contenia 2% de dispasa. Después de la eliminacion de la esclerética, el EPR se separé en solucion
salina balanceada Hanks libre de calcio y de magnesio (HBSS), se incub6 en D-MEM con 0.1% de
tripsina-EDTA durante 2 minutos y fue disociado mecanicamente utilizando una pipeta Pasteur. La

digestion con tripsina fue detenida con medio Opti-MEM con 4% de suero fetal bovino (FBS). Las
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células fueron separadas por centrifugacidn, se suspendieron en medio Opti-MEM con 4% de FBS,
y sembradas a una densidad de 3 x 10* células/cm?. Después de 4 dias en cultivo, las células fueron
privadas de suero durante 48 h antes de la estimulacién con trombina (0-4 U / ml), esto con el fin

de sincronizar los cultivos. Todos los experimentos se realizaron en cultivos sincronizados.

5.3. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las células del EPR se evalué mediante ensayos de exclusién de azul tripano en
cultivos mantenidos en presencia de suero o en medio libre de suero durante 24 y 48 h. Después
de la disociacién y la separacién de las células como se describié anteriormente, se anadié azul
tripano (0.08%) a las células en medio D-MEM libre de suero. Las células tefiidas con azul tripano
y vivas se contaron en una cdmara de Neubauer por microscopia dptica y la viabilidad se expresd
como porcentaje de células vivas con respecto al niumero total de células. La comparacién de la
viabilidad celular en cultivos que contenian suero y los que estan privados de suero durante 24 o
48 horas mostrd que la privacion de suero no afecta a la viabilidad celular en comparacién con
cultivos en presencia de suero (control). Los cultivos control tienen 78% de células viables,
mientras que los cultivos privados de suero por 24 y 48 horas tienen 80% y 73% de células viables,

respectivamente.

5.4. Medicidn de la proliferacion de las células del EPR

La proliferacién celular del EPR se determiné por medio de la incorporacién de [*H] timidina y por
el método colorimétrico de reduccidon de MTS [(3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5 - (3 -
carboxymethoxyphenyl) -2 - (4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] en cultivos no confluentes. Para
determinar la incorporacién de [°H] timidina las células fueron incubadas durante 24 horas con 0.2
mCi/ml de [°H] timidina (PerkinElmer; Waltham, MA; 16 Ci/mmol) en ausencia (control) o
presencia de trombina. Después de tres lavados con PBS, se incubaron los cultivos en acido
tricloroacético (10%) durante 1 hora, posteriormente, se solubilizaron en SDS (0.5 %) y se
determind la radioactividad para cada cultivo en un contador de centelleo liquido (Beckman; Brea,
CA). Para evaluar la proliferacion de las células del EPR por el método de reduccion de MTS (Cell
Titer 96° Aqueous One Solution Reagent, Promega; Madison, WI) se sembraron las células a una
densidad de 2.5 x 10° células/cm® y segun las instrucciones del fabricante las células fueron

incubadas con el MTS durante 30 minutos a 37 °C. Se midié la absorbancia a 490/630 nm vy se
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corrigioé el fondo; la densidad éptica (DO) de cultivos no estimulados se establecié arbitrariamente
como el 100% de proliferacién (control). Cuando fueron probados, los inhibidores se afiadieron 1

hora antes de la estimulacidon con trombina.

5.5. Andlisis de la progresion del ciclo celular en el EPR

El efecto de la trombina sobre la progresion del ciclo celular se determind mediante un andlisis de
citometria de flujo. Los cultivos se incubaron con trombina (4 U/ml) durante 18 o 22 h. Las células
fueron disociadas en tripsina/EDTA, se precipitaron por centrifugacion, y se resuspendieron en
DMEM libre de suero. Posteriormente, las células fueron fijadas en etanol al 70% en PBS, se
centrifugaron y se resuspendieron en PBS frio. Finalmente las células se incubaron con solucién
para tefiir el ADN (100 mM Tris, pH 7,4, NaCl 150 mM, 1 mM CacCl2, MgCl2 0,5 mM, 0,1% de NP-
40, yoduro de propidio 3mM (P1), y 100mg/ml DNAsa libre de RNasa) durante 1 hora a 37 °C.
Mediante el analisis de la tincién del material genético de las células con Pl se generaron
histogramas del ciclo celular (FACScalybur 1600). Para cada muestra se registraron veinte mil

eventos. Las muestras se analizaron con el programa FlowJo 7.5, motor 2.15000.

5.6. Cuantificacion del ARN mensajero de ciclina D1 y c-fos

La cuantificacidon del ARN mensajero de ciclina D1 y de c-fos se llevd a cabo mediante la técnica de
RT-PCR en tiempo real. El ARN total se aislé utilizando reactivo Trizol (Invitrogen; Carlsbad, CA) y
se traté con ADNasa | (Invitrogen), segun el protocolo del fabricante. Para la inactivacién de la
ADNasa se afiadio EDTA (2.5 mM) a las muestras de ARN total. La retrotranscripcion (RT) del ARN
mensajero se realizé utilizando 0.25 pg de ARN total, 100 U de retrotranscriptasa (MMLV-RT,
Invitrogen), 10 U de inhibidor de RNAsa (RNAseout, Invitrogen), 0.25 ug de oligonucleétido dT
(Invitrogen), en el buffer recomendado por el fabricante (50 mM de Tris-HCl a pH 8.3, 75 mM de
KCl, 3 mM de MgCl,, 10 mM de ditiotreitol, DTT). El protocolo para la RT fue: 10 minutos a 80 °C,
60 minutos a 42 °C, y 15 minutos a 75 °C; seguido de incubacion con RNAsa H (0.2 U, Invitrogen)
por 30 min a 37 °C. El ADN copia (ADNCc) sintetizado durante la RT se utilizd6 como sustrato para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real con los oligonucledtidos especificos
para ciclina D1 (5'-TGGAGCCCCTGAAGAAGAG-3' y 5'-AAGTGCGTTGTGCGGTAGC-3') y para c-fos
(5'-AGATACGCTCCAAGCGGAGA-3'y 5'-CAGTCAAGTCCAGGGAGGTC-3'). La PCR se realizd con 2.5 U

de polimerasa (Taq recombinante, Invitrogen), 0.4 mM de cada oligonucleétido, 0.4 mM de
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dNTPs, 1.5 mM de MgCl, y 0.2 uM de SYTO 9 (Invitrogen) en el buffer recomendado por el
fabricante (20 mM de Tris-HCl a pH 8.4, 50 mM de KCl). Para la PCR las muestras se sometieron a
94 °C por 5 minutos y, posteriormente, a 35 ciclos con el protocolo siguiente: 94 °C durante 30
segundos, 60 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 45 segundos. El andlisis cuantitativo de la
amplificacion de ADNCc se realizo utilizando el sistema rotor gen 6000 (Corbett Life Science, San
Francisco, CA) y los valores se normalizaron con el control. La amplificacion de actina se utilizé
como control de carga. Cuando fueron probados, inhibidores farmacolégicos se afiadieron 1 hora

antes de la estimulacién con trombina.

5.7. Expresion de los receptores activados por proteasas

Para determinar la expresion de los receptores activados por proteasas (PARs) en el EPR se aislé
ARN total y se realizd la RT del ARN mensajero como se describid anteriormente. Para la
amplificacion del ADNc se utilizaron oligonucledtidos especificos para PAR-1 (5'-
ATGGGGCCCCGGCGCTTGCTG-3' y 5'-AGCTAGTAGCTTTTTGTATAT-3'), para PAR- 3 (5-
ATGGAGATGAAAGTCCTTATC-3' y 5'-CGAGGTCAGCTGATCTACAAT-3'), y para PAR-4 (5'-
ATGCTCGGGTTCAGCATCAGC-3' y 5'-CAGAAGTGTAGAGGAGCAAAT-3'). La PCR se realiz6 con 2.5 U
de polimerasa (Taq recombinante, Invitrogen), 0.4 mM de cada oligonucledtido, 0.4 mM de dNTPs
y 1.5 mM de MgCl, en el buffer recomendado por el fabricante (20 mM de Tris-HCl a pH 8.4, 50
mM de KCl). Para la PCR las muestras se sometieron a 94 °C por 5 minutos y, posteriormente, a 35
ciclos con el protocolo siguiente: 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30 segundos, y 72 °C
durante 45 segundos. La amplificacion del ADNc de los PARs se llevd a cabo utilizando el sistema

Mastercycler personal (Eppendorf; Westbury, NY).

5.8. Inmunodeteccion de proteinas

Para la inmunodeteccion de todas las proteinas las células tratadas se rompieron en buffer de lisis
gue contenia 50 mM de Tris-HCl a pH 7.4, 150 mM de NaCl, 10 mM EDTA, 0.1 % de SDS, 1 % de
Triton X-100, 1 % de CHAPS, 0.5 % de NP40, 0.1 % de BSA, 40 mM de B-glicerofosfato, 10 mM de
pirofosfato de sodio, y 10 % de un cdctel de inhibidores de proteasas (SIGMA). La proteina
contenida en los lisados se cuantificd usando el método de Bradford y 20 ug de proteina total se
utilizaron para el analisis de inmunodeteccién de proteinas. Los lisados fueron solubilizados en

buffer Laemmli (0.75 mM de Tris-HCl a pH 8.8, 5 % de SDS, 20 % de glicerol y 0.01 % de azul de
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bromofenol), hervidos durante 5 minutos, separados por electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS/PAGE, 12.5 %), y se transfirieron a membranas difluoruro polivinildieno (PVDF, Amersham
Biosciences). Para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos, las membranas se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucion de leche al 5% en TBS-T (20 mM de Tris-
HCl a pH 7.5, 500 mM de NaCl y 0.1 % de Tween?). Posteriormente, las membranas se incubaron
toda la noche a 4 °C en una solucién de BSA 5 % en TBS-T que contenia alguno de los siguientes
anticuerpos primarios: anti-ciclina D1 (1:3000), anti-actina (1:10000), anti-c-fos (1:2000), anti-Akt
(1:1000), anti-fosfo-Akt (Ser 473; 1:1000), anti-fosfo-Akt (Thr 308; 1:500), anti-GAPDH (1:10000),
anti-GSK-3B (1:1000), anti-fosfo-GSK-3 (Ser 9; 1:2000). Al terminar el periodo de incubacidn con
los anticuerpos primarios, las membranas se lavaron 5 veces con TBS-T y se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a la
peroxidasa de rabano en una soluciéon de BSA 5 % en TBS-T. Posteriormente, las membranas se
lavaron 5 veces con TBS-T y se procesd su revelado con el sustrato quimioluminiscente
Immobilon Western AP (Millipore). La sefial se visualizé mediante placas de rayos X Kodak™ vy se
digitalizaron las imagenes mediante el sistema Alfa Digi-Doc (Alpho-Innotech; San Leandro, CA). El
analisis densitométrico de las bandas se realizd utilizando el programa Quantity One v4.6 de
BioRad (Hercules, CA) y los datos se normalizaron utilizando los valores de células no estimuladas

(control).

5.9. Inmunocitoquimica

La identidad de las células del EPR y la localizacién nuclear de la ciclina D1 se examinaron por
inmunofluorescencia. Se sembraron las células a una densidad de 3 x 10* células/cm® sobre
portaobjetos de vidrio, se sincronizaron y se trataron como fue descrito para la inmunodeteccion.
Después del tratamiento correspondiente, las células se fijaron con 4 % de para-formaldehido
durante 20 minutos. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron
con una solucién Triton X-100 al 0.3% en PBS por 20 minutos y se lavaron 3 veces con PBS. La
unién inespecifica de los anticuerpos se evitd incubando las células permeabilizadas con suero al
10 % en PBS durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después del bloqueo se afiadié el
anticuerpo monoclonal primario contra RPE65 (1:200) o contra la ciclina D1 (1:100) en una
soluciéon de BSA al 0.1 % en PBS y se mantuvo a 4 °C durante toda la noche. Al terminar la

incubacién de los aticuerpos primarios, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con
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el anticuerpo secundario conjugado con Alexa (1:200) durante 2 horas a temperatura ambiente y
en obscuridad. Previo al montaje de la preparacidn con el medio Dako las células se lavaron 3
veces con PBS y se tifieron los nucleos con una solucion de Hoechst al 10 % en PBS y se lavaron
nuevamente 3 veces con PBS. Después del montaje las preparaciones se observaron y fueron
fotografiadas en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV1000 (Olympus corporation;
Tokyo, Japan). El tiempo de exposicion y la intensidad del laser se ajustaron para obtener una
visualizacién éptima de las preparaciones y dichos parametros se mantuvieron para todas las

condiciones experimentales.

5.10. Silenciamiento de la ciclina D1

El ARN pequefio de interferencia (siRNA) fue obtenido de Sigma (SASI_Rn02_00269089). El efecto
del silenciamiento de la ciclina D1 sobre la proliferacion celular del EPR fue probado en cultivos
con una confluencia del 30 % al 50 %. La transfeccidon del siRNA se realizd utilizando la
lipofectamina RNAi-MAX (Invitrogen) en medio Opti-MEM libre de antibiéticos complementado
con 4% FBS durante 48 h. Después de la transfeccion, la proliferacidn celular se evalué mediante el
método de la reduccion de MTS. El silenciamiento de la ciclina D1 se determiné por
inmunodeteccion. Células tratadas con lipofectamina y no tratadas fueron utilizadas como

controles.

5.11. Andlisis estadistico

Los datos utilizados para el andlisis se obtuvieron a partir de cultivos de células de EPR obtenidas
de 10 a 15 ratas Long Evans en tres experimentos independientes. Se aplicéd una prueba de t de
Student no pareada para el analisis estadistico de los datos, utilizando el programa GraphPad

Prism V4.0 (GraphPad Software Inc.; La Jolla, CA).
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6. Resultados

6.1. Efecto de la trombina sobre la proliferacion de las células del EPR

Para analizar el efecto de la trombina sobre las células del EPR se cultivo a las células sin suero y en
presencia de trombina (0.125, 0.5, 2 y 4 U/ml) se midié la incorporacién de timidina-[*H] como
indicador de sintesis de DNA. El efecto de la estimulacidon con trombina en la proliferacién se
compard con células en ausencia de trombina (control). Los resultados de estos experimentos
demuestran que la trombina induce un aumento dependiente de la dosis en la proliferacién
celular en el EPR. Para determinar si el aumento en la proliferaciéon de las células del EPR es
inducido de manera especifica por la trombina se cultivé a las células con trombina en presencia
de su inhibidor especifico, la hirudina (1, 2 y 4 u/ml). Los resultados demuestran que el aumento
en la proliferacidon de las células del EPR inducido por la trombina se inhibe en presencia de
hirudina de manera dependiente de la dosis (Fig. 3A). El efecto de la hirudina sobre la proliferacion
se analizé también en células sin estimular (control) y estimuladas con suero fetal bovino (FBS 10
%) y se observd que la hirudina no afecta de manera significativa la proliferacién en células del EPR
no estimuladas y estimuladas con FBS. El analisis de la progresion del ciclo celular confirmé que la
trombina induce la proliferacidn de las células del EPR. La incubacién con trombina por 18 y 22
horas promovié un incremento en el porcentaje de la poblacion celular en fase S del ciclo celular
(Fig. 3B y 1C). Esto demuestra que la trombina induce de manera especifica un aumento en la
proliferacién celular del EPR de rata en cultivo.
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6.2. La trombina induce la expresion y la localizacion nuclear de la ciclina D1

La ciclina D1 tiene un papel central en el control de la progresiéon del ciclo celular y la proliferacion.
Se ha demostrado que la estimulacién mitogénica induce la sintesis y estabilizacion de la ciclina D1
(Aktas et al., 1997). Para estudiar si la trombina induce aumento en la proliferacién de las células
del EPR como consecuencia del aumento en la expresion de la ciclina D1 se analizé la expresién del
ARN mensajero de ciclina D1 en células estimuladas con trombina (2 U/ml), mediante la técnica de
RT-PCR en tiempo real. Los resultados muestran un aumento en la expresién del ARN mensajero
de la ciclina D1 a las ocho horas de estimulacidn con trombina (Fig. 4); la especificidad de este
efecto se determind estimulando a las células con trombina por ocho horas en presencia o
ausencia de hirudina (4 U/ml). Los resultados muestran que la hirudina inhibe el aumento en la
expresion del ARN mensajero de ciclina D1 inducido por la trombina (Fig. 5A). Para determinar si el
aumento en la expresién del ARN mensajero de ciclina D1 en células del EPR produce un aumento
en la expresiéon de la proteina ciclina D1, se analizdé el nivel de dicha proteina en células
estimuladas con trombina (2 U/ml) mediante la técnica de inmunodeteccidon. Los resultados
demuestran que la trombina induce aumento en la expresidn de la proteina ciclina D1 a las ocho
horas posteriores a la estimulacidon con trombina (Fig. 4). La coincubacion de la trombina con
hirudina (4 U/ml) evita el aumento en la expresion de la proteina ciclina D1 inducido por la
trombina en células del EPR (Fig. 5A). Para determinar si se requiere de la sintesis de ARN
mensajero para el aumento en la expresidn de la proteina ciclina D1 se analizé la expresion del
ARN mensajero y de la proteina ciclina D1 en células estimuladas con trombina en presencia o
ausencia del inhibidor de la transcripcién actinomicina D. Los resultados demuestran que el
aumento en la expresién de la proteina ciclina D1 requiere de la sintesis del ARN mensajero (Fig.
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Fig. 4. La trombina induce la expresion de la ciclina D1. La expresion del ARN mensajero y de la proteina se midieron
por RT-PCR en tiempo real e inmunodeteccion, respectivamente. La trombina induce aumento en el ARN mensajero y la
proteina de la ciclina D1 después de ocho horas de estimulacién con trombina. Los resultados corresponden a la media
de tres experimentos independientes + DE. * P < 0.05, ** P < 0.01, t de Student, respecto al control.
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Fig. 5. La expresion de la ciclina D1 inducida por la trombina requiere de la actividad trancripcional. A. El aumento en
la expresion del ARN mensajero y de la proteina de la ciclina D1 se evita con la coincubacién del inhibidor natural
especifico de la trombina, la hirudina. B. La preincubacién con actinomicina D (20 uM) evita el aumento en la expresion
de ciclina D1. Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. * P < 0.05, ** P <0.01,
t de Student, respecto al control.

