a°%%0 3
00,
) 20.% O {
‘) § : ) J _-\
AW VNIVERSIDAD . =
J ) o —. -« Iy - CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
°° B SALA MANCA Boo A~of
CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIOI 1218 -~ 2018

UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

CENTRO DE INVESTIGACION DEL CANCER

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DEL
CANCER

(CSIC-USAL)

Funcion de C3G en la sefializacion plaquetaria
utilizando modelos de ratén transgénicos

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR PRESENTADA POR

Sara Gutiérrez Herrero

Bajo la direccion de la Doctora
Carmen Guerrero Arroyo

Salamanca, 2018

* .
CENTRO DE INVESTIGACION

DEL CANCER






Dra. CARMEN GUERRERO ARROQYO, Profesora Titular del Departamento de Medicina,
Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer (IBMCC, CSIC-Universidad de Salamanca).

CERTIFICA:

Que Dfa. Sara Gutiérrez Herrero, licenciada en Biologia y Bioquimica por la
Universidad de Salamanca, ha realizado bajo su direccion el trabajo de Tesis Doctoral que lleva
por titulo “Funcién de C3G en la sefalizaciébn plaquetaria utilizando modelos de raton
transgénicos”, y considera que éste reline originalidad y contenidos suficientes para que sea
presentado ante el Tribunal correspondiente y optar al Grado de Doctor por la Universidad de

Salamanca.

Y para que conste, y a los efectos oportunos, expide el presente certificado en
Salamanca 26 de Marzo de 2018

C;f\‘ﬁ(mmo

.c—"%{’)‘—

yd

Fdo. Dra. Carmen Guerrero Arroyo

Directora de la Tesis






Sara Gutiérrez Herrero ha realizado esta tesis doctoral siendo beneficiaria de una ayuda
predoctoral de la Universidad de Salamanca (Plan propio 2013) cofinanciada por el Banco

Santander durante el periodo de Enero de 2014 a Mayo de 2018.

Este trabajo se ha enmarcado dentro de los proyectos del Plan nacional I+D+l: “Analisis
in vitro e in vivo de la funciéon de C3G en diferentes tipos celulares y su impacto en patologias
cardiovasculares y en metastasis” (SAF2013-48210-C2-1R) y “Funcién de C3G en el desarrollo
tumoral y en la patofisiologia del higado. Implicacion de C3G plaquetario en la angiogénesis y
en enfermedades hepéticas y cardiovasculares” (SAF2016-76588-C2-2-R) financiados por el
Ministerio de Economia y Competitividad y el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) y
de los proyectos del Programa de apoyo a proyectos de investigacion de la Consejeria de
Educacion de la Junta de Castilla y Leon “Estudio del papel de C3G y p38 MAPK en la funcion
plaquetaria y desarrollo de neutrdéfilos: implicaciones en la regulacion de la leucemia mieloide
cronica” (SA157A12-1) y “Papel de C3G en la regulacion de la funcién plaquetaria:
Implicaciones en angiogénesis y aplicacion al diagndstico y tratamiento de la enfermedad
trombdtica” (SA017U16).






A lria, Ekaitz, mamay Jose,
por el estimulo yel apoyo incondicional
en todo momento, y por ser ellosla

inspiracion para finalizar este proyecto.






“Soy una persona tranquila,

la inquieta es mi mente”

Mario Benedetti






AGRADECIMIENTOS

Me considero una persona bastante reservada en cuanto a expresar mis sentimientos y
mas aun por medio de la escritura. Pero en esta ocasion, llegado este momento tan importante
de mi vida, la presentacién de esta tesis, no sélo debo sino que estoy entusiasmada de poder
expresar mis agradecimientos a todas las personas que han participado en este trabajo y a las
que han formado parte de mi vida en este periodo y que espero que sigan formando parte de

ella.

En primer lugar, como no podia ser de otra manera, quiero agradecerle a mi directora de
tesis, Dra. Carmen Guerrero Arroyo, por haber confiado en mi desde el primer momento y
darme la oportunidad de trabajar a su lado. Por su esfuerzo y dedicacién, por su interés, por
aportarme tantos conocimientos, tantos consejos, por ensefiarme a razonar e iluminar con sus
ideas este trabajo cuando yo tantas veces me desesperaba intentando desentrafiar tantas rutas
de sefializacion. Sin ella este trabajo no habria sido posible. Y porque se, que aunque pase el
tiempo seguird el contacto. Muchas gracias por todo Carmen.

Gracias también a Chema. Imposible imaginar un laboratorio sin ti! Gracias por todas tus
aportaciones, tus conocimientos, tus sugerencias. Gracias por tu ayuda en el laboratorio, en

informatica....

Gracias a todos mis compafieros y también amigos del Laboratorio 17. Gracias a Sara
Ortiz, del grupo de las “Saras”, por tantos momentos que hemos pasado codo a codo, viajes,
tantas conversaciones, tantas veces que me has ayudado cuando lo he necesitado. Gracias a
Victor, por aportarme ideas y por esas conversaciones, a veces, demasiado trascendentales.
Gracias a Arturo, siempre con una sonrisa, con su buen caracter y su predisposicion a ayudar y
a aportar ideas. Imposible olvidarme de JAM, con quien tan bien me entendia y al que tanto
carifio que le tengo. Gracias a Sergio, del que voy a echar de menos, entre otras cosas su
buena mano con la reposteria con la que siempre nos deleitaba. Y gracias a las nuevas

incorporaciones Luis, Cristina y Antonio y a los que ya no estan, Maria, Ana...

Quiero dar las gracias también a mis compafieros y amigos del Laboratorio 19, con los
gue pasamos la mayor parte de buenos momentos. Gracias a Curro, gran persona y amigo,
capaz siempre de sacarte una sonrisa. A Oscar, por ser mi “informatico de confianza”, al que
siempre recurro cuando me enfrento a mi ordenador y nunca duda en ayudarme. A Santiago, a

Elena, Andrea y Javier. Gracias también a Jose por tantos consejos que me das.

Gracias a Isa, sin ella habria sido muy dificil realizar este trabajo. Por encargarse con
tanta dedicacion a los ratones, sorprendiéndome tantas veces al ver que casi se conoce a los
ratones uno a uno. Por su gran trabajo y dedicacidon con ellos. Por tantas conversaciones y

tantas veces que me he desahogado con ella. Porque te has convertido en una amiga.



Quiero dar las gracias también a la Dra. Almudena Porras, al Dr. José Ramoén Gonzalez
Porras, a la Dra. Consuelo Gonzalez-Manchdn, al Dr Miguel Pericacho y al Dr. Jesus Balsinde,
quienes han aportado sus conocimientos e instalaciones en ocasiones para la realizaciéon de
algunos experimentos.

Gracias a Sergio del Laboratorio 11, por todo lo que me aportas, por tu buen rollo y tu

positividad ante la vida que eres capaz de transmitir a los demas.
Gracias a Angel y a Ana, por esos buenos ratos en el confocal.

Gracias a Carlos, Sergio, Ester y el resto de compafieros de carrera y de casi de vida y

gue ahi estan y estaran siempre.

Gracias a mis amigos de siempre, amigos de confidencias, y de tan buenos momentos.
Gracias a Bea, Jeny, Raquel, Itamar, Jony, Manuela, Diego...

Y por supuesto agradecerle a mi familia, porque ellos son los responsables de lo que yo
soy, sobre todo como persona. Gracias a Ekaitz, por su amor, su apoyo, comprensién y su
esfuerzo ocupandose tantas veces de Iria cuando yo no he podido. Gracias a mi nifia, Iria, el
“amor de mi vida”, que con casi tres afiitos has conseguido que mi vida gire en torno a ti.
Gracias a mi madre y a Jose, pilares fundamentales en mi vida. Gracias por su carifio, su
preocupacion, su educacién y su apoyo incondicional. Gracias a mi padre, a mi abuela, a
Amalia, M@ Angeles y M? Angeles, Javier, Alfredo, Marta, Pablo, Liber, Enrique... Y gracias a

Rosa, Valentin y el resto de la familia politica... Gracias, muchas gracias a todos!



aa
ACD
ADN
ADNc
ADP
AMPCc
APC
ARN
ATP
BSA
ca*
CB
CD41
CD61
CD62P
CD9
CDC25-H
CNC
COX
cPLA;
Cy3
Cy5
DAG
EDTA
ERK1/2

FACS
FITC
fMLP
FvW
GAP

GDP
GEF

GMPc
GPCR
GPlib/llla
GST

GTP
HEPES
HPLC

IF

IP3
JNK
K562
KDa
LAD-III
LMC
LTB4
mA

ABREVIATURAS

Amino Acido

Acido Citrato-Dextrosa (Acid Citrate-Dextrose)

Acido Desoxirribonucleico

Acido Desoxirribonucleico complementario

Adenosin difosfato

Adenosin monofosfato ciclico

Aloficocianina (Allophycocyanin)

Acido Ribonucleico

Adenosin Trifosfato

Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)

Calcio citosodlico

Secuencias de union a Crk (Crk-Binding)

Subunidad allb de la integrina plaquetaria

Subunidad B3 de la integrina plaquetaria

p-selectina

Proteina de Motilidad 1 (Motility-Related Protein 1)

Dominio homadlogo de la proteina CDC25 de S. cerevisiae
Dominio conservado no catalitico (Conserved Noncatalytic)
Ciclooxigenasa

Fosfolipasa A2 citosélica

Cianina 3

Cianina 5

Diacilglicerol

Acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
Kinasa regulada por sefiales extracelulares (Extracellular signal-
Regulated Kinases 1/2)

Fluorescence-activated cell sorting

Isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein IsoTioCyanate)
N-FormilMetionina-Leucil-Fenylalanina

Factor de VVon Willebrand

Proteina activadora de la actividad GTPasa (GTPase-activating
protein)

Guanosin Difosfato

Intercambiador de nucledtidos de guanina (Guanine-nucleotide
Exchange Factor)

Guanosin monofosfato ciclico.

Receptores acoplados a proteinas G (G-Protein Couple Receptors)
Integrina allbB3

Glutation S Transferasa

Guansin Trifosfato

Tampdn 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yllethanesulfonic acid
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (High Performance Liquid
Chromatography)

Inmunofluorescencia

Insositol 1,4,5-trifosfato (Inositol 1,4,5-trisphosphate)

c-Jun N-terminal Kinase

Linea celular eritroleucémica

Kilo Dalton

Sindrome de deficiencia de adhesién del leucocito

Leucemia mieloide crénica

Leucotrieno B4

Miliamperios



MAPK

MAPKK
MAPKKK
MEF
MRNA
MS

NO

ORF
P2Y1, P2Y12
PBS
PC12
PCR
PDGF

PE
PF4
PGE>
PGH:
PGl
PH
PI3K
PIP2
PIP3
PKA
PKC
PLCB
PMA
PMSF
PP1/PP2
PP2A
Pro
PRP
Rapl
RBD
REM
rpm
SDS
SDS-PAGE

SEM
SH3-b
TBS
tgC3G
tgC3GACat
TGF-beta
Thr/Tyr
TSP-1
TTBS
TXA?
TXB

u

VASP

WB
Y504/Tyr504

Proteina quinasa activada por mitégenos (Mitogen-Activated Protein
Kinases)

MAPK kinasa (MAPKkinase)

MAPKK kinasa (MAPKKKinase)

Fibroblastos embrionarios de raton (Mouse Embryonic Fibroblast)
Acido ribonucleico mensajero (Messenger Ribonucleic Acid)
Espectrometria de Masas (Mass Spectrometry)

Oxido Nitrico (NitricOxide)

Marco abierto de lectura (Open Reading Frame)

Receptores purinérgidos de ADP

Tampon fosfato salino (Phosphate-BufferedSaline)

Linea de feocromocitoma de médula suprarrenal de rata

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet Derived Growth
Factor)

Ficoeritrina (Phycoerythrin)

Factor plaquetario 4 (Platelet Factor 4)

Prostagandina E2

Receptor de prostaglandina H2 (Prostaglandin H2 Receptor)
Prostaglandina 12

Dominio de homologia con pleckstrina (Pleckstrin homology)
Fosfatidil inositol 3 quinasa (Phosphatidylinositol 3-kinase)

Fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
Fosfatidil inositol 3-fosfato (Phosphatidylinositol 3 phosphate)
Proteina Kinasa A

Proteina Kinasa C

Fosfolipasa C

Forbol 12-Miristato 13-Acetato (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)
Fluoruro de metil sulfonilo (Phenylmethylsulfonyl Fluoride)

Proteina serina/treonina fosfatasas 1/ 2

Proteina fosfatasa 2A (Protein Phosphatase 2A)

Prolina

Plasma Rico en Plaquetas (Platelet Rich Plasma)

Ras-related protein 1

Dominio de union a Ras (Ras Binding Domain)

Motivo intercambiador de Ras (Ras Exchange Mofit)

Revoluciones por minuto

Sodio Dodecil Sulfato (Sodium Dodecyl Sulfate)

Sodio Dodecil Sulfato-Electroforesis en gel de Poliacrilamida (Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

Error Estandar de la Media (Standard Error of theMean)

Dominio de unién a SH3 (SH3-binding)

Tampon salino Tris (Tris-Buffered Saline)

Transgénico para C3G

Transgénico para C3GACat

Factor de crecimiento transformante (Transforming Growth Factor)
Treonina/Tirosina
Trombospondina-1

Tween Tris Buffer Saline
Tromboxano A

Tromboxano B

Unidades

Fosfoproteina  estimuladora de
Stimulated Phosphoprotein)
Western Blot

Tirosina 504

vasodilatacion  (Vasodilatador-



INDICE

F N o] gLV U] = L OSSPSR I
RS €= W [l o TN = 1RSSR IX
LiSta @ TADIAS...iiiiiiii et a e Xl
1 INTRODUCCION ....oouiiiiieeeeeeeeeeee ettt eae s 3
0 R 2 C T ST STP PP 3
O I R o (U [ (U = TP PP PP PP P PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPRPPPTON 4
1.1.2  FOSfOrilacion d€ C3G.......ccuuvieiiiiee e e et e e etee e siee e e siee e e sree e e s nnaeeeenneaeeennees 5
1.1.3  Localizacion SUDCEIUIAT .........coouiiiiiiie e 6
1.1.4 C3G es una proteina multifuncional .............ccovveiiiiiiinie e 7

1.2

1.2.1 Fisiologia de la hemostasia....

1.1.4.1 C3G tiene una funcién esencial en adhesion celular
LAPLAQUETA....cccooii i,

a. Hemostasia primaria......

b. Hemostasia secundaria 0 coagulacion..............ccccceeviiereieniicnieienneene
C. FIBINONSIS . .cviiiiiiiiii et 13
1.2.2 Rutas de sefializacion en plaqUetas...........ccovcuvieriiieeiniieeeeieee e 13
1.2.2.1 Agonistas plaguetarios ¥ SUS r€CEPLOTES .......cccureerrvrierriirieeriieeeesineeeas 15
A TIOMDING ..eeiiiiicci e 15
D, COIAGENO ... et 16
G ADP .o 17
d.  TrombOXaN0 A2........cocoeiiiiiiieeiiie e 18
1.2.2.2 Inhibidores plaquetarios: PGlz y 0XidO NItriCO ........ccoveerriiiieiiiieeeiiiees 18
1.2.2.3 La GTPasa Rapl en plaquetas. Regulacion por proteinas GEF y GAP .19
1.2.2.4 Rapl es una molécula clave en la funcién plaquetaria...........c..c.c.ccoee... 22
1.2.2.5 Funciones de PKC en la activacion plaquetaria..........c.ccccceeviieeeinineeenns 24
1.2.2.6 Funcién de las MAPK en plaquetas..........ccocceviieeeiniiieiniieee e 25
1.2.2.6.1 Activacion y papel de ERK2 en plaquetas...........cccccveeviiieeeiiienennne 26
1.2.2.6.2 P38 MAPK ... 27
1.2.2.6.3 Participacién de MAPK en la ruta de sintesis del tromboxano ......... 28
12,27 SN e 29
1.3 FUNCION DE LA RUTA C3G-RaP1 EN PLAQUETAS Y NEUTROFILOS........... 29
2 HIPOTESIS Y OBJIETIVOS. ...coeiiiieeeeee ettt 33
3 MATERIALES Y METODOS. .....coiiiieettiieeete ettt ee et seane e eaane s 37



3.1 MODELOS ANIMALES TRANSGENICOS UTILIZADOS ........cccceuereeceeereeennee, 37

3.1.1 Genotipado de los ratones transgénicos por PCR ..........cccccevvcieeeecineesinnenn. 37
3.2  PURIFICACION DE PLAQUETAS. ......coiiititeeeteteeeeeeeee ettt en e n e, 38
3.2.1 Purificacién y lisis de plaquetas para extraccion de ARN...........cccccveveeernns 38
3.2.2 Purificacién y lisis de plaquetas para extraccion de proteinas ..................... 38

3.2.3 Purificacién de plaquetas para inmunofluorescencia y analisis de la

produccion de TromMBOXAN0 Ag......cccci i e e e e e e e e e e e s earanees 39
3.3 OBTENCION DE MEGACARIOCITOS A PARTIR DE MEDULA OSEA PARA EL

ANALISIS DE ARN Y PROTEINAS. ...ttt 39

3.3.1  Extraccion de MEduUla GSEa...........cccueeriiiiiiiiiieiiieit ettt 39

3.3.2 Diferenciacion de MegacarioCitOS. ........uueeiiurreeiiiireerieieesieeeeseeeeeeeeeeesseeeeas 39

3.4 RT-PCR SEMICUANTITATIVA L.oeeetiiteieitiitieeetteeeteteeeesesseesseesesesssesesssssssenenenenes 40

3.5 TIEMPO DE SANGRADO EN CORTES DE COLA.......cccuviiiiieiiiiiieeeee e 40

3.6 RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS ......ccovoiiieeeteeeeeeeeee e, 41

3.7 ANALISIS DE LA EXPRESION DE C3G EN PLAQUETAS POR CITOMETRIA DE

L I N [ TP PO P PP PPPPPPPPTTN 41

3.8 DETERMINACION DE LA ACTIVACION DE PLAQUETAS POR CITOMETRIA
DE FLUJO ottt eeeeeeeseeebsesassnesenenenes ...42

3.9 ENSAYO DE AGREGACION PLAQUETARIA .44
3.9.1 Agregacion plaguetaria mediante agregémetro. ............ .44
3.9.2 Agregacion plaquetaria por citometria de flujo. ..........ccccoieeiiiiiiiiie, 45

3.10 INDUCCION DE TROMBOSIS INVIVO ....oovoviiieeiecieececeee e, 48
3.10.1 Desarrollo de la OPEraCioN .........cc.eeeeiueieeiiieee e 48
3.10.2 Procesamiento NIStOIOQICO .......cccveiiiiiiieiiiieee et 48
3.10.3 Evaluacion del grado de trombosSis ..........ccccveiiiiiiiiiiee e 49

3,11 WESTERN BLOT .ottt senenenenenenenenene 49
3.11.1 Obtencion de extractos ProteICOS .........uvviiiuirieiiiiie et 49
3.11.2 Cuantificacion de ProteiNAS .........cueeirueieeiiiiiee et 49
3.11.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS .................. 49
3.11.4 Transferencia de las proteinas a membrana PVDF ...........cccccooiiiieinenennn, 50
3.11.5 Inmunodeteccion de Ias Proteinas.........cccocueeeiiiieeeiiiiee e 50
3.11.6 CUANTITICACION ... eeeiiieitii ettt sn e 52

3.12 ENSAYO DE ACTIVACION DE RAPL .....ccoovitiiieececee e, 52
3.12.1 Purificacién de la proteina de fusién GST-RalGDS-RBD ...........ccccvvvveeeenne 52
3.12.2 Ensayo de la actividad RapL........ccccuuiiiiiiiiiiiiiieee et 53

3.13 ANALISIS DEL CONTENIDO DE NEUTROFILOS POR CITOMETRIA DE FLUJO



3.14 ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE C3G Y CO-LOCALIZACION POR

INMUNOFLUORESCENCIA......oeee ettt ettt e e s st e e e snseaaesnnaeeeannaaeeennneeaesnneens 54
3.15 ANALISIS DE PRODUCCION DE TROMBOXANO A2 MEDIANTE
HPLC/ESPECTROMETRIADE MASAS. ......ocuiiiiteteteteee et et es et es et es et esanenns 55
3.15.1 ODbtencion de las MUESIIAS........cccuuieeriireeiiiee e e e eeee e ee e see e seeee e snaeeas 55
3.15.2 Procesado de [aS MUESITAS .......ccuuiiiiiiiiiiiiie ettt 55
3.15.3 Condiciones experimentales del analisis por HPLC/MS/MS ...........ccccoccn. 56
3.15.4 AnAlisis de 10S reSultados..........cccuuieiiiiieeiiiie e 56
3.16 ANALISIS ESTADISTICO ...uiuiiiiriieieieieieisisise et 56
3.17 CONSIDERACIONES ETICAS. ...ooiietieeeeeteeetetee ettt n e, 56
4 ANTECEDENTES DEL GRUPO EN EL TEMA DE TRABAJO. ....ccoviiviiiiiieeeiiieeens 61
4.1 GENERACION DE DOS MODELOS TRANSGENICOS DE RATON................... 61
5 RESULTADOS. ...ttt ettt ettt e et e e ekt e e e st e e e et e e e st e e e aneeeeennees 67
5.1 CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DEL TRANSGEN C3G.................... 67
5.2 LOS TRANSGENES C3G Y C3GACAT ALTERAN LA FUNCION HEMOSTATICA
DE LAS PLAQUETAS ...ttt ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e et e e st e e e e st e e e ante e e e anteeeeanteeeeanneeeesnaeeas 70
53 LOSRATONES TRANSGENICOS C3G MOSTRARON UN INCREMENTO EN
EL NUMERO DE NEUTROFILOS.......coiiieeiteetee ettt ettt re et et et ste s steeaene e, 73
5.4 LOS TRANSGENES C3G Y C3GACAT MODIFICAN LA RESPUESTA DE LAS
PLAQUETAS A SUS AGONISTAS ..ottt ittt ettt e e st e e st e e e sttt e e e sstaaeestaaaesastaeeesnsaaesnnaeeas 75
5.4.1 La sobreexpresion de C3G estimula la activacién plaquetaria a través de su
FUNCION GEF. ..ottt ekt e et e e s bt e e ettt e e e enteeeeebbeeeeaneeeeennnee 75
5.4.2 La sobreexpresion de C3G estimula la agregacion plaquetaria a través de su
18] ol o o I T = TR 77
55 LA SOBREEXPRESION DE C3G AUMENTA LA TROMBOSIS INVIVO ........... 80
5.6 ACTIVACION DE RaP1 EN PLAQUETAS TRANSGENICAS: Rap1 MEDIA EL
| O @ ] @5 T PSR 81
5.7 C3GESUNIMPORTANTE MEDIADOR DE LA RUTA DE PKC QUE CONDUCE
ALAACTIVACION DE RAPL. ...ttt eteteee ettt n e eaes s seeneaeeenens 83
5.8 PKCACTIVA C3G INDIRECTAMENTE, A TRAVES DE PROTEINAS TIROSINA
K N A S A et et et e ettt e ettt e et e e ettt e e e e et e e e heeeeeantte e e e neeee e neeeeeantaeeeaneeeeennneeas 84
5.9 [ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE C3G EN LAS RUTAS DE
SENALIZACION PLAQUETARIA REGULADAS POR ADP. ... 87

5.9.1 Estudio del efecto de inhibidores de los receptores de ADP sobre la

ACHIVACION PIAGUETANTA. ......eeeeeiiiiie ettt et et e et e e e et e e s nnte e e e snteeeeeneeeeennnes 88



5.9.2 Estudio del efecto de inhibidores de los receptores de ADP sobre la

Agregacion PlAQUETATIA. ..........ccuueeeiiieeeiiieeesiee e e stee e e eer e e s saeeeeesstaeeessareessnteeeeanteeeeaseeeeennnes 91
5.9.3 C3G ESTA INVOLUCRADO EN LA RUTA P2Y12-PI3K QUE CONDUCE A
LA ACTIVACION DE RAPL ..vouevvieeeieteeeee ettt ee ettt ettt eseaes et aens s teneesenens 93
5.10 C3G REGULA LA SINTESIS DE TROMBOXANO Az ..o, 95
5.10.1 Estudio del efecto de la aspirina sobre la activacion plaquetaria regulada por
L5 TPV P OO PPRPRPPRN 95
5.10.2 Estudio del efecto de la aspirina sobre la agregacion plaguetaria regulada
POI G35, i 97
5.10.3 Anadlisis de la produccion de Tromboxano A; en las plaquetas de ratones
(o[ O2 YA (o @171 2 | SR 98
5.10.4 EI TXA; es un mediador de la activacién de C3G inducida por trombina.....99
5.11 IMPLICACION DE C3G EN LAS RUTAS DE ERK1/2 Y DE P38MAPK ............. 101
5.11.1 Estudio del efecto de la inhibicién de ERK1/2 y p38 MAPK sobre la
activacion de las plaquetas tgC3G Y tJC3GACAL. .. ..uviirieeeiiiiiiieeee e eeiieiee e eeireee e 102
5.11.2 Estudio del efecto de la inhibicion de ERK1/2 y p38 MAPK sobre la
agregacion de las plaquetas tgC3G Y tgC3GACAL. ......cceeeiiiiiriiiieeeeiciiiiiee e eeieieee e e 104
5.11.3 C3G no tiene efecto directo sobre la activacion de las MAPK ERK1/2 y
PBBMAPK. oo 105
5.11.4 La activaciéon de C3G depende, en parte, de la activacion de las MAPK
ERKL/2 Y P38 IMAPK . ..ttt e sttt e e e e s ettt e e e e s e st e e e e e e e e sansebaeeaaaeeaannes 107
5.12 LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE C3G POR ERK ES INDEPENDIENTE
DE SRC.  eiiitititttiutut ettt e e E1E e E b EE e b E bR R bbb £ e et e e e ne e ne s 109
5.13 ERK REGULA LA ACTIVIDAD DE C3G POR INHIBICION DE LA FOSFATASA
SHP e 110
5.13.1 La desfosforilacion de C3G en presencia del inhibidor de ERK1/2 es
dependiente A& SNP2. ........ooiiiii e 111
5.13.2 C3G y Shp2 co-localizan en la plaqueta permitiendo su interaccion.......... 113
5.13.3 Shp2 regula la actividad de C3G...........oeeiieiiiiiiiiiieeeeeeeee e 115
B DISCUSION ..ottt 119
6.1 C3G REGULA LA FUNCION HOMEOSTATICA DE LAS PLAQUETAS. ......ccccvvniene. 119

6.2 LA EXPRESION TRANSGENICA DE C3G EN PLAQUETAS INDUCE UN INCREMENTO
EN EL NUMERO DE NEUTROFILOS. ....ccviiiitiiitieiiee st e eteesiteeeiteestaeeaeesnbaesaesstaesaeesbeesnneeanns 120

6.3 C3G PARTICIPA EN LA ACTIVACION DE RAP1 INDUCIDA POR TROMBINA A
TRAVES DE PKC ... ittt sttt te e st e et e et eente e e steeanaaeanteeannaeessaeenneeeneeas 122

Vi



6.4 C3G PARTICIPA EN LA SENALIZACION DE RAP1 MEDIADA POR ADP-P2Y12-
Pl 125
6.5 C3G ESTA REGULADO POSITIVAMENTE POR ERK1/2 EN UN MECANISMO

DEPENDIENTE DE LA TIROSINA FOSFATASA SHP2 .....ccveiiiie ettt eee ettt 128
7 CONCLUSIONES ...t 135
8 BIBLIOGRAFIA ..o 1359
O ANEXO L.t 13553

Vil






LISTA DE FIGURAS

Introduccién

Figura I-1. Ciclo de activacion de las proteinas GTPasas pequefias 3

Figura I-2. Representacion esquematica de la estructura de C3G indicando sus dominios

funcionales

Figura I-3. Participacién de C3G en las rutas de sefializacion de Bcr-Abl

Figura I-4. Esquema del proceso de activacion plaquetaria y formacién del trombo_____ . 10
Figura I-5. Representacién esquematica de las interacciones de las plaquetas_________ . 11
Figura I-6. Representacion esquematica del balance entre coagulacion y trombosis_______ . 12

Figura I-7. Esquema de las principales rutas de sefializacion plaquetaria donde participa Rapl

15
Figura I-8. Esquema de las principales rutas de sefializacion plaquetarias, a partir de
receptores acoplados a proteinas G, que activan a Rapl. 18
Figura I-9. Expresion de proteinas RAS/RAP, GEFy GAP enplaquetas________ .. .. .. ... 20
Figura I-10. Esquema de la regulacion de Rapl en plaquetas. Rapl esté regulado por
elbalance de actividad de CalDAG-GEFI Yy RASAS 21
Figura I-11. Activacion secuencial de RapL 23

Figura I-12. Las plaquetas knock out para CalDAG-GEFI responden a altas concentraciones de

O Y PV A 23
Figura I-13. Representacion esquematica de las rutas de activacion de Rapl por trombina___24
Figura I-14. Activacion de la MAPK ERK2 en plaquetas . . . . 26
Figura I-15. Modelo de regulacién negativa de CalDAG-GEFI por ERK1/2______ . . 27
Figura I-16. Activacion de la MAPK p38 en plaquetas . . . 28

Figura I-17. Expresion de los genes ITGAV y GP1BB en diferentes clones de células K562 __30
Materiales y Métodos

Figura M-1. Ensayo de agregacion por citometria de flujo a7

Antecedentes
Figura A-1.Representacion esquematica de los plasmidos PF4-C3G-LN (9.8Kb) y PF4-
C3GACat-LN (9.3Kb) utilizados para generar los ratones transgénicos C3G y C3GACa

respectivamente 61

Figura A-2. Andlisis gendmico de las construcciones PF4-C3G-LN y PF4-C3GACat-LN 62

Figura A-3.Andlisis de los clones transgénicos C3G y C3GACat mediante Southern blot del
ADN gendmico (20 ug) extraido de los clones indicados, C3G y C3GACat 63

Figura A-4. Analisis por PCR de clones C3G-6A6 positivos a partir de ADN gendmico extraido

de los clones correspondientes 63



Resultados
Figura R-1.Andlisis de la expresion de los transgenes C3G y C3GACat por RT-PCR 68

Figura R-2. Expresion del transgén C3GACat en tejidos 69

Figura R-3. Analisis de la expresion proteica de los transgenes C3G y C3GACat en células

diferenciadas de médula 6sea 69

Figura R-4. Deteccion especifica de los niveles de C3G intracelular por citometria de flujo___70
Figura R-5.Los ratones transgénicos muestran una hemostasia alterada_____________ . 71
Figura R-6.La expresion transgénica de C3G en plaquetas induce un incremento en el nimero

de neutrdfilos 74

Figura R-8. Las plagquetas de ratones tgC3G y tgC3GACat son activadas de forma diferencial

en respuesta a agonistas 76

Figura R-9. Los animales transgénicos muestran alteraciones en la agregacion plaquetaria__78
Figura R-10. Representacion del grado de agregacién de plaquetas de ratones transgénicos en
respuesta a diferentes agonistas 79

Figura R-11.La expresion transgénica de C3G incrementa la trombosis invivo__________. . 80

Figura R-12. Analisis de la presencia de trombos pulmonares mediante cortes histolégicos __81
Figura R-13.Rapl se regula de forma diferencial en plaquetas de animales transgénicos C3G y

CBG A At 82
Figura R-14. C3G participa en la activacion de Rapl mediada por PKC .. . . ... 83
Figura R-15. C3G participa en la activacién plaquetaria a través de la ruta PKC-Rapl . 84

Figura R-16.La fosforilacién de los transgenes C3G y C3GACat en plaquetas esté regulada por

la activacion de PKC 85

Figura R-17.Efecto de diferentes inhibidores de rutas de sefializacion plaquetarias sobre (A)

activacion o (B) agregacion 87

Figura R-18.Las plaquetas de ratones transgénicos C3G son mas sensibles al tratamiento con

clopidogrel en respuesta a la trombina 88

Figura R-19.Las plaquetas de ratones tgC3G son mas sensibles al tratamiento con clopidogrel
cuando son activadas por ADP, mientras que las plaguetas C3GACat muestran mayor
resistencia 89

Figura R-20.EIl transgén C3G tiene una modesta participacién en la ruta ADP-P2Y1___ . 90
Figura R-21.MRS2179 inhibe drasticamente la activacion de la integrina plaquetaria por la ruta
A PP Y A 91

Figura R-22. El clopidogrel inhibe la agregacion de plaquetas tgC3G estimuladas con trombina

en mayor porcentaje que la de plaquetas silvestres, mientras que las plaquetas tgC3GACat

X



Figura R-23. La inhibicidn de la agregacién por MRS2179 no se ve afectada por la expresion de
los transgenes C3G y C3GACat 93

Figura R-24.C3G participa en la activacion de Rap1l por la ruta de sefializacion P2Y12-PI3K

Figura R-26. Las plaguetas de ratones tgC3G son mas sensibles al pretratamiento con aspirina

previo a la activacion por ADP 97

Figura R-27. El pretratamiento con aspirina induce una mayor inhibicién de la agregacién de

plaguetas de ratones tgC3G estimuladas con trombina que las de plaquetas silvestres 98

Figura R-28. El transgén C3G regula negativamente la produccion de TXB; en plaquetas

estimuladas con trombina 99

Figura R-29. La fosforilacion de los transgenes C3G y C3GACat se ve afectada por la inhibicion
de la sintesis de TXA: 100

Figura R-31. Las plaguetas tgC3G son mas sensibles al tratamiento con SB203580 y U0126 en
respuesta a la activacién por ADP 103

Figura R-32. La agregacion de plaguetas tgC3G estimuladas con trombina es més sensible a la
inhibicién por SB203580 y U0126 104

Figura R-33. La activacion de ERK y p38a MAPK por trombina es independiente de C3G____ 106

Figura R-34. C3G es fosforilado en plaquetas estimuladas por trombina mediante un

mecanismo que implica a las MAPK ERK1/2 y p38 MAPK 108
Figura R-35. La fosforilacion de C3G mediada por Src no esta regulada por ERK1/2__ . 110
Figura R-36. La fosfatasa Shp2 regula la fosforilacion de C3G en plaquetas estimuladas por
O N 112
Figura R-37. Las plaquetas tgC3G muestran una mayor co-localizacién entre p-C3G y Shp2 en
aUSENCIA A€ P-ERK L 2 114
Figura R-38.La inhibicién de Shp2 incrementa los niveles de Rapl-GTP_____ . . ... . 115
Discusién

Figura D-1.Modelo propuesto de la participacion de C3G en la activacion de Rapl por trombina
N plaquetas de TatON 124

Figura D-2.Representacion esquematica de la participacion de C3G en la activacion de Rapl a
través de la ruta ADP-P2Y12 126

Figura D-3.Representacion esquematica de la participacién de C3G en la ruta sintesis y

sefalizacion del TXA; 130

XI






LISTA DE TABLAS

Materiales y Métodos

Tabla M-1.Anticoagulantes utilizados para la obtenciéon y manipulaciéon de plaquetas de raton

38
Tabla M-2.Tabla de oligonucleotidos 40
Tabla M-3. Anticuerpos utilizados para ensayos de citometriade flujo_________. . .. ... 42
Tabla M-4. Agonistas plaquetarios Utilizados 43
Tabla M-5. Inhibidores de diferentes rutas de sefializacion plaquetaria utilizados ... 44
Tabla M-6. Anticuerpos utilizados para la inmunodeteccién de proteinas ... 51
Resultados
Tabla R-1.Los transgenes C3G y C3GACat no modifican el numero de plaquetas .. . 72
Tabla R-2. Recuento de eritrocitos (Red Blood Cells, RBC) y valores relacionados con la serie
roja en ratones transgénicos C3G y C3GACat y sus controles silvestres . 72
Tabla R-3.El transgén C3G incrementa el nimero de neutréfilos en sangre periférica______ . 73

X1






INTRODUCCION







Introduccién

1 INTRODUCCION

1.1 C3G

C3G es un factor activador del intercambio de nucledtidos de guanina o GEF (Guanine-
nucleotide Exchange Factor) de dos miembros de la familia de proteinas Ras: Rapl (Gotoh et al
1995) y R-Ras (Gotoh et al 1997) y también es capaz de estimular ligeramente el intercambio de
GDP por GTP en otras proteinas Ras, como H-Ras, N-Ras y RalA, pero con mucha menor
eficiencia que sus GEF especificos, Sos y RalGDS, respectivamente (Gotoh et al 1995). C3G
también tiene actividad GEF sobre la GTPasa TC10, perteneciente a la familia Rho (Gotoh et al
1995; Ohba et al 2000; Chiang et al 2001). Las proteinas Ras y Rho pertenecen a la super
familia de pequefias GTPasas que regulan la sefializacion actuando como pequefios
“interruptores” que alternan entre estados de conformacion activa, cuanto estan unidas a GTP, y
estados inactivos, cuanto estan unidos a GDP (Figura I-1). La transicion al estado activo esta
condicionada por la accion de proteinas GEF que facilitan el intercambio de GDP por GTP,
mientras que el paso al estado inactivo depende de la hidrdlisis del GTP a GDP por parte de las
propias GTPasas, pero incrementada por las proteinas activadoras de la actividad GTPasa o
GAP (GTPase-activating protein) (Bos et al 2007) (Figura I-1).

POG

Activacion | GE. Inactivacion

Figura I-1. Ciclo de activacion de las proteinas GTPasas pequefias. Las GTPasas actlan
como interruptores moleculares de las rutas de sefializacion. Las GTPasas pasan de un estado inactivo
cuando estan unidas a GDP a un estado activo cuando estan unidas a GTP en un proceso catalizado por
proteinas GEF. Para volver al estado inactivo hidrolizan el GTP a GDP en un proceso favorecido por
proteinas GAP. P: grupos fosfato.
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La proteina C3G fue identificada por el grupo de Mitsuhiro Matsuda en el afio 1994
(Tanaka et al 1994b). Estos investigadores habian observado que en células PC12 (linea
neuronal de feocromocitoma de rata) la diferenciacion neuronal inducida por Crk se bloqueaba
cuando se sobreexpresaban péptidos que se unian al dominio SH3 de Crk, sugiriendo que este
dominio de Crk mediaba interacciones proteina-proteina. En base a estas observaciones, el
grupo de Matsuda se centré en identificar posibles proteinas que interaccionaban con Crk a
través del dominio SH3, comun a las dos isoformas de Crk, c-Crkl y c-Crkll, y a la forma
oncogénica v-Crk (Matsuda et al 1992). Con este fin rastrearon una genoteca de cADN extraida
de placenta humana utilizando como cebo el dominio SH3 amino de c-Crk. A partir de esta
blusqueda obtuvieron la secuencia completa de un gen de 4070 pb, generado a partir de la
combinacién de cinco pequefias secuencias solapantes, que presentaba un marco de lectura
abierto (ORF) de 3231 pb y que codificaba una proteina de 1077 kDa. A esta proteina se la
denominé C3G por Crk SH3 domain-binding Guanine nucleotide exchange factor. En la
literatura se pueden referir a C3G con otros nhombres alternativos como RapGEF1 (el nombre
canonico), GRF2 y DKFZ p781P1719.

1.1.1 Estructura

La proteina C3G tiene un tamafio de 140 kDa y consta de varios dominios modulares
bien diferenciados entre si, tanto estructural como funcionalmente (Figura I-2). Estos dominios
caracteristicos son comunes a otras proteinas GEF y algunos de ellos son parte esencial de

uniones especificas con otras proteinas.

En el extremo carboxilo terminal se encuentra la region catalitica, caracteristica de los
GEF activadores de la familia de genes Ras. Esta region comprende unos 250 pb y es la
responsable del intercambio de moléculas de GDP por GTP que hay libre en el medio dando
lugar a la activacion de proteinas Ras. Este dominio también recibe el nombre de CDC25-H
(homoélogo de la proteina CDC25 de S. cerevisiae) ya que el gen CDC25 fue el primer GEF de
Ras identificado (Camonis et al 1986) y engloba cinco regiones estructuralmente conservadas
(SCR) (Boguski et al 1993; Rebhun et al 2000).

Otro dominio importante de la proteina es el dominio REM, cuyo nombre procede de las
siglas Ras-Exchange-Motif, también denominado SCRO (al estar en posicién N-terminal de la
primera region estructuralmente conservada del dominio catalitico o SCR1) o CNC (Conserved
Noncatalytic). En un primer momento se pensoé que esta region era la responsable de la union
de los GEF a Ras (Fam et al 1997). Pero al estudiar la estructura tridimensional mediante rayos-
X de Sosl, uno de los GEF de Ras, se vio que el dominio REM forma una zona hidrofébica

donde se acoplan los residuos 1956 y F958, presentes en la regiéon SCR4 del domino catalitico,
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estabilizando y abriendo la estructura de horquilla helicoidal adoptada por el sitio de unién del
GTP, pero que no interacciona con Ras (Boriack-Sjodin et al 1998). Se ha visto que en el
complejo ternario formado por Ras*GTP:SOS®“:Ras, el dominio REM participa en un
mecanismo alostérico en el que Ras*GTP estabiliza SOS®™ y estimula su actividad

intercambiadora (Margarit et al 2003).

