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RESUMEN

La fosforilacion en residuos de tirosina es un tipo de modificacion postraduccional en la que
intervienen dos tipos de enzimas: las quinasas y las fosfatasas. Dichas proteinas actiian de
manera coordinada para mantener la homeostasis celular, cuya pérdida se ha asociado con la
aparicion de diversas enfermedades. Dentro de las funciones reguladas mediante la
fosforilacion, la interaccion entre proteinas es una de ellas. Este trabajo se centr6 en el estudio
de la fosfatasa de tirosina PTPN18 y su interaccion con la quinasa de tirosina CSK, dos enzimas
clave en procesos de sefializacion celular cuyo mecanismo de interaccion no es del todo
conocido. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitacion, microscopia confocal y
citometria de flujo utilizando como modelo la linea celular humana HEK293. Los hallazgos mas
relevantes indicaron que PTPN18 interacciona con el dominio SH2 de CSK a través del residuo
de tirosina 389 fosforilado mediante la accion de quinasas como Fes o la propia CSK. Ademas,
esta interaccion tiene lugar en el citosol de la célula. Estos resultados sirven para ampliar los
conocimientos acerca de una interaccion poco explorada que podria ser relevante en la

regulacion de multiples procesos celulares.

Palabras clave: Fosforilacion de tirosina, PTPN18, CSK, interaccion entre proteinas, Fes.

ABSTRACT

Phosphorylation at tyrosine residues is a type of post-translational modification involving two
types of enzymes: kinases and phosphatases. These proteins act in a coordinated manner to
maintain cellular homeostasis, the loss of which has been associated with the onset of various
diseases. Among the functions regulated by phosphorylation, protein-protein interaction is one
of them. This work focused on the study of tyrosine phosphatase PTPN18 and its interaction
with tyrosine kinase CSK, two key enzymes in cell signalling processes whose interaction
mechanism is not fully understood. For this purpose, immunoprecipitation, confocal microscopy
and flow cytometry assays were performed using the human cell line HEK293 as a model. The
most relevant findings indicated that PTPN18 interacts with the SH2 domain of CSK through
the phosphorylated tyrosine residue 389 via the action of kinases such as Fes or CSK itself.
Moreover, this interaction takes place in the cytosol of the cell. These results serve to expand
the knowledge about an underexplored interaction that could be relevant in the regulation of

multiple cellular processes.

Keywords: Tyrosine phosphorylation, PTPN18, CSK, protein-protein interaction, Fes.
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1 INTRODUCCION

1.1 Fosforilacion de proteinas

La fosforilacion de proteinas es un tipo de modificacion postraduccional comin que resulta
crucial en la regulacion de la funcion proteica y celular, asi como en la transduccion de sefiales
intracelulares (1). Consiste en la adicion covalente reversible de un grupo fosfato cargado
negativamente a residuos de aminoacidos especificos, en la que intervienen dos tipos de
enzimas que presentan funciones antagonicas, las quinasas y las fosfatasas (2). Por una parte, las
quinasas de proteina, también conocidas como fosfotransferasas, catalizan la transferencia del
grupo fosfato en posiciéon gamma de la molécula de ATP (o, en ocasiones, de GTP) a grupos
hidroxilo de sus sustratos proteicos (3). Por otra parte, las fosfatasas de proteina se encargan de
eliminar mediante hidrélisis dicho grupo fosfato a través de un mecanismo conocido como
desfosforilacion. Aunque la fosforilacion ocurre principalmente en serina, seguido de treonina y
tirosina, con una frecuencia relativa de 11.2: 2.5: 1 (1), también puede tener lugar con menor

frecuencia en otros residuos como histidina o acido aspartico (4) (Figura 1).

)

A o
Quinasa

: v - (o) OH O
~ Q;D_> HO/\‘/lL OH /H)‘\ OH
) / NH, NH,

Proteina @ W Y Proteina ¢ Serina Treonina
desfosforilada fosforilada 0

Fosfatasa OH

HO NH,
Tirosina

Figura 1. Representacion esquemdtica del proceso de fosforilacion-desfosforilacion de proteinas. Se
muestra el mecanismo de accion de las enzimas involucradas en este, asi como los principales residuos
proteicos en los que tiene lugar dicha modificacion postraduccional. Creada con BioRender.com.

Dentro de los procesos celulares mediados por la fosforilacion de proteinas destaca la
transduccion de sefiales en células eucariotas, aunque también controla otros muchos, como el
metabolismo, la transcripcion, la progresion del ciclo celular, la reorganizacion del
citoesqueleto, la apoptosis, la diferenciacion, la contraccion muscular y la inmunidad (5,6). Esto
es posible porque la presencia de dicha modificacion postraduccional provoca cambios
conformacionales que modifican las propiedades de las proteinas, afectando a su actividad
enzimatica, permitiendo que estas interaccionen de forma temporal con otras proteinas o

facilitando el cambio de localizacion subcelular (2).
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En condiciones fisiologicas, la fosforilacion y la desfosforilacion estan reguladas de manera
estrecha, asegurando el mantenimiento de la homeostasis celular. Cambios aberrantes en este
mecanismo se han asociado con diversas patologias humanas, tanto hereditarias como
adquiridas, incluyendo distintos tipos de cancer, disfunciones inmunoldgicas y trastornos

neurodegenerativos, entre otras (7-10).

1.2 Fosforilacion en residuos de tirosina

A pesar de que la fosforilacion en tirosina representa una pequefia fraccion del fosfoproteoma
(inferior a 2%) (11), resulta crucial en multiples procesos, como la sefializacion de receptores de
factores de crecimiento, la adhesion celular mediada por integrinas, la regulacion del
metabolismo a través del receptor de insulina, el control del ciclo celular mediante la inhibicion
de quinasas dependientes de ciclina, la activacion de factores de transcripcion de la familia
STAT, el envejecimiento e incluso la sefializacién de multiples receptores inmunoldgicos, como

los receptores de antigenos (12—14).

Las enzimas implicadas en la fosforilacion reversible de residuos de tirosina son las proteinas
quinasas de tirosina (PTKs) y las proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs). A pesar de que ambas
son cruciales en procesos de sefializacion celular, las fosfatasas de tirosina han sido objeto de un
menor numero de investigaciones, fundamentalmente porque se asumia que funcionaban con
una actividad basal constante y que actuaban como proteinas constitutivas carentes de

especificidad de sustrato. Sin embargo, hoy en dia se sabe que su funcidén va més alla (15).

1.3 Fosfatasas de tirosina

Aunque las fosfatasas de tirosina se clasifican en diferentes familias, todas ellas comparten el
mismo mecanismo catalitico basado en el ataque nucleofilico del aminoacido catalitico de la
enzima al grupo fosfato del sustrato. Dependiendo de cudl sea el aminoacido catalitico que
inicie el ataque, se pueden distinguir tres tipos de fosfatasas de tirosina: las dependientes de
cisteina (Cys), las dependientes de acido aspartico (Asp) y las dependientes de histidina (His);

siendo las primeras las mas importantes y numerosas (16) (Figura 2).

