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RESUMEN

PAPEL DE C3G EN LA DIFERENCIACION Y MADURACION
DE LOS MEGACARIOCITOS

Introduccion
C3G es un GEF de Rap1 con multiples funciones

C3G es un factor de intercambio de nucleétidos guanina (GEF) para las proteinas
Rap1 y R-Ras implicado en numerosas funciones celulares. C3G participa en la regulacion
de procesos tales como la proliferacién, diferenciacion, migracion, apoptosis y el
mantenimiento de contactos célula-célula. Esto se traduce en un importante papel de C3G
en la regulacion de procesos fisioldgicos tales como el metabolismo de la glucosa en
adipocitos y musculo esquelético, la regulaciéon del tamafio del cortex cerebral, la regulacion
de las funciones de los linfocitos B y T, la maduracion vascular, asi como un papel en la
patologia renal (revisado en (Radha, V. et al. 2011)). C3G es una proteina de 1077
aminoacidos (~140 kDa) que consta de varios dominios modulares bien diferenciados entre
si, tanto estructural como funcionalmente. La regién C-terminal esta formada por un dominio
REM y un dominio catalitico (Cat) de tipo CDC25H responsable de la activacion de Rap1. La
region central, denominada SH3b, contiene varios motivos de secuencia ricos en prolinas
(PO-P4) que median la interaccion con dominios SH3 presentes en CrkL, Abl y p130Cas,
entre otras proteinas. Por ultimo, la regién N-terminal contiene un sitio de unién a E-

cadherina.
Papel de C3G-Rap1 en la funcidén plaquetaria

Numerosos estudios apoyan el papel de la isoforma de Rap, Rap1b, en aspectos
criticos de la funcién plaquetaria, incluyendo agregacion, coagulacion y adhesion a través de
la activacion de la integrina plaquetaria allb3 (Franke, B. et al. 2000, Chrzanowska-
Wodnicka, M. et al. 2005). Rap1 plaquetario es activado preferentemente por CalDAG-GEFI,
un GEF que responde a sefiales de calcio intracelular, aunque se ha demostrado también la
activacion de Rap1 en plaquetas por mecanismos independientes de Ca2* que implican la
activacion de las rutas de PKC y PI3K (Franke, B. et al. 2000, Bergmeier, W. et al. 2007).

Varias evidencias apuntan a un papel de C3G en la fisiologia de las plaquetas. Se ha
descrito que el principal efector de C3G, Rap1b, participa en la diferenciacion de
megacariocitos a plaquetas mediada por trombopoyetina (TPO) (Stork, P.J. et al. 2005). Por

otra parte, ratones knock-out para CalDAG-GEFI muestran una activacién plaquetaria normal
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en respuesta a altas concentraciones de PMA y trombina (Crittenden, J.R. et al. 2004), lo que
indica la existencia de rutas de activacién de Rap1 independientes de CalDAG-GEFI. En esta
linea, nuestro grupo ha demostrado, utilizando modelos de ratén transgénicos, que la
sobreexpresion de C3G en plaquetas (Tg-C3G) aumenta la activacion y agregacion
plaquetaria tanto in vitro como in vivo. Por el contrario, ratones transgénicos que expresan en
plaquetas un mutante de C3G delecionado en el dominio GEF, que se comporta como un
dominante negativo (Tg-C3GACat), muestran una deficiente activacion y agregacion
plaquetaria (Gutierrez-Herrero, S. et al. 2012). C3G participa en la activacion plaquetaria
inducida por trombina, ADP, PMA y colageno por un mecanismo dependiente de la activacion
de su efector principal Rap1b. Especificamente, hemos demostrado que, en plaquetas, C3G
es un mediador de la activacién de Rap1b inducida por trombina y PMA a través de la via de
PKC (Gutierrez-Herrero, S. et al. 2012). Este papel de C3G en plaquetas ha sido avalado por
otras investigaciones, donde se ha descrito que C3G formaria un complejo con las proteinas

CrkL y VASP para regular a Rap1b en plaquetas (Benz, P.M. et al. 2016).
Megacariopoyesis

La megacariopoyesis es el proceso por el que se forman los megacariocitos maduros
(MK) a partir de células hematopoyéticas pluripotentes (HSC, del inglés Hematopoietic Stem
Cells). En el adulto, la megacariopoyesis, al igual que el resto de la hematopoyesis, tiene
lugar en la médula ésea (MO), tanto en humanos como en raton. La megacariopoyesis se
inicia cuando las células HSC se comprometen en la linea mieloide formando los progenitores
mieloides o CMP (common myeloid progenitors), que mas tarde dan lugar a un progenitor
comun a las lineas eritrocitica y megacariocitica, el MEP (megakaryocyte-erythroid
progenitor). Recientemente se ha postulado un nuevo modelo, en el que una subpoblacion
de células HSC daria lugar directamente a progenitores megacariociticos, sin pasar por el
estado de MEP (Woolthuis, C.M. et al. 2016).

La megacariopoyesis es un proceso complejo que incluye la proliferacion de los
progenitores, la maduracién de los MK (que conlleva un proceso de endomitosis), la
formacion de proplaquetas y su escision en plaquetas en el torrente sanguineo. En respuesta
a citoquinas, los precursores MEP dan lugar secuencialmente a precursores altamente
proliferativos denominados HPP-CFU-MK (potential-colony-forming unit megakaryocytes),
BFU-MK (burst-forming unit megakaryocytes) y CFU-MK, siendo estos ultimos los primeros
progenitores MK portadores de marcadores de superficies especificos (Deutsch, V.R. et al.
2006, Szalai, G. et al. 2006). Los CFU-MK dan lugar a MK inmaduros o megacarioblastos,

células no proliferativas que sufren endomitosis para incrementar su tamafio y contenido en

148



RESUMEN

DNA. Ademas, durante este proceso, los MK acumulan proteinas en diferentes tipos de
granulos, asi como grandes cantidades de membrana, lo que da lugar a la formacion del
denominado Sistema de Demarcaciéon de Membrana o DMS, que actua como reservorio de
membrana de las futuras plaquetas (Behnke, O. 1968, Radley, J.M. et al. 1982). Finalmente,
estos MK maduros evaginan la membrana del DMS para formar largas estructuras
semejantes a pseuddpodos, denominadas proplaquetas, que finalmente se fragmentan en el
torrente sanguineo dando lugar a las plaquetas maduras. El proceso por el que los MK
maduros producen plaquetas se denomina trombopoyesis. Este es un proceso terminal,
después del cual los MK desprovistos de citoplasma sufren apoptosis, siendo posteriormente

eliminados por macréfagos (Radley, J.M. et al. 1983, Severin, S. et al. 2010).

La trombopoyetina o TPO, es la principal citoquina implicada en la megacariopoyesis,
aunque otras como las interleucinas IL-3, IL-11 y el factor de células madre (SCF, de Stem
Cell Factor), contribuyen a incrementar el tamafo de las colonias de megacariocitos
(Kaushansky, K. et al. 1995). TPO se une a su receptor, c-Mpl, presente en la membrana de
plaquetas, MKy sus progenitores (Li, J. et al. 1999). c-Mpl se asocia con la tirosina quinasa
citoplasmica Jak2, la cual se activa por dimerizacién del receptor, fosforilando y activando, a
su vez, a factores de transcripcion de la familia STAT, asi como a otras quinasas como MAPK
y PI3K.

Ademas de la TPO, los ésters de forbol, como el PMA (forbol 12-miristato 13-acetato)
son capaces de inducir diferenciacién MK en lineas celulares eritroleucémicas a través de la
activacion de su efector PKC (Long, M.W. et al. 1990, Jacquel, A. et al. 2006, Conde, I. et al.
2010).