Por otro lado, en la regién central de la proteina se encuentra un dominio rico en
prolinas (SH3-b por SH3-binding), dominio por el cual C3G se une a la proteina adaptadora Crk
(Knudsen et al 1994; Tanaka et al 1994a), a p130Cas (Knudsen et al 1994, Kirsch et al 1998) y
a Abl, entre otras muchas proteinas (Gutierrez-Berzal et al 2006; Maia et al 2013). Se han
identificado cuatro pequefias secuencias CB (Crk-Binding) dentro del dominio SH3-b que siguen
la secuencia consenso Pro-X-X-Pro tipica de las regiones de unién a dominios SH3 (Chen et al
1994; Knudsen et al 1994). Ademas, las cuatro secuencias de poliprolinas de C3G siguen el
patron consenso de secuencias que se unen al domino SH3 de Crk y Grb2 como las que
aparecen en las proteinas Abl, Arg y Sos (Ren et al 1994; Feller et al 1995; Wang et al 1996).
En posicién amino de la region de unién a Crk, y concretamente entre los residuos 247 y 280,
se encuentra otra region rica en prolinas que, tanto in vivo como in vitro, se une a la proteina
pl30Cas (Crk-associated substrate) (Knudsen et al 1994). Esta region no tiene afinidad por
otros dominios SH3 —como el de Crk— al ser, tanto su composicién aminoacidica como el

orden de prolinas, diferentes a la secuencia consenso.

Finalmente, se ha identificado en el extremo mas amino terminal de la molécula un sitio

de unidn especifico para E-cadherina(Hogan et al 2004) (Figura I-2).

o ] » . “Ras GEF”
Dominio de interaccién Interaccion
con E-cadherina con Dominios SH3
913"‘:—"[ | 1064-
1 144 Y504 646 688 810 840 1077aa

Figura I-2: Representacién esquematica de la estructura de C3G indicando sus dominios
funcionales. Se indica también los aminoéacidos (aa) primero y ultimo de cada dominio. CDC25-H:
dominio catalitico. SH3-b: regién de unién a dominios SH3. REM: Ras Exchange motif. Sitios P: tractos
de poliprolinas.

1.1.2 Fosforilacion de C3G

Como se ha dicho anteriormente, C3G tiene un dominio rico en prolinas que interacciona
con el dominio SH3 de Crk (Knudsen et al 1994; Tanaka et al 1994a; Tanaka et al 1994b). Dicho

dominio contiene un residuo de tirosina en la posicion 504 (Y504) (Figura 1-2). En estudios
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previos se ha observado que esta tirosina se fosforila cuando C3G se coexpresa con Crkl.
Ademas, la fosforilacion de C3G en Y504 aumenta su actividad catalitica (Ichiba et al 1999).
Actualmente se sabe que C3G es fosforilada en el residuo Y504 por las kinasas asociadas a
membrana Src, Hck y c-Abl, pero es necesaria la previa interaccion con Crk formando el
complejo Crk-C3G para su translocacion a la membrana plasmatica (Radha et al 2011). Ademas
se ha demostrado que Src esta regulando la activacion de C3G, no solo por fosforilacién en la
Y504, sino también por la fosforilacion de Crk en la tirosina 221, lo que conduce a la disociacion
de los complejos Crk-C3G (Ferrando et al 2012). También, se ha visto, que en el crecimiento
celular inducido por hormonas, la activacién y fosforilacién de C3G requiere las kinasas c-Src y
Jak2 (Ling et al 2003). En el caso de la interaccién de C3G con Hck, que es directa, ésta puede
estar mediada, al menos en parte, por el dominio SH3 de Hck y el dominio de poliprolinas de
C3G. Esta interaccion, que es muy especifica, produce de forma predominante la fosforilacion
de la Y504 aunque no se descarta que Hck fosforile otras tirosinas de C3G (Shivakrupa et al
2003; Ferrando et al 2012). Una de las consecuencias de la interaccion entre C3G y Hck es la
induccion de apoptosis en células hematopoyéticas (Shivakrupa et al 2003). La interaccion con
C3G provoca una alteracion en la actividad de Hck, lo que conlleva la fosforilacion de proteinas
especificas de apoptosis por parte de Hck (Shivakrupa et al 2003). Recientemente se ha
identificado una nueva modificacion postraduccional de C3G, la fosforilacién de la serina 233
mediada por Cdk5/p53, que regula la actividad y estabilidad de Rapl en neuronas (Utreras et al
2013).

La actividad de C3G también puede estar autorregulada mediante una autoinhibicién de
la molécula ya que se ha visto que la deleccién de los aminoacidos 1-579, que comprenden la
region N-terminal y parte de la region SH3-b, provoca una activacién constitutiva de la molécula
(Ichiba et al 1999). Adicionalmente, se ha demostrado que el efecto autoinhibitorio de la region
N-terminal sobre la actividad catalitica se debe a interacciones intramoleculares con el dominio

REM pasando la proteina a una conformacion autoinhibida (Gémez-Hernandez 2014)

1.1.3 Localizacion subcelular

C3G se localiza principalmente en el citoplasma pero es importante su participacién en
funciones relacionadas con la membrana donde, como se ha mencionado, es activada mediante
fosforilacion de la Y504 por kinasas asociadas a la membrana como Src o Hck (Shivakrupa et al
2003; Radha et al 2004). Esta translocacion estd mediada por la interaccion entre los dominios
ricos en prolinas de C3G y el dominio NT-SH3 de Crk, que a su vez interacciona por su dominio
SH2 con fosfotirosinas del receptor (Matsuda et al 1992; Knudsen et al 1995). Por tanto, la
interaccion con Crk se podria considerar como un mecanismo de reclutamiento a la membrana,
ya que la farnesilacion de C3G induce su localizacion permanente en la membrana y su
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activacion constitutiva (Ichiba et al 1997; Ichiba et al 1999). Se ha visto que C3G fosforilado en
la Tyr504 se localiza, tanto en Golgi como en la zona subcortical del citoesqueleto de actina
(Radha et al 2004).

1.1.4 C3G es una proteina multifuncional

Se ha descrito la participacion de C3G en mudltiples funciones celulares como
proliferacién, diferenciaciéon, migracion celular, estimulacion de adhesion, apoptosis y
mantenimiento de los contactos célula-célula (York et al 1998; Kao et al 2001; Hogan et al
2004), revisado en Radha, 2011 (Radha et al 2011). En algunos casos se ha relacionado a C3G
con la alteracion de ciertas rutas de sefializacion, tales como las rutas de ERK1/2 o JNK a
través de su efecto activador sobre Rapl o R-Ras (York et al 1998; Ishimaru et al 1999;
Mochizuki et al 2000).

Nuestro grupo ha descrito la existencia de una relacion funcional entre C3G y la MAPK
p38 en el efecto apoptético de STI-571 (Imatinib mesylato, Gleevec, Glivec, CGP 57148) en la
linea celular de leucemia mieloide crénica (LMC), K562. STI-571 inhibe directamente la
actividad de la kinasa Bcr-Abl provocando un mecanismo apoptético dependiente de
mitocondrias que requiere la activacion de las caspasas 9 y 3 (Jacquel et al 2003). Hay
evidencias que indican que C3G y p38 MAPK intervienen en este proceso. STI-571 activa p38
MAPK (concretamente p38a) por fosforilacion. C3G es un regulador negativo de p38a y, por lo
tanto, un inhibidor de la apoptosis inducida por STI-571 (Maia et al 2009), efecto que esta
mediado por su diana Rapl. C3G también regula la apoptosis, a través de la regulacion
negativa de p38 MAPK en fibroblastos embrionarios de raton (MEF) sometidos a diferentes
estimulos de estrés (Gutiérrez-Uzquiza et al 2010). Las rutas en las que participa C3G a través
de Rapl contribuyen a la induccién del fenotipo maligno provocado por la fusiéon génica Bcr-Abl
mediante dos procesos: inhibicién de las vias pro-apoptoéticas, como la via en la que interviene
p38 MAPK, y la estimulacion de la supervivencia y proliferacion celular a través de las cascadas
de Akt y ERK (Maia et al 2009). Sin embargo, C3G también regula negativamente la
proliferacidn y supervivencia celular a través de rutas independientes de Rapl (Guerrero et al
1998; Guerrero et al 2004; Martin-Encabo et al 2007; Maia et al 2009; Gutiérrez-Uzquiza et al
2010) (Figura I-3). Concretamente, C3G antagoniza el crecimiento tumoral inducido por varios
oncogenes como Ras, Raf, Sis, R-Ras y Dbl, a través de mecanismos independientes de su
actividad GEF (Guerrero et al 1998; Guerrero et al 2004; Martin-Encabo et al 2007).
Especificamente, la sobreexpresion de C3G en fibroblastos NIH3T3 inhibe la fosforilacion de
ERK1/2, a través de la activacion de la fosfatasa PP2A. La inhibicion de ERK1/2 conduce a una

menor expresion de ciclina A, provocando la pérdida de la capacidad de crecimiento
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independiente de anclaje al sustrato propia del crecimiento tumoral (Martin-Encabo et al 2007).

Por tanto, en este contexto, C3G podria ser considerado como un gen supresor de tumores.

Ber-Abl
C3G ™.

Ras Rap_HG‘ Figura I-3. Participacion de C3G en
J S las rutas de sefializacién de Bcr-Abl. En
4 4 células de LMC, Rapl es un mediador del
= i { efecto inhibidor de C3G sobre p38 MAPK,
P'3{.K_,.-"’Raf-1 B'Raf,,." pero regula a ERK y Akt de forma
v . independiente  de Rapl. Las rutas
. e activadoras se representan con lineas
Akt O p38 i sélidas, mientras que las inhibidoras se
representan con lineas punteadas. Imagen

sacada de (Maia et al 2009).

Survival and proliferation Apoptosis

Recientemente, utilizando como modelo de estudio la linea celular eritroleucémica K562,
asi como modelos animales transgénicos para C3G en megacariocitos y plaguetas, nuestro
grupo ha demostrado la implicacion de C3G en la diferenciacion y maduracion de los
megacariocitos, asi como en su migracion hacia el nicho vascular y posterior formacién de
proplaquetas (Ortiz-Rivero, 2017).

Otras importantes funciones de C3G incluyen un papel regulador en el desarrollo del
cortex cerebral (Voss et al 2006; Radha et al 2008; Voss et al 2008) asi como en la maduracién
vascular (Voss et al 2003) y en la maduracion y expansion de los timocitos (Wang et al 2008).
C3G participa en el transporte de glucosa en adipocitos y células musculares (Gual et al 2002;
Chiang et al 2006; Sayem et al 2018), habiéndose relacionado con el desarrollo de diabetes tipo
2 (Hong et al 2009) y se ha descrito que la ruta C3G-Rap1l esta implicada en la patogénesis de

la glomerulonefritis (Rufanova et al 2009; Rufanova et al 2010).

1.1.4.1 C3G tiene una funcién esencial en adhesién celular

Existen muchas evidencias de que C3G participa en adhesion celular. De hecho, C3G es
un gen esencial para el desarrollo embrionario, debido a sus funciones en adhesién y migracion
celular mediada por integrinas (Uemura et al 1999; Ohba et al 2001). Algunas proteinas de la
matriz extracelular, al interaccionar con integrinas, son capaces de inducir la fosforilacion de la
Tyr504 de C3G (Figura I-2) (Ichiba et al 1999), lo que favorece su activacion y la formacion de
complejos con las proteinas Crk y p130Cas (Arai et al 1999). Estos datos se complementan con

los resultados obtenidos a partir de los estudios con células MEF deficientes en C3G, donde se
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ha relacionado la ausencia de C3G con la deficiencia de la activacion de Rapl, lo que provoca
una inhibicién de la adhesion celular, desajustes de la expansion celular y aumento de la
migracion celular (Ohba et al 2001). Ademas, nuestro grupo ha demostrado la participacion de
C3G en la formacion de los complejos de adhesion focal mediante su interaccion con proteinas
como Abl, p38aMAPK, Cbl, p130Cas, Abi1, FAK y paxilina en la linea eritroleucémica K562
(Maia et al 2013).

1.2 LA PLAQUETA

Las plaguetas, o trombocitos, son fragmentos citoplasmaticos de pequefio tamafio (2-3
um de diametro), irregulares y carentes de nucleo. Las plaquetas se forman en la médula 6sea
por un proceso llamado trombopoyesis. Este proceso implica la fragmentacién de los bordes
citoplasmaticos de las células precursoras de las plaquetas que son los megacariocitos, proceso
estimulado por la hormona trombopoyetina. Una vez formadas, las plaquetas salen al torrente
sanguineo donde su vida media oscila entre 8 y 12 dias y finalmente son destruidas por
fagocitosis en el higado y en bazo. Las plaquetas juegan un papel fundamental en la
hemostasia y son una fuente natural de factores de crecimiento, incluyendo el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por Platelet Derived Growth Factor), un potente
agente quimiotactico, y el factor de crecimiento transformante beta, (TGF-beta, por
Transforming Growth Factor) el cual estimula el depésito de matriz extracelular (Revisado por
Charles S Abrams, 2012).

Las plaquetas presentan en su citoplasma diferentes tipos de granulos entre los que se
caracterizan los granulos a y los granulos densos o 8. Los granulos a contienen una amplia
variedad de péptidos y proteinas como factor 4 plaquetario (PF4), factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF beta 1), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
fibronectina, B-tromboglobulina, factor de Von Willebrand (FvW), moléculas de adhesion a
membrana como P-selectina (Stenberg et al 1985), fibrindgeno, y los factores de coagulacion, V
y Xlll. Los granulos densos contienen principalmente ADP, ATP calcio y serotonina (Revisado
por Charles S Abrams, 2012) (Figura I-3).

Las plaquetas circulan en la sangre de todos los mamiferos y estan involucradas en la

hemostasia, iniciando la formacién de coagulos o trombos.
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1.2.1 Fisiologia de la hemostasia

La hemostasia es el resultado de un delicado equilibrio que permite prevenir de forma
continua la pérdida de sangre y detener la hemorragia ante un dafio vascular, sin alterar la

fluidez sanguinea.

En condiciones fisiologicas, las plaquetas circulan en sangre en un estado de
quiescencia sin interaccionar con el endotelio. En esta situacion, las plaguetas estan expuestas
a una serie de sefiales inhibitorias, como son la presencia en circulacién de éxido nitrico (NO) y
prostaciclinas endoteliales (prostaglandina ., PGIy), que previenen su activacién en ausencia de
estimulo (Figura 1-4) (Smolenski 2012).

QUIESCENCIA ACTIVACION FORMACION DEL TROMBO
-K\\: **\\q
N(Z PGI2 ADkl‘jT\ A >
[ IA I Al J 'Ifrombina a é
»
Ij —— L
Colageno Colageno Colageno

Figura I-4. Esquema del proceso de activacion plaquetaria y formacién del trombo. En
estado de quiescencia la plaqueta se encuentra inactiva por la accion del NO y PGl,. Al alterarse el
endotelio y quedar expuesto el colageno comienza el proceso de activacion plaquetaria, desencadenando
finalmente la formacion del trombo para prevenir la hemorragia. TXA,: Tromboxano A,.

En el proceso de hemostasia se diferencian tres etapas: a) hemostasia primaria, b)

hemostasia secundaria o coagulacion, y c) fibrindlisis.

a. Hemostasia primaria

Cuando se produce un dafio que altera la integridad del endotelio, se produce un
espasmo vascular, reduciéndose el flujo sanguineo en la zona. Las plaquetas quedan
expuestas al colageno y al FWW del tejido conectivo que hay bajo el endotelio e interaccionan
con ambas moléculas. La interaccion con el colageno, proceso conocido como “adhesion
plaquetaria”, aporta a las plaquetas una superficie de interaccion pero ademas constituye un
potente estimulo para la activacion plaquetaria. El resultado es la activacion de distintas vias de
sefializacion intracelular, las cuales desencadenan cambios en la forma de las plaquetas que
les permite extenderse a través de las fibras de coldgeno al mismo tiempo que comienzan a
secretar tromboxano A, (TXAz) y ADP a la circulacién (Smyth et al 2009). El TXA, y el ADP
liberados por las plaquetas estimulan a las plaquetas adyacentes desencadenando en ellas el
mismo efecto de activacion y por lo tanto una amplificacion de la sefial (Figura I-4).
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Las plaquetas activadas también se unen directamente al fibrinégeno a través de la
integrina plaquetaria o glicoproteina GPIIb/llla, también conocida comoallbB3 (Shattil et al 2004;
Coller et al 2008). En condiciones fisiolégicas, la afinidad de este receptor por su ligando es muy
baja. Durante el proceso de activacién plaquetaria se producen cambios celulares y moleculares
que inducen la activacion del receptor aumentando la afinidad por su ligando. El fibrinbgeno se
puede unir al mismo tiempo a dos receptores de este tipo, de forma que el fibrinégeno actla
como enlace entre dos plaquetas (Figura 1-5), lo que se conoce como “puente de fibrindgeno”.
Esta interaccion plaqueta-fibrinégeno-plaqueta inicia el proceso de agregacion plaquetaria.
Puesto que cada plaqueta tiene entre 40.000 y 80.000 copias del receptor allb3 en superficie,
los agregados que se forman pueden llegar a alcanzar gran tamafio y ensamblarse en el sitio de
activaciéon formando asi el tapon hemostatico primario, que no esta estabilizado. La
estabilizacion de este tapon ocurre durante la hemostasia secundaria (Bennett et al 1979;
Wagner et al 1996).

Alpha granule

Dense granule

Canalicular VWF S
),
system fibrinogen "_E Y(J(JF

TSP .
Pra W factor V

Fibrinogen

:

. ‘ ADP
GPIIb/111a GPIIb/111a ATP
. calclum ++
Urclonln
GPIb/IX/V
VWF GPIa/lla Exposed
o collagen

\

\ Area of denuded endothelium /
Basement Vascular

membrane endothelial
cell

Figura I-5: Representacion esquematica de las interacciones de las plaquetas. El esquema
superior muestra una plaqueta inactiva, destacando los granulos a y los granulos densos junto con el
sistema canalicular. El esquema inferior muestra la mayoria de las funciones plaquetarias incluyendo la
secrecion de productos almacenados, interaccién con fibrindgeno, interacciones con el endotelio y con
otras plaquetas. VWF: Factor de von Willebrand; TSP: trombospondina; PF4: factor plaquetario 4; B-TG:
beta tromboglobulina. Sacado de Abrams, CS, Platelet Biology, UpToDate, 2012
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b.Hemostasia secundaria o coagulacion

La hemostasia secundaria se divide en varias vias, la via extrinseca o del factor tisular y
la via intrinseca o de activacion por contacto. Ambas vias ocurren simultdneamente y confluyen
en la activacion del factor X, un zimoégeno de serin-proteasas que se activa dando el factor Xa
capaz de activar la trombina. La via extrinseca comienza con el factor tisular, que se expresa en
todas las células no vasculares y queda expuesto a la sangre circulante por la rotura de la capa
endotelial protectora de la vasculatura. El factor tisular puede interaccionar con el factor VIl
activandolo a factor Vlla que a su vez activa al factor X en factor Xa. La via intrinseca comienza
cuando la sangre entra en contacto con el colageno, el cual queda expuesto bajo el endotelio
cuando se altera la integridad de éste, y que es capaz de activar el factor Xl en Xlla. La ruta
intrinseca también termina con la activacion del factor X junto con la ruta extrinseca. El factor Xa
resultante de la confluencia de ambas rutas provoca la activacion de protrombina en trombina,
el agonista mas potente de las plaguetas capaz de formar fibrina a partir del fibrindgeno (Furie
et al 2008, 2012).

Coagulation Cascade

T
! X

,}; Via intrinseca
Via extrinseca X1 4\

Xla \
- X 3 ‘\
I, AN IXa 1 Protein C Pathwa
1 y

1 |\
I vna-‘r\x—vmal PAR1

TFPI —\\—1 \)} '—'— Protein S
Protyombmas

|
1
1
\
I

d0d3

Prothrombin Protein C ———— aProtein C

Antithrombin = Thrombin Fibrinolysis

Thrombomodulin PA
Flbrlnogen EPCR ‘

Plasminogen

PAR1, 3,4
Fibrin * Plasmin —— PAI1
Vitronectin
Platelets l
BLOOD CLOT

Figura 1-6: Representacién esquematica del balance entre coagulacion y trombosis. La
activacion de la plaqueta puede ocurrir por varias vias dependientes de colageno, trombina, ADP,
serotonina y TXA,, entre otros. En el esquema se observan las diferentes vias de coagulacion,
intrinseca y extrinseca. También se observan las rutas de regulacién del proceso (Verde y Azul).TF,
Facto Tisular (Tissue Factor); TFPI, Inhibidor de la ruta del Factor Tisular (Tissue Factor Pathway
Inhibitor); PAR, Receptor Activador de Proteasas (Proteases Activated Receptors); EPCR, Receptor
Endotelial de la Proteina C (Endothelial Protein CReceptor); PA, Activador del Plasmindgeno
(Plasminogen Activator); PAI, Inhibidor del Activador del Plasminégeno (Plasminogen Activator Inhibitor)
(Ben Shimon et al 2015).
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Las plaquetas también facilitan este proceso al proporcionar los fosfolipidos
procoagulantes, como fosfatidil serina y fosfatidil colina, que incrementan la actividad del factor
Vlla (Komiyama et al 1990; Mann et al 1992) (Figura I-6).

En consecuencia, la activacion de la plaqueta y la formacion de fibrina a partir del
fibrinbgeno por accion de la trombina (Mosesson 2005) son dos procesos intimamente unidos
gue provocan la formacién de un entramado, permitiendo el crecimiento y compactacion del
tapon hemostatico (Furie et al 2012).

c. Fibrinolisis
La fibrindlisis es el proceso por el cual se elimina el trombo formado con el fin de regular
la hemostasia. El principal componente de este proceso es la plasmina, que es una enzima
proteolitica cuya forma inactiva es el plasmindgeno. La plasmina rompe los enlaces de fibrina y
también las moléculas de fibrindgeno impidiendo que se siga polimerizando, provocando
finalmente la desaparicion del trombo (Figura I-6) (Cesarman-Maus et al 2005).

1.2.2 Rutas de sefializacién en plaquetas

La mayoria de los agonistas plaquetarios estimulan receptores de superficie celular
denominados receptores acoplados a proteinas G o0 GPCR (de G-Protein Couple Receptors).
En la cara citoplasmética de la membrana, estos receptores interaccionan con proteinas G
heterotriméricas, las cuales estan formadas por una subunidad a, de union a GTP, y un
heterodimero By (Offermanns 2000). De forma similar a las pequefias GTPasas, como Ras o
Rapl, las proteinas G se encuentran en estado inactivo cuando el GDP estd unido a la
subunidad a. Cuando un agonista se une a su receptor, el receptor promueve el reemplazo del
GDP por GTP, de forma que la proteina G se activa. La interaccién del receptor con la proteina
G tiene una duracion limitada volviendo la proteina G a sus estados de inactividad por

fosforilaciones y, en algunos casos, por endocitosis del receptor acoplado a la proteina G.

Las diferentes funciones de las proteinas G vienen determinadas por los distintos tipos
de subunidades a que existen (Figura I-7). Asi, los GPCR que contienen la subunidad a de tipo
q, provocan la activacion de la fosfolipasa CB (PLC), con la consiguiente hidrolisis de
fosfoinositidos. Un ejemplo de estos receptores serian los receptores de trombina (Offermanns
et al 1997). Los GPCR que contienen la subunidad a de tipo i, inhiben la produccién de AMPc
(Yang et al 2002) y también la estimulacién de la fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K) y la PLCB,
como por ejemplo los receptores de ADP (Offermanns et al 1997). Los GPCR que contienen
subunidades a de tipo 12/13, como el receptor de TXA,, estimulan rutas de sefializacion que

regulan los cambios de forma de las plaguetas a través de Rho (Moers et al 2003). Finalmente,
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los GPCR que contienen subunidades a de tipo s, como el receptor de PGl,, median la
estimulacién de la adenilato ciclasa provocando un incremento del AMPc intracelular (Gorman
et al 1977; Li et al 2010).

Los agonistas plaquetarios se pueden clasificar en dos grupos:

» Agonistas fuertes (trombina, colageno): estimulan la hidrélisis de fosfoinositidos y

son poco sensibles a inhibidores de ciclooxigenasas como la aspirina.

» Agonistas débiles (ADP, epinefrina): Dependen de los tromboxanos para llevar a

cabo sus efectos y practicamente no producen hidrdlisis de fosfoinositidos.

Después de la activacion plaquetaria por el agonista, se produce una sefializacion
intracelular necesaria para la reorganizacion del citoesqueleto, exposicién del receptor del
fibrinégeno y secrecion de granulos, todas ellas funciones donde Rapl juega un papel central.

Hay dos vias importantes en la activacion de las plaguetas:

» Hidrélisis de fosfoinositidos: la via comienza cuando la PLCB rompe el fosfatidil
inositol 4,5-bifosfato (PIP2) para formar el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).
Ambos actian como segundos mensajeros, esenciales en la activacion de Rapl (Figura I-7).

* Ruta de los eicosanoides: comienza cuando la fosfolipasa A, citosolica (cPLAZ)
libera el &cido araquidonico de la membrana plasmatica para formar TXA,, que tras su
liberacion participa también en la activacion de Rapl, a través de su interaccion con receptores

especificos (Figura I-7).
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Figura I-7. Esquema de las principales rutas de sefalizacion plaquetarias donde participa
Rapl. En el esquema estan representadas las principales rutas de sefializacion activadas por los
agonistas plaguetarios mas importantes como ADP, trombina y TXA; (sefializacion outside-in), las cuales
convergen en la activacion de Rap1.También se indica la activacién de la integrina allbB3 por Rap1 en un
tipo de sefializacion inside-out(Li et al 2010).

1.2.2.1 Agonistas plaquetarios y sus receptores

a. Trombina
La trombina es el activador mas potente de las plaquetas. En ensayos in vitro, bajas
concentraciones de trombina causan la hidrélisis de fosfoinositidos, formacion de TXA,
fosforilacion de proteinas, aumento del calcio citosélico libre, cambio de la forma de la plagueta,

agregacion y secrecion de granulos (Rittenhouse-Simmons 1979; Offermanns 2000).

Los receptores de trombina se conocen como Receptor Activador de Proteasas (PAR por

Protease Activator Receptor). El principal receptor en humanos es PAR-1, que se puede activar
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a bajas concentraciones de trombina, aunque también se expresa PAR-4 que refuerza la accién
de PAR1 a concentraciones mayores (Vu et al 1991; Brass et al 1992; Coughlin 2000). En raton
el principal receptor es PAR-4, estando su actividad modulada por el cofactor PAR-3 (Kahn et al
1998; Nakanishi-Matsui et al 2000). Los receptores de trombina se activan por rotura de éstos
en un sitio especifico quedando expuesto un nuevo residuo amino terminal que interacciona con
el segundo bucle extracelular del receptor (Vu et al 1991). Esta interaccién provoca la activacién
de una proteina G acoplada al receptor desencadenando los procesos de sefializacion
intracelular. Entre estos procesos de sefializacién se encuentra la activacion de la enzima PLC.
Las plaquetas contienen formas B y y de esta enzima. La forma B se activa por GPCR
acoplados a proteinas Gq mientras que las y, entre las que predomina la y2, estan reguladas
por receptores tirosina kinasa (Cockcroft et al 1992; Berridge 1993). En el caso de activacion
por trombina, la PLC que actia es la forma 8. Una vez activada, PLCP hidroliza PIP2 generando
DAG e IP3 (Figuras I-7, 1-8) (Lapetina et al 1981; Rittenhouse et al 1985). El DAG activa la
proteina kinasa C (PKC) que fosforila pleckstrina, una proteina esencial para la secrecion de
granulos (Lian et al 2009). El IP3 se une a receptores en el sistema de tubulos densos vy libera el
calcio citosdlico que se encuentra almacenado alli (Kaibuchi et al 1983; Brass et al 1985).

Por tanto, uno de los efectos que desencadena la trombina es el incremento del calcio
citosdlico libre. El calcio sirve como segundo mensajero intracelular afectando a la actividad de
enzimas y a las interacciones proteina-proteina. El aumento de calcio citosolico libre se produce
por la combinaciéon de dos procesos: la liberacion de calcio del sistema tubular denso, ya
mencionado, y el flujo de iones de calcio extracelular a través de la membrana plasmatica,
desencadenado por la union del ATP secretado a P2X, un canal iénico que actia como receptor
purinérgico. (Varga-Szabo et al 2009). El aumento de calcio citosdlico libre es esencial para la

estimulacién de numerosas enzimas que contribuyen al proceso de activacion plaquetaria.

b. Coldgeno
El coldgeno es un importante iniciador de la respuesta plaquetaria. Sirve tanto de
sustrato para la adhesién plaquetaria, como de potente agonista. La interacciéon entre las
plaquetas y el colageno es compleja. La respuesta al coldgeno viene acompafiada de la
hidrélisis de fosfoinositidos, formacion de TXA;, fosforilacion de proteinas y aumento de calcio
citosdlico libre (Clemetson et al 2001). Al igual que ocurre con la trombina, los inhibidores de
ciclooxigenasas retardan, pero no eliminan la respuesta de las plaquetas al colageno,

sugiriendo que la formacién de TXA2 no es esencial para esta respuesta.
Las plaquetas poseen dos tipos de receptores para el colageno (Clemetson et al 2001):

Glicoproteina a2B1. Es un miembro de la familia de las integrinas y sirve de anclaje de
las plaguetas al colageno (Holtkotter et al 2002).
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Glicoproteina VI (GPVI). Es el receptor primario del colageno cuando éste actia como
agonista y es el responsable de la respuesta de agregaciéon y secrecion (Poole et al 1997;
Holtkotter et al 2002).

c. ADP

El adenosin difosfato (ADP) es un agonista plaquetario que se almacena en los granulos

densos de las plaquetas. Cuando las plaquetas se activan por TXA, o por trombina a bajas
concentraciones, se libera ADP, el cual interacciona con dos receptores purinérgicos acoplados
a proteinas G, P2Y1y P2Y12 (Figuras I-7, 1-8) (Kunapuli et al 2003).

Receptores de ADP:

- Receptor P2Y1: este receptor esta acoplado a la proteina Gaq y es responsable de
la activacion de la PLCP provocando la hidrélisis de fosfoinositidos y la movilizacién de calcio
intracelular, dando lugar a un rapido cambio en la morfologia de las plaguetas. Ademas, el
calcio activa a la proteina CalDAG-GEFI, el principal activador de Rapl en plaquetas
(Crittenden et al 2004). Este receptor también puede activar proteinas G de bajo peso molecular
como RhoA que también intervienen en los cambios morfol6gicos. Este receptor es importante
para la agregacion plaquetaria y generacion de TXA,. También se sabe que a través de este
receptor se produce la activacion de la proteina p38 MAPK en humanos, aunque no esta muy
estudiado (Dangelmaier et al 2000; Gachet 2001).

- Receptor P2Y12: este receptor estd acoplado a proteinas Gai2 y es también
responsable de la agregacion plaquetaria y la generacion de TXA.. Ademas, potencia la
liberacion de granulos densos y la actividad procoagulante de las plaquetas (Jin et al 2002).
Este receptor también es importante en la estabilizacion de los agregados plaquetarios
(Cattaneo et al 1990). La activacién de este receptor conlleva la activacion de Raplb a través
de PI3K (Figura I-8) (Woulfe et al 2002).
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Mechanisms of Rap1l activation in platelets
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Figura 1-8. Esquema de las principales rutas de sefializacién plaquetarias, a partir de
receptores acoplados a proteinas G, que activan a Rapl. En el esquema estan representadas las
principales rutas de sefializacion activadas por los agonistas plaquetarios méas importantes como ADP,
epinefrina (epi) y trombina. La activacion de Rapl depende tanto del incremento de calcio intracelular, a
través de la activacion de CalDAG-GEFI, como de la activacion de PI3K a partir del receptor P2Y12.
Figura adaptada de (Woulfe et al 2002).

d. Tromboxano A,

El TXA; se forma a partir del acido araquidénico por la ruta de la ciclooxigenasa. Una vez
formado, el TXA puede difundir a través de la membrana plasmatica y activar a otras plaquetas
a través de los receptores de TXA,, también llamados PGH2 (Prostaglandin H2 Receptor). Se
trata de GPCR acoplados a proteinas G de tipo Gq, Gi, o G12/13, que activan PLCB o
PLA,(Hirata et al 1991).

El TXA; y el ADP amplifican la sefial inicial. Este proceso es efectivo localmente y esta
limitado por la corta vida de los tromboxanos. Esto permite confinar la activacion de las

plaquetas al area del dafio original (Siess et al 1983).

1.2.2.2 Inhibidores plaquetarios: PGIl, y 6xido nitrico

Existen una serie de controles internos y externos que regulan las respuestas
plaquetarias exacerbadas, y sin los cuales se producirian sindromes trombéticos como el infarto
de miocardio. Estos controles incluyen una fina regulacion de la concentracion del ca®
intracelular, fosfatasas intracelulares que limitan la sefializacion a través de rutas dependientes
de kinasas, ADPasas intracelulares que hidrolizan el ADP y, finalmente, el efecto inhibidor de la
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prostaglandina PGIl. (o prostaciclina) y el 6xido nitrico (NO), los cuales actian modulando los

niveles de nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc respectivamente (Smolenski 2012).

La prostaglandina PGI; es liberada al medio por células del endotelio activado y provoca
en las plaguetas el aumento de los niveles de AMPc a través de la estimulacién de receptores
acoplados a la adenilato ciclasa a través de proteinas Gs (Gorman et al 1977). Los efectos del
AMPc estan mediados por kinasas dependientes de AMPc, como la proteina kinasa A (PKA)
(Schwarz et al 2001). Algunos de los sustratos de esta enzima son la glicoproteina 1B (Fox et al
1989), la proteina de unién a actina (Chen et al 1989), la cadena ligera de la miosina (Hathaway
et al 1981), VASP (Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein) (Butt et al 1994), CalDAG-GEFI y
Raplb (Subramanian et al 2013; Benz et al 2016). El aumento de AMPc provoca cambios en la
funcion plaquetaria, como la inhibicion de la hidrdlisis de fosfoinositidos, una disminucion de
calcio citosdlico libre en respuesta a agonistas y un mayor secuestro del calcio por el sistema
tubular. El resultado es la inhibicion de la activacion (Geiger et al 1994).

El 6xido nitrico (NO) es otro potente inhibidor plaquetario sintetizado por la encima 6xido
nitrico sintasa y secretado por las células endoteliales, entre otros tejidos (Pollock et al 1991;
Nathan 1992), aunque también se ha visto que las plaquetas son capaces de sintetizar una
pequefia parte para autorregularse (Zhou et al 1995). EI NO provoca el incremento en los
niveles de GMPc por activacion de la guanilato ciclasa, inhibiendo asi la agregacion plaquetaria
(Murad et al 1978; Warner 1996; Bellamy et al 2002).

1.2.2.3 La GTPasa Rapl en plaquetas. Regulacion por proteinas
GEF y GAP

Rapl es una pequefia GTPasa de la familia Ras que se expresa ubicuamente (Bos,
1998). La expresion de la isoforma Raplb es muy elevada en plaquetas y en megacariocitos
maduros, constituyendo el 0,1% del total de las proteinas (Figura 1-9) (Torti et al 1994; Stork et
al 2005). Al igual que todas las GTPasas, las proteinas Rap se activan mediante la union de
GTP, reaccion catalizada por los factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEF)
como C3G, el primer RapGEF identificado (Stork et al 2005), (ver Figura I-1).

Trabajos anteriores han identificado proteinas activadoras de Raplb (RapGEF) que son
importantes en la funcién plaquetaria, como CalDAG-GEFI en ratén (Crittenden et al 2004) y
CalDAG-GEFIIl y PDZ-GEF1 en humanos (Schultess et al 2005) (Figura 1-9).

CalDAG-GEFI (también conocido como RasGRP2), es el principal GEF de Raplb tanto
en plaguetas como en megacariocitos y es responsable de la rapida activacion de Raplb, en

respuesta a agonistas que producen una elevacion del calcio intracelular (Stefanini et al 2009).
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Al igual que otros GEF de la familia Ras, CalDAG-GEFI posee un dominio catalitico de tipo
REM-CDC25, localizado en su extremo N-terminal. Ademas, posee una region reguladora C-
terminal con dos dominios EF, de unién a Ca2+, y un dominio C1 de unién a DAG (Ebinu et al
1998; Stefanini et al 2017). La activacion de Raplb por parte de este GEF estd mediada por la
unién de Ca?* a los motivos EF de CalDAG-GEFI (Stefanini et al 2010). Se ha demostrado que
PKA es un importante regulador negativo del eje CalDAG-GEFI-Raplb. Por una parte, PKA
fosforila e inhibe a CalDAG-GEFI; ademas, PKA también fosforila a Raplb induciendo su
translocacion desde la membrana al citosol y por tanto, separandola de la integrina. Por otra
parte, PKA controla los niveles de calcio intracelular, induciendo su exportacion desde el citosol
hacia el exterior. Finalmente, PKA fosforila y activa a Rap1GAP2, favoreciendo la inactivacion
de Rapl (Guidetti et al 2013; Subramanian et al 2013; Stefanini et al 2017).
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Figura 1-9: Expresién de proteinas RAS/RAP, GEF y GAP en plaquetas. La estimacién de los
niveles de expresion de las proteinas se basa en estudios de analisis proteémico cuantitativo de plaquetas
humanas (Burkhart et al 2012) (barra sdlida) y de raton (Zeiler et al 2014) (barras con trama). Tomado de
(Stefanini et al 2016).

El GAP de Raplb mas abundante en plaguetas es RASA3 (Figura 1-9). RASA3
pertenece a la familia GAP1, caracterizada por la presencia de un domino GAP en el extremo N-
terminal flanqueado por dos dominios C2 en tdndem. En el extremo C-terminal presentan un
dominio PH, de homologia a pleckstrina, unido a un motivo Btk de 26 aminoacidos (PH/Btk)

(Yarwood et al 2006). El grupo de W. Bergmeier ha propuesto la existencia de un balance entre
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CalDAG-GEFI y RASA3, de forma que cuando las plaguetas estan en estado quiescente
RASAS3 esté activo en la membrana plasmatica limitando la actividad de Raplb. Cuando la
plaqueta es activada por agonistas relacionados con receptores acoplados a proteinas G, se
activaria CalDAG-GEFI activando asi a Raplb a través de una via principal. Por otro lado, la
sefializacion intracelular promovida por la activacion plaguetaria provocaria la liberacion de
ADP, el cual, a través de sus receptores como el P2Y12 activaria PI3K que inhibiria a RASA3
permitiendo la activacion de Raplb (Figura I-10) (Stefanini et al 2015).

GPVI PAR1,3,4
CLEC-2 P2Y1
Fc~,rRIIA TxA, receptor

—> PLCBA <« (Ga}h)

A

= |P3 DAG o

2 Granule
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CalDAG-GEF]
RAP1-GTP
TALINl

Integrin activation

Platelet aggregation

Figura 1-10: Esquema de la regulacién de Rapl en plaquetas. Rapl esta regulado por el
balance de actividad CalDAG-GEFI y RASA3. Este esquema muestra como la activacion de la plaqueta
a través de receptores ITAM o receptores acoplados a proteinas G llevaria a la activacion de Rapl a través
de CalDAG-GEFI como via principal. También se muestra la activacion de RASA3, la cual esta regulada
por activacion del receptor de ADP P2Y12 a través de PI3K (Stefanini et al 2015).

Otra proteina involucrada en la regulacion de la actividad de Raplb en plaquetas es
VASP, una proteina que pertenece a la familia Ena/VASP y es importante en la regulacién de la
dindmica del citoesqueleto. Las plaquetas de ratones knock out para VASP muestran una
reduccion en la activacion de Raplb, pero una mayor adhesion al endotelio (Aszodi et al 1999;
Benz et al 2016). VASP interacciona directamente con el dominio SH3 N-terminal de CrkL. Esta
interaccion esta regulada negativamente por PKA. Crkl a su vez interacciona con C3G formando
un complejo ternario VASP-Crkl-C3G que regula la actividad de Rapl (Benz et al 2016).

21



Introduccién

1.2.2.4 Rapl es una molécula clave en la funcion plaquetaria

Muchos estudios apoyan un papel de la isoforma Raplb en aspectos criticos de la
funcion plaquetaria, incluidos agregacion, coagulacion adhesion y extension, a través de la
integrina plaquetaria allbf3 (Shattil et al 1998; de Bruyn et al 2003; Stork et al 2005).
Experimentos in vivo con un modelo de ratén knock out para Raplb han demostrado que esta
GTPasa participa en las respuestas desencadenadas por la mayoria de agonistas plaquetarios,
incluyendo ADP, colageno, epinefrina, trombina y PMA (Chrzanowska-Wodnicka et al 2005)
(Figura I-7). En particular, ADP, trombina y PMA (Rosado et al 2000; Harper et al 2010a) activan
a Raplb a través de rutas que implican un incremento en el calcio intracelular, via activacion de
PLC mediada por GPCR acoplados a proteinas G tipo q2. Raplb también puede ser activada a
través de mecanismos independientes de Ca®* que involucran sefializacion a través de Gai/Gaz
y la subsiguiente activacion de PI3K (Lova et al 2002; Woulfe et al 2002; Jung et al 2006)
(Figura 1-8).

