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1. EL CICLE CEL·LULAR
1.1 Aspectes generals
La divisió d’una cèl·lula eucariota consisteix en un conjunt de processos ordenats, coordinats i seqüencials que donaran lloc a dues cèl·lules filles genèticament idèntiques. Durant el cicle cel·lular, les cèl·lules augmenten el seu tamany, dupliquen el seu material genètic i finalment reparteixen el seu contingut citoplasmàtic i nuclear entre les dues cèl·lules filles. Les primeres descripcions del cicle cel·lular indicaven que estava format per dues etapes morfològicament diferenciades: la mitosi, moment en el qual tenia lloc la divisió nuclear; i la interfase, considerada com el període de temps necessari que havia de transcorre entre dues mitosi. Actualment es considera que la interfase està formada per tres etapes diferenciades: G1, S i G2 (revisat en (Norbury and Nurse, 1992)). Així doncs, el cicle cel·lular està format per quatre fases. És en la fase G1 quan la cèl·lula rep i interpreta els diferents estímuls proliferatius, incrementa la seva massa cel·lular i sintetitza tota la maquinària necessària per a la síntesi del DNA. Seguidament, té lloc la fase S durant la qual es replica el DNA i s’obtenen dues còpies de material genètic. Posteriorment comença la fase G2, moment en el qual es comprova que la duplicació del DNA ha tingut lloc correctament i la cèl·lula es prepara per a entrar en fase de mitosi (M). És en la fase M on té lloc la segregació i divisió dels cromosomes replicats i el repartiment del contingut cel·lular (citoquinesi) entre les dues cèl·lules filles (Figura 1). Cal destacar que la major part de les cèl·lules no proliferen de manera continuada, sinó que la capacitat de proliferar es perd en cèl·lules ja diferenciades que formen part d’un teixit, aquestes cèl·lules es troben en estat de quiescència o G0. Només quan les cèl·lules es troben en fase G1 i abans de començar a replicar el seu DNA poden entrar en estat de quiescència. En presència de senyals mitogènics o d’estímuls específics, les cèl·lules en G0 podran entrar novament en fase G1 (revisat (Vermeulen et al., 2003)). Durant el cicle cel·lular, la cèl·lula rep i integra senyals extracel·lulars. A més, la cèl·lula s’ha d’assegurar que la divisió només tindrà lloc si existeixen les senyals adequades i l’entorn és també l’adequat. És en la fase G1 durant la qual la cèl·lula és
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sensible als senyals de l’exterior i decideix si avança cap una altra divisió cel·lular o si entra en estat de quiescència (revisat en (Sherr, 1994)). El terme “punt de restricció” (R), situat al final de la fase G1, es defineix com a punt de no retorn; per tant, un cop sobrepassat el punt de restricció la cèl·lula està compromesa a completar el cicle cel·lular independentment dels senyals extracel·lulars (Pardee, 1974).
Checkpoint de fus mitòtic

G0
Estímuls mitogènics

Checkpoint transició G2-M

M
m

o s i i t

G1
e i n t e r f a s

G2 S
Checkpoint de replicació

R

Checkpoint transició G1-S

Figura 1: Representació de les diferents fases del cicle cel·lular. Fase G1 (Gap1), fase S (Síntesi), fase G2 (Gap2), fase M i fase G0. També s’indica el punt de restricció (R) i la localització dels diferents checkpoints ( ) dins del cicle cel·lular.

Existeixen altres controls addicionals o sistemes de vigilància cel·lulars, anomenats checkpoints. Els checkpoints asseguren la correcta progressió a través del cicle cel·lular, ja que s’encarreguen de verificar constantment l’estat de la cèl·lula per tal de detectar possibles errors comesos en alguna de les fases del cicle (Hartwell and Weinert, 1989). Els checkpoints són els encarregats d’aturar el cicle i evitar que la cèl·lula entri a la següent fase cel·lular si no s’ha completat amb èxit la fase prèvia. Actualment es coneixen diferents checkpoints entre els quals destaquem els checkpoints de dany al DNA (situats en diferents moments del cicle cel·lular) i el checkpoint de formació del fus mitòtic (localitzat a la fase M). Davant la presència de dany al DNA, s’activarà el checkpoint de dany al DNA corresponent, depenent de la fase en que es trobi la cèl·lula, que engegarà diferents vies de senyalització per tal d’aturar el cicle cel·lular. Un cop activades, aquestes vies de senyalització donaran el temps necessari a la maquinària de reparació del DNA per a reparar el dany abans de continuar amb la progressió del cicle. La proteïna principal d’aquesta tesi, la p21Cip1, forma part de la resposta desencadenada per tal d’aturar el
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cicle cel·lular enfront al dany DNA com veurem amb més detall en apartats posteriors d’aquesta introducció. Els checkpoints de dany al DNA es situen en diferents moments del cicle cel·lular: transició G1-S, on el checkpoint comprova que el DNA es trobi en perfectes condicions abans de ser replicat; transició G2-M, on es verifica que la replicació s’ha produït correctament i que no hi ha alteracions o dany en el DNA; i també durant la fase S, anomenat també checkpoint de replicació, on el checkpoint s’encarrega d’aturar la replicació i l’elongació de les cadenes de DNA. D’altra banda, el checkpoint de formació del fus mitòtic detecta qualsevol anomalia en l’alineament dels cromosomes al fus mitòtic i s’encarrega d’aturar el cicle abans de l’anafase, prevenint així una mala segregació de les cromàtides germanes en les cèl·lules filles (revisat en (Vermeulen et al., 2003)). Tal hi com hem explicat, el cicle cel·lular juga un paper decisiu dins el context cel·lular ja que és l’encarregat de controlar la proliferació i el creixement cel·lular i de prendre decisions sobre si és necessari enviar una cèl·lula danyada cap a la mort cel·lular programada (apoptosi). Tot això fa que la correcta regulació del cicle cel·lular sigui d’extrema importància ja que alteracions en aquest poden tenir conseqüències dràstiques per a la cèl·lula. Actualment, els estudis de la regulació del cicle cel·lular i les seves possibles alteracions són de gran importància per a entendre malalties com el càncer (revisat a (Sherr, 1996;Pavletich, 1999)).

1.2 El control del cicle cel·lular: complexes Cdk-Ciclina
Tal i com hem vist a l’apartat anterior, la correcta transició entre les fases del cicle cel·lular és de vital importància per a la cèl·lula i és per aquest motiu que la seva regulació esdevé molt important. Estudis inicials en mutants de llevats i en oòcits de Xenopus van permetre identificar, respectivament, la presència de gens encarregats de regular la progressió del cicle cel·lular (Nurse, 1975), així com determinar l’existència de factors encarregats d’induir l’entrada en una fase determinada del cicle (Gautier et al., 1988;Lohka et al., 1988). Més endavant, es va poder observar que el sistema de control del cicle cel·lular és similar en tots els organismes eucariotes. Estudis posteriors van corroborar que la transició entre les diferents fases del cicle cel·lular era un procés altament ordenat i regulat gràcies a la presència d’una família de serina-treonina cinases anomenades cinases dependents de ciclina o Cdk, que s’activen en moments concrets i específics del cicle cel·lular (revisat en (Morgan, 1997;Vermeulen et al., 2003)).
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Les Cdks funcionen com a processadors d’informació capaces d’integrar els senyals extracel·lulars i intracel·lulars, i asseguren una acurada coordinació del cicle cel·lular fent front als canvis de l’entorn o a possibles errades que es produeixin. L’activitat d’aquestes Cdks és essencial per a la correcta regulació del cicle cel·lular. La desregulació d’aquesta maquinària pot provocar un creixement cel·lular descontrolat i originar el desenvolupament de processos tumorals (revisat en (Sherr, 1994;Morgan, 1997)). Les Cdks no actuen soles, ja que la seva capacitat de coordinar les diferents fases del cicle cel·lular és completament depenent de la seva associació a una subunitat reguladora anomenada ciclina. Així doncs, la progressió del cicle cel·lular està regulada per uns complexes heterodimèrics, formats per una subunitat catalítica anomenada Cdk i una subunitat reguladora anomenada ciclina, la qual és l’encarregada d’unir-se a la Cdk per tal de formar el complex actiu. (revisat en (Morgan, 1997)) Els nivells proteics de la subunitat catalítica de les Cdks es mantenen constants durant el cicle cel·lular, a diferència de les seves subunitats reguladores, les ciclines. Els nivells de les ciclines augmenten i disminueixen al llarg del cicle cel·lular i d’aquesta manera s’aconsegueix l’activació de forma periòdica de les diferents Cdks (Evans et al., 1983;Pines, 1991). Cada Cdk pot associar-se amb diferents ciclines, i és la ciclina associada la que determina quines proteïnes seran fosforilades pel complex actiu (revisat en (Vermeulen et al., 2003)). En llevat només es coneix una Cdk (Cdc28 en Saccharomyces cerevisiae o Cdc2 en Schizosaccharomyces pombe) que s’activa a l’unir-se a diferents ciclines especifiques que són induïdes en resposta a diferents estímuls segons la fase del cicle cel·lular (Nurse, 1975). En humans i en models de ratolí, s’han identificat onze gens que codifiquen per a les Cdks (Cdk1-Cdk11) i nou gens que codifiquen per a proteïnes “Cdk-like”, totes elles formen part d’una família de Cdks que inclou unes vint proteïnes (revisat en (Malumbres, 2005;Malumbres and Barbacid, 2005)). Només cinc Cdks estan actives durant el cicle cel·lular: a la fase G1 (Cdk4, Cdk6 i Cdk2), a la fase S (Cdk2) i a les fases G2 i M (Cdk1) com es pot observar en l’esquema de la figura 2. El paper de Cdk3 en la regulació del cicle cel·lular no està clar ja que aquest gen no s’expressa en molts tipus cel·lulars i està inactiu en el genoma de ratolí (revisat en (Morgan, 1997;Vermeulen et al., 2003;Malumbres, 2005))
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La Cdk7 actua en combinació amb la ciclina H, formant el complex anomenat CAK (Cdk-activating kinase) (Fisher and Morgan, 1994). Com veurem posteriorment, aquest complex juga un paper important en l’activació dels complexes Cdk-ciclina que regulen el cicle cel·lular. A les altres Cdk descrites encara no se’ls hi ha atribuït cap paper en la progressió del cicle cel·lular tot i que sí que intervenen en processos de regulació de la transcripció i diferenciació, entre d’altres (revisat en (Malumbres, 2005)).

Cdk 1 cic B

G0 M

Cdk 3?

Cdk 4/6

Cdk 1 cic A

G1 G2 S
Cdk 2 cic A R

cic D

Cdk 2 cic E

Figura 2: Distribució dels complexes Cdk-ciclina durant les diferents fases del cicle cel·lular.

Amb l’anàlisi del genoma humà, s’han identificat 29 gens que codifiquen pels 150 aminoàcids de la regió anomenada “cyclin-box”. La regió “cyclin-box” de les ciclines és la regió responsable de la unió a les Cdks (revisat en (Vermeulen et al., 2003;Malumbres and Barbacid, 2005)). Igual que en el cas de les Cdks, no totes les ciclines identificades tenen un paper en la regulació del cicle cel·lular. Com s’indica en la figura 2, diferents ciclines són necessàries per a la progressió a través de les diferents fases del cicle cel·lular; en cada una de les fases, la ciclina corresponent formarà un complex actiu associant-se a la seva subunitat catalítica o Cdk. La ciclina D (de la qual existeixen 3 tipus: ciclina D1, D2 i D3) s’uneix a Cdk4 i Cdk6. Els complexes Cdk4/6-ciclinaD són essencials per a la entrada en G1 (Sherr, 1994) com veurem amb més detall posteriorment. A diferència de les altres ciclines, la ciclina D no s’expressa de forma periòdica, sinó que la seva síntesi depèn de l’estimulació per part dels factors de creixement (Assoian and Zhu, 1997). La ciclina E
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també juga un paper important en la fase G1 ja que s’associa a Cdk2 i s’encarrega de regular la progressió G1-S (Ohtsubo et al., 1995). La ciclina A s’uneix a Cdk2 i forma el complex necessari per a la fase S (Girard et al., 1991;Walker and Maller, 1991). Cap al final de la fase G2 i principi de la fase M, la ciclina A canvia de parella i s’uneix a la Cdk1, aquest nou complex promou la entrada en fase M. Posteriorment, la mitosi serà regulada pel complex Cdk1-ciclina B (King et al., 1994;Arellano and Moreno, 1997). Fins fa poc es creia que l’activitat d’aquests complexes Cdk-ciclina específics de cada fase del cicle cel·lular era essencial per a la regulació del cicle. Sorprenentment, estudis recents en ratolins knockout per alguna d’aquestes proteïnes reguladores del cicle, han demostrat que els membres d’aquestes famílies presenten cert nivell de redundància que els hi permet cert grau de compensació davant la falta d’algun complex Cdk-ciclina en particular. Això fa pensar que alguns d’aquests complexes no son imprescindibles per al cicle cel·lular tal i com es creia anteriorment. Per exemple, la pèrdua de Cdk2, Cdk3, Cdk4 o de Cdk6 és compatible amb l’embriogènesi en ratolins, de fet, l’absència d’aquestes cinases de manera individual només afecta a alguns tipus cel·lulars específics. Una possible explicació d’aquests fenotips, seria la gran homologia estructural i funcional que existeix entre algunes de les diferents Cdks, com per exemple entre Cdk4 i Cdk6, que permetria una possible compensació de la funció entre elles quan manca una. D’una banda, el doble knockout Cdk2-Cdk6 no presenta cap efecte sinèrgic per la pèrdua de dues Cdks ja que els ratolins són viables amb un fenotip igual al dels mutants simples. D’altra banda els ratolins doble knockout Cdk4-cdk6 presenten un fenotip més sever ja que moren a les darreres fases del desenvolupament embrionari. Aquests resultats mostren un cop més la compensació parcial entre aquestes Cdks, ja que com acabem de veure els ratolins knockout poden sobreviure en absència d’una de les Cdks d’interfase o fins i tot, de dues. Resultats similars s’han obtingut amb l’ablació d’algunes de les subunitats activadores de les Cdks, com per exemple les ciclines tipus D i E. En canvi, ratolins deficients en Cdk1 presenten un fenotip totalment diferent ja que són letals des dels primers estadis del desenvolupament embrionari. Aquest tipus d’estudi en models animals està donant molta informació del possible paper de cadascuna de les Cdks en les cèl·lules de mamífers i obre un camp d’estudi molt important per a poder dissenyar futures teràpies efectives contra el càncer (revisat en (Sherr and Roberts, 2004;Malumbres, 2005;Sanchez and Dynlacht, 2005;Malumbres and Barbacid, 2005). Recentment, Santamaría i col·laboradors van observar com ratolins sense cap Cdk d’interfase (Cdk2, Cdk3, Cdk4 i Cdk6) no presentaven problemes d’organogènesi ni desenvolupament fins a les etapes de la meitat de la gestació. Aquests resultats
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indiquen que la Cdk1 és l’única Cdk essencial per al cicle cel·lular i que en absència de les Cdks d’interfase, la Cdk1 és capaç d’unir-se a totes les ciclines i executar els esdeveniments necessaris per a la correcta divisió cel·lular i progressió del cicle (Santamaria et al., 2007).

