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Introduccion

1. LA PROTEINA Vav1

Los factores de intercambio nucleotidico (GEFs) son los principales activadores de las GTPasas
Rho/Rac. Unos de los GEFs que mas interés despierta debido a su implicacién en una gran
diversidad de procesos bioldgicos son los miembros de la familia de proteinas Vav. La funcion
bioldgica principal de esta familia es actuar como GEFs de las GTPasas Rho/Rac favoreciendo
el paso de esas GTPasas de un estado inactivo (unido a GDP) a un estado activo (unido a GTP)
durante la transduccién de seinales (Figura 1) (Crespo et al, 1997; Movilla et al, 1999;
Schuebel et al, 1998). Las proteinas Vav promueven la activacion de las GTPasas Rac (e. j. Rac1,

RhoG) y en menor medida, de las GTPasas Rho (e. j. RhoA) in vitro.

Intercambio de
nucledtidos

Estado inactivo

Hidrdlisis de GTP

Citoesqueleto

p, GAP Ciclo celular

Localizacion Expresion génica
citosolica

Figura 1. Esquema del ciclo de activacion de las GTPasas de la familia Rho/Rac. Las GTPasas Rho/Rac
se encuentran unidas a GDP en su estado inactivo y se convierten en funcionales al unirse a GTP. Los GEFs, en este
cas las proteinas Vav, se unen a las regiones switch de las GTPasas y realizan el intercambio de GDP por GTP. En su
estado activo, unidas a GTP, estas GTPasas son capaces de regular la actividad de sus efectores por union directa,
desencadenando asi distintas respuestas celulares. Las proteinas GAP catalizan la hidrélisis de las GTPasas dando
lugar a la conformacion unida a GDP. En este estado, las proteinas GDI son capaces de unirse a las regiones switch
impidiendo la activaciéon de las GTPasas mediada por las proteinas Vav y su reclutamiento a la membrana
plasmatica. Pi, fosfato inorganico.
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La proteina Vavl fue descubierta en el afno 1989 debido a la expresidon de su versién
oncogénica (truncacién de los 66 primeros aminoacidos) durante ensayos de formacion de
focos en células NIH3T3 usando ADN genémico derivado de tumores (Coppola et al, 1991;
Katzav et al, 1991; Katzav et al, 1989). Las proteinas Vav2 y Vav3 fueron identificadas
posteriormente en humanos y ratones entre los aflos 1995 y 2000 (Henske et al, 1995;
Movilla et al, 1999; Schuebel et al, 1998; Trenkle et al, 2000). La secuenciacién gendmica de
especies de distintas lineas evolutivas ha permitido en los ultimos afos el descubrimiento
de miembros adicionales de esta familia presentes en especies tanto de invertebrados como

de vertebrados (Dekel et al, 2000; Wilson et al, 1994).

La presencia de mas de un miembro de la familia Vav es una caracteristica exclusiva de
vertebrados. Concretamente, en mamiferos existen tres representantes de esta familia,
Vav1, Vav2 y Vav3. En varias especies de peces se ha descubierto un nuevo miembro de la
familia, Vav4. En el caso de las aves, sélo los homologos de Vav2 y Vav3 han sido descritos. En
anfibios aparecen los ortélogos de los tres miembros conocidos en mamiferos. Por el
contrario, las especies de invertebrados y urocordados (e. j, Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae, Apis mellifera, Ciona intestinalis) sélo presentan

un Unico miembro de esta familia.

Este grupo de factores de intercambio presenta una serie de caracteristicas Unicas tanto
desde el punto de vista funcional como estructural. En primer lugar, la actividad catalitica de
estas proteinas es directamente dependiente de la fosforilacién en tirosinas. Ademas, la
presencia en tandem de dominios DH, PH y ZF (dominio en dedos de zinc) es una
caracteristica estructural Unica de la familia Vav. También lo es la presencia de un dominio de
homologia a Src de tipo 2 (SH2) en una proteina con dominio DH, facilitando la funcién

adaptadora de estas proteinas.

La implicacion de esta familia de proteinas en diversos procesos bioldgicos queda
constatada por los estudios realizados en ratones knock-out. Estos estudios han revelado que
la expresion de las proteinas Vav es fundamental para el perfecto funcionamiento de las
rutas apoptéticas, proliferativas y citoesqueléticas necesarias para el desarrollo, la seleccién
y las respuestas celulares de las células linfoides. Ademads, se ha demostrado a través de estos
estudios que esta familia esta implicada en otros procesos fisiolégicos tales como el
desarrollo del cerebelo (Quevedo et al, 2010), la homeostasis cardiovascular (Sauzeau et al,
2006, Sauzeau et al, 2007), las respuestas dependientes de éxido nitrico en células del

musculo liso (Sauzeau et al, ) o los procesos metastaticos a partir de tumores de mama
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(Citterio et al, 2012). Este trabajo de tesis se ha centrado en el estudio de la regulacién de la

proteinaVav1 en linfocitos.
1.1. Estructura de la proteina Vav1

La proteina Vav1, al igual que los demas miembros de mamiferos, presenta una organizacién
de dominios estructurales altamente conservada a lo largo de la evolucioén. Esta estructura
consta de ocho dominios diferentes: un dominio de homologia a calponina (CH), una regién
acidica (Ac), un dominio de homologia a Dbl (DH), un dominio de homologia a pleckstrina
(PH), un dominio en dedos de zinc (ZF), una region rica en prolinas (PRR), dos dominios de

homologiaa Src de tipo 3 (SH3) y uno de tipo 2 (SH2) (Figura 2).

Los dominios CH y Ac estén implicados en la regulacién de la actividad de la proteina
Vav1 ya que participa en un mecanismo de inhibicién intramolecular. La actividad GEF de
Vav1 reside en su dominio DH, que necesita la presencia de los dominios PHy ZF parallevar a
cabo su funcioén. El resto de regiones participan en el establecimiento de interacciones
proteina-proteina. Cada dominio estructural presenta un rol distinto pudiendo participar en
mecanismos de regulacion intramoleculares, interacciones proteina-proteina y/o funciones

efectoras (Figura 2) (Bustelo, 2000; Bustelo and Couceiro, 2008).

Inhibicion
actividad GEF Actividad GEF Funcién adaptadora

r 4 4 > 4 PRR'?‘ ¢ 4
Vavi/2/3 CH DH gl zF |=|Nsh3l{ sh2 |{csH3

Vav-T SH2 |[csH3
CeNav cH Jilade{ o PH | |zF SH2 |{csH3
DmVav CH DH zF SH2 |{csHs3

Figura 2. Estructura de dominios de los miembros de la familia Vav y la variante transcripcional
Vav-T. En la parte superior se indican las funciones asociadas a cada dominio.
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1.2. Expresion tisular

Se ha demostrado, mediante estudios con técnicas de hibridacién in situ y Northern-blot, que
la expresion de la proteina Vavl estd practicamente restringida a las células
hematopoyéticas tanto en la fase embrionaria como adulta. Este patrén de expresién es
comun en humanos y ratones (Bustelo et al, 1993; Katzav et al, 1989). Vav2 y Vav3 también se
expresan en células hematopoyéticas pero, a diferencia de Vav1, también presentan altos
niveles de expresién en tejidos no hematopoyéticos (Bustelo, 2000). Fuera del sistema
hematopoyético, Vav1 ha sido detectado en células madre embrionarias (Wulf et al, 1993;
Zmuidzinas et al, 1995), en la capa ameloblastica del brote dental de animales neonatos
(Bustelo et al, 1993), células trofoblasticas (Higuchi et al, 1995; Zmuidzinas et al, 1995),
neuronas cerebelares (Betz et al, 2003), enterocitos cecales (Liu et al, 2009), pulmdn
(Coppolaetal, 1991) y pancreas (Schuebel et al, 1996). Ademas, aparece en células tumorales
de céncer de pulmén (Lazer et al, 2009), y en lineas celulares derivadas de neuroblastoma
(Hornstein et al, 2003; Betz et al, 2003) y melanoma (Bartolome et al, 2006). No se puede
excluir la posibilidad de que existan bajos niveles de expresion de Vav1 en otros tejidos, ya
que clones de ADNc de Vav1 han sido aislados de ojos, del nucleo caudado, la sustancia negra
y otros tipos de tejidos. En mamiferos encontramos también una isoforma de la proteina
Vav1, Vav-T, que sélo presenta la regidon SH2-SH3 y que se expresa en espermatocitos y las

espermatidas de ratén (Figura 2) (Okumura et al, 1997).
1.3. Funcion bioldgica

Como se menciond en anteriormente, la funcién principal de la proteina Vav1 es su papel
como GEF de las GTPasas Rho/Rac. A diferencia de otros activadores de las proteinas Rho/Rac,
en los cuales su actividad catalitica reside exclusivamente en el dominio DH, la catélisis de
intercambio de nucleétidos en las GTPasas sustrato requiere del casete DH-PH-ZF ( Chrencik
et al, 2008; Rapley et al, 2008). La proteina Vav1 necesita una fosforilacion previa en tres
residuos de tirosina pertenecientes a la regién acidica (la tirosina 174, y en menor medida
las tirosinas 142 y 160) por parte de proteinas tirosina quinasa, que se encuentran por
encima de la proteina Vav1 en las rutas de sefalizacion, dando lugar a la activacion catalitica
de las mismas. Por ello, la proteina Vav1 actua por debajo de receptores de membrana que
presentan actividad quinasa intrinseca (EGF, PDGF) o asociada (receptores de antigeno)

(Bustelo, 2000; Bustelo and Couceiro, 2008).

De acuerdo con el rol de los GEFs de la familia Rho/Rac, la proteina Vav1 induce respuestas

bioldgicas dependientes de Rho/Rac tales como la polimerizacion de F-actina, la invasion, la
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motilidad, la adhesion mediada por integrinas, transiciones del ciclo celular, o0 metastasis.
También es capaz de activar rutas de sefalizacién candnicas por debajo de las GTPasas
Rho/Rac como la activacion de la quinasa p21 (PAK), la quinasa c-Jun N-terminal (JNK), el
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB), la
familia de proteinas de la proteina activadora-1 (AP-1), y el factor de respuesta al suero (SRF)

(Bustelo, 2000; Bustelo and Couceiro, 2008; Turner et al, 2002).

Al ser una proteina cuya expresion estd practicamente restringida a la linea
hematopoyética, Vavl participa en las rutas de sefalizacion asociadas a receptores
hematopoyéticos siendo esta una caracteristica especifica de Vav1 dentro de la familia Vav.
Los resultados obtenidos en estudios con ratones knock-out para Vavl indican que esta
proteina tiene un papel crucial en las respuestas celulares resultado de la activacion de los
receptores de células T (TCR) y B (BCR), integrinas y receptores con motivos ITAMs (motivos
de activacion en inmunoreceptores basados en tirosinas) que regulan el desarrollo y/o

funciones efectoras de una amplia variedad de células hematopoyéticas.

A parte de este rol principal, Vavl funciona también como molécula adaptadora,
participando en la formacién de complejos heteromoleculares que desencadenan
respuestas bioldgicas independientes de su actividad catalitica (Bustelo, 2001). Esta funcién
adaptadora fue demostrada a partir de la expresion, en linfocitos T, de una versiéon de Vav1l
cataliticamente inactiva, viendo que esta era capaz de inducir igualmente la activacion de
NF-AT, un factor de transcripcion implicado en la regulacion de interleuquina-2 (IL-2), y otras

citoquinas de células linfoides (Kuhne et al, 2000).

Ademas de estas funciones, Vav1 también participa en la amplificacion de sefialesy en la
diversificacion de los eventos producidos por la estimulacién de receptores de membrana
en las células hematopoyéticas. Vavl es una proteina fundamental para la generacién de
segundos mensajeros (Ca**, diacilglicerol, PIPs), siendo estos los encargados de diversificar la
sefalizacion celular, promoviendo la estimulaciéon de rutas como la de la proteina
disociadora de Ras GDP (RasGRP) / Ras / Erk / Akt (Caloca et al, 2003,Caloca et al, 2008; Costello
etal,1999; Reynolds et al, 2002; Zugaza et al, 2004), las proteinas quinasa C (PKCs) (Caloca et al,
2008; Reynolds et al, 2002), y las proteinas quinasa D (PKDs) (Caloca et al, 2008; Reynolds et al,
2004; Vigorito et al, 2006). Este efecto de Vav1 sobre los mensajeros secundarios se debe a
que esta proteina es necesaria para la 6ptima fosforilacion de la fosfatidilinositol-3 quinasa
(PI3K) y los miembros de la familia de la fosfolipasa C-y (PLCy) (Costello et al, 1999; Manetz et
al, 2001; Spurrell et al, 2009). Aunque muchos de estos efectos de la sefalizacién esta

relacionados con la actividad catalitica de Vav1, en otros casos son fruto de las funciones de




Introduccion

Vav1 independientes de Rac1 en linfocitos T (Saveliev et al, 2009). Algunas de estas funciones
de Vav1 parecen ser especificas del tipo celular y de la especie, y no hay que olvidar que
estas respuestas también conllevan la interacciéon de Vavl con otras moléculas de
transduccién de sefales que son requeridas para el correcto desarrollo de esas respuestas

bioldgicas.
1.4. Regulacion de su actividad bioldgica
1.4.1. Fosforilacién en tirosinas

La actividad catalitica de Vav1 depende principalmente de su estado de fosforilacion a través
de la regulacién de interacciones intramoleculares autoinhibitorias (Figura 3). Este
mecanismo de regulacion fue demostrado inicialmente mediante experimentos
bioquimicos y de biologia celular (Crespo et al, 1997; Movilla et al, 1999; Schuebel et al, 1998;
Zugaza et al, 2002) y, posteriormente, corroborado a nivel estructural mediante
resonancia magnética nuclear (NMR) (Aghazadeh et al, 2000) y, mas recientemente,

mediante técnicas cristalograficas (Figura 3) (Yu et al,2010).

Estos analisis indicaron que el estado inactivo no fosfoforilado, de la proteina Vav1 se

establece atravésde unared complejade interaccionesentre:

* Eldominio CH con losdominios PH, DHy dos residuos de tirosinas (Y142 y Y160) presentes

enlaregiénacidica
* Laregion acidica con el dominio PH

* Llatirosina 174 (Y174) de la regién acidica con la regién de unién a las GTPasas que se

encuentraen el dominio DH.

Todas estas interacciones cooperan entre ellas para inducir una conformacion “cerrada”
de la proteina Vavl que no permite la unién de las GTPasas substrato a la regién catalitica

(Figura 3) (Yuetal,2010).

La fosforilacion de Vav1 en los residuos de la regién acidica causa la disrupcion de la
estructura inhibitoria y la exposicion, por tanto, del sitio de unién a las GTPasas (Figura 3).
Ademas de estos cambios, la comparacién de las estructuras cristalinas de las regiones de
Vavl CH-Ac-DH-PH-ZF (cataliticamente inactiva; Yu et al, 2010) y Ac-DH-PH-ZF
(cataliticamente activa; Chrencik et al, 2008; Rapley et al, 2008) indican que la activaciéon de la

proteina induce cambios en la orientacién relativa del dominio ZF respecto al resto de
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dominios presentes en el casete central de Vav1l, DH-PH-ZF. Esto es debido cambios en la

curvaturade la hélice a6 del dominio DH de Vav1 entre estos dosestados (Yuetal,2010).

Ac ok ‘@ @ CONFORMACION

v1eo ABIERTA
Mutacién Y142
puntual
NF-AT .
. CONFORMACION
CONFORMACION ABIERTA
CERRADA

Ac @ Fosforilacion @@] @
pY174
@ . pY160 '

DP

— G
pY142
G\@ Desfosofrilacion GTP @
NF-AT
Truncaciones CONFORMACION

N-terminales @ ABIERTA @\
< " T
Ac

GDP GDP
GTP GTP

Figura 3. Modelo actual de activacion de las proteinas Vav. Representacion esquematica de los
mecanismos de activacion fisiolégicos (flechas verdes) y oncogénicos (flechas rojas) de la familia de proteinas
Vav. Las localizaciones de la regién CH-Ac y del casete NSH3-SH2-CSH3 son hipotéticas ya que no existen
estructuras 3D disponibles. La hélice o que contiene al sitio de fosforilacién Y'7* estd indicada con un rectangulo
azul. Puntos en azul claro, residuos de tirosina no fosforilados; puntos amarillos, residuos de tirosina fosforilados
(p); asteriscos rojos, mutaciones en los sitios de fosforilacion.

Este mecanismo de regulacion fue establecido muy tempranamente en la evolucién ya
que una regulacion similar ha sido observada tanto en todas las proteinas Vav de mamiferos
(Movilla and Bustelo, 1999; Schuebel et al, 1998) como en miembros de la familia Vav
presentes en D. melanogaster (Couceiro et al, 2005) y C. elegans (Norman et al, 2005) (ver

Figura 2, pag.5).

Una vez activada, la proteina Vav1 promueve la activacién de las proteinas de la subfamilia
Rac (e.j.Rac1, RhoG) y, en menor medida, de las GTPasas Rho in vitro (Crespo et al, 1997; Han et
al, 1997) ( ver Figura 2, pag. 5). La informacion obtenida de estudios in vivo constata la
existencia de la activacién de la subfamilia de proteinas Rac mediada por Vav1 (Arana et al,

2008; Crespo et al, 1997; Couceiro et al, 2005; Dumont et al, 2009; Gomez et al, 2000;
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Walmsley et al, 2003). Los detalles estructurales de la interfaz de la unién Vav1/Rac1 han sido
descritos recientemente (Chrencik et al, 2008). Resulta interesante ver que, a diferencia de
otros miembros de la familia Dbl, la actividad catalitica de Vav1 y del resto de la familia Vav
requieren la presencia del dominio ZF (Booden et al, 2002; Movilla and Bustelo, 1999; Zugaza
et al, 2002). Aunque inicialmente se propuso que el ZF de Vavl contactaba con la GTPasa
(Movilla and Bustelo, 1999; Zugaza et al, 2002), datos estructurales recientes sugieren que su
rol en la catdlisis es debido a que facilita la estabilizacién de la estructura cataliticamente

competente del dominio DH (Chrencik et al, 2008; Rapley et al, 2008).

Entre los receptores de membrana capaces de desencadenar la fosforilacion de Vav1
durante la sefalizacion celular se encuentran el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R), el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R), el
receptor de células B (BCR) y el receptor de células T (TCR) (Bustelo et al, 1992a; Bustelo et al,
1992b; Margolis et al, 1992). Ademas, la proteina Vav1 ha sido implicada en las rutas de
sefalizacion de mas de 35 receptores de membrana (Bustelo, 2000). Cabe destacar que el
estado de fosforilacion de Vav1 durante la sefalizacién celular es transitorio, sugiriendo que
hay proteinas tirosina fosfatasas a cargo de la inhibicion de Vav1 al final del ciclo de
estimulacion celular. Sin embargo, muchas de estas fosfatasas siguen sin ser identificadas a

diade hoy.

La cuestion que aun no ha sido esclarecida es el pape que juegalaregion C-terminal de la
proteina Vavl en el establecimiento de la conformacién inactiva de esta proteina en

ausencia de estimulacion del TCR.

Este mecanismo de regulacién se desajusta artificialmente por la generacién de
mutaciones o truncaciones en determinadas regiones de la molécula. La mutacién de la
tirosina 174 afenilalanina (Vav1Y"7%F) impide que este residuo sea fosforilado por las quinasas
correspondientes, pero también disocia su interaccién con otros dominios favoreciendo asi
la conformacién abierta mencionada anteriormente (Figura 3). Esta mutacion desencadena,
por tanto, la actividad catalitica de Vav1 al permitir el acceso de las GTPasas al dominio DH y,
a su vez, la funciones adaptadoras de dicha proteina ya que mantiene la integridad de todos
sus dominios. La versién oncogénica de Vav1 (Vav1:'"'8), que corresponde a una truncacién
de las regiones CH y acidica, favorece también la conformacién abierta al no presentar los
dominios que participan en el mecanismo intramolecular autoinhibitorio que estabiliza la

conformacién cerrada (Figura 3).
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Launion de la proteinaVav1 a las GTPasas de la familia Rho/Rac es indispensable para
que se produzca el intercambio nucleotidico de GDP por GTP en estas GTPasa, fruto de la
actividad catalitica de Vav1 (Crespo et al, 1997; Han et al, 1997). Estudios de microscopia
electronica han descrito los cambios conformacionales que se producen en el paso de la

proteina Vavl aunestado activo y que permiten al dominio DH unirse a GTPasas sustrato,

Rac1 switch Il
region

Figura 4. Modelo estructural de la interaccion Vav1/Rac1. La estructura de la GTPasa Rac1 esta en color
azul. La estructura del casete DH-PH-ZF también se encuentra representada en color amarillo (DH), verde (PH) y
naranja (ZF). El rectdngulo a la derecha indica los residuos de Rac1 y Vav1 que participan en la interaccién.

como Rac1 (Figura 4) (Llorca et al, 2005). Durante este proceso se establecen una serie de
interacciones entre la proteina Vav1 ylas regiones switch |y switch Il de Rac1 (Chrencik et al,
2008). Estudios de mutagénesis han permitido identificar los residuos implicados en dichas
interacciones (Chrencik et al, 2008). Por un lado, Vav1 se une a la region switch | a través de
sus residuos E*' y Q*', que establecen interacciones con los residuos Y32y V3¢, y N* de RacT,
respectivamente (Chrencik et al, 2008). Por otro lado, los residuos R*’® y E3’8 de la hélice 06
del DH establecen interacciones con los residuos D% y R de la region switch Il de Rac1,
respectivamente (Chrencik et al, 2008). Ademads, la proteina Vavl crea interacciones
intramoleculares entre residuos del dominio DH (D*®, D*7%) y residuos del PH (K**%) y el ZF

(L**°, R°¥") encaminadas estabilizar la union a Rac1 (Chrencik et al, 2008). La unidon de Vav1 alas
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regiones switch |y switch Il de la GTPasa alteran la conformacién de sus dominios de unién a
nucleétidos y a Mg?* (Worthylake et al, 2000). De esta manera, la GTPasa pierde afinidad por
el Mg?* y el GDP, y permanece sin unirse a otras moléculas, estabilizada por su unién a Vav1.
Esta conformacién de la GTPasa permite, sin embargo, el libre acceso de GTP. Una vez
activada la GTPasa, la unidn de GTP de forma espontdnea (mas abundante en la célula que el
GDP) modifica sus regiones switch | y switch I, haciendo que esta pierda afinidad por Vav1,

disociandose asi del factor de intercambio (Worthylake et al, 2000).
1.4.2. Interacciones proteina-proteina

Otro mecanismo que regula la actividad de la proteina Vavl es el establecimiento de

uniones con otras proteinas implicadas en la transduccién de sefales in vivo. Estas incluyen

(Figura 5):
Hsiah2 Alk
Ber/Abl
Dip
Etflbtl) Dock2
R Emerina
Socsl 67Phox
p SHP1 P
PRR p85P[3K
LAT2
vavi 18 CH J{acj| bH | NSH3| CSH3Ji 845—> 1o
PLC-y
APS/SH2B2 GTPasas ! Grb2 BLNK Dinamina-2 Pyk2
Calmodulina Rho/Rac ' Grb3-3  CD19 hnRNP-C SHP2
Ezh2 v EGF-R hnRNP-K Slap
RhoGDI GTPases HGF-R Ku70 Stap2
Rho/Rac I-R M2 Talina
PDGF-R Sam68 Familia Tec/Itk
IGF-R VIK1 Tubulina
Slp76 v-Nef
Syk Zixina
3BP2
Zap70

Figura 5. Interacciones de los distintos dominios de la proteina Vav1 con otras proteinas. Las
proteinas con roles positivos, negativos y efectores aparecen coloreadas en verde, rojo y azul, respectivamente.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que algunas de ellas ademds de tener un rol positivo actian como
efectores (e. j. SIp76, BInk). La proteinas cuya funcién en la ruta de Vav1 todavia no ha sido esclarecida, se
muestran en negro. Las proteinas cuya interaccién con Vav1 ha sido demostrada pero aun se desconoce a través
de qué mecanismo aparecen a la derecha. Los dominios estructurales implicados en estas interacciones,
pudiendo ser uno o varios, también estan indicados. En el caso del dominio PH, este parece contribuir a la unién
de las GTPasas Rho/Rac al dominio DH aunque no ha sido demostrado que interaccione directamente con ellas.
EGF-R, receptor del factor de crecimiento epidérmico; HGF-R, receptor del factor de crecimiento de hepatocitos; I-
R, receptor de insulina; PDGF-R, receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas; IGF-R, receptor del
factor de crecimiento similar a insulina.