La proteina Raplb es rapidamente activada tras la estimulacion de plaquetas con
trombina, de forma que, en condiciones de no agregacién, los niveles de RaplGTP se
representan como un pico de activacion que se alcanza en poco tiempo tras el estimulo y que
se mantiene a lo largo del tiempo. En cambio, en condiciones de agregacion, Raplb sufre una
drastica inhibicibn como consecuencia de su translocacion desde la membrana plasmética a la
fraccion del citoesqueleto (Figura 1-11 A) (Franke et al 2000). La PLC media el incremento en el
Ca®" intracelular necesario para la activacion de Raplb, lo que sugiere la participacion de
CalDAG-GEFI (Franke et al 2000; Eto et al 2002). Sin embargo, si bien las plaguetas de ratones
knock out para CalDAG-GEFI muestran una fuerte inhibicion de la agregacién plaquetaria en
presencia de la mayoria de agonistas, dicha agregacion no se ve afectada en presencia de
elevadas concentraciones de trombina o PMA (Figura 1-12) (Crittenden et al 2004). Este
resultado sugiere que en plaquetas deben existir rutas de activacion de la integrina allbp3, y por
tanto de Raplb, independientes de CalDAG-GEFI (Figura I-13).
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Figura I-11. Activacién secuencial de Rap1l. (A) Representacion esquematica de la activacién e

inactivacion de Rapl en plaquetas estimuladas con trombina en condiciones de agregacion (linea sélida),
y no agregacion (linea discontinua). (B) Modelo de la regulacion secuencial de la actividad de Rapl
generada por Ca®*, PKC e integrina allbB3 (Franke et al 2000).
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Figura I-12. Las plaquetas knock out para CalIDAG-GEFI responden a altas concentraciones

de trombina y PMA. Ensayo de agregacion utilizando plaquetas de ratones knock out para CalDAG-
GEFI (lineas grises) y plaquetas de ratones silvestres (lineas negras). Las plaquetas de ratones knock
out para CalDAG-GEFI muestran una fuerte inhibicion de la agregacién en respuesta a colageno, ADP,
U46619, A23187 y, en menor medida, a bajas dosis de trombina y PMA. (Crittenden et al 2004). Sin
embargo, no se aprecian diferencias de agregacion entre los dos genotipos a altas concentraciones de

trombi

na o PMA.

Ademas de activar la ruta PLC-CalDAG-GEFI-Rap1l, se sabe que la trombina induce un

segundo pico de activacidon de Raplb que esta mediado por la PKC pero que es independiente

de ca®

y de CalDAG-GEFI (Figura 1-11 B) (Franke et al 2000; Cifuni et al 2008). Los

componentes especificos de esta segunda ruta, y en particular el GEF especifico que contribuye
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a esta segunda ola de activacion de Raplb no han sido identificados hasta el momento (Figura
1-13).

Trombina

Figura I-13. Representacion esquematica de las rutas de activacion de Rapl por trombina.
La trombina induce dos olas de activacién de Rapl, una de ellas dependiente de Ca*" y CalDAG-GEFI y
una segunda ola de activacion dependiente de la ruta de PKC.

1.2.2.5 Funciones de PKC en la activacion plaquetaria

Las proteinas PKC (Protein Kinase C) son una familia de serina/treonina kinasas
formada por 12 isoformas que se dividen en tres subgrupos, “convencionales”, “noveles” y
“atipicas” (Nishizuka 1986, 1988; Harper et al 2010b). PKC se ha identificado como un receptor
celular de segundos mensajeros lipidicos como el DAG y ademas es una enzima clave en la
sefializacién a través de receptores acoplados a PLC. Las proteinas PKC convencionales (a, £,
Bll y y) requieren para su activacion Ca”*, 1,2-DAG vy, fosfolipidos y son receptores de ésteres
de forbol como el PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), los cuales mimetizan la accién del

DAG (Inoue et al 1977). Las PKC noveles (d, €, n, u y 8) han perdido su propiedad de unirse a
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ca”" y solo se activan por fosfolipidos y DAG, siendo por tanto, también activadas por ésteres
de forbol (Ono et al 1987). El tercer grupo, las PKC atipicas (¢, M) solo responden a fosfatidil
serina (Nishizuka 1988; Selbie et al 1993). Por otra parte, se ha descrito que en plaquetas, las
PKCa, PCKd y PKCB, pueden ser fosforiladas en residuos de tirosina por tirosina kinasas de la
familia Src (Murugappan et al 2005; Hall et al 2007).

En cuanto a su funcion en plaquetas, PKC controla numerosas funciones como
agregacion, liberacion del contenido granular (Murugappan et al 2004; Konopatskaya et al
2009), sintesis de TXAy(Harper et al 2010b), movilizacién del calcio intracelular (Rosado et al

2000) y regulacion de la diferenciacion de megacariocitos (Kostyak et al 2017).

Entre los sustratos de las proteinas PKC se encuentran proteinas relacionadas con la
secreciéon de granulos (Harper et al 2010a) como SNAP23, sintaxina 4 y Munc18c, y proteinas
asociadas al citoesqueleto como pleckstrina, MARKS y VASP (Harper et al 2010b).

1.2.2.6 Funcién de las MAPK en plaquetas

Las MAPKs (Mitogen-Activated Protein kinases) son kinasas de Ser/Thr que controlan la
mayor parte de las respuestas intracelulares en los organismos eucariotas y contribuyen a la
proliferacion, migracion, diferenciacion y apoptosis. En mamiferos hay mas de 12 genes que
codifican diferentes MAPK. La familia mejor conocida es la de ERK (Extracellular signal-
Regulated Kinases: ERK-1 y ERK-2); normalmente activadas por factores de crecimiento. Otras
MAPK son activadas fundamentalmente por citoquinas y sefales de estrés, como las familias
JNK (c-Jun N-terminal kinase: JNK-1, JNK-2 y JNK-3); ERK3 (ERK3, p97MAPK, ERK4); ERK7
(ERK7 y ERKS8) y p38 MAPK (con 4 isoformas, o, B,y y 8) (Pearson et al 2001; Raman et al
2007). En la sefializacion candnica de las MAPK, GTPasas de las familias Ras o Rho estimulan
proteinas MAP kinasa kinasa kinasa (MAPKKK, como por ejemplo Raf-1 o B-Raf), las cuales
activan por fosforilacién en residuos de Ser/Thr a MAP kinasa kinasas (MAPKK, como MEK1/2),
que a su vez activan a las MAP kinasas (MAPK) mediante una doble fosforilacién en un residuo
de treonina y otro de tirosina del motivo conservado Thr-X-Tyr. Las MAPK fosfatasas revierten
las fosforilaciones de forma que las MAPK vuelven a su estado inactivo (Chang et al 2001;
Dhillon et al 2007). Aunque algunos estudios sugieren que las MAPK no juegan un papel
esencial en la funcion plaguetaria (Borsch-Haubold et al 1996; McNicol et al 2003), la mayoria
de ellos indican que tanto ERK1/2 como p38aMAPK y JNK estan presentes en plaguetas y son
activadas cuando las plaquetas son estimuladas por diferentes agonistas (Papkoff et al 1994;
Saklatvala et al 1996; Bugaud et al 1999).
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1.2.2.6.1 Activacion y papel de ERK2 en plaquetas

ERK1/2 es capaz de fosforilar centenares de sustratos in vivo, pero su actividad esta
restringida al tipo celular y a su localizacion (Kolch 2005). Ademas, la compleja sefializacion a
través de ERK1/2 esta regulada tanto por retroalimentaciones positivas como negativas (Shin et
al 2009).

En 1994 se identificaron dos tipos de MAPK en plaquetas, las ERK1 y ERK2 (Papkoff et
al 1994). ERK2, pero no ERK1, es fosforilada en residuos de tirosina, serina y treonina y activa
rutas de sefializacion plaquetaria en respuesta a trombina (Papkoff et al 1994) y otros agonistas
como colageno (Oury et al 2002; Roger et al 2004), FvW (Li et al 2001; Garcia et al 2005) y ADP
(Garcia et al 2007). Solo una pequefia fraccion de ERK1 se fosforila en respuesta a fuertes
agonistas como trombina o coldgeno debido a que ERK1 es minoritario en relacion con ERK2
(Garcia et al 2007). La activacion de ERK2 por elevadas concentraciones de trombina es
independiente de las actividades Ser/Thr kinasa de Raf-1 y B-Raf, a pesar de la presencia de
ambas kinasas en plaquetas. Sin embargo esta activacion si es dependiente de PKC y de la
Thr/Tyr kinasa, MEK1/2 (Figura 1-14) (Nadal-Wollbold et al 2002). Ademas, en esta ruta de
activacion de ERK2 por trombina estéd implicada la proteina tirosina kinasa Src (Shankar et al
2006).

ERK2
Trombina .
ADP sin Ca**
Trombina
2, ADP
Secrecion de oniey P2Y1 o e il S /), P2Y12
ADP $
\ ~ gréanulos / A, »
o PLCB2 D\ —
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PKC, 1Ca2+~ ;~
& | PKC 1Ca?*
a\ __—MEK12
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Figura I-14: Activacién de la MAPK ERK2 en plaquetas. Los esquemas representan la
activacion de ERK2 cuando las plaquetas son activadas por trombina o ADP. Figura tomada de (Adam et
al 2008).

En cuanto a la activacion de ERK2 por ADP, se ha visto que en presencia de ca* no
hay activacion y sin embargo en ausencia de Ca®" ERK2 es activado por Src de manera
dependiente de los receptores de ADP, P2Y12 y P2Y1 (Figura I-14) (Garcia et al 2007).

La integrina allbB3 es la responsable de la regulacién de la activacion de ERK2 ya que
cuando esta integrina esta activada se inicia la maquinaria de defosforilacion de ERK2 a través
de Ser/Thr fosfatasas como PP1 y/o PP2 (Pawlowski et al 2002).
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Recientemente se ha visto que ERK1/2 es capaz de fosforilar a CalDAG-GEFI
(RasGRP2) en la serina 394, que se encuentra entre su dominio CDC25 y los EF hands. Esta
fosforilacion impediria la union a Rapl y por tanto su activacion, de forma que ERK1/2 regularia
negativamente a Rapl (Figura 1-15) (Ren et al 2016). Este resultado, junto con las evidencias
gue atribuyen a C3G un papel regulador sobre ERK1/2 en otros tipos celulares (ver Figura 1-3)
nos inducen a pensar en una posible relacién funcional entre C3G y ERK1/2 en plaquetas.

EGF ®
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\ ( (€ \ (¢

PLC~y

Calcium

Figura I-15. Modelo de regulacion negativa de CalDAG-GEFI| por ERK1/2. Este modelo de
regulacion de ERK1/2 se ha establecido para células HEK293T, donde se ha comprobado que ERK1/2 es
capaz de fosforilar a CalDAG-GEFI (RasGRP2) de forma que no pueda activar a Rapl. Se trataria de un
mecanismo de retroalimentacion negativo al impedir una consiguiente activacion de ERK1/2. Imagen
tomada de (Ren et al 2016).

1.2.2.6.2 p38 MAPK

En plaquetas, p38 MAPK es activada por trombina, colageno, TXAz, ADP y FVW (Figura
1-16) (Saklatvala et al 1996). Durante la agregacién plaquetaria, la cPLA, es fosforilada y
activada por p38 por lo que p38 es importante en la activacion de la sintesis del TXA; (Borsch-
Haubold et al 1998). p38 no es esencial en el proceso de agregacion plaquetaria inducido por
altas concentraciones de trombina pero si cuando la agregacién es inducida por agonistas mas
débiles como el FvW (Kramer et al 1996; Kuliopulos et al 2004). También se ha visto que p38 es

importante en el proceso de extension plaquetaria (Mazharian et al 2005).

27



Introduccién

p3s Baja concentracion de Trombina FvW o anélogos de GMPc
Trombina FyW
GPib-x-v () l . PARs ~~ -
M N \‘ »
i Y £N \ bes) CGMP/PKG
| P, Serecion de o/ ’ R
| 23 . TXA, ‘ /
f Q = \
! ‘: TXA, }:cGMP—.PKe —
._f -  —
P2Y12«’ = G Syk pas-P
~ [rer]~

Figura I-16: Activacién de la MAPK p38 en plaguetas. Los esquemas representan la activacion
de p38 MAPK cuando las plaquetas son activadas por agonistas como trombina, ADP, TXA, o factor de
von Willebrand (FVW). Figura tomada de (Adam et al 2008). p38-P: p38 fosforilado. FVW: Factor von
Willebrand.

1.2.2.6.3 Participaciéon de MAPK en la ruta de sintesis del tromboxano
El TXA, se puede sintetizar en diversos tejidos, aunque las plaquetas son la fuente
principal de su produccion, seguidas por monocitos y macréfagos. Diferentes agonistas
plaquetarios como la trombina o el ADP desencadenan una cascada de sefializacion en la
plaqueta que conlleva a la sintesis de TXA:. El paso inicial, y también limitante, en la sintesis de
TXA: es la liberacién de &cido araquidonico a partir de fosfolipidos de la membrana plasmatica
por la cPLA,. El acido araquidodnico es rapidamente metabolizado por la ciclooxigenasa 1 (COX-

1, la cual es sensible a la inhibicion por aspirina), dando lugar al TXA; (Arita et al 1989).

La activacion de la cPLA; se produce a través de diferentes vias. Se ha visto que puede
ser activada por incremento en las concentraciones de calcio intracelular aunque también se ha
visto que puede ser activada por PKC (Halenda et al 1989). La activacion de cPLA, depende de
su fosforilacion en la serina 505, donde las MAPK como ERK1/2 son importantes mediadores ya
que el uso de inhibidores de MEK y ERK1/2, como el U0126, bloquea la sintesis de TXA; (Lin et
al 1993; Nemenoff et al 1993; Kramer et al 1995; Borsch-Haubold et al 1998). Se ha descrito
que tirosina kinasas como Src, que participan en la activacion de C3G, estarian también
participando en la ruta de sintesis del TXA. dependiente del FvW, donde Src, mediante la
fosforilacion de la fosfolipasa PLCY;, provocaria la activacion de la ruta MEK-ERK-cPLA;
(Garcia et al 2005).

También se ha demostrado que la p38 MAPK desarrolla un importante papel en la
regulacion temprana de la cPLA, por fosforilacion ya que se observado que la maxima

activacion de p38 MAPK en plaquetas estimuladas con trombina coincide con una activacion
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parcial de la cPLA; (Kramer et al 1996; Borsch-Haubold et al 1997). Inhibidores de p38 MAPK,
como el SB203580, bloquean, no solo a p38 sino también a la COX1, disminuyendo por tanto la
sintesis de TXA; (Bérsch-Haubold et al 1998).

1.2.2.7 Shp2

Las cascadas de kinasas estan reguladas por proteinas fosfatasas que revierten la
fosforilacion de los residuos correspondientes. Asi, en plaquetas y otros tipos celulares, las
MAPK ERK1/2 son reguladas por serinal/treonina fosfatasas como PP2A (Chiang 1993;
Pawlowski et al 2002; Sundaresan et al 2002; Moscardo et al 2006; Martin-Encabo et al 2007).
Otras proteinas plaquetarias como la PLC, que sufren fosforilaciéon en residuos de tirosina por
tirosina kinasas como Src (Garcia et al 2005) son reguladas por desfoforilacion mediada por
proteinas tirosina fosfatasa (PTP, Protein-Tyrosine Phosphatases). Las PTP estan divididas en
PTP clasicas, que desfosforilan exclusivamente residuos de tirosina, o PTP duales, que ademas
de desfosforilar residuos de tirosina, desfosforilan también residuos de serina y treonina (Tonks
2006). En plaquetas, las PTP mas importantes son Shpl y Shp2, que son exclusivamente

tirosina fosfatasas.

Shp2 es una proteina citosodlica que esta codificada por el gen ptpnll. En literatura
también se la conoce entre otros nombres como PTPN11 y SH-PTP2. En su estructura contiene
dos dominios SH2 en el extremo amino terminal y el dominio catalitico PTP en el extremo
carboxilo terminal, el cual se encuentra bloqueado en el estado inactivo por uno de esos
dominios SH2 (Barford et al 1998; Hof et al 1998). Tanto Shpl como Shp2 tienen importantes
funciones en la regulacidn de la diferenciacion de megacariocitos y de la actividad plaquetaria
(Mazharian et al 2013). Ademas, se ha observado que la funcién de Shp2 es inhibida por
fosforilacion en residuos de serina y treonina por ERK1/2 en células de feocromocitoma PC12
(Peraldi et al 1994), por lo que no se descarta su participacion en la regulacion de las rutas de

MAPK en plaquetas aunque este hecho no se ha demostrado.

1.3 FUNCION DE LA RUTA C3G-Rapl EN PLAQUETAS Y
NEUTROFILOS.

Un aspecto interesante es que, a pesar de que tanto C3G como su efector Rapl se
expresan ubicuamente, Rapl es mucho mas abundante en células especializadas como
plaquetas y neutréfilos y se ha sugerido que la ruta de C3G-Rapl podria ejercer funciones
especificas en estos tipos celulares (Bos 1998). Hasta el momento no existen estudios

concretos sobre la posible funcién de C3G en dichas células, si bien se ha descrito la
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participacion de C3G en la ruta de diferenciacion de megacariocitos a plaquetas inducida por
trombopoyetina (Stork et al 2005, Ortiz-Rivero 2017).

Por otra parte, analisis de microarrays realizados en nuestro laboratorio con RNA de
células de LMC K562 con expresién disminuida de C3G (mediante shRNAs), han mostrado que
ITGAV es uno de los genes cuya expresion estd mas afectada por la ausencia de C3G. ITGAV
codifica para la integrina aV (CD51 o receptor de la vitronectina) un componente de las
plaguetas. Ademas, la expresion del gen GP1BB que codifica para la glicoproteina plaquetaria
Ib-beta 0 CD42d (receptor del factor von Willebrand) esta también afectado (Figura 1-16). Estos

resultados sugieren un papel de C3G en la regulacién de las funciones plaquetarias.

Ademas de su papel en plaquetas, Rapl tiene también una importante funcion en la
activacion de los neutréfilos por productos bacterianos como fMLP, regulando la afinidad y
avidez de las integrinas a ligandos endoteliales (M'Rabet et al 1998). Este papel esencial de
Rapl estd4 avalado por el descubrimiento del sindrome de deficiencia de adhesién del
leucocito (LAD-IIl), cuyos pacientes muestran infecciones bacterianas recurrentes. Este
sindrome se debe a la falta de expresion del RapGEF CalDAG-GEFI, lo que provoca que los
neutréfilos no se adhieran a las vénulas y no migren al sitio de inflamacion (Pasvolsky et al
2007). Recientemente se ha demostrado que el fMLP bacteriano induce la translocacion de
C3G a la membrana, lo cual es esencial para la activacion de Rapl y las funciones
antibacterianas de los neutréfilos dependientes de integrina a2 (Deevi et al 2010).

GP1BB 206655_s_at ITGAV 236251_at
20000
4000
15000 3000 4
10000 2000 - I
5000 1000 — 11— [_I ,7 —
pLTR2 pLTRZ PSUPER pSUPER PLTR2 pLTR2 PSUPER PSUPER
C3G C3G

Figura I-17. La expresion de ITGAV esta incrementada en clones de K562 con expresion
disminuida de C3G mediante shRNA (pSuperC3G), comparado con clones con sobreexpresion de C3G
(PLTR2C3G) o clones control (pLTR2, pSuper). Por el contrario, la expresion del gen GP1BB disminuye
en estos clones.

Dado que C3G es un importante GEF de Rapl (Bos 1998) y basandonos en el papel
esencial de C3G en procesos de adhesion regulados por Rapl, nuestra hipétesis de trabajo es
que C3G, el cual se expresa a bajos niveles en plaquetas de raton y humanas (Rowley et al
2011), puede ser un importante mediador de las funciones de Rapl en plaguetas. Ademas, en
este trabajo también presentamos indicios sobre un posible papel de C3G en el desarrollo de

los neutrofilos.

30



HIPOTESIS Y

OBJETIVOS







Hipdtesis y Objetivos

2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Una de las funciones principales de C3G es la regulacion de la adhesién celular. Por otra
parte, su principal diana, Rapl, concretamente la isoforma Raplb, es una de las proteinas mas
relevantes en las rutas de sefializacion plaquetarias. Dado el importante papel de la adhesion
plagueta-plaqueta en la formacién del coagulo, nuestra hipétesis de trabajo es que C3G podria
estar implicado en las funciones de Rapl en plaquetas. Para responder a esta hipétesis nos

hemos propuesto los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar dos modelos transgénicos de ratdén con expresion exclusiva en plaguetas
y megacariocitos:

tgC3G, que expresan el gen humano completo.
tgC3GACat, que expresa un mutante deleccionado en el dominio catalitico.
Ambos transgénicos han sido previamente generados en el laboratorio.

2. Determinar si C3G tiene un papel en la funciébn hemostatica de las plaquetas,

utilizando los modelos transgénicos.

3. Estudiar la funcién de C3G como un GEF de Rapl en plaquetas alternativo a su GEF
principal, CalDAG-GEFI.

4. Analizar la contribuciébn de C3G en diferentes rutas de sefializacién plaquetaria

mediante el uso de agonistas e inhibidores especificos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MODELOS ANIMALES TRANSGENICOS UTILIZADOS

Para la realizacion de este estudio se han utilizado los siguientes modelos de ratones

transgénicos:

e Transgénico para C3G (tgC3G). Expresa el gen C3G humano completo.
e Transgénico para el mutante C3GACat ((gC3GACat) El gen C3G humano

presenta una deleccion en el dominio catalitico o dominio GEF).

Los ratones tgC3G y tgC3GACat fueron generados en colaboracion con la Empresa
GenOway (Lyon, Francia). Ambos transgenes se expresan bajo el control del promotor PF4,
especifico de plaquetas y megacariocitos (ver Figura A-1 en la Seccién de Antecedentes del
grupo en el tema de trabajo).

3.1.1 Genotipado de los ratones transgénicos por PCR

Para el genotipado de los ratones transgénicos, se homogeneizaron pequefios
fragmentos de la cola de ratones de 21 dias (al destete) en tampdn de lisis conteniendo: Tris
100 mM pH 8,0, EDTA 5 mM pH 8,0, NaCl 200 mM y SDS 0,2 mM (0,5 ml por cada fragmento
de 0,5 cm) con proteinasa K (Proteinase K, Recombinant PCR Grade, Roche) (100 pl/8ml de
tampon de lisis) durante toda la noche a 55°C. A partir del lisado obtenido se purificé el ADN por
precipitacion con NaCl 5M y etanol (protocolo basado en (Miller et al 1988)). La amplificacion de
ADN genomico fue llevada a cabo por la reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase

Chain Reaction, PCR) usando los siguientes oligonucleétidos:

Al: 5-ACCACATGGCAGTCAAACTCACAGC-3’
C1: 5-TCTTCTGCCTTTGAGACCTGGAAGC-3’

El oligonucledtido Al se alinea con el promotor PF4 mientras que el C1 se alinea con el
segundo exon del gen C3G, amplificAndose un fragmento de 847 pb (Figura A-2A, A-2B y A-4,
Seccion de Antecedentes del grupo en el tema de trabajo). Las condiciones de PCR fueron:
94°C, 45s, 57°C, 45s; 72°C, 80s; durante 40 ciclos.
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3.2 PURIFICACION DE PLAQUETAS

Para la obtencion y purificacién de plaquetas se han seguido diferentes protocolos en

funcién del estudio a realizar.

3.2.1 Purificacion y lisis de plaguetas para extraccion de
ARN

Se recogié sangre (0,5-1 ml) por sangrado retro-orbital de ratones anestesiados con
ketamina/valium/atropina (ketamina 156 mg/Kg, Valium 6 mg/kg y Atropina 150 pg/kg en NaCl
0,9%), en 200-400 pl de una solucién anticoagulante de ACD (Acid Citrate-Dextrose) (Tabla M-
1). A continuacién, se realizé una centrifugacion a 200 g, 20 min a temperatura ambiente para
obtener un plasma rico en plaquetas (PRP). El PRP se centrifugd una vez mas a 3.160 g
durante 10 minutos para obtener un sedimento de plaquetas. Se eliminaron los eritrocitos
contaminantes mediante un breve tratamiento con oxalato amoénico al 1%. Tras dos lavados
adicionales con PBS, el sedimento de plaquetas fue resuspendido en tampén de lisis RLT de
Rneasy kit (QIAGEN), y se sigui6 el procedimiento especificado por el comerciante para la
extraccion de ARN total.

Tabla M-1: Anticoagulantes utilizados para la obtencion y manipulacién de plaquetas de
raton. Se indica en qué ensayo se utilizaron, la composicion y concentracion inicial y el proveedor.

Anticoagulante Uso Composicion/Concentracion Proveedor
o _ Citrato trisédico 80 mM
Acido C|tera(t:clJ3—Dextrosa Andlisis de ARN Acido citrico 52 mM Elaboracién en laboratorio
( ) Glucosa 180 mM
; Andlisis de la expresién de C3G Sarstedt
Heparina
P en plaquetas 35UV ml sangre 41.1393.005
Evaluacion de células
p Sarstedt
EDTA sanguineas 1,6 mg / ml sangre
" 41.1395.005
Tromboembolismos
) Ensayo de Rap Sarstedt
Citrato [
Western Blot 0,106 mol/it (3,2 %) 41.1350.005

3.2.2 Purificacion y lisis de plaquetas para extraccion de

proteinas

Se extrajo sangre (1 ml por ratén) por puncion cardiaca del ventriculo izquierdo de
ratones previamente anestesiados con Isoflurano al 2% (Vetflurane®, Virbac), utilizando
jeringuillas con agujas 21G. La sangre se recolectd en tubos de citrato (Tabla M-1) y se
centrifugé a 100 g, 4 minutos. El sobrenadante se volvio a centrifugar a 100 g, 5 minutos,
obteniendo asi el PRP. Se trasvasé el PRP a un nuevo tubo y se centrifugd una vez mas a
1.300 gdurante 5 minutos obteniendo el sedimento de plaquetas, el cual se resuspendioé en un
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determinado volumen de tampo6n Tyrode-Hepes sin BSA (NaCl 134 mM, Na;HPO4 0,34 mM,
KCI 2,9 mM, NaHCOs12 mM, Hepes [N-2-hidroxietilpiperazina-N"-2-acido etanosulfénico], 20
mM pH 7,0, glucosa 5 mM). Para obtener los extractos proteicos las plaguetas se lisaron con el
mismo volumen de tampén de lisis 2XRIPA modificado (Tris-HCI 100 mM, pH 7,5, NaCl400 mM,
NP-402%, MgCl,5 mM, glicerol2%, NaszVO4s2 mM, NaF50 mM, PMSF2mM, aprotinina2 pM,
leupeptina2 uM) en hielodurante 10 minutos y posterior centrifugacion a 15.000 ga 4°C para
eliminar membranas.

3.2.3 Purificacion de plaguetas para
inmunofluorescencia y analisis de la produccion de

Tromboxano A,

Se extrajo sangre (1 ml por ratén) por puncion cardiaca del ventriculo izquierdo de
ratones (un ratén por cada condicidn) previamente anestesiados con Isoflurano al 2%
(Vetflurane®, Virbac), utilizando jeringuillas con agujas 21G. La sangre se recolect6 en tubos de
citrato (Tabla M-1) y se centrifugdé a 100 g, 4 minutos. El sobrenadante se volvié a centrifugar a
100 g, 5 minutos, obteniendo asi el PRP. Se trasvas6 el PRP a un nuevo tubo y se centrifugo
una vez mas a 1.300 gdurante 5 minutos obteniendo el sedimento de plaquetas, el cual se
resuspendié en un determinado volumen de tampdn Tyrode-Hepes sin BSA para proceder a

continuacion con el ensayo de inmunofluorescencia (ver 3.14).

3.3 OBTENCION DE MEGACARIOCITOS A PARTIR DE
MEDULA OSEA PARA EL ANALISIS DE ARN Y PROTEINAS.

3.3.1 Extraccion de médula 6sea

Para el andlisis de la expresion de C3G en megacariocitos se extrajo médula ésea, en
condiciones de esterilidad, a partir de los fémures y tibias de ratones de 6-8 semanas de edad,
previamente anestesiados con ketamina/valium/atropina, mediante perfusién de los huesos con
PBS 1X.

3.3.2 Diferenciacion de megacariocitos

Para la diferenciaciéon de los megacariocitos la médula ésea extraida se cultivé en medio

RPMI suplementado con suero de caballo al 20% y en condiciones de 5% CO;, y 33°C. Los
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megacariocitos se diferenciaron por adicion al medio de cultivo de 50 ng/ml de trombopoyetina
(TPO, CellGenix), un estimulo de megacariopoiesis. El cultivo se mantuvo durante 7 dias y
transcurrido este tiempo se recogieron las células en suspension para extraer tanto proteina
como ARN siguiendo los mismos protocolos descritos para las plaquetas (apartados 3.2.1 y
3.2.2).

3.4 RT-PCR SEMICUANTITATIVA

Se sintetiz6 ADNc de plaguetas de ratones transgénicos y controles a partir de ARN total
usando SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen). Para determinar la expresion de
C3G, el ADNc se amplificd por PCR, utilizando los oligonucleétidos especificos de distintos

exones del gen C3G humano que se indican en la Tabla M-2.

Tabla M-2. Tabla de oligonucleétidos. Se indica la secuencia de los oligonucleétidos utilizados
para la amplificacion de los diferentes exones de C3G, asi como del gen control CD41, mediante PCR.

Exones Oligonucleotido Directo Oligonucleotido Reverso
Exones 3-4 C3G 5’-GCAACAGACAGATTTCTACCAG-3 5 -CTGTGCTGAATTCGAGGATC-3’
Exones 3-5 C3G 5’-GCAACAGACAGATTTCTACCAG-3 5-CTTCACTCCATCCAGCACA-3’
Exones 7-9 C3G 5-AGCAGAGCTCCCCCTGA-3 5 -CTAGTGTTTCACAGCTTGTGTT-3
Exones 8-9 C3G 5-CCTCCACCAGCATTGACAC-3 5 -CTAGTGTTTCACAGCTTGTGTT-3

Exones 10-12 C3G 5’-ACCACTATGATCCCGACTATG-3 5-TCACTGCCGTCTCTGCTG-3

Exones 15-17 C3G 5 -GATTTGGTGTTGTACTGCGAG-3’ 5’-CCTGGCTGCTACCCCC-3

Exones 22-24 C3G 5"-GGCCTGGCCGAGTACT-3’ 5-TGCTGGAAGCAGCGCATG-3’
mCD41 5-ATGCGGGCTCTCAGCAACATTG-3' 5"-TTGCCACAGGCAACATCACGAC-3’

Como control interno de normalizacion se amplific6 el gen murino especifico de
plaguetas, CD41, (ITGA2B, codifica para la subunidad allb de la integrina plaquetaria),
mediante los oligonucledtidos indicados en la Tabla M-2.

Las condiciones para las PCR fueron: 94°C, 45s, 55°C, 45s; y 72°C, 80s durante 35

ciclos.

3.5 TIEMPO DE SANGRADO EN CORTES DE COLA

El estudio se realiz6 cortando un fragmento de cola de 5 mm a los animales previamente
anestesiados con Isoflurano al 2%. Las colas fueron sumergidas en PBS a 37°C y se monitoriz
el tiempo hasta el cese del sangrado asi como la masa de sangre obtenida. Las medidas fueron
tomadas en ratones de 3 semanas, al tiempo del destete, y previamente a su genotipado. Las

medidas se repitieron en los mismos animales a los 6 meses de edad.
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3.6 RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS

La sangre utilizada se obtuvo a partir de ratones previamente anestesiados con
Isoflurano mediante puncién en el seno venoso submandibular. Para el andlisis se utilizaron 30
pl de sangre de cada muestra recogida en tubos con el anticoagulante EDTA (Tabla M-1). El
estudio se realiz6 usando un hemocitémetro Hemavet Counter HV950FS, que realiza el
recuento en base a un sistema denominado Focused Flow Technology, patentado por la casa
Drew Scientific. El sistema hace pasar las células sanguineas en un flujo laminar por un

detector, de manera similar a un citdmetro de flujo.

3.7 ANALISIS DE LA EXPRESION DE C3G EN PLAQUETAS
POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para analizar la expresion de C3G en plaquetas mediante citometria de flujo obtuvimos
50 ul de sangre del plexo retro-orbital de ratones anestesiados utilizando capilares de cristal
heparinizados (Hirschmann® Laborgerate). La sangre se depositd en tubos de heparina (Tabla
M-1) en TBS (Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7,3) quedando la heparina a una
concentracion final de ~20 U/ml. La sangre heparinizada fue diluida en tampén Tyrode-Hepes
con glucosa 5 mM, albamina sérica bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) 0,35%, y CaCl, 1 mM.
La sangre diluida se lavo por centrifugacion durante 5 min a 1.300 g y se resuspendié en 1 ml
del mismo tampén. 200 pl del preparado anterior se incubaron con anticuerpo anti-CD41
marcado con FITC (Tabla M-3) en niveles de saturacién (2 pl) durante 20 minutos en oscuridad.
Después de dos lavados en PBS/1% BSA/0,1% azida sdédica, la sangre se fij6 con 200 pl de
LeucopermTM Reagent A (Abd Serotec), durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se realizd otro lavado con PBS/1% BSA y se permeabilizd la sangre con
LeucopermTM Reagent B (Abd Serotec) al tiempo que se incubaba con antisuero de conejo
anti-C3G #1008 (Guerrero et al 1998; Guerrero et al 2004) durante 30 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Tras dos lavados con PBS/1% BSA, las plaguetasse incubaron con
anticuerpo secundario anti-conejo marcado con Cy5 en niveles de saturacion (Tabla M-3),
durante 20 min en oscuridad y se realizaron dos lavados mas. Finalmente, se resuspendieron

las plaguetas en 400 ul de PBS antes de su andlisis por citometria de flujo (FACS).
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Tabla M-3: Anticuerpos utilizados para ensayos de citometria de flujo. Se indicael tipo de
ensayo, asi como el isotipo, la diana, el proveedor, la dilucién a la que se han usado y si estan o no
conjugados con fluorocromos.

Anticuerpos no marcados con fluorocromos

Anticuerpo Isotipo Diana Ensayo Proveedor Dilucién
. . Dominio SH3b-RemCat de Deteccion de la C. Guerrero et X
Anti-C3G #1008 Conejo C3G humano expresion de C3G al, 1998 1:20
Anticuerpos marcados con fluorocromos
Anticuerpo Fluorocromo Isotipo Diana Ensayo Proveedor Dilucién
) . . Deteccion de la BD Pharmigen .
Anti-CD41 FITC Rata Integrina allb de raton expresion de C3G (553848) 1:100
- Deteccion de la Jackson
Cy5| A(;fl(r;i)ll_ljure Cy5 Cabra Conejo expresion de C3G  Immunoresearch 1:125
9 (secundario) (111-175-144)
Anti-raton ) . Activacion BD Pharmigen .
CD62P FITC Rata P-selectina de raton plaquetaria (553744) 1:20
Integrina allbB3 de Activacion Emfret Analytics .
JON/A PE Rata raton activada plaquetaria (M023-2) 1:20
I . Integrina allbB3 de Activacion Molecular Probes .
Fibrin6geno Alexa Flaor 488 Humano activada plaguetaria (F13191) 1:30
Anti-CD41 APC Rata Integrina allb de ratén Activacién eBbiosciences 1:30
9 plaquetaria (17-0411) ’
. Proteina tetraspanina Agregacion BioLegend .
Anti-CD9 PE Rata plaquetaria plaguetaria (T22.124805) 1100
. Proteina tetraspanina Agregacion BioLegend .
Anti-CD9 FITc Rata plaguetaria plaquetaria (T22.124807) 1:100

3.8 DETERMINACION DE LA ACTIVACION DE PLAQUETAS
POR CITOMETRIA DE FLUJO

Esta técnica se basa en la deteccion de la expresién de P-selectina en la superficie
plaquetaria utilizando como marcador el anticuerpo Rat anti-mouse CD62P marcado con FITC
(Tabla M-3). La P-selectina es una proteina transmembrana de los granulosa plaquetarios.
Cuando la plaqueta se activa y libera el contenido de sus granulos, la P-selectina queda
expuesta en la superficie celular, siendo, por tanto, un marcador tanto de activacion como de
desgranulacion plaquetaria. Simultaneamente, se midié la activacion de la integrina plaquetaria
allbp3 usando como marcador el anticuerpo Rat anti-mouse allbp3 marcado con PE (clon
JON/A), (Tabla M-3) (Bergmeier et al 2002), que reconoce especificamente la forma activada de
esta integrina.Alternativamente se utilizéfibrindgeno marcado con Alexa Flior® 488 (Tabla M-3)
que se une de forma selectiva y con gran afinidad a la conformacion activa de la integrina
allbp3. Como marcador plaquetario se utilizd la subunidad allb de la integrina plaquetaria, la
cual se detect6 con el anticuerpomonoclonal de ratén anti-CD41-APC (Tabla M-3). Para la
determinacion de la activacion de las plaquetas se utilizaron 30 pl de sangre lavada en tampén

Tyrode-Hepes (ver apartado anterior), obtenida en tubos heparinizados (Tabla M-1), la cual se

42



Materiales y Métodos

incubd, con los correspondientes anticuerpos monoclonales marcados (Tabla M-3), durante 15

min a temperatura ambiente, en presencia de distintos agonistas e inhibidores. A continuacion

se realiz6 el analisis mediante FACSCalibur o BD AccuriTM C6 Cytometer (Becton Dickinson).

Los agonistas utilizados para la activacion de las plaquetas se detallan en la Tabla M-4. Los

inhibidores utilizados se detallan en la Tabla M-5.

Tabla M-4. Agonistas plaquetarios utilizados. Se indica el nombre de los agonistas, los
receptores de plaquetas que activan, el tiempo de accién, la concentracion a la que se han utilizado y el

proveedor.
Agonista Diana Ensayo Tlempg de Concentracién Proveedor
accion
Citometria (Activacion) 15 min 0,2y 1 U/ml
Citometria (Agregacion) 5y 10 min 1U/ml
) Western Blot 1 min 1 U/ml
T b R tor PAR 4 i
rombina eceptor Produccién TXA, 3,5 min 1 U/ml Sigma
Inmunofluorescencia 1 min 0,5 U/ml
Ensayo de Rap 1 min 0,2y 1U/ml
Péptido Receptor PAR 4 Agregometria 6 min 0,66 mM Roche
GYPGKF P greg '
Citometrfa (Activacion) 15 min 10 uM Sigma
ADP R tor P2Y12 -
eceptor Agregometria 6 min 6,6 uM Roche
Citometria (Activacion) 15 min 2 uM
Western Blot 1 min 2 uM
PMA PKC Inmunofluorescencia 1 min 2uM Sigma
Ensayo de Rap 5 min 0,2 uM
Agregometria 6 min 10 uM
Colageno GPVI, GPaB; Agregometria 5 min 5 pg/ml Chrono-Log
. GPVI
| ! A ) )
C°.agef‘°’ GPa,B,/Receptor Trombosis 2 min 0,12 mg/ml /2,75 Sigma
Epinefrina a2A mg/ml
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Tabla M-5. Inhibidores de diferentes rutas de sefializacién plaquetaria utilizados. Se indica el nombre
del inhibidor, su diana, el tiempo de accién, la concentracion a la que se han utilizado y el proveedor.

Tiempo de

Inhibidor Diana Ensayo - Concentracion Proveedor
accion
Citometria (Activacion)
Clopidogrel Receptor de ADP Citometria (Agregacion) 100 pM Sigma
(P2Y12)
Western Blot
Citometria (Activacion) 20 uM
Citometria (Agregacion) 100 pM )
SB203580 P38a Calbiochem
Western Blot 200 pM
Inmunofluorescencia 20 uM
Citometria (Activacion)
Citometria (Agregacion)
u0126 MEK1 20 uM Selleckchem
Western Blot
Inmunofluorescencia
Citometria (Activacion) 20 mg/ml
Aspirina Ciclooxigenasa Citometria (Agregacion) 2 mg/ml Sigma
Inmunofluorescencia 5 min 2 mg/ml
Receptor de ADP Western Blot/Ensayo de Santa Cruz
2MeSAMP (P2Y12) Rap 50 uM Biotechnology
Western Blot 20 uM
MRS2179 Rece?éc;rYdS ADP Citometria (Activacion) 100 pM Sigma
Citometria (Agregacion) 100 puM
Citometria (Activacion)
Blsm'do'lll- PKC Western Blot/Ensayo de 5uM Calbiochem
maleimida Rap
Inmunofluorescencia
Wortmanina PI3K Western BF'{";:)E”SE‘VO de 100 nM Calbiochem
PP2 Src Inmunofluorescencia 10 uM Selleckchem
Inmunofluorescencia Cayman
SHP099 Shp2 Western Blot/Ensayo de 20 uM Chemical
Rap Company

3.9 ENSAYO DE AGREGACION PLAQUETARIA

Las medidas de agregacion plaquetaria se obtuvieron a partir de dos metodologias

diferentes:

3.9.1 Agregacion plaquetaria mediante agregémetro.

Los ensayos de agregacion plaquetaria en agregometro han sido realizados en el
Departamento de Medicina Celular y Molecular, Centro de Investigaciones Biologicas (CSIC),
Madrid en colaboracion con la Dra. Consuelo Gonzalez Manchén y en el Departamento de
Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca, IBSAL, en colaboracion con el Dr. José

R. Gonzélez Porras.
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Para la realizacion de los ensayos de agregacion en agregébmetro, partimos de sangre
obtenida mediante puncién cardiaca a partir de ratones previamente anestesiados con

ketamina/valium/atropina. La sangre obtenida se recogié en ACD (Tabla M-1).

La medida de la agregacioén plaquetaria inducida por colageno se realizé en un volumen
final de 800 pl de sangre diluida 1:2 con tampén HEPES (Hepes 5 mM, MgCl, 2 mM, NaH>PO,
0,3 mM, KCI 3 mM, NaCl 134 mM, NaHCOz; 12 mM, Glucosa 0,1%, Albumina Sérica Bovina
0,1%, pH 7,4) usando un agregdémetro Chrono-Log (Haverton, USA). Las muestras fueron
incubadas a 37°C en condiciones de agitacion constante y transcurridos 5 minutos se afiadio
colageno a 5 pg/ml (Tabla M-4). El grado de agregacion plaquetaria se definio arbitrariamente
como el porcentaje del incremento de resistencia eléctrica entre los dos cables sumergidos de la
sonda de electrodos.