1.3 Substrats de les Cdks
Quan les Cdks són actives fosforilen els seus substrats i com a conseqüència es produeixen canvis fisiològicament rellevants per a la progressió del cicle cel·lular. Les fosforilacions per part de les Cdks tenen un paper important en la regulació de la transcripció, ja sigui reprimint-la o activant-la, i se sap que aquests dos tipus de control sobre la transcripció són imprescindibles per a la correcta progressió a través de totes les fases del cicle cel·lular (revisat en (Vermeulen et al., 2003;Sanchez and Dynlacht, 2005)). El principal substrat de les Cdks durant la fase G1, i més rellevant per a de la progressió del cicle cel·lular, és el producte del gen del retinoblastoma (pRb), un gen que pertany a la família de les proteïnes pocket (pRb, p107 i p130) (Weinberg, 1995). pRb és el principal substrat dels complexes Cdk4-ciclina D i Cdk6-ciclina D, encara que totes les Cdks actives durant el cicle cel·lular (Cdk1, 2, 3, 4 i 6) també poden fosforilar pRb i inhibir la seva funció com a repressor transcripcional (Sherr, 2000;Ren and Rollins, 2004). pRb actua com a repressor de la transcripció unint-se i modulant l’activitat de: factors de transcripció com els membres de la família E2F; de les histones deacetilases (HDAC) i dels complexes remodeladors de la cromatina (revisat en (Cobrinik, 2005)). Durant l’entrada en G1, la proteïna pRb és fosforilada pels complexes Cdk4ciclina D i/o Cdk6-ciclina D i aquesta fosforilació de pRb provoca la disrupció del complex format amb la HDAC i l’alliberament dels factors de transcripció E2F-1 i DP-1 (Figura 3). Un cop alliberats, els factors de transcripció E2F-1 i DP-1 regularan positivament la transcripció de gens els quals donaran com a producte proteïnes necessàries per a la progressió del cicle, per a la entrada en fase S i per a la síntesi del DNA, com per exemple la ciclina E, ciclina A i la Cdc25 (Buchkovich et al., 1989;Kato et al., 1993;Brehm et al., 1998).
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Figura 3: Regulació de la fase G1 i de la transició G1/S. En cèl·lules quiescents, els factors de transcripció E2F i DP estan units a la proteïna pocket p130 que els manté inactius. En canvi, a la fase G1 predominen els complexes pRb-E2F-DP. En resposta als estímuls mitogènics, es comença a sintetitzar ciclina D i es formen els complexes Cdk4/6ciclina D actius que fosforilen pRb. pRb fosforilat parcialment es manté unit a E2F-DP i permet la transcripció d’alguns gens com el de la ciclina E. La ciclina E s’uneix a Cdk2 i aquest complex actiu s’encarrega de hiperfosforilar a pRb que s’allibera de E2F-DP i permet l’expressió de gens necessaris per a la transició G1/S (adaptat de (Malumbres and Barbacid, 2001)). En resposta a senyals antimitogènics les proteïnes INK4 i Cip/Kip poden inhibir els complexes Cdk-ciclina, com veurem en l’apartat 1.4.

pRb es manté en estat d’hiperfosforilació durant la resta del cicle cel·lular i és el complex Cdk2-ciclina E l’encarregat de mantenir aquest estat d’hiperfosforilació. L’estat d’hiperfosforilació de pRb fa irreversible la seva inactivació i és a partir d’aquest moment quan les cèl·lules poden continuar el cicle independentment dels estímuls mitogènics i superar el punt de restricció (R) (revisat en (Harbour and Dean, 2000) (Malumbres and Barbacid, 2005)). Es creu que la Cdk3 podria estimular la fosforilació de pRb i promoure la transició G0-G1 en algunes cèl·lules de tumors humans (Ren and Rollins, 2004). En les fases posteriors del cicle cel·lular, les Cdks que formen complexes amb ciclina A i ciclina B, s’encarreguen de mantenir a pRb en un estat d’hiperfosforilació fins que les cèl·lules surten de la mitosi. Després de la mitosi pRb retorna a un estat d’hipofosforilació i queda preparat per a la següent entrada en fase G1 (Ludlow et al., 1993). El complex Cdk2-ciclina E no només fosforila pRb, sinó que la seva activitat també és essencial per a iniciar la replicació del DNA. Per exemple, aquest complex ajuda a l‘activació dels orígens de replicació al fosforilar a Cdc6. Cdk2-ciclina E també fosforila la histona H1 i aquesta fosforilació pot ser important en la condensació dels
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cromosomes necessària per a la replicació del DNA. La histona H1 també es substrat del complex Cdk1-ciclina B (revisat en (Vermeulen et al., 2003;Malumbres and Barbacid, 2005). Durant la transició G1/S i a la fase S el complexes Cdk2-ciclina E i Cdk2-ciclina A actius, fosforilen el seu propi inhibidor, p27Kip1, induint així la degradació depenent de proteasoma d’aquest inhibidor (Montagnoli et al., 1999). Un cop les cèl·lules ja han entrat en fase S, el complex Cdk2-ciclina E ha de ser silenciat per evitar la re-replicació del DNA, això és possible gràcies a la ràpida degradació depenent d’ubiqüitina de la ciclina E via proteasoma (revisat en (Malumbres and Barbacid, 2005)). La ciclina A comença a acumular-se durant la fase S i comença a formar complexes amb la Cdk2 que ja no està associada a ciclina E. Aquest nou complex Cdk2-ciclina A fosforila un gran nombre de proteïnes necessàries per a completar i sortir de la fase S, com per exemple alguns factors de transcripció (E2F1 i B-Myb), proteïnes implicades en la replicació del DNA (Cdc6 i MCMs), proteïnes implicades en la reparació del DNA (BRCA1) i algunes de les proteïnes dels checkpoints del cicle cel·lular (p53, p21Cip1 i mdm2) entre d’altres (revisat en (Sherr and Roberts, 1999;Malumbres and Barbacid, 2005)). Cap al final de la fase S, la ciclina A s’associa també amb la Cdk1. S’ha vist que els complexes Cdk2-ciclina A i Cdk1-ciclina A comparteixen la major part de substrats com per exemple les proteïnes involucrades en la replicació del DNA (MCMs) i proteïnes reguladores de la progressió del cicle cel·lular (pRb, p53, BARD1 i BRCA2) (revisat en (Malumbres and Barbacid, 2005)). La ciclina B, tot i ser regulada també per pRb no comença a fer-se evident fins a la fase G2. És en aquest moment quan la ciclina A comença a ser degradada i la Cdk1 lliure forma complexes amb la ciclina B, sent el complex Cdk1-ciclina B el majoritari en la transició G2-M i en la progressió durant la mitosi. Aquest complex està involucrat en la majoria dels processos estructurals que tindran lloc durant la mitosi com per exemple la condensació dels cromosomes o el trencament de la lamina nuclear. Finalment cal la inactivació de Cdk1-ciclina B per a poder sortir de la mitosi. La inactivació del complex és possible gràcies a la degradació de la ciclina B via ubiqüitina regulada per la via del APC (Anaphase promoting complex) (revisat a (Sanchez and Dynlacht, 2005;Malumbres and Barbacid, 2005)). És interessant remarcar que la llista de substrats dels diferents complexes Cdkciclina és molt més extensa del que acabem de veure i hi apareixen substrats de naturalesa molt diversa (revisat en (Sanchez and Dynlacht, 2005;Malumbres and
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Barbacid, 2005). Per exemple, un component de la maquinària de transcripció de la RNA polimerasa I, el factor de transcripció nucleolar UBF, també és substrat dels complexes Cdk-ciclina de la fase G1. Així doncs, la fosforilació d’UBF comporta la seva activació que és necessària per a la seva interacció amb la RNA polimerasa I i la conseqüent activació de la transcripció dels DNAs ribosomals (rDNAs) (Voit et al., 1999;Voit and Grummt, 2001).

1.4 Regulació dels complexes Cdk-ciclina
Per tal que el cicle cel·lular pugui progressar correctament, cal un control precís dels nivells d’activitat de les Cdks. És per això que l’activitat de les Cdks està altament regulada per diversos mecanismes com la fosforilació i la unió a proteïnes activadores o a proteïnes inhibidores. A més, cal destacar la importància de la localització intracel·lular de totes les proteïnes reguladores del cicle cel·lular, ja que la correcta localització dins el context cel·lular és bàsica per a la progressió del cicle. Recentment, en el nostre laboratori s’ha descrit un nou mecanisme de regulació de l’activitat dels complexes Cdk-ciclina, concretament l’acetilació per P/CAF de la ciclina A regula la seva degradació i per tant regula la formació de complexes Cdk-ciclina A actius (Mateo et al., 2009). A continuació descriurem els principals mecanismes de regulació dels complexes Cdk-ciclina al llarg del cicle cel·lular:
síntesi nivells de ciclina formació del complex

Cdk

cic

cic Cdk
P

CAK fosforilacions activadores

degradació

Cdk
ATP

cic

cic Cdk cic
P P

complex actiu INK4 unió a CIKs Cip/Kip

Myt1 Wee1 fosforilacions inhibidores

Cdk
localització intracel·lular

P P

cic

cdc25

defosforilacions activadores

Figura 4: Mecanismes de regulació de l’activitat dels complexes Cdk-ciclina.
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Unió a la ciclina: En el moment de ser sintetitzada, una unitat aïllada de Cdk no té activitat cinasa. Com ja hem comentat anteriorment, l’activació de les Cdks requereix, en primer lloc, la unió de la subunitat reguladora, la ciclina. Gràcies a la reconstrucció de l’estructura tridimensional cristal·litzada del monòmer de Cdk2 (De Bondt et al., 1993) i del complex humà Cdk2-ciclina A (Jeffrey et al., 1995), s’han pogut estudiar els canvis conformacionals que pateix la subunitat de Cdk al unir-se amb la ciclina i que provoquen conseqüentment l’activació de la Cdk (revisat en (Morgan, 1997)): - en el monòmer de Cdk el loop flexible de la Cdk (T-loop) bloqueja el lloc d’unió del substrat. La unió a la ciclina desplaça el T-loop deixant el lloc d’unió del substrat accessible. - la unió de la ciclina exposa el residu treonina 160 de la Cdk, situat en el T-loop, que queda accessible a la fosforilació per CAK, necessària per a l’activació de la Cdk. - en el complex Cdk-ciclina, l’hèlix PSTAIRE de la Cdk s’uneix amb les hèlix del domini cyclin box de la ciclina, fet que provoca un desplaçament de PSTAIRE i permet la correcta orientació de les cadenes involucrades en la unió de l’ATP. - els residus implicats en la unió de l’ATP no es troben correctament posicionats en el monòmer de Cdk. Gràcies a la ciclina es provoca una reorientació en la zona d’unió de l’ATP i el correcte posicionament dels grups fosfat necessari per a reacció de fosforilació.

ATP

Cdk2

ciclina A

Figura 5: Estructura cristal·litzada del complex Cdk2-ciclinaA-ATP humà. Cdk2 correspon a la proteïna de l‘esquerra i el seu domini T-loop està ressaltat en negre. La ciclina A està situada a la dreta del complex. Per a la unió de la Cdk2 i la ciclina A es necessita la interacció entre l’hèlix PSTAIRE de la Cdk2 i les hèlix 3 i 5 de la ciclina A. En la representació també s’indica la localització de l’ATP.
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Nivells de ciclina: Cal destacar la importància de la regulació dels nivells de ciclina al llarg del temps, ja que es un punt clau per a l’activació de les Cdks. La cèl·lula inverteix un gran esforç en regular els nivells de ciclina a nivell de transcripció i de degradació. (Morgan, 1997). Els nivells de RNA missatger (RNAm) i els nivells proteics de les ciclines varien de forma paral·lela al llarg del cicle cel·lular, fet que remarca la importància de la regulació de la transcripció de les ciclines durant el cicle. S’ha descrit que la síntesi de la ciclina D s’indueix per factors de creixement i estímuls mitogènics, mentre que la síntesi de les ciclines E i A depèn de l’activació de la seva transcripció per part de la família de factors de transcripció E2F. A la vegada aquests factors de transcripció s’activen pels complexes Cdk-ciclina de les fases G1 i G1/S afavorint una ràpida transició cap a la fase S, com hem vist amb més detall a l’apartat de substrats de les Cdks. Posteriorment s’incrementen els nivells del complex Cdk2-ciclina A que inhibiran a E2F. En els eucariotes superiors els mecanismes de regulació de la transcripció de les ciclines mitòtiques són menys coneguts (revisat a (Morgan, 1997)). Per tal d’aconseguir nivells variables al llarg del cicle, les ciclines contenen seqüències d’aminoàcids necessàries per a la seva proteòlisis depenent d’ubiqüitina que permetran la degradació via proteasoma de la ciclina específica al final de cada fase del cicle cel·lular. Les ciclines A i B contenen una seqüència anomenada “destruction box”, mentre que les ciclines D i E contenen una seqüència PEST (domini ric en residus de prolina (P), àcid glutàmic (E), serina (S) i treonina (T)). Són aquestes seqüències les essencials per a la proteòlisi de les ciclines, tot i que alguna de les ciclines també necessiten de fosforilacions per a degradar-se (revisat a (Vermeulen et al., 2003)). Per a la destrucció de ciclines mitòtiques es requereix la participació del complex proteic anomenat ciclosoma o APC (Anaphase Promoting Complex). Aquest complex actua com un enzim E3 ubiqüitin-lligasa, transferint molècules d’ubiqüitina a diferents substrats mitòtics, incloses les ciclines i a altres substrats inhibidors de l’anafase. No es coneix massa sobre la regulació del complex APC, se sap que és activat per Cdk1 i es manté actiu durant el inici de G1 fins que apareixen les ciclines d’aquesta fase ((King et al., 1996) i revisat a (Morgan, 1997)).
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Fosforilacions activadores i inhibidores del complex Cdk-ciclina: L’altre pas imprescindible per a l’activació de la Cdk és la fosforilació del complex Cdk-ciclina. L’activitat de la Cdk també esta regulada per la fosforilació de residus treonina i tirosina conservats situats en el T-loop. Per a l’activació completa de la Cdk1 es necessària la fosforilació de la treonina T161, en el cas de Cdk4 cal la fosforilació de la T172, i en Cdk2 la T160. Aquestes fosforilacions estan catalitzades pel complex CAK (Cdk-Activating-Kinase, format pel complex Cdk7-ciclinaH-Mat1) i indueixen canvis conformacionals a la pròpia Cdk que afavoreixen la seva unió amb la ciclina i faciliten la interacció amb el substrat ((Jeffrey et al., 1995) i revisat a (Vermeulen et al., 2003)). Però la CAK no és la única cinasa que fosforila les Cdks. Les cinases Wee1 i Myt1 fosforilen la Cdk1 a la tirosina Y15 i/o a la treonina T14 inactivant-la. És necessària la defosforilació d’aquests residus per part de la família de fosfatases Cdc25 i aconseguir així l’activació completa de Cdk1 i la conseqüent progressió al llarg del cicle cel·lular (Lew and Kornbluth, 1996). Si en el mateix complex existeixen fosforilacions activadores (CAK) i inhibidores (Wee1 i Myt1) al mateix temps, el resultat final serà la molècula de Cdk inactiva, serà imprescindible que actui la Cdc25 i elimini les fosforilacions inhibidores per a poder tenir el complex actiu. Unió a proteïnes inhibidores: L’activitat de les Cdks també està regulada mitjançant l’associació a les proteïnes inhibidores de les Cdk, anomenades CKIs (Cdk kinase inhibitors). Aquests inhibidors s’uneixen al monòmer de Cdk o al complex Cdk-ciclina tot inhibint la seva activitat, d’aquesta manera les CKIs aconsegueixen frenar el cicle cel·lular en resposta a senyals intracel·lulars i/o extracel·lulars. S’han descrit dues famílies de proteïnes inhibidores de CDK: la família INK4 i la família Cip/Kip (Sherr and Roberts, 1995;Harper and Elledge, 1996). La família INK4 (Inhibitors of Cdk4) consta de quatre membres: p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c i p19INK4d que inhibeixen específicament les Cdks de la fase G1, Cdk4 i Cdk6. Els membres de la família INK4, formen complexes estables amb el monòmer de Cdk abans que s’uneixi a la subunitat ciclina, d’aquesta manera impedeixen que les Cdks de la fase G1 (Cdk4 i Cdk6) puguin unir-se a la ciclina D per a formar complexes actius (Carnero and Hannon, 1998). En l’estructura cristal·litzada de p16INK4a unida a Cdk6 (Russo et al., 1998;Brotherton et al., 1998) podem observar com no existeix solapament entre el lloc
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d’unió de p16INK4a i el lloc d’unió de la ciclina a la subunitat de Cdk. La unió de p16INK4a bloqueja indirectament la unió de la ciclina ja que causa distorsions en la molècula de Cdk que redueixen l’afinitat de la Cdk tant per a la ciclina com per a l’ATP (revisat en (Pavletich, 1999)). Les senyals que indueixen l’expressió dels membres de la família INK4 encara són poc coneguts. El primer membre descrit d’aquesta família: p16INK4a, s’acumula progressivament amb l’edat cel·lular fet que indica que la seva expressió està induïda per la senescència. Se sap que l’expressió de p15
INK4b

està induïda pel factor

d’inhibició del creixement TGF-β i contribueix a aturar el cicle en fase G1. D’altra banda, p18INK4c i p19INK4d s’expressen principalment durant el desenvolupament embrionari i es relaciona les seves funcions amb la diferenciació cel·lular (revisat a (Sherr and Roberts, 1999)). La família Cip/Kip (Cdk Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein) inclou: p21
Cip1