* Receptores transmembrana con actividad tirosina quinasa intrinseca o asociada que

pueden desencadenar la translocacion de Vavl a la membrana plasmatica, y su
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consiguiente activacion por fosforilacion en tirosinas. Estos receptores incluyen entre
otros, el receptor de células T (TCR) y el de células B (BCR), los receptores de neutrdfilosy
células NK y tirosina quinasas transmembrana (Bustelo, 2000; Turner and Billadeau, 2002;

Tybulewicz, 2005).

* Moléculas adaptadoras y co-receptores que favorecen la translocacién de Vavl a la
membrana plasmatica, como el conector de células T activadas (Lat), el conector de
células B (BInk), Itk, CD28 o0 CD19 (Bustelo, 2000).

* Moléculas capaces de activar a Vav1 de una forma no dependiente de fosforilacion, como

p67°", también conocido como factor citosélico de neutréfilos 2 (Ming et al, 2007).

* Factores que contribuyen positivamente a la funcién efectora de Vavl, como Slp76
(proteina leucocitaria de 76 kDa que contiene un dominio SH2), la calmodulina, la
histona-lisina metiltransferasa Ezh2, la dinamina 2, la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) y
los miembros de las familias de la fosfolipasa C gamma (PLCy) y la proteina quinasa C (PKC)

(Bustelo, 2000; Gomez et al, 2005; Zhou et al, 2007).

* Proteinas que contrarrestan la actividad biologica de Vav1, como c-Cbl, Cbl-2 y SHP2

(fosfatasa que contiene dominios SH2) (Bustelo, 2000).
1.4.2.1. Receptores de membrana con actividad tirosina quinasa

Se han descrito un gran numero de receptores de membrana que, una vez activados in vitro,
son capaces de unirse y fosforilar a la proteina Vav1 expresada de forma ectoépica (Bustelo,
2000). Entre ellos se encuentran el receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGF-R
(Bustelo et al, 1992; Margolis et al, 1992), el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas, PDGF-R (Bustelo et al, 1992), los receptores de linfocitos B y T (Bustelo and
Barbacid, 1992; Bustelo et al, 1992; Margolis et al, 1992), los receptores de Fce (FceR) ( Kiener

etal,1997; Margolis et al, 1992) o el receptor de interleuquina-2, IL-2R (Evans et al, 1993).

Una de las estrategias de unién de Vav1 a dichos receptores se produce por lainteraccién
estandar de su dominio SH2 a receptores autofosforilados (Bustelo et al, 1992; Margolis et al,
1992). Una vez fosforilada, la proteina Vavl no solo es cataliticamente activa sino que
también es capaz de interaccionar con otras proteinas que contienen dominios SH2. La
unién de ligandos, y su consiguiente activaciéon, promueven la fosforilacién rapida y
transitoria de la proteina Vav1 en residuos de tirosina aunque variando el nivel y la cinética
de fosforilacién segun el receptor asociado. A su vez, un mismo receptor es capaz de dar

lugar a distintas cinéticas de fosforilacion en funcién del ligando al que se une. Un claro
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ejemplo de esta diversidad de respuesta es el caso del receptor TCRaf3, que en linfocitos
inmaduros puede dar lugar a distintos niveles de fosforilacién de Vav1 dependiendo de si se
une a péptidos agonistas o antagonistas, resultando, por tanto, en respuestas celulares
diversas de las cuales depende la supervivencia de la célula (Smyth et al, 1998). Ademas,
pueden existir también procesos de coestimulacién o inhibicién a través de proteinas de
membrana adyacentes al receptor. Es el caso de los linfocitos T en los que la fosforilacién de
Vav1 producida por la activacién del TCR aumenta en intensidad y duracién debido a la
activacién conjunta del receptor CD28 ( Nunes et al, 1994; Salojin et al, 1999). De una forma
similar, en linfocitos B, la estimulacién conjunta del BCRy el receptor CD19 contribuye a una
mayor fosforilacién de Vavl (O'Rourke et al, 1998 ; Sato et al, 1997). Por el contrario, al
estimular simultdaneamente el receptor CD22, la fosforilacion de Vavl disminuye

considerablemente (Sato et al, 1997).

En resumen, existe una modulacion muy precisa de los niveles de fosforilacion de Vav1
indicando que el nivel de activacion de esta proteina es uno de los pardmetros que las
células utilizan para regular laintensidad y duracién de las cascadas de sefalizacion que dan

lugar a las diferentes respuestas celulares.
1.4.2.2. Proteinas tirosina quinasa citoplasmaticas

En los casos en los que los receptores no presentan actividad tirosina quinasa intrinseca, la
proteina Vav1 es fosforilada y activada tras su unién a quinasas pertenecientes a las familias
Src, Syk, Tec o Jak (Bustelo, 2000). La activacién de Vavl por parte de las quinasas de las
familias Src y Syk ha sido demostrada mediante ensayos tirosina quinasa in vitro (Crespo et al,
1997; Han et al, 1997; Zugaza et al, 2000). Estas interacciones se producen por asociaciéon
directa del dominio SH2 de Vav1 a las quinasas autofosforiladas (este es el caso de Src y
Syk/Zap70) o, alternativamente, a través de un reclutamiento previo de Vavl a las colas
citoplasmaticas fosforiladas de co-receptores transmembrana (como CD28 o CD19) o a

moléculas adaptadoras fosforiladas como pueden ser Lat o BInk.

Ademas, la proteina Vav1 puede unirse a las quinasas de la familia Syk (compuesta por
Syk y Zap70) a través de la interaccién de su dominio SH2 con una tirosina fosforilada de la
region de interdominios B de estas quinasas (Deckert et al, 1996 ; Katzav et al, 1994). La
mutacion de estos residuos a fenilalanina elimina la unién de Vav1 a estas quinasas y su
consiguiente activacion, lo que indica que la interaccion fisica entre estas proteinas es
necesaria para que se produzca su fosforilacion (Deckert et al, 1996; Wu et al, 1997; Zhao et al,

1999). A parte de mediar en laactivacion de Vav1 en linfocitos a través de los receptores BCR
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y TCR, estas quinasas también estan implicadas en la sefalizacién de otros receptores como
FceR (Hirasawa et al, 1995; Teramoto et al, 1997 ), integrinas (Miranti et al, 1998) y el complejo

receptor de células NK (Galandrini et al, 1999).

En algunos estudios se postula que las quinasas de la familia Src (a las que pertenecen
Fyn, Lck o Hck entre otras) podrian fosforilar directamente a la proteina Vavl. Se ha
demostrado que las quinasa Lck, Fyn y Hck son capaces de producir la fosforilacién y la
activacion catalitica de Vav1 in vitro y en condiciones de sobreexpresion (Crespo et al, 1997;
Movilla and Bustelo, 1999; Schuebel et al, 1998). Aun asi, los estudios llevados a cabo no
aclaran exactamente qué quinasas de la familia Src son capaces de fosforilar directamente a
Vav1, en linfocitos, y en qué medida. De la misma manera, no se puede descartar su
participacion en la fosforilacion de Vavl en condiciones celulares anormales, como en
tumores en los que existan mutaciones de elementos situados por encima de Vav1 en laruta

de senalizacion.

Las quinasas de la familia Tec se asocian a Vav1 tras la estimulacion de los receptores de
interleuquina-3 (IL-3) y de eritropoyetina en células hematopoyéticas. Estas tirosina quinasas
citosolicas participan en la ruta de Vav1 funcionando mas como proteinas adaptadoras que
como quinasas. Por ejemplo, ha sido descrito que Itk, una quinasa miembro de la familia Tec,
promueve la translocacién de Vav1 a la membrana plasmatica independientemente de su
actividad quinasa (Dombroski et al, 2005; Labno et al, 2003). Asi mismo, la quinasa Pyk2 esta
implicada en el anclaje de Vavl a receptores especificos como las integrinas owfs en
neutréfilos (Gao et al, 2009). Sin embargo, estas dos interacciones funcionales estan
probablemente implicadas en un didlogo cruzado durante la sefalizacion celular, ya que
otros estudios han puesto de manifiesto que Vav1 es importante para la estimulacion de Itk
(Reynolds et al, 2002) y Pyk2 (Gakidis et al, 2004) en linfocitos T y neutrdfilos,

respectivamente.

Las quinasas de la familia JAK se encargan de mediar la transduccion de sefales a través
de receptores de citoquinas como EpoR o c-Mpl, cuyos ligandos son la eritropoyetina y la
trombopoyetina, respectivamente. A diferencia de las quinasas de la familia Syk, estas
quinasas estan unidas de forma constitutiva a las colas citoplasmaticas de los receptores. La
estimulacion de los receptores hace que las quinasas JAK se activen por fosforilacion
cruzada, y, a su vez, activen a Vavl por fosforilacion en tirosinas (Fujii et al, 1995). La
asociacion entre Vav1 y las proteinas JAK esta mediada a través del dominio SH2 de Vavl y

regiones con residuos de fosfotirosina no descritas de la quinasa (Matsuguchi et al, 1995).
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1.4.2.3. Proteinas adaptadoras

Las proteinas adaptadoras colaboran en la activacién de la proteina Vavl mediante su
reclutamiento a las zonas de la membrana donde se produce la activacion de los receptores
y manteniendo a la proteina Vav1 proxima a las quinasas que la activan. Las interacciones
entre la proteina Vav1 y sus adaptadores se realizan a través de dominios SH2 y SH3 de ahi
que, en algunas ocasiones, el adaptador deba ser fosforilado en residuos de tirosina

especificos para adquirir afinidad por el dominio SH2 de la proteinaVav1.

Lat es una proteina palmitoilada, presente en células T, NK y mastocitos (Zhang et al,
1998b) que se asocia a las balsas lipidicas de la membrana plasmatica (Xavier et al, 1998;
Zhang et al, 1998b). Esta proteina, una vez activada mediante fosforilacién, promueve el
reclutamiento a la membrana plasmatica de un gran nimero de proteinas por las que posee
afinidad (Zhang et al, 1998a, 1998b). Este reclutamiento se produce a través de la de
numerosas fosfotirosinas que posee Lat en su secuencia (Zhang et al, 1998a). La translocacién
de Vav1 ala membrana depende, por tanto, de la activacién de Lat siendo esta translocacién
indispensable para la correcta fosforilacién y activacion de Vav1 (Fanto et al, 2000; Zhang et
al, 1999). La proteina Vav1 no es capaz de unirse a Lat a través de su dominio SH2, asi que es

necesaria la presencia de una proteina que medie esta interaccion, Grb2.

La proteina Grb2 se une a la PRR de Vav1 a través de su dominio SH3 C-terminal y a LAT
mediante su dominio SH2 (Nishida et al, 2001; Ramos-Morales et al, 1995; Ye et al, 1994;
Zhang et al, 1998a). Esta asociacion es importante para la subsiguiente interacciéon de Vavil
no sélo con Lat sino también con el coreceptor CD28 (Dennehy et al, 2007; Kim et al, 1998;
Michel et al, 2000). Estas dos moléculas favorecen la translocaciéon de Vav1 a la membrana
plasmética y la consiguiente interaccién con tirosina quinasas en linfocitos T (Finco et al,

1998; Kim et al, 1998; Zhang et al, 1999).

En linfocitos B, la proteina responsable de la translocaciéon de Vavl a la membrana es
CD19. Esta proteina se une a Vavl permitiendo su aproximacion a las quinasas Syk y Lyn
asociadas a CD19 y al BCR, respectivamente (Li et al, 1997; O'Rourke et al, 1998; Weng et al,
1994). La union entre Vav1 y CD19 se produce a través del dominio SH2 de Vav1 y un residuo

de fosfotirosina de CD19 (O'Rourke et al,1998).

Vavl puede también interaccionar, a través de su dominio SH2, con las proteinas
adaptadoras citoplasmaticas SIp76 y Blnk en células T y B, respectivamente (Fu et al, 1998 ;

Onoderaetal, 1996;Raab et al, 1997; Tuosto et al, 1996; Wu et al, 1996). Estas proteinas juegan
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un papel funcional doble en la ruta de Vavl permitiendo su fosforilacién durante la
transduccién de sefales y, al mismo tiempo, promueven las funciones efectoras de Vavi,
como la activacion de los miembros de la familia PLCy (Myung et al, 2001; Raab et al, 1997; Wu

etal, 1996).
1.4.2.4. Proteinas efectoras

Al ser una de las funciones de esta proteina la activacién de las GTPasas Rho/Rac, Vav1 posee
un amplio espectro de efectores que han sido descritos previamente como proteinas diana
de estas GTPasas. Es el caso de algunas quinasas como JNK (Crespo et al, 1996, 1997; Song et al,
1999; Teramoto et al, 1997), PAK (Bubeck Wardenburg et al, 1998; Salojin et al, 1999) y PIP5K
(O'Rourke et al, 1998). JNK es una serina/treonina quinasa implicada en la regulacién de la
transcripcion, ya que fosforila a numerosos factores de transcripcion tales como c-Jun o ATF2
(Van Aelst, 1997). PAK, por su parte, es una familia de serina/treonina quinasas formada por
seis miembros (Jaffer et al, 2002) que ha sido implicada en la fosforilaciéon de factores de
transcripcion (Van Aelst and D'Souza-Schorey, 1997), respuestas citoesqueléticas (Van Aelst
and D’'Souza-Schorey, 1997), y la estimulacion de la ruta de Ras (Schaeffer et al, 1999). PIP5K
es la quinasa responsable de mantener elevados los niveles intracelulares de
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (P1(4,5)P.), lo cual consigue mediante la fosforilacion del
fosfatidilinositol-4-fosfato (P1(4)P). El PI(4,5)P, es el sustrato de la PLC, por lo que se cree que
la quinasa PIP5K cumple un papel clave en las rutas de sefalizacion mediadas por

fosfoinositidos (Czech, 2000; Toker, 2002).

La transduccién de senales mediada por la proteina Vavl también es necesaria para la
activacion de factores de transcripcion como NF-AT, NF-xB y SRF (Holsinger et al, 1998;
Montaner et al, 1998; Wu et al, 1995). El mas estudiado es NF-AT, un factor de transcripcion
especifico de linfocitos Timplicado en respuestas tipicas de la activacion linfocitaria como la
transcripcién del gen codificante de la interleuquina-2 (IL-2) (Rao et al, 1997). Este factor es
especialmente interesante ya que su activacion es una de las funciones de Vavi
independiente en gran medida de su actividad catalitica (Holsinger et al, 1998; Kuhne et al,
2000; Lopez-Lago et al, 2000; Wu et al, 1995). Por otro lado, Vav1 también puede activar la
transcripcién de NF«B y SRF, factores de transcripcion con funciones tanto en células
hematopoyéticas como en no hematopoyéticas implicados en la proliferacion celular y la

respuestainmune (Johansen et al, 1995; Rao et al, 1997; Treisman, 1994).
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1.4.2.5. Otras proteinas asociadas a Vav1

En los ultimos afos se ha descrito una larga lista de moléculas de sefalizaciéon capaces de
interaccionar con Vav1, ademas de las ya mencionadas anteriormente. A la regién CH se
unen proteinas tales como la calmodulina (Zhou et al, 2007), miembros de la familia de
inhibidores de la disociaciéon de GDP en proteinas Rho (RhoGDI) (Groysman et al, 2000,
Groysman et al,2002) y proteinas adaptadoras con dominios PHy SH2 (APS/SH2B2) (Yabana et
al, 2002) (Figura 5). También se unen a esta regién Ezh2, una histona-lisina metiltransferasa
implicada en la remodelacién citoesquelética y el mantenimiento de la represion
transcripcional (Hobert et al, 1996) (Figura 5). La region DH-PH-ZF se une a la proteina
p67°"°% un componente regulador del complejo NADPH que puede activar a Vav1 (Ming et
al,2007) (Figura 5). El SH3 C-terminal se ha demostrado que se une alas ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas hnRNP-K (Bustelo et al, 1995; Hobert et al, 1996; Van Seuningen et al,
1995) y hnRNP-C (Bustelo et al, 1995; Romero et al, 1996), a Grb3-3 (Ramos-Morales et al,
1995), hSiah (Germani et al, 1999), Sam68 (Lazer et al, 2007), VIK1 (Houlard et al, 2005), Ku70
(Romero et al, 1996), la dinamina 2 (Gomez et al, 2005) y la zixina (Hobert et al, 1996) (Figura
5). A este dominio también se unen las proteinas virales Nef y M2 como se describié
anteriormente (Fackler et al, 1996; Rodrigues et al, 2006) (Figura 5). Algunas proteinas
necesitan unirse a mas de un dominio de Vav1 siendo su interaccién mas compleja. Este es el
caso de SHP1 (Kon-Kozlowski et al, 1996), Cbl-b (Bustelo et al, 1997) y 3BP2 (Foucault et al,
2005) (Figura 5).

Algunas de estas proteinas son citoplasmaticas (RhoGDI, calmodulina, APS, p67°,
dinamina 2, zixina) mientras que otras se mueven entre el nucleo y el citoplasma (Ezh2,
hnRNPs, Samé68, VIK1, Ku70). Algunas de ellas también han sido asociadas a la regulacion del
citoesqueleto (RhoGDI, Ezh2, APS, p67°"°*, hnRNP-K, dinamina 2 y zixina) sugiriendo que estas
proteinas puedan cooperar en las funciones de Vav1 dependientes de Rac1 (Beckerle, 1997;
DerMardirossian et al, 2005; Gomez et al, 2005; Ming et al, 2007; Nagano et al, 2006; Su et al,
2005; Yabana and Shibuya, 2002).

Se han descrito también interacciones con otras proteinas aunque no han sido definidas
estructuralmente. Este es el caso de Slap (Sosinowski et al, 2000), Stap2 (Sekine et al, 2009),
Pyk2 (Gismondi et al, 2003; Gao and Blystone, 2009), p85"*K (Bertagnolo et al, 1998,
Bertagnolo et al, 2004;), la talina (Fischer et al, 1998; Garcia-Bernal et al, 2009), PKCO (Hehner
etal,2000; Kong et al, 1998; Moller et al, 2001), la tubulina (Huby et al, 1995), Dock2 (Nishihara
etal,2002),laemerina (Wilkinson et al,2003) y LAT2 (Malhotra et al, 2009).
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1.4.2.6. Proteinas inactivadoras de la proteina Vav1

Al producirse la activacion de Vav1 a través de su fosforilacién, son las proteinas con actividad
tirosina fosfatasa (PTPasa) las que se encargan de su desfosforilacién vy, por tanto, de su
inactivacion. Las fosfatasas de la familia SHP, compuesta por SHP1 y SHP2, han sido las mas
estudiadas a este respecto (Tamir et al, 2000). Se ha demostrado que Vav1 coinmunoprecipita
con SHP1 en células B estimuladas y ademas en esta interaccion participa el dominio SH3 C-
terminal de Vavl (Kon-Kozlowski et al, 1996; Pani et al, 1996). La unién entre las dos
proteinas podria ocurrir también de formaindirectaatravésde lainteraccién de SHP1 con el
receptor CD22 (Doody et al, 1995). Este hecho explicaria el efecto negativo de este receptor
en lasenalizacién através del complejo BCR-CD19 (Sato et al, 1997). En las células NK, SHP1 se
asocia al receptor de HLA, un receptor con actividad inhibitoria, y defosforila a Vavi,
inhibiendo de esta forma los cambios citoesqueléticos necesarios para desencadenar la
actividad citotéxica de la célula (Stebbins et al, 2003). En células T, se cree que la
defosforilacion de Vavl es mediada por SHP2 de una forma controlada por la oxidacion
reversible de una cisteina especifica del sitio activo de esta fosfatasa, siendo este contacto
entre las dos proteinas indirecto. SHP2 se une al complejo Lat-Gads-SIp76 con el fin de
regular los niveles de fosforilacién de Vav1 (Kwon et al, 2005). La activacion del TCR da lugar a
la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula T, las cuales van a oxidar la
cisteina del sitio activo de SHP2, inactivando la actividad fosfatasa y permitiendo por
consiguiente una mayor fosforilacion de Vav1 (Kwon et al, 2005). A dia de hoy, no se han

identificado otras PTPasas que podrian estar encargadas de defosforilar Vav1 en linfocitos.