Para llevar a cabo la agregacion plaquetaria inducida por los agonistas ADP, GYPGKF y
PMA (Tabla M-4), usamos un Agregometro Multiplate (Verum Diagnostica GmbH). Se
recogieron 175 pl de sangre en tubos de ACD (Tabla M-1), que se diluy6 1:2 en solucién salina
al 0,9%, conteniendo CaCl, 62,5 mM, y se incub6é a 37° C bajo condiciones de agitacion
constante. Pasados 3 minutos se afiadié ADP a 6,6 pM, PMA a 10 uM o GYPGKF a 0,66 mM y
se monitorizdé la agregacion plaquetaria durante 6 minutos. El aparato mide el grado de
agregacion plaquetaria como el incremento de impedancia generado por la unién de las
plaquetas a los sensores de las cubetas Multiplate y esta medida se transformé en unidades
arbitrarias de agregacion.

3.9.2 Agregacion plaquetaria por citometria de flujo.

Los estudios de agregacion en presencia de inhibidores se realizaron mediante una

novedosa técnica basada en citometria de flujo, segun la publicacion de (De Cuyper et al 2013).

Esta técnica consiste en dividir la sangre obtenida de cada ratén en dos poblaciones y
marcar las plaquetas de cada poblacion con anticuerpos anti CD9 conjugados con fluorocromos
diferentes, ya que el marcador plaquetario CD9 no interviene en el proceso de agregacion
plaquetaria (Figura M-1A).

En este caso hemos utilizado anti-CD9 de raton marcado con PE y anti-CD9 de raton
marcado con FITC (Tabla M-3). Una vez marcadas las poblaciones por separado, se juntan y se
activan en condiciones de agregacion, de forma que en el citbmetro veremos tres poblaciones:
una poblacién marcada con PE, otra con FITC y una tercera poblacion con doble marcaje
(Figura M-1B). El tamafio de las tres poblaciones dependera del grado de agregacion que

presenten las plaquetas.
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Para este analisis se utilizaron 50 pl de sangre, obtenida a partir del plexo retro-orbital de
ratones anestesiados con ketamina/valium/atropina, que se deposité en tubos de heparina
(Tabla M-1) diluida en 200 pl de TBS. La sangre heparinizada se diluyé en tampoén Tyrode-
Hepes conteniendo glucosa 5 mM, BSAO, 35% y CaCl, 1 mM. La sangre diluida se lavé por
centrifugacion durante 5 min a 1.300 g y se resuspendi6 en el mismo tampén.

A continuacion, se separé la sangre lavada en dos poblaciones y cada una se incub6 con
su correspondiente anticuerpo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras una
centrifugacion de 5 min a 2.500 g para eliminar el exceso de anticuerpo, la sangre se
resuspendidé en tampon Tyrode-Hepes y se mezclaron ambas poblaciones. La mezcla se incub6
2 min a temperatura ambiente en presencia de inhibidores (ver Tabla M-5) y posteriormente se
afadi6 CaCl, 6,6 mM y trombina 1 U/ml, manteniendo la reaccion en agitacion a 37°C. La
reaccion de agregacion se paré a diferentes tiempos por adicion de 250 pl de formaldehido al
0,5% en PBS 1X.
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Figura M-1. Ensayo de agregacion por citometria de flujo. (A) Representacion esquematica
del marcaje de las dos poblaciones por separado con anti-CD9 marcado con PE y anti-CD9 marcado con
FITC previo a su mezcla y estimulacion para la formacién de agregados. (B) Paneles representativos de
citometria que muestran agregados de plaquetas (poblacién en rosa), con doble marcaje para los
anticuerpos utilizados, antes de la estimulacién (panel derecho) o tras estimulacion con 1 U/ml de
trombina durante 1 min (panel izquierdo).
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3.10 INDUCCION DE TROMBOSIS IN VIVO

Para la induccién de la trombosis in vivo se utilizaron ratones previamente anestesiados
via intraperitoneal con 13 pl/g de una mezcla de suero salino con ketamina (10 mg/ml) y xilacina
(12 mg/ml). La trombosis se indujo por inyeccion de una mezcla de coladgeno y epinefrina en la
vena yugular izquierda. Durante el proceso de induccion de trombosis se mantuvo a los
animales sobre una placa termorregulada a 37°C para evitar que entraran en hipotermia. Se
extrajeron muestras de sangre a dos tiempos, una previa a la inoculacion de los agonistas y otra
posterior a la induccion de la agregacion, a fin de determinar la disminucion en el nimero de

plaquetas, como medida indirecta de agregacion.

3.10.1 Desarrollo de la operacion

Se practicd una incisiobn horizontal en la garganta de los ratones anestesiados,
previamente lavada con etanol, dejando a la vista los vasos sanguineos. A continuacion se
practic6 una puncion sobre la vena yugular izquierda con una aguja de 26G a través del
musculo pectoral para impedir asi una posible hemorragia que iniciase el proceso de
coagulacion de forma descontrolada. Se extrajeron entre 100 y 150 pl de sangre que se
depositaron en tubos con anticoagulante EDTA (Tabla M-1). Inmediatamente después se repitié
la puncion inyectando directamente en la vena yugular una cantidad equivalente a 5 pl por
gramo de peso de la mezcla de agonistas, consistente en suero salino con colageno 0,12 mg/mli
y epinefrina 2,75 pg/ml (Tabla M-4). Transcurridos 2 minutos de la inoculacién se recogio la
segunda muestra de sangre.

Tras el sacrificio del animal, se recogieron los pulmones en formaldehido al 10%, con el

fin de verificar la presencia de tromboembolismos pulmonares.

3.10.2 Procesamiento histolégico

El procesamiento histolégico de los pulmones extraidos (fijacion, inclusiéon en parafina,
tallado, seccionamiento y tincion con hematoxilina-eosina) fue realizado por el Servicio de
Histopatologia Molecular del IBMCC. Los cortes obtenidos fueron analizados visualmente en el
microscopio 6ptico, cuantificando los trombos totales presentes en cada preparacion de tejido

como una medida semicuantitativa secundaria de la agregacion.
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3.10.3 Evaluacion del grado de trombosis

Para evaluar el grado de trombosis se cuantifico el nimero de plaquetas en las
muestras, antes y después de la inyeccion de la mezcla de colageno-epinefrina.Se trata de una
medida indirecta, basada en que cuanto mayor sea la formaciéon de trombos, menor sera el
ndamero de plaquetas en sangre circulante. La cuantificacion se realiz6 por contaje directo de
plaguetas mediante Camara de Neubauer. Los datos se presentaron como porcentaje de
agregacion, calculado como el porcentaje de disminucién de plaquetas respecto a la situacion

inicial.

3.11 WESTERN BLOT

3.11.1 Obtencidén de extractos proteicos

Para el analisis de la expresion proteica mediante Western Blot, se purificaron y lisaron
las plaguetas o megacariocitos como se explica en el apartado 3.2.2. Previamente al lisado de
plaquetas, éstas se estimularon a temperatura ambiente con 0,2-1 U/ml de trombina durante 1
minuto. En los casos donde se indique, las plaquetas fueron pretratadas con diferentes
inhibidores (Tabla M-5) durante 5 minutos antes estimular con el agonista.

Otro método utilizado para lisar las plaquetas fue la obtencién directa de los extractos
proteicos afadiendo al PRP tampdn Laemmli 2X (Tris HCI 100 mM, pH 6,8, glicerol 20%, SDS
2%, B-mercaptoetanol 2%, azul de bromofenol 0,02%, en agua Mili-Q) y posterior
desnaturalizacién a 100°C durante 5 minutos. En este caso no se realiza cuantificacion de

proteina.

3.11.2 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteina se realizé siguiendo el método de Bradford (Bradford 1976).
Para cada determinacion se hizo previamente una recta patrén con concentraciones conocidas
de BSA.

3.11.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida en

presencia de SDS

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es una técnica analitica que

permite la separacion de proteinas en funcién de su peso molecular a través del entramado
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formado por la acrilamida. Las proteinas se desnaturalizan en presencia de SDS (dodecil sulfato
sédico), un detergente anfipatico que ademas confiere una densidad de carga global negativa,
de forma que cuando el gel es sometido a un campo eléctrico las proteinas van a quedar
separadas en funcion de su peso molecular.

Las proteinas obtenidas de las plaquetas lisadas se desnaturalizaron a 100°C durante 5
minutos en tampon de carga Laemmli 2X o 4X (Tris HCI 200 mM, pH 6,8, glicerol 40%, SDS
4%, 3-mercaptoetanol 4%; azul de bromofenol 0,04%, en agua Mili-Q). Una vez cargadas en los
pocillos del gel, la electroforesis se llevd a cabo en tampoén de electroforesis SDS-PAGE 1X
(Tris HCI 25 mM, pH 8,3, glicina 0,2%, SDS 0,1%) a un voltaje constante de 100 V y a
temperatura ambiente.

3.11.4 Transferencia de las proteinas a membrana PVDF

Las proteinas se transfirieron del gel de poliacrilamida a una membrana PVDF
(Immobilon®-P Transfer Membrane, Millipore) activada previamente con metanol. Para ello se
empleo un sistema de transferencia himeda utilizando como tampén amortiguador (Tris HCI 66
mM pH 8,3, glicina 386 mM, SDS 0,1%, metanol 20%) a un amperaje constante de 300 mA
durante 2h a 4°C.

3.11.5 Inmunodeteccion de las proteinas

Una vez realizada la transferencia se incubaron las membranas en leche desnatada al
5% en tampon Tween Tris Salino (TTBS) (Tris 0,5 M, NaCl 1 M, KCI 0,05 M, Tween 20 1%; pH
8,0) (0 en BSA al 2% en TTBS en el caso de deteccién de proteinas fosforiladas) durante 1 h a
temperatura ambiente y en agitacion. Después se incubaron las membranas con los anticuerpos
primarios, diluidos 1:1.000 en TTBS con BSA al 2%, durante 1 h en agitacién constante y a
temperatura ambiente (0 a 4°C durante toda la noche en funcién del anticuerpo). Los
anticuerpos primarios utilizados se detallan en la Tabla M-6. Una vez realizadas las
incubaciones, las membranas se lavaron en TTBS tres veces durante 5 minutos cada vez y en
agitaciéon constante y a continuacion se incubaron con el anticuerpo secundario a una dilucién
1:5.000 en el caso de los anticuerpos monoclonales o 1:10.000 en el caso de los anticuerpos
policlonales. Los dos tipos de anticuerpos secundarios se prepararon en una solucion de leche
desnatada al 5% en TTBS. Para eliminar el exceso de anticuerpos se volvieron a lavar las

membranas otras tres veces en TTBS.
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Tabla M-6: Anticuerpos utilizados para la inmunodeteccién de proteinas. Se indica el isotipo,
proveedor, referencia, dilucién de trabajo y en qué ensayo se han utilizado, inmunofluorescencia (IF) o

Western Blot (WB).

Anticuerpos primarios

Anticuerpo Isotipo Proveedor Referencia Dilucién
Anti-B-actina Ratén Sigma A5451 1:1.000 (WB)
Anti-fosfo-p38 MAPK r180/Tyr182) Conejo Cell Signaling 9211 1:1.000 (WB)
Anti-p38a (C20) Conejo Santa Cruz Biotechnology Sc-535 1:1.000 (WB)
Anti-fosfo-Erk (E-4) Ratén Santa Cruz Biotechnology Sc-7383 1:1.000 (WB)
Anti-Erk 1 (K-23) Conejo Santa Cruz Biotechnology Sc-94 1:1.000 (WB)
Anti-Rap1l mAb Ratén Becton Dickinson 610196 1:1.000 (WB)
Anti-C3G (H-300) Conejo Santa Cruz Biotechnology Sc-5359 1:1.000 (WB)
Anti-fosfo-C3G (Tyr504) Conejo Santa Cruz Biotechnology Sc-12926 1:25 (IF)
Anti-Integrina allb (B10) Humano Santa Cruz Biotechnology Sc-6599 1:1.000 (WB)
Anti-SH-PTP2 (B1) Ratén Santa Cruz Biotechnology Sc-7384 1:40 (IF)
Oregon Green® 514 Faloidina - Thermo Scientific 07465 1:150 (IF)
I o T
Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Isotipo Proveedor Referencia Dilucion
Anti-raton IgG HRP Oveja GEHealthcare NXA931 1:5.000 (WB)
Anti-conejo IgG HRP Cabra Santa Cruz Biotechnology Sc-2004 1:(1\/%"2)00
Anti-raton IgG Dylight 680 nm Cabra Thermo Fisher 35518 1:5.000 (WB)
Anti-raton IgG Dylight 800 nm Cabra Thermo Fisher 35521 1:5.000 (WB)
Anti-conejo IgG Dylight 680 nm Cabra Thermo Fisher 35568 11(1\/(\’/-%)0
Anti-conejo C{ﬁ;ﬁf)finityPure I9G Cabra Jackson Immunoresearch (111-175-144) 1:50 (IF)
Anti-raton Cy(?[;f[f)inityPure lgG Cabra Jackson Immunoresearch (115-175-146) 1:50 (IF)
Anti-cabra Cy(?[;—)/r-\l—f;inityPure I9G Burro Jackson Immunoresearch (705-165-147) 1:50 (IF)

Para la deteccién de las proteinas por quimioluminiscencia se utilizaron anticuerpos

secundarios conjugados con HRP (Horse Radish Peroxidase) indicados en la Tabla M-5. En

este caso el revelado se realizé con el kit comercial Clarity™ Western ECL Blotting Substrates

(Bio-Rad). Para la deteccion por inmunofluorescencia, mediante el sistema Odissey Infrared

Imaging (LI-COR), se utilizaron los anticuerpos secundarios fluorescentes indicados en la Tabla

M-6.
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3.11.6 Cuantificacion

La estimacion de los niveles proteicos se determind por densitometria con el programa
ImageJ 1.48v (National Institutes of Heatlth, USA).

3.12 ENSAYO DE ACTIVACION DE RAP1

Cuando una célula es estimulada se produce un reclutamiento de GEF a la membrana
gue facilitan la liberacién del GDP de Rapl, de forma que el GTP libre en el citosol reemplaza al
GDP haciendo que Rapl adopte una conformacion activa. Cuando Rapl estd en su
conformacién activa es capaz de unirse a efectores como la GTPasa RalGDS. El dominio RBD
(Ras Binding Domain) de RalGDS, que comprende la regién de union a Rapl activado, puede
ser usado como ligando de afinidad para la precipitaciéon de Rap1-GTP.

3.12.1 Purificacién de la proteina de fusion GST-RalGDS-
RBD

Para este ensayo se purificd la proteina de fusion GST-RalGDS-RBD que es capaz de
unirse de forma especifica y selectiva a la forma de RaplB unida a GTP. Para ello, se
inocularon 25 ml de un cultivo saturado de la cepa E. coli BL21 transfectada con el plasmido
pPpGEX RalGDS-RBD (donacion del Dr. P. Crespo, IBBTEC), que expresa la proteina de fusion
GST-RalGDS-RBD, en 1 litro de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina y se incubd a 37°C
hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm entre 0,5 y 0,7. Para iniciar la expresion de la
proteina de fusién o del pldsmido vacio, se afiadié al cultivo 0,5 mM de IPTG (isopropil-B-D-1
tiogalactopiranésido) y se incub6 durante 4 horas a 37°C. El sedimento de células se recogio
por centrifugacion a 6.000 g durante 20 minutos (Avanti TM J-25 Centrifuge, Beckman) y se
resuspendioé en 10 ml de tampdn de lisis PBST (EDTA 2 mM, B-Mercaptoetanol 0,1%, PMSF 0,2
mM en PBS). Las células se lisaron por sonicacion en hielo (5 minutos con pulsos de 20
segundos y 30% de amplitud en un sonicador SONICS, VibracellTM). El lisado se centrifugd a
20.000 g durante 30 minutos a 4°C para eliminar restos celulares y el sobrenadante se conservo
a -80°C. La proteina de fusién se purific6 mediante la adicidon a los sobrenandantes de resina de
glutation sefarosa (Glutation-Sepharose 4 fast Flow, Amersham Bioscience), previamente
lavada con PBS + PMSF (100 pl por 1 ml de sobrenadante). El glutation presente en la resina
se une especificamente a la proteina GST (glutatién-S-transferasa) de la molécula de fusion
separandola del resto del lisado proteico. Tras la incubacién a 4°C durante 2 horas en rotacion,
se lavo la resina 4 veces a 4°C con PBS frio conteniendo 1 mM de PMSF. La verificacion de la

expresion y purificacion se realiz6 mediante SDS-PAGE seguido de tinciébn con azul de

52



Materiales y Métodos

Coomassie. La cuantificacion de la proteina purificada se realiz6 por comparacién con distintas
cantidades de BSA (de 1 ug a 30 ug).

3.12.2 Ensayo de la actividad Rapl

El ensayo de actividad Rap1l se realiz6 utilizando volimenes de PRP, obtenidos como se
indica en el apartado 3.2.2. Estos volimenes de PRP se repartieron de forma que por cada
condicion hubiese aproximadamente 2 x 1O7plaquetas. Las plaguetas se estimularon a
temperatura ambiente con diferentes agonistas (Tabla M-4). En los casos donde se indica, las
plaquetas fueron pretratadas con inhibidores durante 5 minutos antes de la estimulacion con el
agonista correspondiente (Tabla M-5). Posteriormente las células se lisaron con el mismo
volumen de tampon de lisis 2XRIPA modificado, manteniendo la mezcla durante 10 minutos a
4°C. La proteina de fusibn GST-RalGDS RBD, purificada mediante su unién a la resina de
glutatién sefarosa (ver apartado anterior), se lavd en frio (4°C) con tampoén de lisis 1XRIPA
modificado y se afiadieron 10-20 ug de dicha proteina a cada lisado celular,incubandose la
mezcla a 4°C durante 45 minutos. Tras la incubacién se realizaron 3 lavados con tampon de
lisis 1XRIPA modificado y el precipitado, formado por los complejos resina-GST-RalGDS-RBD-
Rapl-GTP, se resuspendié en 25 pl de tampon de carga Laemmli 2X. Posteriormente se
desnaturalizé la proteina a 100°C durante 5 minutos. La proteina Rapl-GTP se separd por
SDS-PAGE y se detectd con anticuerpos monoclonales anti Rapl (ver Tabla M-6). La cantidad
de Rap total presente en el lisado de plaquetas se determind por Western Blot a partir de una
muestra de 20 pl de lisado, tomada previamente a la obtencion de los precipitados. La
estimacion de los niveles relativos de Rap1-GTP con respecto al Rapl total se determind por

densitometria con el programa ImageJ.

3.13 ANALISIS DEL CONTENIDO DE NEUTROFILOS POR
CITOMETRIA DE FLUJO

El porcentaje de neutréfilos en la muestra de sangre fue determinado por citometria de
flujo usando anticuerpos contra los marcadores especificos de granulocitos Ly-6G/6C (Grl) y
CD11b (Macl) (BD Pharmingen). La sangre extraida (100-150 pl) del plexo submaxilar de
ratones previamente anestesiados con Isoflurano, se recogié en tubos con anticoagulante EDTA
y a continuacion se incub6 durante 30 min en hielo con 12 ml de Tampodn de lisis de glébulos
rojos (NH4Cl 0,155 M, KHCO; 10 mM, EDTA 10 mM pH 7,4). Después de 10 min de
centrifugacion se realiz6 un lavado con PBS frio conteniendo 1% de suero fetal bovino (Fetal
Calf Serum, FCS). Las células se resuspendieron en 150-200 pl de PBS/1% FCS vy fueron
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incubadas con exceso de los anticuerpos marcados durante 20 min a 4°C en oscuridad antes

del andlisis citométrico.

3.14 ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE C3G Y CO-
LOCALIZACION POR INMUNOFLUORESCENCIA

Esta técnica se utiliz6 para la deteccion de C3G fosforilado en plaguetas, previo estimulo
con trombina o PMA y en presencia o no de inhibidores de diferentes rutas (Tablas M-4 y M-5).
Para ello se extrajo la sangre de 4 ratones de cada genotipo, previamente anestesiados, por
puncion cardiaca, tal y como se ha indicado en el apartado 3.2.3, y se deposité en tubos de
citrato (Tabla M-1). La sangre se procesd como se ha descrito en el apartado 3.2.3 hasta
obtener un sedimento de plaquetas que se resuspendié en tampdn Tyrode-Hepes, de tal forma
que quedase un volumen de 100 pl por cada condicidn (para cuatro o cinco condiciones). Tras
pretratamiento con los inhibidores, las plaguetas se estimularon con 0,5 U/ml de trombina o
PMA 2 uM durante 1 minuto a 37°Cya 900 rpm en un Thermomixer C (Eppendorf). Para detener
la reaccion y fijar las plaquetas se afiadieron 100 pl de paraformaldehido al 8% quedando a una
concentracion final de 4%. Transcurridos 15 minutos de fijacion, se pasaron 75 pl de plaquetas
ya fijadas a los cubres, previamente incubados durante toda la noche y a temperatura ambiente
con poly-L-lysina hidrobromide (Sigma). Tras 50 minutos de fijacion, las plaquetas se lavaron
dos veces con PBS. Tras el segundo lavado se permeabilizaron con 70 pl de Triton al 0,2%
durante 5 minutosy se volvio a lavar con PBS. A continuacion se dejaron las plaquetas durante
toda la noche a 4°C en una solucién de bloqueo (PBS con BSA al 1%). Al dia siguiente se retir6
la solucién de bloqueo y se incubd 2h con el anticuerpo primario anti p-C3G (Tyr504)-R de
conejo (ver Tabla M-6) a una concentracion 1:25 en BSA al 1% y a temperatura ambiente.
Seguidamente se lavaron los cubres con PBS y se realizé la incubacion con el anticuerpo
secundario anti-conejo-Cy5 a una concentracién 1:50 en BSA al 1% (Tabla M-6), durante 1 h a
temperatura ambiente en oscuridad. Después se volvieron a lavar los cubres con PBS y se
incubaron en oscuridad durante 20 minutos con Faloidina (Oregon Green® 514 phalloidin 300
U, Tabla M-6) a una concentracién de 1:150 en BSA al 1%. Finalmente se lavaron los cubres
con PBS y después con agua y se montaron sobre los portas con Mowiol 4-40 (Calbiochem).
Las imagenes de fluorescencia para el estudio de la fosforilacion de C3G fueron tomadas con el
microscopio confocal Zeiss LSM 515 utilizando el objetivo de inmersion 100X/1,4 Oil Plan-
Apochromat Ph1l y analizadas con el programa Zen 2.1. Para la cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia de las imagenes se utilizé el programa ImageJ 1.48v (National Institutes of
Heatlth, USA). Para el estudio de co-localizacion de C3G fosforilado con Shp2 se tomaron las
iméagenes con el microscopio Leica SP8 utilizando el objetivo de inmersién HCXPL APO CS2

100X/1,4 y se analizaron con el programa Zen 2.1. La determinacion del coeficiente de
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correlacion de Manders, para la cuantificacion de la co-localizacion de las sefales de
fluorescencia, se llevd acabo utilizando el programa FIJI (National Institutes of Health, USA)

mediante un plugin de co-localizacion.

3.15 ANALISIS DE PRODUCCION DE TROMBOXANO A,
MEDIANTE HPLC/ESPECTROMETRIA DE MASAS.

3.15.1 Obtencién de las muestras

Para la determinacion de la produccién de TXA; se obtuvo la sangre por puncion
cardiaca y se concentraron las plaquetas como ya se ha descrito anteriormente en el apartado
3.2.3. A continuacion, se estimularon las plaguetas con 1 U/ml de trombina durante 3,5 minutos
a 37°C en agitaciéon (900 rpm) en un Thermomixer C. Después se centrifugaron las muestras
durante 5 minutos a 200 g y a 4°C. El sobrenadante obtenido se mezcl6 con el mismo volumen

de metanol y se gasearon los tubos con nitrégeno previamente a su congelacion a -80°C.

El procesado y medida de las muestras se realiz6 en el Instituto de Biologia y Genética
molecular (IBGM), Universidad de Valladolid, en colaboracion con el grupo del Dr. Jesus
Balsinde.

3.15.2 Procesado de las muestras

Antes de realizar las medidas se afiadieron a las muestras 100 pmol de Prostaglandina
E2 (PGE2) y Leucotrieno B4 (LTB4) deuterados como estandares internos. Los metabolitos
lipidicos fueron extraidos usando Bond Elut Plexa en fase solida (Agilent) como se indica en el
manual del fabricante. Después de la extraccion se afiadié agua hasta reducir la concentracion
de metanol al 10% y los sobrenadantes fueron acidificados con acido acético glacial (0,5% del
volumen). Las columnas fueron homogeneizadas con 3 ml de metanol seguido de 3 ml de agua.
Las uniones de metabolitos no especificas fueron eliminadas con 3 ml de metanol al 10 % y los
eicosanoides fueron eluidos con 1 ml de metanol al 100%. Los metabolitos lipidicos fueron
concentrados en presencia de nitrogeno gaseoso y resuspendidos en 100 pl de solvente A para
su analisis por HPLC/MS/MS.
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3.15.3 Condiciones experimentales del andlisis por
HPLC/MS/IMS

Se inyectaron 80 pul del extracto de cada muestra en uncromatégrafo liquido de alta
resolucion (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) equipado con una bomba
cuaternaria Agilent G1311C y un autocargador Agilent G1329B. Se utiliz6 una columna Knauer
C-18 (250 x 2 mm, 5 um de tamafio de particula) protegida con una pre-columna C-18 (20 x 2,1
mm). El protocolo de la cromatografia fue adaptado de (Dumlao et al 2011). La fase mavil
consisti6 en un gradiente de solvente A (agua/acetonitrilo/acido acético, 70:30; 0,02 por
volumen) y un solvente B (acetonitrilo/isopropanol, 50:50 por volumen). El gradiente comenzé
con el solvente A al 100% y fue disminuyendo linealmente al 75% a los 3 minutos, 55% a los 11
minutos, al 40% a los 13 minutos, al 25% a los 18 minutos y al 10% a los 18,5 minutos. La
ultima mezcla de solvente fue retenida durante 1,5 minutos adicionales y finalmente la columna
fue reequilibrada con 100% de solvente A durante 9 minutos antes de inyectar la siguiente

muestra.

La cuantificacion se llevd a cabo por la integracion de los picos cromatogréficos,
comparando con una curva de calibracion externa hecha con los standards a través del software
Analyst 1.5.2 (Sciex).

3.15.4 Analisis de los resultados

Los resultados se representan como contenido total de tromboxano encontrado en los
sobrenadantes en relacion con el nimero de plaquetas. El TXA, fue detectado como su forma

estable tromboxano B,.

3.16 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se han representado como la media + SEM (error estandar de la media). Se
utilizé la prueba t de Student para datos desapareados, ya que las comparaciones se realizaron

entre dos grupos experimentales. Los resultados se consideraron significativos cuando p<0,05.

3.17 CONSIDERACIONES ETICAS.

Para la manipulacién de los animales transgénicos que se han utilizado en este trabajo
se han empleado los procedimientos normalizados (PNTs) aprobados por el Servicio de

Experimentacion animal de la Universidad de Salamanca (OMG). Estos son:

PNSEA#1: Extraccion de sangre
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PNSEA#2: Anestesia en roedores

PNSEA#4: Eutanasia en roedores

La manipulacion de los ratones se ha realizado en conformidad con las directrices de la
Union Europea para el cuidado y bienestar animal (Directiva Europea 2010/63/UE
adoptada por el Parlamento Europeo y el Consejo de la UE el 22 de Septiembre de 2010); y
las directrices espafiolas incluidas en la ley 32/2007 y RD 53/2013 sobre el cuidado,
experimentacion y sacrificio de los animales, y la ley 9/2003 sobre organismos modificados

genéticamente.

Instalaciones: Todas las lineas de ratdn descritas se encuentran alojadas en el Servicio
de Experimentacion animal (OMG) de la Universidad de Salamanca.

Autorizaciones: Los estudios descritos han sido aprobados por el Comité de Bioética de
la Universidad de Salamanca y por la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la Junta
de Castillay Ledn.
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4 ANTECEDENTES DEL GRUPO EN EL TEMA DE
TRABAJO.

Para la realizacién de este trabajo hemos partido de dos lineas de ratones transgénicos
para C3G y un mutante deleccionado en el dominio catalitico (C3GACat), desarrolladas y

caracterizadas previamente en nuestro laboratorio y que se describen a continuacion.

4.1 GENERACION DE DOS MODELOS TRANSGENICOS DE

RATON.

El gene humano C3G y el mutante C3GACat (que carece de los ultimos 439 pb,
afectando al dominio catalitico) (Guerrero et al 1998) fueron clonados bajo el control del
promotor del gen PF4 para dirigir su expresion especificamente a megacariocitos y plaquetas.
Para ello se utilizé el plasmido PF4-globina (Ravid et al 1991a; Ravid et al 1991b; Zhang et al
2004; Papadantonakis et al 2008), donde el fragmento que porta el gen de la R-globina fue
sustituido por el fragmento de C3G o el mutante C3GACat. En ambas construcciones también
se inserto el casete LoxP-PGK-Neo-LoxP para facilitar la seleccion de los clones. Los plasmidos
resultantes fueron denominados PF4-C3G-LN y PF4-C3GACat-LN, respectivamente (Figura A-

1), donde ambos transgenes se expresan de forma constitutiva (Figura A-2A y A-2B).

El plasmido construido también contiene secuencias consenso Kozak para asegurar una

correcta iniciacion de la traduccién (Figura A-2A)

Pwul

Figura  A-1. Representacion
esquematica de los plasmidos PF4-C3G-
Neol LN (9.8Kb) y PF4-C3GACat-LN (9.3Kb)
utilizados para generar los ratones
transgénicos C3G y C3GACat
respectivamente. Las flechas indican el
sentido de la transcripciéon. Se muestran las
enzimas de restriccion mas relevantes. Neo:
gen de resistencia a neomicina; Amp: Gen
de resistencia a ampicilina; PGK: promotor
Nhel (TAG) eucariota de la expresion del gen de
ol resistencia a neomicina en células

animales.
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A

CAGAAGCCATTGCCTAGCCATTCACTTCAATGTTTTAATGGCAGAARATAAATTTCCAG
A1
TCACGCATCTCTAACCACATGGCAGTCAAACTCACAGCAAATCAACAGGARAGCACGGC
AGGGTGTTTGGGGTCGGGCAACCGGAAGTCGGGAAGGCARCARATTGGTACTGAAGGTG
CATGTTCTGTAAACCGCATGGGGATAGCAGARRATTCTCTGCCACATACAGCATACCTT
CTGCGARARTTCCAACTGTTTCTACCTCTGTAGACTGTTCACATARAATTCACATTGGGG
BamHI
ACGTGGATCCTGCTGACAGCTGCTGACAGCTGGCCTCAGCTGCTTCTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTCCTGTTCTATGTTGCTTTAATCTTGGCTGGCCAGATCTCAAGTACT
GITTCCACAAGTGTCATTGCTTCTGTGGATCACTTCCTCATCCCCTATCCCGGGTTTCCG
Xbal
GACTGGGCTGGCAGTGAAGATAAARACGTGICTAGAAAGTCACAGGAGCCACTGTCTGGC
ACTTAGAGCCCCAGACCCCAGACCCCAGTTTCCCCGAGGTAGCCCTTGGATCTAGCAGC

Nhel Ncol
ACCCTCTTGACTGTCTGGCACTTAGAGCCAATTCGAGC TCGCTAGCCACCATGGCCGGC
Kozak

AAGATCGAGAAAGCAGACTCTCAGCGTTCTCATCTCTCTTCCTTCACCATGAAGCTGAT
GGACARATTCCACTCACCCAARATCAAGAGAACGCCATCARAGAAGGGARAACCAGCTG
AGGTGTCCGTARAGATTCCAGAGARGCCTGTGAACAAAGAGGCARCAGACAGATTTCTA
CCAGAGGGCTACCCTCTCCCCTTGGATCTGGAGCAGCAGGCAGTAGAATTTATGTCCAC
Cc1
CAGTGCTGTGGCTTCCAGGTCTCAAAGGCAGAAGAACCTGAGCTGGCTGGAGGAGAAAG
AGAAGGAAGTTGTCAGTGCCCTGCGCTACTTTAAGACCATTGTGGACAARATGGCAATT

PF4-C3G-LN

~3600 pb

BamHI BamHI Xhol BamHI
Pvull
Spel (linker) Hindlll

Nhel
Xbalneol  EcoRl EcoRI

Promotor-PF4 —_— LoxP tt
O AT po ~— Sonda C3G oxP cassette
Al C1 (740 pb)
PF4-C3GACat-LN
~5350 pb
Nhel-TAG (3)
BamHI Xhol Xhol BamHI

Clal Pvull
Spel (linker) Hindlll

Nhel
Xbalygol EcoRl  EcoRl

Promotor-PF4 —_— LoxP cassette
—> 847 pb <— Sonda C3GACat
Al C1 (740 pb)

Figura A-2: Anédlisis gendmico de las construcciones PF4-C3G-LN y PF4-C3GACat-LN. (A)
Secuencia parcial del promotor PF4 y del gen C3G que es comun en los dos plasmidos construidos, PF4-
C3G-LN y PF4-C3GACat-LN. Los oligonucleétidos Al y C1, usados en el genotipado de los ratones, estan
sombreados y subrayados. Los lugares de restriccion de las enzimas BamHI, Xbal, Nhel y Ncol estan
sombreados. Los nucleétidos en cursiva corresponden a un fragmento intrénico presente en los plasmidos.
La secuencia consenso Kozak esta subrayada. (B) Representacion esquematica lineal de los plasmidos
PF4-C3G-LN y PF4-C3GACat-LN. Se muestran los sitios de restriccion importantes, la posicion de los
oligonucledtidosAl y C1 y la localizacion de la sonda EcoRI (740 pb) usada en el andlisis por Southern
blot.

Con los dos plasmidos generados se transfectaron establemente células madre
embrionarias (Embrionic Stem Cells, ESC) y se seleccionaron clones resistentes a geneticina

(Figura A-3). Dichos clones se introdujeron en blastocistos que posteriormente se implantaron
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en ratonas pseudoprefiadas para generar los ratones transgénicos utilizados en este trabajo

(realizado por la Compafiia GenOway, Lyon, Francia).

C3G C3GACat

* * * N
r\?(pq,o rbvb q,?g) %@%@@@Q?:\

Figura A-3. Analisis de los clones
transgénicos C3G y C3GACat mediante
Southern blot del ADN genémico (20 pg)
extraido de los clones indicados, C3G y
C3GACat. Las flechas indican la posicion de
los fragmentos de 3,6 kb y 5,3 kb detectados
con la sonda radiomarcada EcoRI. Los
clones marcados con un asterisco son los
gque se seleccionaron para la inyecciéon de
blastocistos.

Se seleccionaron dos lineas para C3G (lineas 2C1 y 6A6) y una linea para C3GACat

(linea 8A3), las cuales mostraron una integracion correcta de los transgenes en el analisis por

Southern blot (Figura A-3). La Figura A-4 representa un analisis por PCR del DNA de la cola de

ratones derivados de la linea 6A6, indicando con un asterisco los positivos para el transgén

C3G.

oligos A1-C1

oligos 2F-3R

Figura A-4. Analisis por PCR de clones C3G-6A6 positivos a partir de ADN genédmico
extraido de los clones correspondientes. Los oligonucleétidos A1/C1 detectaron una banda de 847 pb
en los clones transgénicos, mientras que el par de oligonucleétidos 2F/3R amplificé una banda de 252 pb,
correspondiente a los exones 2 a 3 del transgén humano. Ademas, los oligonucleétidos 2F/3R
amplificaron una banda de 715 pb en los controles, correspondiente al ADN gendémico de raton, que
incluye el intrén 2. Los clones positivos para el transgén estan marcados con asterisco.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DEL TRANSGEN
C3G

Como se explica en el capitulo de Antecedentes, con el fin de estudiar las funciones de
C3G en plaquetas se generaron varias lineas de ratones transgénicos para C3G y el mutante
C3GACat, que carece del dominio catalitico. Primeramente se comprobo6 la expresion de los
transgenes C3G y C3GACat en las plaquetas de las lineas de ratones generadas. Para ello se
realizé6 un estudio mediante RT-PCR semicuantitativa a partir del ARN total de plaquetas
purificadas de dos ratones de cada genotipo: tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes
controles silvestres, tal y como se describe en el apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos. A
partir del ADNc obtenido mediante una reaccion de retrotranscripcion (RT) se amplificaron por
PCR diferentes exones de los transgenes utilizando los oligonucle6tidos directo y reverso que
se detallan en la Tabla M-2. Tal y como se observa en la Figura R-1A se detectd una clara
sobreexpresion de C3G en las plaquetas de ratones transgénicos (linea 6A6), tanto en
homocigotos como en heterocigotos para el transgén, en comparacioén con las plaquetas de
genotipo silvestre.

También se detectd una evidente sobreexpresion (2-4 veces mas) de los diferentes
exones de C3G analizados en plaquetas de animales transgénicos para C3GACat, tal y como
se observa en la Figura R-1B. Tal y como se esperaba, no se detectd sobreexpresion de los
exones 22-24 en los tgC3GACat, ya que esos exones forman parte de la regién deleccionada,
perteneciente al dominio catalitico (Figura R-1B). Como controles positivos de la sobreexpresion
de los transgenes se utilizd ADN, tanto de los pldsmidos utilizados para la generacién de las
lineas transgénicas de raton, como de células K562 con sobreexpresion del transgén C3G
(Figura R-1). Como control de la integridad de las plaquetas, se amplifico el gen especifico de
plaquetas, CD41 (GPlIb, que codifica para la subunidad allb de la integrina allbR3) utilizando
oligonucledtidos especificos detallados en la Tabla M-2. Puesto que el promotor PF4, que dirige
la expresion de los transgenes, es especifico de plaquetas y megacariocitos (Ravid et al 1991a;
Ravid et al 1991b), también se observé la sobreexpresion de C3G en megacariocitos
diferenciados con TPO obtenidos a partir de médula de la linea transgénica C3G-2C1 (Figura R-
1C).
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A
tg6AB
M- F- M+ F+ Mt Fx K P2 C
Ex 3-4
11 134 197 172 69
Ex 7-9
31 104 103 34 41
Ex 22-24
25 152 216 181 78
CD41

C
A A
«’a’o \Q”’G

CD41

1 1

CD41

Figura R-1. Andlisis de la expresion de los transgenes C3G y C3GACat por RT-PCR. (A) La
expresion del transgén C3G completo, de la linea 6A6, fue analizada en plaquetas purificadas de animales
de genotipo silvestre (-), homocigéticos (+) y heterocigoéticos (). (B) Se realizd el mismo analisis para
comprobar la expresion de C3GACat en animales de la linea 8A3 y sus controles correspondientes. Cada
panel muestra la expresion de los exones de C3G indicados, los cuales fueron amplificados con los
oligonucledtidos directo y reverso localizados en el primer y Ultimo exdn respectivamente. K: ADNc de
células K562; P1: plasmido pLTR2C3G; P2: plasmido PF4- C3GACat-LN; C: mix para PCR sin ADNc; M:
male; F: female; wt: genotipo silvestre (Wild Type); tg: transgénico. Se muestran los valores relativos de
densitometria. (C) Expresion de los transgenes en megacariocitos. Se aisl6 ARN de células de médula
O6sea de un raton transgénico C3G-2C1 y su hermano silvestre, tratadas con TPO durante 7 dias, y se
realizd una transcripcion reversa para obtener el ADNc. Posteriormente se realiz6 una PCR utilizando un
set de oligonucleétidos especificos para amplificar los exones del 3 al 5. Se determiné la expresion de
CD41 como control en todos los casos. Todos los valores estan relativizados frente a plaquetas wt male y
normalizados frente a CD41.

Para corroborar que la sobreexpresién detectada estaba restringida a plaquetas y
megacariocitos comprobamos la sobreexpresion de algunos exones del transgén C3GACat en
otros tejidos de las lineas transgénicas de raton generadas, como higado o pulmén. Como

cabia esperar, no se detect6 expresion de los transgenes en estos tejidos (Figura R-2).
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$\N\ o Figura R-2. Expresion del

O transgén C3GACat en tejidos. Se
aislé ARN total a partir de tejidos
homogeneizados  de higado,
pulmoén y plaguetas purificadas de
animales transgénicos C3GACat

9
e,@e D\"fo‘q Y
w0 oo arhg

Ex 3-4

2 1 33 47 52 45 M (ACat) y animales de genotipo

silvestre. A partir de la

GAPDH _ transcripcion reversa se obtuvo
ADNc que se amplificé por PCR

usando los oligonucleétidos 3F/4R
y 8F/9R. Se utiliz6 GAPDH como

. normalizador. El plasmido

x| C° ) PF4ACat-LN se utiliz6 como

R © A0 b,(\\“\' Q0 ‘&>Q®\ control positivo de la PCR. M:
?;\?\0 Y\'\Q? ?;\"(\0 Y\\g’é < X marcador de peso molecular.

Todos los valores estan
relativizados frente a plaquetas wt

Ex 8-9 y normalizados frente a GAPDH.

Una vez detectada la sobreexpresién de los transgenes en las diferentes lineas
analizamos el incremento en los niveles de las proteinas transgénicas, C3G y C3GACat, en
células de la médula 6sea diferenciadas a megacariocitos mediante cultivo con TPO durante 7
dias. En la Figura R-3 se observa claramente una sobreexpresién de los transgenes, detectada
mediante Western Blot, en los lisados celulares de megacariocitos transgénicos en comparacion

con megacariocitos de ratones de genotipo silvestre (Figura R-3).

