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1. Introduccion

1.1. Caracteristicas generales de los gliomas

Los tumores cerebrales constituyen, aproximadamente, un 2% de todas las neoplasias
malignas (Furnari et al., 2007). En general, presentan un amplio espectro de efectos adversos y un
mal prondstico. Los gliomas son los tumores cerebrales mas frecuentes y afectan tanto a nifios
como a adultos. Son tumores de origen glial y mayoritariamente astrocitico; ademads, son
extremadamente diversos con respecto a su localizacidn, morfologia, diferenciacién y respuesta a
la terapia (para revision, véase Caskey et al., 2000).

Los gliomas pueden derivar de tres tipos celulares: los astrocitos (astrocitomas, incluyendo
los glioblastomas), los oligodendrocitos (oligodendrogliomas) y las células ependimarias
(ependimomas). De todos ellos, el glioblastoma multiforme (GBM) es el que presenta mayor
malignidad, representando el 29% de todos los tumores cerebrales primarios y el 50% de los
gliomas (Stark et al., 2005; Ostrom et al., 2014). Los pacientes diagnosticados con GBM tienen una
vida media de uno a dos afios (Stupp et al., 2009); el hecho de ser un tumor altamente infiltrativo
hace que sea mas facil la recurrencia del tumor tras la cirugia y las terapias actuales. Los
glioblastomas se componen de una poblacién de células heterogéneas, que incluye células con
propiedades de células madre (cancer stem cells, CSC), denominadas células madre de glioma
(glioma stem cells, GSC) (Chen et al., 2012; Gilbertson and Graham, 2012); para revisién, ver
Germano and Binello, 2014; Turpin et al., 2015). Estas células se caracterizan por su alto potencial
oncogénico, su resistencia a los tratamientos convencionales, su capacidad de autorrenovacion, y
su diferenciacion en diferentes tipos celulares. Por ello, a estas células se les atribuye la
recurrencia de estos tumores (Jackson et al., 2015).

A pesar de los avances en el estudio de esta patologia, en los ultimos afios los tratamientos
no han conseguido incrementar la esperanza de vida de los pacientes diagnosticados con un
glioma maligno.

1.1.1.Clasificacion de los gliomas

La clasificacién de los tumores cerebrales ha estado cldsicamente basada en criterios
histopatoldgicos. Asi, los signos histoldgicos principales en los que se basan los diferentes
sistemas de clasificacion, incluido el de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), son los
siguientes: atipia nuclear, actividad mitdtica, proliferacidon vascular y necrosis (Gudinaviciene et
al., 2004). Estas caracteristicas se hacen mas evidentes cuanto mayor es el grado de malignidad
del tumor, aunque, debido a la presencia heterogénea de las mismas en los gliomas, se hace
necesario un sistema de clasificacion y diagndstico mas objetivo, basado en las caracteristicas
moleculares de los diferentes gliomas, ya que, ademads, éstas pueden aportar datos acerca de cual
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puede ser el tratamiento mas efectivo. Por esto, recientemente se han propuesto varias
clasificaciones moleculares de los gliomas, de las que se hablara mds adelante.

Como se ha mencionado anteriormente, existen tres tipos de gliomas, atendiendo al origen
celular. En esta Memoria nos centraremos en los astrocitomas, que son los mas frecuentes y
muestran un comportamiento mas agresivo que los oligodendrogliomas o ependimomas (ldoate
and Echeveste, 2007).

Los astrocitomas son tumores compuestos, principalmente, por astrocitos anaplasicos y se
clasifican en cuatro grados (Kleihues et al., 1993; Kleihues and Sobin, 2000) segun su nivel de
malignidad, de acuerdo con la OMS:

I. Astrocitoma pilocitico (Grado I)

Il. Astrocitoma de bajo grado (Grado Il)
lIl. Astrocitoma anaplasico (Grado Ill)
IV. Glioblastoma (grado 1V)

La ultima clasificacién histopatoldgica fue realizada por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) en 2007 (Furnari et al., 2007). En esta nueva revision incluyen nuevas entidades patoldgicas
asi como variaciones de las ya existentes.

I. Astrocitoma pilocitico.

El astrocitoma pilocitico es el tumor cerebral mas frecuente en los nifios, con un pico de
incidencia alrededor de los 10 afios. El astrocitoma pilocitico es una lesion definida, quistica, que
se expande lentamente y que muy rara vez muestra tendencia a progresar hacia la anaplasia y por
lo tanto se clasifica, segiin la OMS, como grado | (Kleihues et al. 1993). El astrocitoma pilocitico
suele localizarse en estructuras medias tales como el nervio dptico, el tercer ventriculo, el tdlamo,
el I6bulo medio temporal, el tallo cerebral y el cerebelo. Desde el punto de vista histoldgico,
destaca la presencia de células bipolares, fusiformes o piloides, con una fibrilacién densa. Las
“fibras de Rosenthal” y los “cuerpos granulares” son marcadores histopatolégicos de los
astrocitomas pilociticos.

Il. Astrocitoma de bajo grado.

El astrocitoma de bajo grado ocurre principalmente en adultos jévenes, con un pico de
incidencia entre los 40 y los 50 anos. Se caracteriza por ser una lesiébn con margenes poco
definidos, con tendencia a la infiltracidon y que aparece, principalmente, en la sustancia blanca de
los hemisferios cerebrales. Las figuras mitdticas son muy raras o estan ausentes.
Microscépicamente, el astrocitoma de bajo grado varia desde un tumor bien diferenciado hasta
una lesién pleomérfica y los nucleos presentan un aspecto redondo u ovalado.

lll. Astrocitoma anaplasico.

El astrocitoma anaplasico presenta unas caracteristicas intermedias entre el astrocitoma de
bajo grado y el glioblastoma, con respecto a la edad de mayor incidencia y al grado de
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anormalidad macroscépica (Burger et al., 1985). El astrocitoma anaplasico presenta mayor
pleomorfismo que el astrocitoma de bajo grado y las figuras mitdticas estan presentes. Otra
caracteristica es la atipia nuclear. El astrocitoma anapldsico tiene una rapida tendencia a
progresar hacia el GBM.

IV. Glioblastoma multiforme (GBM).

El GBM es el mas comun y maligno de los tumores cerebrales en adultos, constituyendo el
50% de todos los gliomas (Stark et al., 2005). Este tipo de tumores fueron descritos por primera
vez por Rudolf Virchow en 1863, recibiendo la denominacién de “espongioblastoma”.
Posteriormente se cambié el término por el de “glioblastoma”. El término “multiforme” hace
referencia a la heterogeneidad celular que presentan estos tumores. El GBM se localiza, en la
mayoria de los casos, en los hemisferios cerebrales, en especial en los I6bulos frontal y temporal.
Stark y col. mostraron en un estudio con 267 pacientes adultos con GBM que, en la mayoria de los
casos, la localizaciéon es multilobular (Stark et al., 2005), en parte debido a la migracion de las
células tumorales a través de estructuras mielinizadas, principalmente el cuerpo calloso. Los
principales sintomas que presentan los pacientes incluyen dolor de cabeza, cambios en la
personalidad y elevada presién intracraneal.

Desde el punto de vista histoldgico, el GBM presenta una amplia variedad de alteraciones,
como son la necrosis, las hemorragias ocasionales, la prominente proliferacion vascular, la
aparicion de células gigantes, el polimorfismo nuclear o la elevada actividad mitética. Segun la
clasificacién llevada a cabo por Scherer en el afio 1940, existen dos grandes tipos de GBM: el GBM
primario y el GBM secundario (Louis et al., 2007; Ohgaki and Kleihues, 2007). Aunque morfoldgica
y clinicamente ambos tipos de GBM son indistinguibles (Furnari et al., 2007), en realidad
constituyen dos entidades diferenciadas, puesto que afectan a pacientes con diferentes edades,
se desarrollan a través de rutas genéticas distintas, presentan diferentes patrones de expresion
de proteinas y RNA y sus respuestas a la radio y a la quimioterapia varian (Ohgaki and Kleihues,
2007; Vigneswaran et al., 2015). El GBM primario es mucho mas frecuente que el GBM secundario
y se caracteriza por la ausencia de un astrocitoma maligno preexistente, es decir, surge de novo.
La incidencia es mayor en personas de edad avanzada, con un mdaximo entre los 60 y los 70 afios
(Franco-Hernandez et al., 2007), y el tiempo durante el cual progresa y se desarrolla la
enfermedad es muy corto, de alrededor de 1 afo. Por el contrario, el GBM secundario se
desarrolla mds lentamente y lo hace a partir de astrocitomas de menor grado, como el
astrocitoma de bajo grado (grado Il) o el astrocitoma anaplasico (grado lll), que progresan durante
un periodo de unos 4 o 5 afios hasta el GBM secundario. El mayor pico de incidencia en estos
tumores esta en torno a los 40-50 afios (Franco-Hernandez et al., 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, cada vez se hace mas necesaria una clasificacion
de los gliomas atendiendo a criterios moleculares. A este respecto, se ha propuesto una
clasificaciéon en cuatro subtipos: proneural, neural, clasico y mesenquimal (Verhaak et al., 2010).
Por su parte, Vigneswaran y col. han propuesto recientemente una clasificacion utilizando datos
del Cancer Genome Atlas Research, la cual se resume en el esquema 1 (Vigneswaran et al., 2015).
Esta se basa en nuevas mutaciones en la isocitrato deshidrogenasa 1y 2 (IDH1 e IDH2), el fenotipo
de hipermetilacion de las islas CpG (pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos), que
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define un subtipo de glioma con mayor supervivencia, la codelecion de los brazos de los
cromosomas 1p/19q, que ayuda a la clasificacién de los tumores de origen oligodendroglial, y las
mutaciones en el promotor de la transcriptasa reversa de la telomerasa (TERTp) que se han
correlacionado con un peor prondstico y que permiten la division de los GBM, hasta ahora
descritos como primarios o secundarios, en tres tipos: proneurales, mesenquimales y cldsicos.

Mediante estos mismos marcadores, Eckel-Passowet al han propuesto una clasificacion
similar en cinco tipos segln las mutaciones en estos genes: triple positivo (mutaciones en TERTp e
IDH mas codelecion de 1p/19q), mutante en TERTp e IDH, mutante sélo en IDH, mutante sélo en
TERTp y triple-negativo (Eckel-Passow et al., 2015).

La incorporacién de los cambios moleculares a la clasificacion de la OMS ya existente puede
mejorar el diagndstico de los pacientes, el desarrollo de tratamientos personalizados y la eficacia
de los ensayos clinicos
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Esquema 1. Clasificacion molecular de los gliomas propuesta por Vigneswaran et al.

1.1.2. Alteraciones moleculares en los gliomas

En las dos ultimas décadas se han desarrollado mejoras en el tratamiento de los tumores
gracias al estudio de las alteraciones gendmicas, que ha posibilitado la creacidon de terapias
dirigidas. Sin embargo, este éxito alin no se ha dado en el tratamiento de los gliomas.

La acumulacion de multiples mutaciones genéticas en una célula proporciona una ventaja
en la supervivencia, relacionada con la proliferacién y la evasidon tanto de la supresion del
crecimiento como de la apoptosis (Hanahan and Weinberg, 2011). Hace tiempo que se
describieron alteraciones cromosémicas en los gliomas, siendo las mas comunes la amplificacion
de los cromosomas 7 y 12 y las deleciones en los cromosomas 1, 9 y 10 (Bello et al., 1994;
Reifenberger et al.,, 1995). Los glioblastomas presentan grandes regiones con pérdida de
heterozigosis (procesos en los que se pierde la copia funcional que quedaba de un supresor
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tumoral), incluyendo deleciones en los cromosomas 1p, 10p, 10q, 13q, 199 y 22q (James et al.,
1988; Fujimoto et al., 1989; Fujisawa et al., 2000; Nakamura et al., 2000; Nakamura et al., 2005).

Los estudios actuales se centran en la comprension de las mutaciones que podrian estar
implicadas en la génesis del GBM, su origen celular y las causas de la carcinogénesis (Nduom et
al.,, 2012). El proyecto del Atlas del Genoma del Cancer (Cancer Genome Atlas) tiene como
objetivo acelerar la comprension de la base molecular de cancer a través de la catalogaciéon de los
cambios gendmicos presentes en mas del 3% de los casos. En un informe inicial, se describié que
la mayoria de las muestras de GBM contienen alteraciones criticas en tres vias: la via RB1, lo cual
elimina los puntos de control del ciclo celular, la via TP53, para evadir la apoptosis y la
senescencia, y la vias de RTK, relacionadas con el aumento de la proliferaciéon (Cancer Genome
Atlas Research 2008). La progresiéon al GBM se suele asociar con la delecién o mutacién de
diversos genes, entre ellos PTEN (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and
dual-specificity protein phosphatase), p53, EGFR (epidermal growth factor receptor) o TGF-beta
(transforming growth factor) (Rao and James, 2004). La delecion o mutacién de NF1
(neurofibromin 1) y la amplificacién de ERBB2 (receptor tyrosine-protein kinase erbB-2) son mas
frecuentes de lo que se habia pensado; otras alteraciones descubiertas recientemente son las
mutaciones frecuentes de los genes IDH1 e IDH2 en glioblastomas secundarios (para revision, ver
Purow and Schiff, 2009; Riemenschneider et al., 2010).

Ademas de las alteraciones genéticas, las anomalias epigenéticas, como son los cambios en
los patrones de metilacién de citosinas del ADN gendmico, estan asociados con todo tipo de
canceres. Diversos autores sugieren que los cambios epigenéticos estan involucrados en las fases
tempranas de la tumorigénesis y que predisponen a las células madre a cambios genéticos y
epigenéticos que estan involucrados en la progresion del tumor (Widschwendter et al., 2007). En
el GBM, la metilacion media la inactivacién de una amplia variedad de genes asociados con la
supresion tumoral, el ciclo celular, la reparacion del ADN y la apoptosis (para revision, véase Yong
and Tsankova, 2015).

Una proteina cuya expresion se pierde frecuentemente en los gliomas es la conexina-43
(Cx43). Tanto es asi que, a medida que aumenta la malignidad de un tumor, disminuye la
expresion de Cx43; es decir, los niveles de Cx43 son muy bajos en los astrocitomas anaplasicos
(grado Ill) y practicamente inexistentes en los GBM (grado IV) (Shinoura et al., 1996; Huang et al.,
1999; Soroceanu et al., 2001; Pu et al., 2004; Caltabiano et al., 2010; Sin et al., 2012; Gielen et al.,
2013).

En los ultimos afios se ha identificado el importante papel de los microARN (miARNs) en el
desarrollo del cancer (Lu et al.,, 2005). Los microARNs son moléculas pequefias de RNA no
codificantes, de 20-22 nucledtidos, que inhiben la expresién génica promoviendo la degradacion
de los ARN mensajeros o inhibiendo la traduccién. Estos ultimos afios, se ha demostrado el
importante papel de los microARNs en cancer, incluyendo los glioblastomas, donde controlan la
proliferacién, la invasion, la angiogénesis y la apoptosis (Chan et al., 2005; Ernst et al., 2010;
Brower et al., 2014).
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El mas frecuente de ellos es el miR-21, que se encuentra expresado tanto en tejido tumoral
de GBM como en lineas celulares de GBM y contribuye al fenotipo maligno inhibiendo la
expresion de genes involucrados en la apoptosis (Chan et al., 2005).

Varios miARNs frecuentemente alterados en los gliomas regulan la expresién de Cx43,
como el miRNA-125b (Jin et al., 2013) o el miR-19a/b (Danielson et al., 2013), que forma parte del
cluster miR17-92, un oncogén potencial descrito en varios tumores incluyendo a los gliomas (Ernst
et al., 2010), y cuya expresidn correlaciona con la malignidad (Jia et al., 2013).

Otros miARNs alterados en los gliomas son los 221-222 (Ciafré et al., 2005; Conti et al.,
2009). Estos inhiben la transcripcion de Cx43 (Hao et al., 2012) y de otras proteinas relevantes en
los tumores como p27, un importante regulador del ciclo celular (Gillies and Lorimer, 2007), PTEN,
uno de los supresores tumorales mas frecuentemente alterados en los gliomas, de la que se
hablard mas adelante (Garofalo et al., 2009) y la proteina tirosina fosfatasa u (PTPu), un mediador
de la invasividad (Quintavalle et al., 2012). Otro miRNA que afecta a la expresién de PTEN en los
gliomas es el miR-494-3p, que media la proliferacién celular, la invasién, la migracién y la
apoptosis en células de glioblastoma humano (Li et al., 2015).

Recientemente, Wong y col. han mostrado el papel del miR-148a y el miR-31 en la
proliferacién, el mantenimiento de las células madre y la angiogénesis de los gliomas. Parte de
estas funciones estan mediadas por una diana comin a ambos, el factor de inhibicion de HIF1
(FIH1, factor inhibiting hypoxia-inducible factor 1), y su via del factor inducible por hipoxia (HIF1a,
hypoxia-inducible factor) y Notch. Asi, estos miARNs proveen al tumor de una forma de activar la
angiogénesis incluso en un entorno normaxico (Wong et al., 2015).

Por otra parte, en los gliomas se encuentran niveles muy bajos de otros microARNs
relacionados con la regulacion de funciones celulares que no benefician el crecimiento y la
propagacion del tumor (para revisidn, véase (Martinez and Esteller, 2010; Chistiakov and
Chekhonin, 2012). Por ejemplo, el miR-34a, que regula la expresion de varios oncogenes, se
encuentra reducido en glioblastomas humanos, y su restauracion suprime el crecimiento en
explantes de gliomas (Li et al., 2009).

1.2. Comunicacion intercelular y proliferacion en células gliales.

El sistema nervioso central (SNC) estd formado por dos grandes tipos celulares: las
neuronas y las células de la glia. Las neuronas son las células responsables de la transmision de la
informacién, gracias a su capacidad de transmitir el impulso nervioso. Aunque ésta constituye, sin
duda, la funcién mas relevante del SNC, las células no neuronales, es decir, las células de la glia,
desempefian también una funcién clave para su correcto funcionamiento. Dentro de las células de
la glia se distinguen diferentes clases: células ependimarias, células macrogliales y células
microgliales. Las células macrogliales se pueden subdividir, a su vez, en dos grupos: astrocitos y
oligodendrocitos.
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Los astrocitos constituyen la glia mayoritaria del SNC (Esquema 2) y como se ha
mencionado en el apartado anterior su malignizacion da lugar a los gliomas. Los astrocitos ejercen
importantes funciones en el cerebro, tanto durante el desarrollo como en la edad adulta. Entre
estas funciones cabe destacar:

1. Induccidn de la barrera hematoencefélica (Janzer and Raff, 1987; Abbott et al., 2006).

2. Apoyo a la migracién y a la diferenciacidon neuronal durante el desarrollo (Stevens, 2008;
Kosodo and Huttner, 2009).

3. Soporte metabdlico a las neuronas (Medina et al., 1999; Pellerin, 2003).

4. Mantenimiento de la homeostasis idnica neural (Mobbs et al., 1988; Philippi et al., 1996).

5. Recaptacién de neurotransmisores (Schousboe and Waagepetersen, 2006; Seifert et al.,
2006).

6. Funcidon neuromoduladora (Araque, 2008).

7. Funcidn neuroprotectora (Vega-Agapito et al., 2002).

8. Funcidn de células madre (Gritti et al., 2002; Sanai et al., 2004).
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Esquema 2. Interacciones entre células gliales y neuronas en el sistema nervioso.

Para poder ejercer correctamente estas funciones, los astrocitos necesitan estar acoplados
a través de uniones comunicantes, lo que les permite coordinar su actividad y actuar como redes
celulares (Giaume et al., 2010).

Globalmente, se puede considerar la existencia de tres tipos de uniones intercelulares: las
uniones estrechas o tight junctions, los desmosomas y las uniones comunicantes o gap junctions.
Las uniones estrechas son regiones diferenciadas de la membrana plasmatica que sellan el
espacio intercelular. Su funcién principal es impedir el transporte paracelular. Por otro lado, la
adhesién mecanica entre célula y célula se mantiene, fundamentalmente, gracias a los
desmosomas, confiriendo asi rigidez al tejido.
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Las uniones comunicantes son especializaciones de membrana que contienen canales de
comunicacion intercelular, los cuales permiten el paso de moléculas pequefias, de entre 1y 1,5
kDa. Asi, a través de estas uniones se pueden intercambiar segundos mensajeros o metabolitos
energéticos entre células adyacentes, lo cual es clave para el correcto funcionamiento de los
astrocitos.

Desde el punto de vista morfoldgico, la caracteristica que diferencia a las uniones
comunicantes de las uniones estrechas es que las células adyacentes unidas por gap junctions
estan separadas una distancia de dos o tres nandmetros (Musil et al., 2000). En los mamiferos
adultos, las uniones comunicantes se encuentran en casi todos los tipos de células, a excepcién de
las fibras musculares esqueléticas, ciertas neuronas y las células sanguineas circulantes
(Loewenstein, 1981; Bennett et al., 1991). Sin embargo, algunas células sanguineas pueden
expresar proteinas que forman las uniones comunicantes, asi como estructuras similares a este
tipo de unién intercelular (Beyer and Steinberg, 1991).

Como especializaciones de membrana que son, las uniones comunicantes se encuentran
insertadas en la bicapa lipidica. Se ha descrito que las proteinas componentes de las uniones
comunicantes se localizan en las regiones de membrana llamadas balsas lipidicas o lipid rafts. Las
balsas lipidicas son zonas de la membrana plasmatica ricas en colesterol y esfingolipidos, lo cual
confiere una mayor fluidez a la membrana en el entorno de la unidn comunicante. Las balsas
lipidicas juegan un importante papel en la sefializacion celular, puesto que en ellas se localizan los
receptores de sefializacion y las caveolas. Se ha demostrado que las proteinas que componen las
uniones comunicantes de los astrocitos colocalizan con la caveolina-1, una de las proteinas
marcadoras de las caveolas (Schubert et al., 2002).

Una de las funciones de los astrocitos es la captacién de K*, debido a la alta permeabilidad
que presentan a este ion (Kuffler et al., 1966) tras lo que es transmitido de unos astrocitos a otros
a través de las uniones comunicantes (Gardner-Medwin, 1986). En este sentido, Mobbs puso de
manifiesto que el acoplamiento entre astrocitos a través de las uniones comunicantes aumenta su
capacidad de amortiguar espacialmente el K* (Mobbs et al., 1988). Por lo tanto las uniones
comunicantes juegan un papel muy importante en la regulacion de los niveles de K* en el espacio
que rodea a las neuronas para que tengan lugar adecuadamente los potenciales de accion.

Otra de las funciones en las que participan las uniones comunicantes es la
neuromodulacién (Pannasch and Rouach, 2013). Los astrocitos presentan una forma de
excitabilidad basada directamente en la dindmica del Ca*" intracelular, que es esencialmente
independiente del potencial de membrana (Cornell-Bell et al., 1990; Cornell-Bell and Finkbeiner,
1991). Asi, en los astrocitos se expresan una amplia variedad de receptores funcionales para
agentes neuroactivos (Dermietzel et al., 1991), como el glutamato (Cornell-Bell et al., 1990;
Jensen and Chiu, 1990) y otros (Salm and McCarthy, 1990). Muchos de estos estudios han
demostrado que el glutamato y otros neurotransmisores pueden provocar oscilaciones en los
niveles de Ca”" intracelular, que se han denominado ondas de Ca®'. Estas ondas de Ca*" se
propagan de un astrocito a otro a través de las uniones comunicantes, creando asi una forma de
excitabilidad basada en las corrientes de Ca®* (Cornell-Bell et al., 1990; Jensen and Chiu, 1990). La
iniciacion y propagacion de las ondas de Ca®* comprende una serie de pasos intra e intercelulares,
en los cuales la fosfolipasa C, el inositol trisfosfato (IP3), los reservorios intracelulares de Ca*'y las
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uniones comunicantes desempefian un papel critico (Naus et al., 1997). Dani y col. (Dani et al.,
1992; Araque et al.,, 2002) han demostrado que las inervaciones aferentes de neuronas
glutamatérgicas provocan la apariciéon de ondas de Ca®* en astrocitos. El hecho de que las sefiales
de Ca®* en los astrocitos se puedan propagar por ellos en respuesta a los neurotransmisores
liberados durante la sinapsis, indica la existencia de comunicacidén entre neuronas y astrocitos
(Perea and Araque, 2010). Esta propagacién podria estar mediada por la comunicacion
intercelular a través de las uniones comunicantes (Pannasch and Rouach, 2013).

Los astrocitos rodean totalmente, con sus ramificaciones, los capilares cerebrales (ver
esquema 2). Por tanto, los sustratos han de atravesar estas terminaciones de astrocitos para
acceder al resto del cerebro. Las uniones comunicantes, al permitir el paso de glucosa y otros
metabolitos, colaboran en el transporte de metabolitos entre la sangre y las neuronas
contribuyendo a mantener la actividad sinaptica (Rouach et al., 2008). En nuestro laboratorio se
ha puesto de manifiesto la transferencia de los principales metabolitos a través de las uniones
comunicantes de astrocitos. Asi, la glucosa y su derivado fosforilado glucosa-6-fosfato, son
capaces de atravesar las uniones comunicantes de los astrocitos (Tabernero et al., 1996). Ademas,
el lactato, un sustrato esencial para el cerebro en desarrollo (Vicario and Medina, 1992), es capaz
de pasar de un astrocito a otro a través de las uniones comunicantes (Tabernero et al., 1996). Por
ultimo, el glutamato y la glutamina, implicados en la transferencia de carbonos entre neuronas y
astrocitos, pueden difundir también a través de las uniones comunicantes (Giaume et al., 1997).

Todo esto sugiere que los astrocitos, gracias al acoplamiento a través de las uniones
comunicantes, se comportan como un sincitio metabdlico: el paso de metabolitos a través de las
uniones comunicantes permite la distribucion de la fuente de energia y de esqueletos carbonados
a través de todo el cerebro. Asi, la regulacién de la permeabilidad de estas uniones puede ser
crucial en el metabolismo general del cerebro. En este sentido, se ha mostrado que el trafico de
glucosa a través de las uniones comunicantes estd regulado por la actividad sinaptica
glutamatérgica mediada por receptores AMPA. Ademds, en ausencia de glucosa en el espacio
extracelular, los astrocitos sdlo obtienen este sustrato para mantener la actividad glutamatérgica
cuando estan conectados a través de las uniones comunicantes (Rouach et al., 2008).

1.2.1. Estructura de las uniones comunicantes. La conexina-43

La unidad de la unidn comunicante es el llamado conexdn. El conexdn o hemicanal es una
estructura proteica que atraviesa la bicapa lipidica de cada una de las dos membranas celulares,
asi como el espacio que queda entre ellas, permitiendo el contacto del citoplasma de las células
adyacentes (Esquema 3b). La comunicacién intercelular consiste, principalmente, en la
transferencia de iones y moléculas de una masa molecular menor de 1,5 KDa (para revisidn, véase
Giaume et al., 1997).

El andlisis de difraccion de rayos X de las uniones comunicantes aisladas demuestra que
cada conexdn tiene una estructura en anillo, formado por seis subunidades proteicas, que rodean

un canal con caracteristicas hidrofilicas. En los mamiferos, la familia de proteinas que integran las



Introduccion

uniones comunicantes es la familia de las conexinas (Cxs) y, por el momento, se han caracterizado
alrededor de 21 subtipos en la especie humana (para revisidn, véase Nielsen et al., 2012).

En los astrocitos, la principal proteina que forma las uniones comunicantes es la conexina-
43 (Cx43) (Dermietzel et al., 1991; Giaume et al., 1991). Sin embargo, se ha sugerido que la Cx26,
0 una proteina con secuencia homadloga, asi como la Cx30, pueden coexpresarse y colocalizarse
junto con la Cx43 en algunos astrocitos (Nagy et al., 2001). Ademds, también se han detectado
niveles de Cx40, Cx45 y Cx46 en estas células (para revisidon, véase Rouach et al., 2002).

Existe una estrecha relacién entre la proteina que integra la unidén comunicante y sus
caracteristicas electrofisioldgicas. Cada tipo de Cx confiere diferente conductancia unitaria y
distinta cooperacion metabdlica a través de las uniones comunicantes. Asi, dependiendo del tipo
de Cx que forma este tipo de unidn intercelular, las uniones comunicantes pueden tener distinta
funcion (Giaume et al., 1991).
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Esquema 3. Estructura de las uniones comunicantes. Modificado de Sohl et al., 2005.

El andlisis de la secuencia de aminodacidos de varias Cxs demuestra que presentan cuatro
dominios transmembrana, dos dominios citoplasmaticos correspondientes a las terminaciones
amino y carboxilo, dos dominios extracelulares y un bucle citoplasmatico (Kumar and Gilula, 1996;
Chaytor et al,, 1997) (Esquema 3a). El tercer dominio transmembrana contiene una alta
proporcién de aminodacidos hidrofilicos, quedando éste hacia la luz de la unién comunicante (para
revisién, véase Trosko and Ruch, 1998), mientras el resto son hidrofébicos y por tanto
responsables de la interaccidén con la bicapa lipidica. Las diferentes conexinas presentan una alta
homologia, excepto para el bucle citoplasmatico y el extremo carboxilo terminal; la longitud del
este Ultimo difiere mucho entre las conexinas y les confiere distintos pesos moleculares, que se
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reflejan en su nomenclatura (por ejemplo, la Cx43 se denomina asi por su peso de 43 kDa). El
dominio carboxilo terminal (C-T) es clave para la regulacidn del trafico, tamafio, localizacién y
recambio de las uniones comunicantes, asi como para la implicacion de las conexinas en la
sefializacion celular (Giepmans, 2004; Herve et al., 2007; Laird, 2010; Thevenin et al., 2013). Este
dominio es basicamente una regién intrinsecamente desordenada (IDR, intrinsically disordered
region) excepto dos pequefas regiones con estructura de alfa-hélice (Sorgen et al., 2004; Grosely
et al., 2013). Las IDRs carecen de estructura secundaria, por lo que son flexibles, lo que les
permite interactuar con gran numero de proteinas; ademas, se modifican por fosforilacién,
aumentando su versatilidad conformacional, y, con ello, facilitan interacciones rapidas, reversibles
y dindmicas, como las que se dan en las zonas de sefializacién del citoplasma préoximas a la
membrana plasmatica (Romero et al., 1998; Dunker et al., 2001; Romero et al., 2001; Romero et
al.,, 2004). Asi, no es de extrafar que casi todo el interactoma de la Cx43 se concentre en su
dominio carboxilo-terminal. En este domino posee abundantes sitios de fosforilacién (Delmar et
al., 2004) y varias regiones de unién a proteinas, como motivos de unién a SH2 y SH3 (Src
homology) o un motivo de interaccién con dominios PDZ (postsynaptic density protein—Drosophila
disc large tumor suppressor-zonula occludens 1 protein) (Giepmans, 2004; Herve et al., 2007
Laird, 2010). Los dominios PDZ son regiones modulares de interacciéon entre proteinas, con una
gran abundancia y diversidad estructural (para revisidén, ver (Lee and Zheng, 2010)). Estos
dominios tienen importantes funciones en sefializacion mediante complejos moleculares. Asi, los
dominios PDZ son muy abundantes en proteinas de andamiaje (Kennedy, 1995; Lee and Zheng,
2010). De hecho, la Cx43 interacciona con proteinas de andamiaje como ZO-1 a través de su
motivo de unién a PDZ (Giepmans and Moolenaar, 1998; Toyofuku et al., 1998).