Se han descrito otros mecanismos de inhibiciéon de la actividad de la proteina Vav1
independientemente de su fosforilacién. Es el caso de Cbl-b, una proteina de la familia de
inhibidores de la transduccion que incluye c-Cbl, Cbl3, Sli-1 y Cbl de D. melanogaster. Estas
proteinas se encargan de disminuir la sefalizacidén intracelular a través de la
ubiquitinizaciéon de receptores de membrana con actividad tirosina quinasa (Joazeiro et al,
1999; Levkowitz et al, 1998; Ota et al, 1997; Thien et al, 1998). Se ha demostrado que Cbl-b es
capaz de unirse a Vavl en sus dominios SH3-SH2-SH3 (Bustelo et al, 1997). Otros estudios
demuestran una inhibicion de la sefializacion a través de Vav1 debida a Cbl-b en células COS1
(Bustelo et al, 1997) y linfocitos Ty B (Krawczyk et al, 2000, Krawczyk et al, 2005). No obstante,
el mecanismo molecular a través del cual se produce esta inhibicion es desconocido. Esto no
ocurre con otro miembro de lafamilia, c-Cbl, capaz de unirse al dominio SH2 de Vav1 através

de una tirosina fosforilada (Marengere et al, 1997), y promover su ubiquitinizacién y
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posterior degradacion, inhibiendo asi la sefalizacién dependiente de Vav1 (Miura-Shimura

etal,2003).
1.4.3. Localizacion subcelular

Una correcta localizacion subcelular es importante para asegurar completamente las
respuestas bioldgicas inducidas por Vavl. Este paso es importante para facilitar la
fosforilacién de la proteina pero, ademads, también para desencadenar las posteriores
respuestas bioldgicas, probablemente favoreciendo una interaccién mas eficiente de Vav1
con sus sustratos y moléculas efectoras. Este tltimo punto es apoyado por la observacién de
que la actividad transformante de las versiones de Vavl oncogénicas y no dependientes de
fosforilacién es reducida al eliminar la regién SH3-SH2-SH3, que contiene los dominios
implicados en las interacciones proteina-proteina (Schuebel et al, 1998; Zugaza et al, 2002).
La actividad oncogénica de estas proteinas se resestablece a niveles normales e, incluso, es
incrementada cuando la regién SH3-SH2-SH3 es reemplazada por una sefal de anclaje a la

membrana (Zugaza et al, 2002).
1.4.4. Otros mecanismos de regulacion postraduccional

Existen estudios que han demostrado la existencia de otros mecanismos postraduccionales
que también podrian contribuir a la actividad de la proteina Vavl. Se ha descrito que
fracciones activas de la proteina Vavl pueden ser ubiquitinizadas por unién a Cbl (Miura-
Shimura et al, 2003) o Cbl-b (Sattler et al, 2002). También se ha resefiado que una fraccion
pequena, y de localizacién nuclear, de Vav1 puede ser metilada en residuos de arginina bajo
estimulacién de las células T con anticuerpos CD28 (Blanchet et al, 2005; Lawson et al, 2007).
Experimentos de protedmica también han sugerido que la proteina Vavl podria ser
sometida a acetilacién en residuos especificos de lisina (Choudhary et al, 2009). El significado
fisiolégico de todas estas modificaciones postraduccionales aun no ha sido determinado con

exactitud.
1.4.5. Efectos de algunos medicamentos

Algunos efectos inmunosupresores de la azatioprina han sido asociados a la disminucién de
la activacion de las proteinas Rac1 mediada por Vav1 (Poppe et al, 2006). Se ha descrito que el
tratamiento de los linfocitos T con inhibidores de la indoleamina-2,3-dioxigenasa da lugar a
niveles reducidos de la expresion de Vavl (Li et al, 2009). El efecto de acidos grasos
poliinsaturados en la sinapsis inmune estd asociado a una reduccién de la fosforilacion de

proteinas de senalizacién, incluyendo Vavl (Geyeregger et al, 2005). La inhibicion de la
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hidrolasa S-adenosil-L-homocisteina, un tratamiento potencial contra enfermedades

autoinmunes e inflamatorias, promueve el descenso de los niveles de metilaciéon de Vav1 en

residuos de arginina (Lawson et al, 2007).

1.4.6. Estados patoldgicos

Se ha descrito que en algunas enfermedades o trastornos existe una desregulacién de la

proteinaVav1 debida a:

Hiperfosforilacion. Vav1 puede mostrar niveles anormalmente elevados de fosforilacion
en tumores o lineas celulares debido a la activaciéon constitutiva de quinasas, como
pueden ser Bcr/Abl (Bassermann et al, 2002; Harnois et al, 2003) o Alk (Ambrogio et al,
2008). Niveles elevados de fosforilacion en tirosinas han sido también observados en
ratones Lpr (Mimura et al, 1997), en células T CD4* (Garcia et al, 2009), y en ratones tight-

skin (un modelo de fibrosis de piel y autoinmunidad, Saito et al, 2002),

Hipofosforilacion y bajo reclutamiento a la membrana. El reclutamiento a la membrana
se ve afectado por el corte proteolitico depediente de caspasa en células T anérgicas
(Puga et al, 2008). La hipofosforilacion ha sido observada en pacientes con la enfermedad

linfoproliferativa ligada al cromosoma X (Aoukaty et al, 2005; Sanzone et al, 2003).

Niveles de expresion. La expresion de Vavl puede incrementarse por polimorfismos
especificos en su locus (Jagodic et al, 2009), por desmetilaciéon (Fernandez-Zapico et al,
2005) y por mecanismos aun no caracterizados (Hollmann et al, ; Konno et al, 2007; Lazer et

al,2009; Lustig et al, 2009; Prieto-Sanchez et al, 2006).

Proteinas virales. La fosforilacion de Vavl (y Vav2, pero no Vav3) pueder ser
desencadenada en células B, Ty sistemas de expresidén ectdpicos por M2, una proteina,
codificada por los gammaherpesvirus, que es crucial para el establecimiento del estado
latente de estos virus en células B. Esta fosforilaciéon resulta de la formacién de un
complejo heteromolecular compuesto por M2, quinasas de la familia Src y Vav1. Ademas,
M2 promueve la translocacién de Vav1 a la membrana plasmatica (Rodrigues et al, 2006;
Pires de Miranda et al, 2008). Estimulos independientes de la translocaciéon de Vav1 ala
membrana plasmatica son desencadenados por v-Nef, una proteina codificada por el virus
de inmunodeficiencia humano-1 (VIH-1) en linfocitos T (Fackler et al, 1999; Rauch et al,
2008)y células dendriticas (Quaranta et al, 2003). v-Nef también inhibe la ubiquitinizacion
de Vavl mediante la exclusiéon del complejo c-Cbl/UbcH7 (enzima conjugada con

ubiquitina H7, también conocida como enzima conjugada con ubiquitina E2 L3) de las
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balsas lipidicas (Simmons et al, 2005). Finalmente, proteinas codificadas por la region pX
del virus de la leucemia de células T de tipo 1 (HTVL-1) acenttan la fosforilacién en
tirosinas de Vav1 en linfocitos T (Mahana et al, 1998). Estos tres pasos de regulacién
parecen ser importantes para el ciclo de infeccidén de estos virus (Fackler et al, 1999;
Mahana et al, 1998; Pires de Miranda et al, 2008; Rodrigues et al, 2006; Simmons et al,
2005). Experimentos de proteémica han mostrado que Vavl también estd entre las
proteinas que se unen a K1, una proteina codificada por el herpesvirus del sarcoma de
Kaposi (Lee et al, 2005), aunque la activacién de Vav1 en este complejo todavia no ha sido

demostrada.

Las proteinas de algunos virus pueden promover la inactivacién de Vavl. La
hipofosforilacién de Vavl (debida a la inactivacién de las quinasas Lck y Syk) ha sido
observada en células B que expresan la proteina integral de membrana-2 codificada por
el virus de Epstein-Barr (Miller et al, 1995). También se ha demostrado que la expresiéon de
la proteina p12' codificada por el HTLV-1 induce reducidos niveles de fosforilaciéon de
Vav1 bajo la estimulacién del TCR, un efecto que puede ser debido a la asociacién directa

de la proteina viral con la molécula adaptadora Lat (Fukumoto et al,2007).

Patégenos bacterianos. La fosforilacion de Vavl puede ser desencadenada
independientemente de la estimulacién antigénica en células T por la exotoxina VacA
producida por Helicobacter pylori. Dado que la exotoxina bloquea la activacién de NF-AT,
su accion lleva a la activacion de sélo algunas de las respuestas celulares inducidas por

Vav1 en linfocitos (Boncristiano et al,2003).
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2. LA PROTEINA Vav1 EN CELULAS HEMATOPOYETICAS

2.1. Analisis genético de la proteina Vav1

Como se menciond anteriormente, la expresién de la proteina Vavl estd restringida,
practicamente, a las células de la linea hematopoyética. Por ello, en los ultimos afos, se han
realizado diversos estudios in vivo con el fin de desentrafar las funciones fisioldgicas
especificas de Vav1 en estas células . A continuacion se detallan los resultados obtenidos a

partir de estos estudios para cada tipo celular.
2.1.1. Linfocitos T
2.1.1.1.Vav1 y el desarrollo de linfocitos T

Los ratones knock-out para Vavl muestran un desarrollo normal y son completamente
viables. Aunque la mayor parte de células del sistema hematopoyético presentan un
desarrollo normal, existe un importante descenso del nimero de células Ty la presencia de
linfocitos Ty B maduros incapaces de producir respuestas inmunes contra antigenos (Fischer
et al, 1995, 1998; Tarakhovsky et al, 1995; Turner et al, 1997; Zhang et al, 1995). La reduccion
del nimero de linfocitos T se debe a una sefalizacién deficiente en los receptores pre-TCRy
TCRap (Fischer et al, 1998; Turner et al, 1997). Este hecho desencadena, durante la
maduracion linfocitaria, la produccién de timocitos doble negativos inmaduros,
produciéndose unas selecciones positiva y negativa deficientes que resultan en la reduccién
del numero de linfocitos T citotéxicos y ayudantes maduros (Kong et al, 1998; Turner et al,
1997) (Figura 6). Por otro lado, el desarrollo de linfocitos T con receptores TCRy0 no se ve
afectado por la ausencia de Vav1, aunque si la activacion dependiente de estos receptores
en linfocitos maduros (Swat et al, 2003). Por tanto, los linfocitos T y0 maduros de ratones
knock-out para Vav1 presentan unareduccion de la proliferacién celular y de la secrecién de

citoquinas (Swat et al, 2003).

Estos defectos en el desarrollo linfocitario no se observan, sin embargo, en ratones
deficientes paraVav2 o Vav3, aunque los ratones dobles knock-out para Vav1 y Vav3 muestran
un mayor bloqueo en el proceso de maduraciéon linfocitaria que los ratones deficientes
solamente en Vav1 (Doody et al, 2001; Fujikawa et al, 2003; Tedford et al, 2001) (Figura 6). Por
tanto, Vav1 posee funciones parcialmente redundantes con otros miembros de la familia
durante el desarrollo de los timocitos, ostentando Vav1 en papel mas relevante pudiendo
Vav3 compensar, en parte, los defectos provocados por su ausencia en el desarrollo de

linfocitos T, siendo al contrario en linfocitos B (Figura 6).
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TIMO TEJIDOS PERIFERICOS
TCRap TCRaf
CD4* CcD4* Estimulacion a
CD8&" CDS8- través del TCR
TCR- pre-TCR TCRap T
CD4- CD4- — CD4+
CD8" CD8" CD8* Vavl
TCRaf TCRaf3 L
CD4- CD4- Estimulacion a
Vavi cD8* cD8* través del TCR
Vav2
Vav3

Figura 6. Representacion esquematica de la maduracion de los linfocitos T. Las etapas de la
maduracion que se ven comprometidas por la falta de los miembros de la familia Vav se indican en rojo segun su
relevancia.

En células T maduras, se ha demostrado que la ausencia de Vav1 afecta ala sinapsisinmune
(Fischer et al, 1998; Holsinger et al, 1998), la polimerizacién de F-actina (Fischer et al, 1998;
Holsinger et al, 1998; Kong et al, 1998) y la agregacién de balsas lipidicas (Villalba et al, 2001)
durante la estimulacion del TCR (Figura 6). La conjugacién LFA y MHC dependiente con las
células presentadoras de antigeno también se ve afectada (Ardouin et al, 2003; Krawczyk et
al, 2002) asi como la proliferacion de células T ligada a la estimulacién del TCR (Charvet et al,
2006; Costello et al, 1999; Fischer et al, 1998; ; Tarakhovsky et al, 1995; Zhang et al, 1995). La
produccién de citoquinas (Costello et al, 1999; Fischer et al, 1998; Penninger et al, 1999;
Tarakhovsky et al, 1995; Zhang et al, 1995) y la expresién de marcadores especifico de
estimulacién (e. J., CD69) (Fischer et al, 1998; Zhang et al, 1995) también se ven reducidas. Las
respuestas citotoxicas (Penninger et al, 1999), de células B dependientes de células T
(Gulbranson-Judge et al, 1999) y asociadas a células T con TCRyd (Swat et al, 2003) se ven
comprometidas. Ademas, existe un reclutamiento deficiente de células T estimuladas en TCR

y CD28 atejidos periféricos (David et al, 2009).

Estos resultados indicaron que las células T deficientes en Vav1 no eran capaces de inducir

una correcta activacion de PI3Ky PLCy1 (Costello et al, 1999), conllevando la generacién de
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flujos de Ca** deficientes bajo estimulacion del TCR (Costello et al, 1999; Fischer et al, 1998;
Kong et al, 1998) y una baja activacion de las rutas dependientes de Ras/Erk, PI3K/Akt y
PKC/PKD (Costello et al, 1999) (Figura 7). La baja activacién de Erk es debida a la eliminacién
de una ruta dependiente de Vavl que estimula a Ras a través de RasGRP, un GEF especifico
de Ras que es activado por el DAG (Caloca et al, 2003, 2008; Reynolds et al, 2004; Zugaza et al,
2004) (Figura 7). Las células deficientes en Vavl no son capaces de desencadenar la
activacion optima de los factores de transcripcién NF-AT (Fischer et al, 1998; Holsinger et al,

1998), NF-xB (Costello et al, 1999) y Foxo1 (Charvet et al, 2006) (Figura 7).

En todos estos casos, los defectos
observados parecen ser parciales,

sugiriendo que  puede  existir
A1-186 Vavi —» PLCyl —p» Ca?*

I v v

redundancia funcional entre Vavl y

Vav3. Mientras que las deficiencias

#RasGRP1 Calm |
+ ' individuales de Vav2 y Vav3 no inducen
Rac Ras ' defectos significativos en el desarrollo
+ ! y la activacién de linfocitos T, la
Erk cNF-AT | ausencia al mismo tiempo de Vavl y
| I : Vav3 acentla los defectos en el
JNK F-actina nNF-AT --d

desarrollo y funciones efectoras de
linfocitos T anteriormente descritas en

Figura 7. Ruta de Vav1 en linfocitos T. Las rutas  |0s ratones knock-out de Vav1 (Fujikawa

directas, por debajo de Vav1 y Rac1, estan representadas
en rojo asi como las respuestas bioldgicas que requieren et al, 2003). Estos defectos son mucho

de una sefalizacién adicional aparecen en negro. Calm,
calmodulina; cNF-AT, NF-AT en el citoplasma; nNF-AT, NF-

AT en el nucleo. Vav1, Vav2 y Vav3 (Fujikawa et al, 2003).

mas graves en el triple knock-out para

Estos resultados estan de acuerdo con
la siguiente jerarquia de sefalizaciéon Vav1>>Vav3>>Vav2 bajo los receptores pre-TCRy TCR
(ver Figura 6, pag. 24). Un fenotipo aun mas agravado de la deficiencia de este gen se
observé al combinarlo con el de Rasgrf2, un locus que codifica para un GEF de Ras y Rac1 que
también participa en las respuestas dependientes de la sefalizacion del TCR (Ruiz et al,

2007).

A parte de los marcados defectos en el desarrollo y la proliferacién encontrados en los
ratones deficientes en Vav1, recientemente se ha descrito que la deficiencia de Vavi

promueve el desarrollo de linfomas de células T en ratones envejecidos. Esta tumorigénesis
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es acrecentada en ratones deficientes en Vav1 y RasGRP2 (Ruiz et al, 2009). Las razones para

este aumento de los procesos tumorales en estas dos cepas de ratones son aun desconocidas.

Recientemente, se han generado dos cepas de ratones knock-in para Vav1 en las que Vav1
enddgeno ha sido remplazado por versiones de est proteina con una mutacion en el
dominio PH o una regién DH cataliticamente inactiva. La primera proteina mutante indujo
un fenotipo hipomérfico en comparaciéon con el observado en los ratones knock-out para
Vav1.Curiosamente, los defectos inducidos por esta version mutante afectan principalmente
a las células T CD4* por razones aun desconocidas (Prisco et al, 2005). Este resultado indica
que el dominio PH de Vav1 tiene un papel limitado y especifico del linaje de lacélulaTen la
regulacién de la actividad de Vav1. El andlisis del fenotipo de los ratones que expresan la
version cataliticamente inactiva de Vavl fue de gran interés, ya que permitid la
discriminacion entre las funciones dependientes de la actividad catalitica o de la funcion
adaptadora de Vavl. Este estudio revelé que muchas de las funciones de Vavl en el
desarrollo y activacion de células T era dependiente de su actividad catalitica. La Unica
excepcidn fue la activacién de rutas dependientes de PLCy como la induccién de flujos de

Ca**ylaactivacion de las rutas de Erk y PKD (Saveliev et al, 2009).
2.1.1.2.Vav1 en la activacion linfocitaria

La sefal que desencadena la cascada de sefalizacién en las células T es el reconocimiento
por parte del receptor de células T (TCR) de un péptido unido a una proteina del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) presente en una célula presentadora de antigeno
(APC). Ademas de la estimulacién del TCR, es necesaria, al mismo tiempo, una coestimulacién
de otros receptores como CD2 o CD28. La ausencia de estas sefales coestimulatorias

desencadena, en cada caso, respuestas anérgicas o apoptéticas (Michel et al, 2002).

La estimulacion del TCR da lugar a la fosforilacion de tirosinas de los motivos ITAM,
presentes en las subunidades del TCR, por parte de las quinasas de la familia Src, Fyn y Lck
(Figura 8). Para que esto ocurra, estas quinasas deben ser previamente defosforiladas por la
tirosina fosfatasa CD45 en unos residuos de tirosina que se encuentran en la regiéon C-
terminal de estas quinasas (Salmond et al, 2008). Para la completa activacion de estas
quinasas también es necesaria la fosforilacion de una tirosina activadora presente en la
region del dominio de actividad quinasa correspondiente al loop de activaciéon (A-loop)
(Salmond et al, 2008). El establecimiento de interacciones con otras proteinas a través de sus

dominios SH3 y SH2 vy la fosforilacion de la tirosina activadora favorecen el
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desencadenamiento de su actividad enzimatica asi como la unién a los sustratos (Figura 8)

(Salmond et al,2008).

\RRARAARARRRARAAR
b b W W W W W W W

PLCY1 ‘

Calmodullna

NF-AT )
L2, NF- kB
/ NF-AT | —>
Nucleo

Figura 8. Ruta de seializacion de Vav1 bajo el receptor de células T (TCR). Las flechas indican la
induccién de la activacion de unas proteinas a otras dentro de la cascada de sefalizacién generada por la
estimulaciéon del TCR. Los circulos con una P dentro indican aquellas proteinas que son fosforilables. La flechas
que llegan al nucleo indican la activaciéon de la transcripcién génica.

Reorganizacién
citoesquelética

La proteina Lck activada es capaz de fosforilar aCD3 y a las cadenas T de los motivos ITAM
que resultan en el reclutamiento de la quinasa Zap70 a la membrana (Figura 8) (van Oers et
al, 1994, van Oerset al, 1995). Es entonces cuando la proteina Lck fosforila y activaa Zap70,
que a su vez fosforila a la proteina transmembrana Lat, encargada del reclutamiento a la
membrana plasmdtica de un gran numero de proteinas implicadas en esta cascada de
sefializacién (Figura 8) (Zhang et al, 1999). La proteina Fyn participard entonces en la
activacion de algunas de estas proteinas. Una vez ocurrido este proceso, Lck y Fyn vuelven a
su estado inactivo inicial a través de la defosforilacion de la tirosina del A-loop por parte de
CD45 aunque no se descarta que haya otras fosfatasas implicadas en este proceso de

inactivacion (Figura 8) (Hermiston et al, 2003).
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En el proceso de reclutamiento a la membrana iniciado por la proteina Lat activada, las
proteinas Grb2, Gads y PLCy1 interaccionan directamente con la proteina Lat (Figura 8). A su
vez, Grb2 se une al GEF de Ras, Sos, reclutandolo a la membrana, y permitiendo, a su vez, el
desencadenamiento de la activacion de Ras. Por otro lado, Gads es capaz de unirse a la
proteina SIp76, uniéndose esta Ultima también a PLCy1 (Figura 8). Estas proteinas conforman
un complejo heteromolecular que permite la activacion por fosforilacién de Slp76 por
Zap70, siendo este proceso indispensable para reclutar a la proteina Vavl, la
fosfatidilinositol-3 quinasa (P13K), la quinasa Itk de la familia Tec y la proteina adaptadora Nck,
que se uniran a Slp76 a través de los residuos de esta previamente fosforilados (Figura 8)
(Koretzky et al, 2006). La quinasa Itk junto con Lck y Zap70 son las encargadas de activar a
PLCy1. Una vez activada, PLCy1 cataliza la hidrdlisis del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
(PI(4,5)P2 o PP2) en dos productos, fosfatildilinositol-1,4,5-trifosfato (PIP3) y diacilglicerol
(DAG) (Figura 8). La produccion de PIP3 lleva a la apertura de canales de calcio (Ca?*) en la
membrana del reticulo endoplasmético, mientras que el DAG induce la activacién de la
proteina quinasa C (PKC) sequida de la activacién de la ruta de sefalizacién de Ras (Figura 8).
El aumento del Ca** citosolico y la activacion de PKC desencadenaran a su vez la transcripcion
de mudltiples factores de transcripcion tales como NF-AT, IL-2 o NF«B (Figura 8) (Katzav,

2004).