.
bo‘a Figura R-3. Andlisis de la expresién proteica
G a0
o \gd?) &gdb de los transgenes C3G y C3GACat en células

diferenciadas de médula 6sea. Las células obtenidas
C3G|- a partir de médula 6sea de ratones transgénicos C3G-
2C1, C3GACat-8A3 y los controles correspondientes,
C3GACat - se diferenciaron con TPO durante 7 dias y se lisaron
. con tampon RIPA. La expresion de C3G se detectd por
B-actlnalml Western Blot utilizando el anticuerpo anti-C3G (H-300),
y se normaliz6 con anticuerpos anti-3-actina y anti-

allb Integrina|-.-- —hy | integrina allb (Tabla M-6).

La expresion de los transgenes en plaquetas también se monitorizé mediante citometria
de flujo utilizando anticuerpos frente a C3G (antisuero de conejo anti-C3G #1008) (Guerrero et
al 1998; Guerrero et al 2004), detectados con anticuerpos secundarios anti-conejo marcados
con Cy5, y CD41-FITC como marcador plaquetario (Tabla M-3). El incremento de los niveles de
las proteinas C3G y C3GACat en plaquetas transgénicas queda demostrado por el incremento
en células doblemente positivas para CD41 y C3G-Cy5 en dichas plaquetas en comparacién
con las de ratones de tipo silvestre, tal y como se observa en la Figura R-4, aunque los niveles
de expresion mostraron variabilidad entre individuos.
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Figura R-4. Deteccion especifica de los niveles de C3G intracelular por citometria de flujo.
(A) Representacion grafica de plaquetas marcadas con los anticuerpos fluorescentes CD41-FITC/anti-
conejo-Cy5 en ausencia (azul) o presencia (rojo) del antisuero C3G#1008 (Tabla M-3). (B)
Representacion mediante histogramas de plaquetas (seleccionadas por su marcaje con el anticuerpo
CDA41-FITC) de un animal transgénico 2C1 (histograma de la izquierda), 6A6 (histograma central) y 8A3
(histograma de la derecha), con sus controles correspondientes, marcadas con anti-C3G-1008/Cy5 (C3G-
Cy5). Se muestran los porcentajes de expresion de C3G. Los graficos son representativos de 5
experimentos independientes: wt: genotipo silvestre (Wild Type); tg: transgénico.

5.2 LOS TRANSGENES C3G Y C3GACat ALTERAN LA
FUNCION HEMOSTATICA DE LAS PLAQUETAS

Una vez caracterizada la sobreexpresion de los transgenes C3G y C3GACat en las
lineas de ratones transgénicos generados, realizamos una serie de estudios para determinar el
efecto de estos transgenes en la funcién plaquetaria. Primeramente, mediante ensayos de
cortes de cola realizados en ratones transgénicos y sus hermanos de tipo silvestre, analizamos
si C3G esta implicado en la hemostasia. Se analizé, tanto los tiempos de sangrado como la
masa de sangre obtenida hasta la completa coagulacion. Ambos tipos de medidas fueron
tomadas dos veces en cada animal; la primera medida se realizé en el momento del destete y la
segunda a los 6 meses de edad. En el momento del destete, los animales transgénicos C3G
mostraron tiempos de sangrado significativamente mas cortos que los controles (media + SEM:
44,0+4,5 segundos vs 64,2+6,7 segundos, respectivamente, p=0,024) (Figura R-5A, panel
izquierdo). Sin embargo, la media del tiempo de sangrado de los animales transgénicos
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C3GACat fue significativamente mas alta que la de sus hermanos silvestres (125,8+17,7
segundos vs 86,8+7,5 segundos, respectivamente, p=0,0052, Figura R-5A, panel izquierdo). La
misma tendencia se observo en la cantidad de sangre obtenida (Figura R-5A, panel derecho).
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Figura R-5. Los ratones transgénicos muestran una hemostasia alterada. (A). Los ensayos
de sangrado en cortes de cola se llevaron a cabo en animales transgénicos C3G (tgC3G) y C3GACat
(tgC3GACat) y sus controles de genotipo silvestre correspondientes (wtl y wt2 respectivamente) en el
momento del destete. Los graficos representan el tiempo de sangrado, asi como la masa de sangre
obtenida, de 30-40 animales de cada genotipo. Se indican los valores de la mediana. (B). El experimento
se repitié en los mismos animales a los 6 meses de edad.

Las diferencias encontradas en cuanto al tiempo de sangrado, fueron acentuadas a los 6
meses de edad, especialmente en los ratones transgénicos C3GACat (74,1+11,0 segundos en
ratones transgénicos C3G vs 122,1+17,3 segundos en ratones de genotipo silvestre; p=0,0275 y
254+24,8 segundos en ratones transgénicos C3GACat vs 89,3+10,2 segundos en los ratones
de genotipo silvestre; p=0,0000085, Figura R-5B, panel izquierdo). Esta tendencia también se

observé en la masa de sangre obtenida (Figura R-5B, panel derecho).

Para descartar que este desorden hemostatico, sea debido a alteraciones en el nimero

de plaguetas producido por la expresion de los transgenes, realizamos un recuento del nimero
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de plaquetas (Tabla R-1), asi como una evaluacion del nimero de eritrocitos, nivel de

hematocrito y hemoglobina (Tabla R-2).

Tabla R-1. Los transgenes C3G y C3GACat no modifican el nUmero de plaquetas. Se realizé un
recuento del ndmero de plaguetas de animales tgC3G, tgC3GACat y controles, utlizando un
HemavetCounter HV950FS, obteniéndose valores similares en los distintos genotipos. Los valores p para
animales transgénicos vs hermanos de genotipo silvestre fueron los siguientes: p=0,12 para machos 2C1,
p=0,33 para hembras 2C1, p=0,08 para machos 6A6, p=0,34 para hembras 6A6, p=0,48 para machos 8A3,
p=0,27 para hembras 8A3. NA: nimero de animales. Plt: plaquetas.

Genotipo Sex NA Plt(x10%/pl) media+SEM
M 25 1.145+101
Transgénico 2C1
F 21 1.05950
' M 11 961+32
Silvestre 2C1
F 12 1.020251
M 31 1.038+31
Transgénico 6A6
F 37 996+35
+
Silvestre 6A6 M 33 1.120+48
F 29 97435
ani M 20 1.194+49
Transgénico 8A3
F 24 1.063+51
i M 13 1.191+68
Silvestre 8A3
F 14 1.000456

No encontramos diferencias significativas en el nimero de plaquetas entre los distintos
genotipos, por lo que podemos concluir que el desorden hemostatico observado en los animales
transgénicos C3G y C3GACat no se debe a defectos en la formacion plaquetaria (Tabla R-1).
Ademas, tampoco observamos cambios significativos ni en el hematocrito ni en los niveles de
hemoglobina en los animales transgénicos (Tabla R-2), lo que descarta que los animales
transgénicos C3GACat sufran hemorragias espontaneas o anemia. Por tanto, los resultados
obtenidos indican que el producto del gen C3G participa en la coagulacion de las plaguetas a
través de mecanismos dependientes de su dominio catalitico, lo que puede implicar la
participacion de Rapl en este efecto.

Tabla R-2. Recuento de eritrocitos (Red BloodCells, RBC) y valores relacionados con la serie
roja en ratones transgénicos C3G y C3GACat y sus controles silvestres. Los valores representan la
media = SEM. Los valores p para los animales transgénicos vs animales controles de genotipo silvestre son
los siguientes: Hematocrito: p=0,16 para animales 6A6, p=0,16 para animales 2C1, p=0,09 para animales
8A3; Hemoglobina: p=0,051 para 6A6, p=0,24 para 2C1, p=0,12 para 8A3; RBC: p=0,16 para 6A6, p=0,17
para 2C1y p=0,19 para 8A3.

Genotipo Hematocrito (%) Her(r;]cr)]?/lé)lgma (I\Ijl?ncl:_)
Silvestre 6A6 (n=19) 44,68+9,92 13,26+1,45 8,99+1,04
Transgénico 6A6 (n=19) 47,47+6,96 13,96+1,06 9,25+0,50
Silvestre 2C1 (n=22) 44,76+7,51 13,77+0,75 9,02+0,35
Transgénico 2C1 (n=29) 46,34+5,08 13,90+0,46 9,12+0,36
Silvestre 8A3 (n=20) 47,81+7,46 13,92+1,02 9,34+0,50
Transgénico 8A3 (n=28) 45,69+3,12 14,21+0,68 9,45+0,37
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5.3 LOS RATONES TRANSGENICOS C3G MOSTRARON UN
INCREMENTO EN EL NUMERO DE NEUTROFILOS

Como hemos mencionado previamente, no hemos encontrado diferencias en el nimero
de plaquetas, entre los animales transgénicos para C3G y sus hermanos de genotipo silvestre
(Tabla R-1). Sin embargo, los analisis hemocitométricos mostraron un incremento significativo
en el nimero de neutrofilos en los ratones transgénicos C3G en comparacion con sus hermanos

silvestres (Tabla R-3).

Tabla R-3. El transgén C3G incrementa el nimero de neutrofilos en sangre periférica. Se
realiz6 un recuento del nimero de neutréfilos en sangre periférica en el Hemavet Counter HV950FS. La
tabla muestra la media + SEM (n=35 ratones tgC3G y 21 ratones wtC3G) de los porcentajes de neutréfilos
en ratones tgC3G y sus correspondientes controles de genotipo silvestre (WtC3G), asi como los diferentes p
valores obtenidos. Cada medida se tom6 en el mismo raton a diferentes tiempos.

Edad (meses) tgC3G wtC3G P valor
4 25,35+ 8,49 20,96 + 5,18 0,033
6 27,06 + 7,94 22,07 £ 5,06 0,024
8 29,59 + 7,68 25,24 +5,94 0,033
10 31,00 + 8,54 24,76 + 6,27 0,064

Estos resultados han sido comprobados por citometria de flujo usando marcadores
especificos de granulocitos, Ly-6G/6C (Grl) y CD11b (Macl) (Figura R-6). Por el contrario, no
se encontraron diferencias significativas en el nimero de neutréfilos entre los animales
transgénicos C3GACat y sus controles (Figura R-7).
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Figura R-6. La expresion transgénica de C3G en plaquetas induce un incremento en el
nimero de neutréfilos. (A) Gréaficos de contorno representativos que muestran el porcentaje de células
doblemente marcadas para Grl-FITC/Macl-PE en lisados de sangre de un ratén transgénico 6A6 y su
correspondiente control. (B) Los histogramas representan los perfiles superpuestos de células marcadas
para Grl-FITC (panel izquierdo) y Macl-PE (panel derecho) correspondientes a los graficos mostrados
en (A). Los nimeros indican el porcentaje de células que expresan Grl y Macl respectivamente. Los
gréficos son representativos del analisis de méas de 20 ratones diferentes de cada genotipo. Se han
encontrado resultados similares en las lineas transgénicas 2C1. wt: tipo silvestre, tg: transgénico.

Igualmente, se comprobaron estos resultados mediante frotis de sangre donde pudimos

observar un elevado nimero de neutrofilos en las preparaciones de animales transgénicos para

C3G (Figura R-7).

tgC3G

tgC3GACat

Figura R-7. Comprobacion del incremento del nimero de neutréfilos mediante frotis de
sangre. Se muestran figuras representativas de frotis de sangre de un raton silvestre (wt), transgénico
para C3G (tgC3G) y transgénico para C3GACat (tgC3GACat). La sangre, fue fijada y tefiida con

hematoxilina y eosina.
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Por otra parte, no se detectd expresién de los transgenes en granulocitos purificados
obtenidos por diferenciacion con hidrocortisona a partir de médula 6sea (datos no mostrados), lo
gue estd de acuerdo con la expresién restringida del promotor PF4 en megacariocitos y
plaquetas. Por lo tanto, el incremento en el porcentaje de neutréfilos observado debe ser un

efecto indirecto de la expresion del transgén C3G en plaquetas.

5.4 LOS TRANSGENES C3G Y C3GACat MODIFICAN LA
RESPUESTA DE LAS PLAQUETAS A SUS AGONISTAS

En resultados anteriores hemos visto que los ratones transgénicos C3G y C3GACat
tienen alteraciones hemostaticas (Figura R-5), sin embargo, éstas no parecen deberse a
diferencias en el nimero de plaquetas. Por tanto, el siguiente paso fue estudiar si la expresion
de los transgenes modifica la actividad plaquetaria, lo que estaria de acuerdo con las
diferencias en la funcién hemostatica observadas entre animales transgénicos y silvestres. Para
ello hemos llevado a cabo dos aproximaciones experimentales: monitorizar la activacion de las
plaquetas mediante citometria de flujo y medir el grado de agregacién plaquetaria. En ambos
casos las plaquetas fueron estimuladas usando los agonistas plaquetarios, trombina, PMA y
ADP (Tabla M-4), los cuales se sabe que son capaces de activar a Rapl (Chrzanowska-
Wodnicka et al 2005).

5.4.1 La sobreexpresion de C3G estimula la activacion

plaguetaria a través de su funcion GEF.

Para estudiar el grado de activacion de las plaquetas hemos realizado dos

aproximaciones experimentales, ambas basadas en citometria de flujo:

+ Determinacion de la expresion de la P-selectina en la superficie celular como
medida del grado de desgranulacion plaquetaria inducida por el agonista. La P-selectina se
encuentra localizada en la membrana de los granulos o, de forma que, cuando éstos se
fusionan con la membrana para liberar su contenido, la P-selectina se integra en la membrana
plasmatica. Como marcador de P-selectina se utilizé el anticuerpo Anti-ratbn CD62P marcado
con FITC (Tabla M-3).

* Monitorizacién de la activacion de la integrina allbR3. La activacion de la
integrina, se monitorizé utilizando dos metodologias: (i) Deteccién con un anticuerpo especifico
(clon JON/A marcado con PE), el cual se une exclusivamente a la integrina activada (Nieswandt
et al 2007); (ii) deteccién utilizando fibrinbgeno marcado (Alexa Fluor® 488 labeledfibrinogen,

(Tabla M-3), que, de manera similar, se une a la integrina allbB3 s6lo cuando ésta se encuentra
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en una conformaciéon activa. Este Ultimo método seria también una medida de la sefializacién

inside-out.
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Figura R-8. Las plaquetas de ratones tgC3G y tgC3GACat son activadas de forma
diferencial en respuesta a agonistas. La sangre procedente de animales transgénicos y de sus
correspondientes controles, fue lavada y estimulada con PMA (2 uM), trombina (0,2 U/ml) o ADP (10uM)
e incubada con (A) anticuerpos anti CD62P-FITC, para determinar el porcentaje de plaquetas que
expresan P-selectina en su superficie celular, o (B) fibrinégeno conjugado con Alexa-Fliior®488 para
determinar el porcentaje de plaquetas con integrina allbB3 activada. Los histogramas representan la
media £+ SEM de 10 experimentos independientes. *p<0,05, **p<0,01. Wt: genotipo silvestre; tg:

transgénico.
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Como se muestra en la Figura R-8A, las plaguetas obtenidas de ratones transgénicos
C3G (lineas 2C1 y 6A6) mostraron niveles de expresion de P-selectina en la superficie celular
significativamente mas elevados que las de sus hermanos silvestres, en respuesta a trombina y
PMA. Sin embargo, estos agonistas produjeron una respuesta significativamente mas reducida
en plaquetas obtenidas de los animales transgénicos C3GACat (linea 8A3) en comparacién con
plaquetas de sus controles de tipo silvestre. De forma similar, las plaquetas tgC3G mostraron
una mayor activacion de la integrina allbR3 en respuesta a la trombina y al ADP, medida por la
sefial del fibrinbgeno conjugado con Alexa Fltor®488 unido (Figura R-8B). Por el contrario, la
integrina allbR3 expresada en las plaquetas de los ratones transgénicos C3GACat mostro
menos respuesta a los agonistas que las plaquetas de los animales control (Figura R-8B). Se
obtuvieron resultados similares con el anticuerpo JON/A-PE con respecto a la activacion por
trombina (datos no mostrados). Bajo nuestras condiciones experimentales, el agonista PMA
apenas estimuld a la integrina allbR3, mientras que el ADP tampoco afectd significativamente
los niveles de expresion de la P-selectina en superficie celular, en consonancia con lo

observado por otros autores (Nieswandt et al 2007).

5.4.2 La sobreexpresion de C3G estimula la agregacion

plaguetaria a través de su funcion GEF.

Como se comentd en el apartado de Introduccion, tras su activacion, las plagquetas
interaccionan entre si a través de puentes de fibrinbgeno para formar un tapén plaquetario,
proceso conocido como agregacién. Para estudiar si la expresion transgénica de C3G y
C3GACat afectaba a este proceso evaluamos el grado de agregacion plaquetaria a partir de
sangre de los ratones transgénicos C3G, C3GACat y de sus controles, en respuesta a

colageno, utilizando un agregémetro Chrono-Log (Haverton, USA).

En concordancia con los resultados de activacion, las plaquetas tgC3G mostraron un
incremento en el grado de agregacién plaquetaria inducida por colageno en comparacion con
las plaquetas de animales de genotipo silvestre. En cambio, las plaquetas de los animales
transgénicos C3GACat no mostraron capacidad de agregacion en respuesta al colageno (Figura
R-9).
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Figura R-9. Los animales transgénicos muestran alteraciones en la agregacién plaquetaria.
(A) Trazos representativos de la agregacion de plaquetas de animales de genotipo silvestre (wt), tgC3G y
tgC3GACat tratadas con colageno (5 pg/ml). Las flechas indican el momento de la adicién del agonista.
Lineas (-): plaguetas no estimuladas; Lineas (+): plaquetas estimuladas con colageno. (B) El histograma
representa la media + SEM del porcentaje de agregacion plaquetaria (como una media de la resistencia
eléctrica) de las plaquetas tratadas con colageno en tres ratones de cada genotipo. *p<0,05, **p<0,01
vsgenotipo silvestre (wt). Los valores para los animales de genotipo silvestre incluyen un animal por cada
linea (2C1, 6A6 y 8A3).

Resultados similares de agregacion se obtuvieron en respuesta a ADP, PMA y el péptido
para el receptor PAR-4 (Tabla M-4) utilizando un agregémetro “Multiplate” (Verum Diagnostica
GmbH) (Figura R-10).
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Figura R-10. Representacion del grado de agregacion de plaquetas de ratones
transgénicos en respuesta a diferentes agonistas. (A). Trazos representativos de agregaciéon de
plaguetas procedentes de animales de genotipo silvestre (wt), tgC3G y C3GACat tratadas con ADP (6,6
pM), PMA (10 uM y 1 pM) y péptido PAR-4 (0,66mM) utilizando el agregébmetro Multiplate (Verum
diagnostica GmbH). (B). Histograma que representa la media + SEM de los valores de agregacion
(unidades arbitrarias) de las plaquetas obtenidas de 3-5 ratones de cada genotipo. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 frente al genotipo silvestre (wt).

Todos estos experimentos in vitro estan en concordancia con los resultados obtenidos en
el ensayo in vivo de sangrado en cortes de cola, y sugieren que el producto del gen C3G
participa en la activacion plaquetaria mediada por PMA, trombina, ADP y colageno,

posiblemente a través de rutas en las que participa Rapl. Ademas, el hecho de que los
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transgenes modifiquen tanto la expresion de P-selectina, como la unién de la integrina a
fibrinbgeno y la agregacion plaquetaria, indican que C3G participaria tanto en rutas de

sefalizacion outside-in como inside-out.

55 LA SOBREEXPRESION DE C3G AUMENTA LA
TROMBOSIS IN VIVO

Los resultados anteriores indican que la expresion transgénica de C3G en las plaquetas
de raton incrementa su capacidad de activacion y agregacion. La pregunta que surge es si la
sobreexpresion de C3G en las plaquetas podria conducir a una mayor formacién de trombos in

vivo, en condiciones de estimulacion.

Para estudiar si el producto del transgén C3G tiene algun papel relevante en el proceso
de trombosis, se inyect6 una mezcla de colageno y epinefrina en la vena yugular de los ratones,
provocando asi la agregacién plaquetaria y formacion de trombos, hecho que se vera reflejado
en una disminucion de plaquetas en sangre circulante. En concreto, para monitorizar la
formacion de trombos, se hizo un contaje de plaquetas antes y después de la inyeccion de la
mezcla colageno-epinefrina. Una mayor disminucion del nimero de plaquetas con respecto a la
situacion inicial indicaria una mayor agregacion plaquetaria, por lo que se considerd el
porcentaje de disminucién del nimero de plaquetas, con respecto a la situacion inicial, como el
porcentaje de agregacion. El andlisis estadistico de los datos obtenidos mostré una diferencia
significativa en la disminucién de plaquetas en sangre, tras la inyeccion de los agonistas, entre
los ratones transgénicos para C3G y los ratones de genotipo silvestre (Figura R-11). Estos
resultados sugieren una mayor capacidad trombética de las plaquetas tgC3G, lo que esta en
concordancia con los resultados obtenidos, tanto en los experimentos in vitro, como en los

experimentos de sangrado en cortes de cola.

55
.S 50 Figura R-11: La expresion transgénica de C3G
‘S 45 incrementa la trombosis in vivo. El porcentaje de
% agregacion fue significativamente mayor en los ratones que
o 40 sobreexpresan C3G en plaguetas con respecto a los
g’ 35 N controles de genotipo silvestre (n=7). p<0,05. tgC3G:
: i ratones tgC3G; wt: ratones de genotipo silvestre.
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Estudios similares llevados a cabo con animales transgénicos para el mutante C3GACat

no revelaron diferencias significativas con respecto a sus controles (datos no mostrados).
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A continuacién, se evalud si esta mayor agregacion se correspondia con una mayor
formacion de trombos. Se sabe que los trombos formados en la vena yugular viajan a los
pulmones (Allende 2012), por lo que tras el experimento se analizaron cortes histoldgicos de los
pulmones mediante tinciébn con hematoxilina y eosina. Efectivamente, los pulmones de los
ratones tratados mostraron tromboembolismos causados por la agregacion plaquetaria en el
sistema circulatorio. A pesar de no encontrar diferencias en el nimero de trombos entre los dos
genotipos, si que se apreciaron diferencias en el tamafio de los mismos. Especificamente, los
trombos encontrados en los pulmones de ratones transgénicos para C3G, estan mejor
delimitados y son més grandes que los de ratones de genotipo silvestre (Figura R-12).

tgC3G WtC3G

Figura R-12. Andlisis de la presencia de trombos pulmonares mediante cortes histolégicos.
Imagenes representativas de cortes histolégicos de pulmén de ratones tgC3G y control (WtC3G) tefiidos
con hematoxilina/eosina. El trombo sefialado (flecha roja) en el pulmén del ratén tgC3G es mucho més
grande y esta mejor delimitado que los detectados en el pulmén del control silvestre (circulos rojos).

5.6 ACTIVACION DE Rapl EN PLAQUETAS TRANSGENICAS:
Rapl MEDIA EL EFECTO DE C3G

Los resultados de activacion plaquetaria mostrados en la Figura R-8 indican que la
sobreexpresion de C3G aumenta la activacién de la integrina plaquetaria, la cual se sabe que
esta mediada por Rapl (Shattil et al 1998; de Bruyn et al 2003; Stork et al 2005). Por otro lado,
la menor activacion de las plaquetas tgC3GACat sugiere que dicho mutante se comportaria
como un mutante de C3G dominante negativo, inhibiendo a Rapl. Para confirmar esta hipétesis
realizamos un estudio de activacion de Rapl en PRP fresco, estimulado con 0,2 U/ml de
trombina durante 1 minuto, condiciones validadas por muchos autores (Franke et al 2000;
Crittenden et al 2004). Los resultados muestran un incremento en la activacion basal de Rapl
en plaguetas de ratones transgénicos para C3G en comparacion con las de tipo silvestre,
mientras que las plaguetas C3GACat mostraron niveles de activacion de Rap1 menores que sus

respectivos controles (Figura R-13A). De forma similar, la activacion de Rapl inducida por
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trombina fue mayor en plaquetas de animales tgC3G que en las plaquetas de los animales de
tipo silvestre, mientras que las plaquetas de los tgC3GACat estimuladas con trombina,
mostraron niveles mas bajos de Rapl-GTP que las de sus hermanos controles. Estos
resultados estan de acuerdo con los datos de actividad mostrados en la Figura R-8 e indican
que el papel de C3G en la activacion plaquetaria es dependiente de su funcion como GEF de
Rapl.

A
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Figura R-13. Rapl se regula de forma diferencial en plaquetas de animales transgénicos
C3G y C3GACat. Plaquetas procedentes de ratones tgC3G (2C1 y 6A6) o tgC3GACat (8A3) y sus
controles de tipo silvestre se estimularon (+) o no (-) con 0,2 U/ml de trombina durante 1 min bajo
condiciones de (A) no agregacion y (B) agregacion. Posteriormente las plaquetas se lisaron y se aisl6 la
proteina Rapl activada mediante su uniéon a GST-RalGDS-RBD, la cual se detecté por Western Blot con
anticuerpos anti-Rapl (ver Tabla M-6). Los resultados mostrados son representativos de tres
experimentos con resultados similares. Se indica la relacion Rapl-GTP/Rapl-Total. Los valores se
normalizaron con respecto a los de plaquetas no estimuladas.wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.

Se ha descrito que bajo condiciones de agregacién plaquetaria, la activacion de Rapl
inducida por trombina disminuye rdpidamente debido a un fenémeno de “desensibilizacion” que
consiste en la translocacion de Rapl a fracciones del citoesqueleto insolubles en detergentes
no ionicos, como Tritén-X-100 (Franke et al 2000). Cuando se llevo a cabo el experimento bajo
esas mismas condiciones (plaquetas agitadas durante la incubacién), observamos una rapida
inactivacion de Rapl en plaquetas tgC3G, mucho mayor que en plaquetas control. Por el
contrario, los niveles de Rapl-GTP permanecieron elevados en plaquetas tgC3GACat, con

respecto a plaquetas wtC3GACat, lo que indica una inactivacién mas lenta de las plaquetas que
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expresan el mutante (Figura R-13B). Todos estos resultados indican que la sobreexpresion de
los transgenes C3G y C3GACat regula de forma positiva y negativa, respectivamente, la
activacion de Rapl, lo que concuerda con el efecto de la expresion de estos transgenes en la
agregacion plaquetaria.

5.7 C3G ES UN IMPORTANTE MEDIADOR DE LA RUTA DE
PKC QUE CONDUCE A LA ACTIVACION DE Rap1.

Estudios previos han mostrado que la agregacion plaquetaria estimulada por PMA no se
altera en plaquetas de ratones knock outpara CalDAG-GEFI (Crittenden et al 2004). Esto
sugiere la existencia de otros GEF de Rapl que actuarian en la activacion de Rapl mediada por
PKC en plaquetas. Para saber si C3G podria ser el Rapl-GEF que contribuye a la ruta PKC-
Rapl en plaquetas, realizamos ensayos de activacion de Rapl en PRP, procedente de
plaquetas de nuestros ratones transgénicos y controles, estimulado con PMA 0,2 uM durante 5
minutos en presencia o en ausencia del inhibidor de PKC, bisindolilmaleimida. Los resultados de
la Figura R-14 muestran que, efectivamente, PMA estimula la activacion de Rapl, lo que
concuerda con estudios previos (Franke et al 2000). De nuevo, observamos una mayor
estimulacion en plaquetas de ratones tgC3G, en comparacion con plaquetas de animales de
tipo silvestre, de acuerdo con los resultados mostrados en la Figura R-8A, lo que sugiere que
C3G participa en la ruta de PKC en plaquetas. Ademas, el incremento de activacion de Rapl
inducido por PMA en plaquetas transgénicas C3G fue practicamente suprimido por
bisindoliimaleimida, lo que indica que la activacion de Rapl a través de PKC estaria
mayoritariamente mediada por C3G. Este hecho se confirmé por la ausencia de activacion de

Rap1 en las plaquetas transgénicas C3GACat en respuesta a la activacion por PMA.

WI6A6 tg6A6 WiBA3 tg8A3
PMA - + - + - + - + -+ -+ -+ -+
BIS - - + + - - + + - -+ + - -+ o+
Rap1-GTP| _ == e e | |
Rap1 totallw I e ———— .——aa-——-|
Rap1-GTP/ 1 42 12 09 122 25 36 1 2507 11 24 04 02 0,2

Rap1 total

Figura R-14. C3G participa en la activacion de Rapl mediada por PKC. Plaquetas de
ratones tgC3G (6A6) y tgC3GACat (8A3) y de sus controles correspondientes fueron sometidas a
procesos de estimulacién (+) o no estimulacion (-) con PMA (0,2uM) durante 5 min en presencia y
ausencia de bisindolilmaleimida (5uM), que se afiadi6 5 min antes que el PMA. A continuacién, se
lisaron las plaquetas y se aislo el Rapl activado por su unién a GST-RalGDS-RBD, detectandose
posteriormente por Western Blot con anticuerpos anti-Rap1l. La relacion Rapl-GTP/Rapl-Total se indica
bajo los blots. Los valores se normalizaron con respecto a los de plaquetas no estimuladas. wt: genotipo
silvestre, tg: transgénico. BIS: bisindoliimaleimida.
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Estos resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos en ensayos de
activacién plaquetaria, en los cuales se monitorizé la expresion de P-selectina en superficie de
plaguetas mediante tincion con CD62P-FITC. Asi, la Figura R-15 muestra que el incremento en
la expresion de P-selectina observado en plaquetas de ratones transgénicos C3G estimuladas
con PMA, fue completamente eliminado por tratamiento previo con bisindoliimaleimida. Por el
contrario, la activacion plaquetaria inducida por trombina tan solo fue parcialmente inhibida por
el pretratamiento con bisindolilmaleimida (Figura R-15), de acuerdo con la existencia de rutas
inducidas por trombina dependientes e independientes de PKC (Franke et al 2000). Por lo tanto,
hemos identificado a C3G como el GEF de Rapl responsable de su activacién a través de PKC.
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Figura R-15. C3G participa en la activacion plaquetaria a través de la ruta PKC-Rap1l. La
sangre lavada de ratones tgC3G, tgC3GACat y ratones de genotipo silvestre se estimulé con PMA (0,2
UM) o con trombina (1U/ml) y se incubd con anticuerpos anti-CD62P-FITC para determinar el porcentaje
de plaquetas que expresan P-selectina en superficie. Los histogramas representan la media + SEM (n=5).
*p<0,05, **p<0,01. Los valores de los controles fueron normalizados a 1 para una mejor apreciacion del
efecto del tratamiento en las distintas lineas. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico. BIS:
bisindolilmaleimida.

5.8 PKC ACTIVA C3G INDIRECTAMENTE, A TRAVES DE
PROTEINAS TIROSINA KINASA.

Hasta ahora hemos demostrado que en plaquetas transgénicas estimuladas con
trombina 0 PMA, C3G actuariacomo un GEF de Rapl activado por PKC. Se sabe que la

activacion de C3G depende de su fosforilacion en la tirosina 504 (Ichiba et al 1999; Radha et
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al2011). Sin embargo, PKC es una serina/treoninakinasa, por lo que la activaciéon de C3G por

PKC no se produciria de forma directa.
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Figura R-16: La fosforilacion de los transgenes C3G y C3GACat en plaquetas esta regulada
por la activacion de PKC. (A) Imagenes de microscopia confocal plaquetas tgC3G estimuladas con
trombina (0,5 U/ml), y marcadas con anti-C3G total (antisuero #1008_Cy5, Tabla M-6) y anti p-C3G_Cy3
para verificar la co-localizacién entre ambos marcajes. Las imagenes fueron tomadas a los mismos
tiempos de exposicion con el microscopio Leica SP8. Barra=2 puM. (B) Andlisis mediante microscopia
confocal del grado de fosforilacion de C3G y de C3GACat en la tirosina 504. Las imagenes muestran
plaquetas de ratones transgénicos C3G y C3GACat, asi como de sus controles de tipo silvestre,
doblemente marcadas con Faloidina (verde) y p-C3G_Cy5 (rojo). Se muestra una plaqueta representativa
de los diferentes tratamientos: Reposo, PMA, PMA + bisindolilmaleimida (BIS). Todas las fotografias fueron
tomadas con los mismos tiempos de exposicion. Barra=2 pM (C) Los histogramas muestran la
cuantificacion de la intensidad de la sefial de fluorescencia para p-C3G, medida con el programa ImageJ,
en las plaquetas de cada genotipo y en las diferentes condiciones (n>3). wt: genotipo silvestre, tg:
transgénico *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Para analizar si PKC participa en la activacién de C3G, se analiz6 el efecto del PMA en
la fosforilacion de C3G en la tirosina 504 mediante un ensayo de inmunofluorescencia. Para
ello, plaguetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles silvestres,
previamente tratadas o no con bisindolilmaleimida 5 uM durante 5 minutos, se estimularon con
PMA 2 puM durante 1 minuto en condiciones de agregacion. A continuacion, se fijaron las
plaquetas y se incubaron con un anticuerpo primario anti-fosfo-C3G (Tyr504), seguido de
incubacién con un secundario anti-conejo marcado con Cy3, junto con Faloidina marcada con
Oregon Green® 514 para tefiir las estructuras del citoesqueleto (Tabla M-6). Previamente a este
estudio, comprobamos que el anticuerpo anti-fosfo-C3G estaba reconociendo especificamente
nuestra proteina. Para ello, realizamos un control, de su co-localizacion mediante un doble
marcaje con el antisuero de conejo anti-C3G #1008 marcado con Cy5, que reconoce la proteina
C3G completa y cuya especificidad ha sido ampliamente validada (Guerrero et al 1998;
Guerrero et al 2004; Maia et al., 2013) (Figura R-16A). En este caso, las imagenes de co-
localizacién fueron tomadas en el microscopio confocal Leica SP8. Tal y como se observa en la
Figura R-16B y R-16C, el PMA aumento significativamente los niveles de fosforilacion de C3G,
en relacion con su control sin estimular (p<0,001). Ademas, la intensidad de fluorescencia fue
significativamente mayor en las plaquetas de ratones tgC3G o tgC3GACat que en sus controles
de genotipo silvestre (p<0,05) (Figura R-16C), lo que esta de acuerdo con una mayor expresion
de C3G en estas plaquetas. Por otra parte, el tratamiento con bisindolilmaleimida inhibi6
completamente la fosforilaciéon de C3G y C3GACat inducida por PMA, lo que indica una total
dependencia de PKC en la fosforilacién de C3G. Estos resultados apoyan la participacion de
C3G en la activaciéon de Rapl inducida por la ruta PMA-PKC. Sin embargo, el incremento en la
fosforilacion de C3GACat observado indicaria que dicha fosforilacion no es suficiente para el
efecto de C3G sobre la activacion plaquetaria. Un dato curioso, que también se observa en el
experimento de activacion de la Figura R-15, es que las plaquetas transgénicas parecen ser

mas sensibles a la accion del bisindolilmaleimida que las plaquetas de genotipo silvestre.
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5.9 ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE C3G EN LAS
RUTAS DE SENALIZACION PLAQUETARIA REGULADAS POR
ADP.

Los resultados anteriores sugieren que C3G activaria a Rapl a través de una segunda
ruta de activacion por trombina, independiente de Ca”*-CalDAG-GEFI y mediada por PKC. Por
otra parte, también hemos observado una mayor respuesta de activacion plaquetaria al ADP en
ratones tgC3G. Estos dos resultados podrian estar relacionados, pues uno de los efectos de la
trombina es el de inducir la desgranulacién de los granulos densos, con la consiguiente
liberacién de ADP que posteriormente interaccionaria con sus receptores de tipo P2Y1y P2Y12
amplificando la respuesta (Kunapuli et al 2003). Basdndonos en estos resultados hemos querido
profundizar en el estudio de una posible participacion de C3G en las vias de activacion
dependientes de ADP. Para ello hemos analizado tanto la activacibn como la agregacion
plaquetaria, en plaquetas de los distintos genotipos, utilizando inhibidores especificos de los dos
tipos de receptores de ADP (Figura I-7 y Tabla M-5), como son clopidogrel/2-MesAMP (inhibidor
de P2Y12) y MRS2179 (inhibidor de P2Y1). Previamente a este estudio hemos realizado una
comprobacion del efecto inhibitorio que tienen diferentes inhibidores de rutas plaquetarias, que
se utilizaran a lo largo del trabajo (Tabla M-5), sobre la activacion y agregacion de plaquetas de

ratones control (Figura R-17).
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Figura R-17: Efecto de diferentes inhibidores de rutas de sefializacion plaquetarias sobre
(A) activacién o (B) agregacion. Las plaquetas de animales control se pretrataron con los siguientes
inhibidores: clopidogrel (100 puM), MRS2179 (100 pM), wortmanina (100 nM), aspirina (2 mg/ml),
SB203580 (20 uM) y U0126 (20 uM) durante 5 min, y a continuacion se estimularon con trombina (1 U/ml)
durante (A) 15 min o (B) 5 min. Los histogramas representan la media + SEM (n=5) de los porcentajes de
(A) activacion plaquetaria (medida de la expresién en superficie celular de P-selectina y de (B)
agregacion plaquetaria. T: trombina, CL: clopidogrel, MRS: MRS2179, W: wortmanina, A: aspirina, SB;
SB203580, U: U0126.
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5.9.1 Estudio del efecto de inhibidores de los receptores

de ADP sobre la activacion plaquetaria.

Para el estudio del efecto del producto del transgén C3G en rutas de activacién
plaguetaria dependientes de ADP, se determind la sensibilidad de las plaquetas transgénicas y
silvestres a inhibidores de los receptores de ADP. Para ello se monitorizd, mediante citometria
de flujo, tanto la expresion de P-selectina en superficie (Figura R-18A), como la activacién de la
integrina plaquetaria allbB3 (Figura R-18B), de forma similar a lo detallado en el apartado 5.4.1,
en presencia de clopidogrel, un inhibidor del receptor P2Y12 y MRS2179, inhibidor del receptor
P2Y1. Como agonistas se utilizaron tanto ADP como trombina que, como hemos comentado,
activa indirectamente los receptores de ADP a partir de la desgranulacion de los granulos
densos. Los porcentajes de inhibicion se calcularon dividiendo los valores de activacion con
agonista mas inhibidor, entre los valores de activacion solo con el agonista. Como muestra la
Figura R-18, las plaquetas de ratones transgénicos C3G, estimuladas con trombina mostraron
unos porcentajes de inhibicién por clopidogrel mayores que sus controles de genotipo silvestre,
mientras que las plaquetas de ratones transgénicos C3GACat no mostraron diferencias

significativas con respecto a sus controles silvestres.
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Figura R-18. Las plaquetas de ratones transgénicos C3G son mas sensibles al tratamiento
con clopidogrel en respuesta a la trombina. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus
correspondientes controles fueron pretratadas con clopidogrel (100 pM) durante 5 min, y después
estimuladas con trombina (1 U/ml) durante 15 min. Los histogramas representan la media + SEM (n=5) de
los porcentajes de inhibicién de la activacion plaquetaria (medida de la expresién en superficie celular de
P-selectina (A) o de integrina allbB3 activada (B), medida por union de fibrin6geno marcado con Alexa
Flior 488) con respecto a los valores sin inhibidor. **p<0,01; los valores son relativos a su control
correspondiente para cada genotipo. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.
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Esta mayor sensibilidad de las plaquetas transgénicas al clopidogrel indicaria que C3G
estaria participando en las rutas de sefializacion plaquetaria dependientes del receptor de ADP,
P2Y12.

Se observé la misma tendencia cuando se estimularon las plaquetas directamente con
ADP (Figura R-19). Asi, las plaquetas de ratones transgénicos C3G mostraron porcentajes de
inhibicion en presencia de clopidogrel significativamente mayores que sus respectivos controles
de tipo silvestre. Por el contrario, las plaquetas de los ratones transgénicos C3GACat mostraron
porcentajes de inhibicion significativamente menores que su control correspondiente (Figura R-
19). En este caso s6lo se monitorizé el efecto sobre la activacion de la integrina plaquetaria,
debido al débil efecto de este agonista sobre la desgranulacion (ver Figura R-8). Todos estos
resultados sugieren fuertemente que C3G participa en la ruta ADP-P2Y12, la cual se sabe que
esté implicada en la activacioén de Rapl a través de PI3K (Woulfe et al 2002).
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Figura R-19. Las plaquetas de ratones tgC3G son més sensibles al tratamiento con
clopidogrel cuando son activadas por ADP, mientras que las plaguetas C3GACat muestran mayor
resistencia. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles fueron
pretratadas con clopidogrel (100 uM) durante 5 min, y después estimuladas con ADP (10 uM) -
Fibrinégeno Alexa-Flior®488 durante 15 min. Los histogramas representan la media = SEM (n=8) de los
porcentajes de inhibicion de la activacion plaquetaria (medida de la de integrina allbB3 activada).
**p<0,01. Los valores son relativos a su control correspondiente para cada genotipo. wt: genotipo
silvestre, tg: transgénico.