Rutas de sefalizacion implicadas en la megacariopoyesis

Existen numerosas evidencias que demuestran la implicacién de la ruta MEK/ERK1/2,
activada por TPO, en la diferenciacion MK. Mas controversial es el posible papel de p38
MAPK o de JNK. Estudios con inhibidores de ERK1/2 han revelado un papel positivo de
ERK1/2 y un papel negativo de p38 MAPK en la adquisicion de los marcadores de superficie
megacariociticos, asi como en la poliploidizacién, migracién y formacion de proplaquetas
(Miyazaki, R. et al. 2001, Mazharian, A. et al. 2009).

La duracién de la sefal de activacion de ERK1/2 es clave en la regulacion de las
células hematopoyéticas; una activacion transitoria (minutos a horas) es suficiente para
inducir proliferacion, mientras que se requiere una activacion sostenida (varios dias) de estas

quinasas para la induccién de diferenciacion y maduracion (Marshall, C.J. 1995). En células
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K562, ERK1/2 es rapidamente activado en respuesta a PMA, lo que resulta en parada del
ciclo celular, incremento del tamafio y contenido en DNA, e incremento en adhesién. Esto
estd acompafiado por un aumento en la expresion de los marcadores de superficie CD41
(también llamado glicoproteina IIb, GPIIb, o integrina allb) y CD61 (glicoproteina llla, GPllla,
o integrina B3), y de una disminucion del marcador eritroide GPA (glicoforina A) (Long, M.W.
et al. 1990, Herrera, R. et al. 1998). Sin embargo, algunos autores ponen en duda que sea
necesaria una activacion sostenida de ERK1/2 para la expresion de estos marcadores y

existe también controversia sobre su posible papel en la endomitosis (Conde, I. et al. 2010).

Como se ha indicado, el papel de p38 MAPK en la diferenciacion MK no esta claro.
Algunos estudios sugieren un papel negativo de esta quinasa, a través de la inhibicién de la
ruta de ERK1/2. Otros autores han sugerido que la funciéon de p38 MAPK en diferenciacion
MK depende de sus niveles. Asi, inicialmente, la regulacién negativa de su actividad seria
necesaria para la expresion de los marcadores MK, mientras que la posterior activacion
transitoria de p38 MAPK favoreceria la parada del ciclo celular y la endomitosis (Conde, . et
al. 2010). Por otra parte, p38 MAPK no parece ser relevante para la migracién y la formacion
de proplaquetas (Mazharian, A. et al. 2009). Por otra parte, se ha sugerido un papel positivo
de p38 MAPK en eritropoyesis, ya que la activacion de p38 MAPK, acoplada a la inhibicion
de ERK1/2, promueve la adquisicion de marcadores eritroides (Miyazaki, R. et al. 2001,
Uddin, S. et al. 2004, Moosavi, M.A. et al. 2007).

De manera similar a lo descrito en p38 MAPK, niveles moderados de JNK favorecerian
los primeros estadios de la diferenciacion MK, como la adquisicion de los marcadores CD41
y CD61, mientras que niveles excesivos podrian tener un efecto negativo en la diferenciacion
tardia (Jacquel, A. et al. 2006, Sardina, J.L. et al. 2010).

En cuanto a la ruta de PI3K-Akt, parece ser que su activacion, inducida por TPO,
modula los niveles del inhibidor del ciclo celular p27, necesario para la regulacién de la
progresion del ciclo celular que conduce a la poliploidia (Geddis, A.E. et al. 2001, Nakao, T.
et al. 2008).

Expresion de glicoproteinas durante la diferenciacion y maduracion

megacariocitica

Al igual que el resto de linajes hematopoyéticos, durante su diferenciacion los MK van
expresando de manera secuencial una serie de marcadores de superficie, que se pueden
identificar facilmente mediante citometria de flujo. A lo largo del proceso de diferenciacion,

los progenitores megacariociticos, que, en raton, inicialmente son Lin-Scal+c-
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Kit+CD34+FIt3-, dan lugar progenitores MPP (Lin-Sca1+c-Kit+CD34+FIt3+), los cuales dan
lugar a los progenitores CLP y éstos a los MEP, que son Lin-Sca1-cKit+CD34- (Akashi, K. et
al. 2000, Yang, L. et al. 2005, Seita, J. et al. 2010). No obstante, los marcadores
caracteristicos del linaje megacariocitico son las glicoproteinas CD41 (GPIlIb o integrina allb)
y CD61 (GPllla o integrina f3). La expresion de CD41 precede la expresion de CD61 y ésta,
a su vez, a la aparicion de CD42a (GPIX) y CD42b (GPIb), de manera que el patron
CD34+CD41+CD61+CD42- corresponde a megacarioblastos, mientras que el patrén CD34-
CD41+CD61+CD42+ identifica a los promegacariocitos y megacariocitos maduros.
Adicionalmente, los megacariocitos maduros y las plaquetas expresan otros marcadores se
superficie, como CD51 (integrina aV), VWF, PF4, B-tromboglubulina y fibrindgeno, entre

otros.
Endomitosis

Una de las principales caracteristicas de la diferenciacion MK es la acumulacién de
un gran volumen citoplasmico, acompafiado de una gran masa nuclear que se produce como
resultado de un proceso de poliploidizacién. Durante la diferenciacion, los megacariocitos
diploides dejan de proliferar y sufren sucesivas rondas de ciclos celulares incompletos, en los
cuales la mitosis aborta en anafase tardia, lo que impide la correcta cariocinesis y citocinesis.
Este ciclo celular aberrante recibe el nombre de endomitosis o ciclo endomitético y da como
resultado un incremento en el contenido en DNA de hasta 64n en ratén y 128n en humanos
(Zimmet, J. et al. 2000, Geddis, A.E. et al. 2006).

La regulacion del ciclo celular durante la diferenciacion MK esta principalmente
mediada por la ciclina D3 y por el inhibidor de CDKs, p21WAF1Cipl  cuya expresion se
encuentra incrementa durante la endomitosis (Zimmet, J.M. et al. 1997). La expresion de p21
esta regulada por TPO a través de la ruta Jak2-STATS5 y sus niveles se mantienen elevados

desde las etapas tempranas de la diferenciacion MK (Kikuchi, J. et al. 1997).
Influencia del microambiente en la maduracion de los MK

Las HSC residen en la MO dentro de microambientes dinamicos conocidos como
nichos. Este microambiente se compone de células de soporte, factores de crecimiento,
componentes metabdlicos y factores de matriz, que regulan activamente las funciones de las
células HSC. En la MO se distinguen dos tipos de nichos, el nicho osteoblastico o endosteal
y el nicho vascular. La mayoria de las HSC se localizan preferentemente en el nicho
osteoblastico, donde un complejo entramado de células estromales favorecen el

mantenimiento de sus caracteristicas multipotentes.
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La megacariopoyesis y trombopoyesis se produce en estos nichos, mediante
interacciones bidireccionales entre los progenitores y el microambiente, ya que si bien TPO
e interleucinas presentes en el microambiente favorecen la megacariopoyesis, los MK son
capaces de mantener el estado quiescente de las HSC en condiciones normales y estimular

su proliferacién en una situacién de dafio.

Dentro del nicho osteoblastico, los osteoblastos secretan diversos factores de
crecimiento, como TPO o SDF-1, necesarios para el mantenimiento de la poblacién de HSC,
mientras que los osteoclastos facilitan la retencién de las HSC mediante la liberacion de calcio
y SCF (Psaila, B. et al. 2012). El colageno tipo |, muy abundante en este nicho, regula
negativamente la formaciéon de proplaguetas mediante la interaccién con su receptor, la
integrina a2p1, que conlleva a la activacion de la ruta de Rho/ROCK (Sabri, S. et al. 2004.
Por el contrario, los colagenos tipo Il y IV, abundantes en torno a los vasos sanguineas de la
MO, favorecen al diferenciaciéon MK {Balduini, 2008 #213).