Dentro de las fosfatasas de tirosina dependientes de cisteina (Cys-fosfatasas) se encuentran las
PTPs de Clase I, que a su vez se dividen en 6 subclases diferentes, siendo las PTPs clasicas
(subclase 1) unas de las mas relevantes. Estas ultimas forman un grupo homogéneo de enzimas
que se caracteriza por la presencia de dominios PTP y motivos cataliticos altamente
conservados (HCSxGxGR) (16). Es a esta subclase a la que pertenece la fosfatasa de tirosina de
tipo no receptor 18, PTPN18, que junto con la fosfatasa de tirosina linfoide (LYP) y la fosfatasa
de tirosina PEST (PTP-PEST) dan lugar a la llamada subfamilia de fosfatasas PEST, que recibe
dicho nombre debido a que las proteinas que la integran son ricas en residuos de prolina, 4cido

glutamico, serina y treonina (PEST) (17,18).
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De las tres fosfatasas PEST descritas, PTPN18 ha sido la menos estudiada hasta la fecha, y aun
se desconoce gran parte de su funcion bioldgica.

Miembros

Class| Subclass| Classic 37 PTPRC,PTP-PEST, PTPN18, LYP etc
Subclass Il VH1-like 63 DUSP1, PTEN, MTM1, etc

Subclass Il SACs 6 SACMIL, SYNJ1,SYNJ2, etc
Subclass IV PALD1 1 PALD1
Subclass V' INPP4s 2 INPP4A, INPP4B
Subclass VI TMEMS55s 2 TMEMS55A, TMEM55B
Class Il LMW-PTP 1 ACP1
Ssu72 1 SsuU72

CDC25A, CDC25B, CDC25C

EYA1, EYA2, EYAS, EYA4

PGM UBASH3s 2 UBASH3A, UBASH3B
Acid phosphatases ACPs 3 ACPP ACP2, ACPT

Figura 2. Clasificacion de las fosfatasas de tirosina existentes en el genoma humano. Cada color
representa a una familia de fosfatasas de tirosina agrupadas en funcion del aminodcido catalitico.
Diferentes familias dentro de un grupo aparecen con distintos tonos del mismo color. Se indica el motivo
catalitico compartido por todas las Cys-fosfatasas. Los numeros indican los miembros que hay dentro de
cada grupo, mientras que la columna verde muestra algunos de los miembros dentro de cada
clase/subclase de fosfatasas de tirosina. Imagen modificada (16).

14 Fosfatasa de tirosina de tipo no receptor 18 (PTPN18)

PTPN18, también conocida como PTP-HSCF (por sus siglas en inglés Protein Tyrosine
Phosphatase - Hematopoietic Stem Cell Fraction) o BDP1 (por sus siglas en inglés Brain-
Derived Phosphatase 1), entre otros nombres; es una fosfatasa de tirosina que se expresa
mayoritariamente en células hematopoyéticas primitivas, aunque también se ha encontrado en
otros tejidos como cerebro y colon (19), e incluso en varias lineas celulares tumorales (20).
Dicha proteina, codificada por el gen PTPN18 localizado en el brazo largo del cromosoma 2,
presenta dos isoformas: la canonica, de 460 aminoacidos; y otra mas pequefia, de 353
aminoacidos; descubierta mediante analisis bioinformaticos, fruto de una deleciéon de 4 exones
de la region catalitica (21). En cuanto a su localizacion dentro de la célula, PTPN18 es mas
abundante en el citosol, si bien puede estar presente también en el nucleo (22). A nivel
estructural, esta fosfatasa se caracteriza por la presencia de un dominio catalitico de tipo PTP en
el extremo amino terminal, una region central con sitios de fosforilacion en tirosinas, y un
dominio de homologia carboxilo terminal (CTH) conservado en las fosfatasas PEST y rico en
prolina (19) (Figura 3). A pesar de que la actividad catalitica de PTPN18 es propia del dominio
fosfatasa, las regiones no cataliticas también tienen su funcion, pues se encargan de establecer
interacciones con otras proteinas celulares, contribuyendo a la organizacion y regulacion de

cascadas de sefializacion. Por ejemplo, existe evidencia que establece que el dominio CTH de

3
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PTPN18 se une a las proteinas adaptadoras PSTPIP1 y PSTPIP2 (por sus siglas en inglés
proline, serine, threonine phosphatase interacting protein 1 or 2), que estan involucradas en la
organizacion del citoesqueleto (23,24). Mutaciones en dichas proteinas adaptadoras se han
asociado con el desarrollo de enfermedades autoinflamatorias raras (25,26). Por otra parte,
algunos estudios han afirmado que dicha fosfatasa interacciona con la quinasa de tirosina CSK
(por sus siglas en inglés C-terminal Src kinase). Esta union es posible gracias al dominio SH2
(por sus siglas en inglés Src homology 2) de CSK, que se une de manera selectiva a residuos de
fosfotirosina (pTyr) presentes en la region central de PTPN18 (27). A pesar de ello, hay
aspectos de esta interaccion que no estan del todo claros. De manera similar, se han identificado
interacciones entre CSK y los otros dos miembros de la familia de fosfatasas PEST, LYP y
PTP-PEST. Sin embargo, en este caso la asociacion se produce a través del dominio SH3 de
CSK, que se une a motivos ricos en prolina presentes en estas proteinas (28—30). Los dominios

de CSK se describen mas adelante (Figura 4).

PSTPIP1/2
CSK

)
N QUDoWNOREND)  °  C

Figura 3. Representacion esquemadtica de la estructura primaria de la isoforma canénica de PTPNI8.
En la imagen se muestran el dominio catalitico de tipo PTP, la region PEST y el dominio de homologia
del extremo carboxilo terminal (CTH). La letra P representa un residuo de tirosina fosforilado. Las
flechas indican la interaccion de PTPNI18 con las proteinas descritas y la region en la que se produce.

1.5 Quinasas de tirosina

Por otro lado, dentro de las quinasas de tirosina clasicas se pueden distinguir dos grandes
grupos: las receptoras y las no receptoras (31). Las receptoras se encuentran en la membrana
celular y se activan directamente al recibir sefiales extracelulares, mientras que las no receptoras
son citosolicas y se regulan fundamentalmente mediante fosforilacion e interacciones con otras
proteinas o dominios no cataliticos (32). Es a este segundo grupo al que pertenecen proteinas

importantes en la sefializacion celular como CSK o c-Fes.