Se sabe que la progresion del ciclo celular requiere de la localizacién nuclear de la ciclina D1
(Baldin et al., 1993). Con la finalidad de estudiar si la trombina induce la expresién asi como la
localizacién nuclear de la ciclina D1 se analizé la localizacidn celular de la ciclina D1 por medio de
la técnica de inmunocitoquimica. Los resultados demuestran que la trombina induce la localizacion
nuclear de la proteina ciclina D1 (Fig 6).

Hoechst Ciclina D1 Ciclina D1/Hoechst

Control

D E F
Trombina
Fig. 6. La trombina induce la localizacién nuclear de la ciclina D1. Después de ocho horas de estimulacion con trombina
(2 U/ml) se observé un aumento en la localizacién nuclear de la ciclina D1 por medio de inmunocitoquimica A y D.

Tincidn nuclear con Hoechst. B y E. Inmunoreactividad para ciclina D1. C y F. Empalme de la tincién de nucleos y la
inmunoreactividad para ciclina D1.
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6.3. La trombina induce la expresion de ciclina D1 a través de la activacion de PAR1

La trombina puede actuar como mitdégeno a través de la activacidon de los PARs. Se conocen 3
miembros de esta familia de receptores activados por la trombina (PAR1, PAR3 y PAR4). Para
determinar si la sintesis de ciclina D1 inducida por la trombina requiere la activacion de uno o mas
PARs se analizd la expresion de ciclina D1 inducida por los agonistas de PAR1, PAR3 y PAR4. Los
resultados demuestran que la estimulacion con el agonista de PAR1 induce la expresién de ciclina
D1 alas ocho horas (Fig. 7). Lo anterior sugiere que la trombina induce aumento en la proliferacion
de las células del EPR como consecuencia de un aumento en la expresidn y localizacién nuclear de

la ciclina D1 dependiente de la activacién de PAR1.
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Fig. 7. La activacion de PAR1 inducida por la trombina promueve la expresion de la ciclina D1. Después de ocho horas
de estimulacion con trombina (2 U/ml) o con los péptidos agonistas de PAR1 (P1; 25 uM), de PAR3 (P3; 25 uM), de PAR4
(P4; 25 uM) o de PAR3 y PAR4 juntos (P3 + P4) se analiz6 la expresion de la proteina ciclina D1. El péptido agonista de
PAR1 reproduce el efecto de la trombina sobre la expresion de la proteina ciclina D1. Los resultados corresponden a la
media de tres experimentos independientes + DE. *** P <0.001, t de Student, respecto al control.

6.4. La proliferacion inducida por la trombina requiere de la expresion de ciclina D1

Se sabe que la expresion de la ciclina D1 es crucial para la progresién del ciclo celular y, en
consecuencia para la proliferacidon en distintos tipos celulares, incluido el EPR (Hecquet et al.,
2002). Debido a que la trombina induce la expresion de la ciclina D1 y la proliferacion en células
del EPR determinamos si la expresidon de ciclina D1 se requiere para la proliferacién inducida por la
trombina, mediante el silenciamiento de la expresién de la ciclina D1. Los resultados demuestran

que se requiere de la expresion de la ciclina D1 para la proliferacién inducida por trombina (Fig. 8).
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Fig. 8. La proliferacion inducida por trombina requiere la expresion de ciclina D1. La reduccidn en la expresion de
ciclina D1 se llevo a cabo por medio de la transfeccion de células de EPR con un ARN de interferencia especifico para
bloquear la expresion de la ciclina D1y se midié su efectividad por medio de inmunodeteccion. El ARN de interferencia
redujo en un 75% la expresion de la ciclina D1 (izquierda). La reduccidn en la expresion de la ciclina D1 evitd la
proliferacion de las células de EPR inducida por trombina (derecha). Los resultados corresponden a la media de tres
experimentos independientes + DE. * P < 0.05, *** P < 0.001, t de Student, respecto al control.

6.5. La expresion de ciclina D1 inducida por la trombina requiere la activacion de ERK1-2, de la PI3K
y de las cPKC

Se ha demostrado que la trombina induce la expresién de la ciclina D1 en fibroblastos por un
mecanismo dependiente de la activacion de ERK1-2 (Lavoie et al., 1996). Adicionalmente se sabe
gue la activacién de PAR1 por la trombina induce la proliferacién como consecuencia de la
activacion de ERK1-2 en células de cancer de colon (Darmoul et al.,, 2003). Para estudiar la
participacion de la via de ERK1-2 en el aumento de la expresion de la proteina ciclina D1 en células
de EPR se determind la expresion de dicha proteina en células estimuladas con trombina (2 U/ml)
en presencia o ausencia del inhibidor de MEK1-2 (U0126; 30 uM). Los resultados muestran que el
U0126 inhibe el aumento en la expresion de la proteina ciclina D1 inducido por la trombina (Fig. 9)
Los receptores acoplados a proteinas G pueden inducir la activacion de ERK1/2 por un mecanismo
que involucra a las subunidades By y a la PI3Ky. Adicionalmente, se ha demostrado que la
activacion de PAR1 induce la activacion de la cascada de sefialamiento PI3K/PDK1/Akt (Katso et al.,
2001; Resendiz et al., 2007). Para determinar si la activacion de la PI3K se requiere para la
expresion de ciclina D1 inducida por la trombina (2 U/ml) se observé la expresion de ciclina D1 en
células estimaldas con trombina en presencia o ausencia del inhibidor de la PI3K (wortmannina;
100 nM). Los resultados muestran que la wortmannina previene el aumento de expresion de la

ciclina D1 inducido por la trombina.
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Resultados previos han demostrado que la trombina induce la activacion de ERK1-2 en células del
EPR de rata por un mecanismo que involucra la activacion de la PI3K y de la PKC; (Palma-Nicolas et
al., 2008b). De acuerdo con lo anterior nuestros resultados sugieren que la activacién de la via

PI3K/PKC;/MEK1-2/ERK1-2 se requiere para la expresion de la ciclina D1 en las células del EPR.
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Fig. 9. Efecto de la inhibicion de las MAPK MEK1-2 y de la PI3K sobre la expresion de la ciclina D1. La expresion del
ARN mensajero y de la proteina ciclina D1 se midié después de ocho horas de estimulacidn con trombina. Cuando fueron
probados, los inhibidores farmacoldgicos de la actividad catalitica de MEK1-2 (U0126), de la PI3K (wortmannina) y de las
cPKC (Ro-32-0432) se preincubaron 30 minutos antes de la estimulacién con trombina. Los resultados corresponden a la
media de tres experimentos independientes + DE. ** P < 0.01, t de Student, respecto al control.

6.6. Se requiere la activacion de las PKCs convencionales para la expresion de la ciclina D1 inducida
por la trombina

PAR1 esta acoplado, entre otras, a proteinas G, las cuales inducen la activacién de la PLC[, esta
activacion tiene como resultado el aumento en la concentracion intracelular de diacilglicerol (DAG)
y Ca”* (Darmoul et al., 2003). El aumento en la concentracién intracelular de DAG y Ca** induce la
activacion de las isoformas convencionales de la PKC (PKC,, PKCg, PKCg, y PKC,). Para determinar si
la activacién de las PKC convencionales se requiere para el aumento de la expresion de la ciclina
D1 inducido por la trombina en células de EPR se determind la expresién de dicha proteina en
células estimuladas con trombina (2 U/ml) en presencia o ausencia del inhibidor de las isoformas
convencionales de la familia de las PKCs (Ro-32-0432; 20 uM). Los resultados muestran que el Ro-
32-0432 inhibe el aumento de la expresidn de la proteina ciclina D1 inducido por la trombina (Fig.
9).

Debido a que la inhibicién farmacolégica de las isoformas convencionales de la PKC y de MEK1-2

evita el aumento en la expresion de ciclina D1 inducido por la trombina, estos resultados sugieren
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que la trombina promueve la expresidn de ciclina D1 por medio de la activacion independiente de

la via PLC/PKC convencionales y de la via PI3K/PKC;/MEK1-2/ERK1-2.

6.7. La trombina induce la expresion de c-fos

El promotor de la ciclina D1 tiene, entre otros, un sitio consenso para el factor de transcripcion
AP1 (Toualbi-Abed et al., 2008). AP1 es un factor de transcripcién dimérico formado por miembros
de la familia de jun, fos y ATF (Zenz et al., 2008). Estudios previos han demostrado que la trombina
induce aumento de la expresién de la proteina c-fos de forma bifasica a los 15 y 120 minutos,
manteniéndose el segundo pico hasta los 240 minutos (datos no publicados). Con la finalidad de
determinar si el aumento de la expresion de la proteina c-fos coincide con un aumento de la
expresion de su ARN mensajero se determind el nivel de expresidon del ARN mensajero de c-fos en
células estimuladas con trombina (2 U/ml) por distintos periodos de tiempo por medio de la
técnica de RT-PCR en tiempo real. Los resultados demuestran que la trombina induce una
expresion bifasica del ARNm de c-Fos que coincide temporalmente con lo observado para la

proteina c-Fos (Fig.10).
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Fig. 10. La trombina promueve la expresién de c-fos. La expresién del ARN mensajero y de la proteina c-fos se midié en
células estimuladas con trombina. La expresion bifdsica del ARN mensajero de c-fos corresponde temporalmente con la
expresion de su proteina. Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. 6 P < 0.05,
@ P <0.01, * P<0.001, t de Student, respecto al control.

6.8. La expresion tardia de c-fos inducida por la trombina requiere de la actividad de ERK1-2 y cPKC
Se ha demostrado que, tanto ERK1-2, como las cPKC pueden activar la expresion de c-fos (De
Sousa et al., 2005; Li and Weinstein, 2006). Debido a que el aumento de la expresidn de ciclina D1

inducido por la trombina requiere de la activacién de ERK1-2 y de las cPKC se analizd si la
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activacion de ERK1-2 y las cPKC se requiere para el aumento de la expresidn de c-fos inducido por
la trombina. Se determind la expresion de c-fos en células estimuladas con trombina (2 U/ml) por
15 y 180 minutos en presencia o ausencia de U0126 y Ro-32-0432 por medio de RT-PCR e
inmunodeteccion. Los resultados muestran que la inhibicién de MEK1-2 o de las cPKC no afecta la
expresidon del ARN mensajero de c-fos inducida por la trombina a los 15 minutos, sin embargo, la
inhibicion farmacolégica de MEK1-2 si evita el aumento en expresiéon de la proteina de c-fos
inducido por la trombina a los 15 minutos. Estos resultados sugieren que la expresidon del ARN
mensajero de c-fos inducida por la trombina a los 15 minutos no es promovida por la activacién de
ERK1-2 ni de las cPKC, sin embargo, se requiere de la activacion de ERK1-2 para la estabilizaciéon y
acumulacidn de la proteina (Fig. 11, izq.).

La expresion tardia de c-fos inducida por la trombina se inhibe farmacolégicamente con U0126 y
Ro-32-0432 a nivel de ARN mensajero y de la proteina, lo que sugiere que la expresién de c-fos
inducida por la trombina a los 120 minutos es consecuencia de la activacion de ERK1-2 y de las

cPKC (Fig. 11 der.).
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Fig. 11. Efecto de la inhibicién de MEK1-2 y de las PKC convencionales sobre la expresion de c-fos. La expresidn
temprana del ARN mensajero de c-fos no se inhibe con U0126 (30uM) o con Ro-32-0432 (20 uM), mientras que la
inhibicion de MEK1-2 evita el aumento en la expresion de la proteina c-fos (izquierda). La expresidn tardia del ARN
mensajero y de la proteina de c-fos inducida por la trombina se evita con la inhibicion de la actividad de MEK1-2 y las
cPKC (derecha). Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. * P < 0.05, t de
Student, respecto al control.

6.9. Se requiere la estimulacion sostenida con trombina para inducir la expresion de ciclina D1 y la
proliferacion celular en el EPR
Debido a que, tanto la expresién de ciclina D1, como la expresidon tardia de c-fos (120-240

minutos) inducidas por la trombina requieren de la activacién de ERK1-2 y de las cPKC, es probable

46



que la expresidn tardia de c-fos induzca el aumento de la expresidn de ciclina D1. Adicionalmente,
existe evidencia que ha demostrado que la activacidon de ERK1-2 inducida por la trombina también
es bifasica (10 y 120 minutos) y coincide temporalmente con la expresion de c-fos (Palma-Nicolas
et al.,, 2008b). Con la finalidad de observar si la activacidén tardia de ERK1-2, el aumento de la
expresion de ciclina D1 y el incremento de la proliferacion requieren de la estimulacién sostenida
con trombina se estudiod el efecto de la estimulacién con trombina (2 U/ml) por 30 minutos sobre
la activaciéon de ERK1-2, el nivel de expresion de la cilcina D1 y la proliferacion de las células del
EPR. Los resultados demuestran que la estimulacién con trombina por 30 minutos no induce la
activacion tardia de ERK1-2, la expresién de la ciclina D1 ni el aumento de la proliferacion de las

células de EPR (Fig. 12).
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Fig. 12. La proliferacion inducida por la trombina requiere de la estimulacién sostenida. Las células de EPR fueron
estimuladas con trombina (2 U/ml) durante 30 minutos, posteriormente se retird el medio y se colocé medio fresco en
presencia o ausencia de trombina. En la imagen se muestra el efecto de la estimulacidon con trombina durante 30
minutos o durante 8 horas sobre la expresion de ciclina D1 (izquierda) y la proliferacién celular (derecha). Los resultados
corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. * P < 0.05, ** P < 0.01, t de Student, respecto al
control.

6.10. La trombina induce la activacion de Akt en las células del EPR

La cinasa Akt, también conocida como PKB, es el efector mas importante del sefialamiento
inducido por PI3K. Se ha demostrado que Akt puede promover la estabilizacién y aumento en la
concentracidn nuclear de la ciclina D1 a través de la fosforilacién e inhibicidn de la Cinasa de la
Sintasa del Glucégeno-3B (GSK-3pB). La activacion de la GSK-3B induce fosforilacién de la ciclina D1
en la Thr 286 y, de esta manera, promueve su translocacién del nucleo al citoplasma por medio de
la asociaciéon con el transportador CRM1 (Liang and Slingerland, 2003). Finalmente, la localizacion
citoplasmica de la ciclina D1 induce su ubiquitinacion y, en consecuencia, su degradacién (Liang

and Slingerland, 2003). Debido a que los resultados de este trabajo demuestran que se requiere de
47



la activacion de la PI3K para el aumento en la concentracion de la ciclina D1 inducida por la
trombina en células de EPR de rata, se determind el efecto de la trombina sobre la activacion de
Akt. Para determinar si la trombina induce la activacidn de Akt se analizé la fosforilacion en la Thr
308 y la Ser 473 de dicha cinasa, ya que se ha propuesto que la activacién plena de Akt requiere la
fosforilacién es estos dos residuos. Los resultados demuestran que la trombina induce la
fosforilacién de la Ser 473 de Akt después de 30 minutos de estimulacién, sin embargo, no

modifica la fosforilaciéon en Thr 308 (Fig. 13).
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Fig. 13. La trombina promueve la fosforilacion de Akt en la SER 473. Las células de EPR fueron estimuladas con
trombina (2 U/ml) pro distintos periodos de tiempo. La fosforilacion de la Thr 308 y de la Ser 473 fue analizada mediante
inmunodecteccidn con anticuerpos especificos. La estimulacidon con trombina promueve el aumento de la fosforilacion
en el residuo de Ser 473 a los 30 minutos y hasta los 45 minutos; sin embargo, no modifica la fosforilacidn en la Thr 308.
Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. ** P < 0.01, t de Student, respecto al
control.