Es importante mencionar que algunos de estos motivos de interaccidon y sitios de
fosforilacién se superponen en la secuencia 266-283 del domino carboxilo terminal (ver esquema
4; para revision, ver Tabernero et al., 2015). De hecho, comparando las secuencias de diferentes
conexinas, Kopanic y col. (Kopanic et al., 2014) han propuesto recientemente que varios residuos
del dominio C-T (aminoacidos 272-286 en la Cx43) constituye un dominio regulatorio clave al ser
una IDR con sitios de fosforilacién y motivos superpuestos que permiten la unién de multiples
moléculas.

CPP 266-283
2|32 HRE 2|ﬁ[‘:- 2?"4. . 283
FFKGVKDRVEGKSDPYHATSGALSPAKDCGESQKYAYFNGCSEPTAPLEPMSPPGYKLY

tubulin - Nedd4
D R .

260

|

TGDRNNSSCRNYNKQASEQNWANYSAE ONREMCOAGETIENEHAQPFDFPDONONS
35 PEA  PKC 382
KELAAGHELOPLAIVDORPSSRASSRASSRPRPDDLEI

Esquema 4. Secuencia y sitios de fosforilacion e interaccidn con proteinas del dominio carboxilo
terminal de la Cx43. Extraido de Tabernero et al., 2015.
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1.2.2.Sintesis y degradacion de las conexinas.

La Cx43 se sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso, se transporta al aparato de Golgi
y, por ultimo, es trasladada a la membrana plasmatica (para revisidén, véase Lampe and Lau,
2000), donde los conexones permanecen en un estado cerrado hasta la formacién de canales que
conectan dos células (Vanslyke et al., 2009) para revisién, véase Trosko and Ruch, 1998).

En la actualidad se sabe que la regulacion de las conexinas es un proceso complejo, ya que
la transcripcidon de los genes de las conexinas estd modulada por procesos epigenéticos, tales
como modificaciones en las histonas, metilacion del ADN y microARNs. Sin embargo, cdmo tiene
lugar la interaccidn entre estos mecanismos reguladores, a dia de hoy es un punto con muchas
preguntas por contestar. El conocimiento de la regulacidon de la expresidon de las conexinas en
situaciones fisiologicas y patoldgicas podria ayudar en un futuro a desarrollar terapias para
enfermedades cardiacas, neuroldgicas o cancer (para revision, véase Oyamada et al., 2013).

Una de las caracteristicas mas inusuales de las conexinas es su corta vida media. Al analizar
la velocidad de degradacién de las proteinas de la superficie celular, se ha observado que la vida
media de la mayoria de las proteinas que se localizan en la membrana plasmatica excede las 24
horas. Sin embargo, las conexinas tienen una duracion de entre 1,5 y 5 horas, incluso después de
su incorporacion a la estructura de las uniones comunicantes. La inestabilidad de la conexina es
especialmente destacable en comparacién con la larga vida media de los componentes de las
uniones estrechas y de los desmosomas. Recientemente se ha descrito un mecanismo mediante
el cual Akt, MAPK y c-Src se coordinan para regular el recambio rdpido de las uniones
comunicantes mediante la fosforilacion de la Cx43 (Solan and Lampe, 2014).
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Esquema 5. Sintesis y degradacion de conexina-43. Modificado de Naus y Laird, 2010.
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Existen dos vias proteoliticas implicadas en el reciclaje de las conexinas. La primera es la
degradacion en el lisosoma. La segunda via es el proteosoma, un complejo multicatalitico de
proteasas que degrada rapidamente las proteinas en el citosol y que también desempefia un
papel importante en la degradacién de proteinas de la via secretora (Laird, 2005; Shao et al.,
2005; Naus and Laird, 2010) (Esquema 5).

La ubiquitinacién de la Cx43 esta implicada en su degradacién asociada al reticulo
endopldsmico asi como al trafico de las conexinas a los lisosomas. A ambos niveles, este proceso
esta fuertemente afectado por cambios en el entorno extracelular. Cada vez hay mas pruebas de
que la ubiquitacién de las conexinas es un importante mecanismo para modificar rapidamente el
nivel de las uniones comunicantes en la membrana tanto en condiciones normales como
patoldgicas (para revision, ver Kjenseth et al., 2010).

Se ha observado que las uniones comunicantes, una vez formadas, no pueden separarse de
nuevo en conexones en condiciones fisioldgicas. En estudios de microscopia electrénica se han
observado vesiculas de doble membrana, semejantes a la estructura de las uniones
comunicantes, en el citoplasma de células en cultivo y en tejidos. Posteriormente se ha
demostrado que estas estructuras son uniones comunicantes altamente empaquetadas. Esto
sugiere que las estructuras anulares proceden de uniones comunicantes internalizadas por
invaginacién que son transportadas al interior del citoplasma para su posterior degradacién (para
revisién, véase Segretain and Falk, 2004; Naus and Laird, 2010). Las uniones comunicantes
internalizadas son degradadas por lisosomas, mientras que los proteosomas desestabilizan las
uniones comunicantes fosforiladas en el citoplasma (para revisidn véase Segretain and Falk,
2004).

1.2.3.Fosforilacion de la conexina-43. Relacion con el ciclo celular.

La mayoria de las conexinas (Cx31, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, Cx50 y Cx56)
pueden ser fosforiladas en su extremo carboxilo terminal. Al analizar la Cx43 mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), se observa una banda correspondiente a la
Cx43 no fosforilada (NP) y, al menos, dos bandas que presentan una velocidad de migracion
menor, debido a la fosforilacién, denominadas cominmente P1 y P2. Se ha demostrado que, en
células transfectadas con la Cx43 sin su extremo carboxilo terminal, ésta no es capaz de formar
uniones comunicantes funcionales, sugiriendo que la fosforilacién del extremo carboxilo de la
Cx43 promueve la formacién de las uniones comunicantes. Ademas, se ha demostrado que la
fosforilacién en el extremo carboxilo terminal de la Cx43 afecta al ensamblaje y a la degradacién
de esta proteina asi como a la comunicacién de las gap junctions (para revisién, véase: Solan and
Lampe, 2005).

En el esquema 6 se muestran las kinasas conocidas hasta el momento que fosforilan la Cx43
y los diferentes residuos que fosforilan. La activacion de la proteina kinasa A (PKA) se ha
relacionado con un incremento en el movimiento de la Cx43 en la membrana plasmatica para la
formacién de los conexones. La caseina kinasa 1 (CK1) también parece estar implicada en el
ensamblaje de la Cx43 para la formacion de los conexones dentro de las uniones comunicantes.
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Por su parte, la proteina kinasa C (PKC) fosforila directamente la Cx43 en los residuos de serina
262 y 368 (Reynhout et al., 1992).
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Esquema 6. Fosforilacion de la conexina-43. Modificado de Solan y Lampe, 2005.

Estudios recientes realizados en cardiomiocitos que expresaban Cx43 con una mutacion en
la serina 262 (S262A) encontraron una disminucién en la sintesis de ADN, indicando que el
residuo serina 262 sensible a la fosforilacidn por la PKC tiene un papel clave en la progresion del
ciclo celular. La fosforilacion en los residuos Ser279/Ser282 debida a la MAP kinasa tiene un
importante papel en la disminucién de la comunicacién a través de las uniones comunicantes
(Warn-Cramer et al., 1996). La tirosina kinasa c-Src también fosforila directamente a la Cx43 en los
residuos Tyr247 y Tyr265, disminuyendo la comunicacidn intercelular mediante el cierre de las
uniones comunicantes (Lin et al., 2001). Esta fosforilacion se modifica a lo largo del ciclo celular
(Herrero-Gonzalez et al., 2010).

La fosforilacion, localizacion y funcionalidad de la Cx43 se encuentran reguladas durante el
ciclo celular y pueden ser responsables de los cambios de comunicacién observados a lo largo de
éste (para revision, véase Lampe and Lau, 2004; Solan and Lampe, 2005; Solan and Lampe, 2009).
Estudios realizados en diferentes tipos celulares muestran que la expresion de la Cx43 aumenta
durante las fases G1 y S y que sus niveles afectan a la expresidon de diferentes proteinas
reguladoras del ciclo celular (Chen et al., 1995; Zhang et al., 2003b).

Cuando las células se sincronizan en diferentes fases del ciclo celular, la fosforilacion de la
Cx43 aumenta a medida que las células pasan desde la fase GO/G1 a la fase S. En la linea celular
de rifidn de rata se ha observado que, durante la fase GO/G1, la Cx43 se encuentra
predominantemente en la membrana plasmatica, donde se ensambla formando las tipicas placas
de las uniones comunicantes (Solan and Lampe, 2005). A medida que las células progresan en el
ciclo celular, el ensamblaje de la Cx43 en placas es menor. Esta disminucion de la formacién de las
placas de las uniones comunicantes esta acompafiada de una mayor localizacidon de la Cx43 en el
citoplasma y un incremento en la fosforilaciéon de la serina 368, residuo fosforilado por la PKC

14



Introduccion

(Lampe and Lau, 2000). No esta muy claro si este aumento de la Cx43 en el citoplasma es debido a
la inhibicion de la formacién de las uniones comunicantes o si es el resultado de la rotura de
éstas. En cualquier caso, hay una disminucion en el ensamblaje de placas para formar las uniones
comunicantes durante la fase S y parece que la PKC tiene un papel importante en este proceso.

Aunque durante la fase S se observa una acumulacion de la Cx43 en el citoplasma, muchas
placas permanecen en la membrana plasmatica, y sorprendentemente estas células muestran una
mayor comunicacion que en la fase GO/G1. Hay que mencionar que las placas que se observan en
la fase S son diferentes de las placas observadas en la fase GO/G1; durante la fase GO/G1, la Cx43
se asocia preferentemente con ZO-1, mientras que la interaccion de la Cx43 con ZO-2 se mantiene
durante las fases GO/G1 y S (Singh et al., 2005). Estudios realizados por Koo y col. en células de
higado de rata muestran un incremento en la fosforilacién de la Cx43 en la transicion de la fase
GO, G1y S debida a la PKC. Sin embargo, en este caso, hay una disminucion de la comunicacién en
la fase S (Koo et al., 1997).

Por ultimo, estudios realizados en diferentes tipos celulares muestran que la Cx43 es
fosforilada en la Ser255 y en la Ser262 por la kinasa dependiente de la ciclina B (CDK 1) durante la
mitosis, lo que contribuye al incremento de la fosforilacion de la Cx43 y a una fuerte disminucién
de la comunicacion intercelular (Kanemitsu et al., 1998; Lampe et al., 1998; Cooper and Lampe,
2002). Hay que destacar que los ultimos estudios revelan que la CDK1 es la uUnica CDK
indispensable para la progresion del ciclo celular (para revision, véase Hochegger et al., 2008).

Durante la fase M, la Cx43 se encuentra predominantemente en el citoplasma formando
agrupaciones de vesiculas (Xie et al., 1997; Lampe et al., 1998). Todos estos datos, en su conjunto,
indican que la fosforilacién y la localizacién de la Cx43 se encuentran reguladas durante el ciclo
celular y pueden ser responsables de los cambios de comunicacién observados en estas
circunstancias (Solan and Lampe, 2009).

1.2.4. La conexina-43 como proteina supresora de tumores en gliomas.

En los tumores en general y en los gliomas en particular, el nivel de comunicacion
intercelular se reduce considerablemente comparado con las células sanas (Loewenstein et al.,
1966).

De hecho, se ha descrito que la expresion de Cx43 se relaciona inversamente con el grado
de malignidad de los astrocitomas; asi, es muy bajo en los astrocitomas anaplasicos (grado Ill) e
indetectable en los GBM (grado 1V) (Shinoura et al., 1996; Huang et al., 1999; Soroceanu et al.,
2001; Pu et al., 2004; Caltabiano et al., 2010; Sin et al., 2012; Gielen et al., 2013).

Ademas, se ha determinado la funcionalidad de la comunicacién intercelular con
marcadores fluorescentes y se ha comprobado que, a medida que aumenta el grado de
malignidad de los gliomas, disminuye la difusion de moléculas entre células adyacentes
(Soroceanu et al., 2001). Por tanto, se sugiere que la pérdida de comunicacidn intercelular es uno
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de los procesos implicados en la formacion de estos tumores cerebrales malignos (Soroceanu et
al., 2001).

Hay que destacar que, en algunos glioblastomas, los niveles de ARN mensajero para la Cx43
no reflejan los niveles de proteina presente en las células (Caltabiano et al., 2010; Gielen et al.,
2013; Sin et al., 2012). De hecho, Gielen et al. analizaron el nimero de copias del gen de la Cx43
(GJA1L, gap junction protein, alpha 1) y sus niveles de ARN mensajero en astrocitomas de grado Il
y IV en el Cancer Genome Atlas (Gielen et al., 2013). Observaron que el gen Cx43/GJA1 tiene
tendencia a estar delecionado en el glioblastoma (11.3%) y que, mientras el 27.3% de los
glioblastomas presentaban una disminucién a la mitad del ARNm para la Cx43, el 20.3% de los
GBM mostraban un aumento del doble de este ARNm comparado con tejidos normales. Al
analizar muestras de tejido tumoral, encontraron niveles minimos de la proteina Cx43 en los
glioblastomas. Estos resultados indican que los reducidos niveles de Cx43 que se encuentran en
gliomas de grado Ill y IV no se deben a un descenso de la transcripcion, sino a la alteracidn de los
mecanismos de regulacidn post-traduccional de la Cx43 en estos tumores (Klotz, 2012).

A este respecto conviene destacar que, como se ha expuesto en el apartado 1.1.2, en los
gliomas se han encontrado alteraciones en varios miARNs que inhiben la expresidon de Cx43, entre
ellos el miRNA-125b (Jin et al.,, 2013), el miR-19a/b (Danielson et al., 2013), cuya expresion
correlaciona con la malignidad (Jia et al., 2013) y los 221-222 (Hao et al., 2012). El mecanismo mas
frecuente por el que los miARNs reducen la expresion de una proteina suele ser por el
apareamiento imperfecto de bases de éstos con secuencias de la region no traducida 3’ de los
ARN mensajeros diana. Esto produce la inhibicidn de la traduccidn sin que se degrade el ARNm, lo
que explicaria la falta de relacién entre los niveles de ARNm para la Cx43 y los niveles de esta
proteina en algunos gliomas de alto grado (Caltabiano et al., 2010; Sin et al., 2012; Gielen et al.,
2013; para revisidn, ver Tabernero et al., 2015).

La restauracion del gen de la Cx43 en células tumorales y, por tanto, el restablecimiento de
la comunicacién intercelular, trae como consecuencia una disminucidon en la velocidad de
proliferaciéon y la desaparicion del fenotipo neoplasico (Mehta et al.,, 1991; Zhu et al.,, 1991;
Hirschi et al., 1996; Huang et al., 1998; Naus, 2002; Yu et al., 2012).

Ademas, se ha descrito que la restauracidon de los niveles de Cx43 en células madre de
glioma revierte su fenotipo y, consecuentemente, reduce la tumorigenicidad de estas células (Yu
et al., 2012). En este sentido, Yu y col. demostraron que, transfectando Cx43 en células madre de
glioma, se reduce la expresion de marcadores de células madre, como Sox2, y aumenta la
expresion de E-cadherina (Yu et al., 2012). Como consecuencia, estas células originan tumores
mas pequefios que las células madre de glioma sin Cx43. Por otra parte, estudios recientes de
nuestro laboratorio han demostrado que tanto la restauracién de la Cx43 como el tratamiento
con un péptido penetrante basado en su secuencia 245-283 (que contiene la region de interaccion
con c-Src y los residuos de tirosina que son fosforilados por éste) son capaces de revertir el
fenotipo de las células madre de glioma humano GIliNS2, incluyendo el cambio de cadherinas, a
través de la inhibicién de la actividad de c-Src y sus efectos sobre Id1 y Sox2 (Gangoso et al.,
2014).

Por todo esto, la Cx43 se considera una proteina supresora de tumores.
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Los mecanismos que explican la accidon antitumoral de la Cx43 son variados. Asi, algunos
autores han observado que el efecto antiproliferativo de la Cx43 estd relacionado con su
capacidad para aumentar la comunicacién intercelular a través de las gap junctions (Mehta et al.,
1986; Loewenstein and Rose, 1992). En este sentido, resultados previos de nuestro laboratorio
pusieron de manifiesto que la tolbutamida y el cAMP aumentan la expresién de la Cx43 y la
comunicacion intercelular en la linea C6 de glioma de rata, lo cual viene acompafiado de una
disminucién en la proliferacién de estas células tumorales (Sanchez-Alvarez et al., 2001). Ademas,
como consecuencia del aumento de la expresidén de la Cx43, se produce una disminucidn de la Ki-
67, una proteina presente en todas las fases activas del ciclo celular, indicando una reduccién de
la proliferacidn en estas células de glioma (Sanchez-Alvarez et al., 2006). En este sentido, las
uniones comunicantes se pueden usar como conductos para el paso de tratamientos
antitumorales e incrementar la muerte celular (Mesnil and Yamasaki, 2000; Paino et al., 2010). A
este respecto, se sabe que la restauracién de las conexinas mejora los resultados de la terapia
génica suicida con la timidina kinasa del virus herpes simple y ganciclovir (HSVt/GCV k) a través
del efecto bystander (Mesnil and Yamasaki, 2000; Paino et al., 2010). Paino y col. desarrollaron un
modelo experimental para esta terapia en células de glioma, y mostraron que el tratamiento con
tolbutamida, que aumenta la comunicacidn a través de las uniones comunicantes, incrementaba
la eficacia de la terapia génica suicida en células de glioma humano U373 (Paino et al., 2010).
Recientemente se ha mostrado que el efecto bystander de las uniones comunicantes compuestas
por Cx43 aumenta el efecto antitumoral del miR-124-3p en células de glioma C6 y en células de
glioblastoma humano U87 (Zhang et al., 2015).

Por otro lado, hay autores que consideran que el efecto antiproliferativo es independiente
de la comunicacién (Huang et al., 1998; Moorby and Patel, 2001; Zhang et al., 2003a; Cherian et
al., 2005; Dang et al.,, 2006). La Cx43 se ha caracterizado por la abundancia de residuos
fosforilables (Moorby and Patel, 2001) y varios dominios especificos de interaccidon con otras
proteinas (Giepmans et al., 2001b; Schubert et al., 2002), entre las que cabe destacar la ZO-1
(zona occludens-1) (Toyofuku et al., 1998) y la proteina tirosina kinasa c- Src (Giepmans et al.,
2001a). A este respecto, se ha descrito que el dominio carboxilo terminal de la Cx43 desempefia
un papel importante en la regulacién de la proliferacién celular (Moorby and Patel, 2001). Este
efecto se podria llevar a cabo a través de interacciones con c-Src o con ZO- 1, puesto que ambas
proteinas estan implicadas en la regulacion de la proliferacion celular. Otra de las proteinas que
interacciona con la Cx43 es CCN3 (NOV, Nephroblastoma overexpressed), una proteina de la
familia CCN, con efecto antiproliferativo. Asi, se ha observado que la Cx43 aumenta los niveles de
expresion de CCN3, la cual, ademas, es capaz de unirse al extremo carboxilo terminal de la Cx43
(Fu et al., 2004; Gellhaus et al., 2004).

En cuanto a la via de sefializacién por la que la Cx43 logra modificar la expresion de los
genes reguladores del ciclo celular, los resultados de nuestro laboratorio indican que la
interaccion del extremo carboxilo terminal citoplasmatico de la Cx43 con c-Src desencadena este
efecto. Cuando c-Src estd en su forma activa, fosforila los residuos Tyr247 y Tyr265 de la Cx43,
provocando una inhibicién de la comunicacién intercelular (Giepmans et al., 2001a; Lin et al.,
2001; Lampe and Lau, 2004). Esta interaccidon entre Cx43 y c-Src disminuye la alta actividad del
oncogén c-Src en las células de glioma C6. Ademads, Herrero-Gonzalez y col. observaron que,
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cuando se disminuia la actividad de c-Src, aumentaba la expresion de p21 y p27, dos inhibidores
de kinasas dependientes de ciclina (Koffler et al., 2000; Zhang et al., 2001). Estos inhibidores
provocan a su vez la reduccién de la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRb) y, como
consecuencia, la reduccién de la expresion de la ciclina E, responsable del paso de la fase G1 a la
fase S del ciclo celular. EI mutante de Cx43 en Tyr247 y Tyr265, los residuos que fosforila c-Src,
carece de actividad sobre la proliferaciéon y sobre la expresidon de estos reguladores del ciclo
celular (Herrero-Gonzalez et al., 2010). El modelo propuesto se resume en el esquema 7.
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Esquema 7. Mecanismo propuesto de la parada del ciclo celular promovida por la conexina-43.

1.3. Actividad oncogénica de c-Src

La proteina kinasa c-Src forma parte de una gran familia de proteinas tirosina kinasas (PTK)
no receptoras asociadas a membrana, la familia de kinasas Src (SFK, Src family kinases), de las
cuales se han identificado 10 isoformas: Src, Frk, Lck, Lyn, Blk, Hck, Fyn, Yrk, Fgr y Yes, todas ellas
importantes en el fenotipo tumoral (Sudol et al.,, 1993; Brown and Cooper, 1996). La principal
funcién de las PTK es la regulacién de vias de sefializacidn intracelular catalizando la transferencia
de un fosfato desde el ATP a residuos de tirosina de diferentes proteinas intracelulares.

La proteina kinasa c- Src (cellular Src) estd involucrada en diferentes funciones, incluyendo
adhesién, crecimiento, movimiento y diferenciaciéon. Se ha demostrado que hay una elevada
actividad de c-Src en tumores en general y en glioblastomas en particular (Du et al., 2009). El
aumento de la actividad de c-Src en glioblastomas no se debe, en general, a la amplificacién o
mutacion del gen, porque en el Cancer Genome Atlas Research no se encontraron cambios en la
expresion de mRNA ni mutaciones en c-Src en glioblastomas (Cancer Genome Atlas Research
2008). En gliomas, Fyn, c-Src y Yes se sobreexpresan, siendo Fyn y c-Src efectores de la actividad
oncogénica del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Yang et al., 2009). También se ha
encontrado una alta expresion de estas tres kinasas en células madre de glioma (Han et al., 2015).
En células madre se ha observado que la actividad de c-Src es necesaria para la autorrenovacién y
la diferenciacién (Anneren et al., 2004; Singh et al., 2012).
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Un gran numero de estudios han identificado, definitivamente, a c-Src como una molécula
clave en la progresion tumoral, ya que puede proporcionar sefiales oncogénicas para la
supervivencia de las células tumorales, la mitogénesis, la transicion epitelio-mesénquima, la
invasién, la angiogénesis y la metdstasis (Summy and Gallick, 2003; Sgroi, 2009). c-Src es un
componente critico en la base de multiples eventos bioquimicos y en la progresién maligna del
tumor. Ademas, participa en la autorrenovacién de las células madre tumorales (Singh et al.,
2012). Por todo esto se estd convirtiendo en una posible diana molecular para la terapia contra el
cancer. Por ejemplo, se ha demostrado que la inhibicién de c-Src en células cancerosas resulta en
la regulacién positiva de E-cadherina, mejora de la adherencia entre células y reduccion de la tasa
de metastasis (Nam et al., 2002).

La estructura de las tirosina kinasas Src se muestra en el esquema 8.

c-Src Y416 Y527
|

NHSH4: SH3: SH2 ] SH1 (kinase)) | C

pac Y416

N[[SH4] [SH3TSH2T] [SHi (kinase) | C

Esquema 8. Dominios estructurales de c-Src y v-Src. Modificado de Yeatman et al., 2004.

En el extremo amino terminal de las SFK hay una regién, denominada SH4 (SH de Src
homology), que contiene un sitio de miristilacién y/o palmitoilacién (Koegl et al., 1994), necesario
para la asociacidon de estas proteinas con la membrana celular. A continuacién se encuentran las
regiones SH3, SH2, que permiten las interacciones proteina-proteina en las cascadas de
sefializacion celular (Xu et al., 1997; Yeatman, 2004) y el dominio catalitico SH1, que contiene un
sitio de autofosforilacion en un bucle de activacion. Seguidamente se halla el extremo carboxilo
terminal, que incluye un residuo de tirosina cuya fosforilacion contribuye a la inactivacion de
estas kinasas. Estos dominios se encuentran unidos entre si por secuencias intrinsecamente
desordenadas. Es interesante destacar que la secuencia que une los dominios SH3 y SH4 se llama
“dominio Unico” por la falta de similaridad en su secuencia entre las diferentes SFK; sin embargo,
el dominio Unico para cada miembro de la familia se encuentra bien conservado entre diferentes
organismos, lo que sugiere un papel especifico (Amata et al., 2014). En c-Src, este dominio puede
unirse a lipidos, al dominio SH3 y a la calmodulina. La secuencia responsable de estas
interacciones esta conservada en c¢-Src, Fyny Yes.
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Tanto los sitios N-terminales de modificacion lipidica como el sitio de autofosforilacidn en el
bucle de activacion y los sitios c-terminales de regulacién negativa se encuentran altamente
conservados en las SFK.

El gen Src del virus del sarcoma de Rous fue el primer oncogén retrovirico identificado. Su
producto, v-Src (viral Src), difiere de c-Src en una pérdida de aminoacidos en la secuencia del
dominio carboxilo terminal, como la tirosina 527, clave para la inactivacién de Src (Takeya and
Hanafusa, 1983; Cooper et al., 1986). Es decir, v-Src se encuentra constitutivamente activo,
mientras que c-Src tiene regulada su actividad. En condiciones normales, la forma predominante
de c-Src en las células es la inactiva, activandose de manera especifica en respuesta a diferentes
efectores.

La actividad de c-Src estd regulada por cambios conformacionales estabilizados por
fosforilaciones, como se muestra en el esquema 9.

c-Src Inactivo c-Src Activo

Y527

Esquema 9. Regulacidn de la actividad de c-Src. Modificado de Yeatman et al., 2004.

En su forma inactiva, c-Src se encuentra fosforilado en la tirosina 527, en el extremo
carboxilo terminal. Esta tirosina fosforilada es reconocida por el dominio SH2, mientras que el
dominio SH3 interacciona con un motivo de poli-prolinas de la regién que une el dominio SH2 con
el dominio catalitico. Estas interacciones intramoleculares cierran el dominio catalitico y
secuestran los dominios SH2 y SH3, de forma que la enzima no puede interaccionar con otras
proteinas ni acceder a sus sustratos (Sicheri and Kuriyan, 1997; Williams et al., 1997; Xu et al.,
1997; Schindler et al., 1999). La desfosforilacion de la tirosina 527 libera a la molécula de esta
conformacion y permite la autofosforilacidn en la tirosina 416, en el sitio catalitico, lo que resulta
en la activacidon completa de la kinasa.

La delecion o la mutacién de Y527 o el desplazamiento de SH2 y SH3 por interacciones
intramoleculares o con ligandos de alta afinidad lleva también a la activacién de c-Src en células
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tumorales (Xu et al., 1997; Frame et al., 2002). Las fosfatasas que pueden activar a c-Src retirando
el fosfato de la tirosina 527 todavia no estan identificadas, pero algunos candidatos son (Roskoski
et al., 2005): PTPa, PTPg, PTPA, CD45, PTP1B, SHP-1 y SHP-2 (Mustelin and Altman, 1990; Zheng et
al., 1992; Fang et al., 1994; Somani et al., 1997; Bjorge et al., 2000; Zhang et al., 2004). Por ultimo,
la actividad de c-Src puede inhibirse mediante la fosforilacidn de la tirosina 527 por la kinasa C-
terminal de Src (Csk, C-terminal Src kinase) (Piwnica-Worms et al., 1987; Nada et al., 1991).

Hasta el momento se han descrito dos proteinas fosfatasas que pueden retirar el fosfato de
la tirosina 416 de c-Src y producir con ello su inactivacidon: PTEN (Dey et al., 2008; Zhang et al.,
2011) PTPN13 (protein tyrosine phosphatase N13) (Glondu-Lassis 2010) y TC-PTP (T-cell protein
tyrosine phosphatase).

Los dominios SH2 y SH3 también son importantes para la actividad de c-Src, ya que las SFKs
pueden activarse por la unién de ligandos a estos dominios (Brown and Cooper, 1996). Por
ejemplo, c-Src es reclutado y activado por el receptor PDGF (platelet derived growth factor) a
través de su interaccién con el dominio SH2 (Kypta et al., 1990; Alonso et al., 1995). Varios
sustratos de c-Src, como FAK (focal adhesion kinase) tienen motivos de union a los dominios SH2 y
SH3 de éste (Thomas et al., 1998). Ademas, las SFKs pueden activarse por el desplazamiento del
dominio SH3 mientras el dominio SH2 sigue unido a la cola C-terminal (Moarefi et al., 1997).

Asi, la estructura de la forma inactiva de las SFKs parece haber evolucionado para crear una
estrecha relacidn de su activacidn con la unién a sus sustratos especificos.

La actividad de c-Src puede inhibirse mediante interacciones con otras proteinas, como
RACK1, (Mamidipudi et al.,, 2004), la caveolina-1, que disminuye su actividad mediante el
reclutamiento de Csk (Li et al., 1996), y, como se describira en el apartado 1.3.1., la Cx43.