1.5.1 C-terminal Src kinase (CSK)

CSK es una quinasa de tirosina citosélica que regula negativamente multiples vias de
transduccion de sefiales al inhibir a las quinasas de tirosina de la familia Src, que se localizan en
la cara citoplasmatica de la membrana celular (33). Esto lo hace a través de la fosforilacion de
un residuo de tirosina en la cola C-terminal de estas proteinas, lo que provoca un cambio
conformacional que lleva a su inactivacion (32). En cuanto a la estructura de estas enzimas,
tanto CSK como las quinasas de la familia Src presentan tres dominios diferentes: un dominio

SH3 de union a secuencias ricas en prolina, un dominio SH2 que se une especificamente a
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residuos de fosfotirosina y un dominio SH1 catalitico (34) (Figura 4).

CSK N° | - _ CATALITICO (SH1) C’

Src N~ [ sH3 [sH2 CATALITICO (SH1) L C’

I |
Tyrd419 Tyr530

Figura 4. Representacion esquemdtica de la estructura primaria de las quinasas CSK y c-Src. En la
imagen se muestra la organizacion de los dominios de estas proteinas, asi como dos residuos de tirosina
en la quinasa Src que son criticos para la regulacion de su actividad.

A pesar de su similitud estructural, su regulacion es distinta. Mientras que la actividad de los
miembros de la familia Src se regula mediante la fosforilacion de dos residuos de tirosina
(Figura 5), CSK se regula principalmente por su reclutamiento a la membrana mediante
proteinas adaptadoras como Cbp (por sus siglas en inglés CSK binding protein), que se une a su

dominio SH2 y potencia su actividad catalitica sobre las quinasas Src (34).

A

? ®

Figura 5. Mecanismo de regulacion de las quinasas de la familia Src. A representa el estado inactivo y
B el estado activo de estas enzimas. En condiciones basales, la quinasa CSK fosforila la tirosina en
posicion 530 de las quinasas Src, lo que lleva a la formacion de dos interacciones intramoleculares: una
entre pTyr 530 y el dominio SH2, y otra entre el linker SH2-quinasa y el dominio SH3. Esto afecta a la
configuracion del bolsillo catalitico, que no puede desemperiar su actividad. Por otra parte, cuando se
desfosforila Tyr530, se produce un gran cambio conformacional en el que el sitio catalitico se vuelve
accesible, lo que lleva a la autofosforilacion en Tyr419, estabilizando la conformacion activa de las
enzimas. Ademds, algunas proteinas pueden contribuir a la activacion de las quinasas Src mediante su
union a los dominios SH2 y SH3 de estas. Creada con BioRender.com.

1.52 c-Fes

Otra quinasa de tirosina no receptora destacada es c-Fes, un proto-oncogén que también puede
actuar como supresor tumoral (35-37). Aunque su expresion es mas alta en células
hematopoyéticas y sus progenitoras, también esta presente en células epiteliales, endoteliales y
neuronales (38). A nivel estructural, c-Fes presenta un dominio F-BAR y un dominio FX en el
extremo N-terminal, seguido de un dominio SH2 central y un dominio catalitico en el extremo
C-terminal (38) (Figura 6). A pesar de que pocos sustratos de c-Fes han sido identificados,

como la cortactina o los factores STAT (39), un estudio reciente basado en fosfoprotedmica



Universidad de Valladolid — Grado en Biomedicina y Terapias Avanzadas - TFG

reveld que esta quinasa es capaz de fosforilar directamente a PTPNI18, facilitando el

reclutamiento de CSK hacia dicho sustrato (40).

Fes N’ F-BAR FX - CATALITICO C’

Figura 6. Representacion esquemadtica de la estructura primaria de la quinasa c-Fes. En la imagen se
muestra la organizacion de los dominios de esta proteina, siendo FX un dominio de extension F-BAR.

La presente investigacion se centra en el estudio de la fosfatasa PTPNI18 y su interaccion
funcional con la quinasa CSK, dos actores importantes en el contexto de la regulacion de la
sefalizacion celular mediada por fosforilacion de residuos de tirosina. Sin embargo, la
informacion existente acerca de PTPN18 y su interaccion con CSK es escasa, lo que motivo la
realizacidon de experimentos que permitiesen esclarecer aspectos relevantes de dicha fosfatasa y
sus interacciones, mejorando asi la comprension de las vias de sefializacion en las que estan

implicadas y su posible papel en diferentes enfermedades.

2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Se plantea como hipotesis que PTPN18 se asocia con el dominio SH2 de CSK a través de
residuos de tirosina fosforilados. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo es estudiar la
interaccion entre la fosfatasa PTPN18 y la quinasa CSK. Para alcanzarlo, se establecen los

siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la localizacion celular de PTPN18 y otras proteinas relacionadas con esta,
asi como su colocalizacion.

2. Determinar la existencia de sitios de fosforilacion en tirosinas en PTPN18.

3. Estudiar el mecanismo de interaccion de PTPN18 con CSK y la funcién de la quinasa

Fes en dicha interaccion.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
3.1.1 Soluciones y tampones
- Tampon fosfato salino (PBS) pH 7,4: NaCl (Scharlab) 136 mM, KCI (Merk) 2,7 mM,
Na,HPO; (Scharlab) 8 mM y KH,PO4 (Merk) 1,5 mM
- Tampon de transfeccion (HEBS 2X) pH 7,05: HEPES (Sigma) 50 mM, NaCl (Scharlab)
140 mM y Na,HPO4 x 2 H,O (Scharlab) 1,5 mM
- Tampodn de lisis celular (TNE 2X): Tris-HCI (Merck) 20 mM pH 7,4, NaCl (Scharlab)
150 mM, EDTA (Sigma) 5 mM pH 8 y NP-40 (Fluka) 1%
- Laemmli Buffer 4X: Tris-HCI (Merck) 240 mM pH 6,8, SDS (Sigma) 8%, Glicerol
(Fluka) 40%, B-Mercaptoetanol (Sigma) 5% y azul de bromofenol (0,008%)
- Tampon tris salino (TBS) 1X pH 7,6: Tris (Merk) 10 mM y NaCl (Scharlab) 135 mM
- TBS-Tween (TBS-T): TBS 1X pH 7,6 y Tween (Sigma) 0,05%
- Tampon de electroforesis 1X pH 8,3: Tris (Merck) 25 mM, Glicina (Scharlab) 0,2 M y
SDS (Sigma) 1% (p/v)
- Tampoén de transferencia 1X: Tris (Merck) 25 mM, Glicina (Scharlab) 0,2 M, Metanol
(Panreac) 20% (v/v), SDS 1% (p/v)
- Pervanadato: Ortovanadato sodico (Sigma) 100 mM y H,O» (Sigma) 0,34%

3.1.2 Anticuerpos

Tabla 1. Anticuerpos empleados en la técnica de Western Blot.

