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Resumen

RasGRP1 es un factor intercambiador de nucleétidos de Ras con un papel crucial en la activacion de ERK
a través del receptor de células T (TCR). RasGRP1 participa en la seleccién positiva de timocitos y en la
activacion de células T en periferia. La via de ERK es la ruta candnica en la que esta implicado RasGRP1,
sin embargo, estudios recientes sugieren que RasGRP1 puede participar en la activacion de otras
cascadas de sefalizacion. En este trabajo hemos estudiado el papel de RasGRP1 en la sefalizacion
basal de linfocitos T utilizando dos mutantes de la variante silvestre de RasGRP1. Uno contiene una
mutacion en el dominio catalitico, R271E, que provoca la pérdida de su actividad catalitica. La otra
mutacion esta situada en el dominio de unién a calcio, E521A, y provoca un cambio estructural que no
afecta la actividad catalitica. Los mutantes se transfectaron en células Jurkat y se determiné su efecto en
la sefializacién basal y en combinacion con distintos tratamientos farmacolégicos. Nuestros resultados
indican que RasGRP1 esta implicado en la activacion del eje PDK-1/AKT/mTOR independientemente de
su actividad catalitica.
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Introduccién

La senalizacion via receptor de linfocitos T (TCR) es un paso fundamental para el correcto desarrollo y
funcionalidad del sistema inmune ya que tiene como efectos finales la produccion de citoquinas y la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T [1]. La interaccion del TCR con un antigeno, presentado
por el complejo mayor de histocompatibilidad de una célula presentadora (APC), desencadena la
activacion de proteinas tirosina quinasa citosdlicas de la familia Src, como Lck, que es especifica de
linfocitos [2]. Lck fosforila los dominios intracelulares del TCR (ITAMS) [3], generando sitios para el
reclutamiento al TCR de una serie de proteinas adaptadoras y otras tirosina quinasas [4]. La fosfolipasa

C-¥1 (PLC-¥1) [5] es reclutada y activada en estos complejos.

La PLC-¥1 metaboliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,), generando diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato (IP3). El IP3 aumenta la concentracién de calcio citoplasmatico, que estimula la
fosfatasa activada por calcio calcineurina y la activacion del factor de transcripcion NFAT (factor nuclear
de células T activadas) [6]. El DAG es imprescindible para la activaciéon de varias cascadas de
sefializacion entre las que destaca la activacion de la GTPasa Ras. Ras se encuentra en la membrana
plasmatica en un equilibro entre la forma inactiva (Ras-GDP) y la activa (Ras-GTP). Este equilibro se
regula por las proteinas intercambiadoras de guanina (GEFs) y por las proteinas aceleradoras de la
actividad GTPasa (GAPs). La familia de las proteinas RasGRP1 son GEFs de Ras con expresion
selectiva en cerebro y tejido hematopoyético. RasGRP1 se expresa en linfocitos T, donde tiene un papel
fundamental en la activacion de la via de la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK). Los
ratones deficientes en la expresion de RasGRP1 tienen afectada la diferenciacion timica y presentan un
importante déficit en las poblaciones de linfocitos T maduros [7, 8, 9].

RasGRP1, como los otros tres miembros de la familia, contiene un motivo de intercambio de Ras (REM)-
Cdc25 que cataliza el intercambio de GDP por GTP en Ras. Al dominio catalitico de RasGRP1 le sigue
un dominio de unién a calcio con dos manos de calcio (EF), un dominio C1, un segmento C-terminal y
una hélice superenrollada (CC) (Fig. 1). El dominio C1 une DAG, y a sus analogos sintéticos como el
PMA (forbol-12-miristato-13-acetato). La union a este lipido permite el anclaje de RasGRP1 a la
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membrana, donde se localiza su sustrato, Ras. Se conoce poco de como los dominios reguladores de
RasGRP1 controlan su actividad [10]. Estudios recientes han descrito que RasGRP1 se mantiene en un
estado de autoinhibicion, y la unién de una molécula de calcio al primer EF provoca un cambio
conformacional en la proteina facilitando su activacion [11].
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Figura 1.- Estructura de RasGRP1. Con un * se muestran las mutaciones presentes en los dos
mutantes que se utilizaron en este trabajo. La mutacion del residuo arginina (R) en la posicion 271 por
glutamico genera una forma de RasGRP1 sin actividad catalitica (kinase dead, KD). La mutacion en
el aminoacido glutamico 521 por una alanina se encuentra en una de las manos de unién de calcio.