La activacion de Vav1 se produce unavez que la proteina ha sido reclutada ala membrana
através de suinteraccién con Slp76. Hasta ahora la fosforilacion de Vav1 ha sido asociada a la
actividad de la quinasa Zap70, aunque no se puede descartar que existan otras quinasas que
pudiesen participar también en la activacion de Vav1 en linfocitos T (Costello et al, 1999;
Michel et al, 1998; Salojin et al, 1999, Salojin et al, 2000). La activacion de Vav1 en linfocitos T
esnecesaria para el correcto desarrollo de una serie de procesos importantes para la funcion

linfocitaria.

Los dos efectos celulares mas estudiados de la proteina Vavl en linfocitos son la
estimulacion de la transcripcion del genil-2 y la activacién del factor de transcripcion NF-AT
(Figuras 8) (Billadeau et al, 2000; Costello et al, 1999; Fischer et al, 1995, 1998; Turner et al,
1997; Wu et al, 1995). La activacién de NF-AT en células T es un proceso complejo que
requiere la concurrencia de diversos eventos. Uno de ellos es el aumento de los niveles de
calcio intracelular que permiten la activaciéon de la calcineurina, una proteina fosfatasa
encargada de defosforilar a NF-AT permitiendo asi su traslocacién al nucleo (Figura 8). Una
vez en el nucleo, es necesaria la transduccion de sehales procedentes de las rutas de

sefalizacion de Ras y Racl para que NF-AT promueva la transcripcion de sus genes diana
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(Figura 8) (Serfling et al, 2000; Zhu et al, 2000). Vav1 contribuye a generar el aumento de los
niveles de calcio intracelular y producir la activaciéon de NF-AT en los linfocitos T (Figura 8).
La activacion, por si sola, de las GTPasas Rho/Rac no es suficiente para estimular la activacion
de NF-AT o generar flujos de Ca**, por lo tanto, la actividad de intercambio de Vav1 no es
suficiente para la activacion de NF-AT y la produccién de calcio intracelular en linfocitos T
(Figura 8). Ademas, las versiones oncogénicas de Vav1, que no presentan el dominio CH (A1-
66) o el dominio CH mas la regién acidica (A1-189), no son capaces de inducir ninguna de
estas dos respuestas a pesar de ser capaces de desencadenar una activacién exacerbada de
otras proteinas corriente abajo de Rac, como JNK (Lépez-Lago et al, 2000; Wu et al, 1995).
Estos mutantes de Vav1, sin embargo, son capaces de activar a NF-AT en presencia de
ionomicina (un ionéforo que aumenta la concentracién de calcio citosélico) o mutantes
activos de la calcineurina (Billadeau et al, 2000), por lo tanto, el dominio CH posee alguna
funcion efectora en la generacion de flujos de calcio que favorecen la activacion de NF-AT. Ya
que PLCy es la principal proteina implicada en el aumento de los niveles de calcio
intracelulares, es posible que el dominio CH de Vav1 actie como adaptador, permitiendo la
unién de alguna proteina o complejo multiproteico responsable de la activacién de PLCy y,

por tanto, de la generacion de flujos de Ca** (Figura 8).
2.1.1.3. Vav1y el citoesqueleto

Dado su papel como factor de intercambio nucleotidico de las GTPasas Rho/Rac, es l6gico
asumir que la proteina Vav1 transduce las sefales del TCR al citoesqueleto de actina. Se ha
demostrado que, en ausencia de Vav1, los linfocitos presentan una polimerizacion de actina

bastante reducida (Fischer et al, 1998; Holsinger et al, 1998).

En un primer momento, la proteina Vavl es fundamental para las reorganizaciones
citoesqueléticas que tienen lugar, tras la estimulacion del TCR, para la formacién de la
sinapsis inmune. En células T deficientes en Vav1, no se producen uniones entre el TCRy el
citoesqueleto de actinay, por tanto, no se produce la correcta agregacion del receptor con
la consiguiente disminucion en la sefalizacién linfocitaria (Fischer et al, 1998; Holsinger et al,
1998). Vav1 es clave para la agregacion de las balsas lipidicas en la membrana plasmatica
durante la sinapsis inmune, teniendo un papel integrador en la conexién entre los cambios

citoesqueléticosy la polarizacién de las balsas lipidicas inducida por el receptor de célulasT.

Durante la sinapsis inmune se produce una acumulacién de receptores TCR en el centro
de lainterfaz entre la célula Ty la célula APC. Rodeando a la acumulacién de receptores se

genera un anillo de integrinas linfocitarias asociadas a la funcion del antigeno-1 (LFA-1)
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(Monks et al, 1998). Este movimiento de proteinas requiere reordenamientos en el
citoesqueleto. La célula T se polariza moviéndose el centro organizador de microtubulos
(MTOCQ) que queda mirando hacia la célula APC (Kupfer et al, 1989) . La proteina Vav1, bajo las
sefales recibidas del TCR, inducira la reorganizacion del citoesqueleto, la activacion de LFA-
1 y la polarizaciéon de MTOC, pero esta proteina no es estrictamente necesaria para la
agrupacion de proteinas en la membrana o para los cambios morfolégicos producidos por la

formacion de los conjugados (Ardouin et al, 2003).

La sefalizacion a través de las GTPasas Rho/Rac es clave para la formacién de la sinapsis
(Arrieumerlou et al, 2000; Valitutti et al, 1995; Villalba et al, 2001). La activaciéon de Rac1
mediada por Vav1 en linfocitos permite la agregacion de las balsas lipidicas, favoreciendo asi
la formacién de la sinapsis inmune (Villalba et al, 2001). Entre los efectores que llevan a cabo
estamision estalaproteina PAKy la quinasa PIP5K que activa a las proteinas vinculinay talina
(dos proteinas responsables de las uniones entre el citoesqueleto y la membrana) (Critchley,
2000). Ademas, Rac1 interviene en la polimerizacién del citoesqueleto de actina a través de
la activaciéon de WAVE, una proteina adaptadora capaz de activar a Arp2/3 (una proteina con

actividad polimerizadora de filamentos de actina) (Eden et al, 2002).

No se puede descartar que Vav1 regule las respuestas citoesqueléticas a través de otras
GTPasas distintas de Rac1. RhoG, por ejemplo, una vez activada por la versién oncogénica de
Vav1, es capaz de promover la polimerizacién de actina aunque no se ha esclarecido a través
de qué moléculas efectoras (Vigorito et al, 2003). Aunque la activacion de Cdc42 mediada
por la proteina Vav1 aun no ha sido completamente establecida, esta GTPasa funciona como
un activador de la proteina WASP, mediador clave en la polimerizacién de actina, mediante
el control de la actividad de Arp2/3 (Thrasher, 2002). Esta hipdtesis es apoyada por dos
hechos, que los linfocitos de ratones carentes de WASP presentan respuestas
citoesqueléticas similaresaaquellos procedentes de ratones deficientes en Vav1 (Snapper et

al, 1998),y que, en estos ultimos, no se observa activacién de Cdc42 (Krawczyk et al, 2000).

Aunque Vav1 esun GEF de la familia Rho/Rac, esto no significa que su actividad enzimatica
sea la Unica manera a través de la cual contribuye a respuestas celulares que precisan de la
remodelacion del citoesqueleto de actina. Existen evidencias que sugieren que otros
dominios de esta proteina podrian contribuir a la regulacién del citoesqueleto
indirectamente, mediante la generacion de flujos de Ca®* o la activacion de factores de
transcripcién (ver apartado anterior). Como se comenté anteriormente, se ha descrito la

interaccion directa de Vav1 con otras proteinas relacionadas con el citoesqueleto de actina,

30



Introduccion

como talina y vinculina (Fischer et al, 1998) o zixina (Hobert et al, 1996). Estas uniones
sugieren una posible funcidon adaptadora de la proteina Vavl que, a través de sus dominios
SH2 y SH3, podria estar sirviendo de conexién entre la cascada de sefalizacion y distintos
elementos citoesqueléticos. En el futuro, seria interesante estudiar este punto mas a fondo

para confirmar esta hipoétesis.
2.1.2. Linfocitos B

En los ratones deficientes en Vav1, se observé también la existencia de defectos del
desarrollo en la linea linfoide caracterizados por la ausencia de células B-1a. Ademas, los
defectos observados en células B de ratones knock-out para Vav1 no tienen que ver con el
numero de células B, sino con la capacidad de estas para responder a estimulos especificos a
través de sus receptores BCRy CD19 (Fischer et al, 1998; O'Rourke et al, 1998; Tarakhovsky et
al, 1995; Turner et al, 1997; Zhang et al, 1995). Algunas de las respuestas deficientes de estas
células B in vivo se deben a la falta de secrecion de interleuquina-4 (IL-4) por parte de las
células T ayudantes (Gulbranson-Judge et al, 1999). La reducida proliferacién observada en
estas células in vivo se explica con este hecho. A pesar de que la expresion de Vavl no es
necesaria para generar los linfocitos B convencionales, si lo es para producir los linfocitos B-
1a, una subpoblaciéon especializada de linfocitos B que se localiza en el peritoneo, ya que
para su generacion, a partir de células madre embrionarias, y su perpetuacién en el adulto
son necesarias estimulaciones periddicas a través del BCR (Fischer et al, 1998; Tarakhovsky et

al, 1995; Zhang et al, 1995).

Recientemente, se ha descrito la redundancia funcional de las proteinas Vav existente en
linfocitos B. Los ratones deficientes para Vav1 y Vav2, al contrario que los deficientes sélo en
Vav1, presentan una gran reduccién en el nimero de linfocitos B maduros (Tedford et al,
2001). Ademas, estos linfocitos B no son capaces de proliferar en respuesta a la estimulacion
del BCRy no movilizan el calcio intracelular tras su activacién a través del BCR (Tedford et al,
2001) o lipopolisacéridos (Hebeis et al, 2005). Esto indica que Vav2 es capaz de compensar
parcialmente la ausencia de Vav1 durante la maduracién de los linfocitos B y la generacion
de respuestas celulares en linfocitos B maduros. Los ratones carentes de los tres miembros
de la familia Vav presentan un nimero aun menor de linfocitos B maduros (Fujikawa et al,
2003). Ademas, los pocos linfocitos B maduros que presentan tienen una vida media corta,

debido a que no son capaces de promover la activaciéon de NF-kB (Vigorito et al, 2005).
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2.1.3. Plaquetas

La deficiencia en el gen Vavl no produce defectos graves en plaquetas. Sin embargo, la
deficiencia combinada de los genes Vavl y Vav3 inducen defectos en la agregacion
plaquetariay la diseminacién de la glicoproteina VI recombinante del receptor de colageno
(GPVI) y de integrinas (Pearce et al, 2004, Pearce et al, 2007). Estas moléculas también
producen la reduccion de los niveles de activacion de PLCy2 en las plaquetas deficientes en
Vav1 y Vav3 (Pearce et al, 2004, 2007). En esta respuesta, Vav2 es prescindible ya que las
plaquetas deficientes en los tres miembros de la familia Vav presentan los mismos defectos
que las células deficientes en Vav1 y Vav3 (Pearce et al, 2004). Vav1 y Vav3,ademas, también

trabajan por debajo del segundo receptor de plaquetas, CLEC-2 (Suzuki-Inoue et al,2007).
2.1.4. Neutrofilos

Los neutrdfilos deficientes en Vavl presentan defectos en migracion bajo condiciones de
flujo asi como una extravasacion deficiente de la vasculatura inflamada (Phillipson et al,
2009). En cooperacién con Vav3, Vavl es importante para la adhesién, diseminacion y
fagocitosis dependientes de la integrina awm/f2 pero no para la quimiotaxis. Estudios de
sefalizaciéon han demostrado que estas dos proteinas de la familia Vav son requeridas para la
activacion de proteinas quinasa, ya que los neutrofilos deficientes en ambas proteinas
presentan niveles reducidos de fosforilacion total en tirosinas y una disminuciéon en los
niveles de fosforilacion de Pyk2, paxilinay Akt (Gadikis et al, 2004). Vav1, en combinacién con
Vav3, también participa en el 6ptimo ensamblaje de las respuestas hemorragicasy de edema

mediadas por IgG/FcyR en pulmén y piel (Utomo et al, 2008).

Finalmente, los neutrdfilos deficientes para los tres miembros de la familia Vav presentan
deficiencias en la liberacién de ROS bajo diferentes estimulos (Graham et al, 2007; Miletic et
al, 2007), en el transito intersticial deficiente a través de los lugares de infeccién bacteriana
(Graham et al, 2009), y en respuestas deficientes a organismos nosocomiales (Graham et al,

2007).
2.1.5. Macréfagos

Vav1, cooperativamente con Vav3, es importante para la fagocitosis mediada por el
complemento en macrofagos. Estas proteinas, sin embargo, no son requeridas para la
fagocitosis inducida por FcyR. La deficiencia solo del gen Vav1 o Vav3 no induce ningun

defecto en fagocitosis, indicando que ambas proteinas son requeridas para la activacién de
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este proceso. En cambio, Vav2 es totalmente dispensable, ya que los fenotipos de los
macrofagos Vavl™, Vav2™”, Vav3™ y Vavl”Vav3” son idénticos. La fagocitosis anormal ha sido
asociada a la ausencia de reclutamiento del complejo Arp2/3 y de la F-actina a la copa

fagocitica (Hall et al, 2006).

Los macroéfagos deficientes para las tres proteinas Vav no inducen niveles apropiados de
ROS bajo estimulacion con lipopolisacéridos (LPS) o proteoglicanos (PGN). Bajo estas
condiciones, se ha observado que los macréfagos derivados de médula 6sea no activan de
forma apropiada a MAPK, Akt y Erk. También se ha observado una produccién reducida de
TNFa e interleuquina-10 (IL-10). Si embrago, la activacidon de JNK y NFkB y la produccion de
interleuquina-6 (IL-6) también ocurren de forma normal en los neutréfilos deficientes en la

familia Vav (Miletic et al,2007).

En cultivo, los macréfagos deficientes en Vavl muestran un drea de adhesién mas
pequena, bajos niveles de microtubulos y una reducida rapidez de migracion (Wells et al,
2005). Cuando se combina con la eliminacién de Vav2 y Vav3, la deficiencia de la familia Vav
induce macroéfagos morfoldgicamente muy alargados con frentes delanteros muy pequeiios,
una mayor persistencia migratoria en movimientos aleatorios y defectos severos en las
respuestas de adhesién y diseminacién mediadas por integrinas. Ademas, estos macréfagos
presentan respuestas efectoras deficientes en sefalizacién, como la activacién de la ruta de

Erk (Bhavsar et al, 2009).
2.1.6. Mastocitos

El desarrollo de mastocitos no se ve afectado por la ausencia de Vav1. Aunque estas células
muestran una reduccién en la desgranulaciéon y la produccion de citoquinas bajo
estimulacién en ausencia de Vav1. Por el contrario, la produccién de IL-10 esta hiperactivada
en los mastocitos deficientes en Vavl. Como en el caso de los linfocitos T, este defecto ha
sido asociado ala activacion deficiente de PI3Ky PLCy2. Debido a estos defectos, estas células
no pueden desencadenar los flujos de Ca?* adecuados tras su estimulacion. La activacion de
JNK, pero no de Erk1 o Erk2, es también defectuosa en estas células. Todos estos defectos
tienen una gran importancia fisiolégica ya que las células deficientes en Vavl no pueden

responder de manera apropiada a los estimulos anafilacticos sisté micos (Manetz et al, 2001).
2.1.7. Células asesinas naturales (NK)

La proteina Vavl no es importante para el desarrollo de las células NK (Chan et al,

2001;Colucci et al, 2001). Sin embargo, si es importante para las funciones dependientes de
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células NK como las respuestas citotoxicas naturales (Chan et al, 2001) y antitumorales
(Colucci et al,2001). Larespuesta defectuosa de las células NK deficientes en Vav1 estaligada
a defectos en la activacién de la ruta de Erk y a la granulacién deficiente (Colucci et al, 2001).
Sin embargo, a diferencia de otras células hematopoyéticas, no se han observado ninguna
disfuncién en los flujos de Ca®* intracelular (Colucci et al, 2001). La proteina Vav1 también es
requerida para las respuestas citotéxicas inducidas por las células NK a través del receptor
DAP10. Estaimplicacion es especifica de Vav1, ya que Vav2 y Vav3 no presentan ningun rol en
estarespuesta biolégica (Cella et al, 2004). En su lugar, Vav1, en cooperacién con Vav2 y Vav3,
es requerido para la muerte celular inducida por las células NK a través de los receptores
DAP10, DAP12 y FcyR (Cella et al, 2004). A este nivel de la sefalizacidn, también ha sido
demostrado que la deficiencia simultanea de las tres proteinas Vav bloquea la estimulacion
normal de Erk por los receptores de las células NK mencionados anteriormente (Cella et al,

2004).
2.1.8. Células dendriticas

La proteina Vavl es importante en la adhesion mediada por integrinas y en la dinamica
normal de los podosomas en estas células. Los defectos en la adhesién se han asociado a la
activacion impropia de FAK (quinasa de adhesién focal), PLCy2, Erk1 y Erk2 por las integrinas

durante laadhesién dirigida por fibronectina (Spurrell et al, 2009).

La deficiencia en las tres proteinas Vav afecta de forma severa a la sefalizacion de DAP12
y FcyR, dos receptores que contienen dominios ITAM presentes en células dendriticas, dando
lugar a una presentacién deficiente del antigeno. Este defecto ha sido ligado a la produccién
baja de ROS por NOX2 (NADPH oxidasa 2) y por una segunda, aunque no caracterizada, ruta
independiente de la de ROS/NOX2 (Graham et al, 2007). Que estos defectos sean debidos a
Vav1 o alaaccion cooperativa de diferentes combinaciones de las proteinas de la familia Vav

todavia no hasido esclarecido.
2.2.Vav1 como diana terapéutica

Dado el importante papel que representan las proteinas Vav, y en concreto Vavl, en
respuestas relacionadas con el sistema inmune, se puede especular que su inactivacion
podria ser una via farmacéutica para el tratamiento de enfermedades directa o
indirectamente relacionadas con el sistema inmune. En este contexto, la disponibilidad de
modelos animales de la familia Vav ha revelado algunos de los puntos a favor y en contra de

estas estrategias. Por un lado, se ha descrito que la inactivacién de las proteinas Vav podria
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ser eficiente para combatir la encefalomielitis autoinmune (Korn et al, 2003), la artritis
reumatoide (Cremasco et al, 2008), las reacciones inflamatorias exacerbadas (Phillipson et al,
2009; Utomo et al, 2008), y el rechazo en transplantes (Wang et al, 2007; Weckbecker et al,
2007). Por el contrario, también se ha visto que la inactivaciéon de estas proteinas puede
desencadenar inmunodeficiencia, enfermedades cardiovasculares (Sauzeau et al, 2006,
Sauzeau et al; Sauzeau et al, 2007), y disfunciones a nivel de cerebelo (Quevedo et al, 2010).
Sin embargo, dado que los animales knock-out presentan las mutaciones a nivel de la linea
germinal, seria interesante usar en un futuro animales inducibles knock-in para eliminar la
expresion de Vavl en el periodo adulto, pudiendo asi mimetizar el escenario clinico de

forma mas aproximada.
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Objetivos

Caracterizacion de nuevos mecanismos reguladores de la funcion de Vav1

en linfocitos.

Identificacion de los principales sitios de fosforilacion presentes en Vav1.
Determinacion de la cinética de fosforilacion de los aminoacidos
identificados usando una coleccion de nuevos anticuerpos

fosofoespecificos contra Vav1.

Estudio de los roles reguladores y/o efectores de los sitios de fosforilacion

de Vav1 identificados en nuestro analisis.

Analisis de los elementos de la senalizacion celular que regulan la

activacion de Vav1 en linfocitos.
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Materiales y Métodos

1. PLASMIDOS

El vector de expresion del dominio SH3 C-terminal de Vav1 fusionado con GST (pGEX-SH3) fue
cedido por el Dr. P. Simas (Instituto de Medicina Molecular, Facultade de Medicina da
Universidade de Lisboa, Portugal). El plasmido pMEX fue un obsequio del Dr. M. Barbacid
(Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas-CSIC, Madrid). El plasmido reportero
pNFAT-Luc fue un regalo del Dr. G. R. Crabtree (Howard Hughes Medical Institute, Stanford
University, US.A). El plasmido pRL-SV40 se obtuvo de Promega y los plasmidos pFR-Luc y
pFA2-cJun de Stratagene. Los vectores vacios pEGFP-C2 y pEGFP-C3 se compraron a Clontech,
los plasmidos pcDNA3 y pEF1 a Invitrogen, el plasmido pGEX-4T3, que codifica para la

proteina de fusiéon GST, a Pharmacia.

Los vectores de expresion para las formas silvestre (Vav1"T) y oncogénica (Vav1:'') de
Vav1 subclonadas en los plasmidos pcDNA3, pEF1, pMEX y pEGFP, la forma truncada de
Vav1283584 an el plasmido pcDNA3, asi como las construcciones Vav1PHPHZE gy 1DHAN-PH
Vav1™ y Vav1% subclonadas en el vector pEGFP-C2, fueron generados previamente en
nuestro laboratorio. Los mutantes puntuales Vav1Y'##, Vav1Y15%F vay1Y174F vay1Y341F Vay1Y>44F
y Vav1™33L y |os mutantes combinados Vav1Y42FHY174F 'yqy1 Y160F174F \ay1 Y3 (triple mutante
de las tirosinas 142, 160 y 174 a fenilalanina) y Vav1Y>F+835835 an |os plasmidos pcDNA3 y
pEF1 fueron obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio mediante mutagénesis

dirigida.