Se ha descrito que c-Src es destruido por el proteosoma tras su ubiquitinacidon (Hakak and
Martin, 1999; Laszlo and Cooper, 2009). Sélo la forma activa de c-Src es ubiquitinada, con lo que
c-Src activo puede iniciar su propio proceso de eliminacién (Hakak and Martin, 1999). La
fosforilacién de c-Src activo por la Csk le protege de su degradacion y mantiene un reservorio de
c-Src que puede ser activado rapidamente cuando se le necesita. Los defectos en estos
mecanismos resultan en una hiperactivaciéon de c-Src y contribuyen a la transformacion celular
(Brown and Schreiber, 1996; Russello and Shore, 2004; Laszlo and Cooper, 2009).

1.3.1.Relacion entre conexina-43 y c-Src

Numerosos estudios muestran que c-Src Y416, la forma activa de c-Src, fosforila la Cx43 en
residuos de tirosina, lo que conlleva una inhibicién de la comunicacidn intercelular a través de las
uniones comunicantes (Crow et al., 1990; Swenson et al., 1990; Kurata and Lau, 1994; Giepmans
et al., 2001a; Lin et al., 2001) (Esquema 10). v-Src fosforila directamente la Cx43, tanto in vtrvo
como in vivo (Loo et al., 1999), en el residuo de tirosina 265 (Y265) del extremo carboxilo terminal
de la Cx43 (Kanemitsu et al., 1997). La transfeccidén de diferentes lineas celulares con una Cx43 en
la que se habia mutado Y265 por una fenilalanina muestra que c-Src también fosforila la Cx43 en
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Y247 (Giepmans et al., 2001a). Estudios mas recientes no sélo confirman que v-Src fosforila a la
Cx43 en Y265, si no que, posteriormente, también fosforila la tirosina 247 (Y247). Asi, la
fosforilacién de Y265 no es suficiente para cerrar los canales de las uniones comunicantes y
necesita una segunda fosforilacion en Y247 para el cierre de estos canales. En esta interaccién
participan las regiones SH2 y SH3 de v-Src y una regién rica en prolinas de la Cx43. Para ello, el
dominio SH3 de v-Src interacciona, inicialmente, con la regidn rica en prolinas de la Cx43,
consiguiendo la proximidad necesaria para la fosforilacion de Y265 e Y247 de la Cx43 por el
dominio kinasa de v-Src. Estos datos sugieren que la fosforilacién en Y265 es necesaria para la
interaccion entre v-Src y la Cx43 y que la fosforilacidon en Y247 se requiere para el cierre de las
uniones comunicantes (para revisién, véase: (Lampe and Lau, 2004) (Esquema 10). La
consecuencia de estas fosforilaciones es la reducciéon de la comunicacién (Swenson et al., 1990;
Giepmans et al., 2001a; Lin et al., 2001) y el comienzo del recambio de la Cx43 (Solan and Lampe,
2014).
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Esquema 10. Regulaciéon de las uniones comunicantes mediante la interaccion con c-Src.
Modificado de Warn-Cramer y Lau, 2004.

En nuestro grupo se ha descrito que la interaccidén entre la Cx43 y c-Src disminuye la alta
actividad oncogénica de c-Src en las células C6 de glioma de rata. Tanto es asi que el mutante de
Cx43 en Tyr247 y Tyr265 (residuos que fosforila c-Src), carece de actividad sobre la proliferacion y
sobre la expresion de los reguladores del ciclo celular. Estos resultados indican que, al actuar
como sustrato de c-Src, la Cx43 reduce la actividad oncogénica de c-Src y, por tanto, la
proliferacién de las células de glioma C6 (Herrero-Gonzalez et al., 2010). Aunque sabemos que los
residuos Tyr247 y Tyr265, localizados en el extremo carboxilo terminal de la Cx43, estan
implicados en la inhibicion de c-Src, se desconoce qué parte exacta de la proteina es necesaria
para llevar a cabo este efecto. En este sentido, trabajos previos han demostrado que el extremo
carboxilo terminal de la Cx43 es suficiente para reducir la proliferacion de las células de glioma
(Dang et al.,, 2003). En resultados recientes del laboratorio se ha mostrado que tanto la
restauracion de la expresidn de la Cx43 como un péptido penetrante basado en su secuencia 245-
238 del extremo carboxilo terminal pueden revertir el fenotipo de las células madre de glioma a
través de la inhibicién de la actividad de c-Src y sus efectos sobre Id1 y Sox2 (Gangoso et al.,
2014).
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Tomados en conjunto, estos datos indican que la Cx43 y c-Src se regulan mutuamente por
un bucle de fosforilacién y desfosforilacién. Hay que mencionar que el mecanismo por el que la
Cx43 reduce la fosforilacion de c-Src en la Tyr-416 y aumenta la fosforilacion en la Tyr-527 aun no
se conoce.

La actividad oncogénica de c-Src esta relacionada con varias vias de sefalizacion cruciales,
como la via Ras-Raf-MEK-ERK (MAPK/extracelular signal-regulated kinase (ERK)) y la via de la
fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K)/Akt (Frame, 2004), no es de extrafiar que la inhibicién de la
actividad de c-Src por la Cx43 afecte a la regulacion del ciclo celular, la captacién de glucosa e
incluso al fenotipo de célula madre de glioma (Tabernero et al., 2015).

Estudios realizados en miocitos por Toyofuku y col. sugieren que la regién SH2 de c-Src
compite con Z0-1, una proteina componente de las tight junctions, en la interaccién con la Cx43.
Asi, cuando c-Src fosforila a la Cx43 disminuye la comunicacién intercelular y la interacciéon de la
Cx43 con Z0-1 (Toyofuku et al., 2001; Lampe and Lau, 2004; Gilleron et al., 2008). Por tanto, la
interaccion de la Cx43 con c-Src podria afectar a la interaccidn de otros efectores. A este respecto,
mediante estudios de resonancia magnética nuclear se ha mostrado que, aunque la unién de c-Src
se da en el motivo de unidon al dominio SH3 del extremo C-terminal de la Cx43, los cambios
conformacionales que produce esta union se extienden a una gran distancia por el dominio C-T,
afectando alostéricamente a la interaccidon con otras moléculas (Sorgen et al., 2004). Como
consecuencia, algunas funciones celulares, como la proliferacion o la migracién, pueden verse
fuertemente afectadas. Hasta ahora, se ha mostrado que la fosforilacién de la Cx43 por c-Src
modifica la interaccion de ésta con Z0O-1, tubulina, proteinas relacionadas con la autofagia
(Bejarano et al., 2014) y la proteina fosfatasa TC-PTP (Li et al., 2014), la cual revierte la
fosforilacién de la Cx43 por c-Src (para revision, ver Tabernero et al., 2015).

1.4. Tirosina kinasa Csk

Csk es una tirosina kinasa no receptora (Okada and Nakagawa, 1988a, b; Nada et al., 1991)
que fosforila especificamente la tirosina 527 de c-Src y con ello inhibe su actividad (Okada et al.,
1991; Bergman et al., 1992). La funcidon reguladora de Csk sobre la familia de tirosina kinasas Src
se demostrod in vivo en ratones mutantes homozigdticos para Csk (Imamoto and Soriano, 1993;
Nada et al., 1993); ademas, tanto los tejidos embrionarios mutantes como las lineas celulares
deficientes en Csk presentan una elevada actividad de todas las tirosina kinasas Src, de la misma
forma que la delecion condicional de Csk en tejidos especificos (Nada et al., 1993).

El alineamiento de secuencias génicas revela que Csk se encuentra altamente conservada
en el reino animal, del mismo modo que las tirosina kinasas Src (Segawa et al., 2006). Csk es una
tirosina kinasa excepcional en el sentido de que posee una alta especificidad de sustrato hacia la
tirosina C-terminal reguladora de las SFKs (T527 en c-Src). La secuencia que rodea a esta tirosina
en el sitio regulador (QYQ) esta altamente conservada en las SFKs; sin embargo, hay otra region
(aminoacidos 504-525) importante para el reconocimiento especifico por la Csk (Lee et al., 2003;
Lee et al., 2006; Nicholas M. Levinson, 2008). Ademas de las SFKs, se han encontrado otras
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proteinas de sefializacidon que son sustrato de Csk (Roskoski, 2005), como la paxilina (Sabe et al.,
1994), el receptor P2X;(D'Arco et al., 2009), c-Jun (Zhu et al., 2006) y Lats (Stewart et al., 2003).

Se ha identificado una tirosina kinasa homadloga a Csk, Chk (Csk-homologous kinase) que
inhibe la actividad de las SFKs en células hematopoyéticas de mamiferos (Bennett et al., 1994;
Hamaguchi et al., 1994; Klages et al., 1994; McVicar et al., 1994; Sakano et al., 1994); sin embargo,
los datos disponibles hasta ahora sugieren que Csk es la principal kinasa implicada en la
regulacién de SFKs in vivo y que Chk tiene papeles especificos en las células hematopoyéticas
(Grgurevich et al., 1997).

1.4.1.Estructura y regulacion de Csk

En su extremo N-terminal, Csk contiene un dominio SH3 y un dominio SH2, y un dominio
catalitico kinasa en el extremo C-terminal (Nada et al., 1991), en una estructura similar a la de las
SFKs, con la diferencia de que Csk no contiene sitios N-terminales de palmitoilacion o
miristilacion, el sitio de auto-fosforilacion en el bucle de activacion ni los sitios C-terminales de
regulacién negativa, todos los cuales se encuentran conservados en las SFK. La ausencia de auto-
fosforilacidn en el bucle de activacidn es una caracteristica distintiva de Csk.

Algo que llama la atencidn sobre la estructura de Csk es que, al contrario que en las SFK, los
bolsillos hidrofébicos de los dominios SH3 y SH2 se encuentran orientados hacia fuera, lo que
posibilita interacciones con otras moléculas. Esto indica que la regulacion de la actividad de Csk es
distinta de la de las SFKs.

SH2 B Active Csk Inactive Csk

Esquema 11. Mecanismo de activacion e inactivacion de Csk. Tomado de Okada, 2012.

En la forma activa de Csk, las regiones que unen los dominios SH2 y kinasa y SH2 y SH3 se
encuentran unidas al I6bulo N-terminal del dominio catalitico, lo que estabiliza la conformacion
activa, y hay una interaccion directa entre los dominios SH2 y kinasa. En las moléculas inactivas, el
dominio SH2 se encuentra rotado, lo que interrumpe dicha interaccién (Ogawa et al., 2002)
(esquema 11).
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Se ha sugerido que hay un equilibrio dinamico entre la conformacién activa e inactiva de
Csk y que la actividad total se regula a través de la unidn de otros factores al dominio SH2, lo que
promoveria la interaccidon de este dominio con el dominio catalitico (Ogawa et al., 2002).

Al carecer de dominio transmembrana y de modificaciones lipidicas, Csk se encuentra
fundamentalmente en el citoplasma, mientras sus sustratos, las SFKs, estdn anclados a membrana
por miristilacién o palmitoilacidn. Por tanto, la translocacidn de Csk a la membrana se considera
un paso critico de su regulacién. Hasta ahora se han identificado varias proteinas de andamiaje
gue actuan anclando a Csk a la membrana, como la caveolina-1, paxilina, Dab2, VE-cadherina, IGF-
1R, IR, LIME y SIT1 (Sabe, 1994; Tobe 1996; Arbet-Engels, 1999; Baumeister, 2000; Cao, 2002;
Brdickova, 2003; Zhou, 2003; Horejsi 2004).

También se ha encontrado una proteina transmembrana adaptadora, Cbp/PAG1 (Csk
binding protein/phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched membrane) en las
balsas lipidicas de la membrana plasmatica (Brdicka et al., 2000; Kawabuchi et al., 2000). Esta
proteina se localiza exclusivamente en estos microdominios de la bicapa lipidica a través de un
dominio transmembrana en el extremo N-terminal y dos sitios de palmitoilacién a continuacion
de éste. Cbp contiene nueve residuos de tirosina susceptibles de fosforilacion, los cuales son
sustratos para las SFKs al colocalizar con ésta en las balsas lipidicas. Cuando Cbp es fosforilada por
las SFK activas, recluta a Csk a las balsas lipidicas, lo que resulta en la inactivacion de las SFKs
(Oneyama et al., 2008; Oneyama et al., 2009; Kanou et al., 2011), que tras ello se transportan a
zonas fuera de las lipid rafts (esquema 12). Este es un mecanismo de retroalimentacion negativa
crucial para el control de la sefializacion celular por receptores de factores de crecimiento (para
revisién, ver Saitou 2014). Por otra parte, la activacidon de otros oncogenes, como Ras (Oneyama
et al., 2008), también disminuye la expresion de Cbp. Otras proteinas que se unen a Csk, como la
paxilina (Sabe et al., 1994) y la caveolina-1 (Cao et al., 2002), también son fosforiladas por las SFKs
y participan en la regulacidn negativa de éstas reclutando a Csk (Howell and Cooper, 1994). Es
interesante sefalar que la caveolina-1 coopera con Cbp para promover la inactivacién de c-Src
(Place et al., 2011).

La unidn de proteinas de andamiaje al dominio SH2 de Csk también puede activarla. La
ocupacion del dominio SH2 por la Cbp fosforilada afecta a la conformacion del dominio catalitico,
aumentando la actividad de Csk hacia las SFKs (Tanaka et al., 2013). Por tanto, puede que las
proteinas de andamiaje aumenten la funcion de Csk activandola directamente, ademas de
reclutarla a la membrana. También se ha observado que la actividad de Csk se ve influida por la
oxidacion del puente disulfuro del dominio SH2, lo que significa que Csk podria estar regulada por
el estado redox de las células (Mills et al., 2007). Ademas, la kinasa PKA puede fosforilar la serina
364 de Csk, lo que aumenta su actividad (Yaqub et al., 2003). Para revisién de estos mecanismos,
ver la et al., 2010).

25



Introduccion

Lipid Rafts Cbp/PAG1

o

Inactive SFK

Active SFK

Inactive Csk

Esquema 12. Bucle de regulacién SFKs/Cbp/Csk. Tomado de Okada, 2012.

1.4.2.Implicacién de Csk en cancer

Hay pruebas de que Csk juega un papel en la supresidon de tumores inhibiendo la actividad
oncogénica de las SFKs; de hecho, la sobreexpresion de Csk inhibe el crecimiento tumoral en
células humanas de cancer de colon (Oneyama et al., 2008). Sin embargo, aunque la expresidén de
Csk se encuentra disminuida en algunos tipos de cancer (Masaki et al., 1999), parece que hay
niveles normales de Csk en muchos tipos de células cancerigenas (Watanabe et al., 1995), y no se
han encontrado mutaciones somaticas en el gen CSK.

Paraddjicamente, los niveles de Csk se encuentran elevados en algunos carcinomas
humanos (Watanabe 1994). Recientemente, se ha identificado el factor de elongacién eucaridtico
2 (eEF2) como un nuevo sustrato de Csk. La fosforilacion de eEF2 por la Csk no tiene efecto en su
funcién citoplasmatica de regulacién de la traduccién; sin embargo, si promueve su degradacion
proteolitica y la translocacion al nucleo de los fragmentos de eEF2, donde inducen cambios
morfoldgicos y aneuploidia similar a la observada en células cancerosas. Esto sugiere que Csk
puede jugar un papel en la tumorigénesis a través de la regulacion de la localizacion de eEF2 (Yao
2014).

Por su parte, la expresién de Cbp/PAG1 estd reducida en gran cantidad de tipos de células
cancerigenas (Oneyama et al., 2008), posiblemente a través de un mecanismo epigenético (Suzuki
et al., 1998). Esta disminucidn en los niveles de Cbp/PAG1 puede interferir con la translocacién a
membrana de Csk, eliminando la inactivacion de las SFKs; asi se podria explicar el aumento de la
actividad de las SFKs en algunas células cancerosas. De hecho, se ha demostrado que la expresion
ectopica de Cbp/PAG1 en células de cancer de pulmdn suprime su crecimiento a través de la
inhibiciéon de c-Src (Kanou et al., 2011). De la misma forma, se ha observado que la
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sobreexpresion de Cbp/PAG1 en células de carcinoma esofagico reduce el crecimiento, la invasion
y la migracidn de estas células inhibiendo la actividad de c-Src (Zhou et al., 2015).

1.5. Fosfatasa de especificidad dual PTEN

En los afios 1990, dos grupos que buscaban supresores tumorales en el cromosoma 10q23,
que se encuentra frecuentemente delecionado en cénceres avanzados, identificaron
independientemente una nueva fosfatasa, llamada PTEN (Phosphatase and Tensin homolog
deleted on chromosome 10) o MMAC (mutated in multiple advanced cancers) (Li et al., 1997a;
Steck et al., 1997). PTEN pertenece a la familia de proteinas tirosina fosfatasas (PTP, protein
tyrosine phosphatases) y, dentro de ella, a la clase | y al subtipo de fosfatasas de especificidad
dual tirosina y serina/treonina (DUSP, tyrosine and serine/threonine dual-specific phosphatases).

1.5.1. Alteraciones de PTEN en cancer

PTEN es uno de los supresores tumorales mas conocidos (Di Cristofano et al., 1998; Suzuki
et al.,, 1998). La delecién o mutacién de PTEN causa sindromes hereditarios de desarrollo de
tumores benignos y predisposicidn al cancer, como el sindrome de Cowden (Nelen et al., 1997,
Liaw et al., 1997). La pérdida de PTEN ocurre en un amplio espectro de canceres a través de
mutaciones, deleciones, silenciamiento de la transcripcién o inestabilidad de la proteina. Se
encuentran mutaciones somaticas en un gran porcentaje de cdnceres humanos, como en el
cancer de endometrio (38%), tumores del sistema nervioso central (20%), cancer de piel (17%) y el
cancer de prdstata (14%) (Datos tomados de la base de datos COSMIC (Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer) y recogidos en Chalhoub and Baker, 2009). PTEN también se encuentra
alterada de forma no gendmica en varios canceres (para revision, ver Leslie and Foti, 2011).
Ademas, cada vez es mas claro que incluso pequefios cambios en la cantidad de PTEN tienen un
efecto importante en el desarrollo de los tumores (Alimonti et al., 2010); a este respecto, la
pérdida parcial de la funcién de PTEN (haploinsuficiencia) puede promover la proliferacién en
algunos canceres humanos. Es interesante sefialar que, extrafiamente, la pérdida total de PTEN es
un potente mecanismo supresor de tumores; esto se debe a la activacion de la senescencia celular
tras la pérdida completa de PTEN (Berger et al.,, 2011). Por otra parte, recientemente se ha
observado, en dos ratones transgénicos independientes, que la sobreexpresion de PTEN se asocia
con un fenotipo resistente a la transformacidon oncogénica, entre otros efectos metabdlicos
(Garcia-Cao et al., 2012; Ortega-Molina et al., 2012).

PTEN es una de las proteinas mas frecuentemente alteradas en los gliomas (Steck et al.,
1997; Sansal and Sellers, 2004). La pérdida de heterozigosis en el cromosoma 10q, en la regidn en
la que se encuentra el gen PTEN, es comun al 60-70% de los glioblastomas (Ohgaki et al., 2004).
Recientemente, un meta-analisis de varias bases de datos ha mostrado que los pacientes con
gliomas con mutaciones en el gen de PTEN presentaban una supervivencia significativamente
menor que los pacientes cuyos gliomas no tenian mutaciones en PTEN (Xiao et al., 2014). Aunque
el mecanismo mas conocido por el que PTEN ejerce la supresion tumoral es su actividad sobre
lipidos y con ello sobre la via de sefalizacion de la fosfatidilinositol 3—kinasa (PI3K), PTEN también
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puede ejercer esos efectos a través de su actividad fosfatasa sobre proteinas (Tamura et al.,
1998).

1.5.2.Actividad fosfatasa de PTEN sobre proteinas

Al ser una fosfatasa de especificidad dual, PTEN puede desfosforilar proteinas (Li et al.,
1997b). De hecho, se ha descrito que la actividad fosfatasa sobre proteinas de PTEN es
importante para la regulacién del ciclo celular por esta proteina (Weng et al., 2001); de hecho, en
células de cancer de mama se ha observado que PTEN bloquea la fosforilacion de MAPK a través
de la inhibicidn de la fosforilacion de IRS-1, posiblemente a través de su actividad fosfatasa sobre
proteinas; esto lleva a la disminucion de la expresiéon de la ciclina D1y, con ello, a la inhibicion de
la progresion del ciclo celular y el crecimiento (Weng et al., 2001).

Se ha demostrado la actividad fosfatasa de PTEN sobre FAK (focal adhesion kinase) (Tamura
et al., 1998), CREB (cAMP responsive-element-binding protein) (Gu et al., 2011), actividad clave en
la regulacién de la diferenciacion de las células madre neurales (Lyu et al., 2015), y a c-Src (Dey et
al., 2008; Zhang et al., 2011). Es importante sefialar que la relacién entre PTEN y c-Src se ha
descrito en células de glioma humanas, cuya migracién controla PTEN a través de la regulacidén de
la actividad de c-Src (Dey et al., 2008) y que la interaccion entre estas dos proteinas se ha probado
en células de cancer de mama mediante ensayos de co-inmunoprecipitacidon (Zhang et al., 2011).

1.5.3.Actividad fosfatasa de PTEN sobre lipidos

A pesar de su actividad fosfatasa sobre proteinas, la actividad de PTEN sobre lipidos es la
que mas contribuye a su funcidn supresora tumoral (Chow and Baker, 2006; Engelman et al.,
2006).

Mediante su actividad fosfatasa sobre lipidos, PTEN antagoniza de forma directa la cascada
de sefializacién de la fosfatidilinositol 3—kinasa (PI13K). Esta via regula procesos celulares diversos,
como metabolismo, supervivencia, proliferacién, apoptosis, crecimiento y migracidon celular
(Engelman et al., 2006). La familia de las PI3K son kinasas lipidicas intracelulares que fosforilan el
grupo hidroxilo de la posicién 3’ de los fosfatidilinositoles y fosfoinositidos. Estas se clasifican en
tres clases (1, I, y Ill) dependiendo de su estructura y su especificidad de sustrato (Engelman et al.,
2006); las PI3K de clase | fosforilan el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) para generar el
segundo mensajero fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3). Los miembros de esta clase se
subdividen segun las sefiales que los activan; asi, las PI3K de clase IA son activadas por tirosina
kinasas receptoras de factores de crecimiento, y las de clase IB se activan por receptores
acoplados a proteina G (Engelman et al., 2006). En mamiferos, las PI3K de clase IA intervienen en
la sefializacién de la insulina y de factores de crecimiento para regular la proliferacion,
supervivencia, crecimiento y la homeostasis de la glucosa (Engelman et al., 2006).

A pesar de que la sefializacion a través de todas las clases de PI3K esta conectada con
importantes procesos de regulacion del crecimiento, hasta ahora sdlo se ha demostrado un papel
central en el cancer para las PI3Ks de clase IA. De ahi la relevancia de la inhibicién de esta via por
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la actividad fosfatasa sobre lipidos de PTEN. En concreto, PTEN antagoniza la accion de la PI3K
desfosforilando el PIP3 de nuevo a PIP2 (Maehama and Dixon, 1998) y terminando con ello la
cascada de sefializacidn; asi, PTEN es el regulador negativo central de la PI3K. La consecuencia de
la pérdida de funcion de PTEN es la acumulacién de PIP3 en las células y la activacion
indiscriminada de sus dianas (Maehama and Dixon, 1998); para revisién, ver Chow and Baker,
2006).

Un efector clave de PIP3 es la serina-treonina kinasa Akt (también llamada PKB), que es
reclutada a la membrana mediante la unidn a PIP3 y es activada mediante la fosforilacién en su
treonina 308 por la PDK1 (kinasa dependiente de 3-fosfoinositido) (Mora et al., 2004) y en la
serina 473 por el complejo mTOR insensible a rapamicina (mTORC2) (Sarbassov et al., 2005). Por
su parte, Akt aumenta la proliferacion y la supervivencia a través de la fosforilacién del factor de
transcripcién FOXO, lo que inhibe la transcripcién de genes reguladores del ciclo celular como p27
y genes proapoptéticos como FasL y Bim (Engelman et al., 2006). En este sentido, se ha mostrado
que la restauracion de PTEN en células de glioblastoma humano suprime el crecimiento y la
tumorigenicidad, en un efecto mediado por la capacidad de PTEN de bloquear la progresién del
ciclo celular en la fase G1. Esta parada correlaciona con un incremento de la expresion de p27 vy,
con ello, una reduccién de la actividad de las ciclinas dependientes de kinasas de la fase G1 (Weng
et al., 2001).

Akt también puede fosforilar a TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), activando el complejo
MTOR sensible a rapamicina (mTORC1). La actividad de este complejo promueve el crecimiento a
través de la activacidn de la sintesis de proteinas (Wullschleger et al., 2006). Por ultimo, Akt
también actla sobre otros sustratos que aumentan el crecimiento, la proliferacién y la
supervivencia; por ejemplo, inhibiendo la actividad de la proteina proapoptdtica BAD (Bcl-2-
associated death promoter) y de la glicdgeno sintasa kinasa 3 (GSK3) (Revisado en Manning and
Cantley, 2007), que modula el metabolismo glucidico y otras proteinas reguladoras del ciclo
celular (Cohen and Frame, 2001); o activando a MDM2 (murine doble minute 2), que promueve la
degradacion del supresor tumoral p53, y al factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB).

Otra funcidon de PIP3 es la de afectar a la motilidad celular a través de Rac y Cdc42 (Liliental
et al., 2000; revisado en Van Haastert et al., 2004), lo que conecta a esta via con la invasion
tumoral y el desarrollo.

1.5.4.Estructura y regulacion de la actividad de PTEN

PTEN puede ser regulada a través de multiples mecanismos, como modificaciones post-
traduccionales, localizacién subcelular y efectores alostéricos.

PTEN presenta cinco dominios funcionales: un dominio de unién a PIP2 en posicién N-
terminal, un dominio catalitico fosfatasa, un dominio C2 de asociacién a membrana (mediante
unién a fosfatidilserina), y una cola C-terminal con regiones intrinsecamente desordenadas que
contiene un domino de unién a PDZ (Lee et al., 1999). A juzgar por la diversidad de las mutaciones
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de PTEN asociadas a tumores que se han encontrado en todos sus dominios, parece que todos
ellos son relevantes para la supresiéon tumoral ejercida por PTEN.

La mayoria de las mutaciones de pérdida de sentido de PTEN se localizan en el dominio
catalitico y afectan a su actividad fosfatasa (Eng, 2003). Se ha descrito que las alteraciones en los
residuos del dominio C2 disminuyen la interaccion de PTEN con lipidos y con ello su actividad
supresora del crecimiento (Georgescu et al., 2000).

Ademas, hay mutaciones que producen proteinas PTEN truncadas a las que les falta el
extremo C-terminal y el motivo de interaccién con PDZ. Estos mutantes, aunque conservan el
dominio fosfatasa y el dominio C2 funcionales, no son capaces de suprimir la via de PI3K
(Georgescu et al.,, 1999). Esto no es de extraiar, puesto que se ha observado que la cola C-
terminal y el motivo de unién a PDZ son importantes para la estabilidad de PTEN (Valiente et al.,
2005) y su reclutamiento a membrana (Vazquez and Devreotes, 2006). El extremo C-terminal de
PTEN contiene multiples sitios de fosforilacidn importantes en la regulacion de su estabilidad,
actividad y reclutamiento a la membrana (Vazquez and Devreotes, 2006). Por su parte, el motivo
de unién a PDZ también posibilita su reclutamiento a membrana por parte de proteinas de
andamiaje que contienen dominios PDZ (Valiente et al., 2005; Bonifant et al., 2007).

Se ha sugerido que PTEN se encuentra en una conformacidn inactiva en el citosol, con el
dominio de unién a PIP2 ocultando el sitio catalitico, mientras que la unién a PIP2 en la
membrana plasmatica resultaria en un cambio a la conformaciéon activa de PTEN (Vazquez and
Devreotes, 2006).

Algunos microARNs inhiben la traduccién de PTEN, lo que promueve tumorigénesis o
enfermedades metabdlicas; por ejemplo, el miR-19 en leucemia y sindrome de Cowden (Olive et
al.,, 2009; Mavrakis et al., 2010), el miR-21 en varios canceres y enfermedades inflamatorias y
metabdlicas (Meng et al., 2007; Ma et al., 2011), o el miR-494-3p, que regula la proliferacién
celular, la invasién, la migracién y la apoptosis mediante la via PTEN/PI3K/Akt en células de
glioblastoma humano (Li et al., 2015).

Ademads, PTEN puede ser regulada por varios mecanismos post-traduccionales como

fosforilacién, acetilacidn, oxidacién y ubiquitinacidon (para revisién, ver Tamguney and Stokoe,
2007; Singh and Chan, 2011).
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Esquema 13. Mecanismo de regulacion de la actividad de PTEN. Modificado de Vazquez, 2006.

Para explicar la regulacion de PTEN por fosforilacion se ha propuesto el modelo de la
conformacion abierta/cerrada, resumido en el esquema 13 (Das et al., 2003; Ross and Gericke,
2009). En la conformacion cerrada, la cola C-terminal fosforilada se une al dominio catalitico y al
dominio C3, impidiendo la asociacion a membrana e inhibiendo sus interacciones con proteinas
con dominios PDZ (Vazquez et al., 2000). La desfosforilacién del extremo C-terminal libera a éste,
con lo que puede darse la asociacion de PTEN con la membrana a través de interacciones
electrostaticas inespecificas (Lee et al., 1999; Das et al., 2003). Tras esta asociacién, se da la unidn
del dominio C2 a la fosfatidilserina de la membrana celular (Lee et al., 1999) y del motivo de unidn
a PIP2 a éste, lo que lleva a un cambio conformacional que activa el dominio catalitico (Campbell
et al., 2003; Redfern et al.,, 2008). La fosforilaciéon de la cola C-terminal de PTEN, ademas de
mantener inhibida su actividad, estabiliza la proteina, mientras que su desfosforilacidon causa un
incremento de su actividad seguido por una rdpida degradacién, lo que mantiene a PTEN
estrechamente regulada. Entre las kinasas capaces de fosforilar la cola C-terminal de PTEN se
encuentran CK2, GSK3B, PIC-T-1 y Rock y c-Src. Asi, la forma activa de c-Src inhibe la actividad de
PTEN y su seiializacién y, ademas, puede regular los niveles de PTEN (Lu et al., 2003).