En linfocitos T, el DAG producido tras la activacion del TCR activa la via RasGRP1/Ras/ERK, lo que
lleva a la activacion del factor de transcripcion AP-1 (proteina activadora-1) y la expresion de varios
genes, incluyendo el de la proteina de superficie CD69. El DAG también activa miembros de la familia de
la proteina quinasa C (PKC) que cooperan con RasGRP1 en el control de la activacion de ERK e inciden

también en la activacion de otras rutas. En presencia de sefiales de coestimulacion, la PKCH es crucial
para la activacion del factor nuclear kB (NFxB) y coopera ademas con las rutas de sefializacion
dependientes de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), que inciden en la quinasa dependiente de
fosfoinositidos (PDK-1) y en AKT [12,13,14]. Las rutas de sefializacion activadas por el TCR y por la
coestimulacion se integran también en la proteina diana de rapamicina en mamiferos (mTOR), una
quinasa maestra que controla el crecimiento, la proliferacion y diferenciacion celulares. Estudios en
leucemias, como la linfoblastica aguda (T-ALL), han revelado que RasGRP1 no soélo responde al DAG

generado via PLC- ¥, sino que también es sensible al DAG basal disponible en la célula. Esto facilita que
en estas células Ras promueva la sefializacion por citoquinas hacia el eje PI3K/AKT/mTOR (Fig. 2) [15].

El control de los niveles de DAG en linfocitos T tanto en estado basal como en respuesta a la
estimulacion antigénica, es por lo tanto critico para la correcta activacion de RasGRP1. Las diacilglicerol
quinasas (DGK) catalizan la transformaciéon de DAG en acido fosfatidico (PA) [16]. En linfocitos T se

expresan dos isoformas de esta familia, la DGKa y la DGKC, que, al consumir el DAG presente en la
célula, limitan la activacion del eje de Ras/ERK y de las PKC [17]. La funcién de estas dos isoformas no
es redundante; estudios recientes indican que la regulacion negativa de DAG por DGKC modula la
activacion basal de ERK asi como la activacion de la PKCO y del eje PDK-1/AKT durante la
coestimulacion [18]. Estos estudios correlacionan con analisis previos que han descrito que los linfocitos
deficientes en DGK( presentan una activacion de mTOR [19].
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Figura 2.- Representacion de la sefalizacion en linfocitos T. A la izquierda, sefalizacion
desencadenada por el TCR. A la derecha, representacion de la sefializacion promovida por el receptor
de interleuquinas (ILsR).

Mediante el control del DAG, DGK( regularia la activaciéon de Ras por RasGRP1, modulando, tanto la
activacion del eje Ras/ERK como la via de PI3K/PDK-1/AKT. Estudios bioquimicos sugieren que el
rapido intercambio de GDP/GTP catalizado por RasGRP1 es fundamental para su funcion en el control de
estos dos ejes [15]. En este contexto, sin embargo, otros estudios sugieren que RasGRP1 puede promover
la activacion de mTOR independientemente de su funcidon como activador de Ras/ERK. La variante
RasGRP 142 presenta una mutacién en las manos de calcio y es muy poco eficiente en la activacion del
eje Ras/ERK. Sin embargo, esta variante actua sobre mTOR aumentando su actividad, lo que resulta en
un aumento en la fosforilacion de rpS6 y en la expresion del gen diana de mTOR, CD44 [20], aunque
genes diana de Ras como CD69 se expresan a niveles normales en células T. Esto parece indicar la
existencia de una via de sefializacion no canodnica por debajo de RasGRP1 hacia mTOR, y que no
requeriria de la activacion de Ras pero si del reconocimiento del DAG [18]. Para entender mejor la
relacion entre la actividad de RasGRP1 y su control sobre mTOR, en este trabajo determinamos el efecto



de ganancia de funcion sobre la activacion de mTOR del eje PDK-1/AKT mediante la sobreexpresion
tanto de la forma silvestre de RasGRP1 como de dos mutantes en dos dominios. Para ello utilizamos
células Jurkat, una linea celular inmortalizada de linfocitos T humanos como modelo de trabajo, y
determinamos los niveles de activacion de ERK, mTOR, PDK-1/AKT, y del marcador CD69, tanto en
estado basal como tras la estimulacién del TCR. Nuestros resultados sugieren que RasGRP1 tiene una
funcion adaptadora, independiente de su actividad, sobre mTOR.

Materiales y métodos

Reactivos y anticuerpos

Para citometria utilizamos anticuerpo de raton anti-CD69-PE (BD Pharmigen), anticuerpo de cabra anti-
FC-PE de IgG de raton (Southern), anticuerpo policlonal anti-pERK y anticuerpo anti-pS6 (Cell
Signaling). Para western blot se usaron los siguientes anticuerpos: monoclonal anti-Lck de conejo
(Pharmigen), policlonal anti-pERK de ratén, monoclonal anti-pAKT sustratos de conejo (Cell Signaling),

monoclonal anti-GFP de ratéon (Invitrogen), monoclonal anti-ti-tubulina de ratdon (Sigma), monoclonal
anti-pS6 de raton (Cell Signaling). Todos los inhibidores utilizados fueron de Sigma.