La trombina induce la activacion de los PARs mediante un corte proteolitico que permite el
desenmascaramiento de un nuevo extremo N-terminal que actda como ligando para el receptor,
por lo que la actividad catalitica de esta proteasa se requiere para la activacion de los receptores
por corte proteolitico. Toda vez que se sabe que la hirudina inhibe los efectos de la trombina
mediante una interaccion directa con dicha proteasa y tomando en cuenta que se ha sugerido que
la trombina puede tener efectos independientes de la activacion de los PARs (Schwartz et al.,
2005; Seymour et al., 2003; Sower et al., 1999; Vartanian et al., 2006), en este trabajo se estudio
el efecto del inhibidor especifico de la actividad catalitica de la trombina, PPACK (Kettner and
Shaw, 1979) sobre la fosforilacién de Akt en la Ser 473. Los resultados demuestran que la
preincubacion de la trombina (4 U/ml) con sus inhibidores especificos hirudina (8 U/ml) y PPACK
(20 uM) evita la fosforilacién de Akt en la Ser 473 (Fig. 14A). Para corroborar que la fosforilacién

en la Ser 473 de Akt es un efecto especifico de la trombina se analizd6 dicho fendmeno en
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presencia de concentraciones crecientes de trombina, los resultados demuestran que la trombina
induce la fosforilacién de la Ser 473 de Akt en forma dependiente de la dosis de trombina (Fig.
14B). En conjunto, estos resultados sugieren que la trombina induce de manera especifica la

activaciéon de Akt.
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Fig. 14. La trombina promueve la fosforilacion de Akt en la SER 473 de manera especifica y dependiente de la dosis. A.
Las células de EPR fueron estimuladas con concentraciones crecientes de trombina y se determiné la fosforilacion de la
Ser 473 de Akt a los 30 minutos. B. La inhibicion especifica de la trombina con hirudina y con PPACK evita la fosforilacion
de Akt en la Ser 473. Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. * P < 0.05, ** P
<0.01, t de Student, respecto al control.

6.11. La fosforilacion de Akt inducida por la trombina requiere de la actividad de los receptores
para EGF y PDGF.

Se ha demostrado que la trombina promueve la transactivacion de receptores para factores de
crecimiento en células del EPR (Hollborn et al.,, 2009). Para determinar si la activacion de Akt
inducida por la trombina requiere de la transactivacion de los receptores para EGF y PDGF
probamos el efecto de sus inhibidores sobre la activaciéon de Akt. Los resultados demuestran que
la activacion de Akt inducida por la trombina requiere la transactivacion de los receptores para

EGF y PDGF (Fig. 15).
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Fig. 15 La fosforilacion de Akt inducida por la trombina requiere la transactivacion de los receptores para EGF y PDGF.
Las células de EPR fueron incubadas durante 30 minutos con los inhibidores farmacoldgicos de los receptores para EGF
(AG-1478; 10 uM) y PDGF (AG-1296; 10 uM), previamente a la estimulacién con trombina. La fosforilacion de Akt
inducida por trombina requiere la actividad de los receptores para EGF y PDGF. Los resultados corresponden a la media
de tres experimentos independientes + DE. ** P < 0.01, t de Student, respecto al control. @ P < 0.05, t de Student,
respecto a las células estimuladas con trombina.

6.12. La activacion de Akt inducida por la trombina requiere el sefialamiento de PI3K, de la PLC y de
la calmodulina

La plena activacidon de Akt requiere de la fosforilacidon en los residuos de Thr 308 y Ser 473, y se
sabe que al menos dos diferentes vias controlan la fosforilacion de Akt (Carnero, 2010). El
sefialamiento de la PI3K es necesario para la fosforilaciéon en la Thr 308 y se sabe que actua a
través de un mecanismo que implica la activacidon de PDK1, mientras que la fosforilacion en la Ser
473 es independiente de PI3K y depende del sefialamiento de la PLC, de las PKC y de la CaMKIl en
células estimuladas con trombina (Resendiz et al., 2007). Para determinar si la fosforilacion de Akt
inducida por la trombina requiere de la actividad de la PI3K, de la CaMKII, de la PLC, de las cPKC o
de la calmodulina, se evalué el efecto de sus inhibidores farmacolégicos (wortmannina, KN-62, U-
73122, Ro-32-0432 y trifluoperazina, respectivamente) sobre la fosforilacién de Akt en células de
EPR estimuladas con trombina. Los resultados demuestran que se requiere de la actividad de la
PI3K, de la PLC y de la calmodulina para la fosforilacién de Akt inducida por la trombina (Ser 473) y
para la fosforilacién basal en la Thr 308. Estos resultados también demuestran que la fosforilacion

de Akt inducida por la trombina es independiente de la CaMKIl y de las cPKC (Figs. 16 y 17).
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Fig. 16 La fosforilacion de Akt inducida por la trombina depende de la activacion de la PI3K. Las células de EPR fueron
incubadas durante 30 minutos con los inhibidores farmacoldgicos de la PI3K (wortmannina, 100 nM; LY294002, 10 uM),
posteriormente se estimularon con trombina. Los inhibidores de la actividad catalitica de la PI3K evitan la fosforilacién
de Akt inducida por trombina en la Ser 473 y disminuyen la fosforilacidn basal en la Thr 308. Los resultados
corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. ** P < 0.01, t de Student, respecto al control. * P <
0.05, *** P < 0.001, respecto a las células estimuladas con trombina.
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Fig. 17 La fosforilacion de Akt inducida por la trombina requiere la activacion de la PLC y de las cPKC. Previo a la
estimulacién con trombina las células fueron preincubadas con los inhibidores de la PLC (U73122, 2.5 nM), de las cPKC
(Ro-32-0432, 20 uM), de la calmodulina (trifluoperazina; TFP, 50 uM) y de la CaMKIl (KN92, 5 uM). Unicamente la
inhibicion de la PLC y de la calmodulina evitan la fosforilaciéon de la Ser 473 inducida por la trombina y reducen la
fosforilacién basal de la Thr 308 de Akt. Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes +
DE. ** P < 0.01, t de Student, respecto al control. @ P < 0.01, t de Student, respecto a las células estimuladas con
trombina.
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6.13. Se requiere la activacion de la PDK1 y de Akt para la proliferacion y para la expresion de
ciclina D1 inducidas por la trombina

Se sabe que la via de PI3K/PDK1/Akt es clave en la regulacion de la proliferacidn en distintos tipos
celulares, asi como en el desarrollo de trastornos proliferativos (Kandel and Hay, 1999). Los
resultados del presente trabajo demuestran que la activacion de la PI3K se requiere para la
expresién de la ciclina D1 y por consiguiente para la progresion del ciclo celular, sin embargo, se
sabe que la activacidén de PI3K promueve la activacion de ERK1-2 por un mecanismo dependiente
de la PKC, lo cual sugiere que la inhibicion de la PI3K podria evitar la proliferacién celular del EPR
abatiendo la activacion de ERK1-2 sin afectar el sefialamiento de Akt. Para determinar si la
activacion de Akt inducida por la trombina es necesaria para la proliferacién celular en el EPR, se
observé el efecto de los inhibidores de Akt (500 nM) y de PDK1 (5 uM) sobre la proliferacion y la
expresion de ciclina D1. Los resultados demuestran que se requiere de la activacion de Akt y PDK1
para la proliferacion y para la expresion de la ciclina D1 inducida por la trombina en células del EPR

(Fig.18).
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Fig. 18 La proliferacion inducida por la trombina requiere la activacion de la PDK1 y de Akt. A. La inhibicidn
farmacoldgica de la actividad catalitica de la PDK1 y de Akt evita la sintesis de ADN vy la proliferacion en las células de
EPR. B. La expresion de ciclina D1 inducida por la trombina requiere la activacién de la PDK1 y de Akt. Los resultados
corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. *** P <0.001, t de Student, respecto al control.

6.14. La trombina induce la fosforilacion de GSK-38 por un mecanismo dependiente de Akt
Se ha demostrado que la activacion de Akt promueve un aumento de ciclina D1 a través de

diferentes mecanismos moleculares (Liang and Slingerland, 2003; Ma and Blenis, 2009; Ouyang et
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al., 2006). El sefialamiento de Akt no sélo induce la expresion de ciclina D1. Una vez activada, Akt
también promueve la acumulacion de ciclina D1 por la inhibicion de GSK-3B (Cross et al.,,
1995). Dado que la inhibicién de la via PDK1/Akt impide la expresidén de ciclina D1 inducida la
trombina en células del EPR se analizd la fosforilacion de la GSK-3B en la Ser 9 en las células
estimulas con trombina. Los resultados demuestran que la trombina induce la fosforilacién de la
GSK-3B en la Ser 9 después de 60 minutos de estimulacion y dicho residuo se mantiene fosforilado
hasta 480 minutos después de la estimulacion (Fig. 19A). Mas aun, la fosforilaciéon de la GSK-3B
inducida por la trombina requiere la activacion de la via PI3K/PDK1/Akt (Fig. 19B). En conjunto,
estos resultados sugieren que la trombina promueve la inactivacion de la GSK-3B por un

mecanismo dependiente de Akt.
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Fig. 19 La trombina promueve la fosforilaciéon/inactivacion de la GSK-3B. La fosforilacion de la Ser 9 en la GSK-3B
inducida por la trombina se midié a través de inmunodeteccién. A. Las células de EPR fueron estimuladas con trombina
durante diferentes periodos de tiempo. La trombina induce la fosforilacién de la GSK-33 después de 45 minutos y hasta
los 480 minutos. B. La inhibicion de la actividad de la PI3K, de la PDK1 y de Akt evita la fosforilacion inducida por la
trombina en células del EPR. Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes + DE. * P <
0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, t de Student, respecto al control. @ P < 0.01, t de Student, respecto a las células
estimuladas con trombina.
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7. Discusion

Tras la alteracion de la barrera hematorretiniana, la interaccién de las células EPR con
componentes del plasma sanguineo es un factor de riesgo importante para el desarrollo de
trastornos oculares proliferativos generados por la transicion epitelio-mesénquima, la
proliferacién y migracién de las células RPE, y la formacién de membranas epirretinianas que
obstruyen la visidn. De hecho, la hemorragia intraocular durante o después de la cirugia es uno de
los factores de riesgo mas importantes en la clinica para el desarrollo de la vitreorretinopatia
proliferativa (Girard et al., 1994), la principal causa de fracaso de la cirugia de retina (Nagasaki et
al., 1998; Pastor et al., 2002). La trombina es un componente principal del suero sanguineo y
promueve la expresién de ciclina D1 y la proliferacién en diferentes tipos celulares, aunque los
mecanismos moleculares involucrados no han sido aclarados en su totalidad. La ciclina D1 es una
proteina clave en el control de la progresién del ciclo celular y se ha demostrado que su expresiéon
puede aumentar en diversos tumores y en células transformadas (Aktas et al., 1997; Baldin et al.,
1993; Yang et al., 2006). Por lo anterior, en este trabajo se analizé el efecto de la trombina sobre la
expresion de la ciclina D1, con el fin de identificar el mecanismo molecular que promueve la
proliferacién en células de EPR estimuladas con trombina.

Los efectos celulares de la trombina en multiples procesos fisiolégicos y patoldgicos se logran a
través de la activacidon de los PARs. En este estudio se ha demostrado que la activacion especifica
de PAR-1 con trombina estimula la expresién del gen y de la proteina de la ciclina D1, asi como su
localizacién nuclear. Ademas, la trombina también induce la sintesis de ADN y la progresion del
ciclo celular en las células EPR, lo cual concuerda con resultados anteriores obtenidos en
fibroblastos que muestran que la trombina aumenta la actividad transcripcional de distintos genes
implicados en la proliferaciéon (Keenan et al., 2004). Sin embargo, aln se conoce poco sobre las
vias de sefialamiento intracelular y reguladores responsables de la induccién de la proliferacion de
células del EPR. Varios estudios realizados principalmente en fibroblastos han demostrado que la
expresion de ciclina D1 y la progresién del ciclo celular inducida por estimulos mitégenos requiere
tanto la actividad ERK1/2 como la expresion de las proteinas de la familia del factor de
transcripcién AP-1 (Gutierrez-Venegas and Castillo-Aleman, 2008).

Los resultados de este trabajo demuestran que la expresidn de ciclina D1 inducida por la trombina
en células del EPR se impide cuando se bloquea la actividad de las MAPK MEK1-2 con el inhibidor

farmacoldgico U0126, lo que sugiere que la trombina estimula la expresidn de ciclina D1 a través
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de la via de sefializacion Ras/Raf/MEK1-2/ERK1-2. Sin embargo, nuestros resultados indican que la
activacion de ERK es necesaria pero insuficiente para la induccién de la expresién de la ciclina D1,
ya que este efecto fue suprimido por la inhibicidn de la PI3K, la cual juega un papel central en el
control de la proliferacidn (Katso et al., 2001; Kong and Yamori, 2008). En concordancia con este
resultado, se ha demostrado que si bien la activacién de MEK1 es suficiente para la sintesis de
ADN (Treinies et al., 1999), la inhibicidn de la PI3K evita este efecto lo que indica que la activacion
de MEK1 en si no es capaz de promover la progresion del ciclo celular de la fase G1 a S mediada
por la ciclina D1 (Liang and Slingerland, 2003). De acuerdo con estos resultados, nuestros datos
sugieren que la accion de la trombina en el PAR-1 puede activar la cascada de sefializacion MAPK a
través de la subunidad Gqq de los GPCR (Pearson et al., 2001).

Aunque la activacion de la PI3K inducida por el dimero Gqg, (Leopoldt et al., 1998) puede
aumentar la concentracion celular de la proteina ciclina D1 por estabilizacidon a través de la
inhibicidon de la cinasa de la sintasa del glucégeno-3B (GSK-3B; Liang and Slingerland, 2003), se
descartdé que esto sea lo que ocurre en el resultado de la figura 9, puesto que la estimulacién de
trombina en presencia de wortmannina impidié completamente el aumento de la expresién del
ARN mensajero de la ciclina D1, lo que indica que la activacién de PI3K es necesaria para la
transcripciéon de ciclina D1. Adicionalmente, experimentos en presencia de actinomicina D,
muestran que la inhibicién de la transcripcién suprime el aumento en la concentracién celular del
RNA mensajero y de la proteina ciclina D1 en respuesta a la trombina.

Aungue aun son necesarias futuras investigaciones para determinar con precision los mecanismos
moleculares de accidn de la PI3K en expresidon de ciclina D1 inducida por la trombina, se sabe que
dicha proteasa puede activar la cascada de Ras/MAPK por un mecanismo que depende de la
activacion de la PI3K en células endoteliales (Ellis et al., 1999). En este sentido, datos recientes han
demostrado que la fosforilacion de ERK1-2 inducida por la trombina en células del EPR es
independiente de Ras y requiere de la activacién de la PI3K, de la PKC;, de Raf y de MEK1-2 (Palma-
Nicolas et al., 2008a). En conjunto, los datos anteriores sugieren que la trombina induce un
aumento de la expresidon de la ciclina D1 mediante la activacion de PAR1 y de la via de
sefialamiento PI3K/PKC;/Raf/MEK1-2/ERK1-2 en las células del EPR de rata.

Ademas de las vias de sefalamiento de la PI3K y ERK1-2, se ha demostrado que las isoformas
convencionales de la PKC (cPKC) también pueden inducir aumento en la expresion del ARN

mensajero y de la proteina ciclina D1 (Li and Weinstein, 2006). En las células del EPR, la activacion
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de PAR-1 inducida por la trombina estimula la actividad de la PLCB y, en consecuencia, la
formacién de IP; y DAG (Palma-Nicolas et al., 2008a), los cuales inducen la activacién de las cPKC.
El hallazgo de que la inhibicidn de las cPKC con Ro-32-0432 evita la expresion de la ciclina D1
inducida por la trombina muestra que la activacidon de las cPKC también es necesaria para el
aumento en la expresion de la ciclina D1 inducido por la trombina en las células del EPR de rata.