Anticuerpo
(casa Origen Antigeno Dilucion Conjugado Bloqueo
comercial)
Anti BSA 3%
Phosphotyrosine  Raton Tirosina .06 wp N/A ’
fosforilada en TBS-T
(Millipore)
BSA 3% +
Anti-c-Myc
Ratén Myc 1:100 WB N/A Leche 5%
(Santa Cruz)
en TBS-T
Anti-HA Leche 5%
Raton HA 1:1000 WB N/A
(COVANCE) en TBS-T
BSA 3% +
Anti-FLAG
) Ratén FLAG 1:1000 WB N/A Leche 5%
(Sigma)
en TBS-T
Anti-Mouse )
Oveja Fc de raton 1:5000 WB HRP N/A
(GE Healthcare)
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3.1.3 Plasmidos

Se empled el vector de expresion pEF1/VS para generar multiples plasmidos que contienen la
secuencia de las proteinas de interés. La estructura del vector consta de un sitio de clonaje
multiple (MCS) en el que se ha introducido la secuencia de la proteina de interés, un epitopo
(3XMYC, HA o FLAG), una secuencia de 16 aminoacidos de glicina y serina que aporta
flexibilidad a la proteina (secuencia BNBS) y la secuencia de una proteina fluorescente (EGFP o
mCHERRY) o, en el caso de los ensayos de BiFC, un fragmento de la proteina fluorescente

Venus (N155 o C155) (Figura 7).

PROT. FLUORESCENTE

pEF1/V5

Figura 7. Representacion esquemdtica de la estructura del vector de expresion empleado. Los
plasmidos generados fueron utilizados en la transfeccion de células HEK293.

3.2 Métodos

3.2.1 Tratamiento de cristales con poli-L-Lisina

Se utilizaron cubreobjetos circulares de 12 mm de didmetro (Knittel glass, GE) como soporte
para las células adherentes. Para facilitar la adherencia de las células al soporte, los cristales se
recubrieron con 100 ulL de una solucién de poli-L-Lisina 0,01% (Sigma-Aldrich ST. Lois, MO,
USA) diluida 1:10 en agua que se dejo actuar durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, los
cristales se lavaron con 100 uL de agua Mili-Q. Transcurridos 10 minutos, el agua fue retirada y

los cristales se dejaron secar al aire. Este proceso se realiz6 bajo condiciones de esterilidad.

3.2.2  Cultivo celular

Como modelo de estudio se empled la linea celular adherente procedente de células
embrionarias de riion humano conocida como HEK293, que se caracteriza por su facil
mantenimiento y su alta eficiencia de transfeccion. Las células se cultivaron en medio DMEM
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado (FBSi), 1% de L-Glutamina y 100

U/mL de Penicilina-Estreptomicina, en atmosfera con 5% de CO,y a 37°C de temperatura.

Las células se sembraron la vispera del experimento. Para los experimentos de microscopia
confocal, se sembraron 2,5x10° células por pocillo sobre cubreobjetos tratados con poli-L-
Lisina, en un volumen total de 2 mL, mientras que para los ensayos de citometria de flujo se
sembraron 5x10° células por pocillo en el mismo volumen. Ambos se llevaron a cabo en placas
de 6 pocillos, cada uno con un diametro de 35 mm. Para los experimentos de
inmunoprecipitacion, que se realizaron en placas de 100 mm, se sembraron 3,5x10° células por

placa en un volumen total de 5 mL.
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3.2.3 Transfeccion de las células

Para introducir el ADN plasmidico purificado en las células HEK293, se emple6 el método de
transfeccion por fosfato de calcio. Esta técnica consiste en la formacion de un precipitado de
ADN con fosfato calcico que es incorporado por las células principalmente mediante

endocitosis, lo que permite la expresion transitoria del material genético introducido.

Con este fin, para los ensayos de inmunoprecipitacion se prepard una mezcla que contenia una
cantidad determinada de ADN plasmidico, 500 pL de una solucién de CaCl, 2,5 M diluido 1:10
en agua y 500 pL de una solucion de HEBS 2X que se afiadid gota a gota. La mezcla se
burbujed y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se
agitd brevemente mediante vortex y se repartio homogéneamente por toda la placa. Las células
se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 48 horas, aunque se afiadieron 2 mL de medio DMEM
completo a cada placa a las 24 horas. Para los ensayos de microscopia confocal y citometria de
flujo se siguio el protocolo previamente descrito, con la diferencia de que se afiadieron 100 pL
de cada solucion en lugar de 500 pL. En este caso, las células se incubaron en las mismas

condiciones durante 24 horas.

3.2.4 Preparacion de muestras para microscopia confocal

3.2.4.1 Fijacidn de las células

Transcurridas 24 horas desde la transfeccion, se llevd a cabo la fijacion de las células. Tras
aspirar el medio de las células sembradas sobre los cristales, estas se lavaron con PBS. A
continuacion, se afiadieron 30 uL de paraformaldehido 4% (Merck, GE) sobre cada uno de los
cristales, los cuales se incubaron a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad durante

10 minutos. Tras retirar el paraformaldehido, las células se volvieron a lavar con PBS.

3.2.4.2 Tincion de los nucleos v montaje

Como marcador nuclear fluorescente se utilizo el 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), debido a
su alta afinidad por las regiones ricas en A-T del ADN. Una vez fijadas las células a los
cristales, estas se incubaron con 30 uL de DAPI 1 pg/uL (Sigma-Aldrich ST. Lois, MO, USA)
diluido 1:1000 en PBS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Seguidamente, se retird el DAPI y se lavo con PBS. Finalmente, los cristales se montaron sobre
los portaobjetos. Para ello, se afiadieron 4 pL. de medio de montaje (Gelvatol) al portaobjetos y,
con cuidado de no formar burbujas, se deposito el cristal de modo que las células quedasen en
contacto directo con la gota de montaje. Las muestras se dejaron secar y se guardaron a 4°C

hasta su observacion por microscopia confocal.

3.2.5 Visualizaciéon de las muestras mediante microscopia confocal
Una vez preparadas las muestras, se adquirieron imagenes de estas a través del microscopio
confocal LEICA TCS SP5, equipado con los laseres WLL (White light laser) y 405 Diode. La

seleccion de las células de interés se realizd a una resolucion de 512x512 pixeles para evitar

9
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posibles dafios a la preparacion, aunque las imagenes se capturaron a una resolucion de
1024x1024 pixeles y con una profundidad de 8 bits por pixel, utilizando el software LAS AF
Lite (Leica Microsystems, GE).

Para la captura se utiliz6 el objetivo de aceite de inmersion 63X y se emplearon tres filtros
correspondientes a los canales cromaticos: rojo (515-560 nm), verde (450-490 nm) y azul (340-
380 nm). El procesamiento posterior de las imagenes se llevd a cabo con el programa Fiji-

ImageJ (version 2.16.0/1.54p).