Western Blot

Los geles se transfirieron a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF), y se incubaron toda la
noche a 4° C con los anticuerpos indicados disueltos en TBST (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl,
0.05% Tween X-100) con un 5% de albumina de suero bovino. Después de la incubacion con el
anticuerpo secundario (lh, temperatura ambiente), las membranas se visualizaron usando ECL
(Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Las peliculas se analizaron con el software ImagelJ
(NIH, Bethesda, MD, USA). Para determinar la cantidad de carga los valores obtenidos tras el analisis
cuantitativo se normalizaron respecto al control de carga en todos los casos (tubulina 0 GADPH),

Citometria de flujo

Para el analisis de CD69, las muestras se tifieron con un anticuerpo anti-CD69 acoplado al fluor6foro PE
(ficoeritrina) y se fijaron con paraformaldehido 2% (PFA). La expresion de CD69 se determin6 en grupos
de células vivas y, de estas, tanto en las que habian incorporado GFP como las que no. Las células se
analizaron en un citometro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Para detectar pERK y
pS6 intracelular las células (2 x 10°), se fijaron primero con PFA 2%. Tras la fijacion se permeabilizaron
con metanol 90% y se tifieron con un anticuerpo anti-pERK o anti-pS6 primero y posteriormente con un
anticuerpo de cabra anti-FC-PE de IgG de raton.

Lineas celulares, condiciones de cultivo y transfeccion.

Células T Jurkat leucémicas humanas se mantuvieron en medio RPMI (Invitrogen) suplementado con
10% de suero fetal bovino inactivado por calor (Invitrogen), 2 mM L-glutamina (BioWhittaker) y 1%
Hepes (Sigma) (37 °C, 5% CO,). Células T JCAM (células mutantes derivadas de la linea celular Jurkat
que son deficientes en la proteina Lck) se cultivaron en las mismas condiciones. Las células Jurkat y

JCAM se transfectaron con 6, 15 6 20 ug dependiendo del plasmido por electroporacion (270 mV, 975

uF; Bio-Rad). El plasmido conteniendo el cDNA para RasGRP1 fue un regalo del Dr James Stone de la
Universidad de Alberta, Canada. El cDNA de RasGRP1 se subcloné en el vector de expresion pEGFP
(Clontech) de forma que la proteina expresada contiene GFP en el extremo N-terminal. Los mutantes
RasGRP1 KD (R271E) o RasGRP1 EF (E521A) se generaron en el laboratorio empleando el
Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) y oligos especificos.

Estimulacion celular vy lisis

Para los experimentos de estimulacion del TCR, las células T Jurkat se recogieron en crecimiento
exponencial y se lavaron dos veces con medio completo. Las células se estimularon con anti-CD3 (107

células/ml, 1 pg ul”!' de anticuerpo) durante 5 minutos, 37° C. Después de la estimulacion, las células se
centrifugaron y suspendieron en buffer de lisis p70 (10 mM HEPES, pH 7.5, 15 mM KCIl, 1| mM EDTA,
1 mM EGTA, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40, 1 mM ditiotreitol) o buffer de lisis PKC (50 mM Tris, pH
7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100) con inhibidores de proteasas ( 50 mM NaF, 10 mg ml™! leupeptina
y aprotinina, | mM PMSF, 1 mM ortovanadato de sodio y 20 mM glicerofosfato). Las células se lisaron
por incubacion (20 min, 4 °C, en agitacion). Los lisados se centrifugaron (12000 rpm, 15 min, 4 °C) y los
sobrenadantes con las proteinas se cuantificaron para su posterior analisis por Western Blot de los lisados
totales. Para los experimentos con células T Jurkat y JCAM en condiciones basales y los experimentos de
inhibicion con las mismas células, el procedimiento seguido fue el mismo.



Resultados

RasGRP1 promueve la activaciéon de mTOR independientemente de su actividad.

Estudios anteriores indican que RasGRP1 controla no solo el eje de Ras/ERK sino también la activacion
de la ruta AKT/mTOR. Mientras que el control que ejerce RasGRP1 sobre la via de ERK es claramente
dependiente de su actividad catalitica, es decir, de su capacidad para generar RasGTP, si el control sobre
mTOR requiere de esta actividad catalitica y/o bien la funcionalidad de otros de los dominios no se
conoce (Figura 3A). Por ello en primer lugar comparamos el efecto de una version silvestre de RasGRP1
(RasGRP1 WT) con el de una version de la proteina con una mutacion en el dominio catalitico, R271E
(RasGRP1 KD, kinase dead).