Otros mecanismos de regulacion post traduccional de PTEN son la acetilacién, lo que inhibe
su actividad (Okumura et al., 2006), o la oxidacién del residuo C124 en el dominio catalitico, que
inactiva la enzima formando un puente disulfuro con C71 (Seo et al., 2005). Ademas, la estabilidad
de PTEN puede ser regulada mediante ubiquitinacidon por la E3 ligasa NEDD4-1 (Wang et al.,
2007).
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La actividad de PTEN también puede ser regulada mediante el control de su localizacion
dentro de la célula. PTEN es una proteina citosdlica que puede ser reclutada a la membrana
plasmatica ya sea mediante interacciones con varias proteinas de membrana como MAGI, PAR-3,
MAST, SAST, NHERF o NEP, a través de su motivo de unién a PDZ, o a través de la unidn a PIP2
(Bonifant et al., 2007; Tamguney and Stokoe, 2007). El reclutamiento de PTEN puede ser muy
transitorio, ya que para desfosforilar el PIP3 y antagonizar la sefalizacion por PI3K sdlo hacen falta
algunos milisegundos (Vazquez and Devreotes, 2006).

Sin embargo, se ha observado localizacion de PTEN en el nucleo celular. PTEN presenta dos
sefiales de localizaciéon nuclear (NLS) (Chung et al., 2005) y también multiples dominios de
exclusién nuclear (Gil et al., 2006). La importaciéon de PTEN al nucleo puede ser regulada por
monoubiquitinacion (Trotman et al., 2007); es interesante que la monoubiquitinacién de PTEN
sirva para mantener su actividad en el nucleo y su poliubiquitinacion reduzca los niveles de PTEN y
con ello su actividad supresora de tumores, lo que apunta a la proporcién entre los niveles de
PTEN mono- y poli-ubiquitinada como mecanismo de regulacidn de su actividad. Por ultimo, Liuy
col. mostraron que PTEN puede entrar en el nucleo por difusidn simple (Liu et al., 2005).

1.5.5.0tras funciones de PTEN relevantes en cancer

Ademas de los efectos descritos anteriormente, se han descrito la implicacién de PTEN en
procesos importantes para la carcinogénesis. A este respecto, PTEN contribuye a la integridad
gendmica mediante sus funciones en el nucleo, donde regula la estabilidad de los cromosomas,
las respuestas al dafio en el ADN y el ciclo celular (Puc et al., 2005; Shen et al., 2007; Planchon et
al., 2008).

Ademas, PTEN esta implicada en el control de la migracion celular. En mamiferos, la via de
PI3K regula la formacion de protrusiones en la membrana, la expansion de la membrana y la
motilidad celular a través de Rho, Racl y cdc42 (Liliental et al., 2000). Por otra parte, la
sobreexpresion de PTEN puede inhibir la migracidon en células de glioma mediante su actividad
fosfatasa sobre proteinas (Raftopoulou et al., 2004), y mds concretamente, a través de la
regulacién de la familia c-Src (Dey et al., 2008).

Por ultimo, se ha demostrado un importante papel de PTEN en la autorrenovaciéon de
células madre hematopoyéticas tanto normales (HSCs) como leucémicas (Zhang et al., 2006); la
pérdida de PTEN resulta en la generacion de células leucémicas y la deplecion de las HSCs
normales. Se ha sugerido que PTEN mantiene a las HSCs en estado de quiescencia, mientras la
deficiencia de PTEN las empuja a seguir con el ciclo celular, con lo que se agotan sus reservas. Sin
embargo, la pérdida de PTEN en el sistema nervioso aumenta el nimero de células madre
neurales al mismo tiempo que se altera su proliferacién, curiosamente por una aumento en la
entrada en el ciclo celular desde la fase GO/G1 (Groszer et al., 2001; Groszer et al., 2006).
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2. Objetivos

Teniendo en cuenta la informacién expuesta en la Introduccion, y con el objeto de elucidar
el mecanismo por el que la Cx43 inhibe la actividad oncogénica de c-Src, se establecieron los
siguientes Objetivos para este trabajo:

1. Estudiar la participacién de la kinasa inhibidora de c-Src (Csk) en la inhibicion de la
proliferacién promovida por la Cx43.

2. Estudiar la participacion de la fosfatasa PTEN en la inhibicién de la actividad de c-
Srcy en el efecto antiproliferativo de la Cx43.

3. Estudiar la posible interaccion de la Cx43 con las proteinas responsables de la
inhibicion de c-Src.

4. Estudiar la secuencia de la Cx43 necesaria para interaccionar con las proteinas
responsables de la inhibicion de c-Src.
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3. Material y métodos

3.1. Material

3.1.1. Especie ensayada, condiciones del animalario y lineas celulares utilizadas.

Se empled la linea celular de glioma de rata C6, proporcionada por el Prof. Christian Giaume
del College de France, Paris, Francia. Es una linea celular con caracteristicas de glioblastoma
multiforme (grado 1V) (Auer et al., 1981).

Se emplearon células C6-lres, C6-Cx43 y C6-Cx43Y247F/Y265F, que son células C6
transfectadas establemente con los plasmidos Ires vacio, Ires que contiene Cx43 e Ires que
contiene Cx43 mutada en los residuos de tirosina que le permiten interaccionar con c-Src,
respectivamente, y que fueron generadas por la Dra. Sandra Herrero (C6-lres y C6-Cx43) (Herrero-
Gonzalez et al.,, 2010a) y por la doctoranda como parte del trabajo de Tesis Doctoral,
respectivamente (C6-Cx43Y247F/Y265F).

Se han empleado ratas albinas Wistar de distintas edades, suministradas por el Servicio de
Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca. Los animales se criaron en jaulas. Se
mantuvo un ritmo de luz-oscuridad de 12 horas. La humedad oscil6 entre el 45 y el 65% vy la
temperatura se mantuvo entre 20 y 25 2C. Se alimentaron con una dieta sdlida estandar (17% de
proteinas, 3% de lipidos, 58,7% de glicidos, 4,3% de celulosa, 5% de minerales y 12% de
humedad). Ademas, los animales tuvieron en todo momento acceso libre al agua de bebida. Se
emplearon neonatos de 1 dia de vida postnatal para la preparacidon del cultivo primario de
astrocitos.

3.1.2. Medios instrumentales

e El agua utilizada en la realizacidon de los experimentos se purific6 mediante un equipo
Milli-Q Integral 3 System (Millipore Ibérica, Madrid, Espafia), con dispensadores y filtros
de agua Elix (agua purificada tipo Il) y agua Milli-Q (agua ultrapura tipo ).

e Las pesadas se realizaron en balanzas analiticas (Acculab, modelo Atilon ATL-224-;
Sartorius modelo 1207 MP, GmbH, Alemania).

e El pH se determind con un medidor de protones, marca Crison (Selecta, Barcelona,
Espafia) y otro medidor marca Hach, modelo HQ440d (HachLange GmbH, Dusseldorf,

Alemania).

e Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Beckman (Beckman Instruments,
Fullerton, EEUU.) modelo J2-21M, una centrifuga Beckman de mesa modelo TJ-6, dos
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centrifugas Eppendorf, modelos minispin, 5414R, 5702 y 5430 (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania).

Las cabinas de flujo laminar utilizadas fueron una modelo TC 48 (GelaireFlowLaboratories,
McLean, EEUU) y una modelo CULTair BC100 (Cultek, S.L.U., Madrid, Espaiia).

Los medios de cultivo y los tampones utilizados se esterilizaron a través de filtros de 0,22
pum de didmetro de poro, modelo 595-4520, de la casa Nalgene (adquiridos a VWR, VWR
International Eurolab S.L., Barcelona, Espafia). Para pequefios volimenes de soluciones
estériles se utilizaron filtros de jeringa de 0,2 um de didmetro de poro (Acrodisc®,
PallGelmanLaboratory, Michigan, EEUU).

Los medios y soluciones de cultivo fueron calentados en bafios termostatizados a 37 2C,
modelos Precisterm y Precisdig (Selecta). Para otras aplicaciones a diversas
temperaturas, se han utilizado un bafio modelo HaakeFisons GH con termostato
acoplado, un bafio modelo HaakeFisons D8 (Haake, Berlin, Alemania) y un bloque
térmico para el calentamiento de tubos en seco (Selecta).

El material de vidrio se esterilizd mediante calor seco, durante un minimo de 10 horas, en
una estufa marca Selecta (modelo S-20), termostatizada a 170°C.

El agua y el resto de los utensilios que requerian asepsia se esterilizaron por medio de
calor himedo en un autoclave Selecta modelos 437 o Autester ST.

Las células se mantuvieron en cultivo en incubadores de CO2 modelos Galaxy S y Galaxy
170 (RS Biotech, Northants, Reino Unido).

Se utilizaron botellas de oxigeno, nitrégeno y didxido de carbono suministradas por Air
Liquide (Valladolid, Espafia).

El contaje de las células previo a la siembra en placas se realizé en una cdmara cuenta-
glébulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen, Alemania) o mediante un dispositivo
automatico Countess (Invitrogen, Life Technologies), en el que se ha adaptado un
protocolo para el didmetro y forma celular de las diferentes lineas celulares.

Para la realizacidn de las agitaciones mecanicas, se emplearon dispositivos tipo vortex,
modelos MS-1 minishaker (IKA-Works Inc, USA) y Fine Vortex (FINEPCR, Corea del Sur).

Las células se observaron periédicamente con un microscopio de contraste de fases,
modelo Nikon TS100 (Nikon, China).

Se empled un microscopio de fluorescencia invertido modelo Nikon Eclipse TS2000
(Nikon, China), captandose las imagenes con un programa informatico TCS-SP (Leica
MicroscopySystems) y una cdmara de video digital modelo Leica DC 350F (Leica
Microsystems).
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e Para los andlisis de microscopia confocal se utilizé el microscopio laser confocal modelo
Leica DM-IRE2 (Leica MicroscopySystems), propiedad del Instituto de Neurociencias de
Castilla y Ledn (INCYL/Universidad de Salamanca, Espafia). Las imagenes se analizaron
empleando el programa informatico de analisis de imagen LCS Lite (Leica).

¢ Se utilizé un fluorimetro modelo Qubit Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies) para la
cuantificacidn de proteinas.

e Para la sonicacién de las muestras empleadas en la transferencia tipo Western se utilizé
un bafo de sonicacién modelo BandelinSonorex (Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin,
Alemania).

e Para los andlisis de transferencia tipo Western se utilizaron un sistema de electroforesis
vertical y un sistema de electrotransferencia modelo “Mini-Trans-Blot Transfer Cell”
conectado a una fuente de alimentacion modelo "PowerPac 300", ambos de Bio-Rad
(Hercules, EEUU.). En la utilizacién de los geles “pre-cast” se empled un sistema similar
al anterior pero adaptado al tamafio de los geles, modelo “X-Cell4 SurelockMidi-Cell”
(Invitrogen, Life Technologies).

e Las membranas utilizadas fueron de PVDF (Milliporelberica, Thermo Fisher). Para la
transferencia de geles realizada en el dispositivo iBlot (Invitrogen, Life Technologies) se
emplearon “iBlot Gel Transfer Stacks”, con membranas de nitrocelulosa o PVDF
(Invitrogen, Life Technologies).

¢ Las incubaciones de las membranas de nitrocelulosa o PVDF con anticuerpos primarios o
secundarios se realizaron en un agitador rotatorio modelo Navigator 129 (BioComp,
Fredericton, Canada).

 El programa de andlisis de imagen utilizado fue Imagel, desarrollado por el Area de
Servicios a la Investigacién de Nationallnstitutes of Health (Bethesda, USA).

¢ El transiluminador empleado para la visualizacidn de los acidos nucleicos fue el modelo
Gel 2000, asociado a una cabina “Universal Hood II” (Bio-Rad).

e Se empled un espectrofotometro NanoDrop 2000c (ThermoScientific), para la
cuantificacion de pequefios volimenes de ADN plasmidico.

e Para la realizacién del ensayo colorimétrico con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolio (MTT) se utilizé un fotdmetro de microplacas, modelo Appliskan 2001
(Thermo Electro Corporation).

3.1.3. Productos
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Los productos utilizados en la preparacidn de disoluciones y tampones que no se detallan a

continuacién fueron adquiridos en las casas comerciales Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid,

Espafia) o Merck (Darmstadt, Alemania).

3.1.3.1. Productos utilizados para la preparacién de los cultivos celulares de las lineas

celulares Cé6.
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El medio de cultivo de lineas celulares procedia de la casa Sigma y es del tipo DMEM
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco).

El suero fetal bovino (FBS) y la tripsina-EDTA procedian de la casa Gibco (Life
Technologies).

La penicilina G, (P3032), la estreptomicina (S9137) y la anfotericina (A9528) para la
preparacion de la mezcla de antibidticos procedieron de la casa Sigma.

El DMSO utilizado para congelar las células se adquirié en la casa comercial Fluka (Sigma-
Aldrich).

3.1.3.2. Productos utilizados para la preparacion de los cultivos de astrocitos.

El medio de cultivo, el suero fetal bovino (FBS), la tripsina-EDTA y los antibidticos fueron
los mismos que los utilizados para el cultivo de las células de glioma C6.

La DNAsa | y la albumina (fraccion V) fueron suministradas por Roche Diagnostics S.L.
(Barcelona, Espafia).

La poli-L-lisina con la que se recubrié el fondo de las placas de cultivo fue adquirida en
Sigma.

La citosina—B-arabinofuranésido procedia de Sigma.

3.1.3.3. Productos utilizados en la amplificacién de plasmidos

La triptona y el extracto de levadura para la elaboracion del medio de bacterias
procedieron de la casa Scharlau (Chemie, S.A. Barcelona, Espafia). El agar bacterioldgico
europeo para la elaboracién del medio de cultivo sélido procedié de Conda (Madrid,
Espafia).

Los antibidticos utilizados para la seleccidon de E. coli, kanamicina y ampicilina, fueron
adquiridos a Sigma-Aldrich.
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e Los productos utilizados para la purificacién del ADN plasmidico fueron de las casas
Promega o MOBIO (Solana Beach, CA. EEUU).

e La enzima de restriccion BamHI, su tampdn de reaccién correspondiente y la albdmina
acetilada se adquirieron en la casa comercial Promega (Madison, WI, EEUU).

e La agarosa utilizada en las electroforesis procedié de la casa Pronadisa (Madrid, Espaia) y
para visualizar el ADN se utilizo el reactivo SybrSafe, de Invitrogen.

e Como marcador de tamano de ADN se utilizé el marcador de alto peso molecular de Life
Technologies (Madrid, Espaia).

3.1.3.4. Plasmidos utilizados en las transfecciones

Los plasmidos utilizados en los experimentos de co-inmunoprecipitacion fueron los
siguientes:
¢ Plasmidos con la secuencia de la Cx43: Estos plasmidos fueron construidos por la Dra.

Sandra Herrero (Herrero-Gonzalez et al., 2010a)

0 pIRESpuro2 Cx43wt
o] pIRESpuro2 Cx43Y247F/Y265F

. Plasmidos con la secuencia de PTEN:

0 Vector pcADN3:
pcADN3 GFP-PTEN (Addgene 13039)
(o] Vector pCMV-Tag:
pCMV Flag (plasmido vacio). Este vector fue cedido por el Dr. Juan Carlos Arévalo
(Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn)
pCMV Flag WT-PTEN (Addgene 22231)
pCMV Flag dPDZ-PTEN (1-400) (Addgene 22232)
0 Vector pSG5L:
401 pSGS5L (pldsmido vacio) (Addgene 10737)
pSG5L HA PTEN wt (Addgene 10750)

3.1.3.5. Productos utilizados para las co-inmunoprecipitaciones y pull-downs
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Los anticuerpos utilizados para co-inmunoprecipitacion fueron: a-Hexoquinasa |
(Chemicon/Millipore), a-Cx43 (BD Transduction Laboratories), a-HA (Roche), a-GAPDH
(Ambion/Life Technologies) y a-Csk (Cell Signalling).

Las matrices de afinidad utilizadas para co-inmunoprecipitacién fueron: proteina A-
Sefarosa CL-4B (Amersham Biosciences/GE Healthcare, Barcelona, Espafia), proteina G-
Sefarosa (Santa Cruz), anti-Flag© M2 Affinity Gel (Sigma) y EZview™ Red Anti-HA Affinity
Gel (Sigma-Aldrich).

La albumina con la que se bloquearon las matrices de afinidad procedié de Roche.

La matriz de avidina utilizada para los pull-down de péptidos biotinilados fue
NeutrAvidinAgaroseResin (ThermoScientific).

3.1.3.6. Productos empleados para el silenciamiento génico

La Lipofectamina 2000® utilizada para la transfeccién de los siRNA, asi como el medio
Opti-MEM®, procedieron de la casa comercial Invitrogen.

Los siRNA utilizados para el silenciamiento de PTEN (Baumeister et al., 2005) procedieron
de la casa comercial BioNova cientifica S.L. (Madrid, Espafia) y tienen las siguientes
secuencias:

Cadena sentido: 5'-GUUAGCAGAAACAAAAGGAGATT-3’

Cadena antisentido: 5’-UCUCCUUUUGUUUCUGCUAAC-TT-3’

Los siRNA utilizados para el silenciamiento de Csk (Baumeister et al., 2005) procedieron
de la casa comercial BioNova cientifica S.L. (Madrid, Espafia) y tienen las siguientes
secuencias:

Cadena sentido: 5-AGUACCCAGCAAAUGGGCATT-3’

Cadena antisentido: 5'-UGCCCAUUUGCUGGGUACUTT-3’

El siRNA sin diana (non target-siRNA o NT-siRNA), utilizado como control negativo,
procedid de la casa comercial Ambion.

3.1.3.7. Productos utilizados en los experimentos para la deteccion de proteinas

especificas.
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El coctel de inhibidores de proteasas procedid de la casa comercial Calbiochem
(Calbiochem-Merck, EEUU).

El PMSF procedia de la casa Sigma.

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el fluorimetro Qubit, con los kits comerciales
aconsejados por Invitrogen (Life Technologies).

Cuando se prepararon geles de acrilamida para la electroforesis con proteinas, se utilizd
una solucion 30% acrilamida/N,N’-metilbisacrilamida (29:1) de la casa comercial Bio-Rad
(Bio-Rad Laboratories) y, como agentes coadyuvantes para la gelificacion, tanto N,N,N’,N’-
tetrametilendiamina (TEMED) como persulfato amdnico (AMPS), procedentes de la casa
comercial Sigma. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF de 0,45 um de
didmetro de poro (Millipore). El metanol utilizado en la preparacién de la solucién de
transferencia tipo Western era de la casa comercial Panreac Quimica SA (Barcelona,
Espafia).

Asi mismo se utilizaron geles comerciales preparados, NUPAGE Novex Bis-Tris Midi-Gels
de la casa comercial Invitrogen (Life Technologies). En este caso, las soluciones de
electroforesis MOPS-SDS y MES-SDS se adquirieron en la misma casa, asi como las
membranas de nitrocelulosa de 0,45 um de didmetro de poro y las membranas de PVDF
de 0,2 um de diametro de poro utilizadas con el sistema iBlot de transferencia semiseca.

Los marcadores de peso molecular de proteinas procedian de Bio-Rad y de Life
Technologies.

Las peliculas de autorradiografia para la determinacién de la quimioluminiscencia fueron
peliculas médicas de rayos X de la marca Fujifilm (Madrid, Espaia).

Los liqguidos de revelado fueron “X-Fix-Fixer&Replenisher” y
“AnatomixDeveloperReplenisher” (FujiHunt-Fujifilm, Europe WV, Bélgica).

El paraformaldehido para fijar las células procedia de la casa Sigma.
El medio de montaje para observaciones al microscopio SlowFade®© Gold antifade reagent

y el 4&',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), marcador fluorescente del ADN, fueron
suministrados por Molecular Probes (Life Technologies).

Los portaobjetos y cubreobjetos utilizados para el montaje de inmunocitoquimicas fueron
adquiridos en la casa comercial ThermoScientific.

El detergente Triton X-100 para la permeabilizacion fue suministrado por la casa Sigma.
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Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas en transferencia tipo

42

Western e inmunocitoquimica

Antigeno Casa comercial Dilucidn Especie d?
procedencia
Cx43 BD Biosciences 1:200 Monoclonal Ratén
Cx43 Life Technologies 1:50 Policlonal Conejo
Y416 c-Src Cell Signaling 1:250 Policlonal Conejo
Y527 c-Src Cell Signaling 1:250 Policlonal Conejo
Total c-Src Cell Signaling 1:500 Policlonal Conejo
Total c-Src Cell Signaling 1:500 Monoclonal Ratén
PTEN Cell Signaling 1:500 Policlonal Conejo
PTEN Cell Signaling 1:500 Policlonal Ratoén
Csk Cell Signaling 1:500 Policlonal Conejo
Akt Cell Signaling 1:1000 Policlonal Conejo
S473 Akt Cell Signaling 1:2000 Monoclonal Conejo
T308 Akt Cell Signaling 1:1000 Monoclonal Conejo
Flag Sigma-Aldrich 1:500 Policlonal Conejo
Hemaglutinina Roche 1:500 Monoclonal Raton
a-Actinina Merk Millipore 1:1000 Monoclonal Humano
GAPDH Ambion 1:6000 Monoclonal Ratén
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Tabla 2: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas en transferencia tipo
Western e inmunocitoquimica

Especie que . o . Especie de
Casa Comercial Dilucién Conjugado ]
reconoce procedencia
Ratén Santa Cruz 1:2500 Peroxidasa Cabra
Conejo Santa Cruz 1:5000 Peroxidasa Cabra
Raton Invitrogen 1:1000 Alexa 488 Cabra
Conejo Invitrogen 1:1000 Alexa 488 Cabra
Ratén Invitrogen 1:1000 Alexa 594 Cabra
Conejo Invitrogen 1:1000 Alexa 594 Cabra
Jackson
Conejo 1:500 Cy5 Cabra
InmunoResearch
Conejo Invitrogen 1:1000 Alexa 647 Cabra

3.1.3.8. Otros productos utilizados en los experimentos para la deteccién de proteinas

especificas.

e La proteina A conjugada con peroxidasa, utilizada para detectar anticuerpos nativos en los
Western blot de co-inmunoprecipitaciones, fue adquirida a Invitrogen.

e La estreptavidina conjugada con peroxidasa, utilizada para detectar péptidos biotinilados
en los Western blot de pull-down de avidina-biotina, procedié de Life Technologies.

e La estreptavidina conjugada con Cy5, utilizada para tefiir péptidos biotinilados en
inmunocitoquimicas, se adquirié a Life Technologies.

3.1.3.9. Productos utilizados en la determinacion de la viabilidad celular

En la determinacion de la viabilidad celular medida por el método de MTT se emplearon el
reactivo de MTT, la sal de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, de la casa
comercial Sigma, y dimetilsulféxido de la casa comercial Fluka (Fluka-Sigma).
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3.1.3.10. Otros productos

e Los péptidos sintéticos utilizados procedieron de GenScript (Piscataway, USA).

e El antibidtico G-418, utilizado para la seleccidn de células C6-Cx43, ha sido adquirido en
Promega (Madison, WI, EEUU).
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparacion de los cultivos celulares

3.2.1.1. Composicidn de las disoluciones

Todas las disoluciones empleadas se prepararon con H,0 ultrapura estéril. Se ajusté el pH a
7,2, excepto en los casos en que se indique otro pH, y se esterilizaron por filtracién (didmetro de
poro: 0,22 um).

Medio de cultivo

DMEM + FCS 10% (v/v)

Penicilina G 50 U/mL
Estreptomicina 37,5 U/mL
Anfotericina B 0,23 pg/mL

Tampon fosfato salino (PBS)

NacCl 136 mM
KCl 2,7 mM
NaH,PO, 7,8 mM
KH,PO, 1,7 mM
Penicilina G 50 U/mL
Estreptomicina 37,5 U/mL
Anfotericina B 0,23 pg/mL

3.2.1.2. Preparacion del cultivo de células de glioma

Las células de glioma de rata C6 se cultivaron segun el método descrito previamente por
Tabernero y col (Tabernero et al., 1996a). Las células se cultivaron en medio de cultivo DMEM
suplementado con FCS al 10% (v/v), a pH 7,2, con dos cambios de medio por semana. Se
mantuvieron en un incubador a 372C, con un 5% de CO,, segun el tiempo establecido en cada
caso. A partir de ese momento, se procesaron para los distintos experimentos o se resembraron a
menor densidad.

Para la resiembra de las células de glioma, las células se lavaron 2 veces con PBS y se
incubaron con tripsina/EDTA durante 1 minuto a 37 2C. Se recogieron en DMEM + FCS 10% (v/v)
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para finalizar la tripsinizacidn y se centrifugaron durante 5 minutos a 500 x g. Se retird el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2 mL de medio de cultivo. Se cuantificd el nimero de
células empleando el dispositivo Countess y se procedid a su resiembra a la densidad celular
adecuada segun el tipo de experimento. Si no se indica otra densidad, las células se resembraron
a una densidad de 50.000 células/cm?.

La congelacién de las células de glioma se llevd a cabo en un congelador a -80 °C,
manteniendo las células en crioviales, con un medio crioprotector consistente en FCS + DMSO 8%

(v/v).

3.2.1.3. Preparacion del cultivo primario de astrocitos

Los cultivos de astrocitos fueron realizados por D2 Marta Dominguez o por la Dra. Arantxa
Tabernero, al no disponer la doctoranda de licencia para manipular animales de experimentacion.

Los cultivos de astrocitos se realizaron segiun el método previamente descrito por
Tabernero y col. (Tabernero et al.,, 1996b). Se emplearon neonatos de rata de 1 dia de vida
postnatal. Todo el proceso se realizd en condiciones de esterilidad y a temperatura ambiente, con
excepcion de la tripsinizacién, que se llevé a cabo a 372C. Los animales se limpiaron con etanol al
70%, se decapitaron y se extrajeron los cerebros, de los que se retiraron las meninges y los vasos
sanguineos visibles. Los cerebros se colocaron en una placa petri que contenia solucion “A” (EBSS
pH 7,2 suplementado con DNAsa tipo | 20 pg/mL y albdmina (fraccion V) 3 ug/mL). La solucién
EBSS, o de Earle, estd compuesta por: NaCl 116 mM, KCI 5,4 mM, NaH2P0O4 1,0 mM, MgS04 1,5
mM, NaHCO3 26 mM, rojo fenol 10 mg/l, D-glucosa 14 mM; pH 7,2. El tejido se disgregd
utilizando un bisturi y se centrifugd durante 2 minutos a 500 x g. El tejido disgregado se incubd
durante 15 minutos a 372C, en solucién “B” (EBSS pH 7,2 suplementado con tripsina 0,25 pg/mL,
DNAsa tipo | 60 pg/mL y albdmina (fraccion V) 3 pg/mL). Posteriormente, se detuvo la
tripsinizacién anadiendo al tejido disgregado medio de cultivo. Finalizada la tripsinizacidn, se
centrifugd el tejido durante 5 minutos a 500 x g, se retird el sobrenadante, se resuspendié el
tejido en la solucién A y se hizo pasar varias veces a través de una pipeta Pasteur siliconada. Se
recogié el sobrenadante y se repitié dos veces mas el tratamiento anterior. Se reunieron los
sobrenadantes y se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos, con aceleracion y deceleracion
suaves. Las células obtenidas se resuspendieron en medio de cultivo. Una pequefa alicuota de
esta suspensién celular se mezclé con azul de tripano al 0,2% (v/v), para la determinacién de la
viabilidad celular y del nimero de células. A continuacidn, se sembraron las células en medio de
cultivo (DMEM suplementado con FBS al 10% (v/v), penicilina G 50 U/mL, estreptomicina 37,5
U/mL, pH 7,2), en placas petri recubiertas con poli-L-lisina (1pg/cm?), a una densidad de 1,0 x 105
células/cm? y se colocaron en un incubador a 372C, con un 5% de CO,. Al tercer dia se afiadié
citosina B-arabinofurandsido 10 uM, que se mantuvo durante 48 horas con el fin de evitar la
proliferaciéon de la microglia y de las células del linaje O-2A (Tabernero et al. 1996b). Los cambios
de medio se realizaron dos veces por semana con medio de cultivo. En estas condiciones se
obtienen cultivos de astrocitos de tipo-1 de una pureza del 95%, a juzgar por su reaccién con el
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anticuerpo especifico anti-GFAP (Tabernero et al., 1996b). En todos los experimentos se utilizaron
astrocitos cultivados a los 21-28 dias in vitro.

3.2.2. Tratamientos con péptidos penetrantes

En los experimentos realizados con péptidos sintéticos (> 90% de pureza), las diferentes
secuencias se anadieron 24 horas después de la resiembra o la transfeccién. En todos los
experimentos se utilizaron concentraciones de 50 UM y se mantuvieron 30 minutos a 37 °C,
excepto si se indican otras condiciones.

Todos los péptidos utilizados se encuentran biotinilados en el extremo C-terminal y
presentan la secuencia penetrante TAT en su extremo amino. Las secuencias fueron:

e TAT-B: YGRKKRRQRRR-{Lys(biotina). Esta secuencia es la responsable de que el péptido
penetre en la célula (Gump and Dowdy, 2007).

e TAT-245-283-B: TAT-DPYHATSGALSPAKDCGSQKYAYFNGCSSPTAPLSPMSP-{Lys(biotina).
Esta secuencia contiene el motivo de union al dominio SH3 de c-Src y las dos tirosinas que
son fosforiladas por c-Src.

e TAT-266-283-B: TAT-AYFNGCSSPTAPLSPMSP-{Lys(biotina). Esta secuencia contiene el
motivo de unién al dominio SH3 de c-Src y los siete aminoacidos anteriores pero no las
tirosinas fosforilables por c-Src.

e TAT-274-283-B: TAT-PTAPLSPMSP-{Lys(biotina). Esta secuencia corresponde al dominio de
unién a SH3.

e TAT-372-382-B: TAT-SRASSRASSRPRPDDLEI-{Lys(biotina). Esta secuencia contiene el
motivo de unién a PDZ.

3.2.3. Sincronizacion del ciclo celular en células de glioma C6 en la fase G0O/G1

Para sincronizar el ciclo celular se siguid el método puesto a punto anteriormente en el
laboratorio (Herrero-Gonzalez et al., 2010). Este consiste en producir una parada del ciclo celular
en fase GO/G1 mediante la retirada del suero del medio de cultivo durante 60 horas, después de
las cuales se vuelven a incubar las células con medio mas suero, para disparar de nuevo el ciclo
celular de forma sincronizada.
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3.2.4. Amplificacion de plasmidos

3.2.4.1. Transformacion bacteriana y extraccion del ADN plasmidico

El medio utilizado para crecer E. coli, cepa DH5-a, fue LB (Luria Bertani), que se prepard
utilizando 10 gr de triptona, 10 gr de NaCl y 5 g de extracto de levadura. Estos compuestos se
disolvieron en 1L de agua ultrapura. En caso de requerir medio sélido y resistencia a antibidtico,
se afiadio agar al 1,5 % (p/v).