, p27Kip1 i p57Kip2. Aquests inhibidors actuen sobre els complexes Cdk-ciclina

(Polyak et al., 1994b;Harper et al., 1995;Lee et al., 1995). Els tres membres d’aquesta família s’uneixen a gran varietat de complexes Cdk-ciclina a través del seu domini amino terminal, molt conservat en els tres inhibidors. Són potents inhibidors dels complexes Cdk-ciclina de la fase G1 i G1/S, sobretot de Cdk2-ciclina E i Cdk2-ciclina A, tot i que també inhibeixen en menor nivell els complexes Cdk1-ciclina B (Hengst and Reed, 1998). Així doncs, diferents estudis demostren que la unió als complexes Cdk2 i Cdk1 bloqueja la seva activitat cinasa, en canvi, la funcionalitat de la unió dels inhibidors de la família Cip/Kip al complexes Cdk4-ciclina D o Cdk6-ciclina D no està del tot clara. Estudis primerencs indicaven que la unió de p21Cip1 i p27Kip1 era essencial per a la formació d’aquests complexes induint la seva translocació cap al nucli, la seva acumulació, estabilització i, per tant, la seva activació (Sherr and Roberts, 1999;Cheng et al., 1999b) tot i que en estudis posteriors no està del tot confirmat ja que s’ha vist que l’activació d’aquests complexes és possible en absència de p21Cip1 i p27Kip1 (Sugimoto et al., 2002;Bagui et al., 2003). Tot i així, aquest últim treball citat, suggereix que la unió de p21Cip1 i p27Kip1 és necessària per a l’estabilització dels complexes Cdk4-ciclina D (Bagui et al., 2003). A més, en un estudi recent, James i col·laboradors observen com el paper inhibidor de p27Kip1 unida als complexes Cdk4-ciclina D depèn de l’estat de fosforilació de la pròpia p27Kip1 en dos residus tirosina (Y88 i Y90) situats en el domini d’unió a Cdk. Segons aquest estudi, si les tirosines estan fosforilades, p27Kip1 no pot actuar com a inhibidor tot i estar unida als complexes Cdk4-ciclina D
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(James et al., 2008). Aquest paper dual dels inhibidors de la família Cip/Kip sobre els complexes Cdk-ciclina està àmpliament documentat i l’explicarem amb més detall en apartats posteriors d’aquesta introducció. La proteïna p21Cip1, va ser el primer inhibidor descobert de la família Cip/Kip. Va ser descrit a l’any 1993 per diferents estudis simultàniament (Xiong et al., 1993;ElDeiry et al., 1993;Gu et al., 1993;Harper et al., 1993a;Noda et al., 1994;Dulic et al., 1994). A més d’inhibir els complexes Cdk-ciclina, la proteïna p21Cip1 també inhibeix la síntesi de DNA ja que es capaç d’unir-se i inhibir el PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Waga et al., 1994;Pan et al., 1995). A nivell transcripcional, p21Cip1 està regulada de manera depenent de p53 i forma part de la resposta davant de dany al DNA, sent la responsable d’aturar el cicle cel·lular en fase G1 o G2. Tot i així, existeixen altres mecanismes independents de p53 encarregats de regular els nivells proteics de p21Cip1, com veurem més endavant (El-Deiry et al., 1993;Gartel and Tyner, 1999). A continuació, en l’apartat 2 de la introducció, descriurem amb més detall la proteïna p21Cip1 ja que aquesta tesi es centra en el seu estudi. p27Kip1, va ser el segon membre descrit de la família Cip/Kip (Toyoshima and Hunter, 1994;Polyak et al., 1994a;Polyak et al., 1994b). La proteïna p27Kip1 va ser identificada inicialment com a inhibidor dels complexes Cdk-ciclina en resposta a senyals antimitogènics, com la inducció de TGF-β o la inhibició per contacte, mantenint així els complexes Cdk2-ciclina E inactius. p27Kip1 és, per tant, una de les principals dianes de regulació en front a factors externs de les quals disposa la cèl·lula. p27Kip1 presenta una elevada homologia (44%) amb la regió amino terminal de p21Cip1. Es coneix l’estructura cristal·logràfica del complex Cdk2-ciclina A-p27Kip1 (Russo et al., 1996) que aporta valuosa informació de com p27Kip1 i els altres membres de la família Cip/Kip inhibeixen els complexes Cdk-ciclina. Una regió de l’estructura de p27Kip1 mimetitza l’ATP, fet que ajuda a p27Kip1 a introduir-se dins del centre catalític i bloquejar al mateix temps el lloc d’unió de l’ATP. A més, la unió de p27Kip1 provoca canvis en la forma del centre catalític i nous replegaments al complex, induint la formació d’una nova estructura (revisat a(Pavletich, 1999)). Els nivells de p27Kip1 són elevats en cèl·lules quiescents i disminueixen en resposta a estímuls mitogènics; es mantenen baixos durant la fase G1 i S i augmenten posteriorment quan els mitògens són retirats. La regulació precisa dels nivells de p27Kip1 és gràcies a la perfecta regulació de la seva degradació, que és necessària per a la transició G0/G1. La degradació de p27Kip1 es produeix com a conseqüència de la
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fosforilació del residu T187 per part dels complexes Cdk-ciclina, i un cop p27Kip1està fosforilada es reconeguda per la proteïna SKP2 (Carrano et al., 1999) que jugarà un paper important en l’ubiqüitinització i proteòlisi de p27Kip1. Treballs posteriors indiquen que p27Kip1 , igual que la resta de membres de la família Cip/Kip, no actua només com a regulador del cicle cel·lular, sinó que també exerceix altres funcions dins de la cèl·lula (revisat a (Besson et al., 2008)). A més, es tracta d’un gen supressor de tumors molt vinculat a diversos càncers humans. Finalment, la proteïna p57Kip2, ha estat l’últim membre descrit de d’aquesta família d’inhibidors. S’ha vist que p57Kip2 realitza un paper important en la regulació del cicle cel·lular durant el desenvolupament embrionari i a diferència dels altres membres de la família Cip/Kip, p57Kip2 té un partó d’expressió depenent de teixit tant en l’embrió com en l’adult (Lee et al., 1995;Matsuoka et al., 1995). La regió amino terminal inclou el domini inhibidor de les Cdks, i és una regió molt conservada amb els altres membres de la família Cip/Kip. S’ha comprovat que p57Kip2 pot inhibir els complexes Cdk4-ciclina D, Cdk6-ciclina D, Cdk2-ciclina E, Cdk3-ciclina E i Cdk2-ciclina A in vitro. La disminució dels nivells d’expressió de p57Kip2, s’ha relacionat amb la tumorogènesi, fet que s’ha pogut comprovar en ratolins knockout per a aquest gen. Aquest inhibidor està també molt relacionat amb el tumor de Wilm i amb la síndrome de BeckwithWiedemann, entre d’altres, ja que aquests tipus de tumors humans presenten delecions o reordenacions del gen de p57Kip2. Així doncs, existeixen diferents evidències del paper de p57Kip2 com a supressor de tumors, mentre que de moment no s’ha trobat cap paper de p57Kip2 com a oncogen (revisat en (Besson et al., 2008). D’altra banda, p57Kip2 està també implicada en processos d’apoptosi i diferenciació en diferents teixits. De manera similar a p21Cip1, s’ha descrit que p57Kip2 inhibeix directament la replicació del DNA in vitro i la entrada en fase S in vivo, mitjançant la unió i inhibició de PCNA (Watanabe et al., 1998).

1.5 Els checkpoints de dany al DNA
En front al dany al DNA, les cèl·lules responen principalment amb dos mecanismes. En primer lloc les cèl·lules aturen el cicle cel·lular gràcies als mecanismes de vigilància anomenats checkpoints; però si el dany és persistent, l’única alternativa serà enviar les cèl·lules a la mort cel·lular programada o apoptosi. Els mecanismes de checkpoint comproven constantment l’estat en el que es troba la cèl·lula. Si aquests mecanismes fallen tindria conseqüències perjudicials per a la
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cèl·lula i per a l’organisme, ja que no seria possible corregir els errors els quals s’acumularien en forma d’alteracions genètiques que podrien ser transmeses a les cèl·lules filles o podrien predisposar a la cèl·lula a patir processos tumorals. Tot seguit descriurem alguns conceptes de les principals cascades de senyalització dels checkpoints de la transició G1/S i G2/M. Checkpoint de G1/S: Quan les cèl·lules de mamífer reben dany en el DNA durant la fase G1 del cicle cel·lular s’activa el checkpoint corresponent encarregat de bloquejar l’entrada de les cèl·lules en fase S per tal d’evitar la replicació del DNA amb lesions no reparades. ATM i ATR són cinases claus en la resposta al dany al DNA i activen una cascada de senyalització capaç d’induir la parada en G1 per tal de donar temps a que es pugui reparar el dany acumulat. ATM i ATR poden fosforilar directament a p53 en resposta al dany al DNA i a més, també fosforilen a Chk1 i Chk2 (dues proteïnes transductores del senyal iniciat per ATM i ATR) que també fosforilen a p53 (Siliciano et al., 1997;Agarwal et al., 1998;Bartek and Lukas, 2003). En cèl·lules ciclants, els nivells proteics de p53 són baixos però en resposta al dany al DNA s’indueix una estabilització de la p53 de manera que augmenten els nivells de p53 i també la seva activitat (Levine, 1997). Nivells de p53 elevats dins la cèl·lula estimularan la transcripció de diferents gens entre els quals destaquem a p21 i a mdm2 (revisat a (Agarwal et al., 1998)). La inducció de p21Cip1 resulta en una aturada del cicle cel·lular en G1, gràcies a la inhibició de les Cdks, principalment les Cdks de G1, per part de p21Cip1 i d’aquesta manera la cèl·lula evita la replicació del DNA danyat (revisat en (Ko and Prives, 1996)). La inducció de Mdm2 és una mica més complexa, ja que Mdm2 és el principal regulador negatiu de p53. Mdm2 s’uneix i inhibeix l’activitat transcripcional de p53 i a més, indueix la degradació via proteasoma de p53 facilitant la seva ubiqüitinització, de manera que s’estableix una relació molt estreta entre aquestes dues proteïnes (Oren, 1999). D’una banda, la fosforilació de p53 impedeix la unió amb Mdm2, i d’altra banda, en resposta a alguns tipus de dany cel·lular, com per exemple la radiació ionitzant, ATM i ATR poden fosforilar també a Mdm2 disminuint la capacitat d’unió entre p53 i Mdm2, afavorint una acumulació de p53 (Maya et al., 2001).
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Figura 6: Esquema simplificat de la via principal d’activació en presència de dany al DNA en fase G1 del cicle cel·lular. En resposta al dany al DNA, ATR i ATM fosforilen a p53. Amb la fosforilació de p53 i amb l’ajuda d’altres mecanismes, s’aconsegueix augmentar els nivells proteics de p53 dins la cèl·lula els quals estimularan la transcripció de diversos gens com per exemple el gen que codifica per a p21Cip1.

Si el dany cel·lular és molt elevat i persistent, p53 també és capaç d’induir mort cel·lular i ho fa activant la transcripció d’altres gens com per exemple: Bax, Fas, Apaf1, NOXA (Oda et al., 2000), PUMA (Nakano and Vousden, 2001;Yu et al., 2001) i gens de la via de senyalització d’estrès oxidatiu, que tenen un paper molt important en la cascada de senyalització de l’apoptosi (revisat a (Vermeulen et al., 2003)). Checkpoint de G2/M: Si el dany al DNA té lloc durant la fase S o G2, les cèl·lules són capaces d’iniciar una aturada del cicle cel·lular en presència o absència de p53. El mecanisme principal sobre el qual actuen els mecanismes de checkpoint per evitar l’entrada en mitosi és el manteniment en estat no actiu de la Cdk1 o bé el segrest dels components del complex Cdk1-ciclina B fora del nucli. Aquests mecanismes són portats a terme per les cinases Chk1 i Chk2 les quals s’activen per ATM i ATR en resposta al dany en el DNA. Chk1 i Chk2 són les encarregades de fosforilar a la família de fosfatases Cdc25. Quan Cdc25 està fosforilada, s’inhibeix la seva activitat, no podrà actuar eliminant les fosforilacions inhibidores de Cdk1, i per tant, no podrà activar a Cdk1 i les cèl·lules no podran entrar en mitosi. A més, la fosforilació de Cdc25 promou la unió amb les proteïnes 14-3-3 que la segrestaran fora del nucli, d’aquesta manera s’evita novament
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la activació dels complexes Cdk1-ciclina B nuclears i l’entrada en mitosi (Sanchez et al., 1997;Zeng et al., 1998;Vermeulen et al., 2003). El paper que juga p53 en el checkpoint de G2/S és secundari. Com a resposta al dany en el DNA augmenten els nivells de p53, de la mateixa manera que en el checkpoint G1/S. D’una banda p53 estimularà la transcripció de mdm2 i de p21Cip1, la qual inhibirà el complex Cdk1-ciclina B, tot i que amb menys afinitat que les Cdks d’interfase. D’altra banda estimularà la transcripció de 14-3-3 σ que s’unirà a ciclina B i a Cdc25 fosforilada i les segrestarà fora del nucli. A més, p53 també indueix a Gadd45 que afavoreix la dissociació de complex Cdk1-ciclina B (Hermeking et al., 1997;Taylor and Stark, 2001;Vermeulen et al., 2003).