La MO murina esta altamente vascularizada, con grandes arterias que se ramifican
progresivamente hasta formas las sinusoides venosas, cerca del hueso (nicho osteoblastico).
El nicho vascular promueve la diferenciacion MK y la formacién de proplaquetas, las cuales
se liberan al torrente sanguineo. La quimiocina SDF-1, via su receptor CXCR4, es producida
por las células estromales, creandose un gradiente que facilita la migracion y el contacto de
los MK con el nicho vascular (Hamada, T. et al. 1998). Este nicho es rico en colageno tipo IV,
fibronectina, fibrinégeno y vWF. Particularmente, la interaccién del fibrinégeno con la integrina

allbp3 de los MK, modula la formacion de proplaquetas (Larson, M.K. et al. 2006).
El sistema de demarcacion de membrana o DMS

Tras la endomitosis, los megacariocitos sufren una maduracién citoplasmatica,
consistente en la acumulacion de granulos y grandes cantidades de proteinas y lipidos, para
crear lo que se denomina el sistema de demarcacién de membrana (DMS) o sistema de
membrana invaginada (IMS). EI DMS presenta continuidad con la membrana plasmatica, por
lo que se piensa que se forma mediante invaginaciones de la membrana plasmatica, y que
constituye un reservorio para proveer de membrana a las futuras proplaquetas (Radley, J.M.
et al. 1982, ltaliano, J.E., Jr. et al. 1999).

Produccioén de plaquetas

Durante las fases iniciales de la formacion de proplaquetas, los MK remodelan su

citoplasma para producir pseudépodos, en un proceso dependiente de la remodelacion del
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citoesqueleto de microtibulos. Estos pseudépodos se elongan formando proplaquetas,
caracterizadas por la presencia de constricciones en toda su longitud (ltaliano, J.E., Jr. et al.
1999). Estas estructuras se introducen en el lumen de las sinusoides de la MO,
fragmentandose por la accion del flujo sanguineo, lo que da lugar a proplaquetas que
finalmente se fragmentan en plaquetas individuales (Junt, T. et al. 2007). La formacion de
proplaquetas se ha observado también in vitro, tanto en MK derivados de células hepatica
fetales murinas como en MK humanos (ltaliano, J.E., Jr. et al. 1999, Miyazaki, R. et al. 2000,
Patel, S.R. et al. 2005). Se ha especulado con la participacion de ERK1/2 en el proceso de
formacion de proplaquetas, donde parece tener un papel en la fosforilacion de proteinas
asociadas a microtubulos y en la organizacion de estos microtibulos en redes (Mazharian,
A. et al. 2009). Ademas de la ruta MEK/ERK1/2, la PI3K parece estar también implicada a

través de la activacion de la integrina 1 (Kawaguchi, T. et al. 2012).

Un trabajo reciente ha demostrado inequivocamente, mediante experimentos in vivo,
que los pulmones pueden actuar también como érganos megacariopoyéticos. Parece ser que
precursores hematopoyéticos son capaces de migrar a los pulmones y de producir alli
plaquetas. Ademas, estos progenitores pulmonares son también capaces de repoblar la MO
y de reconstruir los niveles de plaquetas en una situacién de trombocitopenia. Este estudio,
ademas, ha demostrado que los pulmones contribuirian en un 50% a la produccion total de
plaquetas (Lefrancais, E. et al. 2017).

Liberacion de las plaquetas y maduracion terminal

Como se ha comentado, una vez que los MK migran al nicho vascular, inician la
produccién de proplaquetas, las cuales liberan las plaquetas al torrente sanguineo. Sin
embargo, se ha detectado la presencia de proplaquetas en la sangre, lo que indica que el
proceso de maduracion puede continuar después de la liberacion de las proplaquetas a la
circulacion. De hecho, se ha visto que los MK liberan una mezcla heterogénea de
proplaquetas a la sangre, lo que ha llevado a postular la existencia de un estado intermedio
denominado preplaqueta (Schwertz, H. et al. 2010). Estas preplaquetas tienen un tamafo
cinco veces mayor que las plaquetas maduras (10 um versus 2um de diametro) y pueden
convertirse reversiblemente en proplaquetas con la tipica forma de pesa. Finalmente, las

preplaquetas se dividen para dar lugar a dos plaquetas maduras (Thon, J.N. et al. 2010).
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Resultados

En este trabajo hemos estudiado la implicacion de C3G en los procesos que conducen
a la diferenciacion megacariocitica utilizando dos modelos experimentales: Lineas celulares

y modelos animales transgénicos para C3G.

1. Analisis de la implicacion de C3G en la diferenciacion megacariocitica
utilizando lineas celulares
En este estudio hemos utilizado dos lineas celulares hematopoyéticas: K562 y HEL.
Ambas se comportan como precursores pluripotentes que expresan, tanto marcadores
megacariociticos como eritroides, pudiéndose diferenciar a ambas lineas dependiendo del

estimulo.

La primera evidencia de la posible implicacion de C3G en la diferenciacion
megacariocitica (MK) vino de la observacién de que células K562 con sobreexpresién de C3G
mostraban un fenotipo aberrante, destacando la presencia de células grandes, con
extensiones y altamente vacuoladas, caracteristicas que recordaban a megacariocitos.
Ademas, el tratamiento con 20 nM de PMA, un buen inductor de la diferenciacién MK, durante
3 dias, incrementaba la expresion de C3G en células K562 y HEL, lo que se correlacionaba

con la adquisicion de una morfologia megacariocitica.

Con el fin de estudiar este fendmeno con mas detalle, creamos una serie de lineas
celulares, tanto en K562 como en HEL con sobreexpresion de C3G (lineas pLTR2 y pLTR2-
pSuper en K562 y pWpl en HEL) o con silenciamiento o eliminacion de su expresion (lineas
pSuper y CRISPR en K562, pLVTHM en HEL). En todos los experimentos, la induccién de
diferenciacion megacariocitica se ha realizado mediante incubacién con 20 nM PMA durante
48h.

1.1 C3G modula la expresion de marcadores megacariociticos

La presencia de PMA en los cultivos de K562 y HEL induce la expresion de las
glicoproteinas GPllb (CD41) y GPllla (CD61), dos de los marcadores megacariociticos mas
importantes, al tiempo que disminuye la expresion del marcador eritroide GPA. Analizando,
mediante citometria de flujo, la expresion de dichos marcadores en los clones de C3G arriba
mencionados pudimos comprobar que la sobreexpresion de C3G en los dos clones diferentes
de K562 indujo un aumento de los niveles de CD41 y CD61 en la superficie celular, si bien
los niveles de GPA no se vieron modificados con respecto a células control. Sin embargo, el

silenciamiento de C3G no modificé los niveles de expresion de estos marcadores, ni en los
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clones K562-pSuper o CRISPR, ni en los clones HEL-pLVTHM, indicando que el papel de

C3G en la regulacion de la expresion de estos marcadores no es esencial.

1.2. C3G participa en la diferenciacion eritroide inducida por imatinib

A pesar de que C3G no parece modular la expresion de GPA inducida por PMA, si
pudimos comprobar un claro efecto inhibitorio sobre la expresion de a-globina, otro marcador
eritroide, tanto en células K562 no estimuladas como estimuladas con imatinib-mesilato (STI-

571 o Gleevec®), la cual fue analizada por Western Blot.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren un papel modulador de C3G en la expresion
de marcadores eritroides y megacariociticos en células K562 o HEL, contribuyendo a su

compromiso al linaje megacariocitico.

1.3. La sobreexpresion de C3G induce la adquisicion de una morfologia
megacariocitica

Se analiz6, mediante microscopia confocal de fluorescencia y tinciéon de May-
Grinwald-Giemsa, la morfologia de células K562 con sobreexpresion o silenciamiento de
C3G. En consonancia con la mayor expresion de CD41 y CD61, las células con
sobreexpresion de C3G mostraron caracteristicas morfolégicas tipicas de megacariocitos,
como aumento del tamafio, nucleos mas grandes y polilobulados, expansion del citoplasma
y aparicion de vesiculas membranosas. Estas caracteristicas se hicieron mas patentes en
presencia de PMA, que ademas indujo una mayor proporcion de células con estructuras
similares a pseudopodos en las células con sobreexpresion de C3G, en comparacion con

células control o con células con expresién silenciada para C3G.