El proceso de transformacidn consistié en la mezcla de 50 plL de células competentes (cepa
DH5-a de E .coli) con 20 ng de ADN plasmidico, con agitacidn suave. La mezcla se incubd durante
20 minutos a 4 2C. A continuacion se incubd a 422C durante 1 minuto y, de nuevo, a 42C durante 1
minuto. Posteriormente se afiadié 1 mL de medio LB y se incubd 1 hora a 37 2C en agitacion (200
rpm). Finalmente, se sembraron diferentes cantidades de las células transformadas en placas de
medio selectivo (LB-agar con ampicilina o kanamicina) y se incubaron a 37 2C. Al cabo de 16 horas
se recogieron distintas colonias que crecieron en LB con el antibiético de seleccion.

Para la extraccién del ADN plasmidico, en el caso de bacterias crecidas en un volumen de LB
inferior a 5mL, se utilizé el kit comercial UltraClean Mini PlasmidPrep Kit (MOBIO) y en el caso de
bacterias crecidas en un volumen de LB de 100 mL se utilizé el kit Wizard Plus Midipreps ADN
PurificationSystem (Promega). En ambas situaciones, el procedimiento realizado para la
extraccidn del ADN plasmidico fue el que se aconsejaba en las instrucciones del fabricante.

3.2.4.2. Digestion de acidos nucleicos con enzimas de restriccion

Para las digestiones del ADN con enzimas de restriccidn se siguieron las recomendaciones y
se utilizaron los tampones proporcionados por la casa comercial. La enzima de restriccion
utilizada fue BamH I. Asi, se preparo la siguiente mezcla de reaccion:

e 500 ng de ADN

* 1 U de enzima de restriccién

e 1 uLdetampodn

e 1 L de albdmina acetilada (0,1 mg/mL)

e H,0 ultrapura estéril hasta 10 pL

La mezcla se incubd a 37 eC durante 4 horas. Una pequefia alicuota se separé en un gel de
agarosa para determinar el contenido y la calidad del ADN.
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El ADN plasmidico se cuantificé con ayuda del aparato NanoDrop® que, ademas de la
concentracion, indica el espectro de absorbancia de la muestra, con lo que puede confirmarse
que ésta estd compuesta de ADN y si hay contaminacién de otras sustancias.

3.2.4.3. Electroforesis de ADN

Los productos de la amplificacion se analizaron mediante una electroforesis de ADN en gel
de agarosa al 1% (p/v) en tampdn TAE (0,04 M Tris acetato y 1 mM EDTA, pH 8,3), en presencia de
SybrSafe al 0,0005% (v/v). Se tomaron fotografias de los productos de la amplificacion con un
transiluminador de luz ultravioleta con una cdmara acoplada.

3.2.5. Transfeccion de las células C6 de glioma de rata

La transfeccion de las células C6 de glioma de rata con los plasmidos correspondientes se
llevd a cabo utilizando Lipofectamina 2000°. El protocolo de transfeccidon fue el suministrado por
la casa comercial. Para ello, en primer lugar se cambid el medio de cultivo por DMEM + FCS 10%
sin antibidticos. La preparacién de los complejos de transfeccion para cada placa fue como sigue:
se tomd 1 pL de ADN plasmidico (1 pg/uL) y se diluyé en 100 pl de Opti-MEM®. Se mezcld
suavemente y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por otro lado, se diluyeron
2,5 pl de Lipofectamina 2000® en 100 pl de Opti-MEM. Se mezcld suavemente y se incubd
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacién, se mezclaron las
soluciones que contenian el ADN plasmidico y la Lipofectamina 2000® y la mezcla se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después del tiempo de incubacion, se afiadié la
mezcla a la placa de células, mezclando bien (200 puL/mL medio). Las células se incubaron a 37 °C
en un incubador de CO, y se les cambié el medio a DMEM + FCS 10% + antibioticos entre 6 y 12
horas después de la transfeccion.

Los plasmidos utilizados poseen un gen de resistencia a geneticina, que permite la seleccion
de las células transfectadas. Al cabo de 24 horas tras la transfeccién se afiadié al medio antibidtico
y geneticina 0,5 mg/mL.

3.2.6. Seleccion de clones

Para generar lineas de células C6 transfectadas establemente con el pldsmido que contiene
la Cx43 Y247F/Y265F, en primer lugar se transfectaron células C6 con este plasmido, como se ha
explicado anteriormente. A las 48 horas post-transfeccidn, éstas se resembraron a baja densidad
en medio de cultivo que contenia geneticina 0,5 mg/mL. Como control se utilizaron células no
transfectadas, a las que también se incubd con medio de cultivo con geneticina 0,5 mg/mL. En el
momento en el que las células control murieron debido al tratamiento con geneticina, se procedid
al aislamiento de los clones establemente transfectados mediante microtripsinizacién, tal y como
se muestra en el esquema 14.
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Esquema 14. Técnica de la microtripsinizacion

3.2.7. Silenciamiento del mRNA de proteinas especificas mediante la técnica del siRNA
(small interfering RNA)

El mecanismo del RNA de interferencia (RNAI), que consiste en el bloqueo de la expresién
de un gen especifico (Fire et al., 1998), se ha observado en todos los tipos de células eucariotas,
desde las levaduras hasta los mamiferos. Se cree que este mecanismo esta implicado en la
proteccion del genoma frente a las infecciones viricas, ademds de jugar un papel en la regulacién
de la proliferacién, muerte y diferenciacidn celulares e, incluso, en la oncogénesis. Actualmente,
el RNAi es una herramienta util para llevar a cabo el silenciamiento de un gen especifico. El
mecanismo de actuacién del RNAi en la célula se representa en el esquema 15. En primer lugar, el
RNA de doble cadena (double stranded RNA, dsRNA) es digerido por una enzima denominada
Dicer, similar a la RNAsa lll. Asi se obtienen pequefios fragmentos de doble cadena de RNA, de 20-
25 nucleétidos, denominados siRNA (small interfering RNA). Estos se ensamblan en un complejo
denominado RISC (RNA-induced silencing complex) que contiene una endorribonucleasa, la cual
separa la doble cadena de siRNA. Finalmente, la monocadena de siRNA se une a su cadena

complementaria en el mRNA de la célula y el complejo RISC digiere el mRNA diana.
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Esquema 15. Fundamento de la técnica del siRNA

El silenciamiento del mRNA de la Csk o de PTEN se realizdé en el momento de la resiembra
en medio de cultivo sin antibidtico. Se diluyd el siRNA especifico de PTEN o de Csk, (PTEN-siRNA o
Csk-siRNA) o el siRNA sin diana (non-target-siRNA, NT-siRNA), todos a una concentracién de 50
nM, en medio comercial Opti-MEM® y se incubd la mezcla durante 5 minutos. Por otro lado, se
diluyé la Lipofectamina 2000 en Opti-MEM® (30 ulL/mL), incubandose también esta mezcla
durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se mezclaron los medios que contenian el siRNA y la
Lipofectamina 2000 (1:1) y se incubd la mezcla durante 20 minutos. Después de este tiempo, la
mezcla se afiadio al cultivo celular (200 uL/mL de medio de cultivo). Al cabo de 8-12 horas de la
transfeccion se cambid el medio de cultivo por medio con antibidtico. Las células se incubaron a
37 2C en un incubador de CO, el tiempo necesario para los distintos experimentos.

3.2.8. Co-inmunoprecipitacion

La técnica de la co-inmunoprecipitacidon permite aislar complejos proteicos e identificar sus
componentes (esquema 16). Para ello, las células en cultivo se lisan; parte de estos lisados se
reservan para conocer el contenido de partida de las muestras (lisados) y otra parte se incuba con
un anticuerpo contra la proteina cuyo complejo se desea conocer (inmunoprecipitados). Tras la
incubacidn, los anticuerpos se secuestran con unas cuentas microscépicas de sefarosa conjugadas
con proteina A, que tiene una alta afinidad por las inmunoglobulinas. Después, las cuentas se
recogen por centrifugacién, lo que arrastra los inmunocomplejos, se lavan para eliminar todas las
proteinas que no se han unido a ellas y se separan las proteinas asociadas en el inmunocomplejo.
A continuacién se lleva a cabo un Western blot con la muestra resultante para detectar las
proteinas presentes en el inmunocomplejo.
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Esquema 16. Fundamento de la técnica de co-inmunoprecipitacion

3.2.8.1. Co-inmunoprecipitacion de proteinas endégenas

Las disoluciones utilizadas para estos experimentos fueron:

- RIPA: Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,2%, EDTA 2 mM, EGTA 2

mM, PMSF 1 mM, una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (Cocktail Ill,

Calbiochem) 1:100 (v/v), NaF 1 mM y ortovanadato 0,1 mM.
- Buffer A: Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,2% y EDTA 2 mM.
- Buffer B: Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, Triton X-100 al 0,2% y EDTA 2 mM.
- Buffer C: Tris-HCI 10 mM (pH 8,0).

Las proteinas de las células de glioma C6 en confluencia o de los astrocitos en cultivo se
recogieron en tampdn de extraccion RIPA. Los lisados fueron centrifugados a 11000 x g durante
10 minutos a 42C y los sobrenadantes incubados a 42C durante 12 horas, con agitacion (rotacion)
suave, en presencia del anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los
siguientes: anticuerpo monoclonal de ratdn contra hexokinasa I, utilizado como control negativo,
anticuerpo monoclonal de ratén contra Cx43, anticuerpo monoclonal de conejo contra GAPDH y
anticuerpo monoclonal de conejo contra Csk. Las co-inmunoprecipitaciones de proteinas
fusionadas a la etiqueta HA (hemaglutinina) también se llevaron a cabo por este método, para lo
que se usé un anticuerpo monoclonal de ratén contra HA.

Los inmunocomplejos (complejo proteina-anticuerpo) fueron secuestrados con 50 pL de la
matriz proteina-A Sefarosa, durante 4 horas a 42C, con rotacién suave. La matriz fue previamente
saturada con albumina al 5% en buffer A durante 12 horas a 42C y con agitaciéon suave. El
complejo matriz-anticuerpo-proteina fue aislado por centrifugacién (11000 x g durante 1 minuto a
49C), lavado 4 veces con buffer A, una vez con buffer B y una vez con buffer C, tras lo que las
proteinas fueron eluidas con 30 pL de tampdn Laemmli 2x (cuya composicidon se detalla en el
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apartado 3.2.10.1.) durante 5 minutos a 952C. Finalmente, los sobrenadantes se cargaron en un
gel de SDS-poliacrilamida y las proteinas fueron analizadas mediante transferencia tipo Western.

3.2.8.2. Co-inmunoprecipitacion de proteinas exégenas

Se co-inmunoprecipitaron dos tipos de proteinas exdgenas: proteinas de fusién HA-PTEN o
Flag-PTEN. Para ello, las células se transfectaron con los pldsmidos con la secuencia de estas
proteinas o con plasmidos vacios para la situacion control, como se ha descrito anteriormente. Las
proteinas se recogieron a las 24 horas post-transfeccidon y se sometieron a inmunoprecipitacion.
En el caso de las proteinas HA-PTEN, se inmunoprecipitaron de la misma forma que las proteinas
endogenas.

En el caso de las proteinas Flag-PTEN, se inmunoprecipitaron con la matriz comercial anti-
Flag M2 Affinity Gel (Sigma). Esta matriz consiste en anticuerpos monoclonales de ratén contra
Flag, unidos covalentemente a microcuentas de agarosa. En este caso, las proteinas se recogieron
en una solucion de extraccion de proteinas compuesta por: Tris-HCl 20 mM (pH 8.0), NaCl 137
mM, IGEPAL 1% (p/v), PMSF 1 mM, una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (Cocktail
I, Calbiochem) 1:100 (v/v), NaF 1 mM y ortovanadato 0,1 mM. La matriz se lavé en tampdn de
lisis varias veces, se resuspendidé en tampdn de lisis y se afiadieron 40 puL de ésta por cada mililitro
de lisado celular. Esta mezcla se incubd 12 horas a 42C con agitacion suave. A continuacion, el
complejo matriz-anticuerpo-proteina fue aislado por centrifugacion (11000 x g durante 1 minuto,
a 4 2C), lavado 5 veces con tampdn de lisis, y las proteinas fueron eluidas con 30 pL de tampdn de
carga Laemmli 2x (cuya composiciéon se detalla en el apartado 3.2.10.1.), durante 5 minutos a 95
oC. Finalmente, los sobrenadantes se cargaron en un gel de SDS-poliacrilamida para llevar a cabo
un analisis mediante transferencia tipo Western.

3.2.9. Pull-down avidina-biotina

Para estudiar la interaccidn entre los péptidos penetrantes basados en la secuencia de la
Cx43 y el resto de proteinas objeto de esta Memoria, las células se trataron con dichos péptidos
conjugados con biotina a una concentracién de 50 uM, durante 30 minutos. Pasado ese tiempo,
las células se lisaron con una solucion de extraccion de proteinas compuesta por: Tris-HCl 20 mM
(pH 8.0), NaCl 137 mM, IGEPAL 1% (p/v), PMSF 1 mM, una mezcla comercial de inhibidores de
proteasas (Cocktail Ill, Calbiochem) 1:100 (v/v), NaF 1 mM y ortovanadato 0,1 mM. Los lisados
fueron centrifugados a 11000 x g durante 10 minutos, a 4 2C, se tomaron muestras de los
sobrenadantes (lisados) y el resto de los sobrenadantes fueron incubados con la matriz
NeutrAvidin-Agarose (Sigma), a 4 2C durante 12 horas. A continuacion, los complejos matriz-
avidina-péptido biotinilado fueron aislados por centrifugacién (3000 x g durante 1 minuto a 42C),
lavados 5 veces con tampén de lisis, y las proteinas fueron eluidas con 20 uL de tampdn de carga
Laemmli 2x (cuya composicion se detalla en el apartado 3.2.10.1.), durante 5 minutos a 95 °C.
Finalmente, los sobrenadantes se cargaron en un gel de SDS-poliacrilamida para llevar a cabo un
analisis mediante transferencia tipo Western.
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3.2.10.Determinacion de la expresion de proteinas mediante analisis de transferencia
tipo Western

El andlisis de la expresidn de proteinas por transferencia tipo Western se realizé mediante
electroforesis vertical en gel de poliacrilamida, en presencia de SDS (SDS-PAGE).

3.2.10.1. Extraccidn de proteinas

Las proteinas procedentes de las células en cultivo se recogieron en solucién de extraccion
de proteinas compuesta por: Tris-HCl 5 mM (pH 6,8), SDS al 2 % (p/v), EDTA 2 mM, EGTA 2 mM,
PMSF 1 mM, una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (Cocktail Ill, Calbiochem) 1:100
(v/v), NaF 1 mM y ortovanadato 0,1 mM. Después de extraerlas, se resuspendieron en un tampdn
Laemmli a concentracién final 1x (4x: Tris-HCl 0,18 M pH 6,8; glicerol 5 M; SDS 3,7 % (p/v); B-
mercaptoetanol 0,6 M o DTT 9 mM y azul de bromofenol (BB) 0,04 % (v/v)). Las muestras se
hirvieron durante 5 minutos, después se sonicaron 5 minutos y se centrifugaron a 20800 x g
durante 5 minutos.

3.2.10.2. Cuantificacion de proteinas: Analisis en el fluorimetro Qubit con el kit de

analisis de proteinas.

Este método se basa en la unién selectiva a proteinas de un reactivo fluorescente
proporcionado en el kit de determinacidn, sin que interfieran en la medicién 4cidos nucleicos ni
sustancias tales como el DTT o el mercaptoetanol. La cuantificacion se realiza en un
espectrofluorimetro modelo Qubit (Invitrogen). El estandar proporcionado por la casa comercial
es albumina sérica bovina (BSA).

3.2.10.3. Preparacion de los geles

La electroforesis SDS-PAGE se realizd en geles de 0,75 mm de grosor, compuestos por un
gel de separacién (7,5% de poliacrilamida) y un gel de concentracién (4% de poliacrilamida). El gel
de separacién estaba compuesto por Tris-HCl 0,375 M (pH 8,8), acrilamida/Bis al 7,5% (p/v), SDS
al 0,1% (p/v), persulfato de amonio (AMPS) al 0,05% (p/v) y N,N,N’,N’-tetrametilendiamino
(TEMED) al 0,05% (p/Vv). El gel de concentracidon estaba compuesto por Tris-HCl 0,125 M (pH 6,8),
acrilamida/Bis al 4% (p/v), SDS al 0,1% (p/v), AMPS al 0,05% (p/v) y TEMED al 0,05% (p/v).

Asimismo, se utilizaron geles comerciales para electroforesis NUPAGE Novex Bis-Tris
Midigels de concentraciones 4-12% y 10% (Invitrogen).
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3.2.10.4. Preparacion de las muestras para la electroforesis

Una vez calculada la concentracion de proteinas en las muestras, se calculd el volumen
necesario para cargar 20 ug de proteina. Se hirvié la mezcla durante 5 minutos vy, tras realizar una
rapida centrifugacion, se procedié a la carga en el gel.

3.2.10.5. Electroforesis de proteinas

Para sumergir los electrodos y los geles se utilizé un tampdén compuesto por Tris 25 mM y
glicina 0,19 M (pH 8,3), con SDS al 0,1% (p/v). Las muestras se cargaron en los distintos pocillos
del gel, incluyendo un marcador de pesos moleculares (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15y 10
kDa).

En el caso de las electroforesis NUPAGE, los tampones utilizados para la electroforesis
fueron NUPAGE MOPS SDS y NuPAGE MES (Invitrogen), con un antioxidante afadido al tampén
gue cubre los pocillos del gel. Las muestras se cargaron en los distintos pocillos del gel, incluyendo
un marcador de pesos moleculares. Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a
un voltaje constante entre 80 y 140 V, dependiendo del gel empleado.

3.2.10.6. Electrotransferencia

En la transferencia de tipo “himedo”, las proteinas separadas se transfirieron del gel de
poliacrilamida a una membrana de PDVF de 0,45 um de tamafio de poro. El tampdn de
transferencia tenia la siguiente composicion: Tris 25 mM vy glicina 0,19 M (pH 8,6), con SDS al 0,1%
y metanol al 10%. Para la electrotransferencia se aplicé un voltaje de 25 V durante toda la noche o
de 90 V durante 120 minutos, en ambos casos a 42C, de manera que las proteinas van pasando a
la membrana atraidas por la carga eléctrica positiva, quedando inmovilizadas en la misma
posicién que ocupaban en el gel.

La transferencia de los geles NUPAGE se realizé de forma semiseca, haciendo uso del
dispositivo iBlot (Invitrogen), a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um de didmetro de poro o

de PVDF de 0,2 um de tamafio de poro. El tiempo de transferencia fue de 10 minutos, a un voltaje
fijo de 20 V.

3.2.10.7. Visualizacion de las proteinas y bloqueo de la membrana

La presencia de proteinas en la membrana se visualizd6 mediante tincidon con rojo Ponceau
al 10% (v/v). A continuacion, la membrana se bloqued durante 1 hora a temperatura ambiente,
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con una solucidn de leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en TTBS (Tris-base 20 mM, NaCl 500
mM, Tween 1:1000 pH 7,5).

3.2.10.8. Inmunodeteccion

Para detectar las proteinas en la membrana, ésta se incubd con el anticuerpo primario
contra la proteina de interés, durante toda la noche a 42C. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron los siguientes: anti-Cx43 (ratdn) (1:200), anti-Cx43 (conejo) (1:50), anti-c-Src total (conejo)
(1:500), anti-c-Src total (ratén) (1:500), anti-c-SrcY416 (1:200), anti-c-SrcY527 (1:200) anti-PTEN
(conejo) (1:500), anti-PTEN (ratén) (1:500), anti-Csk (1:500), anti-Flag (1:500), anti-Akt (1:1000),
anti-AktS473 (1:500), anti-AktT308 (1:500), anti-GAPDH (1:6000), anti-0-actinina (1:1000).

Los anticuerpos primarios se prepararon en una solucion de TTBS (Tris-base 20 mM, NaCl
500 mM, Tween 1:1000 pH 7,5) y 2% de azida sddica.

A continuacién, se incubd la membrana con anticuerpo secundario contra inmunoglobulina
de ratdn o conejo, conjugado con peroxidasa, durante 1 hora a temperatura ambiente. El
anticuerpo secundario contra la inmunoglobulina de ratén se utiliz6 a una concentracion de
1:2500 y el anticuerpo secundario contra la inmunoglobulina de conejo se utilizd a una
concentracion de 1:5000, preparados en TTBS. En este punto se forma un complejo proteina-
anticuerpo primario-anticuerpo secundario.

En el caso de las muestras procedentes de co-inmunoprecipitaciones, se utilizaron proteina
A o proteina G, conjugadas con peroxidasa en lugar de anticuerpos secundarios (1:1000 y 1:5000
respectivamente). Estas proteinas se unen a la fraccion constante de los anticuerpos Unicamente
cuando éstos se encuentran en conformacién nativa; asi se evitan las inespecificidades que
podrian producirse por la presencia de inmunoglobulinas en las muestras de co-
inmunoprecipitacion, ya que éstas se encuentran desnaturalizadas.

De forma similar, en el caso de las muestras procedentes de los pull-down de avidina-
biotina, se utilizd estreptavidina conjugada con peroxidasa para la deteccion de los péptidos
biotinilados (1:40000).

La inmunodeteccidn se realizé mediante quimioluminiscencia. En este sistema, el sustrato
guimioluminiscente, luminol, afnadido a las membranas, es oxidado por la peroxidasa conjugada
con el anticuerpo secundario en presencia del sustrato perdxido de hidrégeno (H,0,), en
condiciones alcalinas. Inmediatamente después de la oxidacién, el luminol excitado decae a su
estado fundamental emitiendo luz. La luz emitida es detectada por exposicidon a una pelicula de
autorradiografia, siendo esta luz proporcional a la cantidad de proteina presente en la membrana,
en condiciones de exposiciéon subsaturante. Finalmente, se cuantificaron las bandas en las
peliculas de autorradiografia, mediante su escaneado en un escdner de doble haz y un programa
informatico de analisis de imagen.
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3.2.11.Determinacion de la expresidn y localizacion de proteinas mediante
inmunocitoquimica.

Con el objetivo de determinar la expresion y localizacion de las diferentes proteinas de
interés, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo, se hicieron tres lavados con PBS y se incubaron las células con el anticuerpo primario,
diluido en solucidon de anticuerpos con Triton X-100 al 0,1%, durante 2 horas y media a
temperatura ambiente o toda la noche a 42C. Después, las células se lavaron varias veces con PBS
y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con un fluorocromo, diluido en solucidn
de anticuerpos con Triton X-100 al 0,1%, durante 1 hora, a temperatura ambiente en oscuridad y
sin agitacion, colocando las placas sobre una superficie lisa. Posteriormente, las células se lavaron
varias veces con PBS y se incubaron durante 1 minuto con DAPI (1:5000), con el objetivo de
visualizar los nucleos celulares. Transcurrido este tiempo, se realizaron varios lavados con PBS y se
montaron las placas con el medio protector de fluorescencia SlowFade Gold antifade reagent. De
esta forma, las placas estuvieron preparadas para ser visualizadas con un microscopio de
fluorescencia con los filtros adecuados.

Los anticuerpos primarios empleados, cuyas especificaciones se recogen en la tabla 1 del
apartado de Material, se utilizaron a las siguientes diluciones: anti-Cx43 (1:200), anti-PTEN
(1:100), anti-Csk (1:100). Los anticuerpos secundarios se utilizaron a las siguientes diluciones:
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con AlexaFluor 488, AlexaFluor 594 o
AlexaFluor 647 (todos ellos diluidos a 1:1000); anti-lgG de conejo conjugado con AlexaFluor 488 o
AlexaFluor 594 (ambos a 1:1000). La solucidon de anticuerpos en la que se disolvieron los
anticuerpos primarios y secundarios estaba compuesta por FCS 10%, lisina 0,1 M y azida sddica
0,02% (p/v) disueltos en PBS 1x.

En el caso de las células tratadas con péptidos biotinilados, se reveld la presencia de éstos
mediante estreptavidina conjugada con Cy5 (1:250).

3.2.12. Microscopia de epifluorescencia y confocal

Las células tefidas por inmunocitoquimica se visualizaron en un microscopio de
epifluorescencia para comprobar la efectividad de la tincion. Para los ensayos de colocalizacion,
las células se observaron en un microscopio confocal, que permite filtrar la luz emitida por los
fluorocromos que se encuentran en un Unico plano. En todos los casos, una de las proteinas de
estudio se visualizd en rojo y la otra en verde, de forma que, cuando un pixel aparece en amarillo,
se considera que es por la colocalizacion de ambas proteinas.

3.2.13. Determinacion de la viabilidad celular mediante ensayo colorimétrico con MTT.

Se empled el método espectrofotométrico de reducciéon del bromuro de tiazol azul de
tetrazolio (MTT), propuesto por Mosmann (Mosmann, 1983) como un método para evaluar los
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efectos citotdxicos de una sustancia asi como para realizar estudios de proliferacién celular. El
MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo, que es convertida por las deshidrogenasas
mitocondriales de las células vivas en cristales de formazan de color azul oscuro-violeta. Después
de la solubilizacién de dichos cristales en DMSO, se obtiene un medio de color violeta, cuya
menos absorbancia a 570 nm se relaciona directamente con el nimero de células vivas presentes
en el cultivo.

Para determinar la viabilidad celular mediante este ensayo, se aspird el medio de cultivo y
las células se incubaron con una soluciéon de MTT 0,5 mg/mL en medio de cultivo, durante 1 hora
y 15 minutos en oscuridad, a 37 °Cy CO, al 5 %. A continuacidn se aspiré este medio, se afadieron
300 pL de DMSO y se incubd 10 minutos en oscuridad y agitacidn muy suave hasta disolucion
homogénea de los cristales de formazan formados en el paso anterior. Volimenes de 200 pL de
cada condicidn se transfirieron a una placa de 96 pocillos y se midid su absorbancia a 570 nm en
un espectrofluorimetro de placas.

3.2.14. Determinacion de la permeabilidad celular

La permeabilidad de las uniones comunicantes o gap junctions se determindé mediante la
técnica conocida como scrape loading, segun el método descrito por el-Fouly y colaboradores (el-
Fouly et al., 1987), con algunas modificaciones (Tabernero et al., 2001). En primer lugar, se retird
el medio de cultivo y se realizaron varios lavados con solucién externa, pH 7,2 (NaCl 130 mM, KCl
2,8 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM y HEPES 10 mM). A continuacion, se realizaron varios lavados
con solucién sinCa®* (con la misma composiciéon que la solucién anterior pero sin CaCl,),
incubandose las células con el medio del ultimo lavado durante 2 minutos. Después, la placa se
incubd con el colorante fluorescente amarillo de Lucifer disuelto en la solucién sin-Ca®* (1mg/mL)
durante 5 minutos. En presencia del colorante y con ayuda de un bisturi, se realizd suavemente
un corte sobre la monocapa de células en el centro de la placa. Este tratamiento permite la
entrada del amarillo de Lucifer en el interior celular, puesto que la ruptura de la célula se ve
seguida de una rdpida vesiculacidn de la membrana plasmatica. El amarillo de Lucifer es una
molécula cuyo tamafo molecular es lo suficientemente pequefio (457 Daltons) como para
difundir libremente a través de las uniones comunicantes. Sin embargo, es incapaz de difundir a
través de la membrana plasmatica (el-Fouly et al., 1987). Consecuentemente, una vez que el
amarillo de Lucifer ha penetrado en la célula, difundird hacia las células adyacentes
exclusivamente a través de las uniones comunicantes (esquema 17).
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Esquema 17. Fundamento de la técnica de scrape loading

3.2.15. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como valores medios * error estandar de la media (SEM) de,
como minimo, tres experimentos independientes (n > 3). El analisis estadistico se realizd
mediante el test t de Student, cuando se comparaban dos variables entre si (* p <0,5; ** p
<0,05; *** p < 0,01). Para comparar mas de dos grupos entre si se recurrid al analisis de la
varianza (ANOVA de una via), seguido del post-test apropiado segun el tipo de datos. La
significatividad de las diferencias esta expresada como (* p < 0,5; ** p<0,05; *** p < 0,01).
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4. Resultados

4.1. Papel de Csk en la inhibicion de la actividad oncogénica de c-
Src promovida por la Cx43 en células de glioma de rata C6

Como se ha descrito en la Introduccidén, el mecanismo mas conocido para lograr la
inactivacion de la tirosina kinasa Src (c-Src) se refiere a la kinasa C-terminal de Src (Csk, C-terminal
Src kinase), que como su propio nombre indica fosforila a c-Src en la tirosina 527, en el extremo
carboxilo terminal (Nada et al., 1991; Okada et al., 1991), y estabiliza la molécula en su
conformacion inactiva (Liu et al., 1993). Dado que la restauracion de la conexina 43 (Cx43) en
células de glioma reduce su proliferacion a través de la inactivacion de c-Src por, entre otros
efectos, aumentar los niveles de c-Src fosforilado en la tirosina 527 (Herrero-Gonzilez et al.,
2010), nos planteamos que la Cx43 podria estar promoviendo la fosforilacion de c-Src en este
residuo a través de Csk. Asi, nuestro primer objetivo fue estudiar la implicacién de Csk en la
fosforilacién de c-Src promovida por la Cx43.

Para estudiar el posible papel de Csk en este mecanismo, recurrimos al silenciamiento
génico mediante la tecnologia del siRNA (small interfering RNA). El primer paso fue poner a punto
el silenciamiento de Csk en nuestra linea celular. Para ello, empleamos la secuencia de siRNA
descrita por Baumeister y col. (Baumeister et al., 2005), con capacidad de silenciar Csk (Csk-siRNA)
y probamos distintas concentraciones de siRNA contra Csk (25, 50 y 75 nM) durante 48 y 72 horas,
en las células C6-lres (transfectadas establemente con el vector Ires vacio) y C6-Cx43
(transfectadas establemente con el vector Ires que lleva el inserto de la Cx43 silvestre). Como
control se utilizé un siRNA sin diana en la célula (non-target siRNA, NT-siRNA). Como se puede ver
en la figura 1, la secuencia de siRNA contra Csk redujo considerablemente la expresidn de Csk en
ambos tipos celulares. En ambos casos, el silenciamiento era mas eficaz a las 48 horas después de
afiadir el siRNA a las células (figura 1 a). En lo que respecta a las concentraciones, en las Cé-Ires, la
concentracion de 25 nM de Csk-siRNA lograba un descenso de Csk de mas del 60%, la de 50 nM
del 80% aproximadamente, y la de 75 nM, de alrededor de un 70% (figura 1 b). En las C6-Cx43, la
concentracion de 25 nM de Csk-siRNA lograba un descenso de Csk de un 60% aproximadamente y
las de 50 nM y 75 nM, de cerca del 80% (figura 1 c). La concentracién mds eficaz en ambos tipos
celulares fue 50 nM, por lo que se eligié para los siguientes experimentos de silenciamiento.