El promotor del gen de la ciclina D1 contiene secuencias consenso para los factores de
transcripcién de la familia AP-1, CREB y NF-kB (Shaulian and Karin, 2001). Entre estos factores, se
ha demostrado que la expresién de las proteinas c-fos y c-jun, asi como la unién al ADN del factor
de transcripcion AP-1 requiere la activacién de ERK1-2 dependiente del sefialamiento de la PI3K
(Zenz et al., 2008). Adicionalmente, existe evidencia que demuestra que las isoformas Bl y B2 de
las cPKC inducen la expresion c-fos, asi como la activacidn transcripcional de los genes regulados
por c-fos (Li and Weinstein, 2006). Falta un antecedente de que la expresiéon de c-fos induce la
actividad de AP-1. Por lo anterior, en este trabajo se examiné el efecto de la trombina sobre la
expresion de c-fos y se demostrd que la trombina induce la expresidn bifasica del ARN mensajero
y de la proteina de c-fos. Mientras que el aumento temprano (15 minutos) en la expresion de la
proteina c-fos depende solo de la actividad de ERK1-2, el aumento tardio en la expresion de la
proteina y del ARN mensajero de c-fos (120 minutos) requiere la activacién de ambos, ERK1-2 y
cPKC. Dado que la expresiéon de ciclina D1 y de c-fos fueron suprimidas por la inhibicion
independiente de MEK1-2 o de las cPKC, se sugiere que la activacion de ambas vias por la
trombina converge en la expresidn de c-fos, lo cual promueve la actividad transcripcional de AP-1
y, consecuentemente, la expresién de la ciclina D1. Este sefialamiento coordinado de MEK1-2 y de
las cPKC que converge en la expresidn de c-fos concuerda con lo que se ha descrito recientemente
para las células de cancer de mama (Li and Weinstein, 2006).

Debido a que la trombina induce la expresion bifasica de c-fos, en este trabajo se determind si se
requiere la estimulacion sostenida con trombina para promover la proliferacién de las células del
EPR de rata. Los resultados obtenidos muestran que si las células son estimuladas con trombina
solo durante 30 minutos, tiempo suficiente para que ocurra el aumento temprano de c-fos, no se
promueve la expresion de ciclina D1 y la proliferacion. En este sentido, resultados previos han
demostrado que la trombina induce la activacion bifasica de ERK1-2 en el EPR, la cual coincide
temporalmente con la expresion de c-fos. Mds aun, al igual que la expresidn de c-fos, la activacion

tardia de ERK1-2 requiere la estimulacién sostenida con trombina. Estos resultados concuerdan
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con lo observado en fibroblastos de hamster chino, donde se ha demostrado que la activacion
sostenida de ERK1-2 inducida con PDGF promueve la expresidn, la estabilizacién y la acumulaciéon
sostenida de c-fos, lo que conduce a la progresion del ciclo celular; mientras que la estimulacién
con EGF solo promueve la actividad de ERK1-2 por un lapso corto de tiempo (10 minutos), lo que
tiene como resultado la expresion temprana de c-fos y su rdpida degradacién, sin promover la
proliferacién de dichos fibroblastos (Murphy et al., 2002).

Un resultado inesperado de este estudio fue que, aunque el aumento temprano en la expresién
del ARN mensajero de c-fos observado a los 15 minutos no se evitd por la inhibicion de MEK1-2 o
de las cPKC, el aumento de la proteina c-fos fue dependiente de ERK1-2, lo que sugiere que la
expresion temprana del ARN mensajero de c-fos y el aumento en la concentracion de la proteina
c-fos inducidos por la trombina son procesos independientes y podria incluir al menos dos
diferentes vias de sefializacién. Aunque el mecanismo responsable de la expresion temprana del
ARN mensajero de c-fos sigue sin determinarse, es posible que la activacion de las proteinas Giy/13
acopladas a PAR-1 promuevan la expresion del gene c-fos, ya que se ha descrito que la activacidn
de la via de Rho puede promover la expresion del ARN mensajero de c-fos por medio de la unién
del factor de respuesta al suero (SRF) con el elemento de respuesta al suero (SRE) presente en el
promotor de c-fos (Villalonga and Ridley, 2006). Por otra parte, se ha demostrado que la
fosforilacién de la proteina c-fos por ERK1-2 promueve su estabilizacién y acumulacién nuclear
(Murphy et al., 2002), lo cual explicaria la inhibicion del aumento temprano de la proteina c-fos
por U0126, pero no por los inhibidores de cPKC.

Adicionalmente a la activacién de ERK1-2 y las cPKC, la estimulacidén con trombina también puede
promover la progresion del ciclo celular a través del sefialamiento de Akt, la cual es una cinasa
clave en el control de la proliferacion y, tanto su expresion como su activacion esta aumentada en
células tumorales (Carnero, 2010). En este estudio también se demuestra que, en contraste con
los hallazgos que muestran que la trombina induce la fosforilacion de Akt, tanto en Thr 308 y Ser
473 en diferentes tipos celulares (Resendiz et al., 2007), este mecanismo es diferente en las
células del EPR. Considerando que el nivel de fosforilacién de Akt en Thr 308 permanece
inalterado por el tratamiento con trombina, la fosforilacion en Ser 473 se incrementé de una
manera especifica y dependiente de la dosis, lo que indica que la fosforilacién de la Ser 473 es el

evento regulador en la activacion de Akt inducida por la trombina en las células del EPR.
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Cabe resaltar que la estimulacién de la fosforilacién de Akt en la Ser 473 con trombina requiere 30
minutos de exposiciéon a trombina, lo cual difiere de la rapida fosforilacién de Akt observada en
respuesta a la activacion de receptores con actividad de cinasas de tirosina (Byeon et al., 2010;
Hollborn et al., 2006), lo que sugiere que un mecanismo indirecto podria mediar el sefialamiento
de PAR1 sobre Akt. Existe evidencia reciente que muestra que la trombina estimula la secrecion de
VEGF en las células del EPR a través de la transactivacidon del receptor de PDGF por PAR1 (Hollborn
et al.,, 2009), se probd el efecto de la inhibicién de los receptores para EGF y para PDGF. Los
resultados mostraron que la trombina estimula la fosforilacién de Akt a través de la
transactivaciéon de los receptores para dichos factores de crecimiento, lo que explica el retraso en
la fosforilacion de Akt inducida por la trombina en comparaciéon con lo observado en células
estimuladas con VEGF o PDGF.

Las vias de sefialamiento de la PI3K, de la CaMK y de las PKC controlan la actividad de Akt
(Resendiz et al., 2007). En este sentido, se ha demostrado que la trombina induce la activacion de
la PI3K a través de un mecanismo que depende de las subunidades Gig, acopladas a PAR-1 (Chung
et al., 2010). Ademas, la induccidn de la actividad transcripcional de NF-kB por la trombina en
células endoteliales involucra el sefialamiento en paralelo de las vias Gq./PKC y Gig,/PI3K que
convergen en la activacién de Akt (Rahman et al., 2002). Por lo anterior aqui se analizé la posible
contribucidn de estas vias a la activacion de Akt inducida por la trombina en las células del EPR.
Como era de esperar, la inhibicién de PI3K por wortmannina o LY294002 reduce la fosforilacién
basal de Akt en Thr 308. Sorprendentemente, la estimulacién de la fosforilacidon de la Ser 473 de
Akt inducida por la trombina también fue impedida por la inhibicién de la PI3K, lo que indica que la
fosforilacién en la Thr 308 se requiere para la fosforilacion de la Ser 473, lo cual concuerda con
datos recientes obtenidos en células de cancer (Carnero, 2010). Adicionalmente, la inhibicidn de la
PI3K podria impedir la fosforilacion de la Ser 473 de Akt como resultado de la disminuciéon en la
formacién de PIP3, el cual es necesario para el reclutamiento de Akt a la membrana plasmatica,
previo a su activacion (Alessi and Cohen, 1998).

Se ha demostrado que la trombina induce la actividad de la fosfolipasa C (PLC) v,
consecuentemente, el aumento en las concentraciones celulares de DAG e IP5 (Ca*™) en células del
EPR (Palma-Nicolas et al., 2008a). Puesto que el aumento en las concentraciones celulares de DAG
y Ca™ estimula la activacién de las isoformas nuevas y convencionales de la PKCs, asi como las

CaMKs, se analizé la contribucion de estas vias a la fosforilacion de Akt inducida por la trombina.
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Los resultados demuestran que mientras que la inhibicion de la PLCB impide la fosforilacién de Akt
en la Ser 473 inducida por la trombina, la inhibicidn de las PKC con el Ro-32-0432, no tuvo ningun
efecto. Aunque no se puede descartar la participacion de las isoformas nuevas PKCs y PKCg, las
cuales no son inhibidas por el Ro-32-0432 (Yu et al., 2007), estos resultados sugieren que el
sefialamiento de la PLC hacia Akt depende de proteinas diferentes a las PKC sensibles a DAG (cPKC
y PKC,).

Entre las CaMK activadas por el aumento de Ca™ derivado de la actividad de la PLC, el
sefialamiento de la CaMKIl se ha relacionado con la activacion de Akt (Yano et al., 1998). Los
experimentos realizados en este trabajo han demostrado que, a pesar de que la CaMKII no parece
estar involucrada en la fosforilacion de Akt inducida por la trombina, la inhibicion de la
calmodulina impidié la fosforilacidn inducida por la trombina en la Ser 473 de Akt y disminuy? el
nivel basal de fosforilaciéon en la Thr 308, lo que demuestra que la activacién dependiente de la
PLC de una cinasa activada por calcio/calmodulina, distinta de CaMKII se requiere para el efecto de
trombina en la activacion de Akt en las células RPE. En este sentido, evidencia reciente ha
demostrado que Akt es un blanco para la CaMKIIl, también conocida como la cinasa del factor de
elongacién en eucariontes-2 (eEF-2) (Cheng et al.,, 2011), y por lo tanto, podria ser la cinasa
responsable de la fosforilacion de Akt dependiente de la PLC observada en células del EPR
estimuladas con trombina.

Debido a que la trombina induce la expresion de ciclina D1 y la proliferacidn de las células del EPR,
en este trabajo se analizd el efecto de la inhibicidn de la PDK1 o Akt sobre la acumulacion de la
proteina ciclina D1 y se demostrd que la activacidn de PDK1 y Akt se requiere para la acumulacion
de ciclina D1. Adicionalmente, el silenciamiento de la expresion de ciclina D1 con secuencias
pequefias de ARN de interferencia (siRNAs) evitd la sintesis de ADN vy la proliferacion celular. El
mismo resultado se observé al inhibir la activacion de la PDK1 y de Akt. Todo lo anterior en
conjunto demuestra que la trombina estimula la proliferacion celular del EPR por medio del
aumento en la concentracidn celular de ciclina D1, el cual requiere la activacién de Akt.

Ademas del control transcripcional, Akt puede contribuir a la acumulacién nuclear de la ciclina D1
a través de la fosforilacion de la GSK-3B en la Ser 9, lo cual inactiva esta enzima, evitando la
degradacion de la ciclina D1 (Cross et al., 1995; Liang and Slingerland, 2003). En este trabajo se
demuestra que la estimulaciéon con trombina promueve la fosforilacidn sostenida de la GSK-3f

hasta los 480 minutos y que dicha fosforilacién requiere de la actividad de PDK1 y Akt. Tomando
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en cuenta que la trombina induce la acumulacidn nuclear de la proteina ciclina D1 después de 480
minutos de estimulacidn, estos resultados sugieren que la activacién de Akt aumenta la
concentracién nuclear de la ciclina D1 mediante estabilizacién de la proteina traducida.

Aunque el mecanismo por el cual la activacidn transitoria de Akt (30 a 45 minutos) induce la
fosforilacién sostenida de GSK-3B en la Ser 9 requiere mayor investigacion, nuestros resultados
sugieren que mientras que Akt es responsable de la fosforilacion de la GSK-3B, el estado
fosforilado se mantiene a través de un mecanismo molecular distinto. Recientemente, se ha
demostrado que la isoforma atipica PKC; fosforila directamente a la GSK-3B en Ser 9 (Oriente et
al., 2001). Mas aun, tomando en cuenta que la proliferacion de las células del EPR y la activacion
de ERK1-2 inducidas por la trombina en células del EPR requiere de la actividad de la PKC; (Palma-
Nicolas et al., 2008a), es posible especular que la activacidon transitoria de Akt induce la
fosforilacidn inicial de la GSK-3B, mientras que la activacién de mayor duracién de la PKC; inducida
por la trombina podria ser responsable de la fosforilacidon sostenida de GSK-3B y la consiguiente
estabilizacion de la ciclina D1.

La activacioén del sefialamiento de las PKC, de ERK1-2 y de Akt, asi como la expresion de c-fos son
fendmenos clave en la proliferacién inducida por la trombina en varios tipos celulares (Cao et al.,
2006; Kim et al., 2004; Minhajuddin et al., 2009; Nicole et al., 2005) y se ha demostrado que, tanto
la activacion de dichas cinasas, como la expresién de c-fos, estd aumentada en patologias
proliferativas, tales como el cancer (Carnero, 2010; Matheny and Adamo, 2009).

En este trabajo se demostrd que la trombina promueve la acumulacién de la ciclina D1 por, al
menos, tres mecanismos moleculares diferentes: primero, la trombina promueve la activacién de
las cPKC; segundo, la trombina induce la actividad de ERK1-2, el sefialamiento de estas dos vias
converge en la expresién de c-fos, lo que conduce a la sintesis de ciclina D1; tercero, la trombina
dispara el sefialamiento de la via PI3K/PDK1/Akt y, en consecuencia, la inactivacidon de la GSK-3B,
lo cual promueve de manera indirecta la estabilizacidn de la ciclina D1. Finalmente la acumulacion
de la ciclina D1 conduce a la progresion del ciclo celular y el aumento de la proliferacion celular en
el EPR (Fig. 20).

Dado que la proliferacion es un fendmeno clave en el desarrollo de enfermedades
fibroproliferativas en el ojo, nuestro trabajo aporta informacion para el desarrollo de estrategias
dirigidas a la prevencién y el tratamiento de patologias oculares proliferativas, que son una causa

importante de ceguera.
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Fig. 20 Esquema de los mecanismos moleculares por los cuales la trombina promueve la proliferacion de las células
del EPR. La trombina promueve la acumulacion de la ciclina D1 por, al menos, tres mecanismos moleculares diferentes:
primero, la trombina promueve la activacidon de las cPKC; segundo, la trombina induce la actividad de ERK1-2, el
sefialamiento de estas dos vias converge en la expresion de c-fos, lo que conduce a la sintesis de ciclina D1; tercero, la
trombina dispara el sefialamiento de la via PI3K/PDK1/Akt y, en consecuencia, la inactivacion de la GSK-3B, lo cual
promueve de manera indirecta la estabilizacion de la ciclina D1. Finalmente la acumulacién de la ciclina D1 conduce a la
progresién del ciclo celular y el aumento de la proliferacion celular en el EPR.
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8. Conclusion
Se ha propuesto que la ruptura de la barrera hematorretiniana es el principal factor de riesgo para
el establecimiento de trastornos fibroproliferativos en la retina, debido a que la exposicidn de los
componentes del suero puede inducir la proliferacidn y migracién descontroladas de las células
del EPR. Dado que la trombina (componente principal del suero) promueve la proliferacion celular
mediante la activacidon de distintas vias de sefialamiento en diversos tipos celulares, en este
trabajo se investigd el efecto de la trombina sobre la activacién de vias de sefialamiento que
controlan la expresion de proteinas clave en la progresién del ciclo celular. Los resultados de este
trabajo demostraron que:

1. La trombina induce la expresion y estabilizacidon de la proteina ciclina D1, lo que genera la
acumulacidén vy la localizacidon nuclear de dicha proteina y promueve, en consecuencia, la
progresion del ciclo celular y la proliferacidn en el EPR de rata.

2. La trombina promueve la expresidon bifasica de c-fos a través de la activacién de las vias de
sefialamiento PI3K/ERK1-2 y PLCB/PKCc en el EPR de rata.

3. Latrombina induce la activacion de la via de sefialamiento Akt/GSK-3pB en las células del EPR
de rata.

4. La acumulacién de la ciclina D1 y la proliferacion inducidas por la trombina requiere de la
activaciéon de las vias de sefialamiento PI3K/ERK1-2, PLCB/PKCc y Akt/GSK-3B en el EPR de
rata.