Transfectamos células T Jurkat con construcciones que codificaban para GFP (usado como control),
RasGRP1 WT o RasGRP1 KD, y tras 24 h analizamos las células por inmunoblot y citometria de flujo.
Como RasGRP1 necesita de su actividad para promover el eje de Ras/ERK confirmamos primero el
efecto de las distintas transfectantes sobre la activacion de ERK. La sobreexpresion de RasGRP1 WT
aument6 la cantidad de ERK fosforilado respecto al control (GFP). Sin embargo, en las células que
sobreexpresan RasGRP1 KD, ERK permanecio6 igual que el control e incluso en algunos casos mostro
una disminucion respecto a las células control (Fig. 3B). La disminucion en la fosforilacion de ERK se
debe a la pérdida de actividad GEF de RasGRP1, lo que sugiere que este mutante no sélo pierde la
capacidad de activar Ras, sino que ademds de eso tiene un efecto dominante negativo, impidiendo el
correcto funcionamiento del RasGRP1 enddégeno.

CD69 es un receptor de lectina tipo C expresado en la membrana que se induce rapidamente tras la
activacion del TCR y cuyos niveles se correlacionan con la intensidad de la activacion del eje
RasGRP1/Ras/ERK [21]. La deteccion de la expresion de CD69 en la superficie de las células T por
citometria de flujo permite correlacionar la expresion de CD69 con el nivel de expresion de RasGRP1 que
se expresa como una proteina de fusion con GFP. El andlisis del diagrama biparamétrico para la expresion
de GFP y CD69 muestra una expresion equivalente de CD69 tanto en las células Jurkat negativas
(CD69"GFP) como positivas (CD69"GFP") para la expresion de GFP. (Fig. 3C, izquierda). Cuando
sobreexpresamos RasGRP1 WT en células Jurkat, se observa como la mayor expresion de GFP
correlaciona con mayor expresion de CD69 (Figura 3C, centro). Esta correlacion entre expresion de
RasGRP1 WT y CD69 se pierde cuando se sobreexpresa RasGRP1 KD, como corresponde a la falta de
actividad de este mutante (Fig. 3C, derecha). De acuerdo con los resultados del inmunoblot de pERK, el
porcentaje de células transfectadas con el mutante KD que expresan CD69 es menor que para las que
sobreexpresan RasGRP1 WT (Fig. 3D, izquierda). La intensidad media de fluorescencia (MFI), que
refleja la cantidad de CD69 expresado por célula, fue también menor en el caso de la variante KD (Fig.
3C, derecha). Este valor esta analizado dentro de la poblacion positiva para GFP, empleado como
marcador para poder detectar las células que se han transfectado correctamente.

Para determinar el efecto de sobreexpresar RasGRP1 en la ruta de AKT, empleamos un anticuerpo
comercial que reconoce la secuencia Arg/Lys-X-Arg/Lys-X-X-fosfo-Ser/fosfo-Thr, caracteristica de los
sustratos de AKT. Observamos que la sobreexpresion de RasGRP1 WT inducia un claro aumento en el
perfil de fosforilacion (Fig. 3E). La sobreexpresion de RasGRP1 KD, a pesar de que no alcanza el mismo
nivel de fosforilacién que la forma activa, si aumentaba la fosforilacién en ciertas proteinas y fue en
general mucho mayor que el control. Estos resultados sugieren que un aumento en la expresion de
RasGRP1, independientemente de su actividad, se traduce en mayor fosforilacion de sustratos de AKT.