Para estudiar si Csk estaba implicada en el efecto antiproliferativo de la Cx43, silenciamos
su expresion en células de glioma Cé6-lres y C6-Cx43 y analizamos su proliferacion, midiendo la
cantidad de células viables por placa mediante la técnica del MTT a diferentes tiempos tras el
silenciamiento.
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Figura 1. Puesta a punto del silenciamiento de Csk en células de glioma C6-Ires y C6-Cx43.

Las células Cé-lres (transfectadas establemente con el vector Ires vacio) y C6-Cx43 (transfectadas
establemente con el vector Ires que lleva el inserto de la Cx43 silvestre), se sembraron a una densidad
de 5.000 células/cm’ y se trataron con un siRNA sin diana (non-target siRNA, NT-siRNA) o con un siRNA
especifico para silenciar la expresién de Csk (Csk-siRNA), durante los tiempos indicados, tras lo que
fueron lisadas y la expresidn de proteinas se analizé mediante Western blot. (a) Western blot de Csk y a-
actinina en las células C6-lres y C6-Cx43 tras la transfeccién de NT-siRNA (50 nM) y de diferentes
concentraciones de Csk-siRNA (25, 50 o 75 nM). (b) Los niveles de Csk fueron cuantificados y
normalizados con a-actinina. Los resultados se expresan en porcentajes respecto al valor del control
(NT-siRNA) + SEM (n=3). La significatividad de las diferencias respecto al control se expresa como:
**p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA).

En la figura 2 a se puede observar, como era previsible, que en la situacién control (NT-
siRNA), la restauracion de la Cx43 producia un descenso de la velocidad de proliferacién, visible a
partir del segundo dia del experimento y que tal descenso se mantenia en el tiempo, de forma
que al octavo dia la cantidad de células C6-Cx43 viables correspondia, aproximadamente, al 25%
de la cantidad de células C6-Ires. Sin embargo, como se puede ver en la figura 2 b, al silenciar Csk
el efecto antiproliferativo de la Cx43 se redujo drasticamente: la forma de la curva de crecimiento
de las células C6-Cx43 se aproximaba mucho a la de las células Cé6-lres, las células C6-Cx43
entraban antes en fase de crecimiento exponencial y, al final del experimento, al octavo dia, el
numero de células C6-Cx43 era de cerca de dos tercios del de las células Cé6-lres, es decir,
aproximadamente un 65% de la cantidad de células C6-Ires.
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Figura 2. Efecto del silenciamiento de Csk sobre la proliferacidn de las células de glioma C6-Ires y C6-Cx43.

Colres
C6Cx43

Las células C6-Ires y C6-Cx43 se sembraron a una densidad de 5.000 células/cm’ y se transfectaron con NT-siRNA o
con Csk-siRNA 50 nM. A distintos tiempos, se realizaron medidas del nimero de células viables por placa
mediante el método del MTT, tal y como se describe en Métodos. (a) Proliferacién de las células C6-lres y C6-Cx43
en la situacién control (NT-siRNA). (b) Proliferacién de las células Cé-Ires y C6-Cx43 cuando la expresion de Csk se
encuentra silenciada (Csk-siRNA). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias £ SEM (n=4). Algunas barras
de error no se aprecian a causa de la escala. La significatividad de las diferencias C6-Ires vs C6-Cx43 se expresa
como: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (test t de Student).

4.2. Papel de PTEN en la inhibicion de la actividad oncogénica de c-
Src promovida por la Cx43 en células de glioma de rata C6

4.2.1. Estudio del efecto del silenciamiento de PTEN sobre la inhibicion de la actividad
de c-Src promovida por la Cx43

Como se ha explicado en la Introduccidn, una de las fosfatasas que se ha descrito que
puede desfosforilar c-Src en la tirosina 416 es la fosfatasa de especificidad dual PTEN (PTEN);(Dey
et al., 2008; Zhang et al.,, 2011), que es conocida por su capacidad supresora de tumores(Di
Cristofano et al., 1998; Suzuki et al., 1998). Sobre todo se conoce por su actividad sobre lipidos, en
concreto sobre el fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (Maehama and Dixon, 1998), pero también
puede desfosforilar proteinas (Li et al., 1997) y, ademas, es una de las proteinas mas
frecuentemente alteradas en los gliomas (Sansal and Sellers, 2004; Steck et al., 1997). Por todo
ello, nos propusimos investigar su posible papel en la inhibicidn de la actividad oncogénica de c-
Src mediada por la Cx43.

De la misma forma que con Csk, para averiguar si PTEN participa en este mecanismo
recurrimos al silenciamiento génico. Asi, pusimos a punto el silenciamiento de PTEN en nuestras
lineas celulares. Utilizamos la secuencia de siRNA descrita en (Baumeister et al., 2005), con
capacidad de silenciar PTEN (PTEN-siRNA), de la que probamos distintas concentraciones (25, 50 y
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75 nM); el resultado se muestra en la figura 3 a. De esta manera, pudimos comprobar que la
concentracion que silenciaba mejor PTEN en ambos tipos celulares era la de 50 nM. Una vez
escogida esta concentracion, evaluamos distintos tiempos de silenciamiento (figura 3 b) en las
células C6-lres y C6-Cx43. Como puede observarse, el mayor silenciamiento se da en las células
C6-Ires a las 24 horas post-transfeccion y en las células C6-Cx43 a las 72 horas. Por tanto, elegimos
un tiempo intermedio (60 horas) para los siguientes experimentos.
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Figura 3. Puesta a punto del silenciamiento de PTEN en células de glioma C6-Ires y C6-Cx43.

Las células C6-Ires y C6-Cx43 se sembraron a una densidad de 5.000 céIuIas/cm2 y se trataron con NT-
siRNA o con un siRNA especifico para silenciar la expresion de PTEN (PTEN-siRNA), tras lo que se lisaron
y la expresion de proteinas se analizd mediante Western blot. (a) Transfeccion de NT-siRNA (50 nM) y de
diferentes concentraciones de PTEN-siRNA (25, 50 y 75 nM) en células C6-lres y C6-Cx43. Las proteinas
se recogieron a las 48 horas del silenciamiento. Western blot de PTEN y a-actinina. (b) Una vez escogida
la concentracién de 50 nM para ambos tipos celulares, se procedié a hacer un time-course del
silenciamiento. Las células fueron silenciadas con NT-siRNA o con PTEN-siRNA 50 nM vy se lisaron a los
tiempos indicados. La expresidon de proteinas fue analizada mediante Western blot. Western blot de
PTEN y a-actinina en C6-lres y C6-Cx43.

Para averiguar si PTEN participa en la desfosforilacion de c-Src promovida por la Cx43 en
células de glioma C6, silenciamos la expresion de PTEN en células C6-lres y C6-Cx43 con las
condiciones elegidas en la puesta a punto (figura 4 ay b). Como se puede ver en la figurad ayc,
en la situacién control, cuando se restauraba la expresién de Cx43, descendia la cantidad de c-Src
activo en estas células en aproximadamente un 30%, tal y como ya esperdbamos. Sin embargo,
este efecto inhibidor de la Cx43 sobre la actividad de c-Src se perdia cuando la expresion de PTEN
se encontraba silenciada; es decir, en ausencia de PTEN, la Cx43 dejaba de producir la
desfosforilacién de la tirosina Y416 de c-Src.
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Figura 4. Efecto del silenciamiento de PTEN sobre la actividad de c-Src en células de glioma Cé6-lres y
C6-Cx43.

Las células C6-lres y C6-Cx43 se sembraron a una densidad de 5.000 células/cm’ y se transfectaron con
los siRNAs indicados a una concentracion de 50 nM. (a) Western blot de c-Src Y416, c-Src total, PTEN y
a-actinina. Los valores de PTEN (b) y c-Src Y416 (c) se normalizaron con a-actinina. Los resultados se
expresan como porcentajes respecto al valor de C6-Cx43 NT-siRNA y son medias + SEM (n>12). La
significatividad de las diferencias respecto a Cé-Ires vs C6-Cx43 se expresa como *p<0.05, **p<0.01 (test
t de Student).

Con estos datos, nos propusimos estudiar el posible papel de PTEN en la inhibicién de la
proliferacién de las células de glioma C6 promovida por la Cx43. Para ello, de la misma forma que
para investigar el papel de Csk, silenciamos la expresiéon de PTEN en células C6-lres y C6-Cx43 y
seguimos la proliferacion de estas células a lo largo del tiempo mediante el ensayo del MTT. En la
figura 5 a se observa de nuevo el efecto inhibidor de la Cx43 sobre la proliferacién de las células
de glioma C6 en la situacién control. Sin embargo, cuando PTEN se encontraba silenciada, la
velocidad de crecimiento de las células C6-Cx43 aumentaba y se aproximaba a la de las células C6-
Ires, y ambas curvas tardaban mas en separarse (figura 5 b). Asi, en el ultimo punto temporal del
experimento, la cantidad de células C6-Cx43 era de alrededor del 50% de la cantidad de células
C6-Ires, en contraste con la situacion control, donde esta cantidad representaba menos del 20%
de la cantidad de células Cé6-Ires (figura 5 a).
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Figura 5. Efecto del silenciamiento de PTEN sobre la proliferacién de las células de glioma Cé6-Ires y C6-
Cx43.

Las células C6-lres y C6-Cx43 se sembraron a una densidad de 5.000 céIuIas/cm2 y se transfectaron con
NT-siRNA o con PTEN-siRNA 50 nM. A distintos tiempos, se realizaron medidas del nimero de células
viables por placa mediante el método del MTT. (a) Proliferacion de las células C6-lres y C6-Cx43 en la
situacion control (NT-siRNA). (b) Proliferacién de las células C6-Ires y C6-Cx43 cuando la expresion de
PTEN se encuentra silenciada (PTEN-siRNA). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias + SEM
(n=4). Algunas barras de error no se aprecian a causa de la escala. La significatividad de las diferencias
C6-Ires vs C6-Cx43 se expresa como: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (test t de Student).

Tanto al realizar el estudio de proliferacidn en estas células con la Csk silenciada como con
PTEN silenciada, pudimos observar que, aunque la Cx43 perdia gran parte de su efecto inhibidor
sobre la proliferacion al silenciar una de estas dos proteinas, todavia existian diferencias entre las
curvas de crecimiento de las células que expresaban Cx43 y las que no. Hipotetizamos que esto se
debia a que sdlo estdbamos silenciando la expresion de una de las dos enzimas y, por tanto,
decidimos llevar a cabo un cosilenciamiento de Csk y PTEN. En la figura 6 se puede ver cémo, al
cosilenciar la expresion de Csk y de PTEN, la Cx43 perdia practicamente la totalidad de su efecto
sobre la proliferacion y las curvas de crecimiento pasaban a tener la misma forma,
independientemente de la cantidad de Cx43 de las células. De hecho, el crecimiento era tan alto
que, en el Ultimo punto de medida, las células habian proliferado tanto que estaban empezando a
morir; de ahi el descenso de viabilidad reflejado en la grafica.
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Figura 6. Efecto del cosilenciamiento de PTEN y Csk sobre la proliferacion de las células de glioma C6-
Ires y C6-Cx43.

Las células C6-lres y C6-Cx43 se sembraron a una densidad de 5.000 células/cm’ y se transfectaron con
NT-siRNA o con PTEN-siRNA y Csk-siRNA 50 nM. A distintos tiempos, se realizaron medidas del nimero
de células viables por placa mediante el método del MTT. (a) Proliferacién de las células Cé-Ires y C6-
Cx43 en la situacién control (NT-siRNA). (b) Proliferacion de las células C6-lres y C6-Cx43 cuando la
expresiéon de Csk y de PTEN se encuentra silenciada (Csk-siRNA + PTEN-siRNA). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias + SEM (n=>4). Algunas barras de error no se aprecian a causa de la
escala. La significatividad de las diferencias Cé-lres vs C6-Cx43 se expresa como: *p<0.05, **p<0.01,
**%¥p<0.001 (test t de Student).

4.2.2. Estudio del efecto de la restauracion de la expresion de Cx43 en los niveles de
PTEN en células de glioma Cé6.

Al realizar los experimentos de silenciamiento de PTEN en células C6-lres y C6-Cx43,
pudimos comprobar que la restauracion de la Cx43 en las células de glioma aumentaba los niveles
de expresion de PTEN. Dada la relevancia de PTEN en células de glioma (Sansal and Sellers, 2004),
decidimos profundizar en el estudio de este efecto. Como se puede ver en la figura 7, la
restauracion de la expresion de Cx43 en células de glioma C6 producia un aumento significativo,
de aproximadamente un 45%, de los niveles de PTEN (figura 7 a y b). Este aumento se veia
acompafiado de una disminucién de la cantidad de c-Src activo (c-Src Y416), en estas células, de
un 55% aproximadamente (figura 7 a y c), lo que concuerda con trabajos anteriores de nuestro
laboratorio, en los que se observaba que al restaurar la expresion de Cx43 en células C6 disminuia
la actividad de c-Src (Herrero-Gonzalez et al., 2010).
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Figura 7. Efecto de la restauracion de la expresion de Cx43 sobre la expresion de PTEN en células de
glioma Cé6.

Las proteinas de las células C6-lres y C6-Cx43 fueron recogidas al alcanzar éstas la confluencia y la
expresion se analizd mediante Western blot. (a) Western blot de PTEN, c-Src Y416, Cx43 y GAPDH. Los
valores de PTEN (b) y c-Src Y416 (c) fueron cuantificados y normalizados con GAPDH. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias (UA) y son medias + SEM (n=6). La significatividad de las diferencias
C6-lIres vs C6-Cx43 se expresa como: *p<0.05, ***p<0.001 (test t de Student).

A continuacidn, nos propusimos investigar si este aumento de PTEN se debia a que las
células estaban en diferentes fases del ciclo celular o si se producia a lo largo de todo el ciclo. Asi,
sincronizamos células de glioma C6-lres y C6-Cx43 y realizamos un seguimiento de los niveles de
PTEN durante todo el ciclo celular. Como se puede observar en la figura 8, las células de glioma
que expresaban Cx43 tenian niveles mas altos de PTEN que las C6-lres durante todo el ciclo
celular, especialmente cuando las células estaban quiescentes y cuando debian entrar en la fase S
del ciclo celular. Adema3s, en las células C6-Cx43 las fluctuaciones en el nivel de PTEN eran mucho
mas pronunciadas y tendian a ser contrarias a las fluctuaciones observadas en las células C6-Ires
(figura 8 b).

68



Resultados

a)
kDa
P1EN| — ——— D G e a— = |-50
a-actinina - — — — - - _100
S © © © <« € L &£ L 9w o =
¢ © N » L ®» O N ¥
™~ ™~ bl My y Py y ]
Co-lres Co0xA3
b)
GO/G1 S | G2/M |
Co-res
== 6043

Tiempo {horas)

Figura 8. Cambios en la expresion de PTEN durante el ciclo celular en células C6-lres y C6-Cx43
sincronizadas en GO/G1.

Las células se sembraron a una densidad de 28.000 células/cm’ (en el caso de las células Cé6-Ires) o
51.000 células/cm2 (en el caso de las células C6-Cx43), se sincronizaron los ciclos celulares mediante
deprivaciéon de suero y se recogieron las proteinas a distintos tiempos (t0 = momento en el que se
dispara el ciclo celular de nuevo desde la fase GO/G1). La expresion de proteinas fue analizada mediante
Western blot. (a) Western blot de PTEN y a-actinina en Cé-Ires y C6-Cx43 durante el ciclo celular. (b) Los
valores de PTEN fueron cuantificados y normalizados con a-actinina. Los resultados se expresan como
porcentajes respecto al valor mas alto de PTEN (C6-Cx43 a t0) y son medias * SEM (n=17). La
significatividad de las diferencias C6-Ires vs C6-Cx43 se expresa como: **p<0.01, ***p<0.001 (test t de
Student). Las fases del ciclo celular en las células C6 estan separadas por lineas de puntos, tal y como
fueron descritas previamente en el laboratorio (Herrero-Gonzalez et al., 2010).

Una vez que supimos que los niveles de PTEN aumentan al restaurar la expresion de Cx43,
nos propusimos averiguar si, ademas de tener mayor expresion, también presentaba mayor
actividad. Por los resultados del silenciamiento, sabiamos que tenia actividad fosfatasa sobre c-
Src, por lo que investigamos su actividad sobre lipidos, evaluando la activacién de la cascada
PI3K/Akt. Es necesario recordar que la actividad mas conocida de PTEN es su capacidad de
desfosforilar lipidos, concretamente el fosfatidilinositol trisfosfato necesario para activar Akt, por
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lo que PTEN actda como un inhibidor de Akt (Stambolic et al., 1998). Para determinar su actividad
sobre esta via analizamos los niveles de Akt activa, es decir fosforilada en la serina 473 vy la
treonina 308 (Manning and Cantley, 2007), en células C6-lres y C6-Cx43.

Ademas, queriamos averiguar si el aumento de PTEN dependia de la interaccién de c-Src
con la Cx43. Con este fin, recurrimos a una Cx43 mutante, en la que se sustituyeron los dos
residuos de tirosina que son fosforilados por c-Src por fenilalalinas (figura 9a), de forma que esta
Cx43 mutante no puede interaccionar con c-Src y por tanto no inhibe su actividad (Herrero-
Gonzalez et al., 2010a). En primer lugar, se generaron clones de células de glioma C6
establemente transfectados con la Cx43 mutante (Cx43 Y247F/Y265F). Para ello, se transfectaron
células de glioma C6 con la construccion plres-Cx43Y247F/Y265F y se seleccionaron clones que se
denominaron C6-Cx43Y247F/Y265F, como se describe en Métodos. Estos clones se resembraron
y, una vez las células llegaron a la confluencia, se recogieron las proteinas para analizar la
expresion de la Cx43 mediante Western blot y se analizd su funcionalidad, es decir, la
comunicacion a través de uniones intercelulares, mediante la técnica del scrape loading, de los
clones que fueron elegidos para los siguientes experimentos. En la figura 9 b se muestra el analisis
por Western blot de la expresion de la Cx43 en las células que fueron transfectadas establemente,
con éxito, con la Cx43Y247F/Y265F (10 clones numerados segun el pocillo original) y se compara
con la expresidn de la Cx43 silvestre en las células C6-Ires y C6-Cx43. Se puede apreciar como los
clones 5, 15 y 16 expresaban gran cantidad de Cx43 mutante, mientras que los clones 14 y 14.2
contenian una cantidad mas préxima a la de las células C6-Cx43 vy los clones 9, 10, 19 y 20
presentaban muy poca o ninguna Cx43 mutante. Asi, de estos clones se eligieron los nimeros 14,
14.2, 15 y 16 por sus niveles de Cx43 mutante y se procedid a analizar su comunicacién
intercelular (figura 9 c), que fue similar a las células C6-Cx43 que expresan la Cx43 silvestre.
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Figura 9. Expresion de Cx43 y determinacion de la permeabilidad en las células de glioma Cé6
transfectadas con el vector pIRES-Cx43Y247F/Y265F

Las células C6-Ires, C6-Cx43 y los clones seleccionados de células C6 transfectados con la construccion
plres-Cx43Y247F/Y265F, en la que, tal y como indica el esquema, las tirosinas 247 y 265 se sustituyeron
por fenilalaninas (a), se resembraron a una densidad de 50.000 céIuIas/cmz. Una vez llegaron a la
confluencia, se procesaron para su andlisis. (b) Western blot de Cx43 y a-actinina. (c) Permeabilidad
intercelular de algunos de los clones estudiados, determinada mediante la técnica del scrape loading.

Una vez elegidos los clones de células C6-Cx43Y247F/Y265F, éstos se cultivaron para
analizar sus niveles de PTEN, asi como la actividad de ésta sobre c-Src y la via PI3K/Akt en estas
células y compararlos con las células Cé6-lres y C6-Cx43. Asi, estudiamos la expresién de c-Src
activo y total en estas células, asi como la de Akt total y activa (fosforilada en la serina 473 y en la
treonina 308) mediante Western blot. Como se puede apreciar en el Western blot y en las
cuantificaciones de la figura 10, el efecto que produjo la restauracion de la Cx43 silvestre sobre
los niveles de PTEN y de c-Src activo no se observaba cuando la Cx43 que se restauraba se
encontraba mutada y no se producia la interaccidn de ésta con c-Src. Concretamente, la Cx43
silvestre duplicé los niveles de PTEN, mientras que la Cx43 mutante no los modificé (figura 10 c).
Por su parte, como se habia comprobado en trabajos previos (Herrero-Gonzalez et al., 2010b), los
niveles de c-Src total no fueron afectados por la restauracion de ninguna de las conexinas (figura
10 d); sin embargo, como era de esperar, la Cx43 silvestre produjo un descenso de
aproximadamente un 40% de los niveles de c-Src activo (Y416), que la Cx43 mutante no ejercié
(figura 10 e). En lo que respecta a la actividad de Akt, se puede observar que ninguna de las
conexinas utilizadas afecto a los niveles de Akt total (figura 10 f); sin embargo, la restauracion de
la Cx43 silvestre produjo un descenso de la cantidad de Akt activa, medida como la cantidad de
Akt fosforilada en la serina 473 (45% de reduccién aproximadamente) (figura 10 g) y la treonina
308 (descenso de cerca del 50%) (figura 10 h). Este descenso no se produjo con la Cx43 mutante
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gue no interacciona ni inhibe a c-Src (figura 10 g y h). Es cierto que, en el caso de la Akt fosforilada

en la treonina 308, se observaba una tendencia a la baja cuando se restaura la expresién de la

Cx43 mutante, pero esta reduccidn no es estadisticamente significativa (figura 10 h).
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Figura 10. Efecto de la restauracién de la Cx43 o del mutante de Cx43Y247F/Y265F en la activacién de
la cascada PTEN/PI3K/Akt.

Una vez obtenidas las células transfectadas establemente con la Cx43 Y247F/Y265F, se cultivaron éstas y
células C6-lres y C6-Cx43 y se lisaron al alcanzar la confluencia para analizar los niveles de expresién de
las distintas proteinas de la via PTEN/PI3K/Akt. (a) Western blot de Cx43, PTEN, c-Src Y416, c-Src total,
Akt S473, Akt T308 y Akt total. Cuantificacién de Cx43 (b), PTEN (c), c-Src total (d), c-Src Y416 (e), Akt
total (f), Akt S473 (g) y Akt T308 (h). Los resultados se expresan como porcentajes respecto al valor de
C6-lres y son medias + SEM (n26). La significatividad de las diferencias respecto a Cé-lres se expresa
como: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA de una via).
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4.3. Estudio de lainteraccion entre Cx43, PTEN, Csk y c-Src.

4.3.1. Estudios de colocalizacidn en células de glioma.

Una vez que comprobamos la implicacion de Csk y PTEN en la inhibicion de c-Src por la
Cx43, nos propusimos investigar si estas proteinas interaccionaban entre si para ejercer este
efecto. En primer lugar, estudiamos mediante microscopia confocal si estas moléculas
colocalizaban en nuestras células.

Para ello, realizamos tinciones inmunocitoquimicas contra estas proteinas en células C6-
Cx43. En primer lugar, probamos la eficacia de los anticuerpos de que disponiamos para detectar
Csk en nuestras células. Como se puede ver en la figura 11, en las células C6 apenas se detectaba
Csk, pero en las células C6Cx43 la tincidn era bien visible. A continuacion, analizamos las muestras
con un microscopio confocal. En la figura 12 se muestra la tincion de Cx43 (en rojo, figura12 a)y
Csk (en verde, figura 12 b). Se muestran los dos canales por separado y la superposicién (figura 12
c), asi como una ampliacién de una zona con abundante colocalizaciéon (figura 12 d). La
colocalizacion de Cx43 y Csk se puede observar en amarillo en la superposicidon (ver flechas).
Ademas, haciendo multiples barridos en el eje Z de la zona, se puede reconstruir una proyeccién
ortogonal de la localizacién de las proteinas. Esta se muestra en los lados inferior y derecho de la
imagen y corresponde Unicamente a los ejes marcados en la imagen. Asi, se puede ver que, en la
mayoria de los casos, la colocalizacién de Csk y Cx43 se mantenia a lo largo del eje Z (ver flechas).

o
C6Cx43

Figura 11. Tincién inmunocitoquimica de Csk en células de glioma C6-Cx43.

Las células C6 y C6-Cx43 se cultivaron hasta la confluencia, se fijaron y se realizaron tinciones
inmunocitoquimicas con el anticuerpo contra Csk a distintas concentraciones. Se muestra la tincidn con
la concentracion de 1:100, que es la que se utilizd en los siguientes experimentos.
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Figura 12. Colocalizacion de Cx43 y Csk en células de glioma C6-Cx43.

Las células C6-Cx43 confluyentes se fijaron y se realizaron tinciones inmunocitoquimicas de Cx43 (rojo,
a) y Csk (verde, b). La colocalizacién de ambas proteinas se observa en amarillo en la superposicidon de
los dos canales (c). Se muestran las proyecciones ortogonales a lo largo del eje Z de la serie de
fotografias confocales (margenes derecho e inferior de la superposicion). Asimismo, se muestra una
ampliacion de un drea con abundantes puntos de colocalizacion (d). Barras de escala: 20 um.
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En segundo lugar, repetimos el mismo procedimiento con PTEN. En la figura 13 se muestran
las pruebas de tincidn, en las que se puede observar que en las células C6 la tincion de PTEN,
aunque era mayor que la de Csk, no era muy intensa, y que en las células C6-Cx43 la tincion fue
mejor, aunque menos visible que la de Csk. En estas condiciones, no conseguimos detectar PTEN
con el microscopio confocal, para el que se requiere una tincidn intensa. Por esto, decidimos
expresar la proteina de fusion GFP-PTEN en células C6-Cx43. El resultado se muestra en la figura
14, con la tincion de Cx43 en rojo (figura 14 a) y GFP-PTEN en verde (figura 14 b). En la figura 14 ¢
puede verse la superposicion de los dos canales con la proyeccidén ortogonal. Como se puede
observar, encontramos numerosos puntos de colocalizacién de Cx43 y GFP-PTEN, en amarillo (ver
flechas y ampliacién, figura 14 d).

Cé C6-Cx43

Figura 13. Tincion inmunocitoquimica de PTEN en células de glioma C6-Cx43.

Las células C6 y C6-Cx43 se cultivaron hasta la confluencia, se fijaron y se realizaron tinciones
inmunocitoquimicas con el anticuerpo contra PTEN a distintas concentraciones. Al no conseguirse una
buena tincidn, se decidié transfectar las células con GFP-PTEN para los siguientes experimentos.
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a) GFP-PTEN

Superposicion ortogonal

Figura 14. Colocalizacion de Cx43 y PTEN en células de glioma C6-Cx43.

Para estudiar la colocalizaciéon de la Cx43 y PTEN, se transfectaron las células con GFP-PTEN. A las 24
horas post-transfeccién, las células C6-Cx43 confluyentes se fijaron y se realizé una tincidn
inmunocitoquimica de Cx43 (rojo, a); GFP-PTEN se visualiza en verde (b). En la superposicién de los dos
canales se observa la colocalizacién de ambas proteinas en amarillo (c). Se muestran las proyecciones
ortogonales a lo largo del eje Z de las series de fotografias confocales. Asimismo, se muestra una
ampliacion de un drea con abundantes puntos de colocalizacion (d). Barras de escala: 20 um.

Para confirmar estos resultados, recurrimos a la técnica de la co-inmunoprecipitacion, que
permite aislar complejos proteicos e identificar sus componentes. Para ello, las células en cultivo
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se lisaron; parte de estos lisados se reservaron para conocer el contenido de partida de las
muestras (que denominaremos lisados) y otra parte se incubd con un anticuerpo contra la
proteina cuyo complejo se deseaba conocer (que llamaremos inmunoprecipitados, IP). Tras la
incubacién, los anticuerpos se secuestraron con unas cuentas microscépicas de sefarosa,
conjugadas con proteina A, que tiene una alta afinidad por las inmunoglobulinas. Después, las
cuentas se recogieron por centrifugacién, lo que arrastré los inmunocomplejos, se lavaron para
eliminar todas las proteinas que no se habian unido a ellas y se eluyeron las proteinas asociadas al
inmunocomplejo. A continuacién se llevé a cabo un Western blot con la muestra resultante para
detectar las proteinas presentes en el inmunocomplejo.

4.3.2. Estudios de co-inmunoprecipitacion en células de glioma

4.3.2.1. Puesta a punto de la técnica de co-inmunoprecipitacion en células C6

En primer lugar, fue necesario poner a punto la técnica con nuestras lineas celulares y
nuestros anticuerpos (figura 15).

Los experimentos se llevaron a cabo transfectando células C6-Ires y C6-Cx43 con HA-PTEN
(PTEN fusionada a la etiqueta HA, hemaglutinina) o con su vector vacio (pSG5L), lisandolas a las 24
horas post-transfeccion e incubando los lisados con un anticuerpo contra HA y con proteina A-
Sefarosa. En los primeros intentos, en las muestras de inmunoprecipitaciones encontramos gran
cantidad de inmunoglobulinas procedentes del anticuerpo contra HA, que se habian disociado de
la matriz de proteina A-Sefarosa durante la elucién de los complejos proteicos. Estas
inmunoglobulinas daban sefial aproximadamente a 25 kDa (cadenas ligeras) y 50 kDa (cadenas
pesadas), como se puede apreciar en la figura 15 a (ver flechas). Dichas sefales dificultaban la
interpretacion de los resultados ya que muchas de nuestras proteinas de interés tienen un peso
molecular similar a la cadena pesada de las inmunoglobulinas. Asi, recurrimos a revelar la sefial de
Csk en los inmunoprecipitados con proteina A conjugada con HRP (figura 15 b). La proteina A sélo
se une a los anticuerpos en conformacién nativa, con lo que sélo los anticuerpos primarios con los
gue se incuban las membranas generan seial y las inmunoglobulinas presentes en la muestra,
gue estan desnaturalizadas, no se detectan. De esta forma, como se ve en el Western blot de Csk
en la figura 15 b, no se observaba la sefial de las inmunoglobulinas.