Dado que la ciclina D1 juega un papel fundamental en la regulacién de la progresion de células a

través de las fases G1/S del ciclo celular y que su expresion y acumulacién es elevada en células
tumorales, nuestros resultados aportan informacidn relevante para el entendimiento de los
mecanismos moleculares involucrados en el establecimiento de patologias fibroproliferativas.
Adicionalmente, se ha demostrado que la trombina también promueve la migracién vy

modificaciones en el citoesqueleto de actina en las células del EPR (Palma-Nicolas et al., 20083;

Ruiz-Loredo et al., 2011). Dado que la proliferacién, la migracion y el cambio en el citoesqueleto de

actina son fenémenos clave en el desarrollo de enfermedades fibroproliferativas, nuestros

resultados sugieren que la trombina podria contribuir al desarrollo de la VRP después de la ruptura
de la barrera hematorretiniana.

El tratamiento y la prevencion de las enfermedades fibroproliferativas de la retina requieren la

determinacidn de los mecanismos moleculares implicados en su desarrollo, por lo que nuestro
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trabajo aporta informacion para el desarrollo de estrategias dirigidas a la prevencién y el

tratamiento de patologias oculares proliferativas, que son una causa importante de ceguera.
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The retinal pigment epithelium (RPE) plays an essential role in the maintenance and normal functioning of the neural retina. Alterations in
RPE function are involved in several ocular pathologies involving the breakdown of the blood—retina barrier (BRB), which exposes RPE to
serum components, thrombin among them. Our previous work has shown that thrombin stimulates the proliferation of RPE cells. We
here analyzed the molecular pathways leading to this outcome, in order to support thrombin involvement in proliferative

vitreoretinopathy (PVR), a major cause of retinal surgery failure. We demonstrated that thrombin activation of PAR-| promotes cyclin D1
expression at the transcriptional level by stimulating c-Fos expression, mediated by PI3K, MAPK ERK /2, and conventional PKC activity.
Our results show that ERK activation is necessary but not sufficient for the induction of cyclin D| expression and proliferation, since the
inhibition of PI3K or cPKC prevents this outcome. Analysis of thrombin-activated PAR-| downstream effectors demonstrated that c-Fos
expression by the sustained activation of ERK and c-fos transcription triggers the expression and nuclear translocation of cyclin D1, a key
regulator of cell cycle G1/S phase progression leading to proliferation. Evidence here provided contributes to the understanding of the
mechanisms involved in proliferative eye diseases and enhances the possibility of controlling pathologies such as proliferative PVR, which

eventually lead to blindness.
J. Cell. Physiol. 222: 302-312, 2010. © 2009 Wiley-Liss, Inc.

Under physiological conditions, retinal pigment epithelial (RPE)
cells form a monolayer between the neural retina and the
choroid which, together with glial cells, contributes to the
formation of the blood-retina barrier (BRB) (Mund and
Rodrigues, 2006). The breakdown of the BRB which occurs in
ocular trauma, diabetic retinopathy, retinal detachment, retinal
hemorrhage, or retinal surgery, exposes RPE cells to serum
components, thrombin among them (Nagasaki et al., 1998).
Upon interaction with serum, RPE cells may proliferate,
migrate, and assemble as contractile membranes on both retinal
surfaces, which is characteristic of proliferative
vitreoretinopathy (PVR), clinically considered as a defective
healing process and a major cause of retinal surgery failure
(Pastor et al., 2002).

In addition to its role in the coagulation cascade, the
serine-protease thrombin has been shown to activate distinct
signaling pathways in several cell types, by acting on a small
family of G protein-coupled receptors (GPCR) named
protease-activated receptors (PARs) with a unique mechanism
of activation. The proteolytic cleavage of a specific N-terminal
receptor sequence unmasks a new amino acid sequence that
functions as a tethered ligand; the interaction of the exposed
N-terminal with the receptor extracellular domain activates
PARs and the receptor-coupled G proteins. Four members of
the PAR family have been described: PAR-1, PAR-3, and PAR-4,
activated by thrombin, and PAR-2 activated by trypsin, tryptase,
and other trypsin-like proteases. PAR-1, the prototype of this
family of GPCR, signals through particular Gql la, G12/13a,
and Gia, which accounts for the pleiotropic action of its ligands
(Trejo, 2003). Gq activation by thrombin induces an increase in
intracellular inositol-trisphosphate (IP3) and calcium, and the
downstream activation of protein kinase C (PKC),
phosphoinositide-3 kinase (PI3K), and mitogen-activated
protein kinases (MAPKs). The activation of PARs is also coupled
to the inhibition of adenylyl cyclase via Gi-like G proteins and,
more recently, PAR-I coupling to G12/13 activation was
identified, although the downstream modulation of G12/13

© 2009 WILEY-LISS, INC.

effectors such as Rho and GEFs by PAR-I stimulation remains
largely undefined (Macfarlane et al., 2001).

Within the nervous system, thrombin has been shown to
induce morphological changes in neurons and glial cells from the
brain (Xi etal.,2003), and also to promote the expression of the
cell cycle regulator cyclin D1 in cortical neurons (Rao et al.,
2007) as well as the proliferation of brain astrocytes and retinal
gliaupon BRB breakdown (Puro etal., 1990; Nicole etal., 2005).

Particularly in the RPE, thrombin stimulates phospholipase
CB (PLCP) activity, and also has been shown to induce cell
proliferation in vitro (Palma-Nicolas et al., 2008). Also on this
line, studies in human RPE cells have demonstrated that the
inhibition of cyclin D| expression significantly prevents
serum-induced proliferation (Hecquet et al., 2002). Based on
these data, a role for thrombin in the pathogenesis of
proliferative disorders such as PVR may be considered.

The cell cycle is a complex process that controls DNA
replication and cell division in response to external mitogenic
signals (Yang et al., 2006). Cyclin DI plays a critical role in the
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THROMBIN-INDUCED CYCLIN DI

progression of cells through the G1/S phase restriction point of
cell cycle by binding to and activating cyclin-dependent kinases
(CDK)-4 or CDK®. This results in the phosphorylation of Rb
protein, leading to the activation of the E2F family of
transcription factors which, in turn, promote the progression of
cells into the S phase. Thus, increased expression of cyclin D
can enhance cell cycle progression and cell proliferation.
Importantly, increased cyclin DI expression detected in cancer
cells has been associated with cellular transformation, growth
formation, and tumor therapy resistance (Schwartz and Shah,
2005).

The induction of cyclin DI expression by mitogenic
stimulation is carried by the activation of different signal
transduction cascades such as MAPK, PI3K, and PKC pathways
(Blagosklonny and Pardee, 2002; Liang and Slingerland, 2003; Li
and Weinstein, 2006; Musgrove, 2006). Thrombin activation of
PAR-1 stimulates MAPK cascade (Macfarlane et al., 2001).
Among the members of the MAPK family, p42/p44 MAPK
(ERK1/2) has been typically associated with cell survival,
proliferation, and differentiation (Chang and Karin, 2001; Li and
Weinstein, 2006). Upon activation in the cytoplasm by tyrosine
kinase (RTKs)- or GPCRs (Daub et al., 1997), ERK1/2
translocation to the nucleus is an important regulatory step for
mitogen-induced gene expression and cell cycle re-entry to
promote proliferation (Brunet et al., 1999). Moreover,
alterations within this pathway have been linked to cancer
progression (Li and Weinstein, 2006).

Another PAR-I-activated family of kinases related with
proliferative diseases is the PI3K family of lipid kinases. Activation
of phosphoinositide-dependent kinase | (PDKI) by the PI3K
product PIP3, activates Akt (Protein Kinase B), which plays a
central role in cell survival and proliferation (Kong and Yamori,
2008). Signaling through both ERK1/2 and PI3K, has been
involved in the regulation of the synthesis, stabilization, and
degradation of cyclin D | (Liang and Slingerland, 2003); however,
additional signaling enzymes such as PKC, have also been shown
to induce cyclin DI expression and have been implicated in
proliferative diseases (Li and Weinstein, 2006). Twelve isoforms
of PKC have been characterized to date, and classified as
conventional, novel, and atypical, according to structural
differences in their regulatory domain (Yu et al., 2007).

In the present study we demonstrate that the activation of
PAR-| by thrombin induces the proliferation of RPE cells as a
result of the stimulation of cyclin DI expression through two
distinct pathways: PI3K/ERK1/2 and PLCB/conventional PKC,
which converge at the activation of c-Fos expression, known to
increase cyclin DI expression by interacting with AP
consensus site in the gene promoter. Since cyclin DI is
up-regulated in tumor and transformed cells our work provides
information essential for understanding the molecular
mechanisms involved in RPE proliferative diseases, such as PVR.

Materials and Methods
Reagents

All reagents used were cell culture grade. PAR-| agonist peptide
(Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe),
thrombin, hirudin, and Ro-32-0432 were obtained from
Calbiochem (San Diego, CA); wortmannin and actinomycin D were
from Sigma (St. Louis, MO), and U0126 was from Tocris (Ellisville,
MO). PAR-3 (Ser-Phe-Asn-Gly-Gly-Pro) and PAR-4
(Gly-Tyr-Pro-Gly-Lys-Phe) agonist peptides were obtained from
Bachem (Torrance, CA). Serum-free DMEM (Invitrogen, Carlsbad,
CA) was used as the standard medium for all assays.

Cell culture

RPE cells were isolated from 8- to 10-day-old Long Evans rat
(Chang et al,, 1991). The eyes were enucleated from anesthetized
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rats, rinsed in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM, Gibco
BRL, Invitrogen, Carlsbad, CA) containing 0.0125% penicillin and
streptomycin, 0.025% neomycin, and 0.01% nystatin (Gibco BRL),
and incubated in DMEM containing 2% dispase for 30 min at 37°C.
After removing the sclera, RPE was detached from the neural
retina and the choroid in calcium- and magnesium-free Hanks’
balanced salt solution (HBSS), incubated in the presence of 0.1%
trypsin—EDTA, (Gibco) for 2 min, and mechanically dissociated
using a Pasteur pipette. Trypsin digestion was stopped by 4%
fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL) addition. Cells were
separated by centrifugation for 5 min at 2,000 rpm, suspended in
OptiMEM containing 4% FBS, and seeded in six-well plates at

3 x 10* cells/cm? density. After 4 days in the presence of FBS,
medium was replaced by serum-free DMEM for 48 h in order to
synchronize the cells. All experiments were performed in
synchronized cultures.

The identity of RPE cells in culture was established by RPE65
immunoreactivity (Strauss, 2005) showing that 99.1% of rat RPE
cells in culture express the biochemical marker RPE65 protein (not
shown).

Viability assay

The viability of RPE cells was tested by trypan blue exclusion in
cultures maintained either in the presence of serum or in
serum-free medium for 24 and 48 h. After dissociating and
separating the cells as described above, trypan blue (0.08%) was
added to cells in serum-free DMEM. Trypan-stained and live cells
were counted by optical microscopy in a Neubauer chamber and
viability was expressed as % of live cells referred to the total
number of cells. Comparison of cell viability in cultures containing
serum and those deprived from serum for 24 or 48 h showed that
starvation does not affect cell viability compared to control
cultures in the presence of serum. Control cultures have 78% of
viable cells, whereas serum-deprived cultures for 24 and 48 h have
80% and 73% of viable cells.

RPE cell proliferation measurement

RPE cells were cultured for 96 h in 4% FBS-supplemented
OptiMEM. In order to synchronize the cells, cultures for every
experiment were serum deprived for 48 h prior to stimulation with
thrombin (0—4 U/ml), carried in serum-free DMEM. RPE cell
proliferation was assessed by [3H] thymidine incorporation into
cells maintained in DMEM containing 0.2 wCi/ml [3H] thymidine
(PerkinElmer, Waltham, MA; 16 Ci/mmol) for 24 h. Following
stimulation, cultures were rinsed twice in phosphate-buffered
saline (PBS), incubated with 10% trichloroacetic acid for | h,
solubilized in 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS), and counted
for radioactivity in a liquid scintillation counter (Beckman,
Fullerton, CA).

Fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis

The cultures were incubated with thrombin (4 U/ml) for |8 or 22 h.
The cells were then dissociated in trypsin/EDTA, pelleted by
centrifugation, and suspended in serum-free DMEM. Subsequently,
cells were fixed in 70% ice-cold ethanol in PBS, pelleted by
centrifugation and suspended in ice-cold PBS. Freshly prepared
nuclei staining buffer (100mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, | mM
CaCl,, 0.5 mM MgCl,, 0.1% NP-40, 3 mM propidium iodide (PI),
and 100 pg/ml DNAse-free RNase) was added to the cell
suspension and incubation was carried for | h at 37°C. Cell cycle
histograms were generated after analyzing the Pl-stained cells by
FACS (FACScalybur 1600). Twenty thousand events were
recorded for each sample. The samples were analyzed using Flow)o
7.5, Engine 2.15000 software.
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Quantification of cyclin DI and c-fos mRNA

Real-time RT-PCR was used for measuring cyclin DI and c-fos
mRNA expression (Higuchi et al., 1992). Total RNA was isolated
using Trizol reagent (Invitrogen) and treated with DNAse |
(Invitrogen), according to the manufacturer’s protocol. EDTA
(2.5 mM) was added to RNA samples for DNAse inactivation.
mRNA retrotranscription was performed using | jug of total RNA,
100U of Murin Moloney Leukemia Virus retrotranscriptase
(MMLV-RT, Invitrogen), 10U of RNAse inhibitor (RNAseout,
Invitrogen), 0.25 g of oligo dT primer (Invitrogen), in the
manufacturer’s recommended buffer (50 mM Tris—HCI, pH 8.3,
75 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM dithiotreitol, DTT). RT reaction
was carried for 10 min at 80°C, 60 min at 42°C, and |5 min at
75°C, followed by incubation with RNAse H (0.2 U, Invitrogen) for
30min at 37 °C. cDNA was used as substrate for real-time PCR
with specific cyclin DI (5-TGGAGCCCCTGAAGAAGAG-3’
and 5-AAGTGCGTTGTGCGGTAGC-3') and c-fos
(5-AGATACGCTCCAAGCGGAGA-3' and
5'-CAGTCAAGTCCAGGGAGGTC-3’) oligonucleotides. PCR
reaction was performed using 2.5 U of recombinant Taq
Polimerase (Invitrogen), 0.4 mM of each oligonucleotide and
dNTPs, 1.5mM MgCl,, in manufacturer’s recommended buffer
(Tris—HCI 20 mM, pH 8.4, KCI 50 mM) and Syto 9 (0.2 uM,
Invitrogen). PCR reaction was carried at 94°C for 2 and 35 cycles at
94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec, and 72°C for 45 sec. Quantitative
analysis of cDNA amplification was performed using the rotor gene
6000 system (Corbett Life Science, San Francisco CA), and values
were normalized to control. Actin amplification was used as
loading control. When tested, enzyme inhibitors were added | h
prior to thrombin stimulation.

PARs expression

To determine PARs expression total RNA isolation and mRNA
retrotranscription was performed as previously described. cDNA
amplification was carried using specific oligonucleotides to PAR-1
(5'-atggggceccggegettgetg-3’ and 5'-agetagtagettttgtatat-3’), PAR-
3 (5'-atggagatgaaagtccttatc-3’ and 5'-cgaggtcagetgatctacaat-3’), and
PAR-4 (5'-atgctcgggttcageatcage-3’' and 5'-cagaagtgtagaggagcaaat-
3'). Standard PCR reaction was performed using 2.5U of
recombinant Taq Polimerase, 0.4 mM of each oligonucleotide and
dNTPs, 1.5 mM MgCl, in manufacturer’s recommended buffer and
the reaction was carried at 94°C for 2 and 35 cycles at 94°C for
30sec, 60°C for 30 sec, and 72 °C for 45 sec. Amplification of PARs
cDNA was carried out using Mastercycler personal (Eppendorf,
Westbury, NY).

Western blot analysis

RPE cells from confluent six-well plates were serum deprived for
48 h and washed three times in PBS. The synchronized cultures
were then incubated in thrombin-supplemented serum-free
DMEM (2 U/ml) for indicated times. When tested, the indicated
inhibitors were added to the culture | h prior to stimulation with
2 U/ml thrombin. PAR-I, PAR-3, and PAR-4 agonists were used at
25 uM in serum-free DMEM. Following stimulation, cells were
rinsed twice with PBS and disrupted in lysis buffer containing 50 mM
Tris—HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% SDS, 1%
Triton X-100, 1% CHAPS, 0.5% NP40, 0.1% BSA, 40 mM (3-
glycerophosphate, 10 mM sodium pyrophosphate, and 10% of a
protease inhibitor cocktail (Sigma).