3.2.6 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica biofisica basada en la utilizacion de un laser por el que
pasa una solucion de células en suspension, siendo capaz de realizar un analisis
multiparamétrico que permite obtener informacién sobre poblaciones celulares a partir de un
estudio individualizado de un gran niimero de células. Tiene la capacidad de analizar miles de

células por segundo y proporcionar informacion estadistica de manera instantanea.

En este estudio, la citometria de flujo sirvio para medir la intensidad de fluorescencia producida
por el fluorocromo transfectado en las células en cultivo. Los fluorocromos emiten luz cuando
son excitados por un laser con la correspondiente longitud de onda de excitacion, de manera que

se puede medir su intensidad.

Transcurridas 24 horas desde la transfeccion, se prepararon las muestras momentos previos al
analisis. Para ello, se desecho el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS. Utilizando
de nuevo PBS, se levantaron las células y se traspasaron a tubos de citometria. Las muestras asi
recogidas se analizaron en el citometro de flujo Beckman Coulter Epics XL, equipado con un
laser de argon que excita a 488 nm y 4 colectores de deteccion [FL1(525nm), FL2(575nm),
FL3(620nm) y FL4(675nm)].

3.2.7 Complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC)

La técnica de complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC) es un método que permite
la visualizacion de interacciones directas de proteinas en su entorno celular normal en células
vivas. Es aplicable a la visualizacion de las interacciones en estado estable de complejos
formados entre practicamente cualquier combinacion de proteinas en una amplia variedad de

tipos de células y organismos, pudiendo detectar niveles comparables a los basales.

BiFC se basa en la formacion de un complejo fluorescente cuando dos fragmentos sin
fluorescencia de un fluor6foro se fusionan en el espacio por una interaccion entre dos proteinas
a las que se han fusionado estos fragmentos. La formacion del complejo fluorescente comienza
por la interaccion entre las proteinas que estan fusionadas a los fragmentos de la proteina
fluorescente (Complejo I). La asociacion entre los fragmentos fluorescentes es mas lenta y

produce un complejo intermedio de plegamiento (Complejo II), que tras la maduracion termina

10
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generando el fluoréforo (Complejo I11) (41) (Figura 8).

Protein  Protein

B

Complejo | Complejo Il Complejo llI

Figura 8. Ensayo de complementacion de fluorescencia bimolecular. Formacion del complejo
fluorescente a través de la interaccion entre dos proteinas.

En este ensayo se ha utilizado como proteina fluorescente Venus, una variante de la proteina
fluorescente amarilla, YFP, dividida en dos fragmentos, el extremo amino N155 (aminodcidos
1-154 de Venus) y el extremo carboxilo C155 (aminoacidos 155-239 de Venus). Los plasmidos
utilizados para la transfeccion contienen fusionados la proteina de interés y uno de los
fragmentos de la proteina fluorescente. Siguiendo el protocolo descrito para la transfeccion
celular, se introduce en las células el DNA de dos plasmidos distintos, uno que contiene la
proteina A con un fragmento de la proteina fluorescente y otro que contenga la proteina B con el

otro fragmento de EYFP.

3.2.8 Tratamiento con pervanadato
El pervanadato es un potente inhibidor de fosfatasas de tirosina, al oxidar residuos clave de
cisteina en su sitio activo, lo que impide que lleven a cabo su actividad catalitica, produciéndose

un aumento de los niveles de fosforilacion en residuos de tirosina.

En este ensayo, el pervanadato se prepar6é 30 minutos antes de su utilizacion, tiempo durante el
cual se incub6 en oscuridad. Una vez listo, se aplico a las células correspondientes (10 pL/mL)
y estas se incubaron durante 5 minutos a 37°C. Finalmente, las células se procesaron de igual

manera que las no tratadas para llevar a cabo experimentos de inmunoprecipitacion.

3.2.9 Inmunoprecipitacion de proteinas
En este método, las proteinas de interés que se encuentran en el lisado celular se precipitan a
través de la formacion de un complejo inmune entre el antigeno (proteina) y un anticuerpo

primario que a su vez esta unido a perlas de agarosa.

Para realizar estos ensayos, las células se lisaron con 500 pL/placa de tampon de lisis
compuesto por TNE 1X, al que afiadimos en el momento 1 mM ortovanadato sédico, 5 mM
NaF, ImM PMSF y 10 pg/mL de leupeptina y de aprotinina. A continuacion, cada muestra de
lisado celular obtenida mediante raspado se recogio en un tubo de microcentrifuga y se incubd
durante 10 minutos en hielo. Después, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y
13000 rpm en la microcentrifuga Fisher AccuSpin Micro 17R (Thermo Fisher Scientific,

Whaltman, MA) para que los restos celulares se separasen del sobrenadante, que es donde se
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encuentran las proteinas. Se tomaron 45 pL. de sobrenadante (lisado total) y se mezclaron con
15 pL de tampon de carga Laemmli Buffer 4X. El resto de sobrenadante se incub6 con 20 pL de
microesferas de proteina G-Sefarosa (GE Healthcare, GE) conjugadas con el anticuerpo de
interés en diluciéon 1:5 en PBS con 0,02% de azida sddica. Seguidamente, estos tubos se
incubaron durante 1 hora en agitacion a 4°C. Finalmente, se realizaron dos lavados con 750 pL
de TNE 1X para eliminar proteinas no especificas, quedando tinicamente las perlas de agarosa

con el anticuerpo y la proteina de interés, que se mezclaron con 45 pL. de Laemmli Buffer 1X.

3.2.10 Western Blot

Esta técnica permite detectar proteinas especificas dentro de una muestra. Para ello, las
proteinas se separan en funcion de su tamafo a través de un gel, y luego, se transfieren a una
membrana donde se detectan mediante anticuerpos disefiados para reconocerlas (42). En este
caso, las muestras de lisado total e inmunoprecipitacion se incubaron durante 5 minutos a 95°C
para desnaturalizar las proteinas que posteriormente fueron separadas mediante electroforesis en
gel desnaturalizante de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). La
electroforesis se realizo en el sistema Criterion™Cell (BioRad, Hercules, CA) conectado a la
fuente de alimentacion PowerPac™ (BioRad, Hercules, CA), aplicando un voltaje de entre 90 V
y 120 V durante al menos 2 horas. A continuacion, se llevo a cabo la transferencia de las
proteinas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa (Healthcare life Sciences, GE) mediante
el sistema semiseco Trans-Blot®Turbo™Transfer System (BioRad, Hercules, CA). Una vez
finalizada la transferencia, se bloque6 la membrana durante 1 hora en una solucion de TBS-
Tween con 5% de leche en polvo y/o 3% de BSA segln el anticuerpo que fuera a ser utilizado.
Después, la membrana se incubd durante toda la noche a 4°C y en agitacion con el anticuerpo
primario correspondiente diluido en su solucion de bloqueo (Tabla 1). Al dia siguiente, se
realizaron cuatro lavados de 15 minutos cada uno con TBS-Tween. Seguidamente, la membrana
se incubo con el anticuerpo secundario (Tabla 1) diluido en 5% de leche durante 1 hora en
agitacion a temperatura ambiente. A continuacioén, la membrana se volvid a lavar igual que
antes. Por ultimo, se llevo a cabo la deteccion de las proteinas utilizando el kit de revelado ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Wilmington, UK), donde la enzima peroxidasa
conjugada con el anticuerpo secundario, en presencia de su sustrato, cataliza una reaccion
quimica cuyo producto quimioluminiscente es detectado por la pelicula autorradiografica Fuji
Medical X-Ray Film (Fujifilm). Tras incubar la membrana durante 1 minuto en la solucion
ECL, esta se coloco en un casete de revelado (Amersham, Biosciences, NJ). A continuacion, en
condiciones de completa oscuridad, se expusieron peliculas radiograficas durante un tiempo
determinado, para finalmente ser reveladas mediante el sistema Curix 60, AGFA, BEL. En el
caso de las membranas que tenian que ser incubadas de nuevo con otro anticuerpo, el