En cuanto a la implicacion de C3G en la ruta de activacion ADP-P2Y1, no se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de inhibicion de los niveles de desgranulacion entre
plaquetas tgC3G y tgC3GACat y sus respectivos controles de genotipo silvestre activadas con
trombina en presencia de MRS2179 (Figura R-20A). En cambio, si se observan diferencias

significativas en cuanto a la inhibicién de la activacion de la integrina allbB3 entre las plaquetas
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de ratones tgC3G y su control (Figura R-20B). Este resultado sugiere una menor contribucién de

C3G en la ruta ADP-P2Y1, donde C3G participaria en la activacion de la integrina allb33.
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Figura R-20. El transgén C3G tiene una modesta participacion en la ruta ADP-P2Y1. Las
plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles fueron pretratadas con
MRS2179 (100 yM) durante 5 min, y después estimuladas con trombina (1 U/ml) durante 15 min. Los
histogramas representan la media *+ SEM (n=6) de los porcentajes de inhibicion de la activacién
plaguetaria (medida de la expresion en superficie celular de P-selectina o de integrina allbB3 activada) con
respecto a los valores sin inhibidor. *p<0,05. Los valores son relativos a su control correspondiente para
cada genotipo. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.

Por otra parte, no se encontraron diferencias en la inhibicion por MRS2179 entre
plaquetas de los distintos genotipos estimuladas con ADP (Figura R-21). Una posible razén es

el potente efecto de este inhibidor, cercano al 100%, sobre la activacion directa con ADP.
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Figura R-21. MRS2179 inhibe drasticamente la activacion de la integrina plaquetaria por la
ruta ADP-P2Y1. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles fueron
pretratadas con MRS2179 (100 pM) durante 5 min, y después estimuladas con ADP (10 pM) —
Fibrinégeno Alexa-Fliior®488 durante 15 min. Los histogramas representan la media + SEM (n=9) de los
porcentajes de inhibicion de la activacion plaquetaria (medida de la de integrina allbB3 activada). Los
valores son relativos a su control correspondiente para cada genotipo. wt: genotipo silvestre, tg:
transgénico.

5.9.2 Estudio del efecto de inhibidores de los receptores

de ADP sobre la agregacion plaquetaria.

Para seguir profundizando en la participacion de C3G en la ruta de activacion del ADP
realizamos un estudio de agregacion plaquetaria en plaquetas de los distintos genotipos,
pretratadas o no con clopidogrel o MRS2179, y utilizando trombina como estimulo para la
liberacion del ADP enddgeno, ya que el tratamiento con ADP, que es un agonista débil, no
indujo niveles de agregacion suficientes para permitir evaluar las diferencias en presencia o
ausencia de los inhibidores (ver Figura R-10). En estos experimentos, la agregacion se
monitorizé por citometria de flujomediante un novedoso método (De Cuyper et al 2013), descrito

en Materiales y Métodos (Seccion 3. 9. 2) a 5 y 10 minutos de estimulacion.
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Figura R-22. El clopidogrel inhibe la agregacién de plaquetas tgC3G estimuladas con
trombina en mayor porcentaje que la de plaquetas silvestres, mientras que las plaquetas
tgC3GACat muestran la tendencia opuesta. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus
correspondientes controles fueron pretratadas con clopidogrel (100 uM) durante 5 min, y después
estimuladas con trombina (1U/ml). Los histogramas representan la media + SEM (n=5) de los porcentajes
de inhibicion de la agregacion plaquetaria. Los valores son relativos a su control correspondiente para
cada genotipo. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico, T: trombina, CL: clopidogrel.

Aunque los resultados no son significativos, la Figura R-22 muestra quelas plaquetas de
ratones tgC3G mostraron la misma tendencia observada en el experimento de activacion
(Figura R-18), es decir, una mayor sensibilidad al clopidogrel en comparacién con sus
correspondientes controles de tipo silvestre, sobre todo,a los 10 minutos de la adicién del
agonista. En cambio, en las plaquetas de los ratones tgC3GACat se observd la tendencia
contraria, es decir, estas plaquetas mostraron una ligera mayor resistencia a la inhibicién por
clopidogrel que sus correspondientes controles de tipo silvestre. Estos datos apoyan los
resultados obtenidos en los experimentos de activacién plaquetaria mostrados en las Figuras R-
18 y R-19, e indicarian que C3G participa en las rutas de sefializacion plaquetaria iniciadas por
la union del ADP a su receptor P2Y12, que conducen a la activacion y agregacion. El hecho de
que el mutante C3GACat sea més insensible a la accion del clopidogrel indicaria que el ADP no
actlia a través de esta proteina, lo que a su vez sugiere que la funcién de C3G en las rutasde
sefializacion ADP-P2Y12 es dependiente de su dominio catalitico y posiblemente involucra la

activacion de Rap1.

No hemos observado diferencias en la inhibicion de la agregacién en plaquetas
pretratadas con MRS2179 tal y como se observa en la Figura R-23. Este resultado, junto con los

resultados observados en la Figura R-21 apoyarian la idea de que C3G no juega un papel
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relevante en la ruta de sefializacién plaquetaria ADP-P2Y1, aunque los resultados no son

concluyentes, dado los elevados niveles de inhibicion.
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Figura R-23. La inhibicion de la agregacion por MRS2179 no se ve afectada por la
expresion de los transgenes C3G y C3GACat. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus
correspondientes controles fueron pretratadas con MRS2179 (100 pM) durante 5 min, y después
estimuladas con trombina (1 U/ml). Los histogramas representan la media + SEM (n=8) de los
porcentajes de inhibicién de la agregacion plaquetaria .wt: genotipo silvestre, tg: transgénico, T: trombina.

5.9.3 C3G ESTA INVOLUCRADO EN LA RUTA P2Y12-
PI3K QUE CONDUCE A LA ACTIVACION DE Rap1

Los resultados mostrados en las Figuras R-13 y R-14 indican que C3G participa en la
ruta trombina-PKC que conduce a la activacion de Rapl en plaquetas, y que C3GACat actuaria
como un dominante negativo de la activaciéon de Rapl. Por otra parte, se sabe que el ADP, a
través de receptores P2Y12, activa Rapl por una ruta mediada por PI3K (Woulfe et al 2002).
Para determinar si C3G es el GEF implicado en la activacion de Rapl por esta via, se realiz6 un
ensayo de activaciéon de Rapl en plaquetas estimuladas con trombina, previamente tratadas
con 2-MesAMP (inhibidor del receptor P2Y12) y wortmanina (Inhibidor de PI3K).
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Figura R-24. C3G participa en la activaciéon de Rapl por la ruta de sefializacién P2Y12-
PI3K. Las plaquetas de animales tgC3G, tgC3GACat y sus respectivos controles fueron estimuladas o
no con trombina (1U/ml) durante 1 min en presencia o no de 100 nM de wortmanina o 50 yM de 2-
MesAMP durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente las plaguetas se lisaron y se aisl6 la
forma de Rapl unida a GTP mediante su interaccion con GST-RalGDS-RBD, y posterior deteccion por
Western Blot con anticuerpos anti-Rapl. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico, T: trombina, W:
wortmanina, Mes: 2-MesAMP. Los valores estdn normalizados frente a los controles silvestres sin
estimular. Se muestran los valores relativos de la relacion Rap-GTP/Rapl total.

El resultado muestra, de nuevo, una mayor activaciéon de Rapl en plaquetas tgC3G
estimuladas con trombina, que en plaquetas silvestres (Figura R-24). Sorprendentemente, la
activacion de Rapl en plaquetas silvestres no se vio afectada por los inhibidores 2-MesAMP y
wortmanina. En cambio, en las plaquetas tgC3G la activacion de Rapl fue completamente
inhibida por la wortmanina y parcialmente por el 2-MesAMP. Por otra parte, y en concordancia
con resultados anteriores, las plaguetas de los ratones transgénicos C3GACat, no mostraron
apenas activacion de Rapl en respuesta a trombina, corroborandose la accion dominante
negativa de este mutante. De nuevo, ni wortmanina ni 2-MesAMP mostraron ninguna accién

inhibitoria sobre la activacion de Rapl en estas plaquetas tgC3GACat.

Todos estos resultados sugieren que C3G es un mediador de la activacién de Rapl por
ADP a través de la ruta P2Y12-PI3K.

Un hecho curioso que observamos en estos experimentos fue una menor abundancia de

proteina total en el caso de las plaquetas tgC3G con respecto a su control (medido como
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cantidad de Rap1 total) y una mayor abundancia en el caso de las tgC3GACat, a pesar de partir
del mismo volumen de sangre (recordemos que no existen diferencias en el recuento
plaquetario entre los diferentes genotipos). Una posible explicacion es que las plaquetas tgC3G
formen coagulos con mucha facilidad, con lo cual se obtiene menos PRP activable. En el caso
de las plaquetas tgC3GACat la explicacion seria a la inversa.

También se realizaron estudios de activacion y agregacion en plaquetas tratadas con
wortmanina pero no se obtuvieron resultados significativos (datos no mostrados).

5.10 C3G REGULA LA SINTESIS DE TROMBOXANO A,

Una de las consecuencias de la activacion de las plaquetas es la produccion de
tromboxano A; (TXAy). Al igual que el ADP, el TXA; es un importante agonista plaquetario que
actia amplificando la sefial de activacion mediante su unién a receptores especificos. Para
estudiar si C3G estd implicado en la ruta de sintesis del TXA;, hemos realizado tres
aproximaciones experimentales: (i) ensayos de activacion y agregacion en presencia de
aspirina, un inhibidor de la ruta de sintesis de TXA,, (ii) andlisis de la produccién de TXA; en las
diferentes lineas de ratones transgénicos vy (iii) estudio de la inhibicion de la fosforilacion de
C3G por aspirina.

5.10.1 Estudio del efecto de la aspirina sobre la

activacion plaquetaria regulada por C3G.

Para analizar el efecto de la aspirina en plaquetas procedentes de las diferentes lineas
de ratones transgénicos se monitorizd, mediante citometria de flujo, tanto la expresion de P-
selectina en la superficie plaquetaria, como la activacion de la integrina plaquetaria allbB3
utilizando como agonistas la trombina y el ADP. Para ello, las plaquetas fueron pretratadas
durante 5 minutos con 2 mg/ml de aspirina y posteriormente estimuladas con los agonistas.

En cuanto a la expresion de P-selectina inducida por trombina, de nuevo, las plaquetas
tgC3G fueron significativamente més sensibles a la inhibicion por aspirina que sus respectivos
controles (Figura R-25A). Esto no se observd en las plaquetas de ratones tgC3GACat, las
cuales, incluso mostraron la tendencia contraria. En cuanto a la deteccion de la integrina allbp3
activada, ambas plaquetas transgénicas mostraron una tendencia a una mayor sensibilidad a la

aspirina, si bien estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Figura R-25B).
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Figura R-25. Las plaquetas de ratones tgC3G y tgC3GACat activadas con trombina
muestran diferente sensibilidad al pretratamiento con aspirina. Las plaquetas de ratones tgC3G,
tgC3GACat y sus correspondientes controles silvestres fueron pretratadas con 2 mg/ml de aspirina durante
5 min, y después estimuladas con trombina (1 U/ml). Los histogramas representan la media + SEM (n=6)
de los porcentajes de inhibicion de la expresion de P-selectina (A) o de laintegrina allbB3 activada (B). Los
valores son el resultado de dividir el valor de activacién con trombina entre el valor de activacién con
trombina + aspirina. **p<0,01 tgC3G vs wtC3G. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.

Se monitoriz6 también el efecto de la aspirina en plaquetas activadas por ADP, mediante
el ensayo de activacion de la integrina allbp3. Al igual que en el caso de la trombina, las
plaguetas tgC3G mostraron un porcentaje de inhibicién significativamente mayor que las
correspondientes plaquetas de hermanos silvestres. En cambio, las plaquetas tgC3GACat no

mostraron diferencias significativas con respecto a sus controles (Figura R-26).
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Figura R-26. Las plaquetas de ratones tgC3G son mas sensibles al pretratamiento con
aspirina previo a la activacion por ADP. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat o silvestres
fueron pretratadas con 2 mg/ml de aspirina durante 5 min, y después estimuladas con ADP (10 uM) —
Fibrin6geno ALEXA-Flior®488. Los histogramas representan la media = SEM (n=5) de los porcentajes de
inhibicion de la activacion plaquetaria (medida de la integrina allbB3 activada). Los valores son el
resultado de dividir el valor de activaciéon con ADP entre el valor de activaciéon con ADP + aspirina.
*p<0,05. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.

Estos resultados indican que C3G estaria participando en las acciones del TXA;
inducidas por trombina o ADP a través de un mecanismo dependiente de su dominio GEF, lo

gue probablemente implica la activacion de Rapl.

5.10.2 Estudio del efecto de la aspirina sobre la

agregacion plaquetaria regulada por C3G.

Para corroborar los resultados obtenidos en los ensayos de activacion plaquetaria
utilizando aspirina como inhibidor, realizamos un estudio de agregacion plaquetaria bajo las
mismas condiciones experimentales, usando trombina como agonista. La agregacion se

monitorizé mediante citometria de flujo (ver apartado 3.9.2 de Materiales y Métodos).

En la Figura R-27 se observa que, de forma similar a lo que ocurre en los experimentos
de activacion, la agregacion, inducida por trombina, de plaquetas tgC3G mostré una tendencia
hacia una mayor sensibilidad a la inhibicién por aspirina que la agregacién de las plaquetas
silvestres, sobre todo a los 5 minutos de estimulacién. En cambio, las plaquetas tgC3GACat se

comportaron practicamente igual que sus controles.
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Todos estos resultados sugieren, una vez mas, que C3G es un mediador del efecto del
TXA: en la activacion y agregacion plaquetaria a través de su funcién GEF sobre Rapl. Existen
dos posibilidades: (i) que C3G participe directamente en la ruta de sintesis del TXA,, o (ii) que
C3G sea un mediador de la ruta activada por TXA,. De hecho, se sabe que el TXA; activa a
Rapl, aunque el GEF responsable no se ha determinado (Hackeng et al 2000b; Relou et al
2003).
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Figura R-27. El pretratamiento con aspirina induce una mayor inhibiciéon de la agregacion
de plaquetas de ratones tgC3G estimuladas con trombina que las de plaquetas silvestres. Las
plaguetas de ratones tgC3G, tgC3GACat o control fueron pretratadas con 2 mg/ml de aspirina durante 5
min, y después estimuladas con trombina (1 U/ml) durante 5 o 10 min. Los histogramas representan la
media + SEM (n=4) del porcentaje de inhibicion de la agregacién plaquetaria (medida por citometria de
flujo). Los valores son el resultado de dividir el valor de activacion con trombina entre el valor de
activacion con Ttrombina + aspirina. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico, T: trombina, A: aspirina.

5.10.3 Analisis de la produccion de Tromboxano A, en las

plaguetas de ratones tgC3G y tgC3GACat.

Para comprobar si C3G participa en la ruta de formacion del TXA, una de las
posibilidades sugeridas por los experimentos de las Figuras R-25 a R-27, hemos analizado,
mediante HPLC/espectrometria de masas, los niveles de tromboxano B, (TXB,), la forma
estable del tromboxano, liberado por las plaquetas. Para ello se han utilizado plaquetas de
ratones tgC3G, tgC3GACat y de sus correspondientes controles de tipo silvestre, estimuladas
previamente con trombina. Sorprendentemente, los niveles de TXB.inducidos por

trombinafueron significativamente menores en las plaquetas de los ratones tgC3G, en
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comparacion con sus correspondientes controles de genotipo silvestre (Figura R-28), indicando
que C3G estaria regulando negativamente la via de sintesis. Las plaquetas de ratones
tgC3GACat estimuladas con trombina también produjeron menos TXB. que sus controles, si
bien, las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Se sabe que Rapl es un inhibidor
de p38 MAPK en muchos tipos celulares (Stork 2003; Stork et al 2005). Por otra parte p38
MAPK activa a la cPLA; en la ruta de sintesis del TXA, (Hackeng et al 2000b; Relou et al 2003).
Por tanto, una explicacion de los menores niveles de TXA; producidos por las plaquetas tgC3G
es que la ruta trombina-C3G-Rapl esté inhibiendo la sintesis de TXA; a nivel de p38 MAPK.
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Figura R-28. El transgén C3G regula negativamente la produccién de TXB, en plaquetas
estimuladas con trombina. Plaquetas purificadas de ratones de los distintos genotipos se estimularon
con trombina (1U/ml) durante 3,5 min a 37°C bajo condiciones de agitacién. El TXA, secretado fue
detectado mediante HPLC/espectrometria de masas. Los histogramas representan la media + SEM (n=4)
de los picogramos (pg) de TXB, por cada 10° plaquetas. *p<0,05; wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.

La mayor sensibilidad a la aspirina mostrada por las plaquetas tgC3G estimuladas por
trombina y ADP podria indicar un mecanismo sinérgico entre la aspirina y la ruta C3G-Rapl en
la inhibicion del TXA..

5.10.4 EI TXA, es un mediador de la activacion de C3G

inducida por trombina.

Para determinar si C3G participa en la ruta de sefalizacion del TXA, determinamos,
mediante inmunofluorescencia, la fosforilacion de C3G en el residuo Tyr504, como una medida
de su activacion, en plaquetas de los distintos genotipos activadas con trombina en presencia o

no de aspirina.
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Figura R-29: La fosforilacion de los transgenes C3G y C3GACat se ve afectada por la
inhibicion de la sintesis deTXA,. (A). Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal muestran
plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles, doblemente marcadas con
Faloidina (verde) y anti-pTyr504-C3G_Cy5 (rojo). Las imagenes muestran una plaqueta representativa de
cada genotipo con los diferentes tratamientos: reposo, trombina (0,5 U/ml) y trombina + aspirina (2 mg/ml).
Las imagenes fueron tomadas con los mismos tiempos de exposicion. Barra=2 um. (B). Los histogramas
muestranla media + SEM (n>5) de la intensidad de fluorescencia (unidades relativas) de p-C3G,
cuantificada mediante el programa ImageJ y normalizadafrente a la fluorescencia de la actina (Faloidina).
**p<0,01, ***p<0,001. T: trombina.
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Para ello, plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles
silvestres, previamente tratadas o no con 2 mg/ml de aspirina durante 5 minutos, se estimularon
con trombina 0,5 U/ml durante 1 minuto en condiciones de agregacion. A continuacion, se
fijaron las plaquetas y se incubaron con los anticuerpos correspondientes como se detalla en el
apartado 1.8 de esta seccion. Los resultados de la Figura R-29 muestran que los niveles de
pTyr504-C3G fueron mayores en ambas plaquetas transgénicas con respecto a sus controles,
probablemente reflejo de la mayor expresion de C3G en estas plaquetas. Por otra parte, el
pretratamiento con aspirina disminuyd la fosforilacion de C3G inducida por trombina. Esta
disminucion fue significativa en ambas plaquetas transgénicas, lo que sugiere que el TXA; es un
mediador de la activacion de C3G inducida por trombina.

5.11 IMPLICACION DE C3G EN LAS RUTAS DE ERK1/2 Y DE
p38 MAPK

La participacion de las MAPK en la funcién plaquetaria es controversial. Algunos
estudios sugieren que tanto ERK1/2 como p38 MAPK son esenciales para la agregacion
plaquetaria (Li et al 2001; Roger et al 2004), la secrecién de granulos (Oury et al 2002; Roger et
al 2004), la sintesis del TXA; (Garcia et al 2005; Shankar et al 2006) y la formacion del trombo
(Sakurai et al 2004), mientras que otros indican que estas kinasas no contribuyen a ninguna de
las respuestas plaquetarias (Borsch-Haubold et al 1996; McNicol et al 2003). Nosotros hemos
podido comprobar que inhibidores especificos de estas MAPK tales como U0126 (inhibidor de
ERK1/2) y SB203580 (inhibidor de p38 MAPK) afectan a la activacion y agregacion plaguetaria
(Figura R-17).

Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo indican que C3G esta implicado
en la mayoria de los procesos regulados por estas MAPK, tales como activacién y agregacion
plaquetaria y sintesis de TXA,. Ademas, C3G esta también implicado en la secrecion de los
granulos o (Martin-Granado et al 2017). Por tanto, nos planteamos si C3G podria actuar a
través de la activacion de estas MAPK en plaquetas. Para comprobar esta hipétesis hemos
realizado estudios de activacion y agregacion plaquetaria utilizando los inhibidores de MAPK,
U0126 y SB203580.
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5.11.1 Estudio del efecto de la inhibicién de ERK1/2 y p38
MAPK sobre la activacion de las plaquetas tgC3G vy
tgC3GACat.

Para estudiar la implicacién de C3G en las vias de las MAPK, ERK1/2 y p38 MAPK, se
trataron las plaquetas con sus inhibidores, U0126 y SB203580, respectivamente, previamente a
la estimulacién con trombina durante 1 minuto, y se monitorizd la activacién plaquetaria

mediante la expresién de P-selectina en superficie y la activacion de la integrina allbp3.
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Figura R-30. Las plaquetas tgC3G son mas sensibles a los inhibidores de ERK1/2 y p38
MAPK, U0126 y SB203580, en respuesta a trombina. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y
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sus controles correspondientes fueron pretratadas con SB203580 (20 uM) y U0126 (20 pM) durante 5 min
y después estimuladas con trombina (1 U/ml). Los histogramas representan la media + SEM (n=6 para
SB203580 y n=5 para U0126) de los porcentajes de inhibicién de la expresion de P-selectina (A) o
deintegrina allbB3 activada (B). Los valores son el resultado de dividir el valor de activaciéon con trombina
entre el valor de activaciéon con trombina + inhibidor. *p<0,05, **p<0,01. wt: genotipo silvestre, tg:
transgénico.

En la Figura R-30 se muestra el porcentaje de inhibicién de la activacién plaquetaria en
presencia de los inhibidores con respecto a la activacion en ausencia de inhibidores. Las
plaguetas tgC3G fueron significativamente més sensibles a ambos inhibidores, en cuanto a la
expresion de P-selectina, que sus correspondientes controles de tipo silvestre (Figura R-30A).
La misma tendencia se observé en cuanto a la activacion de la integrina, aunque en este caso
las diferencias no son significativas (Figura R-30B). En cambio, las plaquetas tgC3GACat no
muestran porcentajes de inhibicion significativamente diferentes con respecto a sus controles, y
en todo caso, muestran la tendencia contraria, es decir, una mayor resistencia a la accién de los

inhibidores.

Resultados similares se obtuvieron al estimular las plaguetas con ADP en presencia o no
de los inhibidores U0126 y SB203580, si bien las diferencias entre plaguetas transgénicas y sus
controles no fueron tan marcadas (Figura R-31).
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Figura R-31. Las plaquetas tgC3G son mas sensibles al tratamiento con SB203580 y U0126
en respuesta a la activacion por ADP. Las plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat o silvestres fueron
pretratadas con SB203580 (20 ng y U0126 (20 pM) durante 5 min, y después estimuladas con ADP (10
puM) — Fibrinbgeno ALEXA-FlGor 488. Los histogramas representan la media + SEM (n=5) de los
porcentajes de inhibicion de la activacion plaquetaria (medida de la de integrina allbB3 activada). Los
valores son el resultado de dividir el valor de activacion con ADP entre el valor de activacion con ADP +
inhibidor. *p<0,05. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico.
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Estos resultados sugieren la participacion de C3G en las rutas de ERK1/2 y p38 MAPK
plaguetarias, estimuladas por trombina o ADP.

5.11.2 Estudio del efecto de la inhibicion de ERK1/2 y p38
MAPK sobre la agregacion de las plaquetas tgC3G vy
tgC3GACat.

La participacion de C3G en las rutas de ERK1/2 y p38 MAPK también se analiz6
mediante estudios de agregacion plaquetaria en presencia de los inhibidores U0126 y
SB203580 y utilizando trombina como agonista.
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Figura R-32. La agregacion de plaquetas tgC3G estimuladas con trombina es méas sensible
a la inhibicién por SB203580 y U0126. Las plaquetas tgC3G, tgC3GACat o sus correspondientes
controles fueron pretratadas con SB203580 (20 uM) o U0126 (20 puM) durante 5 min, y después
estimuladas con trombina (1 U/ml). Los histogramas representan la media + SEM (n=4) de los
porcentajes de inhibicién de la agregacion plaquetaria (medida por citometria de flujo). Los valores son el
resultado de dividir el valor de agregacién con trombina entre el valor de agregacién con trombina +
inhibidor. wt: genotipo silvestre, tg: transgénico, T: trombina.

De forma similar a lo observado en el analisis de la activacién plaquetaria, en general,
las plaguetas tgC3G fueron mas sensibles a la inhibicion de la agregacion por U0126 o
SB203580 que sus controles correspondientes, sobre todo a los 10 minutos de estimulacion, si
bien en este caso las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura R-32). En
cambio, las plaquetas tgC3GACat no mostraron diferencias de agregacién con respecto a sus
controles, o en todo caso, mostraron una tendencia a una mayor resistencia al inhibidor
SB203580 a los 10 minutos de estimulacion con trombina.

Estos resultados estédn en concordancia con los resultados de activacion de las Figuras
R-30 y R-31 y sugieren la participacién de C3G en las rutas de estas dos MAPK en plaquetas,
probablemente a través de su accion GEF sobre Rapl

5.11.3 C3G no tiene efecto directo sobre la activacion de
las MAPK ERK1/2 y p38 MAPK.

Los resultados anteriores sugieren que C3G participaria en las rutas de ERK1/2 y p38
MAPK, bien activando a dichas kinasas o como un sustrato de las mismas. Para estudiar si C3G
participa en la activacion de las MAPK, ERK1/2 y p38 evaluamos, en plaquetas purificadas de
los distintos genotipos de ratdn, la fosforilacién de dichas proteinas, como una medida de su
actividad.

Para este estudio las plaquetas se estimularon con trombina previo tratamiento durante 5
minutos con diferentes inhibidores, como clopidogrel, wortmanina, bisindoliimaleimida, 2-
MesAMP, SB203580 o MRS2179. La fosforilacion de ERK1/2 y de p38 MAPK se determind

mediante Western Blot con anticuerpos fosfo-especificos (Tabla M-6).
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Figura R-33. La activacion de ERK y p38a MAPK por trombina es independiente de C3G.
Las plaquetas de animales tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes controles fueron pretratadas con
clopidogrel (100 pM), wortmanina (100 nM), bisindoliimaleimida (5 pM), 2-MeSAMP (50 uM), SB203580
(20 puM) o0 MRS2179 (20 uM), durante 5 min y a continuacion se estimularon (+) o no (-) con trombina
(1U/ml) (T) durante 1 min a temperatura ambiente. Las proteinas fueron detectadas por Western Blot con
anticuerpos anti p-Erk, Erk, p-p38a y p-38 (ver Tabla M-6). Los valores se relativizaron con relacién a los
niveles de las plaquetas sin tratar y se normalizaron frente a Erk total. La relacion p-Erk/Erk total y p-
38a/p-38a total esta indicada debajo de los blots.wt: genotipo silvestre, tg: transgénico, Cl: clopidogrel, W:
wortmanina, BIS: bisindoliimaleimida, Mes: 2-MeSAMP, SB: SB203580, MRS: MRS2179.

Como se observa en la Figura R-33, la trombina activa tanto ERK1/2 como p38 MAPK en
plaquetas. Sin embargo, no se observan diferencias de activacion entre las plaquetas

transgénicas y sus correspondientes controles silvestres. Unicamente hemos observado una
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mayor fosforilacion de ERK1/2 en plaquetas tgC3G pretratadas con el inhibidor de p38 MAPK,
con respecto a plaquetas control. Por otra parte, solamente el inhibidor de PKC,
bisindolilmaleimida, inhibié claramente la activacion de ERK1/2 inducida por trombina. Este
hecho no es sorprendente ya que se sabe que PKC activa ERK1/2 en la ruta de sintesis de
TXA:z (Yacoub et al 2006). Ademas, sorprendentemente, algunos inhibidores fueron capaces por
si solos de estimular la fosforilaciéon de ERK1/2 o p38 MAPK. Tal es el caso del clopidogrel, que
indujo la fosforilacién de p38 MAPK o el 2-MesAMP, que indujo una cierta fosforilacion de
ERK1/2. Es posible que dichos inhibidores actien sobre rutas que regulan negativamente la
actividad de estas MAPK (Wu et al 2013).

El hecho de que no se observen diferencias entre los distintos genotipos de plaquetas
indicaria que C3G no esta implicado en la activacion de estas MAPK, por lo que quedaba por
evaluar la posibilidad de que sean estas MAPK las que regulen la actividad de C3G.

5.11.4 La activacion de C3G depende, en parte, de la
activacion de las MAPK ERK1/2 y p38 MAPK.

Como se ha comentado, las MAPK participan en las rutas de activacion de las plaquetas
y en la produccién de TXA; (Kramer et al 1995; Borsch-Haubold et al 1998; Garcia et al 2005;
Shankar et al 2006). Por otra parte, se ha descrito que el TXA,, a través de su receptor TXAzR,
induce la activacion de Rapl (Relou et al 2003). Ademas, hemos visto que C3G estaria
participando en la regulacion de la ruta de sintesis de TXA.. Por lo tanto, una posibilidad es que
las MAPK regulen la activacion de Rapl a través de la produccion de TXA,, mediante una via
que implique la activacion de C3G. Para evaluar si ERK1/2 y/o p38 MAPK participan en la
activacion de C3G se estudid su fosforilacion en la Tyr504 en plaquetas de los distintos
genotipos mediante ensayos de inmunofluorescencia. Para ello, se trataron las plaquetas con
los inhibidores U0126 o SB203580, previamente a la estimulacion por trombina 0,5 U/ml durante
1 minuto en agitacion. Las plaquetas fijadas fueron incubadas con un anticuerpo que reconoce
especificamente dicha Tyr (Tabla M-6). Como se observa en la Figura R-34A, la trombina indujo
nuevamente una clara fosforilaciéon de C3G. De nuevo, los niveles de pTyr504-C3G fueron
mayores en ambas plaquetas transgénicas con respecto a sus controles (Figura 34B), como
cabe esperar dada la sobreexpresion. Sorprendentemente, la fosforilacion de C3G se inhibid
completamente por pretratamiento con los inhibidores de ERK1/2 y p38 MAPK, sobre todo en
las plaquetas tgC3G (Figura R-34 Ay B). Este resultado indica la existencia de un mecanismo
de regulacion positiva de C3G a través de estas MAPK. Dicho mecanismo implicaria, o bien la

activacion de una tirosina kinasa, que seria la responsable de la fosforilacion de C3G en el
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residuo de Tyr504, o bien la inactivaciébn de una tirosina fosfatasa, responsable de

desfosforilacién en dicho residuo.
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Figura R-34. C3G es fosforilado en plaquetas estimuladas por trombina mediante un
mecanismo que implica a las MAPK ERK1/2 y p38 MAPK. (A). Las imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal muestran plaquetas de ratones tgC3G, tgC3GACat y sus correspondientes
controles, doblemente marcadas con Faloidina (verde) y anti-pTyr504-C3G_Cy5 (rojo). Las imagenes
muestran una plaqueta representativa de cada genotipo con los diferentes tratamientos: reposo,
trombina (0,5 U/ml), trombina + U0126 (20 uM), trombina + SB203580 (20 uM). Las imagenes fueron
tomadas con los mismos tiempos de exposicion. Barra=2 um. B. Los histogramas muestran la media
+ SEM (n>4) de la intensidad de fluorescencia de p-C3G (unidades relativas), cuantificada mediante
el programa ImageJ y normalizadafrente a la fluorescencia de la actina (Faloidina). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001. T: trombina, SB: SB203580, U: U0126.

5.12 LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE C3G POR ERK
ES INDEPENDIENTE DE Src.

Los resultados anteriores indican la existencia de un mecanismo que regula
positivamente la fosforilacion de C3G a través de ERK1/2. Dicho mecanismo tiene que implicar
una tirosina kinasa. Se sabe que la proteina C3G después de su translocacion a la membrana,
mediada por Crk, es fosforilada en el residuo Y504 por tirosina kinasas asociadas a
membranacomo Src (Radha et al 2011). Por otro lado, se sabe que Src esta implicada en la ruta
de activacion de ERK1/2 mediada por trombina en plaquetas (Shankar et al 2006; Garcia et al
2007). Para determinar si Src es la kinasa responsable de la fosforilacion de C3G mediada por
ERK1/2 hemos estudiado, mediante inmunofluorescencia, la fosforilacion de C3G y de Src en
plaquetas de ratones tgC3GACat pretratadas con U0126 20 uM o PP2 (inhibidor de Src) 10 uM,
y posteriormente estimuladas con trombina 0,5 U/ml durante 1 minuto. La Figura R-35B muestra
un incremento significativo de fosforilacion de C3G inducido por trombina, especialmente en
plaquetas tgC3GACat, efecto que ya hemos observado previamente. En presencia de los
inhibidores U0126 o PP2, C3G sufre una significativa desfosforilacion, acorde con lo resultados
anteriores en el caso del U0126, y con el hecho de que C3G es principalmente fosforilada por
Src. En cambio, no observamos ningun efecto del inhibidor U0126 sobre la fosforilacion de Src
(Figura R-35B). Estos resultados indican que la fosforilacién de C3G por Src no esta mediada
por ERK1/2, lo que sugiere la posibilidad de que la regulacion de C3G por ERK1/2 sea a través
de una tirosina fosfatasa.
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Figura R-35. La fosforilacion de C3G mediada por Src no esta regulada por ERK1/2. (A). Las
imagenes obtenidas mediante microscopia confocal muestran plaquetas de ratones tgC3GACat y sus
correspondientes controles, doblemente marcadas con anti-pY418-Src_Cy3 (verde) y anti-pTyr504-
C3G_Cys5 (rojo). Las imagenes muestran una plaqueta representativa de cada genotipo con los diferentes
tratamientos: reposo, trombina (0,5 U/ml), trombina + U0126 (20 uM), trombina + PP2 (10 puM). Las
imagenes fueron tomadas con los mismos tiempos de exposicion. Barra=2 um. (B). Los histogramas
representan la media + SEM (n>5) de la intensidad de fluorescencia (unidades relativas) de las proteinas
p-C3G y p-Src. La cuantificacién de la intensidad de fluorescencia se ha realizado con el programa
ImageJ. **p<0,01, ***p<0,001. T: trombina.

5.13 ERK REGULA LA ACTIVIDAD DE C3G POR INHIBICION
DE LA FOSFATASA Shp2

Las funciones plaquetarias estan finamente reguladas por mecanismos de inhibiciéon que

estabilizan el proceso de coagulacion (Smolenski 2012). Entre las proteinas que regulan la
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activacion plaquetaria se encuentran fosfatasas como la tirosina fosfatasa Shp2 (PTPN11)
(Mazharian et al 2013). Esta tirosina fosfatasa es fosforilada e inhibida por la MAPK ERK1/2 en
otros tipos celulares (Peraldi et al 1994). Nuestros resultados han demostrado que el
tratamiento con inhibidores de MAPK, como el U0126 o el SB203580, provoca la
desfosforilacion de C3G en el residuo de Tyr504, lo que sugiere un mecanismo de regulacion
positiva de C3G a través de estas MAPK, posiblemente mediado por la inhibicién de una tirosina
fosfatasa ya que hemos visto que Src no estad implicada en este proceso. Por tanto, nuestro
siguiente objetivo fue determinar si la tirosina fosfatasa Shp2 estaba implicada en la regulacion

de la activacion de C3G.

5.13.1 La desfosforilacion de C3G en presencia del
inhibidor de ERK1/2 es dependiente de Shp?2.

Para estudiar la posible implicacion de Shp2 en la regulacion de C3G por ERK1/2 se
trataron las plaquetas con los inhibidores U0126, SHP099 (un inhibidor de Shp2) o ambos,
previamente a la estimulacién por trombina 0,5 U/ml durante 1 minuto en agitacion. Las
plaquetas fijadas fueron incubadas con el anticuerpo anti-pTyr504-C3G (Tabla M-6). Como se
observa en la Figura R-36A, la trombina indujo una clara fosforilacion de C3G, como ya
habiamos observado en experimentos anteriores. De nuevo, los niveles de pTyr504-C3G fueron
mayores en las plaquetas transgénicas con respecto a sus controles (Figura R-36B).
Sorprendentemente, parte de la fosforilacion de C3G que se inhibe por pretratamiento con el
inhibidor de ERK1/2, se recupera en presencia del inhibidor SHP099, sobre todo en las
plaquetas tgC3G (Figura R-36-A y B). Este resultado confirma la existencia de un mecanismo
de regulacion positiva de C3G mediado por ERK1/2 a través de la inhibicion de Shp2, que
estaria indirectamente implicado en la fosforilacion de C3G por trombina en el residuo de
Tyr504.
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Figura 36. La fosfatasa Shp2 regula la fosforilacion de C3G en plaquetas estimuladas por
trombina. (A). Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal muestran plaquetas de ratones
tgC3G y sus correspondientes controles, doblemente marcadas con Faloidina (verde) y anti-pTyr504-
C3G_Cys5 (rojo). Las imagenes muestran una plaqueta representativa de cada genotipo con los diferentes
tratamientos: reposo, trombina (0,5 U/ml), trombina + U0126 (20 pM), trombina + SHP099 (20 uM) y
trombina + U0126 + SHP099. Las im&genes fueron tomadas con los mismos tiempos de exposicion.
Barra=2 um. (B). El histograma representa la media + SEM (n>4) de la intensidad de fluorescencia
(unidades relativas) de p-C3G, cuantificada mediante el programa ImageJ, relativizada frente a la
fluorescencia de la actina (Faloidina). ***p<0,001. T: trombina, U: U0126.
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5.13.2C3G y Shp2 co-localizan en la plagueta

permitiendo su interaccion.

Para comprobar si Shp2 es la fosfatasa responsable de la desfosforilacion de C3G en
presencia del inhibidor de ERK1/2, realizamos un estudio de co-localizacién mediante
inmunofluorescencia. Para ello se trataron las plaquetas con los inhibidores U0126 o SHP099,
previamente a la estimulacién por trombina 0,5 U/ml durante 1 minuto en agitacion. Las
plaquetas fijadas fueron incubadas con un anticuerpo que reconoce especificamente la Tyr504
de C3G, junto con un anticuerpo que reconoce Shp2 (Tabla M-6). La Figura R-37 muestra la
existencia de co-localizacién entre p-C3G y Shp2, que fue significativamente mayor en
plaquetas de ratones transgénicos para C3G tratadas con trombina + U0126, es decir en la
condicién de mayor desfosforilacion de C3G (ver Figuras R-34, R-35 y R-36). Parte de esta co-
localizacion se pierde cuando se tratan las plaquetas con el inhibidor de Shp2, SHP099, pero se
recupera cuando las plaquetas se tratan con ambos inhibidores U0126 y SHP099 (Figura R-37),
indicando que ERK1/2 regula negativamente a la fosfatasa Shp2. Estos resultados, por tanto,
apoyan la idea de que Shp2 es la fosfatasa regulada por ERK1/2 que desfosforila a C3G.
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Figura R-37. Las plaquetas tgC3G muestran una mayor co-localizacion entre p-C3G y Shp2
en ausencia de p-ERK1/2. (A) Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal muestran
plaquetas de ratones tgC3G doblemente marcadas con anti-pTyr504-C3G_Cy5 (verde) y anti-Shp2_Cy3
(anti-SH-PTP2 B1) (rojo). Las imagenes muestran tres plaquetas representativas de cada genotipo con
los diferentes tratamientos: reposo, trombina (0,5 U/ml), trombina + U0126 (20 pM) y trombina + SHP099
(20 pM). Las iméagenes fueron tomadas con los mismos tiempos de exposicion. Barra=2 um. (B). El
histograma representa los coeficientes de correlacion de Manders (media + SEM, n=5) de la co-
localizacién entre p-C3G y Shp2, calculados mediante el programa ImageJ. *p<0,05. T: trombina.
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5.13.3 Shp2 regula la actividad de C3G.

Con la finalidad de confirmar el papel de Shp2 en la regulacién negativa de C3G,
analizamos la implicaciéon de Shp2 en la activacion de Rapl mediada por C3G. Para ello se
analizo la activacion de Rapl en plaquetas tgC3G pretratadas con los inhibidores de ERK1/2 y
Shp2 (U0126 y SHP099) previamente a la estimulaciéon con 0,2 U/ml de trombina. La Figura R-
38 muestra una ligera disminucion de los niveles de Rapl-GTP en plaquetas pretratadas con
U0126, con respecto a plaquetas estimuladas solo con trombina, lo que esta de acuerdo con
una regulacion positiva de C3G por ERK1/2. Por el contrario, el pretratamiento con SHP099
produjo un incremento de Rapl activado, con respecto a las plaquetas estimuladas con
trombina, lo que nuevamente sugiere una regulacion negativa de la fosfatasa Shp2 sobre C3G-
Rapl. M&s aun, el inhibidor SHP99 revirtid la inhibicion de Rapl-GTP provocada por U0126.
Este resultado esta de acuerdo con los resultados de fosforilacion de C3G y co-localizacion con
Shp2 de las Figuras R-36 y R-37, sugiriendo todos ellos que la MAPK ERK1/2 estéa involucrada
en un mecanismo de regulacion positiva de C3G a través de la inhibicion de la tirosina fosfatasa
Shp2.

tgC3G
Figura R-38. La inhibicion de Shp2 incrementa
T - + + + + los niveles de Rapl-GTP. Las plaquetas de animales
uoi2e - B + _ + tgC3G fueron estimuladas o no con trombina (1 U/ml)
durante 1 minuto en presencia o no de 20 yM de los
SHP099 - - inhibidores U0126 y SHP099 durante 5 min a 37°C en

agitacion. Posteriormente las plaquetas se lisaron y se

Rap1- GTPIAI aisl6 la forma de Rapl unida a GTP mediante su

interaccion con GST-RalGDS-RBD, y posterior deteccion

Py Z por Western Blot con anticuerpos anti-Rapl. tg:

Rap1 total w — | transgénico, T: trombina. Los valores estan relativizados
Rap1-GTP/ 0 07 25 16 frente a la activacion con trombina y normalizados frente a

Rap1 total Rap1 total.
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6 DISCUSION

En este trabajo se ha demostrado por primera vez la implicacion de C3G en la funcion de
las plaquetas, actuando como un importante GEF de Rapl a través de diferentes vias de
sefializacién dependientes de trombina, colageno y de ADP, asi como en la regulacién de la
sintesis del TXA;

6.1 C3Gregulalafunciéon homeostatica de las plaquetas.

Para la realizacion de este estudio se han utilizado dos modelos transgénicos de ratén,
uno que expresa el gen C3G humano completo y otro que expresa el mutante C3GACat, que
carece de parte del dominio GEF. La expresion de ambos transgenes esta regulada por el
promotor del gen PF4, especifico tanto de plaguetas como de megacariocitos. El
funcionamiento del pladsmido utilizado para generar estos modelos transgénicos ha sido
ampliamente validado, de forma que su expresion queda restringida a estos dos tipos celulares
(Ravid et al 1991a; Ravid et al 1991b; Zhang et al 2004; Papadantonakis et al 2008).