Protein in the lysates was quantified using Bradford reagent, and
2 g of total protein was used for cyclin D| expression analysis.
The lysates were solubilized in Laemmli buffer (0.75 mM Tris—HCI;
pH 8.8, 5% SDS, 20% glycerol, and 0.01% bromophenol blue) and
boiled for 5 min. Samples were resolved by 12.5% SDS/PAGE and
electro-transferred onto polyvinyldiene difluoride (PVDF)
membranes (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA). After
blocking for | h at room temperature with 5% non-fat milk in
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Tween—TBS, the PYDF membranes were probed with mouse
anti-cyclin D primary antibody (Santacruz Biolabs, Santacruz, CA)
1:3,000, or rabbit anti-c-Fos primary antibody (Upstate, Millipore,
Billerica, MA), 1:4,000 at 4°C for 24 h. Secondary HRP-conjugated
antibody (Zymed Laboratories, Inc.) 1:6,000 was included for | h
and membranes were developed using the Immobilon Western AP
Chemiluminescent Substrate (Millipore, Billerica, MA). Kodak®
film images were digitized using an Alpha Digi-Doc system
(Alpho-Innotech, San Leandro, CA), and densitometric analysis
was performed using the Quantity One Software v4.6 from
BrioRad (Hercules, CA) and normalized to control values. Actin
immunodetection was used as loading control.

Immunofluorescence analysis

RPE cell identity and cyclin D | nuclear localization were examined
in RPE cells seeded on glass coverslips. Synchronization and
stimulation were performed as described for Western blotting.
After stimulation, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for
20 min, permeabilized using 0.3% Triton X-100 for 20 min, blocked
with 10% FBS in 0.1% BSA-PBS for 45 min, and labeled with primary
monoclonal antibodies directed against RPE65 at 1:200 dilution, or
against cyclin DI at 1:100 dilution in 0.1% BSA-PBS overnight.
Alexa-conjugated secondary antibody against mouse IgG was
added at 1:200 dilution in 0.1% BSA-PBS for 2 h. Cells were viewed
on a FV1000 Olympus Fluoview confocal microscope (Olympus,
Tokyo, Japan).

Statistical analysis

Raw data for analysis were obtained from pooled RPE cells of 10-15
Long Evans Rats in three independent experiments. Unpaired
Student’s t-test was applied for statistical analysis, using the Prism
V4.0 program from Graph Pad.

Results
Thrombin stimulates RPE proliferation

The effect of thrombin on DNA synthesis in RPE cells was
determined by [3H]-thymidine incorporation, as indicative of
cell division. As shown in Figure |A, treatment of the cultures
with 0.125, 0.5, 2, and 4 U/ml thrombin induced a progressive
increase in [3H]-thymidine incorporation (14.6%, 33.3%, 60.7%,
and 94.2% respectively), which was inhibited by increasing
concentrations of the thrombin inhibitor hirudin (Fig. | A).
Analysis of cell cycle progression by flow cytometry further
confirmed the induction of cell proliferation in response to
thrombin stimulation. Incubation with thrombin for 18 and 22 h
promoted an increase in the percentage of RPE cell population
inthe S phase of the cell cycle, of 14.2% and 26.49%, respectively
(Fig. 1B,C). These results demonstrate that thrombin induces
DNA synthesis and RPE cell proliferation in a dose-dependent
and -specific manner.

The activation of PAR-1 by thrombin induces cyclin DI
expression and nuclear localization

Cyclin D1 plays a central role in cell cycle progression and the
control of proliferation. An increase in cyclin DI mRNA levels
following growth factor stimulation as a result of mRNA
synthesis and stabilization has been observed (Aktas et al.,
1997). In order to establish a molecular correlation between
thrombin-induced RPE proliferation and cyclin DI expression,
we analyzed thrombin effect on cyclin DI mRNA and protein
expression using real-time RT-PCR and Western blot.

The results showed that following 8 h in the presence of
2 U/ml thrombin, cyclin DI mRNA expression and cyclin D1
protein are increased by ~125% and returned to control value
even in the presence of thrombin (Fig. 2A). The observed effect
on cyclin DI mRNA and protein expression was shown to be
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Thrombininduces cell proliferation and cell cycle progressionin RPE cells. Cells were serum-starved for 48 hand stimulated with thrombin

in presence or absence of hirudin. A: [3H]-thymidine incorporation was measured following 24 h in the absence (control) or presence of increasing
concentrations of thrombin. When tested, hirudin was included together with thrombin. B: Cells were stimulated with 4 U/ml thrombin for 18 or
22 h. Cell cycle progression was analyzed using flow cytometry. Representative FACS data of non-stimulated (control) and thrombin-stimulated
RPE cells. C: Percentage of cellsin G1,S,and G2 phase. The gates were configured manually to determine the percentage of cellsinthe G1,S,and G2
phases based on DNA content. Results are expressed as the mean + SEM of two independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,

Student’s t-test, referred to control. @p<0.01 , Student’s t-test, referred to thrombin-stimulated cells. [Color figure can be viewed in the online

issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

specific, since it was prevented by the thrombin inhibitor
hirudin (Fig. 2B). To determine whether thrombin-induced
cylcin DI protein expression results from cyclin DI gene
expression or from transcription-independent protein
accumulation (stabilization), we tested the effect of the
transcription inhibitor actinomycin D on cyclin DI expression
in thrombin-stimulated RPE cells. Results showed that
actinomycin D prevents cyclin DI mRNA and protein
expression, suggesting that thrombin induces the transcription
and translation of cyclin D1 following 8 h stimulation (Fig. 2C).
Since the translation time for protein transcripts has been set
between 20 sec and several minutes, the apparent simultaneous
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expression of mMRNA and protein could be ascribed to the
particular properties of cyclin D | protein translation, unknown
to date (Frank, 2000).

In order to identify the specific receptor mediating thrombin
effect, we analyzed PAR expression by rat RPE cells using
RT-PCR. Our results showed that rat RPE cells express PAR-|
and PAR-3 receptors, but do not express PAR-4 (Fig. 3A). As
shown for thrombin, the inclusion of PAR-1 agonist for 8 h
induced cyclin DI expression, whereas the individual or joint
addition of PAR-3 and PAR-4 agonists had no effect. This result
demonstrates that thrombin promotes cyclin D| expression by
activating PAR-I (Fig. 3B).
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Fig. 2. Thrombin stimulates cyclin DI mRNA and protein expression in RPE cells. Cells were serum-starved for 48 h and stimulated with

2 U/ml thrombin for the indicated period of time. The relative expression of cyclin DI was measured by real-time RT-PCR and Western blot,
as described in the Materials and Methods Section. A: Thrombin stimulates cyclin DI mRNA and protein expression following 8 h treatment
(B). The induction of cyclin DI mRNA and protein expression was prevented by hirudin (4 U/ml) C: Inhibition of transcription by

actinomycin D (20 nM) prevents thrombin-induced cyclin DI protein expression. panels on the right depict mRNA (top) and protein (bottom)
expression from a representative experiment. Results are expressed as the mean * SEM of six (A) or three (B,C) independent experiments.
*P<0.05, **P<0.01, Student’s t-test, referred to control.
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Cyclin DI localization was assessed by inmmunocytochemistry, as described in the Materials and Methods Section. A: Significant increase in
nuclear cyclin DI expression was observed following 8 h in the presence of thrombin. (A,D). Hoechst nuclei staining. B,E: Cyclin D1
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Fig. 5. Thrombin-inducedcyclin Dl expressionrequirestheactivation of PI3K, ERK1/2,and cPKCs. Cells were serum-starved 48 hand stimulated

with 2 U/ml thrombin for 8 h in the absence or presence of the MEK1/2 inhibitor U0126 (30 M), the PI3K inhibitor wortmannin (100 nM) or the
conventional PKC inhibitor Ro-32-0432 (20 nM). Relative expression of cyclin DI mRNA and protein was measured by RT-PCR and Western blot.
Pretreatment with U0126 (A), wortmannin (B), or Ro-32-0432 (C) prevented thrombin induced increase in cyclin DI immunoreactivity. Results
are expressed as the mean = SEM of three independent experiments. **P<0.01, Student’s t-test, compared to control.

The progression from the G| to the S phase of the cell cycle
requires cyclin DI nuclear localization (Baldin et al., 1993).
Results in Figure 4 show that in addition to the stimulation of
cyclin D1 expression, thrombin also induced cyclin DI
translocation to the nucleus.

Thrombin-induced cyclin DI expression requires
MEK/ERK activation

Cyclin D1 expression and cell cycle progression induced by
thrombin and growth factors in different cell types has been
shown to differentially depend on the transient or sustained
activation of ERK (Lavoie et al., 1996; Weber et al., 1997;
Murphy et al., 2002).

In order to determine whether thrombin-induced cyclin D |
expression requires the activation of the MEK/ERK /2 pathway
in RPE cells, we used the pharmacological inhibition of MEK by
the specific inhibitor U0126. Results from these experiments
showed that MEK/ERK inhibition by U0 126 prevented cyclin D1
mRNA and protein increase (Fig. 5A). This result demonstrates
that the activation of ERK /2 is required for thrombin induction
of cyclin DI expression in RPE cells, in keeping with previous
data showing that thrombin-induced RPE proliferation is
prevented by U0126 (Palma-Nicolas et al., 2008).

PI3K activation is required for thrombin-induced
cyclin DI expression

GPCR stimulation has been shown to activate MEK1/2 by a

mechanism involving the activation of PI3K+y carried by the

G-protein By subunit. Particularly, PAR-I activation has been
shown to trigger the PI3K/PDK /Akt signaling cascade, which
plays a key role in cell proliferation (Katso etal., 200; Resendiz
et al,, 2007). To determine if the activation of ERK by PI3K is
required for thrombin effect on cyclin D| expression in RPE we
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analyzed the effect of the PI3K inhibitor wortmannin on cyclin
D1 expression in thrombin-stimulated (8 h) cells. Results in
Figure 5B show that inhibition of PI3K completely prevented
thrombin-induced cyclin DI mRNA and protein increase,
suggesting that PI3K activation upstream MEK is necessary for
thrombin-induced cyclin D1 expression.

Conventional PKC isoforms are involved in
thrombin-induced cyclin DI expression

In addition to the B+ subunit induced activation of PI3K,
PAR-1-coupled Gagq induces diacylglycerol (DAG) and Ca*"
increase as a result of PLCJ activity in RPE cells (Palma-Nicolas
et al,, 2008), which are known to activate conventional PKC
isoforms (cPKC: PKCa, PKCBI, PKCBII, and PKCv) in a synergic
fashion. We tested the effect of the PKC inhibitor Ro-32-0432,
and showed that the inhibition of cPKC (and novel €) isoforms
prevents thrombin-induced cyclin DI mRNA and protein
expression (Fig. 5C), indicating that cPKC activation is required
for thrombin effect. This result suggests that thrombin activation
of PI3K, ERK, and cPKC converge at the induction of cyclin DI
gene transcription, in agreement with results on thrombin-
induced RPE proliferation (Palma-Nicolas et al., 2008).

Thrombin induces the biphasic expression of c-Fos

The cyclin DI promoter contains binding sequences for distinct
transcription factors that are activated by the PI3K, ERK 1/2,and
PKC signaling pathways (Gutierrez-Venegas and Castillo-
Aleman, 2008). Since thrombin promoted the transcription of
the cyclin D1 gene (Fig. 2), in order to determine whether this
effect relates to changes in the level of c-Fos, we measured
c-Fos mRNA and protein expression following stimulation.
Results in Figure 6A show that thrombin induces the biphasic
expression of c-Fos mMRNA and protein, peaking at |5 and
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120 min stimulation. A closer time-course analysis of c-Fos
mRNA and protein expression revealed that although
transcription and translation peak following 120 min
stimulation by thrombin, the induction of c-Fos mRNA is
observed at | |0 min, prior to c-Fos protein increase at 120 min
stimulation (Fig. 6B). Since c-fos transcript half-life has been
shown to be of 10—15min (Chen et al.,, 2008), this result
suggests that thrombin increases c-Fos protein by stimulating
transcriptional activity.

Thrombin-induced c-Fos expression requires
ERKI1/2 and cPKC activity

We next investigated if the activation of ERK1/2 and cPKC
signaling was responsible for the induction of c-Fos mRNA and
protein expression by thrombin.

Results demonstrate that whereas the inhibition of MEK by
U0126 prevented c-Fos protein increase at 15 and 120 min
(Fig. 7 A,B), the specific inhibition of cPKCs by Ro-32-0432
exclusively prevents the late peak of thrombin-induced c-Fos
expression. Surprisingly, although thrombin-induced c-Fos
mRNA expression paralleled that of its cognate protein, neither
the inhibition of MEK nor that of cPKC prevented the early
(15 min) expression peak (Fig. 7A). By contrast, both U0126 and
Ro-32-0432 suppressed the increase in mRNA following
180 min stimulation by thrombin (Fig. 7B).

In order to investigate if sustained stimulation by thrombin is
required for the induction of cyclin DI expression and
proliferation, we analyzed the effect of thrombin withdrawal
following 30 min stimulation (which surpasses early c-fos
induction) on ERK activation (Fig. 8A), cyclin DI expression
(Fig. 8B) and cell proliferation (Fig. 8C). Results showed that
thrombin effect on all three responses was prevented in this
condition, suggesting that the late peak of thrombin-induced
c-Fos protein expression is responsible for cyclin D1
expression and proliferation.

Discussion

PVR is a major cause of failure in surgery aimed to correct
retinal detachment or severe ocular trauma (Pastor et al.,
2002). In conditions in which the BRB is compromised, the RPE
comes in contact with blood constituents (Nagasaki et al.,
1998), the serine-protease thrombin among them. Thrombin
has been shown to promote proliferation in different cell types.
Cyclin D1 is a key protein involved in the progression of cell
cycle, and its expression has been shown to be increased in
diverse tumor- and Ras-transformed cells (Baldin et al., 1993;
Aktas etal., 1997; Yangetal., 2006). We here analyzed the effect
of thrombin on cyclin DI expression, in order to identify the
downstream molecular mechanism leading to thrombin effect
on RPE proliferation.

Thrombin effect on multiple physiologic and pathological
processes is achieved through the activation of PARs. In the
present study we demonstrated that the specific activation of
PAR-1 by 8 h thrombin treatment stimulates cyclin DI mRNA
and nuclear protein expression. Moreover, thrombin also
induced DNA synthesis and cell cycle progression in RPE cells,
consistent with previous data in fibroblats showing that
thrombin increases transcriptional activity (Keenan et al.,
2004). Little is currently known about the intracellular signaling
pathways and key regulators responsible for the induction of
proliferation in otherwise quiescent RPE cells. Several studies
mainly performed in fibroblastic cells have determined that
ERK /2 activity is required for cyclin DI expression and the
progression of cell cycle induced by mitogenic stimuli, and also
to be required for the expression of the AP-1 family
transcription factors c-Fos and c-Jun (Gutierrez-Venegas and
Castillo-Aleman, 2008).

Here we show that thrombin-induced cyclin D1 expression
in RPE is prevented by the MEK inhibitor U0 126, suggesting that
thrombin stimulates cyclin D| expression through the Ras/Raf/
MEK /2/ERK/2 signaling pathway. However, our results
indicated that the activation of ERK is required but insufficient
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Fig. 8. Sustained thrombin stimulation is required for the induction of cell proliferation and cyclin D | expression. Cells were serum-starved 48 h
and stimulated with 2 U/ml thrombin. A: Thrombin addition induces biphasic ERK1/2 activation at 10 and 120 min. Thrombin withdrawal
following 15 min stimulation abolishes the late peak of ERK1/2 activation. B: Thrombin-induced cyclin DI expression after 8 h stimulation is
prevented by thrombin withdrawal after 30 min of stimulation. C: Twenty-four hours thrombin-stimulation enhances cell proliferation.
Withdrawal of thrombin after 30 min of stimulation prevents this effect. Results are expressed as the mean = SEM of three independent
experiments performed in triplicate. **P<0.01,*P<0.05, Student’s t-test, compared to control. C, control; T 10 m, 10 min thrombin stimulation;
T 2h, 2 h thrombin stimulation; T w, thrombin withdrawal after |15 min of stimulation.
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for the induction of cyclin DI expression, since this effect was
suppressed by the inhibition of PI3K (Fig. 5B), known to play a
central role in proliferation (Katso et al., 2001; Kong and
Yamori, 2008).