Dany al DNA Export de ciclina B fora del nucli
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Chk1/Chk2

P Cdk1 P

G2

cicB
inactiu
P
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Export de Cdc25 fora del nucli
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Figura 7: Esquema de les vies cel·lulars activades pel checkpoint de G2/M. Davant del dany al DNA en fase G2, s’activen diferents mecanismes per a evitar l’activació del complex Cdk1-ciclina B i impedir l’entrada en mitosi. El principal mecanisme d’activació del checkpoint de G2/M és la fosforilació inhibidora de Cdc25.
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1.6 Cicle cel·lular i càncer
En malalties com el càncer, apareixen alteracions en el control de la divisió cel·lular que es tradueixen, principalment, amb un augment de la proliferació cel·lular. Les mutacions genètiques causants d’aquestes alteracions poden aparèixer en dues classes de gens: proto-oncogens i els gens supressors de tumors. Els proto-oncogens o oncogens estan relacionats amb les vies que estimulen la proliferació cel·lular i, per tant, mutacions en aquests gens podran promoure el creixement tumoral. D’altra banda, mutacions en els gens supressors de tumors com per exemple pRb i p53, provoquen alteracions en proteïnes que en condicions normals serien capaces d’inhibir la progressió del cicle cel·lular, i que un cop alterades, no poden frenar la divisió cel·lular. En el càncer s’han observat mutacions en diferents gens que codifiquen per a les proteïnes cinasa Cdk, les ciclines, enzims activadors de Cdks, CKI, substrats dels Cdks i proteïnes dels checkpoints (revisat en (Sherr, 1996;McDonald, III and el Deiry, 2000;Vermeulen et al., 2003)). En resum, les alteracions més freqüents en càncers humans són la pèrdua de pRb, la pèrdua de funció de p16INK4a o mutacions en el gen de p53; en canvi, la pèrdua de la funció de les proteïnes de la família Cip/Kip són poc freqüents en els càncers humans (revisat en (Sherr, 1996;Vermeulen et al., 2003)). Mutacions en les proteïnes del checkpoint són freqüents en tots els tipus de càncer. El gen p53 és el gen més freqüentment mutat en els càncers humans i la regulació de p21Cip1 com a resposta al dany al DNA es perd quan p53 està inactiva. En general, els tumors que no tenen alterada la proteïna p53 tenen millor pronòstic i responen millor a les teràpies que els tumors que tenen mutacions en el gen p53 donat el paper dual de p53 en induir aturada del cicle cel·lular o induir apoptosi. D’altra banda, la sobreexpressió de mdm2 també es freqüent en alguns tipus de tumors ja que provoca uns efectes similars als de les mutacions en p53 i per tant permet que les cèl·lules s’escapin del control mediat per p53 (revisat en (Vermeulen et al., 2003)).
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2. LA PROTEÏNA p21

Cip1

La proteïna p21Cip1, va ser el primer inhibidor dels complexes Cdk-ciclina identificat. La identificació de p21Cip1 es va dur a terme de forma independent per diversos estudis amb aproximacions diferents: - Per tal d’identificar possibles reguladors de Cdk2 es va realitzar un estudi de dos híbrids (two-hybrid) a partir del qual es va aïllar el gen humà CIP1 que codificava per a una proteïna de 21 kDa capaç d’immunoprecipitar amb la ciclina A, ciclina D1, ciclina E i Cdk2 (Harper et al., 1993b). Harper i col·laboradors anomenen p21Cip1, a aquest nova proteïna capaç d’unir-se i inhibir l’activitat de diferents complexes Cdkciclina. - Un altre grup, va identificar un gen anomenat WAF1, l’expressió del qual estava induïda de manera directa per p53 i que podia ajudar a p53 en el seu paper com a supressor de tumors. Descriuen que el gen WAF1 es troba localitzat en el cromosoma 6p21.2 i el promotor d’aquest gen conté un lloc d’unió a p53. Observen que la seqüència, estructura i activació de WAF1 per p53 està conservada entre rosegadors i humans i denominen a aquesta nova proteïna p21Waf1 (El-Deiry et al., 1993). - L’estudi de fibroblasts humans en senescència va permetre l’aïllament de cDNAs que codifiquessin per a inhibidors de la síntesi de DNA. Noda i col·laboradors identifiquen un d’aquests cDNAs, sdi1, localitzat en el braç p del cromosoma 6, l’expressió del qual estava induïda durant la senescència. Aquest grup anomena a aquesta proteïna p21sdi1 i suggereix un paper important per a p21sdi1 en el manteniment de la senescència (Noda et al., 1994). - En l’estudi dels mecanismes de regulació de Cdk2, Gu i col·laboradors, identifiquen un nou mecanisme de regulació de l’activitat de Cdk2 en cèl·lules de mamífer. Observen que en fibroblasts humans, els complexes Cdk2-ciclina es troben fortament associats a una proteïna de 20 KDa, que ells anomenen CAP20, i que aquesta associació in vivo de CAP20 inhibeix l’activitat cinasa de Cdk2 (Gu et al., 1993). - L’any 1993, estudis en fibroblasts humans no transformats, van permetre l’aïllament d’uns complexes quaternaris formats per una cinasa, una Cdk, el PCNA i
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una subunitat de pes molecular de 21 kDa no caracteritzada. El mateix grup va observar com la proteïna de 21 kDa, p21, era capaç d’inhibir l’activitat dels complexes Cdk-ciclina i com la sobreexpressió de p21Cip1 inhibia la proliferació en cèl·lules de mamífer. Aquest grup proposa, per primer cop, a la proteïna p21Cip1 com a un inhibidor universal de les Cdks (Xiong et al., 1993). - L’estudi de fibroblasts tractats amb radiacions gamma portat a terme l’any 1994 per Dulic i col·laboradors, mostra com en resposta a aquest tipus d’irradiació, els fibroblasts aturen el cicle cel·lular en fase G1, abans d’entrar en fase S. Tot seguit, observen com aquesta parada del cicle cel·lular es correlaciona amb una manca d’activitat dels complexes Cdk-ciclina formats per Cdk2 i que té lloc de manera depenent de p53. Aquest grup proposa un model funcional on la proteïna p21Cip1/Waf1, descrita anteriorment, és la responsable d’aquesta aturada del cicle en fase G1 com a resposta a les radiacions ionitzants en fibroblasts (Dulic et al., 1994). - Jiang i col·laboradors observen que el gen associat a la diferenciació de melanòcits, mda-6, és idèntic al gen Waf1/Cip1 induït per p53, ja que codifica per a una proteïna de 21 kDa capaç de reprimir l’activitat de les Cdks i d’inhibir el creixement cel·lular. En el mateix estudi demostren com mda-6 (Waf1/Cip1) és un gen que té un paper important en la diferenciació de cèl·lules promielocítiques de leucèmia i que aquest paper és independent de p53 (Jiang et al., 1994). Tots aquests diferents estudis realitzats pràcticament al mateix temps, van aportar molta informació sobre p21, la qual va rebre noms diferents com hem pogut observar; a partir d’aquest moment citarem a aquesta proteïna únicament com a p21Cip1.

2.1 Estructura de p21Cip1
Tal i com hem comentat anteriorment, p21Cip1 pertany a la família de proteïnes Cip/Kip, inhibidores dels complexes Cdk-ciclina. Els tres membres d’aquesta família presenten un elevat grau d’homologia en la seva seqüència, sobretot en l’extrem amino terminal. Com es mostra en la figura 8, és en l’extrem amino terminal, on aquestes proteïnes tenen el domini d’unió a Cdks i a ciclines (Nakanishi et al., 1995;Lin et al., 1996;Russo et al., 1996).
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Figura 8: Esquema dels dominis estructurals de la família Cip/Kip. Els tres membres de la família Cip/Kip, presenten una elevada homologia en l’extrem amino terminal (NT), on es troba situat el domini d’unió i inhibidor dels complexes Cdk-ciclina. En l’extrem carboxi terminal (CT) de la p21Cip1 es troba localitzada la regió d’unió al PCNA. Tant p27Kip1 com p57Kip2, comparteixen regions semblants en el seu extrem CT anomenades dominis QT els quals encara no es coneix la funció. A més, p57Kip2 conté en la meitat de la seva molècula, una regió rica en prolina i un domini acídic, aquestes regions úniques de p57Kip2 podrien indicar funcions de p57Kip2 que no compartiria amb p21Cip1 ni amb p27Kip1. (adaptat de (Nakayama and Nakayama, 1998)).

En un principi, es creia que l’extrem carboxi terminal era el tret que diferenciava els membres d’aquesta família i el responsable de les diferents funcions in vivo de cada un d’ells. En el cas de p21Cip1 es va veure que aquesta regió li permetia unir-se i inhibir el PCNA (Waga et al., 1994;Flores-Rozas et al., 1994); en canvi, la funcionalitat de la regió carboxi terminal no era coneguda per a p27Kip1 ni per p57Kip2. Posteriorment s’ha vist que p57Kip2 també conté, en la regió carboxi terminal, un domini d’unió a PCNA i que, de manera similar a p21Cip1, la unió a PCNA resulta en una inhibició de la replicació del DNA in vitro i de l’entrada en fase S in vivo (Watanabe et al., 1998). Recentment s’han trobat un gran nombre de proteïnes associades als diferents membres de la família Cip/Kip, i totes aquestes noves associacions amplien les funcions on hi poden jugar un paper p21Cip1, p27Kip1 i p57Kip2. Més tard en centrarem en l’ampli ventall de proteïnes d’unió a p21Cip1. El gen humà CDKN1A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A) es troba localitzat en el cromosoma 6p21.2. i genera un trànscrit de 2.1 kb, que codifica per a 164 aminoàcids i que corresponen a la proteïna p21Cip1. El gen CDKN1A conté tres exons de 58, 450 i 1600 pb (El-Deiry et al., 1993;Harper et al., 1993b). La seqüència de la proteïna p21Cip1 humana comparteix un 70% d’homologia amb la p21Cip1 de ratolí i hi destaquen dues regions molt conservades. La primera d’aquestes regions altament conservades, es troba situada entre els aminoàcids 21-60 (95% d’homologia), és una regió rica en cisteïna i que pot formar dits de zenc. La
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segona regió és situa entre els aminoàcids 130-164 (89% d’homologia) i és creu que aquesta regió conté una seqüència de localització nuclear (Gartel et al., 1996b).
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Figura 9: Estructura de gen humà CDKN1A i de la proteïna p21Cip1. En l’esquema s’indiquen els següents dominis de p21Cip1: Cy1 i Cy2, dominis d’unió de les ciclines; Cdk, lloc d’unió de les Cdks; domini d’unió del PCNA; senyal de localització nuclear (NLS) aa 140-142; senyals d’export nuclear (NES) putatives aa 66-83 i 102-119.

Així doncs, és l’extrem amino terminal el que està més conservat entre els diferents membres de la família Cip/Kip, i és en aquest extrem on es situen els dominis d’unió a les diferents Cdks i ciclines. En la proteïna p21Cip1, el domini d’unió a les ciclines es troba entre els aminoàcids A17CRRLFGP24. Aquest domini es coneix com a lloc d’unió a ciclina Cy1 (Chen et al., 1996b), i conté el motiu aminoacídic RXL, que també està present en altres proteïnes que interaccionen amb les ciclines com per exemple p27Kip1, p57Kip2, proteïnes de la família de pRb, el factor de transcripció E2F-1 o la fosfatasa Cdc25 (Adams et al., 1996;Saha et al., 1997). El lloc d’unió de p21Cip1 a la Cdk, situat entre els aminoàcids 53-58 bloqueja la unió de l’ATP a la Cdk (Goubin and Ducommun, 1995;Chen et al., 1996a;Chen et al., 1996b) i impedeix, per tant, l’activitat catalítica de la Cdk, com ja hem explicat en l’apartat dels mecanismes de regulació dels complexes Cdk-ciclina (Russo et al., 1996;Pavletich, 1999). Per tal d’assolir una inhibició òptima de l’activitat del complex Cdk/ciclina es requereix tant la interacció amb la Cdk com amb la ciclina corresponent (Fotedar et al., 1996; Chen et al., 1996b). A més, en l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 és on es troba el domini d’unió a PCNA, comprés entre els aminoàcids 144-151 (Waga et al., 1994;Pan et al., 1995;Warbrick et al., 1995;Chen et al., 1995b). L’any 1996, Gulbis i col·laboradors, van cristal·litzar el PCNA humà acomplexat amb un pèptid de la regió carboxi terminal de
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p21Cip1 i van demostrar així, que la interacció entre aquestes dues proteïnes tenia lloc en diferents punts i amb una relació estequiomètrica de 1:1 (Gulbis et al., 1996). p21Cip1 presenta també un segon lloc d’unió a les ciclines, tot i que més feble que Cy1, i que es troba proper a l’extrem carboxi terminal de la proteïna. Aquest lloc d’unió anomenat Cy2 també conté el motiu RXL i es troba situat entre els aminoàcids R155RL157. Aquest segon lloc d’unió a ciclines no es troba en p27Kip1 ni en p57Kip2 (Chen et al., 1996b). La importància de Cy2 encara és incerta, però el fet que es trobi a prop del lloc d’unió amb el PCNA, insinua un possible paper de PCNA en la regulació de l’activitat de p21Cip1 sobre els complexes Cdk-ciclina. Finalment, cal destacar que l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, presenta una senyal de localització nuclear (NLS) localitzada entre els aminoàcids R140KR142, que permet l’entrada de la proteïna cap al nucli de manera regulada. Mutacions en la senyal NLS, provoquen la retenció de p21Cip1 en el citoplasma, on la capacitat d’aturar el cicle cel·lular es veu reduïda dràsticament (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002). Mitjançant bases de dades, Henderson i col·laboradors, identifiquen una putativa seqüència d’export nuclear (NES) per a p21Cip1 que segueix el patró Lx(1-3)Lx(2-3)LxL localitzada entre els aminoàcids 66-83, tot i que indiquen que és una senyal d’export molt feble (Henderson and Eleftheriou, 2000). Més recentment s’ha identificat un altra NES putativa per a p21Cip1 que segueix el mateix patró que l’anterior i es troba entre els aminoàcids 102-119 (Hwang et al., 2007). Es postula que les dues senyals febles NES es complementarien en una senyal totalment funcional ja que s’ha observat com la disrupció de les dues seqüències NES putatives provoca un bloqueig en la sortida de p21Cip1 cap al citoplasma en resposta a estrès oxidatiu i evita la seva degradació. Per tan, totes dues NES són necessàries per a la correcta translocació i degradació de p21Cip1 (Hwang et al., 2007).