Aunque el uso de anticuerpos de sustratos fosforilados no permite la identificacion de proteinas
especificas, la sobreexpresion de RasGRP1 WT indujo un aumento en la fosforilacién de proteinas
cercanas a los 30 kDa (Fig. 3E). A diferencia de lo observado en proteinas con alto peso molecular, el
mutante sin actividad no reproducia el mismo efecto que la version silvestre. En este peso molecular esta
comprendido el de la proteina rpS6, que es uno de los componentes finales de la via de mTORCI [22]. La
proteina rpS6 presenta diferentes sitios susceptibles de fosforilacion localizados en su extremo C-
terminal, entre ellos los residuos Ser235/236 en la secuencia RRLssLR y que responden a la activacion
del TCR [23]. Utilizamos un anticuerpo especifico contra estos residuos para determinar el efecto de
RasGRP1, y observamos que ambas construcciones de RasGRP1 elevaron la fosforilacion de rpS6
aunque, como en el caso de sustratos de AKT, el efecto fue mds alto con la proteina silvestre (Fig. 3F).
Para correlacionar el nivel de expresiéon de RasGRP1 con la fosforilacion de ERK y de rpS6 por
citometria de flujo se realizaron diferentes tinciones intracelulares de estas dos fosfoproteinas. Sin
embargo, esta metodologia no resultd lo suficientemente sensible como para detectar las diferencias en
fosforilacion inducidas por las diferentes versiones de RasGRP1 (datos no mostrados).
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Figura 3.- Efecto de la actividad de GEF de RasGRP1 KD en la fosforiliacion de ERK y rpS6. A)
Esquema de sefializacion de RasGRP1 en linfocitos T. Se indican la via candnica y la adicional,
objeto de estudio de este trabajo (en azul). Células Jurkat se transfectaron con GFP, RasGRP1 WT o
RasGRP1 KD y 24 h después se analizaron por western blot o citometria de flujo. B) Western blot de
pERK de las células transfectadas. C) Diagrama biparamétrico del porcentaje de GFP, en el eje X, y
el de CD69 en el eje Y. D) Diagrama de barras que representan el porcentaje (izquierda) y la
intensidad media de fluorescencia (derecha) de CD69 en las células GFP positivas. E) Western blot de
sustratos de pAKT con un anticuerpo que reconoce la secuencia indicada. F) Western Blot de rpS6 de
Jurkat. En B, E, F, los valores mostrados debajo del blot indican el grado de fosforilacion de la
proteina indicada después de normalizar frente al control de carga (tubulina)

RasGRP1 promueve la fosforilacion de rpS6 de una forma dependiente de PDK-1

La regulacion de la fosforilacion de rpS6 en células T es compleja. rpS6 se activa por debajo del eje de
mTORCI1/S6K, que estd regulado por la activacion de las vias de PI3K/AKT y Rass/MEK/ERK [18]. Los
experimentos previos sugieren que es RasGRP1 y no la activacion del eje Ras/ERK quien tiene un efecto
regulador positivo en la activacion de AKT y la fosforilacion de rpS6 (Fig. 4A). Para determinar el efecto
de la sobreexpresion de RasGRP1 en la activacion del eje PDK-1/AKT/mTOR, transfectamos células
Jurkat con las mismas construcciones que en el experimento anterior y las tratamos durante 20 h con
diferentes inhibidores, el inhibidor GSK (GSK 2334470) con alta especificidad por PDK-1 [24], el
inhibidor especifico de mTORC] rapamicina [25], y el inhibidor de AKT (AKTi; AKT inhibitor VIII). A



diferencia de los dos primeros inhibidores que eliminan la actividad catalitica de PDK-1 y mTOR, AKTi
actia impidiendo la localizacion de AKT a la membrana y su activacion por PDK-1 [26]. El inhibidor de
PDK-1 disminuyo en gran medida el nivel de fosforilacion empleando el anticuerpo de sustratos de AKT,
en todos los casos, confirmando su participacion en la activacion de esta ruta. Por su parte, los otros
farmacos empleados mantuvieron en gran medida el patron de sustratos fosforilados. El mayor efecto
sobre a fosforilacién de rpS6 lo observamos al tratar las células con rapamicina, que es un inhibidor
selectivo de mTOR, la quinasa responsable de la activacion de p70S6K que es el principal modulador de
rpS6 (Fig 4A). El tratamiento con AKTi mimetiz6 el de rapamicina, con un efecto preferencial sobre la
fosforilacion de rpS6 aunque parcial. Esto sugiere que los sustratos detectados en el perfil de fosforilacion
o bien corresponden a la actividad de AKT en sitios diferentes a la membrana plasmatica, o bien
corresponden a sustratos de otras quinasas que reconocen secuencias similares a las que reconoce AKT,
muy probablemente quinasas de la familia AGC. Las células sobreexpresando RasGRP1 KD no alcanzan

el mismo nivel de fosforilacion de rpS6, pero se comportan igual ante el tratamiento con el inhibidor de
PDK-1 (Fig. 4B)
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Figura 4.- Efecto de RasGRP1 KD en la via ERK y la fosforilaciéon de rpS6. A) Reorganizacion del
esquema de sefializacion inicial situando a RasGRP1 como elemento central tras analizar los
resultados obtenidos. B) Western blot de los sustratos de pAKT utilizando un anticuerpo que
reconoce la secuencia indicada en células Jurkat tras haber sido tratadas o no farmacologicamente
durante 20 h. GSK (GSK 2334470, 10 uM), Rapa (Rapamicina 10 uM, AKTi (AKT inhibitor VIII, 1
uM). C) Western blot de pERK de células Jurkat tras haber sido tratadas igual que en B. B, C) Los
valores mostrados debajo del blot correspondiente estan normalizados frente a la tubulina, utilizada
como control de carga. D) Modelo propuesto de la via de sefializacion que sitia a PDK-1 como
elemento central en el control de estas rutas.