procedimiento a seguir fue el mismo, empezando con el bloqueo de estas.
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4 RESULTADOS

4.1 Localizacion celular de las proteinas PTPN18, CSK, PSTPIP1 y Fes

Se determind la localizacion subcelular de PTPN18, asi como la de otras proteinas que se han
relacionado con ella, mediante microscopia confocal (Figura 9). En primer lugar, aunque
PTPN18 se localizaba principalmente en el citosol, también estaba presente en el nucleo, a
diferencia de CSK y Fes que solamente se localizaban en el citosol. Por otra parte, los ensayos

revelaron la localizacion de PSTPIP1 en la membrana plasmatica.

EGFP CHERRY
PTPN18 CSK

PSTPIP1 FES

Figura 9. Localizacion celular de diferentes proteinas. Se transfectaron células HEK293 con los
plasmidos EGFP (control verde), CHERRY (control rojo), EGFP-PTPNIS, mCHERRY-CSK, PSTPIPI-
EGFP-C o EGFP-FESna. La barra de escala representa 5 um. Imdgenes obtenidas mediante
microscopia confocal.

A continuacion, se llevaron a cabo ensayos en los que las células se transfectaron con varios
plasmidos de las proteinas de interés, con el fin de observar si se producian cambios en su

localizacion celular cuando estas se expresaban a la vez.

Primero, se quiso observar lo que sucedia al coexpresar PTPN18 junto con PSTPIP1, proteina
que se sabe que interacciona a través de su dominio F-BAR con el dominio CTH de PTPN18
(Figura 10). Las imagenes obtenidas mostraron que, en presencia de ambas proteinas, PSTPIP1
aparecia en el citosol, aunque su expresion seguia siendo mayor en la membrana. Por otro lado,

no se observaron cambios en la distribucion celular de PTPN18.
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DAPI PSTPIP1 PTPN18 MERGE

Figura 10. Colocalizacion de las proteinas PSTPIP1 y PTPNIS. Se transfectaron células HEK293 con
los plasmidos PSTPIPI-EGFP-C y mCHERRY-PTPNIS. La barra de escala representa 5 um. Imdagenes
obtenidas mediante microscopia confocal.

Después, se hizo lo mismo con PTPN18 y CSK (Figura 11). Sin embargo, en este caso, ambas
proteinas seguian teniendo una distribucion similar a cuando se expresaban solas. La

colocalizacién se producia en el citosol.

DAPI PTPN18 MERGE

Figura 11. Colocalizacion de las proteinas CSK y PTPNI8. Se transfectaron células HEK293 con los
plasmidos EGFP-PTPNI18 y mCHERRY-CSK. La barra de escala representa 5 um. Imdgenes obtenidas
mediante microscopia confocal.

4.2 Interaccion de PTPN18 y CSK dependiente de la fosforilacion de PTPN18

Aunque ya se habia descrito en un estudio que PTPNI18 interacciona con CSK, y que su
asociacion esta mediada por la region SH2 de CSK vy sitios de fosforilacion en tirosinas de
PTPNI18, en dicho estudio se analiz6 la interaccion utilizando dos lineas celulares no humanas,
COS-1 y 32D. Con el fin de ampliar el conocimiento sobre PTPN18 y su interaccion con CSK,
en esta investigacion se utilizé una linea celular distinta, de procedencia humana, conocida

como HEK?293.

4.2.1 Fosforilacion de PTPN18

En primer lugar, se llevo a cabo un experimento de inmunoprecipitacién para determinar si
PTPNI18 presentaba sitios de fosforilacion en tirosinas (Figura 12A). Para ello, se transfectaron
células HEK293 con el plasmido 3XMYC-PTPN18. En la segunda condicion, las células
transfectadas se trataron con pervanadato, un inhibidor de fosfatasas que se utiliza para
conservar el estado fosforilado de las proteinas. Los resultados obtenidos mostraron que

PTPNI18 se fosforilaba en residuos de tirosina (Figura 12A, carril 2).
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Posteriormente, se quiso analizar qué quinasas de tirosina eran las encargadas de dicha
fosforilacion (Figura 12B). Para ello, se llevo a cabo la transfeccion de células HEK293 para
que expresasen PTPN18 junto con varias quinasas de tirosina: CSK, Fes, Hck, Syk, Itk, Jakl,
Jak3, Tyk2 y Zap70. Las quinasas que fosforilaron a PTPN18 fueron principalmente Fes y CSK,
aunque también se observo fosforilacion mediada por Hek y Syk, dos quinasas importantes en la
sefalizacion inmunoldgica.

A B

IP anti-myc IP anti-myc

3XMYC-PTPN18 + +

o
- N~
w X o X ¥ o ¥ 2 ¥ o
PV - 4+ 4B ERHPES IR
_ 3XMYC-PTPN18-DACS + + + + + + + + + +
PY
myc

Figura 12. Estudio mediante inmunoprecipitacion (IP) de proteinas de la fosforilacion de PTPN18 y
las quinasas involucradas en ella. (A) Células HEK293 fueron transfectadas con el plasmido 3XMYC-
PTPNIS. Posteriormente, unas de ellas se trataron con pervanadato (PV). La IP tuvo lugar con
anticuerpos anti-myc y la fosforilacion se detecté con anticuerpos anti-fosfotirosina (PY). (B) Células
HEK?293 fueron transfectadas con el plasmido 3XMYC-PTPNI18-DACS y con otro de entre HA-CSK, HA-
FES, HA-HCK, HA-SYK, HA-ITK, HA-JAKI, HA-JAK3, HA-TYK2, HA-ZAP70 o ninguno (pEF). La IP

se realizo contra myc y la fosforilacion de PTPNIS8 se detecto con anticuerpos anti-PY. TL significa
lisado total.