2.2 Proteïnes d’unió a p21

Cip1

A més d’interaccionar amb Cdks, ciclines i PCNA, la proteïna p21Cip1 s’ha vist implicada en moltes altres interaccions específiques amb una gran varietat de proteïnes. Algunes d’aquestes interaccions proteïna-p21Cip1 continuen tenint un paper en la regulació del cicle cel·lular, mentre que altres interaccions suggereixen la implicació de p21Cip1 en noves funcions fins ara desconegudes per a aquesta proteïna (revisat en (Dotto, 2000;Besson et al., 2008)). En la següent figura es mostra un
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esquema de les diferents proteïnes d’unió a p21Cip1 i en la taula 1 s’indica la implicació funcional d’aquestes unions. En apartats següents d’aquesta introducció veurem la importància i implicació en la modulació de la funcionalitat de p21Cip1 causada per les unions més rellevants amb altres proteïnes.
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Figura 10: Esquema de les noves proteïnes d’unió a p21Cip1 on s’indica el domini d’interacció entre les dues proteïnes en els casos coneguts.

Cal destacar que, p21Cip1, igual que les altres proteïnes de la família Cip/Kip, és una proteïna amb molta plasticitat estructural i es considera com a una proteïna desestructurada capaç d’adoptar conformacions terciàries desprès d’unir-se a altres proteïnes (Esteve et al., 2003). Com acabem de veure, p21Cip1 interacciona pel domini carboxi terminal amb diferents proteïnes com: PCNA, CaM i SET, entre d’altres. Gràcies a la plasticitat de p21Cip1 i sobretot del seu domini carboxi terminal, p21Cip1 adopta diferents conformacions terciàries depenent de la proteïna amb la que interaccioni. Per exemple, el domini carboxi terminal de p21Cip1 adopta una estructura estesa quan es troba unit a PCNA o a SET, mentre que si està unit a CaM presenta una estructura en alfa hèlix (Esteve et al., 2003).

28

�INTRODUCCIÓ
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(Taules et al., 1999)

per a unir-se a ciclina B1
Cip1

(McShea et al., 2000) (Timchenko et al., 1996)

regulació dels nivells de p21

regulació de la localització cel·lular de p21

Cip1

(Mitsui et al., 1999)

disminució de l’activitat de CK2 i fosforilació de p21
Cip1

(Gotz et al., 1996)

regulació de la transcripció depenent de c-Myc supressió de la transcripció depenent d’E2F bloquejar l’activitat de p21
Cip1

(Kitaura et al., 2000) (Delavaine and La Thangue, 1999)

sobre l’activitat de la
(Funk et al., 1997)

Cdk augment de l’aturada del cicle cel·lular redueix l’estabilitat de p21
Cip1

(Kearsey et al., 1995)

(Jin et al., 2003)

afavoreix la degradació independent d’ubiqüitina de p21
Cip1

(Chen et al., 2007; Li et al., 2007)

fosforila a p21

Cip1

(Wang et al., 2002)

bloqueja l’activitat de la procaspasa 3 inhibició de l’activitat de SAPK Ubiqüitinització de p21 complex p21
Cip1 Cip1

(Suzuki et al., 1999a) (Shim et al., 1996) (Hwang et al., 2007) (Canela et al., 2003) (Coqueret and Gascan, 2000) (Huang and Chang, 2001) (Ono et al., 2000)

SET STAT3 TK1 TOK1 TSG101 WISp39

/SET inhibeix cdk1-cicilna B

inhibició de la transcripció depenent de STAT3 bloqueja l’associació de p21
Cip1

a Cdk2

augment de la inhibició de cdk2 augment de la inhibició dels complexes cdk-ciclina estabilització de p21
Cip1

(Oh et al., 2002)

(Jascur et al., 2005)

Taula 1: Proteïnes d’unió a p21Cip1.
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Aquesta flexibilitat conformacional suggereix que esdeveniments com ara interaccions amb altres proteïnes o fosforilacions, siguin els encarregats de modificar el plegament de la proteïna i ajudar de donar-li la conformació adient. Aquests canvis conformacionals als que es sotmet p21Cip1 són els que li permeten regular diferents funcions cel·lulars i a més, podrien estar modulant l’habilitat de p21Cip1 d’inhibir els complexes Cdk-ciclina (revisat a (Besson et al., 2008)).

2.3 Funcions de p21

Cip1

p21Cip1 és el membre fundador de la família Cip/Kip, i com a tal, la primera funció amb la que es va relacionar va ser l’aturada del cicle cel·lular. Com acabem de veure, cada cop es descriuen més proteïnes d’unió a p21Cip1, aquest fet insinua que les funcions de p21Cip1 no només estan relacionades amb el seu paper com a regulador del cicle cel·lular, sinó totes aquestes interaccions proteiques fan que p21Cip1 es trobi immersa en moltes altres funcions cel·lulars que fins ara eren desconegudes i inesperades. Diferents treballs descriuen un paper de p21Cip1 en la regulació de l’apoptosi, la senescència, la diferenciació, la migració cel·lular, la replicació del DNA i fins i tot com a cofactor transcripcional. Cal destacar que aquests esdeveniments poden ser dependents o independents de p53 i que totes aquestes funcions, no només depenen de la interacció de p21Cip1 amb altres proteïnes, sinó que també hi juga un paper molt important la localització cel·lular de la p21Cip1 com veurem més endavant (revisat en (Dotto, 2000;Chang et al., 2000b;Roninson, 2002;Coqueret, 2003;Besson et al., 2008)).

2.3.1 p21

Cip1

i el cicle cel·lular

Inhibició dels complexes Cdk-ciclina: Les proteïnes de la família Cip/Kip, i per tant, p21Cip1, van ser caracteritzades inicialment com a proteïnes encarregades d’inhibir el cicle cel·lular mitjançant la unió i inhibició dels complexes Cdk-ciclina. p21Cip1 es va considerar inhibidor universal de les Cdk-ciclines, tot i tenir poca afinitat per a inhibir el complex Cdk1-ciclina B (revisat en (Sherr and Roberts, 1999)). Inicialment, p21Cip1 va ser aïllada formant part de complexes Cdk-ciclina actius (Zhang et al., 1993;Zhang et al., 1994;Harper et al., 1995;La Baer et al., 1997). Sorprenentment, tot i la associació de p21Cip1 a aquests complexes continuava havent
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fosforilació de pRb. Per tal d’explicar aquest fet es va proposar que la inhibició de l’activitat Cdk per p21Cip1 només era possible quan els nivells de p21Cip1 eren prou elevats com per a trobar vàries molècules de p21Cip1 unides al complex Cdk-ciclina i que, per tant, la relació 1:1 no afectaria a l’activitat de la Cdk, de manera que canvis en la estequiometria eren els responsables de la diferent inhibició de p21Cip1 sobre l’activitat Cdk en la transició G1-S (Sherr and Roberts, 1995;Sherr and Roberts, 1999). Estudis posteriors discuteixen que l’efecte inhibitori de la unió de p21Cip1 sobre diferents complexes Cdk-ciclina pot ser diferent i que no depèn exclusivament de l’estequiometria com s’havia postulat anteriorment. Demostren que una sola molècula de p21Cip1 sí que és capaç d’inhibir els complexes formats per Cdk2, però no observen una inhibició significativa dels complexes ciclina D-Cdk4/6 associats a p21Cip1 (Zhang et al., 1994;La Baer et al., 1997;Hengst et al., 1998;Adkins and Lumb, 2000). Aquests resultats porten a un nou model de funcionament on es proposa que ni p21
Cip1

, ni p27Kip1, són capaços d’inhibir els complexes formats per ciclina D (Sherr and

Roberts, 1999). El model proposa que la proliferació cel·lular depèn de l’existència de Cdk2 lliure; segons aquest model, els complexes naixents formats per ciclina D s’unirien i segrestarien a p21Cip1 (o també a p27Kip1) i d’aquesta manera s’aconseguiria deixar els complexes Cdk2-ciclina E lliures fet que permetria l’activitat de Cdk2 al final de la fase G1 i la progressió a través del cicle cel·lular. Per tant, serien els propis complexes ciclina D-Cdk4/6 els encarregats de segrestar a p21Cip1 i a p27Kip1 i d’aquesta manera evitarien la inhibició per part de p21Cip1 i p27Kip1 dels complexes formats per Cdk2 (revisat en (Sherr and Roberts, 1999;Sherr and Roberts, 2004)). Aquest model explicaria els resultats obtinguts en ratolins knockout per a ciclina D1 i D2, els quals presenten una menor activitat de Cdks, possiblement perquè en absència de ciclina D, p21Cip1 s’associaria més fàcilment als complexes formats per Cdk2-ciclina E (Perez-Roger et al., 1999). Un estudi recent, proposa un nou model per a la regulació dels complexes Cdk4ciclina D basat en l’estat de fosforilació de p27Kip1. Aquest model proposa que p27Kip1 unida als complexes Cdk4-ciclina D pot actuar de manera inhibidora o no inhibidora depenent de l’estat de fosforilació de les tirosines Y88 i Y90 situades en el domini d’unió a Cdk. Observen com la p27Kip1 fosforilada de les cèl·lules proliferants no inhibeix els complexes Cdk4-ciclina D a diferència de la p27Kip1 no fosforilada present en les cèl·lules no proliferants (James et al., 2008). Posteriorment es va poder observar com la interacció entre la p27Kip1 no fosforilada i la Cdk4 evitava la fosforilació activadora del T-loop de la Cdk per part de la CAK. En canvi, si la p27Kip1 està
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fosforilada, la CAK pot fosforilar a Cdk4 sense necessitat que es dissociï de p27Kip1 (Ray et al., 2009). De moment, no s’ha descrit cap model similar per a p21Cip1 tot i que podria ser que la seva capacitat inhibidora sobre els complexes Cdk-ciclina també estigués regulada per mecanismes de fosforilació ja que diversos treballs mostren com la fosforilació és una potent eina capaç de regular un gran nombre de funcions p21Cip1. També cal destacar que la forma activa de Cdks només es troba en el nucli, per tant, només les formes nuclears de p21Cip1 poden ser considerades com a inhibidors dels complexes Cdk-ciclina. Però, com veurem més endavant, p21Cip1 també es troba al citoplasma i possiblement també sobre el DNA on podria estar realitzant altres funcions (revisat en (Coqueret, 2003)). Un dels papers proposats per a p21Cip1 en el citoplasma seria el d’ajudar a la ciclina D a unir-se a la Cdk i formar el complex ciclina D-Cdk. p21Cip1 actuaria, per tant, com a factor d’assemblatge entre aquestes dues proteïnes, ja que, per exemple, la pèrdua del gen de p21Cip1 i p27Kip1 en fibroblasts primaris de ratolí perjudica la formació dels complexes Cdk4-ciclina D1 (Cheng et al., 1999a). A més, aquestes cèl·lules no poden transportar eficientment a la ciclina D a dins del nucli. Per tant la p21Cip1 citoplasmàtica no només ajuda a la formació del complex, sinó que també promou la localització nuclear dels complexes formats per ciclina D, ja que la ciclina D no conté cap senyal NLS, i podria ser la pròpia p21Cip1 la que aportés aquest senyal per a permetre el transport cap al nucli del complex sencer. Tot i així, s’ha pogut comprovar que baixos nivells de ciclina D poden entrar al nucli en absència de p21Cip1 i p27Kip1, aquest fer suggereix que el paper de p21Cip1 i p27Kip1 intensifica aquesta entrada. Però p21Cip1, no només intervé en la regulació de l’entrada de ciclina D al nucli, sinó que també juga un paper molt important en la regulació de la seva estabilitat. p21Cip1 bloqueja la interacció entre ciclina D1 i l’exportina CRM1, ja que p21Cip1 tapa la senyal NES de la ciclina D1; aquest fet permet un augment dels nivells de ciclina D1 a l’interior del nucli (Alt et al., 2002). Així doncs, totes aquestes observacions porten a la conclusió que la unió de les proteïnes Cip/Kip als complexes ciclina D-Cdk4, permet l’estabilitat del complex i facilita el seu import cap a nucli, sense inhibir l’activitat de la Cdk associada a la ciclina D (La Baer et al., 1997;Cheng et al., 1999a). Per tant, tot i el primer paper descrit de p21Cip1 com a inhibidor dels complexes Cdk-ciclina en el nucli, posteriorment s’ha pogut comprovar que, quan p21Cip1 es troba al citoplasma, el seu paper és molt
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diferent al esperat, ja que s’encarrega l’augmentar l’associació dels complexes formats per ciclina D i de transportar-los i acumular-los en el nucli.

membrana plasmàtica

citoplasma

nucli
p21Cip1 Cdk 4/6 Cdk 2 cic E cic D

Cdk 4/6 p21Cip1 Cdk 4/6 cic D cic D

progressió del cicle cel·lular

actiu

p21Cip1 p21Cip1 Cdk 4/6 cic E cic D inactiu Cdk 2

aturada del cicle cel·lular

Figura 11: Regulació dels complexes Cdk-ciclina de la fase G1 per p21Cip1. p21Cip1 regula la formació dels complexes Cdk4/6-ciclina D en el citoplasma i els ajuda a entrar en el nucli. Un cop en el nucli, els complexes Cdk4/6-ciclina D segresten a p21Cip1 de tal manera que els complexes formats per Cdk2 estan lliures i actius i permeten la progressió del cicle cel·lular. Un augment dels nivells de p21Cip1 provoca la saturació de complexes Cdk4/6-ciclina D i la unió de molècules de p21Cip1 als complexes Cdk2-ciclina E, inhibint l’activitat cinasa de la Cdk2 i aturant el cicle cel·lular (adaptada de (Coqueret, 2003)).