Los vectores de expresion de las proteinas de fusion EGFP-Vav148585 (oMB6) y EGFP-
Vay1Y3xF+835-845 (hMB46) fueron obtenidos del siguiente modo: la forma truncada Vav148384
se amplifico por PCR con el oligo directo 5- CCA GGA CAA GAA AAG GAA TG -3'
(amplificando justo antes del sitio de restricciéon para BamHI que presenta la secuencia de
Vav1 antes del dominio SH3 N-terminal) y el reverso 5'- AGC TAG GAT CCA ATA TTC AGT TAG
AAG GGA ACC AGC C -3' (la secuencia de restriccion de BamHI, utilizada para el clonaje,
aparece subrayada) utilizando como molde el plasmido pKES29, que consiste en la secuencia
de la forma truncada en el vector pcDNA3. A continuacién se subcloné el fragmento
resultante de la PCR en los vectores que codifican para Vav1" (oSRM3) o Vav1">* (pKES14),

despuésde ladigestion enzimatica con BamHI.

Para generar el vector de expresién de la forma truncada Vav228¢98¢8 fysionada con EGFP
(pMB127), se introdujo por mutagénesis dirigida un codon de terminacién en el lugar del
codoén correspondiente al aminoacido 860 de Vav2, utilizando el kit de Quickchange
(Stratagene). Con este fin, se usé de molde el plasmido pAA7, vector de expresion de la

forma silvestre de Vav2 etiquetada con EGFP en su regién N-terminal, y para introducir la
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mutacion se utilizaron los siguientes oligos: directo 5’- CGG TTG GTT TCC TTC GAC GTA GGT
GGA AGA GGA AGG CGT CCA G -3/, y reverso 5- CTG GAC GCC TTC CTC TTC CAC CTA CGT CGA
AGG AAA CCA ACCG-3'(coddn de terminacién subrayado).

El vector de expresion de la forma truncada Vav3#84'#7 fusionada con EGFP (pMB121) fue
generado mediante amplificacion por PCR usando el oligo directo 5'- ATA CTC GAG GCC ACC
ATG GAG CCG TGGAAG CAGTGC GCT C-3'y el reverso 5'- CCG GGC GAA TTC TTA TGT GGA TGG
AAA CCA GCC CAC CC -3’ (las secuencias para Xhol y EcoRl se encuentran subrayadas)
utilizando como molde el plasmido pCHA-Vav3, que contiene la secuencia de la forma
silvestre de Vav3 etiquetada con el epitopo HA (Addgene). A continuacién, el fragmento
resultante de la reaccion de PCR fue introducido en el vector pEGFP-C3 linearizado por
digestién enzimatica con Xhol y EcoRI. Un procedimiento similar se empleé para obtener los
vectores de expresion de las proteinas de fusién EGFP-DmVav'T e EGFP-DmVav"7817%3, Se
utilizaron los siguientes oligos para la amplificacién por PCR a partir del plasmido plD18, que
contiene la secuencia silvestre de DmVay, etiquetada con el epitopo Myc, subclonada en el
vector pSecTag (cortesia de la Dra. S. Katzav, Department of Development Biology and
Cancer Research, Faculty of Medicine, The Hebrew University of Jerusalem, Israel) : el directo
5'- ATA CTC GAG GCC ACC ATG GCC AGC AGC AGT AGC AGC AAC -3’ (el sitio de restriccion
Xhol aparece subrayado), en ambos casos, y los reversos 5'- CCG GGC GAA TTC TCA AAG CTC
TTC GCT GGC CAA TTT CTG -3’ (el sitio de restriccion EcoRl aparece subrayado) y 5'- CCG GGC
GAA TTC TCA CTT GGG AAA GTA GCC CAC CGT ATC -3’ (el sitio de restriccion EcoRl aparece
subrayado), respectivamente. El producto de PCR se introdujo en el plasmido pEGFP-C3

linearizado con Xhol y EcoRl como en el caso anterior.

Para generar el plasmido que codifica para la proteina de fusion EGFP-Vav1®" (pMB49) se
introdujo un condén de terminacién en el ADNc de Vav1 presente en el vector que codifica
para la proteina EGFP-Vav1P"*NPH (bNM109) usando los oligos 5'- CTA GTG AAA CAC ACA CAG
TAG GCT ACA GAG AAG GAG AAC-3'y 5-GTT CTC CTT CTC TGT AGC CTA CTG TGT GTG TTT CAC

TAG-3' (coddn de terminacién subrayado).

El vector de expresion de la proteina de fusion EGFP-Vav1#Pha (oMB48) se generd por
amplificacion por PCR usando los oligos directo 5'- GGC GAA TTC CAG GAG CTA GTG AAA CAC
ACA CAG GATGC-3'yreverso 5'- AGCTAG GAT CCA ATA TTCAGT TCA GAG ACT GGT CCA GGT
TC-3'(las secuencias de EcoRl y BamHI se indican subrayadas). Se usé como molde el pldsmido
pNM103, que consiste en la secuencia del casete DH-PH-ZF de Vav1 en el vector pEGFP-C2. El

fragmento obtenido se introdujo en el vector pEGFP-C2 linearizado con EcoRl y BamHI.
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Los vectores de expresion que codifican para el resto de mutantes puntuales y
combinados de la proteina Vavl (Anexo I) se generaron utilizando el kit de mutagénesis
dirigida QuikChange (Agilent Technologies). Los oligos utilizados para realizar la
mutagénesis se recogen en el Anexo Il. Tanto los plasmidos generados por mutagénesis
como aquellos obtenidos por técnicas de clonaje fueron secuenciados para descartar la

presencia de mutaciones no deseadas.

2. CULTIVOS CELULARES

Todas las lineas celulares de Jurkat fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de glutamina, 10 ug/mL penicilinay 100 ug/mL
estreptomicina. Se utilizaron como células Jurkat silvestres a la linea celular Jukat Tet-on
(obtenida de ATCQ). Las lineas celulares correspondientes a las células Jurkat deficientes en

alguna proteinase recogenenlaTabla 1.

Linea celular Proteina Origen
Jurkat deficiente
Jurkat Tet-on - ATCC
J.31.13 TCR Dr. B. Alarcén (Centro de Biologia Molecular Severo
Ochoa-CSIC, Madrid)
ANJ3 Lat Dr. L.E. Samelson (Department of Cellular and

Molecular Biology, Centre of Cancer Research, NCI,
Bethesda, U.S.A.)

P116 Zap70 Dr. B. Alarcén (Centro de Biologia Molecular Severo
Ochoa-CSIC, Madrid)
J.Cam1.6 Lck ATCC
J45.01 CD45 ATCC
J14 Slp76 Dr. A. Weiss (Department of Medicine, Microbiology
and Immunology, University of San Francisco, U.S.A)
J.gamma PLCy1 ATCC

Tabla 1. Lineas célulares de Jurkat utilizadas en este trabajo de tesis. Esta tabla recoge el nombre de
la linea celular, si no expresan alguna proteina y el origen de la misma.

La linea celular DT40 fue cultivada en medio RPMI-1640 suplementado con un 10% de
FBS, 1% suero de pollo, 0,1 mM p-mercaptoetanol (Sigma), 1% glutamina, 10 ug/mL

penicilinay 100 ug/mL estreptomicina.

Las lineas celulares COS-1 y NIH3T3 fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con

10% de FBS, 1% de glutamina, 10 ug/mL penicilinay 100 uwg/mL estreptomicina. Todas las
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lineas celulares fueron mantenidas a 37 °C en una atmdsfera con un contenido del 5% de

CO..

3. ESTIMULACION CELULAR Y TRATAMIENTOS CON INHIBIDORES

En los experimentos en los que se deseaba activar la ruta de sefalizacién del receptor de
células T (TCR) en las células Jurkat, se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clon
UCHT1, Merck-Millipore) a una concentracion de 10 ug / mL en medio RPMI-1640 sin suero
(salvo en periodos de incubacién superiores a 1 hora que se usé medio completo) durante

los periodos de tiempo indicados en un bafio o estufaa 37 °C.

Para estimular el receptor de células B (BCR) en los ensayos de actividad luciferasa, las
células DT40 fueron incubadas con el anticuerpo anti-lgM (Southern Biotech) a una

concentracionde 5 ug/ mLen medio completo en una estufaa 37 °C.

Para el tratamiento de las células Jurkat con el inhibidor de la familia de quinasas Src, PP2
(Merk Millipore), las células a tratar se pusieron en medio sin suero y se afiadié el inhibidor
PP2 auna concentracion de 100 uM durante 1 horaa 37 °C. Para inhibir la actividad de PLCy1,
las células Jurkat fueron incubadas con el inhibidor U73122 (Merk Millipore) a una
concentraciéon de 10 uM durante 30 minutos a 37 °C. Para inhibir la actividad de la quinasa
PKC, las células Jurkat se trataron con el inhibidor GF109203X (Sigma) a una concentracién
de 5 uM durante 30 minutos a 37 °C. En los experimentos en que fue necesario, la
estimulacién con anti-CD3 se realizé después del tratamiento con los inhibidores

manteniendo los mismos en el medio.

4. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS
4.1. Tranfeccion por electroporacion

Este procedimiento se utilizé para transfectar las células Jurkat y DT40 para los ensayos de
actividad luciferasa. En primer lugar, se recogieron por punto 20 millones de células en el
caso de las Jurkat y 10 millones en el caso de las DT40. Las células se lavaron dos veces con
medio RPMI-1640 sin suero, centrifugando a 1400 rpm a temperatura ambiente. Se
resuspendieron en el volumen adecuado de medio sin suero para obtener una densidad

celular de 100.000 células / uL (Jurkat) o 50.000 células / uL (DT40). Para realizar la
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electroporaciéon se usaron cubetas Gene Pulser de 0,4 cm de Bio-Rad. En cada cubeta se
introdujeron 200 uL del cultivo asi como la cantidad correspondiente de los plasmidos que
se deseaban transfectar, mezclando todo suavemente con la pipeta. La electroporacion se
realizé en un sistema Gene Pulser Il de Bio-Rad a 950 uF y 250 V durante 30-40 ms.
Posteriormente, el contenido de cada cubeta se trasladé a un frasco de cultivo de 25 cm? con
10 mL de medio completo. La células transfectadas se cultivaron durante 36-48 horas en
condiciones estandar de cultivo para posteriormente proceder a realizar los ensayos de

actividad luciferasa.
4.2. Método del DEAE-dextrano

Este procedimiento fue inicialmente descrito por Ridley y Hall en 1992. Este método se ha
utilizado para la transfeccion de células en experimentos de pull-down, inmunoprecipitacién
y deteccién de proteinas a través de Western-blot. El dia previo a la transfeccion, cada placa
confluente de células COS1 (aproximadamente 4 x 10° células) fue dividida en proporcién
1:3 en placas de 10 cm de didmetro. Al dia siguiente se procedio a la tranfeccion utilizando
una mezcla de 4 mL de DMEM ( sin L-glutamina ni suero pero con antibioticos), 0,16 mL de
una solucién DEAE-dextrano/cloroquina (PBS con 10 mg/mL de DEAE-dextrano (Sigma) y 2,5
mM de cloroquina (Sigma), y 8 ug del pldsmido a transfectar. Las células fueron lavadas dos
veces con medio sin suero y se incubaron con la mezcla anterior en condiciones estandar de
cultivo durante 3-4 horas. Transcurrido este tiempo, el medio fue retirado y las células se
trataron con 5 mL de una solucién DMSO (Sigma) al 10% en PBS durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Tras aspirar la solucion de DMSO, las células se incubaron en medio

completo durante un periodo de 36-48 horas.
4.3. Método de la precipitacion de fosfato calcico

Este procedimiento se empled para los ensayos de formacién de focos en células NIH3T3.
Con este fin, 1,5 x 10° células NIH3T3 fueron sembradas en placas de 10 cm de didmetroy
transfectadas al dia siguiente. Para la transfecciéon se mezclaron 20 ug de ADN de timo de
ternera de alto peso molecular (Sigma) con 1 ug del plasmido a transfectar en un volumen
final de 0,5 mL de H,O MiliQ estéril (por placa). A esta mezcla se afladieron 0,5 mLde 0,5 M
Cadl,. La solucién anterior se afadié gota a gota sobre 1 mL de tampdn HNP (50 mM HEPES
[pH 7,11, 280 mM Nadl, 1,4 mM tampédn fosfato [pH 7,11), burbujeando aire através de una
bomba de vacio. La mezcla se incubé durante unos 15 min hasta la formaciéon de un
precipitado blanco. Cada punto se hizo por duplicado en un mismo experimento. Los tubos
se agitaron suavemente para resuspender el precipitado y la soluciéon de 2 mL se ahadio acto

seguido a las células. Tras 20-22 horas en condiciones estandar de cultivo, el medio fue
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aspirado y las células lavadas dos veces con medio completo. Posteriormente, las células se
mantuvieron en medio completo, cambiando el medio cada tres dias durante un total de 14
dias, transcurridos los cuales se tiferon con Giemsa para revelar la presencia de focos de
células transformadas. Para ello, tras aspirar el medio de cultivo y lavar con PBS, las células
fueron fijadas con formaldehido al 4% (Sigma) durante 10 minutos. Las células se lavaron con
agua destilada dos vecesy se tifieron con una dilucién 1:10 de Giemsa (Sigma) durante 20-30
min a temperatura ambiente, transcurridos los cuales el colorante fue aspirado y las placas
lavadas varias veces con agua destilada. Por ultimo las placas se dejaron secar en dngulo boca

abajo atemperaturaambiente.
4.4. Liposomas

Para los experimentos de inmunofluorescencia, las células COS1 fueron transfectadas usando

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
4.5. Sistema Neon Tranfector (Invitrogen)

Con el fin de obtener una eficiencia de transfeccion mayor que en el caso de la
electroporacion tradicional, para los experimentos de inmunofluorescencia con células
Jurkat, se utilizé este sistema de electroporacién en capilar. A este fin, se realizdé una
optimizacién previa para determinar el programa del sistema que resultaba mas adecuado
para transfectar células Jurkat concluyendo que el programa n° 5 (1,7 mV, 20 ms) era el mas

idoneo. Las transfecciones se llevaron a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante.

5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD LUCIFERASA

La expresion de proteinas en las células Jurkat y DT40 fue obtenida mediante transfeccién
por electroporacion siguiendo el procedimiento detallado previamente en el apartado de
Transfecciones Transitorias. Todas las tranfecciones se realizaron por triplicado. Se usaron los

siguientes plasmidos segun el tipo de ensayo.
5.1. Ensayos de activaciéon de NF-AT (Nuclear Factor of Activated T-cells)

En este caso se cotransfectaron por punto 10 ug del plasmido pNFAT-Luc (vector reportero
de laluciferasa), 5 ng del plasmido pRL-SV40 (vector reportero de larenilaluciferasa) y 20 ug
del vector de expresion de la proteina de interés (en algunos casos se varié la cantidad del

plasmido de interés para obtener una expresion homogénea de las proteinas). Como control
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negativo se sustituyd el vector de expresion de la proteina de interés por el vector vacio

correspondiente.
5.2. Ensayos de activaciéon de JNK

Para medir la activacion de JNK se usé un sistema de transactivacion. En estos ensayos se
cotransfectaron por punto 10 ug del plasmido pFR-Luc (plasmido reportero que contiene 5
sitios de union en tandem para el dominio de unién a ADN de Gal4 y una TATA box
localizandose el gen de laluciferasa por debajo de esta regién promotora), 5 ug del plasmido
pFA2-Luc (plasmido que codifica para una proteina transactivadora de fusién compuesta por
el dominio de activacién de c-Jun y el dominio de unién al ADN de Gal4) y 20 ug del vector
de expresién de la proteina de interés (en algunos casos se varié la cantidad del plasmido de
interés para obtener una expresion homogénea de las proteinas). El vector vacio

correspondiente se usé como control negativo.

En ambos casos, después de 48 horas de incubacién en condiciones estandar de cultivo,
las células fueron centrifugadas a 1.400 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y
resuspendidas en 2 mL de medio RPMI-1640 completo. El volumen de cultivo fue dividido en
dos disponiendo cada mililitro en un pocillo de una placa de 12 pocillos. La mitad de las
células fueron estimuladas con 10 ug / mL de anti-CD3 (Clon UCTH1, Merck Millipore), en
caso de las Jurkat, o con 5 ug / mL de anti-lgM (Southern-Biotech), en el caso de las DT40. La
otra mitad del cultivo se dejé sin estimular. La incubacién con el anticuerpo se prolongd
durante 7 horas manteniendo las células en las condiciones estandar de cultivo. Pasado este
tiempo, se recogieron células de cada punto para su posterior lisado en tampén de muestra
de Laemmli. Estas muestras se usaron, posteriormente, para analizar los niveles de expresién

de proteinas por Western-blot.

El resto de células fueron recogidas y centrifugadas a 14.000 rpm durante 2 minutos a
temperatura ambiente. El sedimento de células fue resuspendido en una dilucién del
tampon de lisis [lamado Passive Lysis Buffer 5X presente en el kit Dual Luciferase Reporter
Assay System (Promega) de acuerdo con las instrucciones facilitadas por el fabricante.
Posteriormente, los lisados se congelaron a -80 °C durante 10 minutos para después ser
centrifugados a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C para facilitar el lisado y la eliminacién de
restos celulares. Alicuotas de 10 uL del sobrenadante fueron utilizadas para realizar la
medida de la actividad luciferasa y renilla usando los reactivos del kit mencionado
previamente. Para realizar las mediciones se utilizé un luminometro Lumat LB 9507

(Berthold Technologies). En los ensayos de activacion de NF-AT, los valores de la actividad
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luciferasa obtenidos para las diferentes muestras fueron normalizados en relacién a la
actividad renila obtenida en cada muestra. Los resultados se expresan como el incremento
relativo a la activacién de NF-AT o JNK-1 que presentan las células no estimuladas
transfectadas con el vector vacio. Los resultados presentados son las medias y las

desviaciones estandar de trestransfeccionesindependientes.

6. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA'Y WESTERN-BLOT

Los extractos proteicos se hirvieron en tampén de muestra de Laemmli durante 5-10
minutosy, a continuacion, se resolvieron en geles de poliacrilamida al 8% (para la separacion
de proteinas Vav1), al 10% (para la separacion de las formas truncadas o los dominios aislados
de la proteina Vav1) y al 12% (para la separacién de la proteina Rac1) utilizando un tampén

de carrera compuesto de 0,25 M de Tris, 2 M de glicinay 0,5% de SDS.

A continuacioén, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
siguiendo dos procedimientos distintos segun fuese un gel de tamafo grande o pequefio. En
el caso de los geles grandes esta transferencia se hizo siguiendo el protocolo tradicional de
transferencia humeda, utilizando un equipo Maxi Trans-Blot Cell (Bio-Rad), un tampén de
transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicinay 20% metanol) y una membrana de nitrocelulosa
de GE Healthcare. La transferencia se realizé a un amperaje fijo de 400 mA durante 90-100
minutos. En el caso de los geles pequenos, la transferencia a una membrana de nitrocelulosa
se realizé utilizando el sistema iBlot Dry Blotting (Invitrogen) que permite realizar la
transferrencia seca en 6 minutos. El correcto funcionamiento de la transferencia fue
comprobado en ambos casos mediante la tincidén con rojo Ponceau que tifie las proteinas de
forma inespecifica (esta tincion se utilizé también para analizar los niveles de expresién de
las proteinas de fusion GST-SH3 en los experimentos de Pull-Down). Dicha tincién se eliminé
mediante varios lavados con una solucién de TBS-T (25 mM Tris-HCl [pH 8,0] y 0,1% de Tween-

20 (Sigma).

Las membranas fueron posteriormente bloqueadas en una disolucién al 5% de albumina
sérica bovina (BSA; Sigma) en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente. La hibridaciéon
con los anticuerpos primarios se llevé a cabo indistintamente durante 2 horas a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 °C. Los anticuerpos primarios fueron diluidos en una solucion
de la misma composicién que la de bloqueo. Las diluciones utilizadas se indican en la Tabla

2. Sequidamente, las membranas fueron lavadas tres veces con una solucién de TBS-T
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durando 10 minutos cada lavado. A continuacion, las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo secundario de la especificidad adecuada conjugados con peroxidasa de rabano
(GE Healthcare) diluidos 1:5.000 en una solucién de leche desnatada (Nestlé) al 5% en TBS-T
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después de esta incubacién las membranas se
volvieron a lavar tres veces con TBS-T durando 10 minutos cada lavado. Todas las
incubaciones y lavados se realizaron en agitacién. La deteccién de las proteinas se llevé a
cabo por quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL (Thermo). Cuando fue necesario
remover los anticuerpos primarios de las membranas para repetir el proceso, éstas fueron
incubadas con 10 mL de una disolucion de Re-Blot Plus Strong 10X (Millipore) durante 15
minutos a temperatura ambiente en agitacién. Posteriormente fueron lavadas con TBS-T tres
veces durante 5 minutos, bloqueadas durante 45 minutos e incubadas con otro anticuerpo

primario repitiendo el procedimiento anterior.