4.2.2 Interaccion de PTPN18 con CSK

Una vez observado que PTPN18 es fosforilada en residuos de tirosina a través de la accion de
quinasas como Fes, se llevo a cabo un estudio de su interaccion con CSK. En primer lugar, se
empled la técnica de BiFC, que permite estudiar interacciones entre proteinas. En este ensayo,
las células fueron transfectadas con los plasmidos N155-CSK y CI155-PTPN18 para
posteriormente ser visualizadas mediante microscopia confocal (Figura 13). Las imagenes
obtenidas mostraron fluorescencia verde, lo que significaba que se habia producido Ia

interaccion entre ambas proteinas. Ademas, esta interaccion ocurria en el citosol.
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N155-CSK + C155-PTPN18

Figura 13. Interaccion entre CSK y PTPNI8. Se empleo la técnica de BiFC para estudiar dicha
interaccion. Las células HEK293 fueron transfectadas con los plasmidos N155-CSK y C155-PTPNIS. La
barra de escala representa 5 um. Imdgenes obtenidas mediante microscopia confocal.

A continuacioén, para confirmar lo que se habia observado en el ensayo de BiFC, se llevaron a

cabo experimentos de inmunoprecipitacion.

Primero, se analizé la interaccion entre CSK y PTPNI18 (wild-type o mutante Y389F) en
ausencia o presencia de Fes (Figura 14A). Dicha mutacion de tirosina a fenilalanina hace que
PTPNI18 no se pueda fosforilar en esa posicion. Los resultados mostraron que la interaccion
entre CSK y PTPNI8 era mucho mayor en presencia de Fes, una quinasa que tiene como
sustrato a PTPN18. Esto quiere decir que la fosforilacion de residuos de tirosina en PTPN18 es
necesaria para su interaccion con CSK, especificamente la de la tirosina en posicion 389, que es
la que fue analizada en este caso. Por otra parte, se observa una pequeia interaccion entre CSK
y PTPN18 WT en ausencia de Fes, lo que podria deberse a la fosforilacion de PTPN18 por
CSK.

Después, se llevo a cabo otro ensayo para ver como afectaban ciertas mutaciones de CSK a esta
interaccion (Figura 14B). Las mutaciones que se analizaron fueron tres: una que afectaba al
dominio SH3 (W47A), otra en el dominio SH2 (R107M) y una ultima que afectaba al dominio
catalitico (K222R). Se transfectaron células HEK293 con plasmidos codificantes para Fes,
PTPN18 y CSK (wild-type o con una de las mutaciones descritas). Los resultados mostraron
que PTPN18 interaccionaba con todas las formas de CSK a excepcion de la que estaba mutada
en el dominio SH2. Esto confirma la relevancia de dicho dominio de CSK en su interaccion con

PTPNI18.

Por otro lado, se observd una disminucion en la asociacion entre PTPN18 y la forma de CSK
mutada en el dominio catalitico, que fue menor que en el caso de CSK WT o mutada en el
dominio SH3 (Figura 14B). Para evaluar por qué ocurria esto, se realiz6 un nuevo experimento
unicamente con PTPN18 y CSK (WT o mutante K222R) (Figura 14C). Cuando el dominio
quinasa de CSK estaba mutado, esta no podia fosforilar a PTPN18, y, por ende, tampoco habia
interaccion. Sin embargo, esto si se observaba cuando el dominio quinasa estaba intacto. Por lo
tanto, podemos deducir que la interaccion observada entre PTPN18 y CSK K222R en la Figura

14B se deberia a la presencia de la quinasa Fes.
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Figura 14. Estudio de la interaccion entre CSK y PTPNI18 mediante ensayos de IP. (A) Células
HEK?293 fueron transfectadas con los plasmidos HA-CSK, 3XMYC-PTPNI18 (WT o Y389F) y, en algunos
casos, FES-FLAG. El primer carril solo tiene CSK (control). La IP tuvo lugar con anticuerpos anti-myc y
la interaccion entre PTPNIS8 y CSK se detecto con anticuerpos anti-HA. (B) Células HEK293 fueron
transfectadas con los plasmidos FES-FLAG, 3XMYC-PTPN18 y HA-CSK WT o mutante (W474, R107M
o0 K222R). El primer carril sirve como control. La IP se realizo contra myc y la interaccion entre PTPN18
y CSK se detecto con anticuerpos anti-HA. (C) Células HEK293 fueron transfectadas con los plasmidos
3XMYC-PTPNI18-DACS con o sin HA-CSK (WT o mutante K222R). La IP se realizo contra myc, la
interaccion entre PTPN18 y CSK se detecto con anticuerpos anti-HA y la fosforilacion de PTPNIS§
mediante anticuerpos anti-PY.

Por ultimo, se llevaron a cabo ensayos de BiFC en células HEK293 que posteriormente fueron
analizadas mediante citometria de flujo. Las células se transfectaron con diferentes plasmidos,
incluyendo mCHERRY, N155-Proteina A y C155-Proteina B. Mediante citometria de flujo, se
obtuvo el porcentaje de células en las que se habia producido la interaccion entre las proteinas A
y B respecto a las células que habian sido transfectadas (Figura 15). Es decir, se midi6 el
porcentaje de células que tenian fluorescencia verde del total de células transfectadas. Entre
todas las combinaciones analizadas, la menor interaccion registrada fue la de PTPN18-Y389F
con CSK. Esto se debe a que la mutacion de PTPN18 descrita afecta a un sitio de fosforilacion
crucial para su interaccion con CSK. Por otra parte, la interaccion entre PTPN18 y PSTPIP1,
que se utilizé como control positivo al ser una interaccion bien caracterizada, fue menor que la
de PTPNI8 WT con CSK, lo que sugiere una gran afinidad entre estas dos proteinas.
Finalmente, la adicion de Fes supuso un ligero aumento en la interaccion entre PTPN18 WT y

CSK en comparacion con la misma condicion en ausencia de Fes.
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Interaccion de PTPN18 con CSK
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Figura 15. Estudio mediante citometria de flujo de la interaccion entre PTPN18 y CSK o PSTPIPI.
Células HEK293 fueron transfectadas con los plasmidos mCHERRY, N155-Proteina A y C155-Proteina
B, siendo proteina A y proteina B: PTPN18 y CSK, PTPNI18 y PSTPIPI o PTPNI18-Y389F y CSK. En un
caso también se utilizo el plasmido FES-FLAG. Los datos presentados corresponden al porcentaje de
células verdes en el total de células transfectadas.