1.4. C3G induce una mayor poliploidia durante la diferenciacion megacariocitica

Una de las principales caracteristicas de los megacariocitos es la presencia de nucleos
polilobulados poliploides que se forman mediante sucesivas rondas de endomitosis, pudiendo
adquirir contenidos de DNA de hasta 128n. Se estudié la participacion de C3G en este
proceso, constatandose que el clon K562-CRISPR-C3G presentaba una menor proporcion
de células con nucleos poliploides (>8n), acompafiado de una mayor proporcién de células
diploides, frente al clon control K562-CRISPR. Por el contrario, las células con
sobreexpresion de C3G, tanto K562-pLTR2-C3G/pSuper como HEL-pWpl-C3G, mostraron

una mayor proporcion de nucleos poliploides y una menor proporcién de nucleos 2n.

La poliploidizacién de los progenitores megacariociticos mediante endomitosis
requiere la parada del ciclo celular, la cual suele ir acompafada por un incremento en la

expresion de p21, un inhibidor de la transicion G1-S del ciclo celular, cuyos niveles estan
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regulados por la ruta de ERK (Crespo, P. et al. 2000). Mediante Western Blot se observé un
incremento en los niveles de expresion de p21 en células K562 con sobreexpresién de C3G
tratadas con PMA. Dichos niveles no mostraron no se vieron afectados por la falta de C3G
en el clon K562-CRISPR-C3G.

Estos resultados son indicativos de una funciéon de C3G en la modulaciéon de la

endomitosis durante la diferenciaciéon megacariocitica.

1.5. Determinacion del dominio de C3G responsable de su funcidon en la
diferenciacion MK

Es sabido que C3G puede realizar funciones de forma dependiente de su funcion
catalitica, pero también de forma independiente a través de interacciones proteina-proteina
en la que participa su region de poliprolinas (dominio SH3b). Con el fin de determinar que
dominio/s de C3G estan implicados en la diferenciacion MK, se analiz6 la expresion de los
marcadores CD41, CD61 y GPA en clones de K562 transfectados con construcciones de
diversos dominios de C3G clonados en el vector pLTR2 (C3G completo, y los mutantes AN,
que carece de la region de interaccion con E-cadherina, RemCat y ACat, que carece del
dominio catalitico). En general, todos los mutantes de delecion mostraron una menor
expresion de CD41 y CD61, en comparacion con el clon que expresa C3G completo. Estos
mismos resultados se obtuvieron cuando las células se trataron con PMA, a excepcion del
clon que sobreexpresa el domino RemCat, el cual mostrd niveles similares a los del clon que
expresa C3G completo. Estos resultados indicarian que todos los dominios de C3G
contribuyen a su funcién en la diferenciacion megacariocitica, pero que el dominio catalitico

es suficiente para cumplir esta funcién en presencia de PMA.

Estos resultados se corroboraron mediante andlisis con estos mismos clones, mas un
clon adicional que solamente sobreexpresa el dominio SH3b, de la expresion de a-globina
inducida por imatinib. En este caso se constaté que la funcién catalitica de C3G es necesaria
para la prevencion de la expresién de a-globina, y que el dominio SH3b parece tener también
un papel relevante en la regulacion de la expresion de este marcador eritroide, posiblemente

mediante la interaccion con otras proteinas reguladoras.

En conjunto, todos estos resultados indican que C3G modula la expresion de
marcadores megacariociticos y eritroides en células K562 a través de su funcion GEF y que
los dominios N-terminal y SH3b pueden contribuir, posiblemente modulando la actividad

catalitica de C3G o estableciendo interacciones con otras proteinas.
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1.6. Implicacion de C3G en las rutas de senalizacion inducidas por PMA en
megacariocitos

Una vez demostrada la implicacion de C3G en la adquisicién de caracteristicas

megacariociticas inducidas por PMA en las dos lineas celulares en estudio, quisimos

determinar la participacion de C3G en las rutas de sefalizacion inducidas por PMA que

contribuyen a la megacariopoiesis.

Estudios anteriores han demostrado la participacion de la ruta MEK/ERK1/2 en la
diferenciacion MK de células K562 estimuladas con PMA, mientras que la ruta activada por
p38 MAPK jugaria un papel negativo en la diferenciacion MK, al tiempo que contribuiria a la

diferenciacion eritroide inducida por imatinib (Jacquel, A. et al. 2006, Conde, . et al. 2010).
1.6.1. Activacion de C3G y Rap1 por PMA

En primer lugar, determinamos si PMA activa a C3G analizando los niveles de C3G
fosforilado en la tirosina 504 (Y504). Analisis por Western Blot demostraron que la
fosforilacion de C3G incrementa con el tiempo de tratamiento con PMA, tanto en células K562
como en HEL. A continuacion, examinamos como afecta esta fosforilacion de C3G a los
niveles de activacion de su diana Rap1. Mediante ensayos de pull-down realizados en los
clones de K562 que sobreexpresan los distintos mutantes de C3G, comprobamos que los
niveles de Rap1-GTP incrementaban claramente en el clon con sobreexpresion de C3G
completo, sobre todo en condiciones de estimulacién con PMA. Estos niveles maximos de
activacion de Rap1-GTP se observaron también con el clon RemCat, incluso de forma
independiente de PMA. Por el contrario, la activacion de Rap1 se vio comprometida en los
clones con sobreexpresion de los mutantes carentes del dominio N-terminal (AN), con
sobreexpresion de SH3b y, sobre todo, y como era de esperar, en el clon con sobreexpresion

del mutante delecionado en el dominio catalitico (ACat).

Estos resultados de nuevo revelan un papel esencial del dominio catalitico de C3G en
la sefalizacién por PMA, aunque sin excluir un papel modulador de los dominios N-terminal
y SH3b.

Estos datos se complementaron mediante un ensayo de actividad Rap1 realizado en
células intactas mediante inmunofluorescencia por microscopia confocal. Las células K562
que sobreexpresan C3G mostraron niveles de Rap1-GTP mayores que las células control,
que fueron maximos tras 2 minutos de activacion con 20 nM PMA. Ademas, el incremento de
fluorescencia debido a Rap1-GTP se correlacioné con un incremento en los niveles de fosfo-

C3G. Por ofra parte, mientras que las células control mostraron una activacion transitoria de
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C3G y de Rap1, tanto la fosforilacion de C3G como la activacién de Rap1 se mantuvieron a

lo largo del curso de tiempo con PMA en las células con sobreexpresion de C3G.
1.6.2. Papel de PKC en el efecto de C3G de la diferenciacion MK

La proteina quinasa C o PKC es la diana directa del PMA, por lo que su participacion
en la diferenciacion MK esta fuera de toda duda (Hong, Y. et al. 1996). Aun asi quisimos
determinar si PKC esta implicada en el efecto de C3G. Para ello analizamos la expresién de
los marcadores CD41, CD61 y GPA en células K562 con sobreexpresion de C3G, tratadas
con PMA en presencia o ausencia del inhibidor de PKC bisindolilmaleimida (Bis). Como era
de esperar, el Bis inhibi6 completamente el incremento en la expresién de CD41 y CD61,
debido al tratamiento con PMA. De igual forma afecté al incremento en la expresion de CD61
debido a la sobreexpresion de C3G, pero solo parcialmente, mientras que no afecté a la

expresion de CD41.