Anticuerpo Compaiiia Western-Blot Inmunoprecipitacion
Anti-Vav1 (#301-2) Invitrogen 1:10.000 1:5.000
Anti-a-Tubulin Santa Cruz 1:2.000 -
Anti-GFP Covance 1:5.000 -
Anti-GST Sigma 1:2.000 -
Anti-hnRNPK Merck Millipore 1:1.000 -
Anti-pTyr Santa Cruz 1:1.000 -
(fosfotirosina)

Anti-pY142-Vavl Invitrogen 1:1.000 -
Anti-pY160-Vavl Invitrogen 1:500 -
Anti-pY174-Vavl Invitrogen 1:2.000 -
Anti-pY541-Vavl Invitrogen 1:1.000 -
Anti-pY544-Vavl Invitrogen 1:1.000 =
Anti-pY836-Vavl Invitrogen 1:1.000 =
Anti-Lat Abcam 1:1.000 -
Anti-Zap70 Upstate Biotecnology 1:1.000 -
Anti-Lck Santa Cruz 1:1.000 -
Anti-Racl BD Biosciences 1:2.000 -
Anti-PLCy1 Cell Signaling 1:1.000 1:2.000
Anti-Slp76 Cell Signaling 1:1.000 1:2.000

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western-Blot e inmunoprecipitacion, casa
comercial en la que fueron adquiridos y dilucion utilizada en los experimentos. Los anticuerpos
contra el dominio DH de Vav1 fueron generados en conejos inmunizados con proteinas de fusién a GST
producidas en Escherichia coli. Los anticuerpos fosfoespecificos contra los distintos residuos de Vav1 fueron
encargados a la casa comercial Invitrogen, siendo generados en conejos inmunizados con péptidos especificos.

7. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Para los experimentos con células Jurkat, aproximadamente 1 x 10° células fueron

transfectadas por punto utilizando el Neon Transfector System (Invitrogen) y una cantidad de
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plasmido de 30 ug por punto. A las 36 horas, las células fueron incubadas durante 20 minutos
con cubreobjetos redondos de 12 mm de diametro con poli-D-lisina incorporada (BD

BioCoat) usando 3 cubreobjetos por pocillo en placas de 6 pocillos.

En el caso de los experimentos con células COS1, éstas se cultivaron en placas de 6
pocillos hasta llegar a una confluencia del 40-50% y fueron tranfectadas con los vectores de
expresidon correspondientes usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen), un método de
transfeccién basado en liposomas, segun las indicaciones del fabricante. La cantidad de
plasmido tranfectada fue, en todos los casos, de 1 ug por pocillo. A las 24 horas, las células
fueron tripsinizadas y tranferidas a otra placa de 6 pocillos conteniendo cada pocillo 3
cubreobjetos de 12 mm de diametro (Menzel-Glaser) previamente incubados con una
solucién de 1 ug / mL de poli-L-lisina (Sigma) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
cada pocillo se ahadieron 2 mL de medio DMEM completo y se dejaron incubar las células

con los cubreobjetos de 12-24 horas en las condiciones estandar de cultivo.

Con ambas lineas celulares se usaron vectores de expresidén que contenian proteinas
etiquetadas con EGFP. A partir de aqui el protocolo es comun para ambas lineas celulares. Las
células fueron lavadas con PBS Yy se fijaron en formaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos.
A continuacion, las células fueron lavadas dos veces con PBS para, posteriormente,
permeabilizarlas mediante incubacién con una solucién compuesta de 0,5% Triton X-100 en
PBS durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, las células fueron lavadas tres veces con
TBS-T para luego incubarlas con una solucién de bloqueo (2% albiumina sérica bovina, 0,1%
acidasédicay 0,1% Triton X-100 en una soluciéon tamponada con 25 mM Tris [pH 7,4]) durante

10 minutos.

Para tefir el citoesqueleto de actina, las células se incubaron durante 20 min con
faloidina conjugada con rodamina (Invitrogen) a una dilucién 1:200 en solucién de bloqueo.
Posteriormente, las células se lavaron tres veces con TBS-T durante 5 minutos. En el caso de
las células Jurkat, se anadid en el dltimo lavado 1 ng de DAPI (Invitrogen) por pocillo para
tenir los nucleos, incubandolo 5 min para después realizar dos lavados mas con TBS-T.
Finalmente, las preparaciones fueron montadas sobre portaobjetos utilizando Mowiol
(Millipore) para sellar y como agente retardante. Las células fueron analizadas mediante
microscopia confocal, utilizando un microscopio de barrido por laser Leica TCS SP5 con un
objetivo de magnificacion 63x. Para visualizar la proteinas con GFP se utilizdé un laser de
Argon a una longitud de onda de excitacion de 488 nm, para la rodamina se usé un laser de
He/Ne a una longitud de onda de excitacidon de 563 nm, y para el DAPI un diodo a una

longitud de onda de 405 nm.
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8. PURIFICACION DE PROTEINAS DE FUSION CON GST

Un cultivo de bacterias DH5a transformadas con el vector de expresion correspondiente
(PGEX-PAK1 cris, pPGEX-SH3 y sus derivados) fue crecido en 100 mL de medio Luria-Bertani (LB)
conteniendo 100 ug/mL de ampicilina durante toda la noche en agitacién a 37 °C. A la
mafana siguiente, el cultivo fue diluido hasta alcanzar una densidad 6pticaa 600 nm de 0,8.
En ese momento, se indujo la expresion de las proteinas de fusién mediante la adicion al
medio de cultivo de IPTG (GE-Healthcare) a una concentracion final de 1,5 mM. Transcurrida
una hora a 30 °C en agitacién, las células fueron recogidas mediante centrifugacién a 3.000
rpm a 4 °C, resuspendidas en 40 mL de PBS frio con una mezcla de inhibidores de proteasas
(Complete, Roche) y sometidas a sonicacion (6 pulsos de 15 segundos con 30 segundos de
parada entre pulsos). A continuacién, se afadié Tritén X-100 a una concentracién final del
1%, incubandose la mezcla en hielo durante 30 minutos. Los restos de membranasy nucleos
procedentes de la rotura de las células fueron eliminados por centrifugacién a 10.000 rpm a
4 °C,y el sobrenadante fue incubado con 800 uL de una suspension de una matriz de sefarosa
conjugada con glutation (GE-Healthcare) al 50% en PBS durante 2-4 horas a4 °C en rotacion.
Transcurrido ese tiempo se realizaron 3 lavados de las proteinas unidas a la matriz de
sefarosa con PBS frio para luego conservarlas en una solucion de glicerol al 50% en PBS a-80
°C. En todos los casos, la concentracion de proteina fue calculada mediante el andlisis de una
muestra de la misma por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10%, utilizando como
estandares cantidades crecientes de albumina sérica bovina (fraccion V, Sigma). Los geles se
tineron con una solucién de azul de Coomassie (0,5% Coomassie, 10% acido acético, 50%
metanol) y se lavaron con una solucién de destefido (10% acido acético, 50% metanol) para
visualizar las proteinas. Todos los reactivos utilizados para la tincién y la destincién fueron

comprados en Sigma.

9. EXPERIMENTOS DE PULL-DOWN

Pull-down con GST-SH3 y sus derivados

Células COS1 fueron transfectadas con los vectores de expresién indicados en cada figura
utilizando DEAE-dextrano. Transcurridas 36-48 horas de la transfeccién, las células fueron
lavadas con PBS frio y lisadas con el tampén descrito en el apartado anterior. Las células se
incubaron con el tampoén de lisis durante 10 minutos en hielo y, a continuacidn, se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Una alicuota del sobrenadante se

utilizé para analizar la expresién de las proteinas en los lisados totales. El resto del
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sobrenadante se incubd con 15 ug de la proteina GST-SH3 correspondiente y con 30 ulL de
una suspensién de matriz de glutation-sefarosa al 50% en PBS durante 5 horas a 4 °C en
rotacion. La matriz fue sedimentada por centrifugacion a 14.000 rpm a 4 °C, lavada tres veces
con tampdn de lisis y resuspendida en tampdn de muestra de Laemmli. Después de hervir las
muestras, las proteinas fueron analizadas mediante electroforesis en un gel grande de
poliacrilamida al 8%, seguida de Western-blot. Para la inmunodetecciéon de las distintas
formas de la proteina Vavl se utilizaron un anticuerpo policlonal anti-Vavl (generado
anteriormente en nuestro laboratorio, dilucién 1:10.000) o un anticuerpo monoclonal anti-
GFP (Covance, diluciéon 1:5.000) segun correspondiese, seguido de un anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo (para el anti-Vav1) o de ratdn (para el anti-GFP) conjugado HRP (GE-
Healthcare) en dilucion 1:5.000. El protocolo completo del Western-blot se especifica en el

apartado correspondiente (pag. 50).

10. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los experimentos de microscopia electrénica fueron realizados por el laboratorio del Dr. O.

Llorca (Centro Investigaciones Bioldgicas-CSIC, Madrid).

Las versiones 6xHis-Vav1VTy 6xHis-Vav1:"'* fueron expresadas en células de insecto Sf9y
purificadas por cromatografia de afinidad de ién metalico inmovilizado. Las proteinas
purificadas fueron posteriormente sometidas a cromatografia de exclusién por tamafno
usando una columna Superdex 200 PC3.2/30 (GE Healthcare) equilibrada previamente con
50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM NadCl, 1 mM MgCl,, T mM de ditiotreitol y 10% de glycerol.
Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida y posteriormente tefiido con nitrato de plata. Una alicuota de la fraccién
correspondiente al pico fue absorbida en rejillas con carbén adherido e, inmediatamente

despuésde laelucion, tefiidas usando un 2% de formato de uranilo (Sigma).

Todas las observaciones fueron realizadas en un microscopio electrénico de transmision
JEOL 1230 operando a 100 kV. Las imagenes de microscopia electronica fueron capturadas
usando un protocolo de dosis baja y un detector CMOS TVIPS 4k x 4k bajo el control del
software EM-TOOLS (TVIPS). La magnificacién final de los microgréficos CMOS fue de 68 222x,
que fueron posteriormente reducidas a una resolucién final de 4.56 A por pixel. La funcién
de transferencia del contraste de fases (CTF) de cada imagen fue estimada usando CTFFIND3

(Mindell and Grigorieff, 2003) y corregida usando BSOFT (Heymann and Belnap, 2007). 4970
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imagenes de moléculas individuales fueron seleccionadas a partir de los microgréficos de
electronesy procesadas usando EMAN (Ludtke et al., 1999). Los promedios fueron obtenidos
usando XMIPP. La resolucién de las estructuras obtenidas fue estimada en 32.5 A usando Ia

correlacién de Fourier Shell (FSC) y un coeficiente de correlacién de 0.5.

11. ANALISIS Y MODELAJE ESTRUCTURAL

La visualizacion de las estructuras proteicas fue realizada usando el software MacPyMol
(version 1.5, Delano Scientific LLC). Los archivos PDB de las regiones de Vav1 CH-Ac-DH-PH-ZF
(3KY9), DH-PH-ZF (2VRW) y CSH3 (2DMI y 2KBT) fueron obtenidas del RCSB Protein Data Bank.
La estructura del dominio CSH3 fue modelada bioinformaticamente a partir del archivo PDB

2DMI usando el software Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2).

Las secuencias de las proteinas de la familia Vav de diferentes especies fueron obtenidas
con la aplicacién BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), alineadas usando CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), y los niveles de conservaciéon evaluados
mediante  métodos  bayesianos implementados en el servidor  ConSurf

(http://consurftau.ac.il/).

12. IDENTIFICACION DE SITIOS DE FOSFORILACION

La proteina Vav1 fue inmunoprecipitada a partir de células COS-1 y Jurkat, sin estimular y
estimuladas con EGF y anti-CD3, respectivamente. Los inmunoprecipitados fueron separados
electroforéticamente y tefiidos con imidazol/zinc. Las bandas correspondientes a la proteina
Vav1 fueron cortadas, tripsinizadas y analizadas usando un aparato de MALDI-TOFF (Ultrafex,
Bruker). Los sitios de fosforilacion detectados en tres determinaciones independientes
fueron usados para una caracterizacion mas detallada. Ademas de los sitios de fosforilacion
descritos en este trabajo también se detectd el aminoacido Y’# fosforilado pero Unicamente
en el caso de las células COS-1 estimuladas con EGF. También se detectaron residuos de
serina y treonina que no fueron caracterizados en detalle. Para confirmar la fosforilacion de
estos residuos usando técnicas independientes, se analizé su estado de fosforilacion en
inmunoprecipitados de la proteina Vav1l obtenidos de células Jurkat mediante Western-blot
usando anticuerpos fosfoespecificos para dichos residuos (Invitrogen). Después de este paso,
se elimind el anticuerpo fosfoespecifico usando Re-Blot Plus Strong 10X (Millipore), y las

membranas se incubaron de nuevo con el anticuerpo contrala proteina total Vav1.
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13. EXPERIMENTOS DE INMUNOPRECIPITACION

En el caso de los experimentos en los que se usaron células Jurkat para inmunoprecipitar la
proteinaVav1 enddégena, se procedié arecoger 5 x 106 células por punto. Estas células fueron
lavadas dos veces con medio RPMI-1640 sin suero ni L-glutamina ni antibiéticos
centrifugandolas a 1.400 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se
resuspendieron en 1 mL de medio de lavado por punto y se procedi6é a realizar las
estimulaciones periddicas correspondientes (el tiempo de estimulacién se indica en cada
experimento) con 10 ug del anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clon UCTH1, Merk Millipore)
por punto incubando las muestras en un bafio a 37 °C. Para lisar rapidamente las células, una
vez finalizado el periodo de estimulacion se afadieron 250 uL de tampdn de lisis RIPA 5
veces mas concentrado (50 mM Tris-HCl, 750 mM NadCl, 5% Triton X-100, 5 mM NaszVO4, 5 mM
NaF) conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche) por cada
mililitro de células. Después de agitar las células en un vortex, los tubos se introdujeron
inmediatamente en hielo durante 5 minutos. Para eliminar los restos celulares, los lisados

fueron centrifugadosa 14.000 rpm durante 10 minutosa4 °C.

En el caso de las células COS-1 transfectadas con los vectores de expresion de las formas
silvestresy mutantes de la proteina Vav1, se procedié alavar las placas de células una vez con
PBS frio para, posteriormente, lisarlas sobre hielo con 500 uL de tampdn de lisis RIPA (10 mM
Tris-HCl, 150 mM Nadl, 1% Triton X-100, 1 mM NazVOs4, 1 mM NaF) conteniendo una mezcla
de inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Los lisados fueron recogidos y puestos en
hielo durante 10 min paraluego ser centrifugadosa 14.000 rpm durante 10 minutos a4 °C. A

partir de aqui el procedimiento fue similar para ambas lineas celulares.

Después de la centrifugacion, los sobrenadantes fueron transferidos a tubos nuevos y una
alicuota de cada lisado fue recogida afladiéndole tampdn de muestra de Laemmli para el
posterior analisis de la expresién de proteinas por Western-blot. A cada sobrenadante se le
anadieron 2 ulL del anticuerpo policlonal de conejo anti-Vav1 (generado anteriormente en
nuestro laboratorio) y se incubaron en rotaciéon durante 2 horas a 4 °C. En los experimentos
de inmunoprecipitacién de las proteinas PLCy1 y SIp76, se afadieron 5 ulL del anticuerpo
anti-PLCy1 o anti-Slp76 (Cell Signaling) por cada mililitro de lisado. Transcurrido ese tiempo
se anadieron 45 uL de una suspensién de una matriz Gammabind G-sefarosa (GE Healthcare)
al 50% en PBS por tubo. Tras 45 minutos de incubacién a 4 °C en rotacién, la matriz fue
sedimentada por centrifugacién a 14.000 rpm durante 1 minuto a 4 °C y lavada tres veces

con el tampédn de lisis RIPA. Cada matriz fue resuspendida en 30 uL de tampoén de muestra de
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Laemmli y, posteriormente hervida durante 5-10 minutos. Tanto los inmunoprecipitados
como los lisados totales se sometieron a una electroforesis en un gel grande de
poliacrilamida al 8%, seguida de Western-blot. Para detectar la fosforilacién de Vav1 en estos
experimentos, se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo, fosfoespecificos para
distintos residuos de Vav1 (generados por Invitrogen a peticién de nuestro laboratorio) a la
dilucién adecuada en cada caso, asi como el anticuerpo monoclonal de ratén anti-
fosfotirosina (PY99Santa Cruz, 1:1.000) para analizar la fosforilacion general de Vavl en
tirosinas. La cantidad total de proteina Vavl inmunoprecipitada fue detectada usando el
mismo anticuerpo policlonal anti-Vavl usado para la inmunoprecipitaciéon (dilucién
1:10.000). Para detectar los anticuerpos primarios, se usé proteina A conjugada con la
peroxidada de rabano (GE Healthcare, 1:5.000) salvo en el caso del anticuerpo primario anti-
fosfotirosina que se utilizo el anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjudado también

con la peroxidada de rabano (GE Healthcare, 1:5.000).

14. PROGRAMAS INFORMATICOS

El procesamiento de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal se llevé acabo
con el software LAS AF versién 2.6.0.7266 (Leica). El montaje y la composicion final de las

figuras se realizd con el programa Canvas 9, version 9.04 (ACD Systems).
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Discusion

En este trabajo se han abordado diversos aspectos de la regulacion de la proteina Vav1l en el
contexto de las rutas de sefalizacién asociadas a linfocitos. En primer lugar, se ha
descubierto que la correcta autoinhibicién de las proteinas Vav requiere la interaccion

coordinada de lasregiones CH-Acy CSH3 con el nucleo central catalitico (Figura 45A).

La estructura autoinhibida restringe las sefnales dependientes e independientes de la
actividad catalitica de estas proteinas, como se evidencia de la estimulacién simultanea de
las respuestas asociadas a JNK y NF-AT bajo la liberacién de la inhibicién mediada por el CSH3
usando técnicas de mutagénesis. En esta estructura, los dominios CH-Ac parecen
principalmente implicados en la oclusion del sitio catalitico y, en menor medida, en la
estabilizacién de la interaccién intramolecular CSH3/Vav1 (Figura 45B,C). Por el contrario,
la interaccién mediada por el CSH3 no bloquea la actividad catalitica y parece funcionar
como un cierre adicional que favorece la estabilidad de la interacciéon CH-Ac/nucleo
catalitico. Ademas, este mecanismo de regulaciéon a estd conservado en esta familia de
proteinas, al menos hasta D. melanogaster. De acuerdo con estas ideas, este trabajo ha
demostrado que las proteinas con truncaciones de la regiéon N-terminal son
constitutivamente activas, a pesar de que mantienen la interaccion intramolecular
CSH3/Vav1 (Figura 45B). Ademas, se ha visto que la eliminacién de la inhibicién mediada por
el CSH3 lleva a la activacion constitutiva de las proteinas Vav incluso bajo condiciones que no
favorecen la liberacién dependiente de fosforilacion de la region CH-Ac del nucleo catalitico

(e.j., célulasJurkat deficientes en el TCR) (Figura 45B,C).

Las dos contribuciones inhibitorias son eliminadas por el efecto sinérgico de la
fosforilacién de varios residuos de tirosina (Figura 45F), permitiendo de este modo
correlacionar la fosforilacion de estas proteinas con la adquisicion de su completa

funcionalidad en el desarrollo de respuestas celulares durante la transduccién de sefales.

En consecuencia, este modelo de activacion podria generar diferentes estados
conformacionales que controlasen la correcta estimulacién espacio-temporal de estas
proteinas. Ademas, el requerimiento de multiples sitios de fosforilacion para la activacién de
estas proteinas ofrece un mecanismo de garantia para evitar la activacién errénea derivada
de la fosforilacién estocastica de las proteinas Vav en un solo sitio de fosforilacion. El ruido
generado por este tipo de fosforilacion existe en células T, tal como se evidencia por la
fosforilacién detectada en Vav1 bajo condiciones basales (e. j., ver Capitulo 1, Figura 25, pag.
85). La participacién de multiples sitios de fosforilacion en el proceso de activacion podria

contribuir potencialmente a una regulacién precisa de la intensidad y/o diversidad de la
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Figura 45. Nuevo modelo propuesto para la regulacion de la familia de proteinas Vav. En este
esquema se muestran los mecanismos fisiologicos (flechas verdes) e inducidos (flechas rojas) que llevan a su
activacion. Rectangulo azul claro, hélice a. que contiene los sitios de fosforilacion de la regidn Ac, Y'#2, Y160 y Y174
rectangulos en rojo y azul oscuro, motivos de interaccién no canénica con el CSH3 de la familia Vav; puntos azul
claro, residuos de tirosina no fosforilados; puntos amarillos, residuos de tirosina fosforilados (p); asteriscos rojos,
mutaciones en los sitios de fosforilacién de la regién Ac. Los movimientos de las regiones CH-Ac y NSH3-SH2-
CSH3 representados durante los procesos de activacion son hipotéticos. Pueden existir otros “estados de zona
gris” a parte de los representados (Gi-Gs) si se tienen en cuenta las posibles permutaciones de los residuos
fosforilados y/o proteinas de unién. Para simplificar, no se han incluido la interaccion de las proteinas Vav con
otras moléculas de sefalizacion. El viejo modelo de regulacién se puede encontrar en la Figura 3.

sefalizacion dependiendo de la fuerza, duracién, o tipo de estimulos extracelulares
recibidos por las células. En el mismo contexto, el hecho de que la mutacién del sitio de

unién candnica a PRR del CSH3 (CSH3P#%3Y) aumente la interaccion CSH3/Vav1 (ver Capitulo 1,
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Figura 13D, pdg. 67) sugiere que la asociacidn entre las proteinas Vav fosforiladas y proteinas
con PRR podria impedir el retorno al estado autoinhibido y, en consecuencia, prolongar la
sefalizacién de las proteinas Vav bajo condiciones de estimulacién o localizaciones
subcelulares especificas (Figura 45F). Esto podria explicar la gran diversidad funcional y
estructural encontrada en las proteinas que se unen canénicamente alos dominios SH3 de la
familia Vav (Bustelo, 2000; 2012). La dependencia de lainteraccién mediada por el CSH3 para
mantener el estado autoinhibido tiene también un lado negativo, ya que puede llevar una
activacion errénea a través de mecanismos que desplazan al SH3. En este contexto, merece
la penarecalcar que el dominio CSH3 de Vav1 es una diana de sefalizacién comun para Nefy
M2, dos proteinas ricas en prolinas que estan codificadas por los virus HIV y
gammaherpesvirus, respectivamente (Fackler et al, 1999; Rodrigues et al, 2006). Dicho
mecanismo podria de hecho explicar el caso de Nef, ya que resultados previos han mostrado
que podria estimular a las proteinas Vav de manera independiente a la fosforilacién (Fackler
et al, 1999). Estas observaciones apoyan ademas la hipdtesis de que este mecanismo de
regulacion a través del CSH3 podria determinar la especificidad de respuesta de las
proteinas Vav en funcién del tipo celular ya que las proteinas Vav1, Vav2 y Vav3 no sélo
presentan distintos patrones de expresiéon tisular sino también de interacciéon con otras

proteinas atravésde sus dominios CSH3.