PDK-1 es una proteina quinasa que fosforila quinasas de la familia de PKA, PKG y PKC (AGC quinasa)
regulando multiples procesos que incluyen el control de la traduccion, supervivencia y metabolismo.
Durante el curso de los experimentos comprobamos que la inhibicion de PDK-1 correlacionaba con una
disminuciéon en los niveles de Lck (Fig. 4B), elemento indispensable para la correcta activacion de la
cascada de sefializacion dependiente del TCR. Por otro lado, la sobreexpresion de RasGRP1 en su forma
activa e inactiva inducia aumentos en la expresion de Lck por un mecanismo dependiente de PDK-1. Para
estudiar si el aumento en la fosforilacion de sustratos de AGC quinasas inducidos por RasGRP1 era
dependiente de Lck, investigamos el efecto de transfectar la forma activa e inactiva de RasGRP1 en el
patron de fosforilacion de sustratos y la fosforilacion de rpS6 en la variante de células Jurkat JCAM,
deficientes en Lck (Fig. 4B). Al igual que las células Jurkat, el tratamiento con el inhibidor de GSK
inhibe la fosforilacién de sustratos de AGC quinasas. Sin embargo, el aumento de fosforilacion tras la
transfeccion con RasGRP1 WT, en particular el correspondiente a rpS6, fue mucho menor que el
observado en las células Jurkat. Estos resultados sugieren que RasGRP1 promueve la fosforilacion de
sustratos mediante un mecanismo que es PDK-1 dependiente y que requiere en cierta medida de Lck.



Para investigar en mas detalle la regulacion mutua entre los distintos ejes de activacion, también
analizamos el efecto de cada una de las transfecciones y el tratamiento con los inhibidores sobre la
fosforilacion de ERK (Fig. 4C). El tratamiento con el inhibidor de PDK-1 redujo la fosforilacion de ERK
en células transfectadas con GFP y con RasGRP1 WT sugiriendo que la actividad de PDK-1 es
indispensable para la activacion del eje Ras/ERK por RasGRP1. Las células transfectadas con la forma
cataliticamente inactiva de RasGRP1 no indujeron activacion de ERK. La transfeccion de RasGRP1 WT
tampoco indujo fosforilacion de ERK en las células JCAM, sugiriendo de nuevo que Lck es
imprescindible para la correcta funciéon de RasGRP1 en la ruta de Ras/ERK.

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de RasGRP1 facilita la fosforilacion de sustratos de AGC
quinasas independientemente de su actividad catalitica. En particular, RasGRP1 potencia la activacion del
eje PDK-1/AKT/mTOR por un mecanismo que requiere de Lck. Por otro lado nuestros datos sugieren que
la actividad de PDK-1 es indispensable para la correcta funcion de RasGRP1 en la activacion del eje
Ras/ERK. Por tanto, nuestra hipotesis sitia a PDK-1 y a RasGRP1 como elementos esenciales que se
regulan entre si (Fig. 4D).

RasGRP1 EF no mimetiza los efectos observados con el mutante RasGRP 1Anaef

Estudios cristalograficos de RasGRP1 han aportado nueva informacién y una mayor comprension de los
procesos que controlan su activacion. Estos estudios revelaron que RasGRP1 se encuentra en un estado de
autoinhibicion formando un dimero. La unién de calcio provoca un cambio conformacional que libera a
RasGRP1 de este estado y permite la unién a DAG por su dominio C1 y al bolsillo catalitico de Ras. El
mutante de RasGRP1, RasGRP14™f, presenta una mutacion en el segundo médulo de unién a calcio en la
posicion 519. La expresion de este mutante en timocitos de ratdn produce una disminucion de la
sefializacion candénica de ERK, dado que reduce su fosforilacion. Sin embargo, aumenta la expresion del
marcador de superficie CD44 y que parece ser es un indicador de la actividad de mTOR [11].
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Figura 5.- Efecto de RasGRP1 EF en la via ERK y la fosforilacion de rpS6. A) Western blot de pERK
de células Jurkat. B) Diagrama biparamétrico. Los ejes representan la intensidad de fluorescencia, en
el eje X la de GFP y en el Y la de CD69. C) Diagrama de barras que representan el porcentaje
(izquierda) y la intensidad media de fluoresencia (derecha) de células CD69 +. D) Western blot de
prpS6 de células Jurkat en estado basal (-) o estimuladas (CD3). A, D) Los valores mostrados debajo
del blot correspondiente estan normalizados frente a la tubulina, utilizada como control de carga. Las
células Jurkat estan transfectadas con GFP, RasGRP1 WT, RasGRP1 KD o RasGRP1 EF.