En todo caso, para evitar la aparicidon de las inmunoglobulinas en la membrana, probamos a
realizar la co-inmunoprecipitaciéon utilizando la técnica del cross-linking, es decir, uniendo
covalentemente el anticuerpo anti-HA y la proteina A-Sefarosa; el resultado se muestra en la
figura 15 c. Para comprobar que el cross-linking se habia realizado correctamente, se recogié una
muestra antes del proceso (control positivo, en el que deben aparecer las inmunoglobulinas) y
después (control negativo, que debe aparecer limpio). Sin embargo, aunque los controles eran
correctos, seguiamos encontrando una cantidad considerable de inmunoglobulinas en las
muestras de co-inmunoprecipitados (flechas rojas en la figura 15 c). Por ello, decidimos prescindir
del cross-linking y resolver este problema combinando varias estrategias: En primer lugar, separar
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mas las bandas de proteinas; para ello llevamos a cabo las electroforesis en geles de mayor
tamafio, con distintas concentraciones de poliacrilamida y a menores voltajes, para permitir un
mejor empaquetamiento; y en segundo, evitar la sefial de las inmunoglobulinas revelando con
proteina A-HRP.
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Figura 15. Puesta a punto de la co-inmunoprecipitacion de HA-PTEN

Las células C-6lres y C6-Cx43 en confluencia se transfectaron con HA-PTEN o con un vector vacio (pSG5L,
control), se lisaron a las 24 horas post-transfeccidn y se realizd la co-inmunoprecipitacion con un
anticuerpo contra HA y proteina A-Sefarosa. (a) Western blot de PTEN, Cx43, c-Src Y416 y Csk total en
los lisados y co-inmunoprecipitaciones. (b) Co-inmunoprecipitacién de HA-PTEN con cross-linking: union
covalente del anticuerpo anti-HA a la proteina A-Sefarosa mediante un tratamiento con
dimetilpimelimidato (DMP). (c) Western blot de PTEN, Cx43 y c-Src Y416 en lisados, co-
inmunoprecipitaciones y controles positivo y negativo del cross-linking. La muestra del control positivo
se recoge antes de afiadir el DMP, de forma que las inmunoglobulinas deben aparecer, y la del control
negativo se recoge al final del proceso, con lo que en el blot no debe haber sefial.

4.3.2.2. Estudios de colocalizacion en astrocitos

En la figura 16 se muestra el resultado de las co-inmunoprecipitaciones de HA-PTEN en
células C6-lres y C6-Cx43 transfectadas con HA-PTEN y aplicando las condiciones que dieron mejor
resultado en las pruebas. En los lisados (las muestras de partida, figura 16 a) se pueden ver las
proteinas que estaban presentes en las células antes de la co-inmunoprecipitacién. Como era de
esperar, las células C6-Ires apenas presentaban expresidon de Cx43, mientras que las células C6-
Cx43 si la expresaban, y su expresion de PTEN era mayor que la de las C6-Ires. También se puede
observar la gran cantidad de HA-PTEN que expresaban estas células tras la transfeccion. Por su
parte, en las muestras co-inmunoprecipitadas (figura 16 b) se aprecia que, como era de esperar,
en las células transfectadas con el plasmido vacio no se encontraba ninguna proteina del
complejo. En las células C6-lres transfectadas con HA-PTEN sélo se recuperd esta proteina al co-
inmunoprecipitar. Sin embargo, en las células C6-Cx43 con HA-PTEN, en el inmunocomplejo que
formaba HA-PTEN aparecian Cx43, c-Src y Csk en las células de glioma que contienen Cx43.
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Figura 16. Interaccion entre Cx43, c-Src, CSK y PTEN en células de glioma C6.

Las células C6-Ires y C6-Cx43 en confluencia se transfectaron con un plasmido vacio (control, pSG5L) o
con HA-PTEN, se lisaron a las 24 horas post-transfeccién y se llevaron a cabo co-inmunoprecipitaciones
con el anticuerpo anti-HA. Se muestran los Western blot de PTEN, Cx43, c-Src total y Csk de los lisados
totales (a) y de las co-inmunoprecipitaciones (b).

4.3.3. Estudios de colocalizacion en astrocitos

Tal y como se ha indicado, estos resultados de interaccidon entre PTEN, Cx43, c-Src y Csk en
células de glioma se obtuvieron transfectando dichas células para que expresaran HA-PTEN
exogeno. Por tanto, nos preguntamos si esta interaccidn se daria en condiciones de expresion
enddégena en células no tumorales. Para ello, recurrimos a astrocitos en cultivo primario, que
expresan altos niveles de Cx43 y PTEN de forma fisioldgica.

En primer lugar se realizaron tinciones inmunocitoquimicas contra Cx43 y Csk (figura 17).
Asi, mediante microscopia confocal pudimos observar gran cantidad de puntos de colocalizacidn
(figura 17 ¢, en amarillo, ver flechas) de ambas proteinas en los astrocitos (ver ampliacién, figura
17 d). Ademas se obtuvo la reconstruccién de la proyecciéon ortogonal del eje Z (margenes
derecho e inferior de la fotografia). Asi, podemos ver que, en la mayoria de los casos, la
colocalizacion de Csk y Cx43 se mantenia a lo largo del eje Z (figura 17 c, ver flechas).
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Figura 17. Colocalizacion de Cx43 y Csk en astrocitos.

Los astrocitos en cultivo primario se fijaron y se realizaron tinciones inmunocitoquimicas de Cx43 (rojo,
a) y Csk (verde, b). La colocalizacién de ambas proteinas se observa en amarillo en la superposicidon de
los dos canales (c). Se muestran las proyecciones ortogonales a lo largo del eje Z de las series de
fotografias confocales (margenes derecho e inferior de la superposicion). Asimismo se muestra una
ampliacién de un drea con abundantes puntos de colocalizacion (d). Barras de escala: 20 um.

De la misma manera, llevamos a cabo tinciones contra Cx43 y PTEN en astrocitos, en las
que pudimos comprobar que estas proteinas también colocalizaban en este tipo celular (figura 18
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¢, en amarillo, ver flechas). Esta colocalizacion también puede verse en la proyeccién ortogonal
(figura 18 c) y en la ampliacion (figura 18 d).
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Figura 18. Colocalizacion de Cx43 y PTEN en astrocitos.

Los astrocitos en cultivo primario se fijaron y se realizaron tinciones inmunocitoquimicas de Cx43 (rojo,
a) y PTEN (verde, b). En la superposicidon de los dos canales se puede observar la colocalizacidon de
ambas proteinas en amarillo (c). Se muestran las proyecciones ortogonales a lo largo del eje Z de las
series de fotografias confocales. Asimismo se muestra una ampliacion de un area con abundante
colocalizacién en ambos casos (d). Barras de escala: 20 um.
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4.3.4. Estudios de co-inmunoprecipitacion en astrocitos

Para confirmar la interaccion entre la Cx43, PTEN, c-Src y Csk enddgenas, decidimos llevar a
cabo co-inmunoprecipitaciones en astrocitos, que se muestran en la figura 19. En concreto,
realizamos co-inmunoprecipitaciones de proteinas enddgenas: en primer lugar, de Cx43 (figura 19
a). Como puede observarse, en el carril de muestras co-inmunoprecipitadas con un anticuerpo
contra hexoquinasa | (control), no se encontré sefial para ninguna de las proteinas investigadas,
mientras que al co-inmunoprecipitar con un anticuerpo contra la Cx43, obtuvimos un complejo en
el que también se encontraban PTEN vy c¢-Src. En segundo lugar, realizamos co-
inmunoprecipitacion con un anticuerpo contra Csk (figura 19 b) y pudimos encontrar ala Cx43y a
c-Src en el inmunocomplejo. En este caso, como control se utilizéd un anticuerpo contra GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y, como se puede observar, no encontramos sefial en el
carril del control.
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Figura 19. Interaccion entre Cx43, c-Src, CSK y PTEN en astrocitos.

Los astrocitos en cultivo primario se lisaron y se procedid a la co-inmunoprecipitacion con los
anticuerpos indicados. (a) Co-inmunoprecipitaciéon de Cx43 y hexoquinasa | (control). Western blot de
Cx43, PTEN y c-Src total de los lisados totales y de las co-inmunoprecipitaciones. (b) Co-
inmunoprecipitaciéon de Csk y GAPDH (control). Western blot de Csk, Cx43 y c-Src total de los lisados
totales y de las co-inmunoprecipitaciones.

4.3.5. Estudio de la participacion del motivo de unién a PDZ de PTEN en su interaccion
con la Cx43

Tras comprobar que PTEN puede interaccionar con la Cx43, nos preguntamos cémo podria
darse dicha interaccién. PTEN posee un motivo de unién a PDZ (Georgescu et al., 1999), que,
como su nhombre indica, interacciona con dominios PDZ, que estdn presentes en gran cantidad de
proteinas y especialmente en proteinas de andamiaje (Lee and Zheng, 2010). Por otro lado, la
Cx43 también tiene un motivo de unién a PDZ (Sorgen et al., 2004), con el que interacciona con
proteinas de andamiaje como Z0O-1 (Giepmans and Moolenaar, 1998; Toyofuku et al., 1998). Asi,
hipotetizamos que PTEN y la Cx43 podrian interaccionar a través de una de estas proteinas de
andamiaje, como PTPN13 o Z0O-1, que tienen varios dominios PDZ (esquema 18 a).

Para comprobar nuestra hipoétesis, utilizamos un mutante de PTEN sin los tres ultimos
aminoacidos de su secuencia, que constituyen el motivo de uniéon a PDZ (PTENdPDZ) (esquema 18
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b). Este mutante esta fusionado a la etiqueta Flag para favorecer su inmunoprecipitacion, por ello
se compard con Flag-PTENwt (PTEN silvestre) y Flag vacio (control).
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Esquema 18. Hipotesis de interaccion de la Cx43 con PTEN a través de los motivos de unién a PDZ
de ambas y una proteina de andamiaje.

El primer paso fue poner a punto la técnica de co-inmunoprecipitacién de la etiqueta Flag
(figura 20). Llevamos a cabo estos experimentos con una matriz comercial (anti-Flag M2, Sigma-
Aldrich), de anticuerpo contra Flag unido covalentemente a agarosa. Esta union puede verse
afectada por agentes reductores presentes en los tampones de elucién, provocando la disociacion
de las inmunoglobulinas de la agarosa y la aparicién de éstas en el Western blot. Asi, para
determinar si el tratamiento con agentes reductores incrementaba la cantidad de
inmunoglobulinas en las muestras, se probaron dos tampones de elucidon, uno con agente
reductor (beta-mercaptoetanol, B-ME) y otro sin él. Con estos tampones se trataron unas
muestras que contenian Unicamente la matriz anti-Flag y otras muestras solamente de lisados
celulares, las cuales, tras ser hervidas, se sometieron a un analisis de tipo Western blot. Las
membranas se incubaron con anticuerpos primarios y secundarios procedentes de dos especies
distintas (conejo y ratén) para averiguar si éstos reconocian a las inmunoglobulinas presentes en
la muestra, en caso de haberlas. El resultado de estas pruebas se muestra en la figura 20. La
primera prueba fue incubar una membrana con el anticuerpo contra Cx43 (generado en ratén) y
con un anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas de ratén (figura 20 a). Como se puede
apreciar, el anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas de ratén reconoce los restos de
anticuerpo anti-Flag, ya que éste estd generado en ratén y, por tanto, son inmunoglobulinas de
ratdn. Ademds, se observa que la eliminaciéon del agente reductor del tampdn de elucion no
impedia la separacién del anticuerpo anti-Flag de la agarosa, ya que la sefial de las
inmunoglobulinas podia verse a 50 y 25 kDa (cadenas pesada y ligera, respectivamente). También
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se comprueba que, en la muestra de lisado celular tratado sin B-ME, los monémeros de Cx43 no
se separaron correctamente, apareciendo a alturas mayores de lo habitual (entre 50 y 75 kDa,
cuando los mondmeros pesan 43 kDa). Esto se debe a que los mondmeros de Cx43 se unen entre
si por puentes disulfuro, que en ausencia de agente reductor permanecen intactos. Por otra
parte, se probaron anticuerpos primarios generados en conejo con anticuerpos secundarios
contra inmunoglobulinas de conejo (anticuerpos contra PTEN, c-Src y Csk, figura 20 b). Como se
puede apreciar, estos anticuerpos no reconocian las inmunoglobulinas anti-Flag que se separaban
de la matriz. También se puede observar que, en ausencia de B-ME, se perdia la sefial de c-Src y
PTEN, lo que indica una incorrecta elucién de los complejos proteicos.
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Figura 20. Puesta a punto de la co-inmunoprecipitacion con la etiqueta Flag

Para determinar si el agente reductor presente en el tampdn de elucién separa las inmunoglobulinas del
anticuerpo contra Flag de las microcuentas de agarosa al que se encuentra unido, se hirvieron muestras
de la matriz anti-Flag o muestras de lisados de células C6Cx43 con tampdn de elucion con y sin beta-
mercaptoetanol (B-ME). Se realizé6 un analisis tipo Western blot y las membranas se incubaron con
anticuerpos primarios y secundarios de distintas especies. (a) La membrana se incubd con un anticuerpo
primario de ratén contra Cx43 y un anticuerpo secundario de cabra contra ratén. (b) Las membranas se
incubaron con anticuerpos primarios de conejo contra Csk, c-Src y PTEN y anticuerpos secundarios de
cabra contra conejo.

Asi, llegamos a la conclusidn de que el procedimiento de elucién separaba los anticuerpos
anti-Flag de la agarosa, independientemente de la presencia de B-ME. También observamos que
el B-ME es necesario para la correcta elucion de los complejos proteicos y la separacién de las
proteinas que los componen, ya que los monédmeros de Cx43 se unen entre si por puentes
disulfuro. Por ultimo, comprobamos que los anticuerpos secundarios contra inmunoglobulinas de
ratdn detectan las inmunoglobulinas del anticuerpo contra Flag que se desprenden de la agarosa,
pero no asi los anticuerpos contra inmunoglobulinas de conejo, lo que era de esperar,
considerando que este anticuerpo estd generado en ratén. Asi, decidimos utilizar un tampdn de
elucion reductor para los siguientes experimentos y evitar la sefial de las inmunoglobulinas
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utilizando anticuerpos primarios generados en conejo y/o proteina A-HRP, como se explicd
anteriormente en la puesta a punto de la co-inmunoprecipitacién con HA.

Una vez puesta a punto la técnica, llevamos a cabo co-inmunoprecipitaciones de Flag,
transfectando células C6-Cx43 con los plasmidos Flag, Flag-PTENwt y Flag-PTENdPDZ (Esquema
18 a). Como se puede observar, al arrastrar Flag, tanto en el caso de Flag-PTENwt como de Flag-
PTENdPDZ, pero no en el del vector vacio, pudimos recuperar un inmunocomplejo en el que
estaban presentes Flag-PTEN, Cx43 y c-Src (figura 21).
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Figura 21. Implicacion del motivo de unién a PDZ de PTEN en la interaccion con la Cx43 en células de
glioma Cé6.

Las células de glioma C6 en confluencia fueron co-transfectadas con el vector que contiene la Cx43 y con
uno de los tres plasmidos siguientes: Flag vacio, Flag-PTENwt o Flag-PTENdPDZ (PTEN con el motivo de
unién a PDZ delecionado). Las células se lisaron a las 24 horas post-transfeccion y se procedio a la co-
inmunoprecipitaciéon con una matriz anti-Flag. Se muestra el Western blot de Flag, Cx43 y c-Src total en
los lisados totales y en las co-inmunoprecipitaciones.

De nuevo quisimos comprobar si en células no tumorales se observaban los mismos
resultados, por lo que repetimos este experimento en astrocitos en cultivo primario, que
expresan Cx43 de forma fisioldgica. Como se muestra en la figura 22, al igual que ocurria en las
células C6-Cx43, al inmunoprecipitar Flag obteniamos un complejo en el que se encontraban Flag-
PTEN, Cx43, c-Src y, ademas, Csk, independientemente de que la proteina de fusiéon Flag-PTEN
conservara su motivo de unién a PDZ o no.
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IP-Hag

Figura 22. Implicacion del motivo de unién a PDZ de PTEN en la interaccion con la Cx43 en astrocitos.

Los astrocitos en cultivo primario fueron transfectados con uno de los tres pldsmidos siguientes: Flag
vacio, Flag-PTENwt o Flag-PTENdPDZ. Las células se lisaron a las 24 horas post-transfeccion y se procedio
a la co-inmunoprecipitaciéon con una matriz anti-Flag. Western blot de PTEN, Cx43, c-Src y Csk en los
lisados totales y en las co-inmunoprecipitaciones.

4.3.6. Implicacion de la region de la Cx43 que interacciona con c-Src en la interaccion
entre Cx43, PTEN, Csk y c-Src.

Una vez descartada la participacion de los motivos de unién a PDZ en la interaccion entre la
Cx43 y PTEN, decidimos estudiar si la regién de la Cx43 que interacciona con c-Src también
interacciona con PTEN y Csk.

Para ello, se seleccionaron las siguientes regiones de la Cx43 implicadas en la interaccion
con c-Src, algunas de ellas ya empleadas previamente en el laboratorio, con capacidad de inhibir
la actividad de c-Src (Gangoso et al., 2014).

Todos los péptidos utilizados se fusionaron a la secuencia penetrante TAT en su extremo
amino, lo que les permite introducirse en las células (Gump and Dowdy, 2007). Ademas, se
fusionaron a biotina en su extremo carboxilo, para favorecer su purificacion e identificacidon
(figura 23 a). Estos péptidos fueron:

e TAT-B: secuencia responsable de que el péptido penetre en la célula, que, por
tanto, se empled como control.

e TAT-245-283-B: secuencia que contiene el motivo de unién al dominio SH3 de c-Src
junto con las dos tirosinas que son fosforiladas por c-Src.

e TAT-266-283-B: secuencia que contiene el motivo de unién al dominio SH3 de c-Src
y los siete aminodcidos anteriores, pero no las tirosinas fosforilables por c-Src.
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e TAT-274-283-B: secuencia que contiene exclusivamente el dominio de unién a SH3
de c-Src.

e TAT-372-382-B: secuencia que contiene el motivo de unién a PDZ.
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Figura 23. Puesta a punto del pull-down de los péptidos biotinilados con avidina-agarosa.

Para la puesta a punto, se probaron los péptidos correspondientes a las secuencias 245-283 y 266-283
(a); en rojo se muestran las tirosinas que son fosforiladas por c-Src, en morado la tirosina contenida en
el péptido 266-283 y en gris el dominio de union a SH3). Las células C6 se resembraron y, una vez que
llegaron a la confluencia, se transfectaron con HA-PTEN o se trataron Unicamente con lipofectamina
(control). A las 24 horas post-transfeccion, las células se incubaron con los péptidos penetrantes
conjugados con biotina, a una concentracién de 50 uM durante 30 minutos. Tras sucesivos lavados, las
células se lisaron, se tomaron muestras de los lisados totales y con el resto de los lisados se llevé a cabo
el pull-down con la matriz avidina-agarosa. Una vez eluidos los complejos proteicos, se analizd el
resultado mediante Western blot (b). Se muestran los Western blot de PTEN, Cx43, c-Src y GAPDH
(control negativo) en los lisados totales y en el pull-down.

En primer lugar, se puso a punto la técnica del pull-down de los péptidos biotinilados con
avidina-agarosa. Esta técnica es similar a la de la co-inmunoprecipitacion, con la diferencia de que,
en este caso, se basa en la afinidad de la avidina por la biotina. Las células C6 se resembraron vy,
una vez que llegaron a la confluencia, se transfectaron con HA-PTEN o se afiadié Unicamente
lipofectamina (control). A las 24 horas post-transfeccién, las células se incubaron con dos de los
péptidos (TAT-266-283-B o TAT-245-283-B), a una concentracién de 50 uM durante 30 minutos,
se lisaron, se tomaron muestras de los lisados totales y con el resto de los lisados se llevo a cabo
el pull-down con una matriz avidina-agarosa, siguiendo el protocolo suministrado por el
fabricante. El tiempo de incubacién se escogid gracias a observaciones previas del laboratorio de
gue estos péptidos se internalizan a tiempos tan cortos como 10 minutos de incubacién. Una vez
eluidos los complejos proteicos, se analizo el resultado mediante Western blot, el cual se muestra
en la figura 23 b. Se puede observar que en el pull-down del carril control (células sin tratamiento
de péptido y transfectadas con HA-PTEN) no fue posible aislar ningin complejo proteico, lo que
demuestra la fiabilidad de dicho control. En el blot de PTEN, tanto en lisados como en las
muestras de pull-down, pueden verse dos bandas: una superior, correspondiente a HA-PTEN, en
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las células transfectadas, y una inferior, correspondiente a la PTEN enddgena de estas células. Es
decir, los péptidos interaccionaban tanto con la PTEN endégena como con HA-PTEN, por lo que
dedujimos que no era necesario transfectar las células C6 para detectar la interaccién de los
péptidos miméticos de la Cx43 con PTEN, a pesar de los bajos niveles enddgenos de PTEN que
presentan estas células. Este efecto se puede explicar por la alta afinidad de la avidina por la
biotina, con el consiguiente incremento de la sensibilidad de la técnica. Por otra parte, se puede
observar que, como era de esperar, el anticuerpo contra la Cx43 sélo detectaba el péptido TAT-
245-283-B, ya que es el Unico que contiene la secuencia antigénica descrita por la casa comercial;
por ello decidimos utilizar estreptavidina conjugada con HRP para revelar la sefial de los péptidos
biotinilados. Por ultimo, se incubaron las membranas con un anticuerpo contra GAPDH como
control negativo adicional del pull-down. Como se puede observar, la sefial de GAPDH sélo
aparecio en los lisados, lo que confirma la especificidad del método.

Tras estas pruebas, decidimos no transfectar las células de glioma C6 con HA-PTEN para los
siguientes experimentos. El pull-down de todos los péptidos se muestra en la figura 24. Como se
puede ver, en el pull-down de las muestras incubadas con el péptido TAT (control) no habia sefial
para ninguna de las proteinas del complejo. En cambio, tanto el péptido 245-283 (con las dos
tirosinas que son fosforiladas por c-Src) como el 266-283 (que no contiene estas tirosinas pero
interacciona con Src), eran capaces de unirse a PTEN, c-Src y Csk. Por otra parte, en el caso de los
péptidos 274-283 (correspondiente al dominio de unidn a SH3) y 372-382 (motivo de unién a
PDZ), practicamente no se apreciaban las bandas de PTEN, c-Src y Csk.
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Figura 24. Estudio de la region de Cx43 implicada en la interaccion entre PTEN, Cx43, c-Src, y Csk en
células de glioma C6.

Las células de glioma C6 en confluencia fueron incubadas con los péptidos indicados, a una
concentracion de 50 uM durante 30 minutos, tras lo que fueron lisadas. A continuacion se llevd a cabo
el pull-down de los péptidos biotinilados utilizando cuentas de agarosa conjugadas con avidina, tal y
como se describe en Métodos. Se muestran los Western blot de los péptidos (detectados con
estreptavidina-HRP, Str-HRP), PTEN, Csk, c-Src total y c-Src Y416.
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Figura 25. Colocalizacion de GFP-PTEN y el péptido TAT-245-283-B en células de glioma C6

Las células fueron transfectadas con GFP-PTEN y a las 24 horas post-transfeccion se comprobd la
expresidon de esta proteina por epifluorescencia. A continuacidn las células fueron incubadas con el
péptido TAT-245-283-B, durante 30 minutos o 2 horas, tras lo que se procedid a fijarlas y a realizar una
tincidn contra biotina utilizando avidina conjugada con Cy5. Tras el montaje de las placas, se tomaron
series de fotografias en el eje Z con un microscopio confocal. La colocalizacidon entre GFP-PTEN vy el
péptido se observa en amarillo. Se muestran las proyecciones ortogonales a lo largo del eje Z de las
series de fotografias. Barras de escala: 20 um.
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Por ultimo, nos propusimos investigar la colocalizacion de PTEN con el péptido TAT-245-
283-B. Para ello, transfectamos células C6 con GFP-PTEN vy, a las 24 horas post-transfeccion, las
incubamos con dicho péptido durante 30 minutos o 2 horas. A estos tiempos, las células se fijaron
y se les realizaron tinciones inmunocitoquimicas contra la biotina presente en los péptidos, con
estreptavidina conjugada con el fluoréforo Cy5. En la figura 25 se puede observar que, a los 30
minutos de comenzar el tratamiento, la cantidad de péptido que habia penetrado en las células
era maxima y que éste colocalizaba con GFP-PTEN (colocalizacion en amarillo). A las dos horas,
aunque los niveles de péptido disminuian, seguia observandose colocalizacion del péptido TAT-
245-283-B y GFP-PTEN. En todos los casos, gracias a la proyeccion ortogonal es posible observar
que la colocalizaciéon del péptido y GFP-PTEN se mantenia a lo largo del eje Z.
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5. Discusion

Los gliomas son los tumores cerebrales mas frecuentes y presentan, en general, muy mal
prondstico. A pesar de los avances en el estudio de esta patologia, su tratamiento no ha
conseguido incrementar la esperanza de vida de los pacientes diagnosticados con un glioma
maligno en los ultimos afios.

Una de las caracteristicas de los gliomas es la alta actividad de la tirosina kinasa c-Src (Du et
al., 2009), una enzima clave en la regulacién del crecimiento y la proliferacidn celular, y una baja
expresion de la conexina-43 (Cx43). La Cx43 pertenece a la familia de las conexinas, las proteinas
que forman las uniones comunicantes entre las células (Beyer et al., 1987; Zimmer et al., 1987).
En concreto, la Cx43 es la isoforma mas expresada en astrocitos (Dermietzel et al., 1991; Giaume
et al,, 1991). La Cx43 se considera una proteina supresora de tumores porque la restauracion de
este gen en las células tumorales y, con ello, el restablecimiento de la comunicacién intercelular,
trae como consecuencia una disminucién en la velocidad de proliferacion y la desaparicion del
fenotipo neoplasico (Zhu et al., 1991; Hirschi et al., 1996; Huang et al., 1998; Naus, 2002). En
trabajos previos de nuestro grupo se puso de relieve que la restauracion de la Cx43 en células de
glioma de rata C6 inhibe la actividad oncogénica de c-Src, lo que resulta el bloqueo del paso de la
fase G1 a la fase S del ciclo celular a través del aumento de la expresién de p27 y p21 (Herrero-
Gonzalez et al., 2010). Por ello, en este trabajo nos propusimos profundizar en el mecanismo
molecular responsable de la inhibicién de c-Src por la Cx43. Estudios previos de otros grupos
mostraron que la actividad de c-Src se regula mediante fosforilacion por la enzima C-terminal Src
kinase (Csk) (Nada et al., 1991; Okada et al.,, 1991) y desfosforilacién por proteinas tirosina
fosfatasas, como PTEN (Dey et al., 2008; Zhang et al., 2011). Por esta razdn, pensamos que la Cx43
podria regular la actividad de c-Src a través de la regulacién de estas enzimas.

5.1. Papel de Csk en la inhibicidon de la actividad oncogénica de c-
Src promovida por la Cx43 en células de glioma de rata C6

Como se ha explicado en la Introduccién, la enzima Csk (C-terminal Src kinase) se ha
descrito como la responsable de fosforilar la tirosina 527 de c-Src (Okada y Nakagawa, 1989; Nada
et al., 1991; Okada et al., 1991), lo que contribuye a su inactivacion (Kmiecik y Shalloway, 1987;
Kmiecik et al., 1988), ya que estabiliza la molécula en su conformacidn inactiva (Liu et al., 1993;
Moarefi et al., 1997; Sicheri y Kuriyan, 1997). Por tanto, en este trabajo nos propusimos investigar
la posible participacién de Csk en la inhibicién de la actividad oncogénica de c-Src ejercida por la
Cx43.

Para ello, utilizamos un modelo de pérdida de funcién de Csk en células de glioma C6

mediante la tecnologia del siRNA y estudiamos el efecto de la Cx43 sobre la proliferacién en estas
circunstancias (figura 2).
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Nuestros resultados muestran que, cuando se silencia la expresién de Csk, se produce un
incremento en la velocidad de proliferacién de las células de glioma, indicando la importancia de
esta enzima en los procesos tumorales (Masaki et al., 1999(Oneyama et al., 2008). Ademas, el
efecto antiproliferativo de la Cx43 se ve muy reducido, es decir, que la restauracion de la
expresion de Cx43 en células de glioma no es suficiente para disminuir la proliferacién si estas
células no expresan Csk.

Analizando esta informacion, podemos proponer que el inhibidor de c-Src, Csk, participa en
la inhibicién de la proliferacion que lleva a cabo la Cx43 en células de glioma. Cabe recordar que
Csk inactiva c-Src al fosforilar el residuo de tirosina 527. Por lo tanto, nuestros resultados explican
el aumento de la forma inactiva de c-Src (Y527c-Src) que se observa al restaurar la expresién de
Cx43 en células de glioma (Herrero-Gonzalez et al., 2010).

5.2. Papel de PTEN en la inhibicién de la actividad oncogénica de c-
Src promovida por la Cx43 en células de glioma de rata C6

Ademas de la fosforilacién de la tirosina 527, la completa inhibicion de la actividad de c-Src
requiere la retirada del grupo fosfato de su tirosina Y426 por una tirosina fosfatasa (Smart et al.,
1981), lo que provoca un cambio de conformacion de forma que el sitio catalitico de c-Src queda
cerrado y no puede acceder a sus sustratos (Yamaguchi and Hendrickson, 1996). Una fosfatasa
cuya capacidad para desfosforilar la tirosina Y426 de c-Src se ha descrito recientemente es la
fosfatasa de especificidad dual PTEN (Dey et al., 2008; Zhang et al., 2011). Esta enzima es uno de
los supresores tumorales mas conocidos (Di Cristofano et al., 1998; Suzuki et al., 1998),ya que se
han encontrado mutaciones para el gen Pten en gran cantidad de tumores (Steck et al., 1997),
como el cancer de préstata (Di Cristofano et al., 2001), de mama (Li et al., 1997) y en gliomas
(Bigner et al., 1984), siendo una de las proteinas mas frecuentemente alteradas en los gliomas
(Dey et al., 2008; Zhang et al., 2011). Asi, PTEN es una buena candidata para ser la fosfatasa que
utiliza la Cx43 para inactivar a c-Src y, por ello, en este trabajo decidimos estudiar su posible
implicacion en la inhibicidn de la actividad oncogénica de c-Src ejercida por la Cx43.