Procesos de autoinhibicién mediados por dominios SH3 han sido descritos en otros GEFs
de Rho, incluyendo intersectina (Ahmad and Lim, 2010; Kintscher et al, 2010), kalirin (Schiller
et al, 2006), y los miembros de las familias ArhGEF4 (también conocido como Asef) (Mitin et
al, 2007; Murayama et al, 2007) y ArhGEF5 (Yohe et al, 2008). El mecanismo descrito aqui
presenta algunas similitudes, pero también diferencias significativas, con la autoinhibicién
mediada por SH3 en las proteinas de las familias ArhGEF4 y ArhGEF5. La autoinhibicién de
ArhGEF4 es mediada por interacciones no candnicas de su SH3 N-terminal con residuos
localizados en la regién DH-PH, incluyendo la hélice a6 de su dominio DH (Mitin et al, 2007;
Murayama et al, 2007). En este caso, sin embargo, el SH3 bloquea directamente el sitio de
unién de las GTPasas en vez de estabilizar un segundo motivo inhibidor como en nuestro
caso (Mitin et al, 2007; Murayama et al, 2007). El proceso de activacién es también diferente,
ya que recae exclusivamente sobre la liberacién del SH3 a través de la interaccién de otras
proteinas con el motivo adyacente (Mitin et al,2007). La familia de proteinas ArhGEF5 tienen,
al igual que las proteinas Vav, un sistema de autoinhibicion doble consistente en un motivo
inhibitorio basado en tirosinas y una regiéon CSH3 (Yohe et al, 2008). Sin embargo, la

inhibicion mediada por el CSH3 esta basado en el reconocimiento de PRR localizadas fuera
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del casete DH-PH (Yohe et al, 2008). El mecanismo por el cual esta interaccién se elimina
durante la transduccion de sefales todavia es desconocido. Estos resultados indican que las
subfamilias de GEFs de Rho regulados por SH3 utilizan mecanismos idiosincraticos para

transitar entre sus estados autoinhibidos y activos.
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Fosforilacion
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@ Esmabo AcTivo
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NF-AT Reguladores

Figura 46. Esquema representativo de la cascada secuencial de fosforilacion que lleva a la
completa activacion de Vav1 en linfocitos. En este esquema se muestran los distintos estados
conformacionales derivados de la fosforilacion (flechas verdes) de los residuos de las regiones Ac, ZF y SH3
durante la cascada de sefalizacion. El significado de las formas y colores representados se describen en la Figura
45. Los movimientos de las regiones CH-Ac y NSH3-SH2-CSH3 representados durante los procesos de activacion
son hipotéticos.

En cuanto al proceso por el cual se eliminan las interacciones inhibitorias, lo mas légico
era pensar que fuese por fosforilacion en tirosinas. Hasta ahora sélo se conocian tres tirosinas
(Y42, Y160, Y174 implicadas en la activacién de Vav1. Este estudio ha permitido descubrir que

otras tirosinas localizadas en las regiones ZF (Y>*', Y>**) y CSH3 (Y®3¢) también participan en la
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regulacion de Vav1. También se ha observado que la fosforilacién de unos residuos favorece
la de otros sugiriendo la existencia de una cascada secuencial de fosforilacién de la proteina
Vav1 durante la transducciéon de sefales, que termina en la completa activacién de la
proteinaVav1 yen el desarrollo su actividad biolégica (Figura 46). Segun este modelo, estos
aminoacidos serian necesarios para la apertura de la estructura auntoinhibida (Figura 46A).
La fosforilacion de las regiones Ac y CSH3 no sélo contribuiria a la eliminacion de las
interacciones inhibitorias que permiten el desencadenamiento de la actividad GEF de Vav1,
sino también al establecimiento de interacciones proteicas que permiten la puesta en
marcha de las funciones adaptadoras de Vav1 que posibilitan el desarrollo de las respuestas
celulares especificas de linfocitos (Figura 46B). Gracias a los resultados obtenidos en este
trabajo, se puede especular sobre la existencia de conformaciones intermedias que serian
reguladas por la accién de los aminoacidos identificados y que permitirian una regulacién

especifica de las distintas funciones de Vav1 en linfocitos.

Para que la proteina Vav1 adquiera el estado completamente activo, es necesario, por
tanto, la fosforilacién de todos los residuos mencionados anteriormente ya que la
fosforilacién simultanea de estos residuos tiene un efecto sinérgico sobre la activacién de la
proteina Vav1 (Figura 46C). Por tanto, este estado de fosforilacion va a facilitar la adquisiciéon
de la conformacién estructural completamente activa y adecuada para el desarrollo de las
actividades bioldgicas de Vav1, tanto dependientes como independientes de su actividad
catalitica, en el contexto linfocitario (Figura 46C). Esta fosforilacion secuencial podria verse
favorecida ademas por la interaccion de las regiones N- y C-terminales con otras proteinas

que facilitarian también la apertura de la molécula para su completa activacion.

Nuestro trabajo también ha permitido establecer el papel de los elementos de la ruta de
sefalizacién de linfocitos en el proceso de activacién de la proteina Vav1. Segin modelos
anteriores, la activaciéon de la proteina Vavl por fosforilacion de tirosinas parecia estar
mediada unicamente por la accion de Zap70 (Figura 47) (Michel et al 1998; Salojin et al,
1999; 2000). Segun esto, la estimulacion de este receptor provoca la activacion de la quinasa
de la familia Src Lck que, a su vez, activa por fosforilacién a Zap70 siendo ésta la responsable
principal de la activacién de Vavl (Figura 47). Los experimentos con células Jurkat
deficientes han permitido establecer un nuevo modelo de activacién de la proteina Vavl en
linfocitos (Figura 47). Segun el nuevo modelo, la estimulacién del TCR provoca la activacion
de las quinasas de la familia Src, entre las que se encuentra Lck (Figura 47). Una vez activadas,

Lck y otra Src quinasa son capaces de activar directamente a Vavl por fosforilacion en
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tirosinas. Ademas, aunque en menor medida, Lck activa indirectamente a Vav1 a través de

Zap70 (Figura 47).

La otra Src quinasa implicada en la activacién de Vav1 aun no ha sido identificada (Figura
47). Durante la cascada de senalizacion en células T, las quinasas encargadas principalmente
de la activacién de muchas de las moléculas de senalizacién reclutadas a la membrana
plasmatica son las quinasas de la familia Src, Lck y Fyn. Existen evidencias previas de la
asociacion fisica de la proteina Vavl con Fyn (Michel et al 1998) y de la capacidad de esta
quinasa para fosforilar a Vav1 (Huang et al, 2000; Raab et al, 1997). Ademas, se ha demostrado
que la proteina M2 del gammaherpesvirus se sirve del complejo formado por Fyn y Vav1
para prolongar el estado de latencia de este virus en linfocitos (Pires de Miranda et al, 2008).
Segun estas observaciones, es mas que probable que la quinasa Src desconocida sea Fyn,
aunque seria necesario un estudio mas detallado para confirmar la implicaciéon de esta

quinasa en lafosforilacion de Vav1.

Por tanto, las proteinas responsables de la activacion de Vavl en linfocitos T son
principalmente las quinasas de la familia Src, Lck y Fyn y, en menor medida, Zap70. Ademas,
segun este trabajo, la presencia de la proteina transmembrana Lat es requerida para la

6ptima activacion de Vav1 y su reclutamiento ala membrana plasmatica.

TCR I TCR Figura 47. Esquema comparativo de
I los modelos de activacion de la
+ ﬂ + proteina Vav1 anterior y posterior a
Lek I Lck este estudio. A la izquierda, se
I Otra Src encuentra el modelo mas aceptado hasta
* | '/ \ ahora (antes) y, a la derecha, el modelo
: propuesto a partir de los resultados
Zap70 | Lat - Zap70 obtenidos en este trabajo de tesis. Las
| flechas verdes indican el sentido de la
I » cascada de sefalizacién de la ruta del TCR
| Vavl |—— reflejando las proteinas que contribuyen a
v I '/ \ la activacion de otras. Su grosor también
Vavi I PLCy1 Sefales | pTpasa indica la magnitud de esa contribucion. La
I '/ linea roja |nfi|c§ el efecto negativo de una
" proteina tirosina fosfatasa sobre la
i Senales SIp76/PLCy1 —— activacion de Vav1 en linfocitos.
v | v
Senales H Senales
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Un hallazgo inesperado de este trabajo ha sido la existencia de un mecanismo de
retroalimentacién negativa en el ciclo de activacién/inactivaciéon de Vavl mediado por las
proteinas SIp76 y PLCy (Figura 47). Segun los resultados obtenidos, esta regulacion no esta
relacionada con la actividad candnica de estas proteinas por lo que probablemente esté
ligada a sus funciones adaptadoras. La hipétesis que se maneja en este momento es la
existencia de una proteina tirosina fosfatasa (PTPasa) que devolveria a la proteina Vav1 a su
estado inactivo no fosforilado una vez terminada la estimulacién, manteniéndola en dicho
estado hasta la llegada de un nuevo estimulo que inicie otra vez la cascada de sefalizaciéon
(Figura 47). Esta PTPasa necesitaria la presencia de las proteinas SIp76 y PLCy para desarrollar
su actividad inhibidora sobre Vav1. Probablemente, estas proteinas estaran relacionadas con
la activacion de esta PTPasa y/o facilitaran la localizacion subcelular de Vav1 adecuada para

que sea sometidaalaaccion de dicha PTPasa.

Las PTPasas son las enzimas encargadas de eliminar los grupos fosfato de los residuos de
tirosina fosforilados en determinadas proteinas (Mustelin et al, 2005). Estas enzimas son
componentes reguladores clave en las rutas de sefalizacion celular y de control del ciclo
celular ya que permiten mantener los niveles adecuados de fosforilacién en las proteinas
implicadas en dichos procesos celulares (Mustelin et al, 2005). De los alrededor de 107 genes
que codifican para PTPasas existentes en el genoma humano, las células T expresan al menos
45 PTPasas diferentes (Mustelin et al, 2005). La mayor parte de estas enzimas se localizan
proximas a la membrana plasmatica o en el citoplasma (Mustelin et al, 2005). Teniendo en
cuenta estos datos, las siguientes PTPasas fueron escogidas como posibles candidatas: Shp1,
Shp2, LYP, PTP-MEG1 y PTP1B. Se ha demostrado que las tres primeras candidatas se unenala
proteina Vav1 (Kon-Kozlowski et al, 1996; Kwon et al, 2005; Pani et al, 1996; Wu et al, 2006).
Utilizando lentivirus con shRNAs contra estas PTPasas, se generaron lineas de Jurkat knock-
down y se comprobd que la ausencia de dichas fosfatasas no afectaba al estado de
fosforilacién de la proteina Vavl enddgena en ausencia de estimulo (datos no mostrados).
Curiosamente, en la linea knock-down de LYP se observé un aumento de los niveles de
fosforilacién de Vavl bajo estimulacion, pudiendo estar esta PTPasa implicada en la
regulacion del estado de fosforilacion de Vav1 una vez iniciada la cascada de sefalizacion y
no en condiciones basales. Aunque la ausencia de estas PTPasas no afecta a la fosforilacion
basal de Vav1, no se puede descartar que tengan funciones redundantes siendo capaces de
contrarrestar los efectos producidos por la carencia de una de ellas. Otra explicacién posible
es que sea otra PTPasa aun no identificada la que esté cumpliendo esta funcion reguladora

del estado de fosforilacion basal de la proteinaVav1 en linfocitos T.
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Discusion

En resumen, este trabajo de tesis ha permitido detallar en profundidad los diferentes
pasos de regulacién que sigue la proteina Vav1 en su proceso de activacién, los mecanismos
que regulan dicho proceso durante la cascada de sefalizacion y las proteinas que garantizan
que se lleve a cabo de forma correcta. Este mayor conocimiento sobre la regulacion de las
funciones de la proteina Vavl podria ser de utilidad en un futuro para el desarrollo de
estrategias terapéuticas en enfermedades relacionadas con el sistema inmune asi como en

procesos tumorales.

El estudio realizado supone un gran avance en el conocimiento de la regulacion de las
funciones de la proteina Vavl en linfocitos. Estudios cristalogréficos adicionales sobre la
estructura autoinhibida de la proteina completa serian de gran utilidad para confirmar estos
resultados. Ademads, seria interesante realizar estudios en modelos de ratén que
permitiesen analizar en profundidad los efectos de la regulacién la proteina Vavl en la

fisiologiay desarrollo del sistemainmunolégico.
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Conclusiones

La estructura autoinhibida de la proteina Vav1 se establece gracias a la interaccion
coordinada de las regiones N- y C-terminales con el nticleo central catalitico de
esta proteina. Esta inhibicion impide el desarrollo de las respuestas celulares

asociadas a la proteina Vav1 en linfocitos.

El dominio CSH3 inhibe la actividad de esta proteina mediante su union en cis a la
region DH-PH. La inhibicion de Vav1 es mediada por la accion cooperativa de

residuos del RT-loop y el extremo C-terminal del CSH3.

La activacion fisiolégica de la proteina Vavl se produce a través de efectos

sinérgicos de la fosforilacion de tirosinas localizadas en las regiones Ac, ZF y CSH3.

Las mutaciones en estos sitios de fosforilacion afectan diferencialmente a la
activacion de Rac1/JNK y NF-AT, sugiriendo la existencia de distintos estados
conformacionales de la proteina Vav1 que regulen especificamente las respuestas

celulares asociadas a ésta.

La activacion de la proteina Vavl es principalmente mediada por la accion
cooperativa de las quinasas de la familia Src y, en menor medida, por la quinasa
Zap70. La presencia de la proteina Lat es esencial para la 6ptima activacion de la

proteina Vav1 y para el reclutamiento de esta a la membrana plasmatica.

Existe un mecanismo de regulacion negativa de la activacion de la proteina Vav1
en el que esta implicada un PTPasa aun no identificada. Para el desarrollo de este

mecanismo es necesaria la presencia de las proteinas Slp76 y PLCy1.
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Anexo |

Vectores de expresion adicionales utilizados en este trabajo. El nombre, tipo de vector y
proteina codificada aparecen indicados.

Nombre | Tipo de vector Proteina codificada
pKES27 pMEX Vay 1 Y3xF+:835-845
pMB35 pGEX 6P-1 GST-CSH3Pet
PMB52 pEGFP-C2 EGFP-Vav1A4+
PMB50 PEGFP-C2 EGFP-Vav1Peit
pMB53 pEGFP-C2 EGFEP-Vay 1AAAP+PESIL
pMB54 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] ARAP+.835-845
pMB51 pEGFP-C2 EGFP-Vay1P65'L+:835845
pMB55 pEGFP-C2 EGEP-Vay 1AAAP+P651L+,835-845
pMB69 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] NEmut+.835-845
pMB70 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] Vkmut+.835-845
pPMB71 pEGFP-C2 EGFP-Vay ]ROmut+:835-845
pMB72 pEGFP-C2 EGFEP-Vay 1 NE+RDmut+,835-845
pMB73 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] NEVKRDmut+,835-845
pMB74 pEGFP-C2 EGEP-Vay 1 T384A+:835-845
pMB75 pEGFP-C2 EGFEP-Vay 1L388A+835-845
pMB90 pEGFP-C2 EGEP-Vay 1 V373A+835-845
PMB91 pEGFP-C2 EGEP-Vay 1K374A+:835-845
pMB92 pEGFP-C2 EGEP-Vay 1R375A+:835-845
pMB93 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] D376A+:835-845
pPMB98 pEGFP-C2 EGFP-Vav1®73"
pPMB99 pEGFP-C2 EGFP-Vay 10376
pPMB77 pEGFP-C2 EGFP-Vay1079*
pMB86 pEGFP-C2 EGFP-Vav1f793A
pMB87 pEGFP-C2 EGFP-Vav 1794
PMB78 PEGFP-C2 EGFP-Vay 1779
pMB88 PEGFP-C2 EGFP-Vay 1K
pPMB89 PEGFP-C2 EGFP-Vay1Ne35A
pPMB58 PEGFP-C2 EGFP-Vav1%790"
pPMB59 PEGFP-C2 EGFP-Vav1791A
pPMB60 PEGFP-C2 EGFP-Vay10797A
pPMB61 PEGFP-C2 EGFP-Vav1%7e8
pPMB62 pEGFP-C2 EGFP-Vav 1579
pPMB63 pEGFP-C2 EGFP-Vay 18805
pMB64 pEGFP-C2 EGFP-Vay 1680
pMB65 pEGFP-C2 EGFP-Vav1@8'7A
pMB66 pEGFP-C2 EGFP-Vav1@8'8r
pPMB67 pEGFP-C2 EGFP-Vav 182"
pMB68 PEGFP-C2 EGFP-Vay 198274
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Anexo | (continuacién)

Nombre Tipo de vector Proteina codificada
pPMB79 PEGFP-C2 EGFP-Vav1V87A
pPMB80 PEGFP-C2 EGFP-Vay 18838
PMBS81 pEGFP-C2 EGFP-Vay 1883
pPMB82 pEGFP-C2 EGFP-Vay 10844
pPMB83 pEGFP-C2 EGFP-Vay 154
pMB84 pEGFP-C2 EGFP-Vav1£84A
pPMB94 pEGFP-C2 EGFP-Vay1PFmut
PMB100 pEGFP-C2 EGFP-Vay 1PFCARmut
pPMB101 PEGFP-C2 EGFP-Vay 1 "VEEDmut
pMB104 pEGFP-C2 EGFP-Vay 1 OFC-R+YVEEDmUt
pMB111 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] D376A+DFC-Rmut
pMB109 pEGFP-C2 EGFP-Vay ] D376A+DFC-R+YVEEDmut
pMB108 pGEX 6P-1 GST-CSH3PFeRmut
PMB130 PGEX 6P-1 GST-CSH3VEEDmut
pMB131 PGEX 6P-1 GST-CSH3DFC-R+YVEEDMut
pMB115 PGEX 6P-1 GST-SH3DFC-R+P833Lmut
pMB141 pPGEX 6P-1 GST-SH3Pe33L+YVEEDmut
pMB142 PGEX 6P-1 GST-SH3DFC-Rmut+P833L+YVEEDmut
pJRC64 pEF1-Myc-His A | Vav1™*'F
pMB13 pEF1-Myc-His A VayY174F+Y541F
pMB23 pPEF1-Myc-His A | Vav1"*E
pMB124 PEF1-Myc-His A VayY174F+Ys41E
pJRC65 pEF1-Myc-His A Vav1">#F
pMB14 pPEF1-Myc-His A | Vay1Y174F+v544F
pMB24 pEF1-Myc-His A | Vav1"*E
pMB31 pPEF1-Myc-His A | Vay1"174F+Y544E
PMB41 PGEX 6P-1 GST-CSH3Y®¢F
pMB36 pGEX 6P-1 GST-CSH3Y835E
pKES23 pcDNA3 Vav1Y4F
pMB120 pcDNA3 Vav1Y160F
pMB38 PEF1/myc-His A | Vav1YF+eser
pMB28 pPEF1/myc-His A | Vav1"'4%*
pMB29 PEF1/myc-His A | Vav1Y'e®
pMB30 PpEF1/myc-His A | Vav1Y7#
pKES24 pcDNA3 Vay1Y142F174F
pKES25 pcDNA3 gy Y160F+Y174F
pMB37 pEF1/myc-His A \ay ] Y160F+Y174E
pMB45 PEF1/myc-His A | Vay1Y160ev174
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Anexo |l

Lista de oligonucleétidos utilizados para introducir mutaciones puntuales o combinadas en
el cDNA de Vav1.D, directo; R, reverso.