On this regard, using inducible-MEK | transfected fibroblasts,
Treinies et al. (1999) have demonstrated that although
activation of MEK in quiescent cells results in DNA synthesis,
the inhibition of PI3K prevents this effect indicating that direct
MEK signaling is itself unable to promote cell cycle GI1/S
progression mediated by cyclin D1 (Jones and Kazlauskas, 2001;
Liang and Slingerland, 2003). In keeping with these findings, our
data suggest that thrombin action on PAR-1 may activate the
MAPK signaling cascade through GPCR-Gqa subunit (Pearson
et al., 2001). Although PI3K activation by the released GRvy
dimmer (Leopoldt etal., |998) could increase cyclin D| protein
by stabilization through Akt-mediated inhibition of glycogen
synthase-33-kinase (GSK-3(; Liang and Slingerland, 2003), we
discarded this possibility, since thrombin stimulation in the
presence of wortmannin completely prevented cyclin D1
mRNA increase, indicating that PI3K activation is required for
cyclin DI transcription (Fig. 5B). This result was confirmed by
experiments in the presence of Actinomycin D showing that the
inhibition of transcription abolishes cyclin DI mRNA and
protein expression in response to thrombin. Although future
research is required for determining the molecular mechanism
of PI3K action on cyclin DI expression, thrombin is known to
activate the Ras/MAPK cascade through Gil/2 coupled to Src
and PI3K in endotelial cells, which could be the case for RPE cells
(Ellis et al., 1999).

In addition to the MAPK and the PI3K signaling pathways,
conventional PKC isoforms (cPKC) have also been shown to
increase cyclin DI mRNA and protein expression (Li and
Weinstein, 2006). In RPE cells, thrombin activation of PAR-1
stimulates PLCR (Palma-Nicolas et al., 2008), thus, increasing
the formation of IP3 and DAG, which may activate cPKC
isoforms. The finding that the inhibition of cPKC by Ro-32-0432
prevents thrombin-induced cyclin DI expression indicates that
the activation of PI3K, MAPK ERK/2, and cPKC is necessary
for thrombin induced increase in cyclin DI expression in rat
RPE cells.

The cyclin DI gene promoter contains consensus elements
for AP-1 family of transcription factors, CREB and NF-«kB
(Shaulian and Karin, 2001). Among these factors, the
ERK1/2-dependent regulation of c-Fos and c-Jun expression
and DNA binding has been shown to require PI3K/PDK1/Akt
signaling (Zenz et al., 2008). Particularly, 31 and 32 cPKC
isoforms have been shown to induce c-Fos expression, as well
as the transcriptional activation of c-Fos-regulated genes (Liand
Weinstein, 2006).

We examined the possible role of thrombin on c-fos
transcriptional activation and showed that thrombin induces
the biphasic expression of c-Fos mMRNA and protein.
Whereas the early peak in c-Fos expression at |15 min depends
on ERK activity alone, the delayed increase in c-Fos
expression at 120 min requires the activation of both, ERK1/2
and cPKC.

On this matter, the disruption of sustained ERKI activity in
PDGF-stimulated Chinese hamster embryo fibroblasts has
been shown to arrest the progression of cell cycle at G
(Weber et al., 1997), whereas the sustained activation of ERK
correlates with S phase entry (Murphy et al., 2002). In
agreement with these findings, we found that the expression of
cyclin DI mRNA and protein requires sustained thrombin
stimulation and ERK /2 expression (Fig. 8), since the late
expression of c-Fos is coincident and required for thrombin
enhancement of cyclin DI expression. Since both effects
were suppressed by the independent inhibition of MEK or
cPKC, we conclude that the activation of both pathways by
thrombin may converge on the expression of c-Fos, as has
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been recently described for mammary cancer cells (Li and
Weinstein, 2006).

An unexpected result from this study was that although the
early increase in c-Fos mRNA expression observed at |5 min
was not prevented by the inhibition of MEK or cPKC, c-Fos
protein increase was ERK dependent, suggesting that thrombin
induced early c-Fos mRNA increase and c-Fos protein
accumulation are independent processes and could involve at
least two different signaling pathways. Although the mechanism
responsible for early c-Fos expression remains undetermined,
among signals which may lead to this effect, PAR- | -linked G12/
I3 could promote SRF binding to SRE in c-fos promoter, thus
increasing c-fos transcription (Qiu et al.,, 1995; Soh et al., 1999;
Villalonga and Ridley, 2006). Upon translation, c-Fos
phosphorylation by ERK 1/2, known to stabilize this protein and
allow its nuclear accumulation (Murphy et al., 2002), would
explain the inhibition of early c-Fos expression by U0126, but
not by cPKC inhibitors (Fig. 7).

Findings from this work are in agreement with data showing
(1) that transient activation of ERK, although inducing c-fos
expression, is insufficient for the stabilization of the c-Fos
protein and the triggering of the biological response, which is
only attained by c-Fos accumulation due to ERK sustained
activation (Murphy et al., 2002), and (2) results showing that
mitogenesis triggered by growth factors requires two different
phases of signaling involving the activation of MEK and of PI3K
(Jones and Kazlauskas, 2001). Our present data further support
previous findings showing the biphasic increase in ERK
activation induced by thrombin in RPE cells, and the stimulation
of proliferation by the sustained activation of ERK signaling.

In summary, we have demonstrated that thrombin activation
of PAR-I induces RPE cell proliferation by increasing cyclin D
expression through the PI3K/ERK /2 and the PLCR/cPKC
signaling cascades, which concur at the induction of c-Fos
expression. This in turn, may activate AP-1 elementin cyclin D1
promoter, leading to cell cycle progression and increased RPE
cell proliferation.

The treatment and prevention of PVR requires the
determination of the molecular mechanisms involved in its
development. Since cyclin D1 plays a critical role in regulating
the progression of cells through the G1/S phase of the cell cycle,
our findings provide evidence which may contribute to the
prevention of proliferative disorders in RPE cells, such as PVR.
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The retinal pigment epithelium (RPE) plays an essential role in the survival and function of the neural retina.
RPE uncontrolled proliferation leads to the development of proliferative ocular pathologies, among which
proliferative vitreoretinopathy (PVR) is the main cause of retinal surgery failure. Upon the breakdown of the
BRB due to trauma or metabolic imbalance the contact of RPE with serum-contained thrombin has been
shown to stimulate the proliferation of otherwise quiescent RPE cells. Although the molecular mechanisms
Keywords: involved in this effect are still undetermined, thrombin proteolytic activation of protease-activated G protein
Akt coupled receptor-1 (PAR-1) activates PI3K and Akt, known to play an essential role in proliferation. The
present study demonstrates that: 1) thrombin stimulates Ser 473 Akt phosphorylation without affecting Thr
308 basal phosphorylation in RPE cells; 2) thrombin-induced Akt stimulation promotes cyclin D1
accumulation through the phosphorylation/ inhibition of GSK-3@, thus preventing Thr 286 cyclin D1
phosphorylation, nuclear export and degradation; 3) Akt signaling requires the upstream activation of PI3K
and PLC. Since the pharmacological inhibition of these pathways or the silencing of cyclin expression prevent
thrombin-induced RPE cell proliferation, these results contribute relevant evidence for establishing the

Thrombin
Cyclin D1
Proliferation

mechanism involved in the development of proliferative eye diseases.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The retinal pigment epithelium (RPE) is a monolayer of differen-
tiated cells located between the neural retina and the choroidal
vasculature which performs essential functions for the survival of
retinal neurons and the maintenance of the visual process [1]. Among
its functions, RPE contributes to the formation of the blood-retina
barrier (BRB), which in addition to maintaining ionic homeostasis at
the subretinal space prevents the access of proteins and blood
components to the neural retina. Several pathological insults
involving the alteration of the BRB expose RPE to serum components
[2,3] including thrombin, a serine protease known to play a central
role in the coagulation cascade. Thrombin has been shown to
participate in a display of cellular responses such as the promotion
of growth factor secretion, neural cell survival and apoptosis,
cytoskeleton rearrangements and cell proliferation in several cell
types [4,5]. Although RPE cells are mitotically inactive under
physiological conditions, the contact of RPE with serum-contained
thrombin upon the breakdown of the BRB could be involved in the
dedifferentiation, proliferation and migration of RPE cells, central
phenomena in the pathogenesis of proliferative vitreoretinopathy

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5622 5617; fax: +52 55 5622 5607.
E-mail address: acolome®@ifc.unam.mx (A.M. Lopez-Colomé).
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(PVR), the major cause of failure in retinal surgery aimed to the
correction of retinal detachment or severe ocular trauma [6].

Thrombin exerts its actions by activating a small family of G
protein-coupled receptors (GPCRs) named Protease-Activated Re-
ceptors (PARs), by the proteolytic cleavage of a specific N-terminal
receptor sequence which unmasks a fresh N-terminal that functions
as an intramolecular ligand, thus activating PARs and the receptor-
coupled G proteins. Four members of the PAR family have been
described: PAR-1, PAR-3, and PAR-4, activated by thrombin, and PAR-
2 activated by trypsin, tryptase, and other trypsin-like proteases. PAR-
1, the prototype of this family, signals through Gq11a, G12/1300 and Gio
G proteins, which accounts for the pleiotropic action of its ligands [7].
PAR-mediated activation of G, induces an increase in intracellular
inositol-trisphosphate (IP3) and calcium, and the downstream
activation of protein kinase C (PKC), phosphoinositide-3 kinase
(PI3K), and mitogen-activated protein kinases (MAPKs). The activa-
tion of PARs is also coupled to the inhibition of adenylyl cyclase via G;q
G proteins and, more recently, PAR-1 coupling to G113 activation was
identified, although the downstream modulation of Gi,/13 effectors
such as Rho GTPase and guanine nucleotide exchange factors (GEFs)
by PAR-1 stimulation remains largely undefined [8].

PAR-1 stimulation has been shown to promote intracellular
signaling through the activation of the MAPK ERK1/2, PKC and PI3K
cascades which are involved in the regulation of the cell cycle regulator
cyclin D1 [9]. Particularly, thrombin activation of PI3K family of lipid
kinases through a Ggy subunit-dependent mechanism [10] results in
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the activation of phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) and the
downstream stimulation of Protein Kinase B (Akt/PKB), known to be
involved in the development of proliferative diseases [11,12].

Based on their specificity, structure and regulation, PI3Ks are
grouped in three classes [13]. Class I PI3Ks are heterodimeric enzymes
which generate phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3) from
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI-4,5-P,), whereas the mo-
nomeric PI3Ks in class Il generate phosphatidylinositol-3,4-bispho-
sphate (PI-3,4-P;) and those in class IIl generate PI-3,4-P, and PIPsin
vivo. The class I PI3K family includes two subfamilies: class IA,
activated by receptor tyrosine kinases (RTKs), and class IB, activated
by GPCR-dependent signaling [14].

Distinct growth factors and hormones induce the translocation of
PI3K catalytic subunit to the plasma membrane [15] where the
phosphorylation of membrane phosphatidylinositol at the C3-OH
position of the inositol ring is known to anchor proteins containing
plekstrin homology (PH) domains such as Akt/ PKB and PDK1. The full
activation of Akt requires the phosphorylation of Thr 308, located in the
activation loop, and of Ser 473, located in the C-terminal region [15].
While PDK1 has been shown to phosphorylate Thr 308, the kinase
responsible for Akt Ser 473 phosphorylation remains undetermined,
although rapamycin-insensitive complex of mammalian target of
rapamycin (mTORC2) seems to be a viable candidate [16-18].

Akt, the main effector of PI3Ks, regulates cell proliferation through
distinct mechanisms that involve the activation of MAPK, GSK-3(, p70
S6K signaling cascades; the activation of transcription factors such as
NFKB, Forkhead and AP-1; and the control of translation by mTORC1
[15,19,20]. Importantly, the PI3K/PDK1/Akt pathway is up-regulated
in proliferative diseases, including cancer [14].

Thrombin has been shown to induce the expression of cyclin D1 in
cortical neurons [21] as well as the proliferation of brain astrocytes
and retinal glia [4,5]. Particularly in RPE cells, the activation of PAR-1
by thrombin promotes cell cycle progression and proliferation by
increasing c-Fos and cyclin D1 expression, mediated by PI3K/ERK1/2
and PLC-3/PKC signaling [22,23]. Also on this line, studies in human
RPE cells have demonstrated that the inhibition of cyclin D1
expression significantly prevents serum-induced proliferation [24].
Based on these data, a role for thrombin in the pathogenesis of
proliferative eye disorders such as PVR may be considered.

Our previous work demonstrated that thrombin stimulation in-
creases cyclin D1 gene expression and proliferation of RPE cells [23]. In
addition to gene expression, cyclin D1 concentration is under the control
of molecular mechanisms which regulate cyclin degradation [9,20,25].
Among these, glycogen synthase kinase 33 (GSK-3(3) is known to
repress cell cycle progression by directly phosphorylating cyclin D1 [19]
and indirectly regulating cyclin D1 transcription by inhibiting Wnt
signalling. Cyclin D1 phosphorylation at Thr 286, promotes cyclin
nuclear-cytoplasmic translocation and rapid degradation [26,27].

To further investigate the molecular mechanism responsible for
thrombin-induced RPE cell proliferation, in the present study we
analyzed the role of PI3K/PDK1/Akt/GSK-3(3 signaling in thrombin
promotion of cyclin D1 expression and RPE cell proliferation. Our
results demonstrate for the first time that thrombin induces the
progression of cell cycle, and the proliferation of RPE cells through the
activation of Akt and the downstream inactivation of GSK-3p which in
turn, leads to cyclin D1 stabilization and accumulation.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All reagents used were cell culture grade. Thrombin, hirudin, AG-
1478 and Ro-32-0432 were obtained from Calbiochem (San Diego, CA,
USA); AG-1296, wortmannin, trifluoperazine and Akt inhibitor were
from Sigma (St. Louis MO, USA); PPACK was from Enzo Life Science
(Farmingdale, NY, USA) OSU was from Echelon biosciences (Salt Lake

City, UT, USA); LY294002, U-73122 and KN62 were from Tocris
(Ellisville, MO, USA). Serum-free Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) was used as the standard medium for all assays.

The monoclonal antibodies rabbit anti-Akt, rabbit anti-phospho
Akt Ser 473, rabbit anti-GSK-3[ and rabbit anti-phospho GSK-3( Ser 9
were obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA).
Rabbit anti-phospho Akt Thr 308, mouse anti-cyclin D1, mouse anti-
actin and mouse anti-GAPDH were purchased from Santacruz Biolabs
(Santacruz, CA, USA). Secondary HRP-conjugated anti-rabbit IgG and
HRP-conjugated anti-mouse IgG antibodies were from Zymed
Laboratories (San Francisco, CA, USA).

2.2. Cell culture

RPE cells were isolated from 8- to 10-day-old Long Evans rat, as
previously described [28]. Briefly, the eyes were enucleated, rinsed in
Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) containing 0.0125%
penicillin and streptomycin, 0.025% neomycin, and 0.01% nystatin
(Gibco BRL), and incubated in DMEM containing 2% dispase for 30 min
at 37 °C. After removal of the sclera, RPE was detached in calcium- and
magnesium-free Hanks’ balanced salt solution (HBSS), incubated in
the presence of 0.1% trypsin-EDTA (Gibco) for 2 min, and mechani-
cally dissociated using a Pasteur pipette. Trypsin digestion was
stopped by 4% fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL). Cells were
separated by centrifugation, suspended in Opti-MEM plus 4% FBS, and
seeded in six-well plates at 3 x 10%cells/cm? density. After 4 days in
culture, cells were serum-deprived for 48 h prior to stimulation with
thrombin (0-4 U/ml), in order to synchronize the cells. The effect of
serum deprivation on RPE cell viability was assessed by trypan blue
exclusion. Cell viability in serum-deprived vs. control cultures in
serum-containing medium was>90%. All experiments were per-
formed in synchronized cultures.

2.3. RPE cell proliferation

RPE cell proliferation was determined by [*H] thymidine incorpo-
ration and the colorimetric MTS [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl) -2H- tetrazolium] reduc-
tion method in non-confluent cultures, as previously described [22,23].
Cells were incubated for 24 h with 0.2 pCi/ml [*H] thymidine (Perki-
nElmer; 16 Ci/mmol) in the absence (control) or presence of thrombin.
After washing in PBS, cultures were added trichloroacetic acid (10%) for
1 h, solubilized in 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS), and counted for
radioactivity in a liquid scintillation counter (Beckman). Proliferation
was also assessed by MTS reduction method (Cell Titer 96® Aqueous
One Solution Reagent, Promega) following the manufacturer's in-
structions. Absorbance at 490/630 nm was corrected for background,
and the optical density (OD) from non-stimulated cultures was
arbitrarily set as 100% (basal) proliferation. When tested, inhibitors
were added 1 h prior to thrombin stimulation.

2.4. Western blot analysis

Cells were disrupted in lysis buffer containing 50 mM Tris-HCI pH
7.4, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% SDS, 1%, Triton X-100, 1% CHAPS,
0.5% NP40, 0.1% BSA, 40 mM (3-glycerophosphate, 10 mM sodium
pyrophosphate, and 10% of a protease inhibitor cocktail (SIGMA).