Estos resultados indicarian la existencia de rutas alternativas a la ruta PMA-PKC, por

las cuales C3G regularia la expresion de esos marcadores
1.6.3. Papel de la ruta de ERK1/2 en el efecto de C3G de la diferenciacion MK

La ruta de Raf/MEK/ERK1/2 es una de las principales rutas reguladas por PMA-PKC
que contribuyen a la regulacién de la diferenciacién megacariocitica. Sin embargo, se sabe
que esta ruta no esta implicada en la regulacién de la endomitosis (Conde, I. et al. 2010) y
que su regulacion negativa en células K562 conduce a la diferenciacion eritroide (Jacquel, A.
et al. 2006). Para determinar si ERK1/2 estan implicadas en el papel de C3G en la
diferenciacion MK, en primer lugar, analizamos los niveles de estas MAPKs en células K562
con sobreexpresion (clones pLTR2/pSuper) o ablacion de C3G (clones CRISPR), tratadas
con PMA a tiempos cortos (activacion transitoria) o a tiempos largos (activacion sostenida).
Mientras que a tiempos cortos (entre 10 y 30 minutos) no se observaron grandes diferencias
entre los clones, el tratamiento con PMA durante 1 a 3 dias, indujo una activacién sostenida
de ERK1/2 exclusivamente en los clones con sobreexpresion de C3G. Esta activacion
sostenida fue totalmente inhibida en el clon CRISPR-C3G. Esto indica que C3G es necesario
para la activacion sostenida de ERK1/2. En este sentido, la activacion sostenida de ERK1/2
por Rap1 se ha relacionado con diferenciacién en muchos modelos celulares (York, R.D. et
al. 1998, Conde, I. et al. 2010, Takahashi, M. et al. 2017).

A continuacién, examinamos los niveles de CD41, CD61 y GPA en nuestros clones

K562 con sobreexpresion de C3G, asi como en células HEL con silenciamiento génico de

158



RESUMEN

C3G, en presencia o ausencia de PMA y el inhibidor de MEK U0126 (UO0).
Sorprendentemente, dicho inhibidor no modificé los niveles de los marcadores inducidos por
PMA, ni en células K562 con sobreexpresion de C3G ni en sus correspondientes controles.
Sin embargo, los niveles de GPA incrementaron ligeramente por accion del UO,
especialmente en células C3G, lo que esta de acuerdo con un papel negativo de la ruta de
ERK1/2 en la diferenciacion eritroide. Contrariamente a lo observado en células K562, las
células HEL control estimuladas con PMA si mostraron una disminucién de los niveles de
CD41 y CD61 por accion del UQ. Sin embargo, el U0 no modificé los niveles de estos
marcadores en las células con silenciamiento génico de C3G, corroborando los hallazgos en
los clones de K562 con sobreexpresion. Al igual que en los clones K562 con sobreexpresion
de C3G, el U0 también incrementé la expresion de GPA en las células HEL. Por otra parte,
si bien la sobreexpresién de C3G incrementa la fosforilacion de ERK1/2, ésta no se ve

afectada en presencia de BIS.

Todos estos resultados indican que durante la diferenciacion megacariocitica C3G
modula la activacién de ERK1/2 independientemente de la activacion de PKC. Sin embargo,
no esta clara la participacion de estas MAPKs en los efectos de C3G en la diferenciacién
megacariocitica, ya que no parecen contribuir a la regulacion de la expresion de los

marcadores megacariociticos.
1.6.4. Papel de la ruta de p38 MAPK en el efecto de C3G de la diferenciacion MK

Numerosos estudios han sugerido un papel de p38 MAPK en la ruta que conduce a la
activacion de ERK1/2, donde actuaria como un modulador negativo de la diferenciacién MK,
a través de la inhibicidn de dicha ruta (Herrera, R. et al. 1998, Li, S.P. et al. 2003, Jacquel, A.
et al. 2006, Chang, Y.l. et al. 2010). Por otra parte, nuestro grupo ha descrito una relacién
funcional entre C3G y p38a, actuando en numerosos contextos celulares, donde C3G
actuaria inhibiendo p38a de forma dependiente o independiente de Rap1 (Maia, V. et al.
2009, Gutierrez-Uzquiza, A. et al. 2010, Maia, V. et al. 2013, Priego, N. et al. 2016).

Se estudid la participacion de p38 MAPK en el efecto de C3G sobre la expresion de
los marcadores CD41, CD61 y GPA utilizando el inhibidor SB203580 (SB), especifico de las
isoformas o y p de p38, que a dosis bajas (5-10 uM) induce diferenciacién MK (Jacquel, A. et
al. 2006). En células K562 con sobreexpresion de C3G tratadas o no con PMA 20 nM y SB
10uM. SB incrementé significativamente la expresion de CD41 en células K562-pLTR2-C3G
y modestamente la expresion de CD61 en células K562-pLTR2-C3G/pSuper. Estos

resultados estarian de acuerdo con un papel negativo de p38 MAPK en el efecto de C3G en
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la diferenciacion MK. Sin embargo, el SB apenas modificé el efecto del PMA, indicando que
p38 MAPK no tiene un papel relevante en la diferenciacién MK inducida por este agonista en
células K562.

Hay que tener en cuenta que, en general, la sobreexpresion de C3G tiene un efecto
positivo sobre la fosforilacion de p38, que se ve incrementado en presencia de PMA. Sin
embargo, los niveles de fosfo-p38 son muy dependientes de los niveles de expresion de C3G,
ya que niveles excesivos de C3G causan una disminucion en los niveles de fosforilacion de
p38.

Para corroborar los resultados anteriores, se analizd el efecto del SB en clones de
K562 y HEL con silenciamiento o deplecion de C3G. Ademas se incluyeron en el analisis
clones de K562 con silenciamiento de p38a o doblemente silenciados para C3G y p38a. Se
observé un modesto incremento en la expresién de CD61 en el clon con silenciamiento para
p38a, en concordancia con el papel positivo que tiene la baja inhibicién de p38 en la
diferenciacion MK (Jacquel, A. et al. 2006). Sin embargo, los niveles, tanto de CD41 como de
CD61 disminuyeron en las células doblemente silenciadas tratadas con PMA, al tiempo que
se observé un claro incremento en los niveles de GPA. Estos resultados estarian de acuerdo
con un efecto cooperativo entre C3G y p38a en la regulacion de la diferenciacion

megacariocitica y eritroide en células K562.

Para entender mejor este efecto cooperativo entre C3G y p38 MAPK en nuestros
modelos celulares, se analizé el estado de fosforilacion de ERK1/2 en los clones de K562 y
HEL con sobreexpresion o silenciamiento de C3G tratados con PMA en presencia o ausencia
de SB. Se incluyo en el andlisis los clones de K562 con silenciamiento de p38a o doblemente
silenciados para C3G y p38a. Como era de esperar, tanto el SB como el silenciamiento de
p38a MAPK, indujo un incremento en la fosforilacién de ERK1/2, que fue mayor en las células
tratadas con PMA. Ademas, la sobreexpresion de C3G en células HEL incrementd
claramente los niveles de fosfo-ERK1/2 inducidos por SB, existiendo una correlacion positiva
entre los niveles de C3G y los de ERK1/2, posiblemente relacionada con la menor activacion

de p38 MAPK (regulador negativo de ERK1/2) en los clones con alta expresion de C3G.

Todos estos resultados sugieren un papel modulador de p38 MAPK en los efectos de
C3G en la diferenciacion MK de células K562 y HEL inducida por PMA.
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1.6.5. Papel de la ruta de PI3K en el efecto de C3G de la diferenciacion MK

Se ha postulado un papel positivo para la ruta PI3K-Akt en la diferenciacion MK,
concretamente en la regulacién de la entrada en endomitosis (Geddis, A.E. et al. 2001).
Analizamos si esta ruta también esta implicada en la regulacién de la expresién de los
marcadores CD41, CD61 y GPA y si C3G esta involucrado en sus acciones. Para ello
utilizamos el clon de K562 con sobreexpresion de C3G (pLTR2-C3G), o bien el clon de HEL
con silenciamiento de C3G (pLVTHM-C3Gi) y sus respectivos controles que fueron tratados,
con PMA durante 48h en presencia o ausencia del inhibidor de PI3K, wortmanina (W). Aunque
la W no produjo cambios en las células control, si que indujo una disminucion en los niveles
de los marcadores megacariociticos, principalmente en los niveles basales de CD41, en las
células con sobreexpresion de C3G. Estos resultados se corroboraron en las células HEL
silenciadas, donde se observé un ligero incremento en la expresion de CD61 en las células

silenciadas tratadas con PMA.