p21Cip1 no només actua com a inhibidor del cicle cel·lular en fase G1, com acabem de veure (Sherr and Roberts, 1999), sinó que també té un paper com a inhibidor del cicle en la transició G2-M (Bunz et al., 1998;Cayrol et al., 1998;Taylor and Stark, 2001;Wendt et al., 2005), tot i que com ja hem comentat en altres apartats d’aquesta introducció, la principal via activa en el checkpoint de G2/M és la via encarregada de fosforilar a Cdc25 i inhibir la seva activitat, d’aquesta manera s’evita l’activació del complex Cdk1-ciclina B i la entrada en mitosi. Tot i així, existeixen diferents evidències del paper de p21Cip1 en l’aturada del cicle cel·lular en fase G2/M (revisat a (Taylor and Stark, 2001)). p21Cip1 està present en la cèl·lula durant la fase G1, els seus nivells decauen durant la fase S i tornen a augmentar durant la fase G2 (Dulic et al., 1998). Durant les fases G2 i mitosi, p21Cip1 s’acumula en el nucli on també es pot associar als complexes Cdk-ciclina A i Cdkciclina B i pot provocar una aturada transitòria del cicle cel·lular. La trobada d’una menor acumulació de ciclina B1 en el nucli en MEFs p21Cip1-/- indica que potser p21Cip1 podria regular també la localització nuclear de ciclina B1 i per tant, podria regular l’activitat del complex Cdk1-ciclina B (Dulic et al., 1998).
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D’altra banda, diferents treballs mostren com per tal que hi hagi una aturada del cicle cel·lular després del dany al DNA en fase S o G2 és necessària l’activació transcripcional de p21Cip1. Per exemple, experiments amb cèl·lules HCT116 deficients en del gen de p21Cip1 exposades a radiació ionitzant demostren com aquestes cèl·lules no poden aturar correctament el cicle cel·lular en fase G2 desprès de ser sotmeses al dany, de manera similar a experiments realitzats en cèl·lules HCT116 deficients en p53. Tot i així, la mancança de p53 o p21Cip1 en aquestes cèl·lules danyades no impedeix la progressió cap a la mitosi que acabarà en citocinesi aberrant (Bunz et al., 1998). Es proposen quatre mecanismes mitjançant els quals p21Cip1 participa en la inhibició de l’activitat de Cdc2 (Cdk1) i provoca l’aturada del cicle cel·lular en fase G2 (revisat en (Taylor and Stark, 2001)). En primer lloc, p21Cip1 inhibeix l’activitat de les CdKs mitjançant la unió directa als complexes Cdk-cilcina com ja hem comentat anteriorment. En alguns estudis, p21Cip1 immunoprecipita amb ciclina B1 en cèl·lules que sobreexpressen p53 o p21Cip1 (Medema et al., 1998;Taylor et al., 1999). D’altra banda, estudis in vitro mostren com p21Cip1 pot inhibir a Cdk1, tot i que p21Cip1 és menys eficient en la inhibició de Cdk1 que en la inhibició d’altres Cdks (Harper et al., 1995). Tot i així, p21Cip1 podria estar inhibint el complex Cdk1-ciclina B en presència de dany al DNA, en aquest cas, es creu que serien necessaris uns nivells elevats de p21Cip1 per inhibir eficientment aquest complex. Experiments en Xenopus proposen un segon mecanisme mitjançant el qual p21Cip1 podria inhibir a Cdk1. Aquests experiments suggereixen que és necessària la presència de Cdk2 activa per a generar Cdc2 (Cdk1 en humans) activa i per tant, quan p21Cip1 inhibeix a Cdk2 estaria provocant una disminució de l’activitat de Cdc2. Tot i aquestes evidències, el mecanisme mitjançant el qual Cdk2 activa Cdc2 en Xenopus és desconegut i també es desconeix l’existència d’un mecanisme similar en mamífers (Guadagno and Newport, 1996). El tercer mecanisme proposa que la sobreexpressió de p21Cip1 interfereix amb la fosforilació activadora de CAK sobre Cdk1 en cèl·lules U2OS. Així doncs, es proposa que la unió de p21Cip1 a Cdk1 bloqueja l’accés de CAK i evita l’activació de Cdk1 fet que provoca una aturada del cicle en fase G2 (Hitomi et al., 1998;Smits et al., 2000). Finalment, el quart mecanisme està basat en la unió de p21Cip1 a PCNA. L’expressió d’un mutant de p21Cip1 que s’uneix a PCNA però no a les Cdks és capaç d’aturar les cèl·lules de càncer colorectal DLD1 en G2; en canvi, l’expressió d’un mutant de p21Cip1 que s’uneix a les Cdks però no a PCNA no provoca aturada del cicle cel·lular en G2 (Cayrol et al., 1998). Aquests resultats suggereixen que quan p21Cip1 inhibeix el PCNA durant el procés de síntesi del DNA estaria causant dany al DNA durant la fase S que portaria a la inhibició de Cdk1 i a la parada del cicle en G2. Així
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doncs, tots aquests mecanismes, demostren com p21Cip1 participa en la parada del cicle en fase G2 depenent del context cel·lular. Inhibició del PCNA: Posteriorment, es va demostrar que p21Cip1 també pot modular la progressió del cicle cel·lular independentment de la unió a ciclines i Cdks mitjançant la inhibició dels components de la maquinària de replicació del DNA. Aquest fet és possible ja que la seqüència de p21Cip1 conté dos dominis separats responsables de la inhibició de Cdks i del PCNA de manera independent (Luo et al., 1995; Goubin and Ducommun, 1995; Pan et al., 1995; Chen et al., 1995b; Waga et al., 1994). A més, la unió de p21Cip1 a PCNA no afecta a la inhibició dels complexes Cdk-ciclina units a p21Cip1 (Zhang et al., 1994). Els primers indicis de la possible interacció entre p21Cip1 i PCNA van sorgir a partir dels aïllaments en cèl·lules proliferants de complexes quaternaris, formats per una Cdk, una ciclina, p21Cip1 i PCNA (Xiong et al., 1992; Zhang et al., 1993). En estudis posteriors, es va demostrar que p21Cip1 i PCNA podien unir-se directament (Waga et al., 1994;Flores-Rozas et al., 1994), així com també ho poden fer PCNA i Cdk2 (Koundrioukoff et al., 2000). El fet d’unir-se a PCNA era un dels trets diferencials de la regió carboxi terminal de p21Cip1 respecte a la resta de proteïnes de la família Cip/Kip; posteriorment es va veure que p57Kip2 també s’unia a PCNA per l’extrem carboxi terminal (Watanabe et al., 1998). El PCNA és una proteïna que embolcalla la doble hèlix de DNA i funciona com a una anella ajudant al desplaçament de la DNA polimerasa δ i ε. El PCNA facilita la càrrega de la polimerasa a sobre les cadenes de DNA, i ajuda a la processivitat i al correcte funcionament d’aquestes DNA polimerases durant la replicació del DNA (Stillman, 1994;Kelman and Hurwitz, 1998). A més del paper en la replicació del DNA, el PCNA també actua en diferents formes de reparació del DNA, com per exemple en la reparació per escissió de nucleòtids (NER) (Shivji et al., 1992; Nichols and Sancar, 1992). Diferents treballs proposen que aquests dos papers funcionals del PCNA, en la replicació i en la reparació del DNA, estan regulats per la interacció del PCNA amb proteïnes específiques i diferents per a cada una d’aquestes funcions (revisat a (Dotto, 2000)). PCNA s’uneix a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, entre els aminoàcids 144151 (Goubin and Ducommun, 1995;Warbrick et al., 1995;Chen et al., 1995b) i aquesta unió bloqueja l’activitat del PCNA com a cofactor de la DNA polimerasa δ, inhibint així
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l’elongació de les cadenes de DNA i la progressió del cicle cel·lular (Waga et al., 1994;Flores-Rozas et al., 1994). Cayrol i col·laboradors observen que l’expressió de p21Cip1 en cèl·lules de càncer de colon humà deficients en p53, permet la inhibició de la síntesi de DNA i provoca una aturada del cicle cel·lular en fase G1 i fase G2 de manera depenent de PCNA. Afegeixen que aquests resultats també s’observen si es sobreexpressa un mutant de p21Cip1 que no pot unir Cdks, de manera que aquest efecte és independent de la unió de p21Cip1 als complexes Cdk-ciclina. Aquests resultats demostren un cop més que p21Cip1 pot inhibir la progressió del cicle cel·lular per dos mecanismes independents (Cayrol et al., 1998). Com hem vist, la unió de p21Cip1 al PCNA pot inhibir la replicació del DNA, en canvi, el paper de PCNA en la reparació del DNA (NER) no es veu afectat per la unió a p21Cip1 (Shivji et al., 1994;Li et al., 1994). Tot i que estudis posteriors van suggerir que p21Cip1 pot inhibir la NER en condicions específiques (Pan et al., 1995;Cooper et al., 1999). També cal destacar que la unió de p21Cip1 al PCNA no afecta a la càrrega del PCNA sobre el DNA ni a la mobilitat del PCNA per sobre les cadenes de DNA (Podust et al., 1995). La diferent modulació de la p21Cip1 sobre les funcions del PCNA, pot ser deguda a que p21Cip1 competeixi amb altres proteïnes per a unir-se al PCNA i que aquestes altres proteïnes ajudin al PCNA en alguna de les seves funcions. Per exemple, el lloc d’unió de p21Cip1 al PCNA es superposa al lloc d’unió de PCNA amb altres proteïnes que intervenen en el metabolisme del DNA com per exemple, Fen 1 (essencial per a la replicació del DNA en els fragments d’Okazaki) (Li et al., 1995;Wu et al., 1996) o la DNA metil-transferasa MCMT (Chuang et al., 1997) . Així doncs, la competència entre aquests enzims i p21Cip1 podria explicar el perquè la unió de p21Cip1 a PCNA inhibeix la funció replicativa i no la funció de reparació. En el cas de MCMT, si p21Cip1 trenca la unió entre PCNA i MCMT, p21Cip1 podria estar regulant els nivells de metilació del DNA durant la replicació i possiblement també durant la reparació del DNA (Chuang et al., 1997). Estudis més recents, mostren com la unió al PCNA pot ser modulada per fosforilacions reversibles de la p21Cip1 en el seu extrem carboxi terminal (Scott et al., 2000;Scott et al., 2002). Fosforilacions en la T145 per PKB/Akt, S146 per PKCζ o S160 per PKC de la p21Cip1, disminueixen l’afinitat de la unió entre p21Cip1 i PCNA (revisat a (Child and Mann, 2006)). Com veurem tot seguit, existeixen altres proteïnes com: (HPV)-16 E7, c-Myc i GADD45 que també modulen la unió entre p21Cip1 i PCNA ja que competeixen amb el PCNA per a unir-se a p21Cip1.
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Proteïnes d’unió a p21Cip1 implicades en la regulació del cicle: Com hem vist a l’apartat de proteïnes d’unió a p21Cip1, algunes d’aquestes proteïnes també estan implicades en la regulació del cicle cel·lular i modulen l’activitat de p21Cip1 sobre els complexes Cdk-ciclina, ja sigui augmentant o disminuint el potencial d’inhibició de p21Cip1, ja que formen complexes quaternaris que poden alterar la conformació de p21Cip1. Tot seguit explicarem algunes d’aquestes proteïnes amb més detall:  L’oncoproteïna del virus del papil·loma humà (HPV)-16 E7, s’uneix a p21Cip1 i anul·la la funció de p21Cip1 com a inhibidor dels complexes Cdk-ciclina, especialment dels complexes formats per Cdk2. A més, E7 també inhibeix la capacitat de p21Cip1 de bloquejar la síntesi de DNA depenent de PCNA, ja que E7 competeix amb el PCNA per a unir-se a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1. En canvi, E7 no trenca l’associació de p21Cip1 amb els complexes Cdk-ciclina tot i que si que afecta a la inhibició d’aquests complexes depenent de p21Cip1 (Funk et al., 1997;Jones et al., 1997). Una possibilitat que explicaria aquest fenomen és que la unió de p21Cip1 als complexes Cdk-ciclina és, per si sola, insuficient per a inhibir l’activitat de les Cdks i que és necessària alguna altra regió de p21Cip1 ara distorsionada degut a la unió amb E7. Aquest mateix comportament de p21Cip1 s’ha pogut observar en estudis amb la p21Cip1 mutada en un sol aminoàcid (aa94) (Balbin et al., 1996).  Estudis en el nostre laboratori, van demostrar que la proteïna SET també pot associar-se a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, i no interfereix amb la unió de p21Cip1 als complexes Cdk-ciclina. Sorprenentment, la unió de SET a p21Cip1 provoca la reversió de la inhibició del complex Cdk2-ciclina E i un augment de la inhibició del complex Cdk1-ciclina B (Estanyol et al., 1999;Canela et al., 2003). Podria ser, igual que amb el cas de E7, que la unió de SET a p21Cip1 provoqui canvis conformacionals que no afecten a la unió de p21Cip1 amb els complexes Cdk-ciclina, però si que modulen la seva activitat.  La proteïna CARB (CIP-1-Associated Regulator of Cyclin B1) també s’uneix a l’extrem C-terminal de p21Cip1. Aquesta proteïna es troba associada preferentment al centrosoma i als pols del fus mitòtic, tot i que en absència de p21Cip1, també s’associa a la ciclina B1. Sembla que la unió entre CARB i p21Cip1
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afavoriria l’alliberament de la ciclina B1 i d’aquesta manera s’estaria afavorint la progressió a través de la fase M del cicle cel·lular (McShea et al., 2000).  El factor de transcripció c-Myc regula un gran nombre de gens relacionats amb el cicle cel·lular. Més endavant veurem la importància de la unió entre p21Cip1 i cMyc en la regulació transcripcional. Cal destacar que c-Myc s’uneix a p21Cip1 per la mateixa regió que PCNA, d’aquesta manera, quan C-Myc s’uneix a p21Cip1, aconsegueix rescatar parcialment l’activitat del PCNA i la síntesi del DNA (Kitaura et al., 2000).  Com ja s’ha vist extensament al llarg de la introducció, la fosforilació de pRb pels complexes Cdk-ciclina permet l’alliberament del factor de transcripció E2F i la progressió pel cicle cel·lular. D’una banda, p21Cip1 controla l’activitat dels complexes Cdk-ciclina, d’aquesta manera pot actuar indirectament sobre l’activitat transcripcional d’E2F i influir en la progressió del cicle cel·lular. D’altra banda, p21Cip1 es pot unir a E2F de manera directa facilitant així la regulació de l’activitat d’E2F de manera independent de pRb. A més, s’ha pogut comprovar que p21Cip1 també pot regular la transcripció in vitro (Delavaine and La Thangue, 1999).  La proteïna induïda com a resposta al dany al DNA, GADD45, és una proteïna nuclear implicada en l’aturada de la proliferació, l’apoptosi i la estabilitat del DNA. GADD45 pot interaccionar amb p21Cip1 i també amb PCNA a través de regions diferents. La seva implicació en la regulació del cicle cel·lular és deguda a la competència que s’estableix entre p21Cip1 i GADD45 per a unir-se al PCNA, afectant així a la regulació de l’activitat del PCNA per p21Cip1 (Kearsey et al., 1995;Chen et al., 1995a).  La timidina cinasa 1, TK1, és un enzim que participa en la formació de dTTPs. p21Cip1 interacciona directament amb la TK1 a través del domini carboxi terminal. Aquesta interacció entre p21Cip1 i TK1 afecta a l’activitat de p21Cip1 ja que bloqueja l’associació entre p21Cip1 i Cdk2; d’aquesta manera, TK1 interfereix en la regulació del cicle cel·lular per part de p21Cip1 (Huang and Chang, 2001).  La proteïna TOK1α (p21 and Cdk-associated protein-1) s’uneix de manera directa a la regió c-terminal de p21Cip1 i té un patró d’expressió similar al de p21Cip1 al llarg del cicle cel·lular. TOK1α també pot unir-se a la forma activa de Cdk2 i ho fa via la unió a p21Cip1, formant així un complex ternari. D’aquesta
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manera, TOK1α augmenta l’efecte inhibidor de p21Cip1 sobre l’activitat cinasa de Cdk2 (Ono et al., 2000). En general, podrem definir a p21Cip1 com un potent inhibidor dels complexes Cdkciclina, tot i que totes aquestes evidències recents fan visible que el potencial inhibidor de p21Cip1 depèn del context cel·lular ja que es pot veure regulat per interaccions amb altres proteïnes.