En el laboratorio disponiamos de un mutante de RasGRP1 en una posiciéon muy cercana a la que presenta
el variante RasGRP 14" :en este caso en la posicién 521 (E521A; RasGRP1 EF). Para estudiar el efecto
de este mutante sobre la via canonica de RasGRP1/Ras/ERK y el eje de estudio, el eje PDK-
I/AKT/mTOR, transfectamos células Jurkat con construcciones que codificaban para GFP, RasGRP1
WT, RasGRP1 KD y RasGRP1 EF. Tras 24h analizamos las células por inmunoblot y citometria de flujo.
En este caso observamos que el mutante RasGRP1 EF promovia la fosforilacion de ERK a niveles
similares al de la proteina silvestre (Fig. 5A).

Para correlacionar la intensidad de activacion del eje RasGPR1/Ras con la sobreexpresion del mutante
RasGRP1 EF medimos la expresion de CD69 por citometria de flujo. El diagrama biparamétrico muestra
la expresion de GFP y CD69 (Fig. 5B). En el diagrama correspondiente a las células con la construccion
que codifica para RasGRP1 EF se observa una tendencia hacia el cuadrante de las dobles positivas
(CD69"GFP"). Esto quiere decir que las células que son positivas para GFP y que, por tanto,
sobreexpresan el mutante, son positivas también para CD69. Estos resultados junto con los del
inmunoblot y el analisis del porcentaje de células CD69" y de la intensidad media de fluorescencia (Fig.
5C) sugieren que esta mutacion no afecta a la actividad GEF observandose el mismo efecto activador de
la forma silvestre sobre la via de ERK.

Por tltimo, analizamos la contribucion de RasGRP1 EF sobre el eje PDK-1/AKT/mTOR asi como el
efecto de la estimulacion del TCR con un anticuerpo anti-CD3 de humano. Cuando las células Jurkat
sobreexpresan RasGRP1 EF se observa una disminucion en la fosforilacion de rpS6 en estado basal (Fig.
5D). Ademas, la estimulacion del TCR de las células Jurkat con las distintas construcciones parece no
tener mucho efecto sobre este eje, obteniéndose niveles de fosforilacion de rpS6 similares (Fig. 5D), por
lo que este eje parece se mantiene activo con el DAG que contiene la célula en estado basal y no tanto por

el DAG generado por PLC-y1 tras la activacion del TCR. Los resultados obtenidos no logran mimetizar
lo observado con el mutante RasGRP 14", Esto sugiere que el intercambio de un residuo glutamico por
una alanina en nuestro mutante podria estar generando una estructura distinta que impida a RasGRP1
llevar a cabo la funcion del mutante RasGRP 14" y que no afecta a su actividad catalitica.

Discusion

RasGRP1 tiene una funcion central en la correcta activacion de los linfocitos T en respuesta a un
antigeno. Estudios recientes han revelado la importancia de alteraciones en la funcion y/o expresion de
RasGRP1 en el desarrollo de diferentes enfermedades, como algunas inmunodeficiencias primarias y la
leucemia linfoblastica aguda (T-ALL). Mientras que la funcién candnica de RasGRP1 como promotor de
la fosforilacion de ERK en respuesta al TCR esta involucrada en parte de los sintomas de las
inmunodeficiencias primarias, el estudio de esta enfermedad y las T-ALL indican que RasGRP1 participa
en otras rutas en adicion a la via de ERK. La deficiencia de RasGRP1 da lugar a una inmunodeficiencia
primaria donde, ademas de los defectos en la activacion de la ruta Ras/ERK se describen defectos que
impiden la actividad citotoxica de las células natural killer (NK). La deficiencia de RasGRP1
Correlaciona con profundas alteraciones en el citoesqueleto de las células del sistema inmune durante la
formacion de la sinapsis inmune [28]. La sobreexpresion de RasGRP1, por otro lado, contribuye al
desarrollo de T-ALL, en ausencia de mutaciones activadoras de las distintas isoformas de Ras [27]. En las

células derivadas de T-ALL, RasGRP1 promueve la sefializacion hacia la via PI3K/AKT en respuesta a
citoquinas y a los niveles basales de DAG de una forma independiente a la estimulacién del TCR y la

produccion de DAG por PLC-y1 [15].