5 DISCUSION

Las fosfatasas de tirosina son enzimas clave en la regulacion de multiples funciones celulares a
través de su papel en diferentes vias de sefializacion. A pesar de ello, el conocimiento acerca de
ellas es escaso. Dentro de las enzimas que presentan actividad fosfatasa de tirosina se
encuentran las fosfatasas PEST, tres fosfatasas intracelulares que tienen en comun la presencia
de una region rica en residuos de prolina, acido glutamico, serina y treonina (PEST) (18). Es a
este grupo al que pertenecen PTPN18, LYP y PTP-PEST (17). Por otra parte, CSK es una
quinasa de tirosina que regula negativamente diferentes procesos de transduccion de sefales, al
ser capaz de inactivar mediante fosforilacion a las quinasas de la familia Src, actuando, por

ejemplo, como represor de la sefializacion del receptor de antigenos en linfocitos T (32,43).

Estudios previos han demostrado que LYP y PTP-PEST se asocian a través de regiones ricas en
prolina con el dominio SH3 de CSK, formando un complejo en el que LYP o PTP-PEST
cooperan con CSK para inactivar a las quinasas de la familia Src mediante la desfosforilacion de
su residuo de tirosina activador (28,29). Por otra parte, aunque la interaccion entre PTPN18 y
CSK no es tan conocida como las anteriores, se ha demostrado en un estudio que esta no se

produce mediante el dominio SH3 de CSK, sino a través del dominio SH2 (27).

Este trabajo se enfoco principalmente en el estudio de la interaccion entre PTPN18 y CSK en la
linea celular HEK293, previamente inexplorada. Para ello, se llevaron a cabo diferentes ensayos

donde se vio que PTPN18 se fosforila en residuos de tirosina a través de quinasas como Fes, lo
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que coincide con lo observado en otro ensayo en el que se identificaron diferentes sustratos de
Fes, siendo PTPN18 uno de ellos (40). Ademads, se explor6é la importancia del residuo de
tirosina 389 de PTPN18 en su interaccion con CSK. Dicho aminoacido result6 ser crucial, ya
que cuando estaba mutado a Phe y no se podia fosforilar no se producia la interaccion. Este
hallazgo complementa lo observado en otro estudio, donde se encontrd que los residuos Y354 y
Y381 de PTPN18 (de ratdén, es la Tyr equivalente a la 389 en la PTPN18 humana) también
intervenian en su uniéon a CSK, aunque en menor medida, ya que las mutaciones en estos
reducian la unién a CSK, pero no la abolian, al contrario de lo que ocurria con el residuo de
tirosina estudiado en este trabajo, Y389 (27). Esto sugiere que PTPN18 se une de manera
especifica a CSK. Por otra parte, se comprobo que el dominio de CSK responsable de esta
asociacion era el SH2, ya que cuando este estaba mutado (R107M) no se producia la
interaccion. De manera adicional, cuando el dominio quinasa de CSK estaba mutado (K222R),
no se producia la fosforilacion de PTPN18 ni su interaccion con CSK, a no ser que la quinasa
Fes estuviese actuando. Esto indica que CSK también fosforila a PTPN18, permitiendo la
interaccion entre ambas proteinas, lo que difiere de lo observado en otro trabajo donde se vio
que la presencia de CSK favorecia el estado fosforilado de PTPN18, pero independientemente
de su actividad catalitica, actuando posiblemente como un “escudo” que impediria la

desfosforilacion de las tirosinas fosforiladas de PTPN18 (27).

Estos resultados contribuyen a un mejor entendimiento de la interaccion entre PTPN18 y CSK,
que podria ser importante en varias vias de sefializacion implicadas en diferentes patologias. Por
ejemplo, el polimorfismo R620W de LYP, que afecta a su unién con CSK, se ha asociado con el
desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo I o el lupus sistémico
eritematoso (44,45). De manera similar, mutaciones en el dominio F-BAR de PSTPIP1, que se
asocia con las fosfatasas PEST a través de su dominio CTH, se han relacionado con la aparicion
de patologias autoinflamatorias como el sindrome PAPA, que cursa con artritis pidgena,
pioderma gangrenoso y acné (25). Esto sugiere que PTPN18 y su interaccion con proteinas
como CSK o PSTPIP1 podrian ser clave en la regulacion del sistema inmune. Por otra parte,
PTPNI18 también se ha asociado con el cancer, aunque existen resultados contradictorios sobre
su papel en esta enfermedad, ya que en algunos tipos parece tener un rol de supresor tumoral y
en otros parece actuar como un oncogén (22,46—48). Teniendo esto en cuenta, la interaccion
entre PTPN18 y CSK podria ser relevante en el control de la actividad de las quinasas de la
familia Src, que desempefian un papel clave en vias de sefalizacion relacionadas con el
crecimiento, divisién, migracion y supervivencia celular (49). Sin embargo, esta interaccion no

se ha explorado todavia en el cancer.

Aunque los resultados obtenidos permiten avanzar en el conocimiento sobre la interaccidon entre

PTPN18 y CSK, la consecuencia a nivel funcional de esta unidén sigue sin conocerse. Por lo
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tanto, se necesitan nuevos estudios enfocados en analizar otros aspectos de esta interaccion que

podrian ser cruciales en la regulacion de varias vias de sefializacién implicadas en distintas

enfermedades. De esta manera, si se demostrase su papel en la fisiopatologia de alguna

enfermedad podria constituir una posible diana terapéutica.

6 CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

L.

PTPNI18 se localiza preferentemente en el citosol, aunque también esta presente en el
nucleo.

CSK y Fes se localizan en el citosol, mientras que PSTPIP1 se localiza en la membrana
plasmatica.

La coexpresion de PTPN18 y CSK no desencadena ningin cambio en la localizacion
celular de dichas proteinas, al contrario de lo que sucede al coexpresar PTPN1S8 y
PSTPIP1, donde una fraccion de PSTPIP1 se desplaza desde la membrana hacia el
citosol.

La colocalizacion de PTPN18 y CSK se produce en el citosol.

PTPNI18 interacciona con el dominio SH2 de CSK mediante residuos de tirosina
fosforilados, como la tirosina en posicion 389.

La fosforilacion de PTPN18 por la accion de quinasas como Fes o la propia CSK, entre

otras, potencia la unioén entre PTPN18 y CSK.

Based on the results obtained, the following conclusions can be drawn:

1.

PTPNI18 is preferentially localized in the cytosol, although it is also present in the
nucleus.

CSK and Fes localize to the cytosol, whereas PSTPIP1 localizes to the plasma
membrane.

Coexpression of PTPN18 and CSK does not trigger any change in the cellular
localization of these proteins, in contrast to co-expressing PTPN18 and PSTPIP1, where
a fraction of PSTPIP1 shifts from the membrane to the cytosol.

Colocalization of PTPN18 and CSK occurs in the cytosol.

PTPNI18 interacts with the SH2 domain of CSK via phosphorylated tyrosine residues,
such as tyrosine at position 389.

Phosphorylation of PTPN18 by the action of kinases such as Fes or CSK itself, among
others, enhances the binding between PTPN18 and CSK.
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