Estos resultados sugieren un papel positivo de PI3K en la ruta PMA-C3G que conduce

a la diferenciacion MK de las células K562 y HEL.

2. Anadlisis de la implicacion de C3G en la diferenciacion megacariocitica
utilizando modelos animales

La megacariopoyesis y trombopoyesis son procesos de multiples pasos a través de

los cuales progenitores hematopoyéticos forman megacariocitos maduros y estos, a su vez,

plaquetas. La induccién de megacariopoyesis en células madre hematopoyéticas (HSC) de

la médula dsea, tanto fetales como adultas, mediante cultivo con ciertas citoquinas, es un

modelo ex vivo comunmente utilizado para estudiar los mecanismos implicados en la

expansion y diferenciacién de los progenitores megacariociticos.

Para estudiar la implicacion de C3G en megacariopoyesis en un contexto mas
fisiolégico, hemos empleado dos lineas transgénicas de ratén para C3G (Tg-C3G), las lineas
2C1 y 6A6, y una linea transgénica para el mutante C3GACat (delecionado en el dominio
catalitico), la linea 8A3. Todas estas lineas han sido caracterizadas en un trabajo previo del
grupo. Ambos transgenes C3G y C3GACat se expresan bajo el promotor del gen PF4 (platelet
factor 4), exclusivo de megacariocitos y plaquetas, por lo que constituyen un modelo ideal

para estudiar la implicacion de C3G en el desarrollo de los megacariocitos murinos.
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2.1. Analisis de los marcadores MK en células de médula 6sea transgénicas

En primer lugar, analizamos los niveles basales de CD41, CD61 y GPA en células de
médula ésea (MO) de ratones Tg-C3G y Tg-C3GACat. Los resultados indicaron que no
existen diferencias, entre ratones transgénicos y control, en la expresion basal de estos
marcadores, indicando que C3G no es capaz, per se, de estimular la produccién de los

mismos.

A continuacién, realizamos el mismo estudio, pero en cultivos de MO estimulados con
50 ng/ml trombopoyetina (TPO) durante 6 dias, una citoquina que, por si misma, es capaz de
estimular megacariopoyesis. En este tipo de experimentos, dado que tenemos una poblacion
heterogénea de células, es mejor analizar los marcadores mediante porcentaje de células

positivas, y no mediante intensidad de fluorescencia.

Los cultivos de MO procedentes de ratones Tg-C3G mostraron un porcentaje
significativamente mayor de células positivas para CD41, CD61 o doble positivas
CD41/CD61, que los cultivos de MO procedentes de Tg-C3GACat o control. Por el contrario,
los cultivos procedentes de Tg-C3GACat, mostraron porcentajes de células positivas para
estos marcadores significativamente menores que los de los otros grupos. Estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos en las lineas celulares humanas e indicarian un
papel positivo de C3G en la adquisicion de los marcadores megacariociticos, que es

dependiente de su dominio catalitico.

2.2. Andlisis de la ploidia

A continuacién, estudiamos el estado de ploidia en los megacariocitos obtenidos de
los diferentes transgénicos, mediante cultivo de MO durante 6 dias en presencia de TPO y el
siguiente coctel de citoquinas: 10 ng/ml SCF, 10 ng/ml IL-3, 10 ng/ml IL-6 and 10 ng/ml IL-11.
El analisis se realiz6 a diferentes tiempos, 2, 4 y 6 dias, sobre la poblacién de células positiva
para CD41. Se observé un incremento progresivo en el porcentaje de células CD41+, que fue
acompafiado por un incremento en el tamafio celular. El estudio de poliploidia se realiz6 sobre
la poblacion de células CD41+ grandes, ya que las de menor tamafio eran

predominantemente células inmaduras, diploides.

2.2.1. Efecto de la sobreexpresion de C3G en la poliploidia inducida por C3G

ex vivo

162



RESUMEN

El andlisis en cultivos de MO de las diferentes lineas transgénicas revel6 un
incremento en la poliploidia en megacariocitos Tg-C3G 2C1. Especificamente, se detectd un
porcentaje significativamente mayor de células >8n acompafiado de una disminucion

significativa en el porcentaje de células 2n. La misma tendencia se observo en la linea 6AG6.

2.2.2. Efecto de la sobreexpresion de C3GACat en la poliploidia inducida por
C3G ex vivo
Los resultados anteriores se verificaron mediante analisis de la poliploidia en cultivos
de MO procedentes de la linea 8A3, transgénica para el mutante C3GACat. Los resultados
indicaron una distribuciéon similar de las diferentes poblaciones poliploides, entre la linea

transgénica y su correspondiente linea silvestre.

Estos resultados indican un papel regulador de C3G en la adquisiciéon de poliploidia,
a través de un mecanismo que implica su actividad GEF. El hecho de que no existan
diferencias entre el mutante C3GACat y su control implicaria que, o bien, en este contexto,
dicho mutante no se comporta como un dominante negativo, o bien existen otros Rap1GEFs

que estan implicados en esta funcion.
2.3. Analisis del microambiente celular en cultivos de MO transgénicos

El microambiente de la MO juega un papel esencial durante la diferenciacion de los
distintos linajes hematopoyéticos, incluido el megacariocitico. Por tanto, hemos estudiado la
influencia de dicho microambiente en el efecto de C3G en la diferenciacion MK. Como se
comentd en introduccién, el proceso de megacariopoyesis y produccién de plaquetas implica
dos nichos diferentes: el osteoblastico y el vascular. Gradientes de citoquinas y factores de
crecimiento regulan la migracion de los progenitores MK del nicho osteoblastico al vascular,
donde se inicia el proceso de formacién de proplaquetas. Este proceso esta mediado por la
interaccion entre proteinas de la matriz extracelular e integrinas presentes en la superficie de

los megacariocitos, particularmente la integrina allbB3, cuya activacion depende de Rap1b.
2.3.1. Papel de C3G en la migraciéon de MK maduros

Teniendo en cuenta la importancia de la migracion durante la diferenciacion MK,
analizamos la movilidad de los MK en nuestras lineas transgénicas. Para ello utilizamos
explantes de MO, pequefas secciones transversales de MO obtenida de los fémures de los
ratones. Las células de explantes mantenidos en un tampdn fisiolégico migran
progresivamente hacia la periferia del explante, lo que permite visualizar y seguir a los MK,
dado su gran tamafio, mediante un microscopio 6ptico. Con el tiempo, los MK cambian su

163



RESUMEN

morfologia, pudiendo diferenciarse: (i) MK esféricos, (ii) MK con proyecciones y (iii) MK con

proplaquetas extendidas.

Los resultados mostraron una mayor velocidad de migracién y una mayor distancia
recorrida de los MK procedentes de los ratones Tg-C3G 6A6 y 2C1, datos que fueron
estadisticamente significativos en el caso de la linea 6A6. Por el contrario, los MK de la linea
8A3 mostraron una significativamente menor velocidad de migracién y distancias recorrida,

en comparacion con sus controles silvestres.
2.3.2. Papel de C3G en la adhesion de MK al nicho osteoblastico

La formacion de proplaquetas esta regulada por las interacciones entre los MK
maduros y la matriz extracelular. Particularmente, la interaccion de los MK con los colagenos
de los tipos Ill y IV, asi como con la fibronectina y vitronectina perivascular, facilita la
formacion de proplaquetas, mientras que el colageno tipo | previene la liberacion prematura

de las proplaquetas a la circulacion.