Previamente al estudio de las posibles funciones de C3G en plaquetas, se comprobé la
expresion de los transgenes C3G y C3GACat en las lineas de ratones generadas, mediante RT-
PCR semicuatitativa a partir de ARN total de plaquetas purificadas. El hecho de que las
plaquetas carezcan de nlcleo garantiza que nuestros preparados de ARN no estan
contaminados de ADN gendmico. Ademas, en los andlisis de PCR, cada par de oligonucleétidos
amplifica varios exones, lo que asegura el origen de ADNc de la muestra y descarta
contaminacion de ADN gendmico de otros tipos celulares. Los oligonucleétidos usados, tanto en
el genotipado como en la caracterizacién de la expresion de los animales transgénicos se
corresponden con la secuencia del gen C3G humano (Tabla M-2). Por tanto, la mayoria del
C3G detectado es el transgén humano. Sin embargo, considerando la elevada homologia entre
la secuencia del gen humano y de ratdn (87%), los oligos también detectan la expresién del gen
C3G enddgeno en los animales de tipo silvestre (Figura R-1). La sobreexpresion de la proteina
transgénica C3G es evidente, tanto en megacariocitos como en plaquetas, y sus niveles son
suficientes para modificar la actividad de Rapl (Figura R-13) y alterar la funcién plaquetaria
(Figuras R-8, R-9 y R-10).

Los resultados derivados de los experimentos de coagulacién demuestran que C3G
juega un importante papel en la funciébn hemostatica de las plaquetas. Asi, mientras los
animales controles dejaban de sangrar en los 2 primeros minutos tras el corte de la cola, los
animales transgénicos para C3G lo hacian durante el primer minuto. Por el contrario, los

animales transgénicos para C3GACat continuaban sangrando durante un tiempo superior a 8
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minutos, tiempo limite marcado para el experimento para evitar la muerte por exanguinacion
(Figura R-5). Ademas, también hemos comprobado que en los ratones transgénicos para C3G
hay un incremento en la formacion de trombos en circulacion (Figura R-11 y R-12), lo que esta
de acuerdo con la mayor tasa de coagulacion observada y apoya un papel importante de C3G
en la funcidn plaquetaria. Estos resultados estan en concordancia con otros estudios que
demuestran un papel de Raplb en la regulacion del estado de afinidad de la integrina allbB3 en
plaguetas y megacariocitos de raton (Bertoni et al 2002; Chrzanowska-Wodnicka et al 2005). El
hecho de no encontrar diferencias en el nimero de plaquetas entre los diferentes genotipos,
indica que C3G no afecta a la formacion de las plaquetas y que las alteraciones hemostaticas
observadas son debidas a alteraciones de la funcién plaquetaria.

De hecho, nuestros resultados indican que C3G es capaz de regular la activacion y/o
agregacion plaquetaria inducida por varios agonistas, tales como trombina, ADP, PMA y
colageno, los cuales se sabe que activan a Rapl (Chrzanowska-Wodnicka et al 2005). El hecho
de que las plaquetas tgC3GACat muestren una menor activacion que sus controles de tipo
silvestre sugiere que la mayor actividad plaquetaria inducida por C3G est4 mediada por su
activacion sobre Rapl. El incremento en la activacion de la integrina plaquetaria allbp3
observado en las plaquetas tgC3G estimuladas con trombina, ADP o colageno no se debid a un
incremento en la expresion génica de la integrina inducido por C3G, ya que no se observaron
diferencias significativas en el contenido de integrina allbf3 entre los distintos genotipos (Figura
R-3). Por otra parte, los ensayos de agregacion mediada por fibrinégeno indican que C3G juega
un papel en la activacion inside-outde la integrina allbB3, mientras que su participacion en las
rutas de trombina, PMA, ADP o colageno indicaria su contribucion a la sefializacion de tipo
outside-in. Ademas, probablemente C3G contribuye a la activacion plaquetaria mediada por
colageno a través de la glicoproteina GPVI, el principal receptor de colageno, el cual se
sabeque activa a Rapl en plaquetas (Kauffenstein et al 2001; Larson et al 2003; Nieswandt et al
2009).

6.2 La expresion transgénica de C3G en plaquetas induce un

incremento en el nUmero de neutroéfilos.

Los ratones transgénicos para C3G, pero no los transgénicos para C3GACat, mostraron
un incremento significativo en el nimero de neutrdfilos (Figuras R-6 y R-7). Como se esperaba,
los neutréfilos purificados, no expresaban el gen C3G (datos no mostrados). Este hecho plantea
la posibilidad de que exista un efecto indirecto de la sobreexpresion de C3G en plaquetas, que
podria conllevar una liberacion de factores derivados de plaquetas capaces de estimular el
desarrollo de los neutrdéfilos. Se sabe que las plaquetas secretan quimiocinas que atraen a los

neutréfilos y activan la produccién de citocinas proinflamatorias por parte de los
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mismos(Zarbock et al 2007). Por ejemplo, CXCL4 (PF4) puede activar a los neutréfilos en
presencia de un coestimulo apropiado como es el factor de necrosis tumoral a (TNF-a). Por lo
tanto, es razonable plantear la hipétesis de que C3G podria estimular la produccion y liberacién
de factores plaquetarios que estimulen la produccién de neutréfilos. En este sentido, una
reciente publicacion del grupo ha demostrado la implicacion de C3G en la secrecion de factores
plagquetarios reguladores de la angiogénesis contenidos en sus granulos o (Martin-Granado et
al., 2017). Sin embargo, no hemos podido detectar la secrecion diferencial de alguna de las
guimiocinas implicadas en el desarrollo y la activaciéon de los neutréfilos. Por otra parte, en la
mayoria de experimentos, las plaquetas tgC3G muestran una mayor activacion basal que las de
genotipo silvestre. Este hecho, por si sélo podria explicar el mayor nimero de neutréfilos en la
sangre circulante de estos ratones transgénicos ya que esta descrito que la P-selectina es un
importante ligando para neutrofilos (Zarbock et al 2007). De hecho, en algunos trabajos se ha
utilizado la interaccion neutrofilo-plaqueta a través de P-selectina como un método para el
estudio de la activacion plaquetaria, ya que parece ser mas sensible que el estudio de la
expresion de P-selectina (Michelson et al 2001).

Resultados de nuestro grupo y otros, sostienen la idea de que C3G esté involucrado en
la leucemia mieloide crénica (LMC) (Grumbach et al 2001; Gutierrez-Berzal et al 2006; Maia et
al 2009). La fase cronica de la enfermedad se caracteriza por la presencia de un elevado
porcentaje de neutrdfilos maduros en sangre periférica, los cuales presentan elevados niveles
de CrkL fosforilado, un adaptador constitutivo de C3G (Oda et al 1994). Ademas, las funciones
plaquetarias como la agregacion y la retraccion del codgulo, son a menudo anormales en
pacientes de LMC (Oda et al 1994; M'Rabet et al 1998). De forma similar a lo observado en
neutrofilos, Crkl es también fosforilado de forma anormal en plaguetas de pacientes de LMC
(Oda et al., 1996). Un hecho interesante, que ademas concuerda con el posible papel de C3G
en neutréfilos, es que Rapla es activado por una variedad de estimulos que participan en las
funciones de neutréfilos (M'Rabet et al 1998). Asi, Rapla interactla con la oxidasa de NADPH
de neutrdfilos (Quinn et al 1989) y estimula la produccion de aniéon Oz durante la explosion
oxidativa (Li et al 2007). También se ha visto que CalDAG-GEFI, otro GEF de Rapl, juega un
papel importante en la funcion de los neutrofilos (Bergmeier et al 2007; Pasvolsky et al 2007).
Basandonos en este hecho, nuestros modelos transgénicos para C3G podrian ser interesantes
herramientas para estudiar, en un fondo genético Bcr-Abl, si C3G desempefia un papel en el
proceso inicial del desarrollo de la LMC, mediante la inducciéon de una produccion anormal de

neutréfilos y una alteracion de la funcién plagquetaria.
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6.3 C3G participa en la activacion de Rapl inducida por

trombina a través de PKC.

Hasta el momento, CaIDAG-GEFI era el Gnico GEF de Raplb con un papel demostrado
en la funcién plaquetaria (Crittenden et al 2004; Cifuni et al 2008). Los ratones knock out para
CalDAF-GEFI presentan una agregacién plaquetaria deficiente en respuesta a bajas
concentraciones de PMA y una ausencia total de respuesta a bajas concentraciones de
trombina. Sin embargo, las plaquetas knock out para CalDAG-GEFI se activan de forma normal
a concentraciones mas elevadas de esos agonistas (10X), y mantienen una respuesta parcial al
colageno indicando la existencia de rutas de sefializacion independientes de CalDAG-GEFI
(Figura 1-12) (Crittenden et al 2004; Cifuni et al 2008; Nieswandt et al 2009). En este trabajo
hemos demostrado que C3G se expresa enddgenamente en plaquetas (Figura R-1, R-2 y R-3).
Por lo tanto, dado que C3G es el principal GEF de Rapl en diferentes tipos celulares (Radha et
al 2011) y que Raplb tiene una funcidon esencial en plaquetas (Torti et al 1994; Stork et al
2005), es posible que, ademas de CalDAG-GEFI, C3G desempefie un papel fisiolégico
actuando como GEF de Raplb en plaquetas bajo ciertos estimulos.

Nuestros resultados indican que C3G participa, al menos, en la activacion y agregacion
plaquetaria inducidas por trombina, PMA, ADP y colageno. En las plaquetas, la trombina induce
una temprana activacion de Raplb, a través de vias mediadas por calcio, de forma dependiente
de CalDAG-GEFI e independiente de la activacion de PKC (Franke et al 2000). Este proceso es
seguido por una segunda fase de activacion de Raplb mediada por PKC (Franke et al 1997;
Franke et al 2000; Crittenden et al 2004). Nuestros resultados muestran un incremento en la
respuesta plaquetaria a trombina en animales transgénicos C3G, en comparacion con sus
controles de genotipo silvestre, y una respuesta disminuida en las plaquetas de animales
transgénicos C3GACat, sugiriendo que C3G participa en la activaciéon de Rap1 mediada por
trombina. Este hecho queda confirmado mediante los ensayos de activacion de Rapl, donde se
observa un incremento de los niveles de Rapl-GTP en plaquetas de ratones transgénicos
estimuladas con trombina o PMA, en comparacion con sus controles correspondientes (Figuras
R-13A y R-14). Por otra parte, se sabe que Raplb, en condiciones de agregacion, sufre una
sobreactivacion seguida de una drastica inhibicion como consecuencia de su translocacion de la
membrana plasmatica a la fraccién del citoesqueleto (Franke et al 2000). De acuerdo con este
hecho, las plaquetas de ratones tgC3G muestran unarapida inhibicion de Rapl en condiciones
de agregacion, mientras que la desactivacion de Rapl en estas condiciones esta retardada en

plaquetas tgC3GACat con respecto a sus controles (Figura R-13B).

Basandonos en los resultados que muestran un incremento de la activacion de plaquetas
tgC3G mediada por PMA, junto con el hecho de que la agregacién plaquetaria inducida por
PMA no se ve afectada en plaquetas knock out para CalDAG-GEFI (Crittenden et al 2004),
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proponemosun modelo en el que C3G participaria de forma especifica en la segunda fase de
activacion de Rapl, dependiente de PKC, inducida por trombina (Franke et al 2000; Cifuni et al
2008) (Figura D-1). Esta hipotesisesta reforzada por los resultados mostrados en la Figuras R-
14 y R-15, que muestran que, tanto la activacion de Rapl, como la activacion plaquetaria
mediada por PKC dependen principalmente de C3G. La participacion de C3G en la ruta PMA-
PKC-Rapl esta avalada por los experimentos de inmunofluorescencia de la Figura R-16, que
muestran una total dependencia de PKC en la fosforilacion de la Tyr504 de C3G, la cual esta
implicada en su activacion (Ichiba et al 1999).Sin embargo, dado que PKC es una
serina/treonina kinasa, no puede ser la responsable directa de la fosforilacion de C3G en este
residuo de Tyr504. Src es una de las principales tirosina kinasas implicadas en la fosforilacién
de C3G en diferentes tipos celulares (Ichiba et al 1999; Ling et al 2003; Shivakrupa et al 2003;
Radha et al 2004; Radha et al 2011). De hecho, los resultados de la Figura R-35 muestran que
la fosforilacion de la Tyr504 de C3G es dependiente de Src. Dado que la activacion de Src esta
regulada por tirosina fosfatasas dependiente de PKC (Brandt et al 2003), Src podria ser la

tirosina kinasa responsable de la fosforilacion de C3G dependiente de PKC.

El incremento en los niveles de Rap1-GTP inducidos por trombina o PMA en plaquetas
tgC3G podrian ser un reflejo de los mayores niveles basales de Rap1-GTP observados en estas
plaquetas (Figura R-13A, R-14 y R-24). Sin embargo, hay gque tener en cuenta que los niveles
de Rapl-GTP en plagquetas tgC3G estimuladas con estos agonistas son mayores que la suma
de los niveles basales en estas plaquetas y los inducidos por PMA o trombina en plaquetas
silvestres, lo que sugiere una amplificacion de la respuesta a la trombina y el PMA en las
plaquetas tgC3G vy, por tanto, la participacion de C3G en la ruta Trombina-PKC. No podemos
excluir la posibilidad de que otros GEF de Rapl, con expresion detectable en plaquetas de raton
(Rowley et al 2011; Zeiler et al 2014), pudieran contribuir a la activaciéon de Rapl dependiente
de PKC, ya que las plaquetas tgC3GACat muestran cierto grado de agregacion cuando se
estimulan con PMA (Figura R-10).

Los resultados obtenidos con el transgén C3G de longitud completa estan reforzados por
el uso de dos lineas quiméricas diferentes 2C1 y 6A6. Ademas, los resultados obtenidos con
este modelo transgénico estan a su vez avalados por los resultados mostrados con el transgén
C3GACat (linea 8A3), el cual se comporta como un dominante negativo (DN) bloqueando la
activacion de Rap1l y, consecuentemente la funcién plaquetaria. La funcion DN esta claramente
demostrada por la disminucion de los niveles de Rap1-GTP observados en plaguetas C3GACat
estimuladas con trombina (Figura R-13A) y PMA (Figuras R-14). Este mutante C3GACat (el cual
carece de los amino4cidos esenciales para la funcion GEF, pero conserva el dominio REM)
podria actuar secuestrando a su efector Rapl formando un complejo inactivo, evitando la
activacion de Rapl por otros GEF. Esta hipotesis esta de acuerdo con los resultados de las
Figuras R-8, R-9 y R-10, que muestran una menor respuesta a los agonistas por parte de las
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plaquetas C3GACat, en comparacion con sus controles silvestres. La accion DN de este
mutante ha sido demostrada en otros sistemas (Guerrero et al 2004; Martin-Encabo et al 2007).
El hecho de que los efectos del mutante C3GACat sean opuestos a los del transgén C3G

completo demuestra claramente que C3G tiene un efecto directo sobre Rapl y que los

resultados obtenidos no son debidos al azar o a posibles artefactos experimentales.

En resumen, basandonos en los resultados de este apartado, junto con resultados
previos que demuestran la existencia de dos rutas independientes de activacién de Rapl por
trombina, una a través de CalDAGEFI y una segunda fase de activacion mediada por PKC
(Franke et al 2000; Cifuni et al 2008), proponemos un modelo donde C3G seriael GEF
responsable de la activacién de Rapl mediada por trombina a través de la via dependiente de
PKC (Figura D-1). De acuerdo con este modelo, seria necesaria la intervenciéon de una tirosina
kinasa (probablemente Src) modulada por PKC responsable de la fosforilacién de C3G.

Trombina

Figura D1.Modelo propuesto de la participacion de C3G en la activacién de Rapl por
trombina en plaquetas de ratén. C3G participaria en la activacion de Rapl mediada por PKC. PLC-B2:
fosfolipasa C 2; BIS: Bisindoliimaleimida; DAG: diacilglicerol; IP3: Inositol trifosfato.
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6.4 C3G participa en la sefalizacion de Rapl mediada por
ADP-P2Y12-PI3K

El ADP es un agonista plaquetario capaz de activar a Rapl a través de sus dos
receptores, P2Y1 y P2Y12, los cuales estimulan rutas diferentes (Gachet et al 1991; Lova et al
2002; Jung et al 2006). Nuestros resultados (Figuras R-8 y R-10) muestran que las plaquetas
tgC3G presentan una mayor respuesta al ADP, tanto en ensayos de activacion de la integrina
allbp3 como de agregacion (en nuestro sistema, el ADP resultdé un débil inductor de
desgranulacion, lo que esta de acuerdo con otros autores (Nieswandt et al 2007)). Esto indica
gue C3G podria mediar, al menos en parte, la activacion de Rapl inducida por ADP. Por lo
tanto consideramos relevante seguir profundizando en el estudio de la contribucién de C3G en
las rutas de sefalizacion mediadas por ADP mediante el uso de inhibidores especificos de los
dos tipos de receptores, asi como inhibidores de otros componentes de estas rutas. Para los
estudios de agregacion en presencia de inhibidores hemos estandarizado previamente una
novedosa técnica de agregacion plagquetaria basada en citometria de flujo (De Cuyper et al
2013).

El ADP es un agonista débil de agregacion plaquetaria. Debido a esto, no hemos
detectado una activacion significativa de la integrina allbp3 inducida por ADP en ensayos
realizados con el anticuerpo JON/A (datos no mostrados). Sin embargo, el ADP activa
claramente la unién de la integrina allbB3 al fibrinégeno, lo cual, concuerda con el efecto

sinérgico entre el ADP y el fibrindgeno (Gachet et al 1991).

Se ha descrito que el ADP activa a Rapl, a través de receptores P2Y12 en una ruta
mediada por PI3K. En cambio, su unién a receptores P2Y1, conduce a la activacion de Rapl, a
través de una ruta mediada por CalDAG-GEFI (Woulfe et al 2002). Nuestros resultados indican
que las plaquetas tgC3G son mas sensibles a los inhibidores de P2Y12, como clopidogrel y
2MesAMP, tanto en respuesta a la desgranulacion (expresion de P-selectina), como a la
activacion de la integrina/agregacion, que las plaquetas de los animales de genotipo silvestre,
mientras que las plaquetas tgC3GACat muestran la tendencia contraria. Este efecto se produce
tanto en presencia de trombina como de ADP, indicando que C3G estaria implicado en la ruta
de activacion trombina/ADP-P2Y12 que conduce a la activacion plaquetaria y la agregacion
(Figuras R-18, R-19 y R-22), y que la trombina actuaria a través de la induccion de la secrecién
de granulos plaquetarios (Kunapuli et al 2003). En efecto, la mayor expresion de P-selectina
detectada en la superficie de plaquetas tgC3G estimuladas con trombina, induce a pensar en
una mayor liberacién de granulos por parte de las plaquetas de animales tgC3G con respecto a
las plaquetas de sus hermanos de genotipo silvestre. El hecho de que las plaquetas tgC3GACat
se comporten de forma opuesta a las plaquetas tgC3G en respuesta a ADP indicaria que C3G,

al igual que en la ruta trombina-PKC, estaria participando como GEF de Rapl en esta ruta. Este
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papel de C3G en la via ADP-P2Y12-PI3K-Rapl queda demostrado por la inhibicion de la
activacién de Rapl en plagquetas tgC3G pretratadas con los inhibidores de P2Y12 y PI3K (2-
MesAMP y wortmanina respectivamente), inhibicion que no se observa en las plaquetas de
genotipo silvestre (Figura R-24). En concordancia, las plaquetas tgC3GACat mostraron niveles
muy bajos de Rapl-GTP en respuesta a trombina, los cuales no se vieron afectados por
wortmanina o 2-MesAMP. Esto esta de acuerdo con la menor inhibicién de la activacion y la
agregacion observada en estas plaquetas en presencia de clopidogrel, inhibidor del receptor
P2Y12.

En conjunto, todos estos resultados sugieren un papel de C3G en la via ADP-P2Y12-

PI3K que conduce a la activacion de Rapl (Figura D-2).

Trombina ADP
>

i P2Y12
o (F 011 |
il | l huubﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

Figura D-2. Representacién esquematica de la participacién de C3G en la activacién de
Rapl a través de la ruta ADP-P2Y12. C3G podria ser el GEF responsable de la activacién de Rapl
mediada por PI3K en la ruta de activacion inducida por el receptor de ADP, P2Y12 en plaquetas de raton.
PI3K: Fosfatidil inositol 3 kinasa, W: wortmanina.

Se ha descrito que en el proceso de desgranulacion inducidor por ADP el receptor
P2Y12 seria el méas relevante y en cambio, en el proceso de agregacion, intervendrian tanto
P2Y12 como P2Y1 (Dangelmaier et al 2000; Gachet 2001; Jin et al 2002). Consecuentemente,
en nuestro sistema, el inhibidor del receptor P2Y1 (MRS2179) apenas mostré efecto sobre la
desgranulaciéon, mientras que si indujo una potente inhibicion de la agregacién, como se
muestra en la Figura R-17. Este hecho, junto con el débil efecto del ADP en la desgranulacion
(Figura R-8), puede ser la razén por la cual no hemos observado diferencias significativas en la
inhibicion, por MRS2179, de la desgranulacion inducida por trombina entre las plaquetas de

ratones tgC3G y sus controles (Figura R-20). Tampoco hemos encontrado diferencias en la
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inhibicion por MRS2179 de la activacion de la integrina mediada por ADP, ni en la inhibicién de
la agregacion inducida por trombina, posiblemente debido a su dréastico efecto inhibidor (niveles
de inhibicién proximos al 100%) (Figuras R-21 y R-23). Unicamente hemos observado una
inhibicion diferencial por MRS2179 entre plaquetas tgC3G y plaquetas silvestres en cuanto a la
activacién de la integrina por trombina (Figura R-20). Puede haber dos posibles explicaciones
no excluyentes, (i) que C3G esté participando como GEF de Rapl via P2Y1 a través de PKC,
puesto que este receptor provoca la activacion de PLC (Woulfe et al 2002), si bien la via
preferente seria por CalDAG-GEF1, o (ii) que la activacion de la integrina por ADP se esté
produciendo preferentemente via P2Y1 en nuestro sistema de estudio, a diferencia de la
desgranulacién que seria mas dependiente de la via de P2Y12. En cualquier caso, no parece
gue C3G contribuya de manera relevante a la ruta ADP-P2Y1 y si lo haga en la ruta regulada
por P2Y12.

6.5 C3G interviene en la regulaciéon de la sintesis del

tromboxano A,.

La produccién y liberacion de TXA; es una de las principales consecuencias de la
activacion plaquetaria. La mayoria de agonistas plaquetarios conducen a la sintesis de TXA,,
cuyo paso limitante es la activacion de la cPLA;, la cual se regula por fosforilacion en el residuo
de serina 505 por MAPK, entre otros mecanismos (Borsch-Haubold et al 1998; Hackeng et al
2000a; Garcia et al 2005; Shankar et al 2006). Sin embargo, otros autores indican que las
MAPK no tienen implicacion en la sintesis del TXA; (Borsch-Haubold et al 1996; Kramer et al
1996; McNicol et al 2003). En este trabajo hemos comprobado que la expresion transgénica de
C3G en plaquetas regula negativamente la sintesis de TXA,, Este efecto se observa también en
plaquetas tgC3GACat, si bien las diferencias con respecto a sus controles no son significativas
(Figura R-28). Por otra parte, las plaquetas tgC3G mostraron una mayor sensibilidad al
pretratamiento con aspirina (inhibidor de la ciclooxigenasa, una enzima clave en la ruta de la
sintesis del TXA), que indujo valores de activacion y agregacion en respuesta tanto a trombina
como a ADP, significativamente mas bajos que en las plaquetas de ratones de genotipo
silvestre (Figuras R-25, R-26 y R-27). Esta mayor sensibilidad al tratamiento con aspirina
observada en las plaquetas tgC3G sugiere la participacion de C3G en una ruta iniciada por la
unién del TXA, a su receptor, donde la activacién de C3G seria dependiente de esta ruta
(Figura D-3). Estd hipétesis esta avalada por el efecto inhibidor de la aspirina sobre la
fosforilacion de C3G inducida por trombina, tal y como muestran los estudios de
inmunofluorescencia de la Figura R-29. Cabe sefialar que, tanto las plaquetas tgC3G como las
tgC3GACat muestran mayores niveles de fosforilacion en la Tyr504 inducidos por trombina, que

sus correspondientes controles silvestres, lo que estd de acuerdo con la presencia de dicha
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tirosina en ambos transgenes. Esto explica que la fosforilacion de C3G sea mas sensible a la
inhibicién por aspirina en ambas plaquetas transgénicas con respecto a sus correspondientes
plaquetas control. Por otra parte, el hecho de que C3G regule negativamente la produccién de

TXA: indica que C3G activaria una ruta inhibidora de la ruta de activacion de la ciclooxigenasa,

la cual actuaria de forma sinérgica con la aspirina en la inhibicion de la formacion de TXA,.

Cabe mencionar que la mayor produccién de TXA, observada en la linea 8A3
(WtC3GACat y tgC3GACat) con respecto a las lineas tgC3G es probablemente un reflejo del

diferente fondo genético de estas dos lineas transgénicas.

6.6 C3G esta regulado positivamente por ERK1/2 en un

mecanismo dependiente de la tirosina fosfatasa Shp2

A pesar de las discrepancias en cuanto a la implicaciéon de las MAPK en la ruta de
sintesis del TXA;, los resultados de este trabajo estan a favor de un papel positivo, tanto de
ERK1/2 como de p38 MAPK en las funciones de las plaquetas, ya que: (i) la trombina induce la
fosforilacion de ambas MAPK en plaquetas (Figura R-33); (ii) sus inhibidores respectivos U0126
y SB352080, producen una disminucion en la activacion y agregacion plaquetaria inducida por
trombina (Figura R-17). Estos resultados estarian en consonancia con otras publicaciones que
indican la participacion de estas MAPK en las vias de sefializacion plaquetaria (Papkoff et al
1994; Saklatvala et al 1996; Garcia et al 2007). Nuestros resultados sugieren también que
ERK1/2 estarian reguladas por PKC en plaquetas (Figura R-33), en consonancia con la
literatura, ya que se ha descrito que PKC es capaz de activar ERK1/2 en la ruta de sintesis de
TXA: (Yacoub et al 2006). Por el contrario, nuestros resultados indican que la ruta ADP-P2Y12
no es muy relevante en la activacion de ERK1/2 o p38 MAPK, en contradiccion con otras
publicaciones (Garcia et al 2007; Adam et al 2008). Por otra parte, la mayor sensibilidad de las
plaqguetas tgC3G a ambos inhibidores sugiere la participacion de C3G en las rutas plaquetarias
reguladas por estas MAPK (Figuras R-30, R-31 y R-32). De hecho, la fosforilacién de C3G en
laTyr504 inducida por trombina se inhibe drasticamente en presencia de U0126 y SB352080, lo
que proporciona una explicacion a la mayor sensibilidad a estos inhibidores observada en los
experimentos de activacion y agregacion plaquetaria. Estos resultados indican la existencia de
una regulacion positiva de estas MAPK sobre C3G. Dado que ERK1/2 y p38 MAPK son Ser/Thr
kinasas y que esta regulacion sobre C3G implica la fosforilacion/desfosforilacion de un residuo
de tirosina, se planteaban dos posibles mecanismos de regulacion: (i) o bien las MAPK estan
regulando positivamente una tirosina kinasa que fosforila a C3G, (ii) o bien estas MAPK regulan
negativamente una tirosina fosfatasa implicada en la desfosforilacién de la Tyr504 de C3G.
Dado que Src es una de las principales tirosina kinasa implicadas en la fosforilaciéon de C3G en

diferentes tipos celulares (Ichiba et al 1999; Ling et al 2003; Shivakrupa et al 2003; Radha et
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al2004; Radha et al 2011), junto con el hecho de que Src fosforila y activa a la PLCY;
provocando la activacién de la ruta MEK-ERK-cPLA; implicada en la sintesis del TXA; (Garcia et
al 2005), Src podria ser la kinasa regulada por ERK1/2 en nuestro sistema. Sin embargo, si bien
Src es responsable, también en plaquetas, de la fosforilacion de C3G (Figura R-35), su
activacion por fosforilacion no estd regulada por ERK1/2. El otro mecanismo alternativo
implicaba la regulacion, por parte de ERK1/2, de una tirosina fosfatasa. En efecto, este parece
ser el mecanismo de regulacién, ya que la inhibicion de la fosforilacién de C3G (sobre todo en
las plaquetas tgC3G) inducida por pretratamiento con el inhibidor de ERK1/2 U0126, se revierte
completamente en presencia de SHP99 (Figura R-36), un inhibidor selectivo de la tirosina
fosfatasa Shp2 que, por tanto, seria la responsable de esta regulacion.

Un hecho sorprendente es que el clopidogrel estimula por si sélo la fosforilacion de p38
MAPK, posiblemente a través de la regulacion negativa de inhibidores de estas MAPK. En
concordancia con estas observaciones, se ha descrito que el clopidogrel es capaz de inhibir el
crecimiento de células del epitelio gastrico, provocando su apoptosis a traveés de un incremento
en la fosforilacion de MAPK como p38 MAPK, ERK1/2 y JNK (Wu et al 2013).

En conjunto, estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de regulacién
positva de C3G mediado por ERK1/2 a través de la inhibicion de Shp2, que estaria
indirectamente implicado en la fosforilacién de C3G por trombina en el residuo de Tyr504. Un
hecho curioso es que ERK1/2 regula negativamente a CalDAG-GEFI (Ren et al 2016), lo que
plantea la hip6tesis de que ERK1/2 podria regular positiva 0 negativamente la actividad de Rap1l
a través de la modulacidon de sus GEF. Esta regulacién negativa de Shp2 por parte de ERK1/2
se ha observado también en células PC12 (Peraldi et al 1994). La regulacién de C3G por Shp2
esta avalada por la mayor co-localizacién de ambas proteinas observada en condiciones de
inhibicion de ERK1/2, es decir, cuando la actividad de Shp2 es maxima (Figura R-37). Esta
interaccion entre ambas proteinas en presencia del inhibidor de ERKZ1/2 permitiria la
desfosforilacion de C3G, la cual resultaria en una disminucién de los niveles de Rap1l activado,
tal y como se observa en la Figura R-38. Dichos niveles se recuperan en presencia de SHP099,

lo que apoya la hipétesis propuesta.

Todos estos resultados, junto con los resultados que implican a C3G en la ruta de
sintesis del TXA, nos llevan a proponer un modelo de regulacién de esta ruta en el cual las
MAPK estarian regulando la activacion de Rapl a través de la sintesis de TXA; y la
consiguiente activacion de C3G. El modelo de regulacién de Rapl por la producciéon y liberacion
de TXA; dependiente de p38 MAPK, y la posterior estimulacion de su receptor TXAzR, ya ha
sido propuesto por otros autores (Hackeng et al 1999). Nosotros proponemos que C3G seria el
GEF responsable de la activacion de Rapl dependiente de la activacion del receptor de TXA..

Tras su activacion Rapl regularia negativamente la activacion de las MAPK en un mecanismo
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de retroalimentacion negativa que ha sido descrito en otros tipos celulares (Stork 2003; Maia et
al 2009). La inhibicion de las MAPK resultaria en disminucion en la sintesis de TXA; y por tanto,
explicaria la menor producciéon de TXA; encontrada en las plaquetas transgénicas C3G (Figura

R-28). En este modelo, C3G estaria, ademas, regulado positivamente por las MAPK a través de
la inhibicion de la tirosina fosfatasa Shp2 (Figura D-3).

Trombina

uo126
SB203580

PP2

Figura D-3. Representacién esquemaética de la participacion de C3G en la ruta sintesis y
sefializacion del TXA,. En plaquetas de raténla activacion deC3G estaria regulada, tanto por la sintesis
del TXA, como por ERK1/2 a través de la tirosina fosfatasa Shp2. C3G fosforilado participaria en la
activacion de Rapl, regulando la ruta a nivel de las MAPK mediante un mecanismo de retroalimentacion
negativo. PLA;: Fosfolipasa A, TXA;R: receptor de TXA,, TXA,: Tromboxano A, PP2: inhibidor de Src.
SHP099: inhibidor de Shp2. U0126: inhibidor de ERK; SB203580: inhibidor de p38; aspirina:
inhibidor de la ciclooxigenasa.

En resumen, este trabajo muestra un papel importante de C3G en la regulacion de la
funcion de las plaquetas a través de vias de regulacion de Rapl alternativas a CalDAG-GEFI,

abriendo nuevas perspectivas de estudio sobre C3G como diana terapéutica en los desordenes
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trombéticos. También hemos podido identificar una nueva relacion entre MAPK y C3G en las
rutas de sefializacion por TXA,. Los modelos de ratones transgénicos C3G podrian ser usados
para evaluar el papel potencial que juega C3G en el desarrollo de enfermedades hemostaticas,

asi como para evaluar la posible funcién de C3G en el desarrollo de los neutréfilos y su relacion
con la LMC.
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7 CONCLUSIONES

1. C3G desempefia un papel importante en la funcion hemostatica de las plaquetas,

mediante la regulacion de su actividad, pero sin alterar su nimero en sangre circulante.

2. La sobreexpresion de C3G en plaquetas induce un aumento del nimero de neutréfilos
en sangre, posiblemente por interaccién de éstos con la P-selectina, cuya expresion en

superficie esta incrementada en las plaquetas transgénicas C3G.

3. C3G regula la desgranulacién de las plaquetas y la activacion de la integrina allbp3 en

respuesta a trombina, ADP, PMA y colageno, a través de la activacion de su diana Rap1.

4. C3G participa en la ruta trombina-PKC, que activa a Rapl de forma independiente de
CalDAG-GEFI.

5. La tirosina kinasa Src fosforila a C3G en la Tyr504 en respuesta a la activacion por
trombina, posiblemente a través de un mecanismo mediado por PKC.

6. C3G participa como GEF de Rapl en la via ADP-P2Y12-PI3K que conduce a la

activacion de la integrina allbB3 y a la desgranulacion plaquetaria.

7. C3G es un mediador de la ruta trombina-TXA, que conduce a la activacion plaquetaria,

pero regula negativamente la sintesis de TXA..

8. La fosforilacion de C3G en la Tyr504, inducida por trombina, esta regulada positivamente

por ERK1/2 a través de la inhibicion de la tirosina fosfatasa Shp2.
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We have generated mouse transgenic lineages for C3G (tgC3G) and C3GACat (tgC3GACat, C3G mutant lac-
king the GEF domain), where the transgenes are expressed under the control of the megakaryocyte and
platelet specific PF4 (platelet factor 4) gene promoter. Transgenic platelet activity has been analyzed through
in vivo and in vitro approaches, including bleeding time, aggregation assays and flow cytometry. Both trans-
genes are expressed (RNA and protein) in purified platelets and megakaryocytes and do not modify the num-
Keywords: ber of platelets in peripheral blood. Transgenic C3G animals showed bleeding times significantly shorter than
3G control animals, while tgC3GACat mice presented a remarkable bleeding diathesis as compared to their con-
Platelet trol siblings. Accordingly, platelets from tgC3G mice showed stronger activation in response to platelet ago-
Transgenic mice nists such as thrombin, PMA, ADP or collagen than control platelets, while those from tgC3GACat animals had
Granulocyte a lower response. In addition, we present data indicating that C3G is a mediator in the PKC pathway leading
Neutrophil to Rap1 activation. Remarkably, a significant percentage of tgC3G mice presented a higher level of neutrophils
Rap1 than their control siblings. These results indicate that C3G plays an important role in platelet clotting through
a mechanism involving its GEF activity and suggest that it might be also involved in neutrophil development.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Rap1 is a small GTPase of the Ras family that is ubiquitously
expressed [1]. Many studies support a role for the Rapl isoform
Rap1b (but not Rap1a) in critical aspects of platelet function, includ-
ing aggregation, coagulation, adhesion and spreading, through the
platelet integrin allbB3 [2,3]. Rap1b is highly expressed in mature
megakaryocytes and platelets, accounting for about 0.1% of the
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total cellular proteins [3]. Recently, genetic evidences have demon-
strated that Rap1b is involved in a common crucial step required
for platelet activation [4]. Rap1b participates in the responses trig-
gered by most platelet agonists, including ADP, collagen, epineph-
rine, thrombin and PMA [4-6]. In particular, ADP, thrombin and
PMA activate platelet Rap1b through pathways involving an in-
crease in intracellular calcium via Gaq-mediated PLC activation [2].
Rap1b can also be activated by Ca?*-independent mechanisms in-
volving Gai/Gaz signaling and the subsequent activation of PI3K
[7-9].

Rap proteins are activated upon binding to GTP, which is stimulated
by guanine nucleotide exchange factors (GEFs) [3]. The RapGEFs de-
scribed to have a significant expression in human platelets are
CalDAG-GEFI/RasGRP2, CalDAG-GEFIII/RasGRP3 and PDZ-GEF1 [10,11].
In mouse platelets, the most relevant Rap1 GEF described so far is
CalDAG-GEFI, whose function is crucial for signal integration in plate-
lets. Mouse platelets lacking CalDAG-GEFI are severely compromised
in the integrin-dependent aggregation as a consequence of their
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inability to activate Rap1 [12,13], although a CalIDAG-GEF-independent
Rap1 activation has been described in response to thrombin [5,14].

C3Gis aRap1/2 GEF that regulates Rap activation by tyrosine kinases
[1,3]. C3G-mediated Rap1 activation plays critical roles in adhesion. In
fact, C3G-dependent Rap1 activation is essential during early mouse
embryogenesis due to its role in integrin- and paxillin-mediated cellular
adhesion and spreading [15]. Moreover, C3G is required for the forma-
tion and stabilization of integrin 31- and paxillin-positive focal adhe-
sions [16]. C3G is also an essential activator of Rap1 during junction
formation, both in epithelial and endothelial cells [17]. In addition,
C3G has been implicated in Rapl1-dependent adhesion in many
hematopoietic-cell types [18,19]. Based on the critical role of C3G in ad-
hesion processes regulated by Rap1, we can hypothesize that C3G,
which is expressed at low level in mouse platelets [20], could participate
in Rap1-mediated platelet functions. This is supported by previous data
showing the involvement of C3G in thrombopoietin (TPO)-mediated
Rap1 activation during megakaryocytic differentiation to platelets [3].
TPO binding to the Mpl receptor induces CrkL phosphorylation and
the recruitment of a Cbl/CrkL/C3G complex, which results in the
sustained activation of ERKs [21].

Rap1 is rapidly activated after stimulation of human platelets with
a-thrombin. Phospholipase C-mediated increase in intracellular calci-
um is necessary and sufficient for this activation, which suggests the
participation of CalDAG-GEFs [5,22]. Nevertheless, thrombin induces
a second peak of Rap1 activation, which is mediated by protein kinase
C (PKC), but independent of Ca®* and CalDAG-GEF [5,14]. The specif-
ic components of this second pathway, and in particular, the specific
GEF that contributes to the second wave of Rap1 activation has not
been identified so far.

To examine whether C3G might play arole in platelet functions, we
have generated C3G and C3GACat (C3G mutant with a deletion in the
GEF domain) transgenic mice with specific protein over-expression in
megakaryocytes and platelets. In vivo and in vitro experiments re-
vealed a higher activation and aggregation of C3G transgenic platelets
than those from wild type animals. In contrast, platelets expressing
the C3GACat mutant showed impaired activation and aggregation.
Thus, our results indicate that the manipulation of C3G expression
modifies platelet responses and therefore, it could play an important
role as a therapeutical target in thrombotic disorders through the
modulation of Rap1 activity. Unexpectedly, C3G transgenic mice
have a significant higher number of neutrophils than control mice,
suggesting a possible C3G function in neutrophil development.

1.1. Research ethics

This study was carried out in strict accordance with the EU Directive
2010/63/EU for animal experiments http://ec.europa.eu/environment/
chemicals/lab_animals/legislation_en.htm and Uniform Requirements
for manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org.
The protocol was approved by the Committee on the Ethics of
Animal Experiments of the University of Salamanca, ID number:
SAF2010-20918-C02-02. All surgeries were performed under ketamine
anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.

2. Materials and methods
2.1. Genetic engineering of plasmids PF4-C3G-LN and PF4-C3GACat-LN

A BamHI fragment containing human C3G gene was excised from
pPLTR2C3G construct [23] and cloned into pBluescript SK+ (Strata-
gene) previously modified by in vitro mutagenesis to create a Ncol
site (pBluescriptSK-Ncol), using oligonucleotides pSKNcol-F (5’-
TGCATATCAAGCTTATCGATACCATGGACCTCGAGG-'3) and pSKNcol-R
(5’-CCTCGAGGTCCATGGTATCGATAAGCTTGATATCGA-'3). The resulting
construct was named pSKNco-C3G. PF4-Globin vector, containing the
1.1 kb rat PF4 promoter followed by a 1.7 kb fragment of the human

-globin gene [24,25], was modified by cloning a Spel linker (NEB,
Ipswich, MA) into the restriction site Bsgl. The fragment containing
[-globin gene was removed by Ncol-Spel digestion and substituted
by the C3G fragment excised from pSKNco-C3G to generate plasmid
PF4-C3G.