Con este fin, decidimos estudiar la pérdida de funciéon de PTEN en células de glioma C6
utilizando siRNA. En primer lugar, estudiamos el efecto del silenciamiento de PTEN sobre la
actividad de c-Src (figura 4).

Nuestros resultados muestran que la pérdida de funcidn de PTEN se acompaia de un
aumento en la actividad de c-Src (Y416 c-Src) en las células de glioma. Ademas, la inhibicion que
ejerce la Cx43 sobre c-Src Y416 en estas células se pierde cuando se silencia la expresion de PTEN.
Es decir, la presencia de PTEN en la célula es necesaria para el efecto inhibidor de la Cx43 sobre la
actividad oncogénica de c-Src. Esto indica que PTEN es la enzima que desfosforila la tirosina 416
de c-Src tras la restauracion de la expresion de la Cx43.

Ademas, estudiamos el efecto de la pérdida de funciéon de PTEN en la proliferacion de las
células de glioma (figura 5). Pudimos observar que, cuando se silencia la expresién de PTEN, la
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velocidad de proliferacion aumenta, independientemente de que se hubiera restaurado la Cx43
en estas células y, de hecho, las células que expresaban Cx43 crecian a un ritmo similar a las que
no la expresaban. Esto indica, por una parte, que PTEN es un importante regulador de la
proliferacién de las células de glioma y, por otro, que PTEN estd implicada en el efecto
antiproliferativo de la Cx43, ya que, en ausencia de PTEN, se reduce el efecto de la Cx43 sobre la
velocidad del ciclo celular.

Contando, ademds, con el efecto del silenciamiento de PTEN sobre c-Src, se puede
proponer que PTEN toma parte en el efecto antiproliferativo de la Cx43 mediante la
desfosforilacién de la tirosina 416 de c-Src.

Sin embargo, tanto en estos experimentos como en los de silenciamiento de Csk, se
observa una diferencia entre la velocidad de proliferacion de las células que expresan Cx43 y las
qgue no la expresan en ausencia de expresion de una de estas dos enzimas. Es decir, cuando
silenciamos la expresion de Csk o la de PTEN por separado, las células que expresan Cx43
proliferan de una manera mas parecida a las células que no la expresan, pero no llegan al mismo
nivel de proliferacién que éstas. Nos planteamos que esto podria deberse a que en las células sélo
estabamos silenciando la expresién de una de las enzimas, con lo que la que no se encontraba
silenciada podria contribuir, en su propia medida, a la inhibicion de c-Src. Por ello, hipotetizamos
que, si cosilencidramos la expresidn de Csk y PTEN, esta diferencia de proliferacidn disminuiria
mas aun.

Al estudiar el efecto de la pérdida simultanea de funcién de Csk y PTEN (figura 6) se
observé que la pérdida de expresion de ambas enzimas contrarresta el efecto inhibidor de la Cx43
sobre la proliferacion celular. Es decir, la Cx43 pierde practicamente la totalidad de su capacidad
de regular la proliferacion de las células de glioma C6 si en estas células no hay expresidn de PTEN
ni de Csk. Ademas, cuando se co-silencian Csk y PTEN, las células de glioma presentan una
proliferacién muy superior a la situacién control, corroborando el papel de estas proteinas como
supresores tumorales (Masaki et al., 1999 Oneyama et al., 2008(Dey et al., 2008; Zhang et al.,
2011)).

En conclusion, la pérdida simultdnea de PTEN y Csk es suficiente para que la Cx43 pierda su
capacidad de inhibir la proliferacion en estas células.

5.3. Efecto de la restauracion de la expresion de Cx43 en la
expresion y funcionalidad de PTEN

Cuando se realizdé el estudio de pérdida de funcion de PTEN en células de glioma,
observamos que la restauracion de la Cx43 en las células de glioma aumentaba los niveles de
expresion de PTEN. Dada la relevancia de PTEN en células de glioma (Dey et al., 2008; Zhang et al.,
2011), decidimos analizar este efecto detenidamente (figura 7). Nuestros resultados confirmaron
mayor expresion de PTEN en las células transfectadas con Cx43 que en las células transfectadas
con el vector vacio. Ademas, como era de esperar, la restauracién de la Cx43 vy, con ello, el
aumento de PTEN, estaban acompafadas de una disminucion de la actividad de c-Src.
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En un cultivo de células de glioma, estas células se encuentran en momentos distintos del
ciclo celular; por ello, para comprobar que el efecto sobre la expresion de PTEN no era
consecuencia de la fase del ciclo celular en la que se encontraran las células, se procedié a
sincronizar los ciclos celulares y a evaluar la expresidon de PTEN a lo largo del ciclo en células de
glioma que expresaban y que no expresaban Cx43 (figura 8). Asi, pudimos comprobar que los
niveles de PTEN eran mas altos en las células con la Cx43 restaurada, en todos los momentos del
ciclo. Ademas, los resultados sobre las fluctuaciones de PTEN que se dan durante el ciclo celular
fueron muy interesantes.

En primer lugar, se observaba que, en el comienzo del ciclo, en la fase GO/G1, en las células
gue expresaban Cx43 los niveles de PTEN eran mucho mas altos, para luego ir disminuyendo
progresivamente durante las primeras ocho horas del ciclo, tras las cuales vuelven a aumentar. Es
interesante destacar que, en trabajos previos de nuestro grupo, se encontré que en las células de
glioma C6, el transito de la fase GO/G1 a la fase S se da a las 10 horas del ciclo (Herrero-Gonzalez
et al., 2010), lo que hemos observado que coincide con una disminucién de los niveles de PTEN en
estas células. Sin embargo, en las células que expresan Cx43, en este mismo momento se produce
un pico de expresion de PTEN.

Precisamente, como se ha mostrado en trabajos anteriores del laboratorio, la Cx43 produce
un bloqueo del paso de la fase GO/G1 a S a través de la regulacién de la expresién de varios genes
implicados en el control del ciclo celular, como p21 y p27, dos inhibidores de kinasas
dependientes de ciclina (CKl). De hecho, la expresién de Cx43 alcanza un pico precisamente a 10
horas del ciclo en las células en las que se restaura, seguido por un pico de permeabilidad, la cual
desciende en ese momento en las células de glioma C6 (Herrero-Gonzalez et al., 2010). En estos
trabajos, también se vio que la actividad de c-Src aumenta en este mismo momento en las células
C6 y que, sin embargo, en las células que expresaban Cx43 esta actividad disminuye a las 10 horas
del ciclo (Herrero-Gonzalez et al., 2010).

Es decir, que en las células de glioma C6 se produce simultdneamente una disminucion de
la expresion de Cx43 y PTEN y de la permeabilidad celular junto a un aumento de actividad de c-
Src, todo a las 10 horas del ciclo celular, lo que coincide con el transito de la fase GO/G1 a la fase S
en estas células. Al restaurar la expresion de Cx43, este efecto se invierte y, a las 10 horas del
ciclo, se observa un aumento de la expresion de Cx43 y de PTEN y de la permeabilidad, junto con
una disminucién de la actividad de c-Src y un retraso en la entrada en la fase S del ciclo.

Esto nos lleva a pensar que, en las células de glioma, los niveles de Cx43 son demasiado
bajos como para poder aumentar la expresién de PTEN y, por tanto, la actividad de c-Src no puede
ser regulada correctamente. En relacidon a ello, y de acuerdo a los resultados previamente
obtenidos en el laboratorio (Herrero-Gonzalez et al., 2010), los niveles de c-Src aumentan, ya que
éste puede activarse por autofosforilacion en la tirosina 416 (Smart et al., 1981). Esta
hiperactivacion de c-Src produce el paso prematuro de la fase GO/G1 a la fase S mediante la
inhibicién de la expresidn de p21 y p27 (Chu et al., 2007 Grimmler et al., 2007), al mismo tiempo
que produce el cierre de las uniones comunicantes y con ello la degradacién de la Cx43 (Swenson
et al., 1990; Giepmans et al., 2001a; Lin et al., 2001; Solan and Lampe, 2014), resultando en una
disminucién indirecta de los niveles de PTEN. Ademas, c-Src puede fosforilar directamente a PTEN
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en su extremo carboxilo terminal, provocando su inactivacidn (Georgescu et al., 1999; Vazquez et
al., 2000; Downes et al., 2007; Ross and Gericke, 2009). Todo esto llevaria a la generacién de un
bucle de inhibicién de la expresién de Cx43 y PTEN por parte de c-Srcy, con ello, al aumento de la
velocidad de proliferacién de estas células.

Cuando se restaura la expresion de Cx43 en células de glioma, aumentan los niveles de
PTEN, que puede regular la actividad de c-Src; asi, PTEN podria controlar la activacidn excesiva de
¢-Src y asi inhibir el paso de la fase GO/G1 a la S. A este respecto, la caida en la actividad de c-Src
gue se observa en las células que expresan Cx43 podria deberse al aumento de expresidén de
PTEN, ya que la disminucién de la actividad de c-Src se produce justo tras el pico de PTEN.

Asi, en las células de glioma, la pérdida de mecanismos para inhibir la actividad de c-Src
resulta en un bucle de hiperactivacidon de c-Src y una regulacidon negativa de Cx43 y PTEN, lo que
desemboca en la progresién descontrolada del ciclo celular, mientras que, en las células con la
Cx43 restaurada, ésta aumenta la expresion de PTEN, que podria, por su parte, impedir la
hiperactivacidn de c-Src y, por tanto, retrasar la entrada en la fase S del ciclo, reduciendo asi la
proliferacion celular.

La actividad mas conocida de PTEN es su capacidad de desfosforilar lipidos (Maehama and
Dixon, 1998) y su funcion supresora de tumores mediante la inhibicidn de la cascada PI3K/Akt Asi,
se ha descrito que la capacidad de PTEN de suprimir el crecimiento se debe a que promueve la
parada del ciclo celular a través de la inhibicion de la via de sefializacion PI3K/Akt (Stambolic et al.,
1998; Chalhoub and Baker, 2009). Es interesante que este proceso se asocia con un aumento de la
expresion de p21y p27 y con la disminucién de la expresion de ciclinas D y A y la menor activacion
de la kinasa dependiente de ciclina 2 (Cdk2). (Cheney et al., 1999; Paramio et al., 1999; Wu, R.C.
et al.,, 2000; Weng et al., 2001b; Gottschalk et al.,2001). Ademas, se ha descrito que algunos
miembros de la familia Src pueden alterar la capacidad de PTEN para antagonizar la via PI3K/Akt
(Lu et al., 2003).

Por ello, y teniendo en cuenta que nuestros resultados indican que la Cx43 aumenta la
expresion de PTEN, nos preguntamos si el aumento en la expresion de PTEN se acompafiaba de
una disminucién de la actividad de Akt. Por ello, investigamos el efecto sobre esta via de la
restauracion de la expresion de Cx43 silvestre y lo comparamos con el efecto de una Cx43 mutada
en los sitios de interaccion con c-Src, de forma que no es capaz de interaccionar con c-Src ni de
inhibir su actividad oncogénica (Lin et al., 2001; Herrero-Gonzalez et al., 2010) (figura 10).

En las células C6 encontramos una pequeia cantidad de PTEN, una gran actividad de c-Src,
y una alta activacion de Akt (medida como Akt fosforilada en la tirosina 308 y en la serina 473). En
las células que expresaban la Cx43 silvestre, la actividad de c-Src era menor, como se habia
descrito previamente (Herrero-Gonzalez et al., 2010), la cantidad de PTEN mayor, y la cantidad de
Akt activa mucho menor que en las células que no expresaban Cx43. En las células en las que se
restaurd la expresion de la Cx43 mutada, la cantidad de PTEN era baja, la actividad de c-Src alta y
la de Akt igualmente elevada, de la misma forma que en las células que no expresaban Cx43.

Es decir, que el efecto que produjo la restauracion de la Cx43 silvestre sobre los niveles de
PTEN, la actividad de c-Src y la actividad de Akt no se observaba cuando la Cx43 que se restauraba

95



Discusion

se encontraba mutada y no se producia la interaccion de ésta con c-Src. Esto indica que la
interaccion entre c-Src y la Cx43, a través de los residuos de tirosina de la Cx43 que son
fosforilados por c-Src, es necesaria para que la Cx43 ejerza su efecto positivo sobre la expresion
de PTEN. Ademas, la mayor cantidad de PTEN que contienen estas células se refleja en una
inhibicién de la via PI3K/Akt, lo que depende de la actividad sobre lipidos de PTEN, ademas de en
su efecto inhibidor sobre la actividad de c-Src.

Estos resultados sugieren que parte del efecto inhibidor de la Cx43 sobre la proliferacién de
las células C6 podria deberse a la actividad de PTEN sobre la ruta PI3K/Akt, lo que concuerda con
resultados de estudios anteriores (Cheney et al., 1999; Paramio et al., 1999; Gottschalk et al.,
2001; Weng et al., 2001b).

5.4. Interaccion entre la Cx43, PTEN, Csk y c-Src.

Tras comprobar que Csk y PTEN participan en el mecanismo de inhibicién de la actividad
oncogénica de c-Src por la Cx43, quisimos comprobar que estas proteinas interaccionan con la
Cx43. En trabajos previos (Herrero-Gonzalez et al., 2010; Lin et al., 2001) se comprobd la
interaccion entre la Cx43 y c-Src; por tanto, nos planteamos que la Cx43, al interaccionar con c-
Src, podria producir el reclutamiento de Csk y PTEN para inhibir su actividad, en lo que seria un
bucle de regulacion negativa.

Nuestros estudios de microscopia confocal (figuras 12 y 14) mostraron que, cuando se
expresa ectopicamente la Cx43 en células de glioma, ésta interacciona con Csk y con PTEN.
Asimismo pudimos confirmar, mediante co-inmunoprecipitacién, que estas proteinas
interaccionan entre ellas y con c-Src en células de glioma C6 (figura 16). Esto nos lleva a pensar
que se forma un complejo entre Cx43, c-Src, PTEN y Csk. Ademas, el hecho de que estas proteinas
apenas aparezcan unidas en las células C6lres sugiere que la Cx43 recluta a dichas proteinas para
la formacidn del complejo.

De igual manera hemos comprobado que esta interacciéon se da también en condiciones
fisioldgicas utilizando astrocitos en cultivo primario, que expresan altos niveles de estas proteinas
de forma natural. Asi, pudimos encontrar colocalizacién de la Cx43 con Csk y con PTEN (figura 19).
Ademas, realizando co-inmunoprecipitacion de la Cx43 enddgena, encontramos PTEN y c-Src en el
inmunocomplejo y, reciprocamente, precipitando la Csk enddgena, obtuvimos un complejo de
Cx43 y c-Src. Estos resultados son de gran relevancia, ya que quieren decir que PTEN y Csk
interaccionan con la Cx43 y con c-Src cuando todas estas proteinas se expresan de forma
enddgena en la célula.

Asi, podemos proponer que la Cx43 es capaz de reclutara e interaccionar con Csk y PTEN.

La funcién de esta interaccion podria ser la de terminar con la actividad de c-Src y regular
de esta forma la activacidn transitoria del mismo. Es bien conocido que c-Src activo se une a la
Cx43, regulando la permeabilidad de las uniones comunicantes (Crow et al., 1990; Giepmans et
al.,, 2001a; Kurata and Lau, 1994; Lin et al., 2001; Swenson et al., 1990) y promoviendo la
internalizacién de los conexones para su posterior degradacién (Solan and Lampe, 2014).
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Obviamente, este efecto ha de tener una duracién controlada. Para ello, se ha descrito que la
fosfatasa TC-PTP (T-cell protein tyrosine phosphatase), o PTPN2, se une a la Cx43, desfosforilando
las tirosinas 245 y 267 (Li et al., 2014). Nuestros resultados indican que PTEN y Csk se unirian al
complejo y se encargarian de inhibir la actividad de c-Src para evitar que continuara fosforilando a
la Cx43.

5.5. Estudio de los dominios de PTEN implicados en su interaccion
con la Cx43

Tras comprobar la interaccion entre estas proteinas, decidimos profundizar en el estudio de
los dominios importantes para dicha interaccion. En el extremo carboxilo terminal, PTEN y la Cx43
tienen un motivo de unién a PDZ (Andres-Pons et al., 2005), que se unen a dominios PDZ, los
cuales son muy abundantes en gran cantidad de proteinas y, especialmente, en proteinas de
andamiaje (Kennedy, 1995; Lee and Zheng, 2010). Asi, PTEN puede interaccionar con el dominio
PDZ presente en varias proteinas a través de su motivo de unién a PDZ y, de hecho, estas
interacciones afectan a la estabilidad y la fosforilacién de PTEN (Valiente et al., 2005). Por su
parte, la Cx43, a través de su motivo de unién a PDZ, interacciona con proteinas de andamiaje
como Z0-1 (Giepmans and Moolenaar, 1998; Toyofuku et al., 1998), la cual tiene varios dominios
de unidn a PDZ (Gonzalez-Mariscal et al., 2000).

Asi, nuestra hipodtesis era que PTEN y la Cx43 podrian interaccionar a través de alguna de
estas proteinas (ver esquema 18), por ejemplo, ZO-1, con uno de cuyos dominios PDZ puede
unirse la Cx43 (Sorgen et al. 2004; Chen et al., 2008), o la tirosina fosfatasa PTPN13, que se ha
descrito que interacciona con PTEN a través de su dominio PDZ (Sotelo et al., 2015).

Para investigar el posible papel del motivo de unién a PDZ de PTEN, se expresaron, en
células de glioma C6 y en astrocitos, dos proteinas de fusién Flag-PTEN: Flag-PTEN silvestre y Flag-
PTEN con el motivo de unién a PDZ delecionado (figuras 21 y 22). Los resultados mostraron que
PTEN seguia interaccionando con la Cx43 pese a tener delecionado el motivo de unién a PDZ, es
decir, que dicho motivo no es imprescindible para la interaccidén entre la Cx43 y PTEN.

A este respecto, Valiente y col. han descrito que, cuando se deleciona el motivo de unién a
PDZ de PTEN, aparece otro motivo (los tres aminodacidos siguientes) que también puede unirse a
PDZ (Valiente et al, 2005). Por eso, no podemos descartar que nuestros resultados puedan
deberse a este efecto. En todo caso, Georgescu y col. describieron cémo la expresiéon de PTEN
mutada en el extremo carboxilo terminal era incapaz de producir la supresion del crecimiento que
si ejercia PTEN silvestre; sin embargo, encontraron que el dominio de unién a PDZ no era
indispensable para la funcién supresora de tumores de PTEN (Georgescu et al., 1999).

Por tanto, decidimos explorar otras regiones implicadas en la interacciéon de la Cx43 con
PTEN.
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5.6. Estudio de las regiones de la Cx43 implicadas en su interaccion
con PTEN

Ante la posibilidad de que sean otros los dominios que median la interaccidn entre PTEN y
la Cx43, nos planteamos estudiar la participacion de las regiones intrinsecamente desordenadas
(IDR, intrinsically disordered regions) de PTEN (Malaney et al., 2013) en su interaccién con la Cx43.
Estas regiones carecen de estructura secundaria, son flexibles, se modifican por fosforilacién y
participan activamente en la interaccion de proteinas, por lo que facilitan interacciones mas
rapidas, reversibles y dindmicas, como las que se dan en las zonas de sefializacién del citoplasma
proximas a la membrana plasmatica (Dunker et al., 2001; Romero et al., 2004; Romero et al.,
1998; Romero et al.,, 2001). La Cx43 también presenta estas regiones IDR, una de las cuales
incluye el sitio de interaccidn con c-Src (Gangoso et al., 2014).

En trabajos previos del laboratorio, se desarrollaron y patentaron una serie de péptidos
penetrantes basados en la secuencia de la Cx43 (Gangoso et al., 2014). Dos de estos contienen
una IDR de la Cx43; por tanto, decidimos utilizar estos péptidos para averiguar si dicha regién esta
implicada en la interaccidn entre Cx43, c-Src, PTEN y Csk (figura 24).

Las regiones estudiadas fueron:

e 245-283: secuencia que contiene el motivo de unién al dominio SH3 de c-Src junto con las
dos tirosinas que son fosforiladas por c-Src.

e 266-283: secuencia que contiene el motivo de unién al dominio SH3 de c-Src y los siete
aminodcidos anteriores, pero no las tirosinas fosforilables por c-Src.

e 274-283: secuencia que contiene exclusivamente el dominio de unién a SH3 de c-Src.

e 372-382: secuencia que contiene el motivo de unién a PDZ.

Nuestros resultados muestran que los péptidos capaces de interaccionar con PTEN, c-Src y
Csk son el péptido 245-283 y el 266-283, es decir, que la regidon que media dicha interaccién es la
gue se encuentra comprendida entre los aminodcidos 266 y 283 de la Cx43. Es interesante sefialar
gue esta region no incluye las dos tirosinas de la Cx43 (247 y 265) que se ha descrito que son
fosforiladas por c-Src (Giepmans et al., 2001; Lin et al., 2001); pero si contiene otra tirosina, la
numero 267, que pensamos que podria ser importante para la interaccién con c-Src, ya que el
péptido 266-283 es capaz de unirse a c-Src.

Por otra parte, la regidon 274-283 (dominio de unidn a SH3) parece interaccionar
ligeramente con PTEN, c-Src y Csk. El dominio de unién a SH3 de la Cx43 es una secuencia
consenso rica en prolinas (Kanemitsu et al.,, 1997). Es interesante destacar que Spray y col.
mostraron que, al unirse la Cx43 con c-Src por este dominio, se producen cambios
conformacionales en la Cx43, los cuales afectan a varios aminoacidos hacia el extremo amino-
terminal (Sorgen et al., 2004). Ademas, esta secuencia, al contener un dominio de unién a SH3,
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podria actuar como un inhibidor competitivo de la actividad de c-Src, al unirse a su dominio SH3 e
impedir asi la unién a otros sustratos.

Finalmente, la secuencia 372-382 (motivo de unién a PDZ) no parece ser determinante para
la interaccidn entre la Cx43, PTEN, c-Src y Csk. Este resultado concuerda con los de Georgescu y
col. descritos mas arriba, que describieron que la falta del dominio de unién a PDZ no afecta a la
funcién supresora de tumores de PTEN (Georgescu et al., 1999).

Por todo esto, pensamos que es posible que la interaccion entre la Cx43 y PTEN se dé a
través de las regiones IDR y que los dominios de unién a SH3 y a PDZ sirvan para estabilizar dicha
interaccion.

En conjunto, los resultados presentados en esta Memoria nos permiten proponer un
mecanismo por el cual la Cx43 puede inhibir la actividad oncogénica de c-Src en células de glioma
C6. El mecanismo se resume en el esquema 19 y seria el siguiente:

La forma activa de c-Src interacciona con la Cx43 y, a raiz de esta interaccion, la Cx43
recluta a PTEN y a Csk a través de la region intrinsecamente desordenada 266-283. PTEN y Csk
desfosforilan y fosforilan, respectivamente, a c-Src, cerrando la molécula en su conformacion
inactiva y, por tanto, inhibiendo su actividad. Esto produce una disminucion de la velocidad del
ciclo celular a través del aumento de la expresidén de p21y p27 vy, con ello, una disminucidn de la
proliferacion.

Ademas, la conexina-43 aumenta la expresidn de PTEN, con la consiguiente inhibicion de la
via de Akt, lo que pensamos que contribuye a inhibir la proliferacidn y, ademas, podria ser un
mecanismo para controlar la actividad de c-Src a largo plazo.

En resumen, la Cx43, al ser fosforilada por c-Src, generaria un bucle de retroalimentacion
negativa, a través del reclutamiento de Csk y PTEN, para finalizar la cascada de sefializacién de c-
Src.

En los astrocitos sanos, ésta seria la situacidn normal; como en todas las vias de
sefializacion por fosforilacion, la presencia de fosfatasas es necesaria para terminar las cascadas
de sefalizacidn iniciadas por kinasas. En este sentido, se han descrito muchas kinasas con
capacidad de interaccionar con la Cx43 (Reynhout et al., 1992Warn-Cramer et al., 1996Lin et al.,
2001(Cooper and Lampe, 2000) pero, por el momento, sélo dos fosfatasas: TC-PTP (Li et al., 2014)
y PTEN, en nuestro estudio. Es previsible que en el futuro cercano la lista de fosfatasas que
interaccionan con la Cx43 se incremente notablemente.

En las células de glioma, al perderse la expresién de Cx43, el mecanismo de terminacion de
la sefializacion estd alterado y la actividad de c-Src, al liberarse de la inhibicidn, se encuentra
descontrolada, produciendo su hiperactivacion y su efecto oncogénico. Asi, al restaurar la
expresion de la Cx43 se produce una inhibiciéon de la actividad de c-Src, que resulta en una
disminucién de la proliferacién de las células de glioma (Herrero-Gonzalez et al., 2010).
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Esquema 19. Propuesta de mecanismo molecular de inhibicién de la actividad oncogénica de c-Src
por la Cx43

Estos resultados tienen importantes implicaciones, ya que sefialan nuevas dianas
terapéuticas para combatir una enfermedad tan devastadora como son los gliomas. Ademas, el
mecanismo descrito en esta Memoria explica resultados recientes del laboratorio, en los que se
ha mostrado que, tanto la restauraciéon de la Cx43 como el péptido penetrante basado en su
secuencia 245-238, son capaces no soélo de inhibir la proliferacion de las células de glioma
(Herrero-Gonzélez et al., 2010; Gangoso et al., 2014), sino de revertir el fenotipo de las células
madre de glioma a través de la inhibicidon de la actividad de c-Src y sus efectos sobre Id1 y Sox2
(Gangoso et al., 2014). Las células madre del cancer (cancer stem cells, CSC) son una subpoblacion
celular en los tumores, con caracteristicas de células madre, y se caracterizan por su alto potencial
oncogénico, su resistencia a los tratamientos convencionales, su capacidad de autorrenovacién y
su diferenciaciéon en diferentes tipos celulares. Por ello, se piensa que estas células, al sobrevivir a
los tratamientos, son las responsables de la regeneracion de los tumores. Los datos
experimentales muestran que en los gliomas existe esta subpoblacién, denominada células madre
de glioma (glioma stem cells, GSC) o células iniciadoras de glioma (glioma initiating cells, GIC)
(Chen et al., 2012; Gilbertson and Graham 2012). Al conseguir revertir el fenotipo de células
madre de glioma, estas células volverian a ser sensibles a los tratamientos y, por tanto, se podria
evitar la recurrencia del tumor. Esto seria un gran paso en el tratamiento de los gliomas, ya que
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éstos presentan una gran capacidad de infiltracion que dificulta una reseccidn quirdrgica
completa, lo que junto a la resistencia de las células madre de glioma a la radioterapia y a la
guimioterapia, hacen de la recurrencia uno de los grandes problemas a la hora de tratar estos
tumores.

Por tanto, conocer el mecanismo molecular por el que tanto la Cx43 como su péptido

mimético pueden producir estos efectos sobre células de glioma de rata C6 y células madre de
glioma puede ser crucial para disefar nuevos tratamientos y estrategias contra los gliomas.

101






6. Conclusiones

1.

El silenciamiento de Csk (kinasa C-terminal de Src) reduce el efecto antiproliferativo de la
Cx43 en células de glioma. Dado que Csk fosforila la tirosina 527 de c-Src, promoviendo su
inactivacion, se puede concluir que Csk esta implicada en la reduccidn de la proliferacién que
ejerce la Cx43 en las células de glioma.

El silenciamiento de PTEN (fosfatasa de especificidad dual PTEN) aumenta los niveles de la
forma activa de c-Src, es decir, c-Src fosforilado en la tirosina 416. De hecho, el silenciamiento
de PTEN impide la inhibicidn de c-Src promovida por la Cx43, indicando que esta fosfatasa es
responsable de retirar el fosfato de c-Src tras la restauracion de la Cx43.

El silenciamiento de PTEN reduce el efecto antiproliferativo de la Cx43 en células de glioma,
indicando que PTEN estd implicada en la reduccién de la proliferacidn que ejerce la Cx43 en
estas células.

La restauracion de la expresién de Cx43 en las células de glioma promueve un aumento en
los niveles de expresiéon de PTEN, detectable en todas las fases del ciclo celular,
especialmente en la fase GO y en el momento de impedir la entrada a la fase S del ciclo
celular.

La restauracién de la Cx43 en las células de glioma reduce la actividad de Akt, una de las
principales consecuencias de la actividad de PTEN. Sin embargo, la restauracién de un
mutante de Cx43 que no inhibe la actividad de c-Src no modifica los niveles de expresion de
PTEN ni la actividad de Akt, sugiriendo que el efecto de la Cx43 sobre la expresion y actividad
de PTEN depende de su capacidad de inhibir c-Src.

Tanto los resultados de colocalizacién mediante microscopia confocal, como los de co-
inmunoprecipitacion, indican que la Cx43 interacciona con c-Src, PTEN y Csk, tanto en células
de glioma tras la transfeccidn de Cx43, como en astrocitos, donde estas proteinas se expresan
enddégenamente.

Tanto PTEN como el mutante de PTEN sin dominio de unidn a PDZ, interaccionan con la
Cx43 en células de glioma y astrocitos, lo que sugiere que PTEN y Cx43 no interaccionan a
través de dominios PDZ.

Los estudios de interaccién empleando diferentes regiones de la Cx43 unida a secuencias
penetrantes y a biotina, indican que la secuencia de la Cx43 comprendida entre los
aminodcidos 266 y 283 es la responsable de la interaccion de ésta con c-Src, PTEN y Csk.

Conclusion final. Nuestros resultados, tomados en su conjunto, indican que la Cx43, a través de la

region intrinsecamente desordenada 266-283, interacciona con el protooncogén c-Src y con sus
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inhibidores Csk y PTEN. Nuestra propuesta es que, de esta manera, se favorece la aproximacién y
el reordenamiento de estas proteinas, necesarios para que Csk fosforile a c-Src en la tirosina 527 y
PTEN retire el fosfato de la tirosina 416 de c-Src, completando la inactivacién del protooncogén.
Consecuentemente, la Cx43 seria un regulador fisioldgico de c-Src en astrocitos. Por su parte, en
células de glioma este mecanismo explicaria por qué la restauracion de la Cx43, o de un péptido
penetrante que contiene la secuencia mencionada, promueve la inactivacién de c-Src y la
reduccion de la elevada tasa de proliferacion de estas células tumorales.
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