2.3.2 Paper de p21

Cip1

en l’apoptosi

Existeix gran controvèrsia sobre el paper de p21Cip1 en la regulació de l’apoptosi. Un gran nombre de treballs suggereixen que p21Cip1 realitza un paper antiapoptòtic, mentre que altres treballs posicionen a aquesta proteïna com a proapoptòtica. Per tal que una cèl·lula pugui desencadenar un programa d’apoptosi, cal un seguit d’esdeveniments complexes i seqüencials que es poden resumir en tres passos: iniciació, execució i degradació, els quals són portats a terme per diferents proteïnes, on destacarem la família de les caspases com a proteïnes executores d’aquest programa de mort cel·lular. La iniciació de l’apoptosi pot donar-se per dues vies diferents: la via extrínseca, on l’activació de les caspases s’inicia com a resposta a l’activació de receptors de mort de la superfície cel·lular mitjançant lligands específics; o be la via intrínseca, on senyals intracel·lulars varien la permeabilitat de la membrana mitocondrial provocant l’alliberament de molècules que activaran les caspases (revisat a (Budihardjo et al., 1999)). És interessant recordar que p21Cip1 s’ha trobat associada i controlant algunes d’aquestes proteïnes reguladores de l’apoptosi com veurem més endavant. La p21Cip1 podria estar involucrada en la modulació de l’apoptosi a tres nivells diferents: 1. En determinades situacions, l’expressió de les ciclines, l’activació de les Cdks i el trànsit a través del cicle cel·lular és un pas necessari per a l’activació de les caspases i l’apoptosi. La possibilitat que els efectes antiapoptòtics de p21Cip1 siguin causats per la inhibició dels complexes Cdk-ciclina es reforça pel fet que s’observen efectes similars als de la p21Cip1 quan únicament s’expressen mutants dominants negatius de les Cdks que impedeixen l’activació del programa d’apoptosi (Meikrantz and Schlegel, 1996;Levkau et al., 1998;Harvey et al., 2000).
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2. La p21Cip1 també podria protegir a les cèl·lules de l’apoptosi ja que pot actuar sobre molècules específiques involucrades directament en el procés apoptòtic, com són les caspases 8 i 10, la caspasa 3, la SAPK o la ASK1 (cadascuna d’aquestes interaccions serà explicada a continuació). L’associació de p21Cip1 a aquestes proteïnes podria veure’s afectada per la localització cel·lular de la pròpia p21Cip1. De fet, p21Cip1 és per ella mateixa un substrat de les caspases i com a conseqüència del tall depenent de caspasa, p21Cip1 perd el seu extrem carboxi terminal, que conté la senyal NLS, provocant una localització citoplasmàtica de p21Cip1. El tall de p21Cip1 afecta a la parada del cicle cel·lular, ja que p21Cip1 perd la seva capacitat d’unir-se a PCNA i de localitzar-se al nucli, i com a conseqüència tampoc podrà inhibir els complexes Cdk-ciclina (Levkau et al., 1998;Gervais et al., 1998;Zhang et al., 1999). 3. Finalment, la p21Cip1 actuaria de manera indirecta sobre l’apoptosi ja que s’ha vist que un augment en l’expressió de p21Cip1 pot induir gens que codifiquen per a proteïnes amb activitat antiapoptòtica (Chang et al., 2000b). A continuació descriurem alguns d’aquests processos on l’acció de p21Cip1 modula l’apoptosi i la relació entre p21Cip1 i algunes de les proteïnes d’unió relacionades amb aquest procés. Com hem indicat anteriorment, les caspases són proteïnes efectores de l’apoptosi, i la seva activació és necessària per a desencadenar la mort cel·lular programada. S’han identificat unes 10 caspases diferents, entre les quals, la caspasa 3 juga un paper important en la via extrínseca de l’apoptosi mitjançada per Fas (Budihardjo et al., 1999). La caspasa 3 es troba en el citoplasma en forma de proenzim (procaspasa 3) i s’activa per proteòlisi després de l’estimulació de Fas. p21Cip1 ha estat descrita com un inactivador de la caspasa 3 gràcies a la capacitat que té per associarse al precursor procaspasa 3 (Suzuki et al., 1998). Aquesta unió entre el domini amino terminal de p21Cip1 i la procaspasa 3 impedeix l’activació de la caspasa 3, ja que queda emmascarat el lloc de tall necessari per a la seva activació i d’aquesta manera, s’aconsegueix protegir a les cèl·lules davant de l’apoptosi induïda per Fas. Sembla ser que les mitocòndries estarien implicades en la formació del complex procaspasa 3p21Cip1, i que l’ATP i la proteïna cinasa PKA (protein kinase A) també serien importants, ja que la cinasa PKA fosforila a p21Cip1, possiblement en les serines 2 i/o 15, i que és aquesta p21Cip1 fosforilada la que s’uneix a la procaspasa 3 (Suzuki et al., 1999b;Suzuki et al., 2000). D’altra banda, si la caspasa 3 ja està activada, la p21Cip1 no s’hi pot unir i p21Cip1 es converteix en un substrat de la caspasa 3 (Levkau et al.,
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1998;Gervais et al., 1998;Zhang et al., 1999). S’ha pogut observar que el producte truncat de p21Cip1 resultant del tall per caspasa 3 no és capaç d’aturar el cicle cel·lular ni d’inhibir l’apoptosi (Zhang et al., 1999). La subfamília de cinases SAPKs (stress-activated protein kinases), que són molt semblants a les cinases de la família JNKs, s’activen en resposta a una gran varietat d’estrès cel·lular, incloent el dany al DNA, tractaments amb TNF-α o el xoc tèrmic. Les cinases SAPKs fosforilen factors de transcripció importants per a l’activació de les vies senyalitzadores d’estrès cel·lular. És interessant ressaltar que p21Cip1 s’ha trobat unida directament a SAPK. La unió entre p21Cip1 i SAPK té lloc a través de l’extrem amino terminal de p21Cip1 (aminoàcids 1-84), i no només inhibeix l’activitat catalítica intrínseca de SAPK, sinó que també bloqueja la seva fosforilació i la seva activació. D’aquesta manera, mitjançant la unió a SAPK, p21Cip1 participa directament en la regulació de les vies activades per l’estrès cel·lular com per exemple el dany al DNA (Shim et al., 1996). Asada i col·laboradors observen com p21Cip1 pot actuar també per sobre de les cinases que acabem de mencionar, unint-se i inhibint a la cinasa ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). Durant la diferenciació de monòcits, p21Cip1 adquireix una localització citoplasmàtica i és aquesta p21Cip1 citoplasmàtica la que s’associa a ASK1 amb la conseqüent inhibició de la seva activitat i de la cascada de senyalització de les MAPK, proporcionant a les cèl·lules un fenotip de resistència a l’apoptosi (Asada et al., 1999). Existeix un gran nombre de treballs on analitzen detalladament la implicació de p21
Cip1

en l’apoptosi en uns tipus cel·lulars específics i sota uns estímuls apoptòtics

determinats. Els diferents estudis arriben a conclusions a vegades contraposades sobre el paper de p21Cip1 en l’apoptosi (pro-apoptòtica o anti-apoptòtica) i de si aquesta funció de p21Cip1 és dependent o independent de p53 (revisat en (Gartel and Tyner, 2002;Liu et al., 2003;Gartel, 2005)). Un dels models cel·lulars on millor s’ha estudiat el paper de p21Cip1 en l’apoptosi, és en la línia cel·lular de càncer de colon HCT116 i en la seva línia derivada HCT116 p21-/-, on p21Cip1 ha estat mutada per recombinació homòloga (Waldman et al., 1995). La controvèrsia que gira entorn al paper de p21Cip1 en l’apoptosi s’ampliarà en la discussió d’aquesta tesi.
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2.3.3 p21

i senescència

p21Cip1 també ha estat relacionada amb la senescència. La inducció de p21Cip1 és essencial per a la sortida del cicle cel·lular no només com a resposta temporal davant el dany al DNA, sinó també és essencial per a produir una aturada permanent associada a la senescència o a la diferenciació terminal de diferents tipus cel·lulars (revisat a (Roninson, 2002)). Si recordem, un dels primers estudis on es va descriure p21Cip1 pretenia trobar gens els quals la seva expressió s’induïa en cèl·lules senescents (Noda et al., 1994). Noda i col·laboradors, estudiaven aquests gens en cultius de fibroblasts humans senescents i van comprovar com un dels gens sdi (senescent cell-derived inhibitors) s’expressava entre 10 i 20 vegades més en cèl·lules senescents comparat amb cèl·lules joves. Van poder observar com l’expressió d’aquest gen sdi, sdi1, augmentava en paral·lel al fenotip cel·lular senescent i a la pèrdua de proliferació cel·lular (Noda et al., 1994). Posteriorment es va poder comprovar com aquest gen sdi1, localitzat al braç p del cromosoma 6, codificava per a p21Cip1. Altres estudis també proposen una regulació de la senescència per part de p21
Cip1

. Per exemple, Dulic i col·laboradors van observar que en cèl·lules senescents

hi havia una acumulació de complexes Cdk2-ciclina E i Cdk2-ciclina D1 inactius, probablement units a p21Cip1 (Dulic et al., 1993). A més, la sobreexpressió de p21Cip1 sota un promotor induïble en línies cel·lulars humanes, indueix l’aturada del cicle cel·lular i un fenotip senescent. En aquestes línies cel·lulars, l’expressió de p21Cip1 inhibeix gens implicats en la mitosi, la replicació del DNA i la reparació i, en canvi, indueix gens associats a senescència i gens implicats en malalties d’edat avançada com l’arteriosclerosi i l’Alzheimer (Chang et al., 2000b). S’ha pogut observar com l’expressió de p21Cip1 o de p16INK4a és suficient per a induir la senescència en diferents línies immortals de fibroblasts humans (Vogt et al., 1998).

2.3.4 p21

Cip1

i la diferenciació cel·lular

A més de les funcions ja descrites per a p21Cip1, també s’ha vist que aquesta proteïna juga un paper complex en la diferenciació, ja que la sortida del cicle cel·lular és indispensable per a la diferenciació terminal d’alguns tipus cel·lulars. Existeix un gran nombre de treballs que demostren que l’expressió de p21Cip1 augmenta durant la diferenciació en diverses línies cel·lulars.

42

�INTRODUCCIÓ

La inducció de p21Cip1 s’ha observat durant els processos de diferenciació en cèl·lules hematopoiètiques (Jiang et al., 1994;Steinman et al., 1994), en múscul esquelètic (Parker et al., 1995)) i en mioblasts en cultiu on l’expressió de p21Cip1 precedeix a la dels marcadors musculars (Halevy et al., 1995) entre d’altres (revisat en (Sherr and Roberts, 1995;Gartel, 2006)). L’expressió de p21Cip1 també s’indueix en la diferenciació terminal d’alguns tipus cel·lulars com les cèl·lules mielomonocítiques cap a monòcits (Asada et al., 1999). L’estimulació per TNF-α, indueix la diferenciació de cèl·lules sanguínies perifèriques mononuclears cap a osteoclasts mitjançant la inducció de p21Cip1 (Kwak et al., 2005). En alguns d’aquests casos la p21Cip1 és induïda de manera independent de p53 (Parker et al., 1995), mentre que en altres la seva inducció si que depèn de p53. Curiosament, han aparegut alguns treballs que correlacionen el paper de p21Cip1 en la diferenciació amb una localització citoplasmàtica de la proteïna. Per exemple, la diferenciació monocítica es troba lligada a la translocació o retenció de p21Cip1 en el citoplasma (Asada et al., 1999). La translocació de p21Cip1 del nucli cap al citoplasma correlaciona amb una conversió dels miofibroblasts pancreàtics cap a fibroblasts (Manapov et al., 2005). En la diferenciació neuronal també trobem que l’expressió de p21Cip1 al citoplasma contribueix en el procés de desenvolupament de les neurones nounates, en aquest cas inhibint l’activitat Rho cinasa, com veurem en el següent apartat (Tanaka et al., 2002). És interessant estudiar en quins mecanismes està intervenint la p21Cip1 citoplasmàtica per tal d’influir sobre la diferenciació, tal i com hem comentat anteriorment, en alguns casos es creu que tindria una influència directa sobre l’apoptosi. Tot i aquestes evidències on es mostra una inducció de p21Cip1 durant el procés de diferenciació, cal destacar que el paper de p21Cip1 en la diferenciació cel·lular aixeca polèmica, ja que la seva funció no està del tot clara. Actualment es considera que p21Cip1 té un paper dual com a inductor i inhibidor de la diferenciació depenent del tipus cel·lular i de l’estadi específic de diferenciació (revisat a (Gartel, 2006)). Per exemple, p21Cip1 juga un paper positiu en els primers estadis de la diferenciació de queratinòcits, mentre que té un paper negatiu en les fases terminals d’aquesta diferenciació (Missero et al., 1996;Di Cunto et al., 1998). A més, és necessària la baixada de l’expressió de p21Cip1 en la diferenciació dels osteoblasts ja que la seva presència inhibeix aquesta diferenciació (Bellosta et al., 2003). Un altre exemple molt evident d’aquesta dualitat és el protagonitzat per Steinman i

43

�INTRODUCCIÓ

col·laboradors, ja que van ser un dels primers a descriure el paper de p21Cip1 com a inductor de la diferenciació en cèl·lules hematopoiètiques (Steinman et al., 1994) mentre que actualment han descrit que realitza el paper oposat actuant com a inhibidor de la diferenciació cap a cèl·lules mieloides (Ghanem and Steinman, 2006). Dins de tota aquesta polèmica, és interessant destacar l’estudi de diferenciació en cèl·lules de leucèmia humanes totipotents realitzat per Muñoz-Alonso i col·laboradors. En aquest model cel·lular, l’expressió condicional de p21Cip1 o de p27Kip1 provoca l’aturada de la proliferació i estimula a les cèl·lules cap a la diferenciació. La sobreexpressió de p21Cip1 promou la diferenciació d’aquestes cèl·lules cap a megacariòcits, mentre que p27Kip1 promou la diferenciació cap a eritròcits. Aquest model cel·lular posa de manifest que tot i que p21Cip1 i p27Kip1 tenen funcions redundants, també posseeixen funcions biològiques exclusives (Munoz-Alonso et al., 2005). Tots aquests treballs obren encara més preguntes sobre el rol de p21Cip1 en la diferenciació. Els mecanismes específics de perquè en un tipus cel·lular p21Cip1 actua com a inhibidor de la diferenciació mentre que en altres tipus cel·lulars la indueix, són desconeguts. És per això que calen més evidències per tal de poder entendre com la p21Cip1 modula la diferenciació.