Por otra parte la generacion de la variante Anaef [20] sugiere que la sefializacion de RasGRP1 en células
T parece no limitarse a la activaciéon de Ras y la via de ERK. Los resultados obtenidos en este trabajo
coinciden con estos estudios e indican que la funciéon de RasGRP1 va mas alla de ser una GEF de Ras y
que participa en vias no canoénicas, o diferentes a las del TCR. La ruta de sefializacion canonica tras la
unidon a DAG de RasGRP1 en células T Jurkat le sitia como un elemento central a partir del cual parten
dos ejes principales: RassMEK/ERK y PI3K/PDK-1/mTOR. El mantenimiento de la fosforilacion de rpS6
con la variante sin actividad catalitica de RasGRP1 sugiere que esta via no depende de Ras-GTP (Fig.
3A) y que RasGRPI podria estar actuando como una proteina adaptadora. Estos resultados estan de
acuerdo con datos de protedmica que han descrito la cadena ligera de dineina como un interactor de
RasGRP1 durante la remodelacion de citoesqueleto [28].

Nuestros datos indican que la sobreexpresion de RasGRP1 favorece la fosforilacion de rpS6
independiente de su actividad catalitica. rpS6 es un componente clave en la maquinaria de traduccién en
células eucariotas y es también esencial en la biogénesis ribosomal. Sin embargo, el mecanismo por el
que el TCR induce la fosforilacion de rpS6 y su papel en la respuesta de células T no se conoce muy bien.
Como ya se ha mencionado, rpS6 es una proteina que se fosforila en muchos residuos y por muchas
quinasas [22-23]. Una de ellas es RSK, activada por la via de las MAPK, encargada de la fosforilacion en
el residuo Ser235. Por tanto, si esta fosforilacion, entre otras, es RSK-dependiente, cabe esperar que los
niveles de prpS6 fluctien a la par que pERK. En el caso de RasGRP1 KD, el menor nivel de fosforilacion



de rpS6 podria deberse a la menor activacion de RSK al ser este mutante incapaz de activar la via de
ERK. La menor fosforilacion basal de rpS6 en el caso del mutante EF sugiere que la funcion adaptadora
de RasGRP1 requiere de un dominio EF intacto

El tratamiento farmacologico con inhibidores de distintas proteinas que act@ian en diferentes puntos de la
via de sefializacion parece indicar que la fosforilacion de rpS6 esta controlada por un eje compuesto por
PDK-1/RasGRP1/AKT/mTOR. El tratamiento de células Jurkat con GSK también altera la via de ERK lo
que sugiere que existe una retroalimentacion entre PDK-1 y RasGRP1. Un posible mecanismo por el que
se produce una disminucién de la fosforilacion de ERK al inhibir PDK-1 seria por la falta de activacion
de PKC por PDK-1, impidiendo la fosforilacion de RasGRP1 por esta quinasa en el residuo T184 [21],
crucial para la activacion de la via de ERK por RasGRP1. Los resultados obtenidos sobre el efecto de
RasGRP1 en el eje PDK-1/AKT/mTOR cuando sobre-expresamos el mutante sin actividad catalitica
parecen indicar que RasGRP1 desempefia otras funciones en la célula independientes de Ras y, por
consiguiente, de su actividad. RasGRP1 podria estar actuando como una proteina adaptadora en este eje
existiendo un bucle de retroalimentacion entre RasGRP1 y PDK-1, lo que establece una union entre
niveles basales de DAG y RasGRP1 en la via PDK-1/AKT/mTOR.

Resultados sobre la fosforilacion de ERK con el mutante en el dominio de unién a calcio muestran niveles
similares respecto al RasGRP1 silvestre por lo que esta mutacion parece no tener efecto en la capacidad
de RasGRPI para activar Ras. Sin embargo, si observamos diferencias en el nivel de fosforilacion de
rpS6. Teniendo en cuenta la estructura de RasGRP1 (Fig. 1), contiguo al dominio de unién a calcio esta el
dominio C1, cuya funcién es la union de DAG. Estudios recientes describen que RasGRP1 se encuentra
en un estado de autoinhibicion mantenido por la estructura del dominio de union a calcio. La mutacion en
este dominio de RasGRP1 EF podria estar dificultando el mantenimiento de este estado de autoinhibicién
y, por tanto, estaria dejando mas expuesto el dominio C1 de union a DAG, lo que explicaria que tenga un
mismo comportamiento que la forma silvestre. En resumen, el estudio de RasGRP1 con distintos
mutantes arroja nueva luz sobre la complejidad de los mecanismos regulados por RasGRP1, sugiriendo
que se trata de un elemento importante que regula varios ejes de sefializacion en funcion de los niveles de
DAG.

La creciente implicacion de RasGRP1 en el desarrollo de diversas patologias incluyendo
inmunodeficiencias y cancer convierte a RasGRP1 en una potencial diana terapéutica frente a la que
actuar. Un mejor conocimiento de los mecanismos regulados por esta proteina resulta indispensable para
iniciar destinados a manipular su funcion.
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