Para estudiar el grado interaccion entre los progenitores MK con la matriz extracelular
de laMOy el papel de C3G en este proceso, se incubaron los fémures de los distintos ratones
transgénicos con colagenasa y dispasa para facilitar la liberacion de los progenitores
adheridos al hueso. El analisis de estos datos revelé un menor porcentaje de MK Tg-C3G
6A6 (identificados mediante tincion con CD61) unidos a la matriz del hueso, mientras que no
se encontraron diferencias entre los MK Tg-C3GACat y sus controles. Por tanto, estos

resultados sugieren un papel de C3G en la movilizacién de los MK maduros a la circulacién.

2.3. Efecto de C3G en la formacion de proplaquetas

Para estudiar el efecto de C3G en la fase final de maduracién MK, es decir la formacion
de proplaquetas, utilizamos explantes de MO de los distintos ratones transgénicos y control,
en los cuales se marcaron los MK con el anticuerpo anti-CD41, para una mejor visualizacion.
La sobreexpresion de C3G (lineas 2C1 y 6A6) incrementd en un 10-20% la proporcién de MK
capaces de producir proplaquetas, mientras que la expresion del mutante C3GACat (linea
8A3) produjo un descenso de casi un 20% en el porcentaje de proplaquetas, en relacion a
animales control. Estos resultados indican un papel positivo de C3G en esta fase tardia de la

diferenciacion MK, a través de su funcion catalitica.

Discusion
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En este trabajo hemos examinado la implicacion de C3G en la modulacion de los
diferentes estadios de la diferenciacién megacariocitica, incluyendo expresion de marcadores
de superficie, cambios morfoldgicos, poliploidizacion, migracion del nicho osteoblastico al
nicho vascular y formacion de proplaquetas. Para ello, hemos utilizado dos modelos
experimentales: (i) las lineas hematopoyéticas K562 y HEL, en las cuales hemos demostrado
que C3G modula la expresion de las glicoproteinas de membrana CD41, CD61 y GPA, asi
como cambios en la morfologia y el estado de ploidia, y (ii) células primarias de la médula
6sea de ratones transgénicos para C3G donde, ademas de lo anterior, hemos demostrado

que C3G promueve la migracién de los megacariocitos y la formacién de proplaquetas.

1. Lineas celulares

Las células K562 y HEL tratadas con PMA exhiben caracteristicas propias de los
megacariocitos, incluido un gran tamano, presencia de vacuolas y grandes extensiones.
Estas mismas caracteristicas fueron observadas en células K562 que sobreexpresan C3G.
Ademas, la expresién de C3G en estas células incrementaba tras la exposicion al PMA
durante varios dias, indicando que C3G podria estar en la ruta de PMA que conduce a la
diferenciacion MK. Esto estaria de acuerdo con la participacion de C3G en la ruta PMA-PKC
que conduce a la activacion plaquetaria, previamente descrita (Gutierrez-Herrero, S. et al.
2012). De acuerdo con esto, se observé un claro incremento en la expresion de los
marcadores megacariociticos CD41 y CD61 en clones de K562 con expresion estable de
C3G, indicando que C3G per se es capaz de iniciar el proceso por el cual estas células se
comprometen a la linea megacariocitica. Sin embargo, el hecho de que la expresion de estos
marcadores no se viese afectada por la eliminacion de la expresion de C3G indicaria que
C3G no es esencial en este proceso y que otros Rap1-GEF podria realizar esta funcion en
ausencia de C3G. Un posible candidato seria CalDAG-GEFI, dada su importancia en la
biologia de las plaquetas (Crittenden, J.R. et al. 2004, Schultess, J. et al. 2005). Sin embargo,
no hay datos sobre su posible papel en la diferenciacion MK.

De acuerdo con la existencia de un precursor comun a las lineas eritroide y
megacariocitica, la expresion de los marcadores eritroides GPA y a-globina disminuyé en las
células con sobreexpresion de C3G, mientras que sus niveles aumentaron en las células con
silenciamiento génico de C3G. Todos estos resultados sugieren un papel de C3G en la
regulacion de estadios tempranos que conducen al compromiso del precursor MEP a la linea
megacariocitica o eritroide. Curiosamente, aunque C3G forma parte de la ruta de PMA, por
debajo de PKC, C3G regula la expresion de estos marcadores de forma independiente de
PMA.
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C3G también es capaz de modular los cambios morfolégicos que acompafian la
diferenciacion MK, tales como aumento de tamafio, vacuolizaciéon o formacién de largas
extensiones citoplasmaticas. Sin embargo, en este caso el efecto de C3G es parcialmente
dependiente de PMA.

Por otra parte, C3G también estaria implicado en la adquisicién de poliploidia. C3G
facilitaria la entrada en endomitosis a través de la regulacion de la expresion del inhibidor del
ciclo celular p21, y seguramente otros factores. Al igual que su papel en la regulacion de la
morfologia, la funcién de C3G en la adquisicion de poliploidia es dependiente de la
estimulacién con PMA. Hemos observado que el PMA induce la fosforilacion de C3G en la
tirosina 504, un evento que, aunque no es esencial para la actividad de C3G, incrementa su
activacion, posiblemente a través de la neutralizacion de mecanismos autoinhibitorios (Ichiba,
T. et al. 1999, Mitra, A. et al. 2010). Es posible que la fosforilacion de C3G por PMA se
requiera en etapas mas tardias de la diferenciacion MK, tales como las que conducen a los
cambios morfolégicos y a la poliploidia, pero no sea necesaria en las etapas iniciales

implicadas en la expresion de los marcadores de superficie.

El andlisis, tanto de la expresion de marcadores megacariociticos y eritroides, como
de la activacion de Rap1, en células K562 que sobreexpresan distintos mutantes de C3G,
revela una regulacion compleja de su actividad donde el dominio catalitico o GEF seria
esencial para su funcién reguladora de la megacariopoyesis, pero donde los dominios SH3b

y N-terminal (o de unién a E-cadherina) jugarian un papel modulador.

La ruta de ERK1/2 es una de las principales rutas reguladoras de la diferenciacion
MK. Su activacion transiente se requiere en etapas tempranas de la diferenciacion para
inducir la proliferacion de progenitores y la expresidon de marcadores de superficie (Jacquel,
A. et al. 2006, Conde, I. et al. 2010), mientras que una activacion sostenida es necesaria
durante la maduracion de los megacariocitos. En nuestras células K562 y HEL control,
ERK1/2 fue réapidamente y transientemente fosforilado por PMA y su inhibicion mediante el
inhibidor quimico U0126 produjo una disminucion de la expresion de los marcadores CD41 y
CD61 inducida por PMA, en concordancia con los resultados de otros autores (Jacquel, A. et
al. 2006, Conde, I. et al. 2010), aunque en nuestro caso solo fue observada en las células
HEL. Lo que si fue claro es que el U0 no afecté a la expresién de los marcadores inducida
por C3G, indicando que este efecto de C3G es independiente de ERK1/2. Ademas,
observamos que la sobreexpresion de C3G induce la activacion sostenida de ERK1/2, pero
no la transiente, y que ésta no es inhibida por el Bis, indicando un desacoplamiento entre la
ruta de PMA-PKC y C3G en la activacion de ERK1/2. El hecho de que C3G no participe en
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la activacion transiente de ERK1/2, esta de acuerdo con el desacoplamiento entre C3G y

ERK1/2 en la regulacién de la expresion de los MK megacariociticos.

Se ha descrito que en células hematopoyéticas la activacion transiente de ERK1/2 por
TPO esta regulada por la ruta de Shc/SOS/Ras/Raf, mientras que la activacion sostenida de
ERK1/2 requiere la activacién de la ruta Rap1-B-Raf (Stork, P.J. et al. 2005). Nuestros
resultados sugieren que C3G puede ser el Rap1-GEF que activa esta segunda ruta durante
la megacariopoyesis. De hecho, la sobreexpresién de C3G en células K562 indujo una
activacion sostenida de Rap1 por PMA, correlacionada con una fosforilacién sostenida de
C3G.