The DNA fragment containing mutant C3GACat was obtained from
plasmid pLTR2C3GACat [23] by digestion with BamHI and Clal and
inserted into plasmid pSP72 (Promega). Then, the C3GACat fragment
was removed from this construct with HindIIl and Bglll and cloned
into pBluescriptSK-Ncol to create pSKNcol-C3GACat. C3GACat was fi-
nally excised from this construct with Ncol-Spel and cloned into PF4-
Globin containing the Spel linker. The resulting construct was named
PF4-C3GACat.

A 1765 bp HindlIlI-EcoICRI LoxP flanked, Eukaryotic Neomycin Se-
lection Cassette (LoxP-PGK-Neo-LoxP) (supplied by GenOway, Lyon,
France) was inserted into HindIlI-Smal sites of pSP72. From this con-
struct, the LoxP-PGK-Neo-LoxP cassette was excised as a Kpnl-Xhol
fragment and inserted into the unique Kpnl-Xhol restriction sites of
PF4-C3G and PF4-C3GACat to generate final plasmids PF4-C3G-LN
and PF4-C3GACat-LN (Figs. S1, 1B). The PF4-C3G-LN and PF4-
C3GACat-LN constructs were linearized by digestion with Pvul/Kpnl.
In this process, a 1.5 kb fragment containing the bacterial ampicillin
resistance gene was eliminated. The respective 8.2 kb and 7.8 kb
resulting fragments were purified by electroelution followed by etha-
nol precipitation and used for ES cell electroporation. GenOway per-
formed the generation of chimeras by blastocyst injections of stable
ESC clones using GenOways's Safe DNA transgenesis technology™.

2.2. Genotyping of transgenic mice by PCR

Genomic DNA was purified from lysed tails by precipitation with
5M NaCl and ethanol (protocol based on [26]). Then, for Southern
blot analysis it was digested with BamHI to obtain a fragment of
3.6 kb or 5.3 kb from C3G or C3GACat constructs respectively, which
were detected using a radioactively labeled 740 bp EcoRI probe, pro-
duced by digestion of PF4-C3G-LN construct (Fig. 1B, C). In addition, ge-
nomic DNA amplification was performed by polymerase chain reaction
(PCR) using the following primers: A1 (sense): 5'-ACCACATGGCAGTC-
AAACTCACAGC-3’ and C1 (antisense): 5’-TCTTCTGCCTTTGAGACCT-
GGAAGC-3' to get a fragment of 847 bp (Fig. 1A, B and D). Primer Al
aligns within the PF4 promoter fragment, whereas primer C1 aligns
within the second exon of C3G gene. PCR conditions were: 94 °C, 45 s;
57 °C,45s; 72 °C, 80 s; 40 cycles.

2.3. Platelet purification for RNA analysis

Blood (0.5-1 ml) was collected by retro-orbital bleeds from anes-
thetized mice (156 mg/kg ketamine, 6 mg/kg valium and 150 pg/kg
atropine in 0.9% NaCl) and used to prepare platelet-rich plasma
(PRP) upon treatment with 200-400 ul of acid citrate-dextrose
(ACD) anticoagulant solution (80 mM trisodium citrate, 52 mM citric
acid, 180 mM glucose). The PRP was isolated by spinning the anti-
coagulated blood at 200 g, 20 min at RT. This PRP was centrifuged at
3160 g for 10 min to obtain the platelet pellet. Remaining red cells
were eliminated by a brief incubation of the pellet with 1% ammoni-
um oxalate. After two additional washes in PBS, the platelet pellet
was resuspended in RLT lysis buffer from RNeasy kit (QIAGEN) follow-
ing the manufacturer specifications for total RNA extraction.

2.4. Semiquantitative RT-PCR

¢DNA from transgenic and control platelets was obtained from
RNA using SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen) and
amplified by PCR to determine C3G expression using specific primers
corresponding to different human C3G exons: Ex3 Forward (F): 5'-
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PF4-C3G-LN
CAGRRGCCATTGCCTAGCCATTCACTTCAATGTTTTAATGGCAGARRATARATTTCCAG ~3600 bp
A1
TCACGCATCTCTAACCACATGGCAGTCAARCTCACAGCAARTCARCAGGARAGCACGGC BamHI BamHI Xhol BamHI
AGGGTGTTTGGGGTCGGGCAACCGGARGTCGGGAAGGCAACAAATTGGTACTGAAGGTG Pwull

CATGTTCTGTARACCGCATGGGGATAGCAGAAAATTCTCTGCCACATACAGCATACCTT
CTGCGAAAATTCCAACTGTTTCTACCTCTGTAGACTGTTCACATAAATTCACATTGGGG
BamHI
ACGTGGATCCTGCTGACAGCTGCTGACAGCTGGCCTCAGCTGCTTCTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTCCTGTTCTATGTTGCTTTAATCTTGGCTGGCCAGATCTCAAGTACT
GTTCCACAAGTGTCATTGCTTCTGTGGATCACTTCCTCATCCCCTATCCCGGGTTTCCG
Xbal
GACTGGGCTGGCAGTGAAGATARAACGTGTCTAGAAAGTCACAGGAGCCACTGTCTGGC
ACTTAGAGCCCCAGACCCCAGACCCCAGTTTCCCCGAGGTAGCCCTTGGATCTAGCAGC
Nhel Ncol
ACCCTCTTGACTGTCTGGCACTTAGAGCCAATTCGAGCTCGCTAGCCACCATGEGCCGGC
Kozak
AAGATCGAGAAAGCAGACTCTCAGCGTTCTCATCTCTCTTCCTTCACCATGAAGCTGAT
GGACAAATTCCACTCACCCARRATCAAGAGAACGCCATCAAAGAAGGGARAAACCAGCTG
AGGTGTCCGTARAGATTCCAGAGAAGCCTGTGAACAAAGAGGCAACAGACAGATTTCTA
CCAGAGGGCTACCCTCTCCCCTTGGATCTGGAGCAGCAGGCAGTAGAATTTATGTCCAC
Cc1
CAGTGCTGTGGCTTCCAGCGTCTCAAAGGCAGAAGAACCTGAGCTGCGCTGGAGGAGAARAG
AGAAGGAAGTTGTCAGTGCCCTGCGCTACTTTAAGACCATTGTGGACARAATGGCAATT

C C3G  C3GACat D

5.3 Kb
-+ 36Kb

PF4-promoter

Nhel
Xbalncol EcoRl  EcoRl Spel (linker) Hindlll

LoxP cassette

PF4-promoter
;bv 847 bp =—

—» 847 bp - Probe C3G
A1 C1 (740 bp)
PF4-C3GACat-LN
~5350 bp
Nhel-TAG (3)
BamHI Xhol Xhol BamHI
Clal Puull

Nhel
XbalNeol  EcoRlI EcoRI Spel (linker) Hindlll

LoxP cassette

Probe C3GACat

C1 (740 bp)

A1-C1 oligos 2F-3R oligos

Fig. 1. Genomic analysis of PF4-C3G-LN and PF4-C3GACat-LN constructs. (A) Partial sequence of PF4 promoter and C3G gene (bold), common to both PF4-C3G-LN and PF4-
C3GACat-LN constructs. Primers A1 and C1, used in mice genotyping, are shadowed and underlined. BamHI, Xbal, Nhel and Ncol restriction sites are shadowed. Nucleotides in italic
correspond to an intronic sequence present in the constructs. Consensus Kozak sequence is underlined. (B) Schematic representation of the linearized PF4-C3G-LN and PF4-
C3GACat-LN constructs showing relevant restriction enzymes, the position of A1 and C1 primers and the location of the 740 bp EcoRI probe used in the Southern blot analysis.
The size of the BamHI fragments detected by the probe is indicated. (C) Screening of transgenic clones by Southern blot with genomic DNA (20 pg) extracted from the indicated
C3G and C3GACat clones. The arrows point to the position of the 3.6 kb and 5.3 kb bands detected with the radiolabeled EcoRI probe. Clones selected for this work are marked
with an asterisk. (D) Screening of C3G-6A6 positive clones by PCR analysis of genomic DNA extracted from the indicated clones. Oligonucleotides A1/C1 detected a band of
847 bp in the transgenic clones, while oligonucleotide pair 2F/3R amplified a 252 bp band, corresponding to exons 2-3 of the human transgene. In addition, oligonucleotides
2F/3R amplified a 715 bp band in the controls, corresponding to mouse genomic DNA, which includes intron 2. Positive clones are highlighted with an asterisk.

GCAACAGACAGATTTCTACCAG-3’; Ex4 Reverse (R): 5'-CTGTGCTGA-
ATTCGAGGATC-3’; Ex5R: 5/-CTTCACTCCATCCAGCACA-3’; EX7F: 5'-
AGCAGAGCTCCCCCTGA-3'; Ex8F: 5-CCTCCACCAGCATTGACAC-3; EX9R:
5'-CTAGTGTTTCACAGCTTGTGTT-3’; Ex10F: 5'-ACCACTATGATCCCGACT-
ATG-3'; Ex12R: 5'-TCACTGCCGTCTCTGCTG-3’; Ex15F: 5'-GATTTGGTG-
TTGTACTGCGAG-3’; Ex17R: 5'-CCTGGCTGCTACCCCC-3’; Ex22F. 5'-
GGCCTGGCCGAGTACT-3’; Ex24R: 5-TGCTGGAAGCAGCGCATG-3'. The
amplified fragments were normalized against the mouse gene CD41, a
platelet specific internal control, using primers: mCD41-F1: 5-ATGC-
GGGCTCTCAGCAACATTG-3’ and mCD41-R1: 5-TTGCCACAGGCAACAT-
CACGAC-3'. The conditions for PCR were: 94 °C, 45s; 55 °C, 45 s; and
72 °C, 80 min for 35 cycles. Densitometric analysis of the bands was per-
formed using Image ] (Image Processing and Analysis in Java) free
software.

2.5. Megakaryocytic differentiation

Freshly isolated bone marrow cells from femurs of 6-8 week-old
mice were cultured in RPMI supplemented with 20% horse serum
and maintained at 5% CO, and 33 °C. Megakaryocytes were differenti-
ated from bone marrow cultures by addition of 50 ng/ml throm-
bopoietin (TPO, CellGenix) to promote megakaryopoiesis. After
7 days, cells in suspension were collected and used to prepare protein
extracts or total RNA as described above.

2.6. Bleeding time

Measurements were made in 3 week-old mice at weaning (before
genotyping) and in the same mice at 6-month age. A 5 mm section of
the tail tip from anesthetized mice was transected, and the tail was
immersed in 37 °C PBS to score time to cessation of blood flow.

2.7. Flow cytometric analysis of C3G expression and platelet activation

Platelet activation was determined by flow cytometry using FITC Rat
anti-mouse CD62P antibody (BD Pharmingen) to detect P-selectin ex-
pression on the surface and Alexa Fluor® 488 labeled fibrinogen (Molec-
ular Probes), which selectively binds to the high affinity conformation of
the allbB3 integrin. Alternatively, we measured integrin activation
using PE-labeled Rat anti-mouse alIbp3 (JON/A clone) antibody (Emfret
Analytics) [27]. Blood (50 pl) was collected from the retro-orbital plexus
of anesthetized mice with a heparinized glass capillary into 2 ml tubes
containing 200 pl of TBS/heparin (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, pH
7.3,20 U/ml heparin). Heparinized blood was diluted 1:6 with modified
Tyrode's Hepes buffer (134 mM Nacl, 0.34 mM Na,HPO,, 2.9 mM KCl,
12mM NaHCO3, 20 mM Hepes [N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-
ethanesulfonic acid], pH 7.0) containing 5 mM glucose, 0.35% bovine
serum albumin (BSA), and 1 mM CaCl,. Diluted blood was washed by
spinning 5 min at 1300 g and suspended in the same buffer. Finally,
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blood samples (25 pl out of 1.25 ml) were incubated with the agonists
together with appropriate fluorophore-conjugated monoclonal anti-
bodies or fibrinogen for 15 min at room temperature and directly ana-
lyzed on a FACSCalibur (Becton Dickinson). PMA (2 pM), a-thrombin
(0.2 U/mlor 1 U/ml) and ADP (10 uM) were used as agonists of platelet
activation [28]. For analysis of C3G expression Tyrode's Hepes buffer-
washed blood, prepared as above, was incubated with saturating
amounts of FITC-labeled CD41 for 20 min in the dark. After two washes
in PBS/1% BSA/0.1% Na-azide, blood was fixed in 200 pl of Leucoperm™
Reagent A (AbD Serotec) at room temperature for 15 min. After wash-
ing with PBS/1% BSA, fixed blood was permeabilized and stained for
C3G by incubation with Leucoperm™ Reagent B (AbD Serotec) and rab-
bit anti-C3G antiserum #1008 [23,29] for 30 min at RT. After washing
twice with PBS/1% BSA, platelets were incubated with saturating
amounts of anti-rabbit-Cy5 for 20 min in the dark, washed again
twice and resuspended in 400 pl PBS before flow cytometric analysis.
FlowJo 9.1 (Tree Star, Inc. Ashland, OR) software program was used
for data analysis.

2.8. Platelet aggregation assays

Platelet aggregation was measured in a final volume of 800 pl of
blood diluted to 1:2 with HEPES buffer, using a Chrono-Log
aggregometer (Haverton, USA). Samples were incubated at 37 °C
under constant stirring and, after 5 min, 5 pg/ml collagen (Chrono-
Log) was added. The extent of platelet aggregation was defined arbi-
trarily as the percent of increase of electrical resistance between the
two immersed wires of the electrode probe. For ADP-, PAR-4 recep-
tor-specific agonist, GYPGKF (PAR4) and PMA-induced platelet ag-
gregation, a Multiplate Aggregometer (Verum Diagnostica GmbH)
was used. Citrated blood (175 ) was diluted 1:2 in 0.9% saline solu-
tion, containing 62.5 mM CaCl,, and incubated at 37 °C under con-
stant stirring. After 3 min, 6.6 yM ADP, 10 uM PMA, 1M PMA or
0.66 mM PAR4 was added and aggregometry was monitored for
6 min. The extent of platelet aggregation was measured as the in-
crease in impedance generated by the attachment of platelets onto
the Multiplate sensor, which is transformed into arbitrary aggrega-
tion units.

2.9. Rap1 activation assay

Activation of Rap1 was evaluated essentially as described previ-
ously [30] using GST-RalGDS RBD immobilized on Glutathione-
Sepharose, which is known to bind specifically and selectively the
GTP-bound form of Rap1B. Briefly, same volume of PRP per assay,
containing about 5-10x107 mouse platelets, were stimulated at
room temperature with 0.2 U/ml a-thrombin for 1 min or 0.2 M
PMA for 5min. When indicated, platelets were pretreated with
5uM bisindolylmaleimide, 1 min before PMA stimulation. Platelets
were then lysed for 10 min at 4 °C with equal volume of 2x RIPA
modified lysis buffer (100 mM Tris-HCl, pH 7.5; 400 mM Nacl, 2%
NP-40, 5 mM MgCl,, 2% glycerol, 2 mM NasVO,4, 50 mM NaF, 2 mM
PMSF, 2 uM aprotinin, 2 uM leupeptin). Glutathione-agarose beads
prebound to RalGDS RBD fused to GST were washed with ice-cold
lysis buffer and 20 pl bead volume was added to cell lysates and incu-
bated for 45 min at 4 °C. The precipitates were collected by brief cen-
trifugation, washed three times with 1x RIPA buffer, and finally
resuspended in 25 pl of SDS sample buffer. Precipitated GTP-Rap1
was separated by SDS-PAGE and detected by immunoblotting with
anti-Rap1mAb (610196) from BD Biosciences. Total Rap1 present in
platelet lysates was determined in a 20 pl of lysate sample, removed
prior to bead addition, by Western-blot analysis of Rap1. Fold stimu-
lation of active Rap1 was determined by densitometry using Image ]
free software.

2.10. Flow cytometric analysis of neutrophil content

The percentage of neutrophils in whole blood was determined by
flow cytometry using antibodies against the granulocyte specific
markers Ly-6G/6C (Gr1) and CD11b (Mac1) (BD Pharmingen). Brief-
ly, EDTA-anticoagulated blood (100-150pul) was incubated for
30 min with 12 ml ice-cooled red blood cells lysis buffer (155 mM
NH4Cl, 10 mM KHCOs3, 10 mM EDTA pH 7.4) to eliminate the erythro-
cytes. After a 10 min centrifugation, blood cells were washed with
cold PBS containing 1% fetal calf serum (FCS). Cells were resuspended
in 150-200 pl PBS/1% FCS and incubated with excess of antibodies for
20 min at 4 °C in the dark.

2.11. Evaluation of blood cellularity

White blood cells and platelet counting was determined from
EDTA-anticoagulated blood (30 pl) using a hemocytometer (Hemavet
Counter HV950FS).

2.12. Statistical analysis

Data are represented as mean 4+ SEM. As comparisons were made
between two experimental groups, an unpaired Student's t-test was
used. Results were considered significant when p<0.05.

3. Results

3.1. Generation of transgenic mouse models expressing C3G or mutant
C3GACat under the PF4 gene promoter

C3G and C3GACat mutant (lacking the last 439 bp of full-length
C3G catalytic domain) [23] were cloned into plasmid PF4-Globin to
specifically direct transgene expression to megakaryocytes and plate-
lets [24,25,31]. To do so, the fragment carrying the 3-globin gene was
replaced by C3G- or C3GACat-fragments. A LoxP-PGK-Neo-LoxP cas-
sette was also inserted in both constructs. The resulting plasmids
were named PF4-C3G-LN and PF4-C3GACat-LN, respectively (Fig.
S1), where the transgenes were under the control of the PF4 gene
promoter (Fig. 1A, B). The constructs also contain a Kozak consensus
sequence to ensure a correct initiation of translation (Fig. 1A). Both
constructs were used to generate transgenic mice through blastocyst
injection of stable ESCs (performed by GenOway Company, Lyon,
France). We selected two C3G transgenic lines (2C1 and 6A6) and
one C3GACat line (8A3), with correct integration of the transgenes
(Fig. 1C, D).

3.2. Characterization of C3G transgene expression

Semiquantitative RT-PCR analysis of total RNA from purified plate-
lets, using primers for different C3G exons, revealed a significant C3G
over-expression in transgenic platelets as compared to those from
wild type mice (Fig. 2A). Platelets from heterozygous animals also
showed a clear increase in C3G expression (Fig. 2A). An evident C3G
over-expression (~2-4 fold increase) was also detected in platelets
from C3GACat transgenic animals. As expected, we did not observe
any increase in the expression of exons 22-24 in C3GACat mutant,
as this region was deleted (Fig. 2B). Platelet specific CD41 gene
(GPIIb, encoding the allb subunit of platelet integrin allbB3) was am-
plified as a control of platelet integrity and loading. C3G over-
expression was also observed in TPO-differentiated megakaryocytes
from the transgenic C3G-2C1 line (Fig. 2C), but no C3G over-
expression was detected in other tissues such as liver or kidney
(Fig. S2), in agreement with the restricted expression of the trans-
genes to megakaryocytes and platelets [24].
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(6A6 line) or (B) C3GACat transgenic mice (8A3 line) and their corresponding wild type siblings. Each panel shows the expression of the indicated C3G exons, which were amplified
with forward and reverse oligonucleotides located in the first and last exons respectively. K: cDNA from K562 cells, P1: pLTR2C3G plasmid, P2: PF4-C3GACat-LN plasmid, C: PCR mix
without cDNA, M: male, F: female. Relative densitometric values are shown. wt: wild type, tg: transgenic. (C) TPO-differentiated bone marrow cells RNA, from a C3G-2C1 transgenic
mouse and a wild type sibling, was isolated and reverse transcribed to generate cDNA. PCR was subsequently conducted using primer sets that specifically amplify exons 3 to 5.
Expression of CD41 was determined as loading control in panels A to C. (D) TPO-differentiated bone marrow total cell lysates were obtained from wild type, transgenic C3G-
2C1 and transgenic C3GACat-8A3 mice. The panel is a representative Western blot showing transgenic C3G and C3GACat protein expression, together with the endogenous
C3G, detected with anti-C3G (H-300) antibody (Santa Cruz Biotechnologies, sc-15359) and normalized with anti-3-actin antibodies (Sigma, A5441) and anti-Integrin allb
(B-10) antibodies (Santa Cruz Biotechnologies, sc-166599). (E) Specificity of the intracellular C3G detection in platelets by flow cytometry; the plot represents a double label-
ing, CD41-FITC/anti-rabbit-Cy5, of peripheral blood cells incubated with or without rabbit anti-serum C3G #1008. (F) Representative histograms showing double CD41-FITC/
C3G-Cy5-labeled blood cells from a transgenic 2C1 (left panel), 6A6 (middle panel) or 8A3 (right panel) mouse and their corresponding sibling controls. The percentage of
C3G expression in the platelets gated by SSC/CD41-FITC is shown. Graphs are representative of 5 independent experiments. wt: wild type, tg: transgenic.

Expression of C3G and C3GACat transgenic proteins was evident
in lysates of TPO-differentiated megakaryocytes, as compared to
wild type mice (Fig. 2D). Transgene expression was also detected in
platelets by flow cytometry (cells positive for CD41 and C3G-Cy5), al-
though expression levels showed great variability among individuals
(Fig. 2E, F).

3.3. (3G and C3GACat transgenes alter the hemostatic function of
platelets

To study the involvement of C3G on hemostasis, we performed
tail-bleed assays in transgenic mice and their wild type siblings at
weaning and 6 months later in the same animals. At weaning, tgC3G
animals showed statistically significant shorter bleeding times than
control animals (mean + SEM: 44.04-4.5 s vs 64.2 +- 6.7 s, respective-
ly, p=0.024). In contrast, the mean time for bleeding cessation in
tgC3GACat animals was significantly higher than in their corresponding
sibling controls (125.8 +£17.7 s vs 86.8 4+ 7.5 s, respectively, p=0.0052,
Fig. 3A). The differences were reinforced after 6 months, especially for
tgC3GACat mice (74.14+11.0s in tgC3G vs 122.1£17.3 s in wild type;
p=0.0275 and 254.1+24.8 s in tgC3GACat vs 89.3+10.2s in wild
type; p=0.0000085, Fig. 3B). The same tendency was observed in the
blood mass obtained (data not shown). The hemostatic disorder ob-
served in the transgenic animals was not due to defects in platelet for-
mation, as the platelet number was similar in mice of the different

genotypes (Table 1). Additionally, there were no significant changes
in hematocrit and hemoglobin levels in transgenic animals (Table S1),
which means that C3GACat transgenic animals do not suffer from spon-
taneous hemorrhaging or anemia. These results indicate that C3G par-
ticipates in platelet clotting through a mechanism dependent on its
catalytic domain, which might involve the participation of Rap1 in this
effect.

3.4. C3G and C3GACat transgenes modify the response of platelets to
agonists

To determine whether the hemostatic defects observed in the
transgenic animals were caused by impaired platelet function, we in-
duced platelet activation by using several agonists known to activate
Rap1, including thrombin, PMA and ADP. We determined P-selectin
expression on the surface, as a measure of agonist-induced degranu-
lation, and integrin allbR3 activation, as a measure of inside-out sig-
naling. As shown in Fig. 4A, platelets from transgenic C3G mice
showed higher expression of P-selectin on the surface in response
to thrombin and PMA, while a significant reduced response to these
agonists was observed in platelets from C3GACat transgenic animals
as compared to wild type platelets. Similarly, platelets from C3G
transgenic mice showed higher allbR3 binding to Alexa Fluor® 488-
conjugated fibrinogen in response to thrombin and ADP, while
integrin from C3GACat-expressing platelets was less responsive to
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Fig. 3. Transgenic mice showed altered hemostasis. (A) Tail-bleed assays performed on
transgenic C3G (tgC3G) and transgenic C3GACat (tgC3GACat) mice and their wild type
controls (wt1 and wt2 respectively) at weaning. (B) The experiment was repeated in
the same animals after 6 months. The box plots represent the bleeding times of
30-40 animals of each genotype. The median values are shown.

these agonists than control platelets (Fig. 4B). Similar results were
obtained with the JON/A antibody regarding thrombin activation
(data not shown). Expression of allbp3 was similar in transgenic
and control platelets, as assessed by flow cytometry with anti-
CD41-APC (data not shown). Under our experimental conditions,
PMA barely stimulated allbB3 integrin, while ADP hardly affected
surface P-selectin levels, as previously observed by other authors
[28]. Additionally, platelet aggregation was impaired in tgC3GACat
platelets in response to 5 ug/ml collagen. In contrast, tgC3G platelets
showed increased aggregation as compared with platelets from
wild-type mice (Fig. 4C, D). Similar results were obtained in response
to ADP, PMA and PAR4 peptide (Fig. 4E and Fig. S3). All these in vitro
experiments are in agreement with the tail-bleed assay and suggest
that C3G participates in PMA, thrombin, ADP and collagen-mediated
platelet activation, possibly through Rapl1. Moreover, fibrinogen-
binding and aggregation assays indicate that C3G plays a role in the
inside-out activation of allb@3 integrin.

3.5. Activation of Rap1 in the transgenic platelets: Rap1 mediates the
effect of C3G

All the above results indicate that C3G overexpression enhances
Rapl-mediated integrin activation. In contrast, C3GACat transgene
would behave as a C3G dominant negative mutant, inhibiting Rap1.
To confirm this hypothesis, we performed a Rap1 activation assay

Table 1
(3G transgenes do not modify platelet number.

Genotype Sex NA Plt (x 10°/ul) mean & SEM
2C1+ M 25 1145+ 101
F 21 1059 £ 59
2C1— M 11 961 £32
F 12 1020 £+ 51
6A6+ M 31 1038 £31
F 37 996 £ 35
6A6 — M 33 1120 +£48
F 29 974+ 35
8A3 + M 20 1194+ 49
F 24 1063 £51
8A3 — M 13 1191 +£68
F 14 1000 + 56

Platelet counts in transgenic mice and wild type siblings of the different genotypes.
Counts were performed using a Hemavet Counter HV950FS. p Values for transgenic
animals versus wild type siblings are as follows: 0.12 for 2C1 males, 0.33 for 2C1
females, 0.08 for 6A6 males, 0.34 for 6A6 females, 0.48 for 8A3 males, 0.27 for 8A3
females. NA: number of animals. Plt: platelets.

on freshly isolated PRP stimulated with 0.2 U/ml o-thrombin for
1 min, conditions that have been widely validated [5,12]. Basal Rap1
activation was increased in tgC3G mice as compared to that in wild
type siblings, while tgC3GACat platelets showed lower Rap1-GTP
basal levels than control animals (Fig. 5A). Similarly, Rap1 activation
by thrombin was stronger in tgC3G platelets than in wild type plate-
lets, while thrombin-stimulated tgC3GACat platelets showed lower
Rap1-GTP levels than wild type siblings, in agreement with data in
Fig. 4.

It has been described that, under aggregating conditions, thrombin-
induced Rap1 activation is rapidly downregulated [5]. When the exper-
iment was performed under these conditions (platelets stirred during
incubation), we observed a faster Rap1 downregulation in tgC3G plate-
lets and a significant lower dowregulation in tgC3GACat platelets as
compared to their respective controls (Fig. 5B). All these results indicate
that transgenic C3G and C3GACat expression upregulates or down-
regulates Rap1 activation, respectively, which is in agreement with
their effects in platelet aggregation.

3.6. C3G is a relevant mediator in the PKC pathway leading to Rapl
activation

Platelet aggregation stimulated by PMA was not affected in
CalDAG-GEF1 KO platelets [12], which suggests the existence of
other Rap1 GEFs playing a role in PKC-mediated Rap1 activation. To
assess whether C3G could contribute to the PKC-Rap1 pathway in
platelets, we performed a Rap1 assay on PRP stimulated with 0.2 pM
PMA for 5 min in the presence or absence of the PKC inhibitor
bisindolylmaleimide. Results in Fig. 6A show that, PMA stimulates
Rap1, in agreement with previous reports [5]. This stimulation was
much higher in C3G transgenic platelets than that in wild type platelets,
which is in agreement with the results shown in Fig. 4 and suggests that
C3G participates in the platelet PKC pathway. Furthermore, the increase
in PMA-induced Rap1 activation observed in C3G transgenic platelets
was almost completely abolished by bisindolylmaleimide, which indi-
cates that PKC-induced Rap1 activation is mediated by C3G. This was
confirmed by the absence of Rap1 activation in response to PMA in
tgC3GACat platelets. These results are supported by platelet activa-
tion assays monitoring P-selectin expression on the surface. Fig. 6B
shows that the increase in P-selectin expression observed in C3G
transgenic platelets stimulated with PMA was prevented upon pre-
treatment with bisindolylmaleimide. In contrast, platelet activation
by thrombin was only partially inhibited by bisindolylmaleimide
(Fig. 6B), in agreement with the existence of thrombin-induced
PKC-dependent and independent pathways [5]. Therefore, we have
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Fig. 6. C3G participates in PKC-mediated Rap1 activation. (A) Platelets from tgC3G (6A6) or tgC3GACat (8A3) mice and their corresponding wild types were unstimulated (—) or
stimulated (4 ) with 0.2 uM PMA for 5 min in the presence or absence of 5 uM bisindolylmaleimide, which was added 5 min prior PMA stimulation. Platelets were then lysed, and
activated Rap1 was isolated by binding to GST-RalGDS-RBD and detected by immunoblotting with anti-Rap1 antibodies. The ration Rap1-GTP/Total Rap1 is indicated beneath the
blots. wt: wild type, tg: transgenic. BIS: bisindolylmaleimide. (B) Washed blood from transgenic and wild type mice was stimulated with PMA (2 pM), a-thrombin (1 U/ml) and
incubated with anti-CD62P-FITC antibody to determine the percentage of platelets expressing P-selectin on the surface. The histograms represent the mean4SEM (n=>5).
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now identified C3G as the Rap1 GEF responsible for this Rap1 activa-
tion by PKC.

3.7. C3G transgenic mice showed an increase in neutrophils

As mentioned, we found no differences in the number of platelets
between transgenic and control animals (Table 1). However,
hemocytometric analysis showed a significant increase in neutrophils
in tgC3G mice as compared with control siblings (Table 2). This result
was verified by flow cytometry using granulocyte specific markers Ly-
6G/6C (Gr1) and CD11b (Mac1) (Fig. 7A, B). In contrast, no significant
effect was observed in C3GACat transgenic platelets. Moreover, no
transgenic expression was detected in purified granulocytes obtained

Table 2

C3G transgene increases the number of neutrophils in peripheral blood.
Age (months) tgC3G Wild type p Value
4 25.35+8.49 20.96 +5.18 0.033
6 27.06 +£7.94 22.07 £5.06 0.024
8 29.59 +7.68 2524+594 0.033
10 31.00 +8.54 2476 +£6.27 0.064

Percentage of neutrophils (mean + SEM) in C3G transgenic mice and wild type siblings.
Measures were performed at different ages in 35 mice positive for C3G transgene, (2C1
and 6A6 lines) and 21 wild type mice, using a Hemavet Counter HV950FS. p Values for
transgenic versus wild type neutrophil percentage are indicated.

from hydrocortisone-driven bone marrow differentiation (data not
shown), in agreement with the specific expression of the PF4 promot-
er in megakaryocytes/platelets. Therefore, the increase in the per-
centage of neutrophils must be an indirect effect of the over-
expression of C3G in platelets.

4. Discussion and conclusions

In this paper we demonstrate for the first time the involvement of
C3G in platelet function. To do so, we have generated C3G transgenic
mice in which the human C3G gene is under the megakaryocytic/
platelet specific PF4 gene promoter. The backbone plasmid used in
the generation of the transgenic constructs has been widely validated
for its specific expression in megakaryocytes and platelets [24,25,31].

Platelets are non-nucleated cell fragments. This guarantees that
our RNA preparations are free of genomic DNA contaminant. In ad-
dition, in the PCR analysis each pair of primers amplified several
exons to ensure a cDNA origin of the template. The oligonucleotides
used in the genotyping and expression characterization of the trans-
genic animals correspond to the human C3G sequence. In fact, we
have detected endogenous C3G expression in human platelets with
our sets of primers (data not shown). Thus, it is likely that most of
the detected C3G would correspond to the human transgene. Never-
theless, considering the high homology between human and mouse
sequences (87%), the mouse C3G endogenous gene is also detected
in the wild type controls. Over-expression of the C3G transgenic
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proteins is evident, both in megakaryocytes and platelets and their
levels are sufficient to modify Rap1 activation and platelet function.

The results obtained with the full-length C3G transgene are
strengthened by the use of two different chimeric lines. Furthermore,
our results with this transgenic model are reinforced by the use of a
dominant negative (DN) version of the transgene that blocks Rap1 ac-
tivation and, consequently, platelet function. This DN function is
clearly demonstrated by the decrease in Rap1-GTP levels observed
in platelets from tgC3GACat (8A3) strain stimulated with thrombin
(Fig. 5) and PMA (Fig. 6). This C3GACat mutant (which lacks the es-
sential aminoacids for the GEF function) would act by sequestering
upstream elements important for the activation of Rap1 by other
GEFs. This hypothesis agrees with results from Fig. 4, showing a
lower response to agonists in C3GACat platelets than that in wild
type platelets. This C3G DN transgene (C3GACat) has been previously
demonstrated to act as a negative mutant in other systems [29,32]. In
all of our experimental approaches, the C3GACat mutant effect was
opposite to that of the full C3G transgene. This clearly demonstrates
that the effect of the C3G transgene is a direct effect on Rap1 and
not a random or artifactual effect.

Results derived from blood clotting experiments demonstrate
that C3G plays a relevant role in hemostasis. Hence, while control
mice stop bleeding within the first 2 min, some of the C3GACat
chimeras bled longer than 8 min, limit time of the experiment. In
contrast, most C3G transgenic mice ceased bleeding within the
first minute. These results are in agreement with the role of
Rap1b in the regulation of the affinity state of integrin allbP3 in
mouse megakaryocytes and platelets [4,33]. Furthermore, our re-
sults indicate that C3G participates, at least, in thrombin, PMA,
ADP and collagen-mediated platelet activation. In platelets, o-
thrombin induces an early Rap1 activation, through a calcium-
mediated pathway, independent of PKC activation. This is followed
by a second activation phase mediated by PKC and, partially, by
integrin allbp3 [5,34].

So far, CalDAG-GEFI is the only Rap1 GEF with a proved role in
platelet function [12-14,35]. CaIDAG-GEFI knockout mice are severe-
ly deficient in platelet aggregation in response to low thrombin and
partially impaired in response to low PMA concentration. However,
CalDAG-GEFI knockout platelets are normally activated by high con-
centrations of these agonists (10x), and maintain a partial response
to collagen, indicating the existence of CalDAG-GEF1-independent
signaling pathways [12,14,36]. Here we show that, apart from
CalDAG-GEFI, C3G is also endogenously expressed in platelets (see
Fig. 2) and hence, it may play a physiological role. In fact, our results
showing an increased response to thrombin in tgC3G platelets and an
impaired response in tgC3GACat platelets, together with the opposite
effects of both transgenes over thrombin-mediated Rap1 activation,
indicate that C3G participates in a thrombin-Rap1 pathway in
platelets.

Additionally, based on our results showing an increase in PMA-
induced activation of tgC3G platelets, together with the fact that
platelet aggregation triggered by PMA is not impaired in CalDAG-
GEF1 KO platelets [12], it can be proposed a specific involvement of
C3G in the second (PKC-dependent) phase of Rap1 activation induced
by thrombin [5,14]. This is further reinforced by results in Fig. 6 show-
ing that PKC-mediated Rap1 activation is mainly dependent on C3G.
Hence, based on the results presented here and on with previous re-
sults showing the existence of CalDAG-GEFI and PKC independent
pathways for Rap1 activation [14], as well as participation of PKC in
the second phase of thrombin-mediated Rap1 activation [5], it is pos-
sible to propose a model where C3G could be a mediator in the
thrombin-stimulated pathways in platelets (Fig. 8). We can not ex-
clude the possibility that the increase in Rap1-GTP induced by throm-
bin in tgC3G platelets is, in part, a reflect of the higher basal Rap1-GTP
levels in these platelets. However, the levels of Rap1-GTP in PMA-
stimulated tgC3G platelets are higher than the sum of basal Rap-
GTP in tgC3G platelets and Rap1-GTP induced by PMA in wild type
platelets (Fig. 6A), which suggests an amplification of the thrombin
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Fig. 8. Schematic representation of thrombin-triggered pathways leading to allbp3
activation in mouse platelets. C3G would participate in the PKC-mediated activation
of Rapl. PLC-32: phospholipase C 2; PAR4: protease activated receptor 4; BIS:
bisindolylmaleimide, DAG: diacylglycerol; IP3: Inositol trisphosphate.

response and hence, the participation of C3G in this pathway. This is
better reflected in Fig. 6B, where all controls have been normalized,
and is also evident in the thrombin activation studies (Fig. 4A-B). In
addition, other RapGEFs with detectable expression in mouse plate-
lets [20] could contribute to PKC-dependent Rap1 activation, as
there is still some platelet aggregation in transgenic C3GACat plate-
lets stimulated with PMA.

ADP activates Rap1, both in human and mouse platelets [7-9,34].
So, our results showing an impaired response to ADP in tgC3GACat
platelets indicate that C3G would mediate, at least in part, this ADP-
induced Rap1 activation. We did not detect a significant ADP-
induced activation of allbp3 integrin with JON/A antibody (data not
shown). Nevertheless, ADP clearly activated fibrinogen-binding to
allbp3 integrin, which is in agreement with a synergistic effect be-
tween fibrinogen and ADP [37]. The observed increase in integrin ac-
tivation in tgC3G platelets stimulated with thrombin, ADP or collagen
was not due to an upregulation of allbp3 gene expression induced by
C3G, as we did not observe significant differences, either in total
allbp3 content (Fig. 2D) or in that present on the surface (data not
shown derived from cytometric analysis). Fibrinogen-binding and
collagen-mediated aggregation assays indicate that C3G participates
in the inside-out activation of allb®3 integrin. In addition, C3G con-
tributes to collagen-mediated platelet activation probably through
glycoprotein GPVI, the main collagen receptor that activates Rap1 in
platelets [36,38,39].

It is well known that Rap1 protein levels increase during megakar-
yocyte maturation [40]. On the other hand, C3G silencing in the
megakaryoblastic cell line MEG-01 results in a decrease in total
Rap1 protein content (data not shown). This result is in agreement
with the proposed role for C3G in the differentiation and maturation
of megakaryocytes [3,41,42]. Despite this putative role of C3G, we
found no differences in platelet number between transgenic and
wild type animals, although this result is in agreement with the phe-
notype observed in Rap1b-null mice [4]. One potential explanation
would be the participation of C3G in the initial steps of the
megakaryopoiesis, but not in the final maturation to platelets.

Transgenic full-length C3G, but not C3GACat mice showed a sig-
nificant increase in the number of neutrophils. As expected, purified
neutrophils do not express transgenic C3G. This raises the possibility
of an indirect effect of C3G overexpression in platelets, which could
lead to the release of platelet-derived factors able to stimulate neu-
trophil development. It is known that platelets secrete chemokines
that attract neutrophils and activate neutrophil production of pro-
inflammatory cytokines [43]. For example, CXCL4 (PF4) can activate
neutrophils in the presence of appropriate co-stimuli such as tumor

necrosis factor alpha (TNF-at). Therefore, it is reasonable to hypothe-
size that C3G could stimulate the production and release of one or
several platelet factors that stimulate neutrophil production. In sup-
port of this hypothesis resting C3G transgenic platelets displayed a
low, but significant activation, as compared to control platelets (see
Fig. 4).

Results from our group and others support the involvement of
C3G in chronic myeloid leukemia (CML) [44-46]. CML chronic phase
is characterized by the presence of a high percentage of mature neu-
trophils in peripheral blood, which present high levels of CrkL phos-
phorylation, a constitutive C3G adaptor protein [47]. Moreover,
platelet functions such as aggregation and clot retraction are often ab-
normal in chronic myelogenous leukemia (CML) patients [48,49].
CrkL is also abnormally phosphorylated in platelets from CML pa-
tients [50], similar to that observed in neutrophils. Interestingly, and
in agreement with a putative role of C3G in neutrophils, Rapla is ac-
tivated by a variety of stimuli involved in neutrophil functions [51].
Rap1a interacts with neutrophil NADPH oxidase [52] and stimulates
superoxide production during the oxidative burst [53]. Furthermore,
another Rap1 GEF, CalDAG-GEF], has also been shown to play an im-
portant role in neutrophil function [13,35]. Based on that, our C3G
transgenic models would be interesting tools in order to study, in a
Bcr-Abl background, whether C3G plays a role in the initial steps of
CML development by influencing abnormal neutrophil production
and platelet function.

In conclusion, the work presented here shows for the first time
that C3G plays a role in the regulation of platelet function and
opens a new perspective on C3G as a potential therapeutic target in
thrombotic disorders. Future studies will be conducted to determine
whether C3G participates in inside-out or/and outside-in signaling
and to dissect the specific signaling pathways that engage C3G in
the regulation of Rap1 activity in platelets. Finally, the C3G transgenic
mouse models will be useful to assess the potential role of C3G in
neutrophil development and function as well as in CML development.
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