Protein in the lysates was quantified using the Bradford method and
20 pg of the total protein was used for protein immunodetection
analysis. The lysates were solubilized in Laemmli buffer (0.75 mM Tris-
HCl; pH 8.8, 5% SDS, 20% glycerol and 0.01% bromophenol blue), boiled
for 5 min, resolved by SDS/PAGE (12.5%), and transferred onto
polyvinyldiene difluoride (PVDF) membranes (Amersham Biosciences).
After blocking for 1 h at room temperature with 5% non-fat milk in
Tween TBS, the PVDF membranes were probed with primary antibodies
against Akt (1:1000), phospho Akt Ser 473 (1:1000), phospho Akt Thr
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Fig. 1. Thrombin stimulates Ser 473 Akt phosphorylation. Cells were cultured as described in Materials and methods and stimulated with 4 U/ml thrombin. Relative Akt
phosphorylation was determined by Western blot. Thrombin induced the time-dependent phosphorylation of Akt on Ser 473. Thr 308 Akt phosphorylation level was unaffected by
thrombin treatment. Results are expressed as the mean -+ SEM of three independent experiments. ** P<0.01, Student's t-test, compared to control.

308 (1:500), GSK-3p (1:1000), phospho GSK-3p Ser 9 or cyclin D1
(1:3000) at 4 °C for 24 h. Secondary HRP-conjugated antibody (1:5000)
was included for 1h and membranes were developed using the
Immobilon Western AP Chemiluminescent Substrate (Millipore, Biller-
ica, MA, USA). Kodak® film images were digitized using an Alpha Digi-
Doc system (Alpho-Innotech, San Leandro, CA, USA), and densitometric
analysis was performed using the Quantity One Software v4.6 from
BioRad (Hercules, CA, USA) and normalized to control values. GAPDH
immunodetection was used as loading control.

2.5. Cyclin D1 silencing

Cyclin D1 small interfering RNA (siRNA) was purchased from
Sigma (SASI_Rn02_00269089). The effect of cyclin D1 knockdown
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on RPE cell proliferation was tested in 30-50% confluent cultures.
Transfection of siRNA was performed using Lipofectamine RNAi-
MAX reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in antibiotic-free 4%
FBS-supplemented Opti-MEM medium for 48 h. Following trans-
fection, cell proliferation was assessed by the MTS reduction
method. Cyclin D1 silencing was determined by western blot.
Lipofectamine-treated and non-treated cells were used as controls.

2.6. Statistical analysis
Raw data for analysis were obtained from pooled RPE cells of

10-15 Long Evans Rats in three independent experiments. Unpaired
Student t-test was applied for statistical analysis, using the Prism
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Fig. 2. Thrombin induces the specific, dose-dependent phosphorylation of Akt on Ser 473. RPE cells were exposed to 4 U/ml thrombin for 30 min. A. Thrombin induced Ser 473 Akt
phosphorylation in a dose-dependent manner. B. Inactivation of thrombin by hirudin (8 U/ml) or by the catalytic blocker PPACK (25 uM) prevents thrombin-induced Ser 473 Akt
phosphorylation. Results are expressed as the mean + SEM of three independent experiments. * P<0.05, ** P<0.01, Student's t-test, compared to control.
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3. Results
3.1. Thrombin increases Akt phosphorylation/activation in RPE cells

The effect of thrombin on the phosphorylation of Akt at Thr 308
and Ser 473 was analyzed. As depicted in Fig. 1, exposure of
cultured cells to 2 U/ml thrombin results in a significant increase in
Ser 473 Akt phosphorylation, reaching a plateau from 30 to 45 min
and gradually decreasing thereafter. In contrast, the phosphoryla-
tion level of Akt Thr 308 was not modified by this treatment (Fig. 1).
Exposure of RPE cells to increasing concentrations of thrombin
revealed a clear dose-dependence of Ser 473 Akt phosphorylation
(Fig. 2A), indicating the specificity of the effect. This result was
further confirmed by the inhibition of this effect by the inactivation
of thrombin by its natural inhibitor hirudin, or by the catalytic
inhibitor PPACK prior to addition to the cultures (Fig. 2B). These
results demonstrate that thrombin stimulates the phosphorylation
of Akt at Ser 473 in a specific, dose-dependent manner, without
modifying Thr 308 basal level of phosphorylation.

Thrombin has been shown to promote the transactivation of
growth factor receptors in RPE cells [29]. In order to establish
whether thrombin-induced Akt activation depends on VEGF and
PDGF receptor transactivation, we tested the effect of specific
receptor inhibitors on thrombin-induced Ser 473 Akt phosphory-
lation. Our results showed that Akt phosphorylation requires VEGF
and PDGF receptor activation (Fig. 3).
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Fig. 4. Thrombin-induced Akt activation requires PI3K activity. Cells were exposed to 4 U/ml thrombin in the absence (control) or presence of the specific PI3K inhibitors
wortmannin (100 nM) and LY294002 (10 uM). The inhibition of PI3K prevented thrombin-induced Akt phosphorylation. Results are expressed as the mean 4 SEM of three
independent experiments. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 Student's t-test, compared to control.
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3.2. Thrombin-induced Akt activation requires PI3K, PLC and calcium/
calmodulin signaling

The phosphorylation of Akt at Ser 473 has been suggested to
require the prior phosphorylation of Thr 308 by PI3K/PDK1 [15,17].
Since thrombin did not modify Thr 308 phosphorylation, we asked if
PI3K-dependent maintenance of basal Thr 308 phosphorylation is
required for the further phosphorylation of Ser 473. To this end, we
tested the effect of the PI3K inhibitors wortmannin and LY294002 on
Akt phosphorylation. Results in Fig. 4 show that wortmannin reduced
the basal phosphorylation of Thr 308 by 55.4%, and also inhibited, by
70.1%, thrombin-induced Akt phosphorylation at Ser 473. The
addition of LY294002 abolished both, the basal phosphorylation of
Thr 308 and thrombin-induced Akt phophorylation at Ser 473 (Fig. 4),
indicating that induction of Ser 473 phosphorylation requires Thr 308
phosphorylated Akt.

Calcium/calmodulin-dependent kinases, PKC and PLC have been
implicated in thrombin-induced signaling to Akt [17]. The possible
contribution of these pathways to thrombin-induced Akt phosphor-
ylation was tested by the pharmacologic inhibition of calmodulin by
trifluoperazine (50 uM), of CaMKII by KN-62 (5 uM), of ¢/nPKC by Ro-
32-0432 (20 uM), and of PLC by U-73122 (2.5 nM). Results showed
that CaMKII and c¢/nPKC isoforms are not involved in thrombin-
induced Akt phosphorylation; in contrast, the inhibition of PLC or
calmodulin prevented thrombin-induced Ser 473 Akt phosphoryla-

tion by 74.9% and 66.5%, respectively (Fig. 5B). Furthermore, the
inhibition of PLC or calmodulin significantly decreased the basal level
of Thr 308 phosphorylated Akt (Fig. 5A). Together, these results
indicate the participation of PI3K, PLC and calcium/calmodulin
signaling in thrombin-induced Akt activation.

3.3. Thrombin-induced RPE cell proliferation requires Akt activation

Our previous work showed that thrombin promotes RPE cell
proliferation [22,23]. To investigate if PI3K/PDK1/Akt signaling is
involved in the control of proliferation, we tested the effect of Akt and
PDK1 specific inhibition on [*H]-thymidine incorporation and MTS
reduction in thrombin-stimulated cells. Our results demonstrate that
the inhibition of Akt or PDK1 prevents thrombin-induced [3H]-
thymidine incorporation and MTS reduction, hence indicating the
inhibition of cell proliferation (Fig. 6A). These results suggest that
thrombin-induced proliferation requires PDK1/Akt activation in RPE
cells.

3.4. Akt mediates thrombin-induced cyclin D1 accumulation

The stimulation of cyclin D1 expression by thrombin in RPE cells
has been reported [23]. In order to establish if cyclin D1 accumulation
depends on PDK1/Akt activity, we analyzed the effect of Akt and PDK1
inhibitors on thrombin-induced cyclin D1 increase. Our results
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cells.

showed that the inhibition of PDK1/Akt signaling abolished cyclin D1
increase induced by thrombin (Fig. 6B), suggesting that this signaling
pathway is responsible for RPE proliferation. In order to confirm this
assumption, we asked if thrombin-induced proliferation requires
cyclin D1 gene expression, by silencing cyclin D1 expression using
specific siRNA. Results depicted in Fig. 6A demonstrate that cyclin D1
silencing by siRNA transfection decreases cyclin D1 protein expres-
sion by 70%. Furthermore, an 86.5% decrease in thrombin-induced RPE
cell proliferation was observed upon cyclin D1 expression silencing
(Fig. 7B). These data demonstrate that thrombin stimulates cell
proliferation by promoting cyclin D1 gene expression.

3.5. Thrombin induces Akt-dependent GSK-3[3 phosphorylation

In addition to gene expression, Akt signaling may increase cyclin
D1 concentration by distinct molecular mechanisms, including
stabilization [9,20,25]. Glycogen synthase kinase-3(> (GSK-3p) re-
presses cell cycle progression by directly phosphorylating cyclin D1
[19] at Thr 286, which promotes its degradation. In order to explore if
thrombin stimulates cyclin D1 accumulation by inactivating GSK-3p3,
we examined the inactivation of this enzyme by phosphorylation at
Ser 9. As shown in Fig. 8A increased GSK-3( phosphorylation at Ser 9
was observed following 45 min in the presence of thrombin, which
was sustained up to 480 min. This effect was prevented by the
inhibition of PI3K, PDK1 or Akt (Fig. 8B), suggesting that thrombin
activation of Akt inactivates GSK-3p3, hence promoting the stabiliza-
tion of cyclin D1.

4. Discussion
Upon the alteration of the BRB, the interaction of RPE cells with

thrombin contained in blood serum is an important determinant in
the development of proliferative eye disorders generated by the

epithelial-mesenchymal transition, proliferation and migration of
RPE cells, and the formation of epiretinal membranes which impair
vision. In fact, intraocular hemorrhage during or after surgery is
among the most important clinical risk factors for the development
of proliferative vitreoretinopathy [30], the major cause of retinal
surgery failure [6]. Although the molecular mechanisms leading to
this outcome have not been established, the activation of Akt/PKB
signaling is a key event in thrombin-induced proliferation of several
cell types [31-33]. The present work was aimed to determine
whether Akt activation is required for thrombin-induced cyclin D1
expression and proliferation in RPE cells.

Our present study demonstrates that, in contrast with findings
showing that thrombin induces Akt phosphorylation at both Thr
308 and Ser 473 in different cell types [17], this mechanism differs
in RPE cells. Whereas the phosphorylation level of Akt at Thr 308
remains unaltered by thrombin treatment (Fig. 1), Ser 473
phosphorylation was increased in a specific and dose-dependent
manner (Fig. 2), indicating that Ser 473 phosphorylation is the
regulatory event in thrombin-induced Akt activation in RPE cells.

Our results showed that thrombin stimulation of Ser 473 Akt
phosporylation required 30 min thrombin exposure, which differs
from the fast phosphorylation of Akt observed in response to
tyrosine kinase receptor activation [34,35], suggesting that an
indirect mechanism could mediate PAR-1 signaling to Akt. Based on
recent evidence showing that thrombin induces VEGF secretion in
RPE cells through PAR-1 transactivation of PDGF receptor [29], we
tested the effect of VEGF and PDGF receptor inhibition, and showed
that thrombin stimulates Akt phosphorylation through the trans-
activation of growth factor receptors, which explains the delayed
response of Akt to thrombin (Fig. 3).

PI3K, CaMK and PKC signaling pathways have been implicated in
the regulation of Akt activity [17]. On this matter, thrombin
promotion of PI3K signaling through PAR-coupled G By subunits
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has been reported [36]. Furthermore, the induction of NF-kB
transcriptional activity in endothelial cells by thrombin is achieved
by the parallel engagement of Gqq/PKC and Gg,/PI3K signaling
pathways that converge at Akt [33]. We analyzed the possible
contribution of these pathways to thrombin-induced Akt activation
in RPE cells. As expected, the inhibition of PI3K by wortmannin or
LY294002 reduced Akt basal phosphorylation at Thr 308. Surpris-
ingly, thrombin stimulation of Ser 473 Akt phosphorylation was
prevented by PI3K inhibition (Fig. 4), indicating that phosphory-
lated-Thr 308 is required for Ser 473 phosphorylation, in agreement
with recent data obtained in cancer cells [15]. Additionally, the
inhibition of Ser 473 Akt phosphorylation by the inhibition of PI3K
could relate to the decreased formation of PIP3, required for Akt
recruitment to the plasma membrane, prior to activation [37].
Thrombin has been shown to activate PLC in RPE cells [22]. Since
the PLC products, DAG and IP3 (Ca™ ™) are known to stimulate ¢/nPKCs,
and the calcium/calmodulin-dependent kinases (CaMKs) respec-
tively, we analyzed the contribution of these pathways to the
stimulation of Akt phosphorylation. Our results demonstrate that
whereas PLC inhibition prevented thrombin-induced Ser 473 Akt
phosphorylation, the inhibition of ¢/nPKC, had no effect (Fig. 5).
Although the participation of the novel PKCs and PKCgy, which are

not inhibited by Ro-32-0432 [38] cannot be ruled-out, PLC signaling
to Akt seems to involve signals different from DAG-sensitive c/ePKC
isoforms (Fig. 5).

Among the CaMKs activated by PLC-derived calcium increase,
CaMKII has been implicated in Akt activation [39]. We showed that,
although CaMKII does not seem to be involved in thrombin-induced
Akt phosphorylation, the inhibition of calmodulin did prevent
thrombin-induced Ser 473 Akt phosphorylation and also decreased
basal Thr 308 phosphorylation level (Fig. 5), which demonstrates
that PLC-dependent activation of a calcium/calmodulin kinase,
distinct from CaMKII is required for thrombin effect on Akt
activation in RPE cells. On this matter, recent evidence has shown
that Akt is a downstream target for CaMKIII, also known as
eukaryotic elongation factor-2 (eEF-2) kinase [40], and hence,
could be implicated in PLC-induced Akt phosphorylation observed.

Previous studies from our group demonstrated that thrombin-
induced RPE cell proliferation requires cyclin D1 accumulation [23].
We here showed that the inhibition of PDK1 or Akt prevented
thrombin-induced cyclin D1 accumulation (Fig. 6B). Moreover, siRNA
silencing of cyclin D1 expression prevented proliferation (Fig. 7),
confirming that thrombin stimulates proliferation by Akt-dependent
increase in cyclin D1 protein expression. On this line, the inhibition of
DNA synthesis and cell division upon PDK1 and Akt inhibition we
observed (Fig. 6A) are in agreement with previous reports suggesting
that PDK1/Akt signaling is essential for thrombin-induced RPE cell
proliferation [31,41].

In addition to transcriptional control, Akt may contribute to
cyclin D1 nuclear accumulation through the phosphorylation of
GSK-3R on Ser9, which inactivates this enzyme, preventing cyclin
degradation [9,19]. We showed that the stimulation of Akt by
thrombin induces the phosphorylation of GSK-3p (Fig. 8A, B).
Together, these results suggest that the activation of Akt increases
cyclin D1 concentration by two mechanisms: promotion of gene
expression and stabilization of the translated protein.

Although the mechanism by which the transient activation of
Akt Ser 473 (30 to 45 min) induces the sustained phosphorylation
of GSK-3p at Ser 9 up to 480 min stimulation requires further
investigation, our results suggest that while Akt is responsible for
GSK-3P phosphorylation, the phosphorylated state is maintained
through a distinct molecular mechanism. Among the kinases
capable of regulating GSK-3( function, the atypical PKC; isoform
has recently been shown to phosphorylate GSK-33 at Ser 9 [42].
Since we have shown previously that thrombin-induced cyclin D1
protein expression (unpublished) and RPE cell proliferation require
PKC; activity [23], it is tempting to speculate that Akt transient
activation induces GSK-3@ phosphorylation, whereas the long
lasting activation of PKC; by thrombin could be responsible for
sustained phosphorylation of GSK-3( and the consequent stabili-
zation of cyclin D1 (Fig. 9).

The activation of Akt/PKB signaling is a key event in thrombin-
induced proliferation of several cell types [4,10,31,32]. Further-
more, this pathway is up-regulated in proliferative pathologies such
as cancer [15,43]. Since proliferation is a key phenomenon in the
development of proliferative eye diseases, our work contributes
information for the development of strategies aimed to the
prevention and treatment of proliferative eye pathologies, which
are a major cause of blindness.
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