En resumen, todos estos resultados indican que el PMA induce la fosforilacion de
C3G, lo que resulta en la activacion sostenida de ERK1/2 a través de la ruta C3G-Rap1-B-
Raf, que es necesaria para la maduracién de los megacariocitos. Sin embargo, el efecto de
C3G en la expresion de los marcadores MK es independiente de la activacion transiente de
ERK1/2.

La implicacion de la ruta de p38 MAPK en la diferenciacion MK esta bien documentada
(Jacquel, A. et al. 2006, Conde, I. et al. 2010). p38 MAPK puede inducir o inhibir diferenciacion
MK dependiendo de sus niveles de fosforilacion. Asi, niveles altos tendrian un efector
inhibidor, mientras que una activacion transiente de p38 es necesaria para iniciar el programa
de diferenciacion, por parada del ciclo celular (Conde, I. et al. 2010). Por otra parte, la
inhibicion completa de p38 MAPK bloquea la diferenciacién MK, induciendo apoptosis
(Jacquel, A. et al. 2006).

El analisis de la expresién de los marcadores CD41 y CD61 utilizando el inhibidor de
p38 MAPK SB203580 (SB), indico un ligero efecto positivo de dicho inhibidor en la expresién
de los marcadores regulada por C3G, pero no tuvo efecto en la inducida por PMA. Esto
indicaria un efecto negativo de p38 ERK en la funcion de C3G. Sin embargo, el analisis de la
expresion de estos marcadores en clones de K562 doblemente silenciados para C3G y p38a
MAPK revel6 una interaccién compleja entre ambas proteinas en la regulaciéon de estos
marcadores. Asi el doble silenciamiento indujo una disminucién de la expresién de CD41 y
CD61 inducida por PMA y un claro incremento en la expresion de GPA, lo que sugiere un
efecto cooperativo entre ambas proteinas en el compromiso de precursores hematopoyéticos

hacia las lineas eritroide o megacariocitica.

Por otra parte, el analisis de la fosforilacion de p38 MAPK, indicé que C3G parece

tener un papel modulador de los niveles de activacion de p38 MAPK. Asi, una sobreexpresion
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moderada de C3G incrementaria los niveles basales de fosforilacion de p38 MAPK, mientras
que una mayor expresion de C3G induciria su inhibicion. Se sabe que p38 modula
negativamente la fosforilaciéon de ERK1/2 (Li, S.P. et al. 2003). Por lo tanto, la expresion de
C3G modularia la activacion de ERK1/2 a través de la regulacion de los niveles de fosfo-p38.
La modulacién de la actividad de p38 MAPK por C3G ha sido descrita en varios sistemas
celulares (Maia, V. et al. 2009, Gutierrez-Uzquiza, A. et al. 2010, Maia, V. et al. 2013, Priego,
N. et al. 2016).

Finalmente, la ruta de PI3K-Akt también parece estar implicada en el efecto regulador
de C3G sobre la expresiéon de los marcadores MK. Sin embargo, y de acuerdo con otros
autores, esta ruta no estaria implicada la regulacion de la expresion de estos marcadores
inducida por PMA (Jacquel, A. et al. 2006, Sardina, J.L. et al. 2010). En lo que si parece haber
acuerdo es en el papel de esta ruta en la induccion de la endomitosis (Geddis, A.E. et al.
2001, Conde, I. et al. 2010).

2. Modelos animales

Los experimentos efectuados en lineas celulares se complementaron con estudios
realizados en modelos de raton transgénicos para C3G o el mutante C3GACat y sus
correspondientes hermanos silvestres, en los cuales, ademas de analizar la expresion de los
marcadores megacariociticos y la poliploidia hemos estudiado la migracion de los
megacariocitos y la formacion de proplaquetas, procesos que son mas dependientes del

microambiente y que, por tanto, no es posible realizar en modelos in vitro.

Al igual que lo observado en las lineas celulares, se detectdé un mayor porcentaje de
células doblemente positivas para CD41 y CD61 en células de la médula 6sea (MO) de los
ratones Tg-C3G, y un menor porcentaje en MO de ratones Tg-C3GACat, en comparacién con
animales silvestres. Sin embargo, en contraste con los resultados en las lineas celulares,
estas diferencias solo fueron visibles cuando las células se cultivaron en presencia de TPO.
Esto indicaria que, en un contexto mas fisiolégico, C3G no es capaz por si solo de modular

la expresion de estos marcadores.

La adquisicion de marcadores es un evento temprano en la diferenciacion MK, donde
C3G jugaria un papel. Quedaria, no obstante, por demostrar si C3G participa en eventos aun
mas tempranos, como es la diferenciacion de MEP a HPP-CFU-MK (potenciales unidades
formadoras de colonias de megacariocitos), el progenitor megacariocitico mas indiferenciado.
Se ha reportado que Rap1 se expresa durante la maduracién y no durante la diferenciacion
de los MK (Balduini, A. et al. 2008), por tanto, la participacion de C3G en este proceso es

poco probable.
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Del mismo modo, el analisis de la poliploidia en células de la MO de nuestros ratones
demostro la implicacion de C3G en este proceso, a través de un mecanismo dependiente de

su dominio catalitico, confirmando los resultados observados en las lineas celulares.

Un aspecto esencial en la diferenciacion megacariocitica es la migraciéon de los
precursores desde el nicho osteoblastico o endosteal al nicho vascular. La interaccion de los
megacariocitos a la matriz 6sea es dependiente del colageno tipo I, el cual previene la
liberacién prematura de megacariocitos inmaduros (Pallotta, I. et al. 2009, Zou, Z. et al. 2009).
La cuantificacion de los megacariocitos adheridos al nicho endosteal, mediante tratamiento
de los huesos con colagenasa y dispasa, revelé una menor proporcion en los ratones Tg-
C3G, frente al resto de genotipos, indicando una menor adhesion de estos megacariocitos
transgénicos a la matriz 6sea. Estos resultados estan de acuerdo con la mayor velocidad de
migracion y distancia recorrida de estos megacariocitos observada en experimentos de
explantes de médula 6sea, acompanada de una menor migracion por parte de los
megacariocitos Tg-C3GACat. Ademas, un analisis protedmico realizado en plaquetas de
ratones Tg-C3G (2C1) y sus silvestres, reveld la expresion diferencial de numerosas
proteinas implicadas en adhesion/migracion, tales como inhibidores de la disociacion del
GDP de Rho, cofilina-1, la cadena B-1 de tubulina, o la proteina 3 relacionada con actina, lo
que esta a favor de un papel de C3G en la regulacién de la adhesion y migracion de los

megacariocitos durante su maduracion.

La expresion transgénica de C3G también indujo una mayor velocidad de migracion y
distancia recorrida por los megacariocitos, siendo el dominio catalitico responsable de este
efecto. Finalmente, también observamos una mayor formacién de proplaquetas en los
ratones Tg-C3G, mientras que los ratones Tg-C3GACat mostraron un reducido porcentaje de
plaquetas, en comparaciéon con animales silvestres. El papel de C3G en migraciéon esta
avalado por numerosos estudios, tanto en células hematopoyéticas, como en otros sistemas
celulares (Uemura, N. et al. 1999, Voss, A.K. et al. 2008, Nath, P.R. et al. 2014, Priego, N. et
al. 2016).

Finalmente, esta mayor formacién de proplaquetas en los ratones Tg-C3G no se
correlacioné con un mayor recuento plaquetario en la sangre de estos ratones. Podemos
especular que la funcion de C3G en megacariopoyesis esté mas relacionada con una
situacion patoldgica como el cancer o la produccion de heridas. En este sentido, nuestro
grupo ha demostrado recientemente la implicacién de C3G plaquetario en la angiogénesis
tumoral y la metastasis. Nuestras futuras investigaciones estaran encaminadas a evaluar esta

hipotesis.
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