Mutacion

Oligo

Y174F

5’-GCA GAG GGG GAC GAG ATC TTC GAG GAC CTA ATG
CGCTTG-¥

5’-CAA GCG CAT TAG GTC CTC GAA GAT CTC GTC CCC
CTC TGC-3’

P833L

5’-CGG CCG GAT CGG CTG GTT CCC TTC TAA CTATGT
GGA GGA AG-3

5’-CTT CCT CCA CAT AGT TAG AAG GGA ACC AGC CGA
TCC GGC CG-3°

AAAP

i

5’-GGA ATA CTA TGG GAT CGC TGC TGC ACC TGG AGC-
3 2

5’-GCT CCA GGT GCA GCA GCG ATC CCA TAG TAT TCC-
3,

P651L

5’-GTC GGC TGG TTT CTC TGT AAC AGA GTG C-3°

5’-GCA CTC TGT TAC AGA GAA ACC AGC CGA C-3

NEmut

O | 7| O| ~

5’-GGG ACC TGG CAC AGT GCG TGG CCG CGG TCA AGA
GGG ACA ATG AAA CC-¥

=~

5’-GGT TTC ATT GTC CCT CTT GAC CGC GGC CAC GCA
CTG TGC CAG GTC CC-3’

VKmut

5’-CTG GCA CAG TGC GTG AAC GAG GCC GCG AGG GAC
AAT GAA ACC CTA CGG-3’

5’-CCG TAG GGT TTC ATT GTC CCT CGC GGC CTC GTT
CAC GCA CTG TGC CAG-3’

RDmut

5’-GCA CAG TGC GTG AAC GAG GTC AAG GCG GCC AAT
GAA ACC CTA CGG CAG ATC AC-¥

5’-GTG ATC TGC CGT AGG GTT TCA TTG GCC GCC TTG
ACCTCG TTC ACG CACTGT GC-3’

NE+RDmut

5’-GGG ACC TGG CAC AGT GCG TGG CCG CGG TCA AGG
CGG CCA ATG AAA CC-3°

5’-GGT TTC ATT GGC CGC CTT GAC CGC GGC CAC GCA
CTG TGC CAG GTC CC-¥

NEVKRDmut

5’-CTG GCA CAG TGC GTG GCC GCG GCC GCG GCG GCC
AAT GAA ACC CTA CGG-3°

5’-CCG TAG GGT TTC ATT GGC CGC CGC GGC CGC GGC
CAC GCA CTG TGC CAG-3’

T384A

5’-GGG ACA ATG AAA CCC TAC GGC AGA TCG CAA ACT
TTC AGC TGT CCA TTG AGA AC-3’

5’-GTT CTC AAT GGA CAG CTG AAA GTT TGC GAT CTG
CCG TAG GGT TTC ATT GTC CC-3’
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Anexo Il (continuacién)

Mutacion

Oligo

L388A

5’-GGC AGA TCA CAA ACT TTC AGG CGT CCATTG AGA
ACCTGG ACC-3

5’-GGT CCA GGT TCT CAA TGG ACG CCT GAA AGT TTG
TGA TCT GCC-3’

V373A

5’-GGC ACA GTG CGT GAA CGA GGC CAA GAG GGA
CAA TGA AAC CCT AC-3’

5’-GTA GGG TTT CAT TGT CCC TCT TGG CCT CGT TCA
CGC ACT GTG CC-3

K374A

5’-GGC ACA GTG CGT GAA CGA GGT CGC GAG GGA CAA
TGA AAC CC-3’

5’-GGG TTT CAT TGT CCC TCG CGA CCT CGT TCA CGC
ACT GTG CC-3’

R375A

5’-CAG TGC GTG AAC GAG GTC AAG GCG GAC AAT GAA
ACC CTA CGG-3°

5’-CCG TAG GGT TTC ATT GTC CGC CTT GAC CTC GTT
CAC GCA CTG-3’

D376A

5’-GTG AAC GAG GTC AAG AGG GCC AAT GAA ACC CTA
CGG CAG-3°

5’-CTG CCG TAG GGT TTC ATT GGC CCT CTT GAC CTC
GTT CAC-3

D792A

5’-GCA CTG CCA AAG CCC GCT ACG CCT TCT GTG CCC
GGG ACA GGT C-3

5’- GAC CTG TCC CGG GCA CAG AAG GCG TAG CGG GCT
TTG GCA GTG C -3’

F793A

5’- CTG CCA AAG CCC GCT ACG ACG CCT GTG CCC GGG
ACA GGT CGG -3’

5’- CCG ACC TGT CCC GGG CAC AGG CGT CGT AGC GGG
CTT TGG CAG -3’

C794A

5’-CCA AAG CCC GCT ACG ACT TCG CTG CCC GGG ACA
GGT CGG AAC-3°

5’-GTT CCG ACC TGT CCC GGG CAG CGA AGT CGT AGC
GGG CTT TGG-3’

R796A

5’-CGC TAC GAC TTC TGT GCC GCG GAC AGG TCG GAA
CTG TCC C-3°

5’-GGG ACA GTT CCG ACC TGT CCG CGG CAC AGA AGT
CGT AGC G-¥’

K804A

5’-GGA CAG GTC GGA ACT GTC CCT TGC GGA GGG TGA
TAT CAT CAA GAT C-3°

5’-GAT CTT GAT GAT ATC ACC CTC CGC AAG GGA CAG
TTC CGA CCT GTC C-3°
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Anexo Il (continuacién)

Mutacion

Oligo

N835A

5’- CGG ATC GGC TGG TTC CCT TCT GCC TAT GTG GAG
GAA GACTATTC -3’

5’- GAA TAG TCT TCC TCC ACA TAG GCA GAA GGG AAC
CAG CCG ATCCG -3

R790A

5’- GTATTT TGG CAC TGC CAA AGC CGC CTA CGA CTT
CTG TGC CCGGGAC-3

5’- GTC CCG GGC ACA GAA GTC GTA GGC GGC TTT GGC
AGT GCC AAAATAC-3°

Y791A

5’- GCA CTG CCA AAG CCC GCG CCG ACT TCT GTG CcCcC
GGG -3

5’- CCC GGG CAC AGA AGT CGG CGC GGG CTT TGG CAG
TGC -3’

D797A

5’- CGC TAC GAC TTC TGT GCC CGG GCC AGG TCG GAA
CTG TCC CTT AAG -3’

5’- CTT AAG GGA CAG TTC CGA CCT GGC CCG GGC ACA
GAA GTC GTA GCG -3’

R798A

5’- CTA CGA CTT CTG TGC CCG GGA CGC GTC GGA ACT
GTC CCT TAA GGA G -3’

5’- CTC CTT AAG GGA CAG TTC CGA CGC GTC CCG GGC
ACA GAA GTC GTA G -3’

S799A

5’- GAC TTC TGT GCC CGG GAC AGG GCG GAA CTG TCC
CTT AAG GAG G -3’

5’- CCT CCT TAA GGG ACA GTT CCG CCC TGT CCC GGG
CAC AGA AGTC-3’

E8O05A

5’- GTC GGA ACT GTC CCT TAA GGC GGG TGA TAT CAT
CAA GAT CC -3’

5’- GGA TCT TGA TGA TAT CAC CCG CCT TAA GGG ACA
GTT CCG AC -3’

G806A

5’- GAA CTG TCC CTT AAG GAG CGT GAT ATC ATC AAG
ATCC -3

5’- GGA TCT TGA TGA TAT CAC GCT CCT TAA GGG ACA
GTTC-3’

Q817A

5’- GAT CCT CAA TAA GAA GGG ACG GCA AGG CTG
GTG GCG TGG GG -3

5’- CCC CAC GCC ACC AGC CTT GCC GTC CCT TCT TAT
TGA GGATC -3’

Q818A

5’- CTC AAT AAG AAG GGA CAG CGA GGC TGG TGG
CGT GGG GAG -¥

5’- CTC CCC ACG CCA CCAGCCTCGCTGTCCCTTCTT
ATT GAG -3’
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Anexo Il (continuacién)

Mutacion

Oligo

Y826A

5’-CTG GTG GCG TGG GGA GAT CCG CGG CCG GAT CGG
CTG GTT C-3°

5’-GAA CCA GCC GAT CCG GCC GCG GAT CTC CCC ACG
CCA CCAG-¥

G827A

5’-CTG GTG GCG TGG GGA GAT CTA CCG CCG GAT CGG
CTG GTT CCC TTC-3’

5’-GAA GGG AAC CAG CCG ATC CGG CGG TAG ATC TCC
CCA CGC CAC CAG-¥

V837A

5’-CGG CTG GTT CCC TTC TAA CTA TGC GGA GGA AGA
CTA TTC CGA ATA TTG-3’

5’-CAA TAT TCG GAA TAG TCT TCC TCC GCA TAG TTA
GAA GGG AAC CAG CCG-3°

E838A

5’-CTG GTT CCC TTC TAA CTA TGT GGC GGA AGA CTA
TTC CGA ATA TTG-3’

5’-CAA TAT TCG GAA TAG TCT TCC GCC ACA TAG TTA
GAA GGG AAC CAG-¥

E839A

5’-CCT TCT AAC TAT GTG GAG GCA GAC TAT TCC GAA
TAT TGC-3’

5’-GCA ATA TTC GGA ATA GTC TGC CTC CAC ATA GTT
AGA AGG-3’

D840A

5’-CTT CTA ACT ATG TGG AGG AAG CCT ATT CCG AAT
ATT GCT GAG C-3°

5’-GCT CAG CAA TAT TCG GAA TAG GCT TCC TCC ACA
TAG TTA GAA G-3’

S842A

5’-CTA TGT GGA GGA AGA CTA TGC CGA ATA TTG CTG
AGC CTG-3’

5’-CAG GCT CAG CAA TAT TCG GCA TAG TCT TCC TCC
ACA TAG-3’

E843A

5’-GTG GAG GAA GAC TAT TCC GCA TAT TGC TGA GCC
TGG TGC-3’

5’-GCA CCA GGC TCA GCA ATA TGC GGA ATA GTC TTC
CTC CAC-¥

DFCmut

5’-GCA CTG CCA AAG CCC GCT ACG CCG CCG CAG ccc
GGG ACA GGT CGG AACTG-¥

5’-CAG TTC CGA CCT GTC CCG GGC TGC GGC GGC GTA
GCG GGC TTT GGC AGT GC-3’

DFC-Rmut

5’-CGC TAC GCC GCC GCA GCC GCG GAC AGG TCG GAA
CTG TCC C-3°

5’-GGG ACA GTT CCG ACC TGT CCG CGG CTG CGG CGG
CGT AGC G-¥
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Anexo Il (continuacién)

Mutacion

Oligo

YVEEDmut

5’-CGG ATC GGC TGG TTC CCT TCT AAC GCA GCG GCG
GCA GCC TAT TCC GAA TAT TG-3’

5’-CAA TAT TCG GAA TAG GCT GCC GCC GCT GCG TTA
GAA GGG AAC CAG CCG ATC CG-3°

P833L+YVEED
mut

5’-CGG ATC GGC TGG TTC CCT TCT AAC GCA GCG GCG
GCA GCC TAT TCC GAA TAT TG-3’

5’-CAA TAT TCG GAA TAG GCT GCC GCC GCT GCG TTA
GAA GGG AAC CAG CCG ATC CG-3°

Y541F

5’-GGC ACA TTC TAC CAG GGA TTT CGC TGT TAC AGG
TGC CGG-3°

5’-CCG GCA CCT GTA ACA GCG AAA TCC CTG GTA GAA
TGT GCC-3’

Y541E

5’-GGC ACA TTC TAC CAG GGA GAG CGC TGT TAC AGG
TGC CGG-3°

5’-CCG GCA CCT GTA ACA GCG CTC TCC CTG GTA GAA
TGT GCC-3’

Y544F

5’-GGC ACA TTC TAC CAG TTT GAA CGC TGT TAC AGG-
3 2

5’-CCT GTA ACA GCG TTC AAA CTG GTA GAA TGT GCC-
3’

Y544E

5’-GGC ACA TTC TAC CAG GGA GAA CGC TGT TAC AGG-
3 b

5’-CCT GTA ACA GCG TTC TCC CTG GTA GAA TGT GCC-
3 b

Y836F

5'-CGG CTG GTT CCC TTC TAA CTT TGT GGA GGA AGA
CTA TTC CG-3'

5'-CGG AAT AGT CTT CCT CCA CAA AGT TAG AAG GGA
ACC AGC CG-3'

Y836E

5’-GGC TGG TTC CCT TCT AAC GAG GTG GAG GAA GAC
TAT TCC-3’

5’-GGA ATA GTC TTC CTC CAC CTC GTT AGA AGG GAA
CCA GCC-3°

Y142F

5’- CTG AAC GAC GAA GAT ATT TTC AGT GGC CTT TCA
GAC CAG -3’

5’- CTG GTC TGA AAG GCC ACT GAA AAT ATC TTC GTC
GTT CAG -3’

Y160F

5’- GAG GAA GAC GAG GACCTT TTT GAC TGC GTG
GAA AAT GAG -3’

5’- CTC ATT TTC CAC GCA GTC AAA AAG GTC CTC GTC
TTC CTC -3’
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Anexo I (continuacién)

Mutacion

Oligo

Y142E

5’- GCG AGA CTT GCT GCT TCT ATA ACT CTC ACC GGA
AAG TCT GGT CTA AC -3’

5’- CAATCT GGT CTG AAA GGC CACTCT CAATAT CTT
CGT CGT TCA GAG CG -3’

Y160E

5’- CGT CTC CTT CTG CTC CTG GAA CTC CTG ACG CAC
CTTTTA CTC CTC -3’

5’- CTC CTC ATT TTC CAC GCA GTC CTC AAG GTC CTC
GTCTTC CTC TGC -3’

Y174E

5’- CTC CGT CTC CCC CTG CTC TAG CTC CTC CTG GAT
TAC GCG AAC CTC -3’

5’- CTC CAA GCG CAT TAG GTC CTC CTC GAT CTC GTC
CCCCTCTGC CTC -3’
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Abreviaturas

Ac
ADN
ADNCc
Alk
A-loop
AP-1
APC
APS/SH2B2
ARN
ARNm
Arp2/3
ATF2

BCAP

BCR

Brc/Abl

Blnk
BSA
Btk
Cch2
CD3
CDh4
CcD8
CcD19
CD22
CD28

CD45

Regiodn acidica.

Acido dexoxirribonucléico.

ADN complementario.

Anaplastic lymphoma kinase. Quinasa de linfomas anaplasicos.
Activation loop. Bucle de activacion.

Activator protein 1. Proteina activadora 1.

Antigen presenting cell. Célula presentadora de antigenos.

Adaptor protein 2. Proteina adaptadora 2.

Acido ribonuléico.

ARN mensajero.

Actin related proteins 2 and 3. Proteinas relacionadas con actina 2 y 3.
Activating transcription factor 2. Factor de transcripcion activador 2.

B-cell adaptor for phosphoinositide 3-kinase. Proteina adaptadora de PI3K en
células B.

B-cell receptor. Receptor de células B.

Breaking cluster region / Abelson fusion gene. Gen de fusion del gen de regién de
ruptura del cromosoma 22y el gen Abelson del cromosoma 9.

B-cell linker protein. Proteina conectora de células B.

Bovine serum albumin. Albumina sérica bovina.

Bruton’s tyrosine kinase. Proteina tirosina quinasa de Bruton.
Cluster of differentiation 2. Grupo de diferenciacion 2.
Cluster of differentiation 3. Grupo de diferenciacion 3.
Cluster of differentiation 4. Grupo de diferenciacion 4.
Cluster of differentiation 8. Grupo de diferenciacion 8.
Cluster of differentiation 19. Grupo de diferenciacion 19.
Cluster of differentiation 22. Grupo de diferenciacion 22.
Cluster of differentiation 28. Grupo de diferenciacion 28.

Cluster of differentiation 45. Grupo de diferenciacién 45.
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CD58 Cluster of differentiation 58. Grupo de diferenciacién 58.

Cdc42 Cell division control protein 42 homolog. Proteina de control del ciclo celular 42.

CH Calponin homology domain. Dominio de homologia a Calponina.

CLEC-2 C-type lectin domain family 2. Dominio lectina tipo C familia 2.

CSH3 C-terminal Src homology 3 domain. Dominio de homologia a Src tipo 3 C-
terminal.

Csk C-Src tyrosine kinase. Tirosina quinasa de proteinas Src tipo C.

C-terminal Carboxilo terminal.

DAG Diacilglicerol.

DAPI 4' 6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato

DEAE-dextrano Dietilaminoetil dextrano.

DH Dbl homology domain. Dominio de homologia a Dbl.

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium. Medio Eagle modificado por Dulbecco.

DMSO Dimetil sulfoxido.

DTT Ditiotreitol

ECL Enhanced chemiluminescent substrate. Sustrato quimioluminiscente.

EGF Epidermal growth factor. Factor de crecimiento epidérmico

EGFP External Green Fluorescent Protein. Proteina verde fluorescente externa.

EGF-R Epidermal growth factor receptor. Receptor del factor de crecimiento epidérmico

EM Electron Microscopy. Microscopia electrénica.

EpoR Erythropoyetin Receptor. Receptor de eritropoyetina.

Erk Extracellular signal-Regulated Kinase. Quinasa regulada por sefales

extracelulares.

FAK Focal Adhesion Kinase. Quinasa de adhesion focal.

FBS Fetal Bovine Serum. Suero fetal bovino.

FcyR Fcy receptor. Receptor de Fcy.

FceR Fce receptor. Receptor de Fce.

Gads Grb2-Related Adaptor Downstream of Shc. Proteina adaptadora ligada a Grb2.
GAP GTPase Activating Protein. Proteina activadora de GTPasas.

GDI GDP Dissociation Inhibitor. Inhibidor de la disociacién de GDP.
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GDP
GEF

GEM

GPVI

Grb2, Grb3-3

GTP
GST

HEPES

HGF-R

HLA

hnRNP

HRP
HTVL-1
ICAM-1

IGF-R

IL-2
IL-2R
IL-3
IL-4
IL-6

IL-10

Guanosine DiPhosphate. Guanosina bifosfato.
Guanosine Exchange Factor. Factor de intercambio de nucleotidos de guanina.

Glycosphingolipid Enriched Microdomains. Microdominios enriquecidos con
glicoesfingolipidos.

Glycoprotein VI. Glicoproteina VI.

Growth factor Receptor-Bound protein 2 and 3-3. Proteina unida al receptor del
factor de crecimiento 2 y 3-3.

Guanosine Triphosphate. Guanosina trifosfato.
Glutation S-transferasa.

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid. Acido 4-(2-hidroxiethil)-1
piperacinetanosulfénico.

Hepatocyte Growth Factor Receptor. Receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos.

Human Leukocyte Antigen. Antigeno de leucocitos humanos.

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoproteins. Ribonuleoproteinas nucleares
heterogeneas.

Horseradish peroxidase. Peroxidasa de radbano.
Human T-lymphotropic Virus 1. Virus humano linfotrépico de células T.
Intercellular Adhesion Molecule 1. Molécula de adhesion intracelular 1.

Insulin-like Growth Factor Receptor. Receptor del factor de crecimiento similar a
insulina.

Inmunoglobulina M.

Interleucina-2.

Receptor de Interleucina-2.
Interleucina-3.

Interleucina-4.

Interleucina-6.

Interleucina-10.

Inmunoprecipitacion.
Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido.
Insulin Receptor. Receptor de insulina.

Immunoreceptor tyrosine-based activated motifs. Motivos de activacion basados
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Itk

JAK

JNK

Lat

LAT2

LB

Lck

LFA-1

LPS

MAPK

MHC

MTOC

Nck

NF-AT

NF-xB

NK

NMR

NOX2

NSH3

N-terminal

PAK

PBS

PCR

PD

PDGF

PDGF-R

en tirosinas de los inmunorreceptores.

IL2-inducible T-cell kinase. Quinasa de células T inducible por IL-2.

Janus kinase. Quinasa de Janus.

c-Jun N-terminal kinase. Quinasa N-terminal de c-Jun.

Linker of Activated T-cells. Proteina de unién de linfocitos T activados.

Linker of Activated T-cells 2. Proteina de unién de linfocitos T activados tipo 2.
Luria Bertani medium. Medio de Luria Bertani.

Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase. Proteina tirosina quinasa especifica
de linfocitos.

Lymphocyte function-associated antigen 1. Antigeno asociado a la funcion
linfocitaria tipo 1.

Lipopolisacérido.

Mitogen-activated tyrosine kinase. Tirosina quinasa activada por mitégenos.
Major Histocompatibility Complex. Complejo mayor de histocompatibilidad.
Microtubule-organizing Centre. Centro de organizacién de microtubulos.

Non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor proteina 1. Regién no catalitica de
la proteina adaptadora tirosina quinasa 1.

Nuclear Factor of Activated T-cells. Factor nuclear de linfocitos T activados.
Nuclear factor kB. Factor Nuclear kB.

Natural Killer cells. Células naturales asesinas.

Nuclear Magnetic Resonance. Resonancia nuclear magnética.

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase. Oxidasa nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato.

N-terminal Src homology 3 domain. Dominio N-terminal de homologia a Src
tipo3.

Amino terminal.

p21 activated kinase. Quinasa activada por p21.

Phosphate buffered saline. Tampén fosfato salino.

Polymerase chain reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Pull-down.

Platelet derived growth factor. Factor de crecimiento derivado de plaquetas.

Platelet derived growth factor receptor. Receptor del factor de crecimiento
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PGN
PH

PI

PI(4)P

PI(3,4)P;
PI(3,4,5)P; 0 PIP;
PI(4,5)P; 0 PIP,
PI3K

PIP5K

PKC
PKD
PLC
PTK
PTPasa
PRR

RasGRP

RIPA

ROS
rpm

RPMI-1640

SBS

SDS-PAGE

SH2
SH3
SRF

TBS-T

derivado de plaquetas.

Proteoglicano.

Pleckstrin homology domain. Dominio de homologia a pleckstrina.
Phosphatidylinositol. Fosfatidilinositol.
Phosphatidylinositol-4-phosphate. Fosfatidilinositol-4-fosfato.
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate. Fosfatidilinositol-3,4-bisfosfato.
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate. Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato.
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate. Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato.
Phosphatidylinositol 3-kinase. Fosfatidilinositol 3-quinasa.

Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase. Fosfatidilinositol-4-fosfato 5-
quinasa.

Protein kinase C. Proteina quinasa C.

Protein kinase C. Proteina quinasa C.
Phospholipase C. Fosfolipasa C.

Protein Tyrosine Kinase. Proteina tirosina quinasa.
Proteina tirosina fosofatasa.

Proline Rich Region. Regidn rica en prolinas.

RAS guanyl nucleotide-releasing protein. Proteina liberadora de nublétidos de
guanina de Ras.

Radio immunoprecipitation assay buffer. Tampon en ensayos de
inmunoprecipitacion.

Reactive Oxygen Species. Especies reactivas de oxigeno.
Revolutions per minute. Revoluciones por minuto.

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640. Medio del Instituto Roswell Park
Memorial.

SH3 Binding Site. Sitio de unién a SH3.

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico.

Type 2 Src homology domain. Dominio de homologia a Src de tipo 2.
Type 3 Src homology domain. Dominio de homologia a Src de tipo 3.
Serum response factor. Factor de respuesta a suero.

Tris-Buffered Saline and Tween 20. Tampon Tris salino con Tween 20.
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TCR

Tiam1

TNFa
VIH-1
WASP

WAVE

WB
WT

Zap70

ZFoC1

T cell receptor. Receptor de linfocitos T.

T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1. Proteina promotora
de metastasis e invasion en linfomas de células T tipo 1.

Tumor Necrosis Factor a. Factor de necrosis tumoral o.
Virus de Inmunodeficiencia Humano tipo 1.
Wiskott-Aldrich syndrome protein. Proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich.

WASP family verprolin-homologous protein. Proteina homologa a verprolina
de la familia WASP.
Western-Blot.

Wild Type. Version silvestre.

Zeta-chain-associated protein kinase 70. Proteina quinasa asociada a la cadena
zeta.

Zinc Finger domain. Dominio en dedos de Zinc.
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