2.3.5 Paper de p21

Cip1

en la migració i el citoesquelet

Estudis en llevats van suggerir una possible funció de les proteïnes Cip/Kip en la regulació del citoesquelet i la mobilitat cel·lular, que posteriorment es va comprovar que també succeïa en cèl·lules de mamífer. En cèl·lules de mamífer, la dinàmica del citoesquelet està regulada per la família de les Rho GTPases d’on se’n coneixen 20 membres. Rho i el seu efector Rho-cinasa (ROCK) juguen un paper molt important en la regulació de la formació de fibres d’estrès, els contactes focals i la contractibilitat de les fibres del citosquelet d’actina i miosina (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Les proteïnes de la família Cip/Kip inhibeixen la via de senyalització de Rho/ROCK a diferents nivells, afectant a l’organització del citoesquelet i a la mobilitat cel·lular (revisat (Besson et al., 2004)). D’altra banda, Rho també és capaç de regular els nivells de p21Cip1 i p27Kip1, creant així un feedback negatiu entre aquestes proteïnes (revisat a (Coqueret, 2003;Besson et al., 2008)). La importància d’aquesta xarxa de relacions entre els inhibidors de Cdks i la via de senyalització de Rho mostra uns
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mecanismes bàsics de coordinació entre les funcions del citoesquelet i la divisió cel·lular, que són necessaris per al correcte funcionament d’aquests. Centrant-nos en la p21Cip1, diferents estudis indiquen que la p21Cip1

citoplasmàtica pot unir-se i inhibir a ROCK1 i modular l’organització del citoesquelet d’actina (Tanaka et al., 2002;Lee and Helfman, 2004). La inhibició de ROCK per p21Cip1, promou l’extensió de neurites en cèl·lules de neuroblastoma i en neurones hipocampals (Tanaka et al., 2002). A més, la inhibició de ROCK per p21Cip1 també pot jugar un paper clau durant la progressió tumoral augmentant la mobilitat cel·lular. En cèl·lules NIH3T3 transformades per Ras, els nivells de p21Cip1 citoplasmàtics són elevats, i és en el citoplasma on p21Cip1 inhibeix l’activitat de ROCK i provoca la pèrdua de les fibres d’estrès d’actina (Lee and Helfman, 2004). Aquests estudis suggereixen que la localització de p21Cip1 en el citoplasma en cèl·lules transformades contribueix no només a favor de la proliferació cel·lular, sinó també a un increment de la mobilitat cel·lular contribuint a un fenotip invasiu i a la metàstasi.

nucli

citoplasma

Rho

p21Cip1

p21Cip1

ROCK1,2

Cdk cic

LIMK

cofilina

fibres d’estrès i adhesions focals

Figura 12: Esquema de la regulació de la via de Rho i del citoesquelet per part de la p21Cip1 citoplasmàtica. El paper de Rho és crucial per a la correcta organització del citoesquelet. Rho modela el citoesquelet d’actina i els microtúbuls a través de l’activació del seu efector ROCK1 i 2, el qual activa a la proteïna cinasa LIMK. LIMK és la encarregada de fosforilar i inhibir el factor despolaritzador d’actina cofilina, aconseguint un augment en la polimerització d’actina i una estabilització de les fibres d’estrès. Quan p21Cip1 es localitza en el citoplasma pot inhibir els efectors de Rho (ROCK1 i 2) i modular d’aquesta manera l’organització del citoesquelet d’actina (adaptada de (Besson et al., 2004)).
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2.3.6 p21

com a regulador transcripcional

Diferents estudis suggereixen que les proteïnes Cip/Kip podrien funcionar com a cofactors transcripcionals. En models on p21Cip1 s’acobla artificialment al DNA, s’ha vist que pot actuar com a un repressor transcripcional (Delavaine and La Thangue, 1999). Aquests models permeten construir una hipòtesi molt interessant on es suggereix que les formes nuclears de p21Cip1 no actuen només com a inhibidors dels complexes Cdk-ciclina, sinó que simultàniament inhibeixen la transcripció de gens implicats en el creixement cel·lular i en la resposta a mitògens; d’aquesta manera p21Cip1 actua des de diversos angles per a poder regular el cicle cel·lular i inhibir-lo de manera més eficient. S’ha vist que p21Cip1 regula l’activitat d’alguns factors de transcripció com NF-κB, STAT3, c-Myc, E2F i el receptor d’estrògens (Coqueret and Gascan, 2000;Perkins, 2002;Coqueret, 2003;Fritah et al., 2005;Besson et al., 2008) i l’expressió de p21Cip1 inhibeix diferents gens implicats en la progressió del cicle cel·lular com els gens que codifiquen per a la DNA polimerasa α, la topoisomerasa II, la ciclina B1 i la Cdk1, impedint així una segregació cromosòmica inapropiada després del dany al DNA (Chang et al., 2000a;Chang et al., 2000b). A més, p21Cip1 estimula la transactivació de la histona acetilasa CBP/p300 (Snowden et al., 2000;Gregory et al., 2002) i aquesta modulació de l’activitat de CBP/p300 podria indicar que p21Cip1 actuaria com un regulador global dels promotors depenent de CBP mitjançant la regulació de l’activitat de CBP o el contacte de CBP amb les RNA polimerases. El significat biològic d’aquestes interaccions encara no és del tot conegut, per exemple p21Cip1, mitjançant l’associació a E2F1, actuaria com a repressor transcripcional sobre Wnt4 i Cdc25A, prevenint el desenvolupament de tumors després del dany al DNA (Devgan et al., 2005;Vigneron et al., 2006). Com ja hem comentat en l’apartat 2.3.1, la proteïna p21Cip1 pot unir-se directament a la regió amino terminal d’E2F, aquesta unió li permet la regulació de l’activitat transcripcional d’E2F de manera independent de pRb i Cdk-ciclina (Delavaine and La Thangue, 1999). Estudis recents mostren que p21Cip1 també pot unir-se a l’extrem amino terminal de c-Myc i interfereix amb la formació dels complexes c-MycMax, inhibint la transcripció depenent de c-Myc (Kitaura et al., 2000). Al mateix temps, com hem comentat abans, la unió entre c-Myc i p21Cip1 modula la capacitat d’inhibir la síntesi de DNA per part de p21Cip1 ja que c-Myc competeix amb el PCNA per a unir-se al domini carboxi terminal de p21Cip1. Kitaura i col·laboradors, proposen que el balanç
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de la inactivació recíproca entre c-Myc i p21Cip1 pot determinar processos cel·lulars com la proliferació, la diferenciació i l’apoptosi (Kitaura et al., 2000). p21Cip1 també interacciona directament amb els factors de transcripció STAT3 i n’inhibeix la seva activitat, tot i que el domini d’interacció entre aquestes dues proteïnes encara és desconegut. Els factors STAT són proteïnes citoplasmàtiques que en resposta a l’estimulació dels receptors de citoquines transloquen al nucli i activen la transcripció de gens diana específics. Aquesta interacció obre les portes a un nou paper de p21Cip, on s’insinua que p21Cip1 podria estar també implicada en la regulació de diferents cascades de senyalització intracel·lular (Coqueret and Gascan, 2000). Tots aquests exemples, fan pensar que l’activitat transcripcional de la p21Cip1 nuclear, i de les altres proteïnes Cip/Kip, podria estar relacionada amb la inhibició o la retroalimentació negativa de gens implicats en la progressió del cicle cel·lular. La funció transcripcional de p21Cip1 és probablement independent de l’activitat sobre els complexes Cdk-ciclina i l’aturada del cicle cel·lular, aquesta nova funció de p21Cip1 pot funcionar com a mecanisme paral·lel per tal d’aconseguir una parada del cicle més eficient.

2.4 Regulació dels nivells de p21
Transcripció:

Cip1

: transcripció i degradació

Els nivells de p21Cip1 són baixos en cèl·lules quiescents, però augmenten ràpidament quan les cèl·lules són estimulades amb factors de creixement a l’inici de la fase G1, posteriorment la seva expressió comença a decréixer a mesura que les cèl·lules avancen per la fase G1. Existeixen diferents senyals que regulen els nivells i l’activitat de p21Cip1, la seva expressió està controlada a nivell transcripcional per mecanismes dependents i independents de p53. Tot i així, el paper de p21Cip1 més descrit i documentat és el seu paper en la via de p53. p21Cip1 està regulada transcripcionalment de manera directa per p53, la qual s’indueix en resposta a dany en el DNA com ja hem explicat anteriorment (El-Deiry et al., 1993;El Deiry et al., 1994). Recentment, s’ha observat que p53 indueix la transcripció de nous trànscrits de p21Cip1 en cèl·lules humanes. L’existència d’aquests trànscrits alterns mostra la complexitat del gen de p21Cip1 i obre nous camins d’investigació (Radhakrishnan et al., 2005).
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Tot i que la p53 és el principal factor de transcripció de p21Cip1, l’expressió de p21Cip1 és normal en embrions i en teixits de ratolins deficients de p53. Aquest fet insinua que un augment dels nivells de p21Cip1 pot ser el resultat d’altres mecanismes transcripcionals independents de p53. Tot i així, encara que la p53 no sigui indispensable en la inducció de la transcripció de p21Cip1, la irradiació en ratolins normals o p53-/-, suggereix que la regulació de p21Cip1 depenent de p53 si que és crítica en resposta al dany al DNA (Dulic et al., 1994;Macleod et al., 1995). L’expressió de p21Cip1 també és elevada en alguns teixits durant el desenvolupament o en la sortida del cicle cel·lular. En el cas de la diferenciació terminal, la inducció de p21Cip1 és independent de p53. En cèl·lules tractades amb alguns factors de creixement o amb determinats agents de diferenciació s’activa la transcripció de p21Cip1 per mecanismes independents de p53 (revisat a (Gartel and Tyner, 1999); (Liu et al., 2003)). Així doncs, l’expressió de p21Cip1 pot ser induïda per sèrum, àcid retinoic, vitamina D3 i els factors de creixement: NGF, EGF, TGF-β, PDGF, IGF i FGF. Un gran nombre de factors de transcripció, incloent STATs, E2Fs, AP1, AP2, Sp1/Sp3, BRCA1, Smads, C/EBPα, C/EBPβ i bHLH estimulen la transcripció de p21Cip1 a través d’elements cis en el promotor de p21Cip1 (revisat en (Gartel and Tyner, 1999;Liu et al., 2003)). Per contra, també s’han identificat altres factors que reprimeixen els nivells basals de transcripció, com c-Myc i HBP1 (Gartel et al., 1998;Gartel et al., 2001;Gartel and Radhakrishnan, 2005). HBP1 (HMG-box protein-1), és una proteïna d’unió a pRB que pot reprimir el promotor de p21Cip1 i inhibir la inducció de l’expressió de p21Cip1 per E2F, per tant, l’acció de E2F i HBP1 sobre el aquest promotor tindria efectes oposats (Gartel et al., 1998). La repressió de la transcripció per part de c-Myc sembla ser indirecta, tot i que està del tot clar el seu mecanisme d’acció. D’una banda c-Myc pot unir-se i inhibir l’activitat del factor de transcripció Sp1/Sp3, que com hem dit anteriorment indueix la transcripció de p21Cip1 i d’altra banda podria estar interferint en l’activació de la transcripció per part de Miz-1 (Gartel et al., 2001;Gartel and Radhakrishnan, 2005). Amb tot això, la repressió del promotor de p21Cip1 per part de cMyc, podria estar contribuint a l’habilitat de c-Myc per a promoure la proliferació cel·lular. A més, algunes vies de senyalització també modulen la transcripció de p21Cip1, com és l’exemple de l’oncogen Ras. Ras provoca la senescència prematura en
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fibroblasts primaris acompanyada d’una acumulació de p53, p21Cip1 i p16Ink4a (Serrano et al., 1997). Aquesta inducció de p21Cip1 per Ras i p53 requereix dels llocs d’unió a Sp1 (Kivinen et al., 1999). Altres treballs mostren un paper antagonista de Myc sobre la inducció de p21Cip1 mitjançada per Ras, aquests efectes són independents de Miz-1 però dependents de Sp1 (Vaque et al., 2005). Amb tots aquests elements reguladors del promotor de p21Cip1, i d’altres que no hem mencionat, es demostra que p21Cip1 és capaç d’actuar com a sensor cel·lular i d’integrar un gran nombre de senyals tant extra com intracel·lulars, que afectaran als nivells proteics de p21Cip1 per a poder finalment conduir la cèl·lula cap a proliferació o aturada del cicle cel·lular. Patrons d’expressió: En la majoria de teixits ratolí, ja sigui durant el desenvolupament o en l’animal adult, l’expressió de p21Cip1 és independent de p53 (Macleod et al., 1995;Parker et al., 1995). Tot i així, la majoria dels teixits requereixen de p53 per a induir els nivells de p21Cip1 en resposta al dany al DNA, com per exemple després d’irradiar l’animal amb radiacions γ. Aquests resultats mostren com l’expressió de p21Cip1 en els teixits normals no és depenent de p53, mentre que la inducció de p21Cip1 després del dany al DNA requereix de p53. A més, l’expressió de p21Cip1 té un paper fonamental en la sortida del cicle cel·lular cap a estadis terminals de la diferenciació (Macleod et al., 1995) i cap a la senescència (Noda et al., 1994;Brown et al., 1997). Així doncs, en l’animal adult, l’expressió de p21Cip1 es troba principalment en teixits diferenciats i en teixits amb un recanvi cel·lular elevat com la pell o el tracte gastrointestinal (Huppi et al., 1994;Macleod et al., 1995;Gartel et al., 1996a). D’altra banda, la sobreexpressió de p21Cip1 indueix l’expressió de gens responsables de malalties associades amb la edat com per exemple la enfermetat d’Alzheirmer (Chang et al., 2000b). Degradació: p21Cip1 és una proteïna inestable, amb una vida mitja al voltant de 30 minuts. La principal via de degradació de p21Cip1 és la via del proteasoma, ja sigui de manera dependent o independent d’ubiqüitina (Sheaff et al., 2000;Touitou et al., 2001;Bloom et al., 2003;Bendjennat et al., 2003;Lee et al., 2006). Bornstein i col·laboradors, van observar la implicació del complex de la SCFSkp2 ubiqüitina lligasa en la degradació de p21Cip1 en la fase S (Bornstein et al., 2003), en un procés similar al de la degradació de p27Kip1. És el complex Cdk2-ciclina E el que s’encarrega de fosforilar a p21Cip1 en la serina 130 al mateix temps que es forma un
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complex trimèric (Cdk2-ciclina E- p21Cip1) necessari per al reconeixement de la ubiqüitina lligasa SCFSkp2. A diferència de p27 Kip1, la fosforilació de p21Cip1 estimula la seva ubiqüitinització però no és absolutament necessària per a aquest procés (Bornstein et al., 2003;Wang et al., 2005). Fins i tot, s’ha pogut observar la interacció directa entre p21Cip1 i SCFSkp2 en cèl·lules tractades amb H2O2 (Hwang et al., 2007). Més recentment, altres E3-ubiqüitina lligases també han estat implicades en la degradació de p21Cip1 de manera dependent d’ubiqüitina com per exemple p53RFP (p53-inducible RING-finger protein) (Ng et al., 2003) i CRL4Cdt2 (Abbas et al., 2008). En el cas de CRL4Cdt2, la seva activitat és dependent de la interacció de p21Cip1 amb PCNA. Finalment, l’acció de SCFSkp2 i CRL4Cdt2 és redundant ja que totes dues promouen la degradació de p21Cip1 durant la fase S del cicle cel·lular, en absència de dany. D’altra banda, tot i que p21Cip1 pugui ser ubiqüitinitzada, aquest pas no és imprescindible per a la seva degradació per proteasoma (Sheaff et al., 2000), ja que la construcció de mutants de p21Cip1 que no es podien ubiqüitinitzar in vivo també són sensibles a l’activitat del proteasoma. Aquest fet es podria explicar per la capacitat d’unió directa de l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 amb la subunitat C8 del proteasoma 20S, ja que aquesta unió condueix a p21Cip1 a una ràpida degradació independent d’ubiqüitina (Touitou et al., 2001). Treballs posteriors demostren que la unió de p21Cip1 amb PA28γ, una subunitat activadora del proteasoma 20S, facilita la degradació de p21Cip1 de manera independent d’ubiqüitina (Chen et al., 2007;Li et al., 2007). En canvi, altres treballs es contraposen a aquests descobriments ja que descriuen que la cadena d’ubiqüitina a l’extrem amino terminal és crítica per a fer de p21Cip1 un substrat del proteasoma i per tant, en aquest cas, la proteòlisi de p21Cip1 sí que requereix d’ubiqüitinització (Bloom et al., 2003). Altres fosforilacions, com veurem en el següent apartat d’aquesta introducció, també poden modular els nivells de p21Cip1, com per exemple la fosforilació en el residu serina 114 per part de la GSK-3β (glycogen synthase kinase 3β), (Lee et al., 2007). Però no només la fosforilació de p21Cip1 pot regular l’estabilitat de la proteïna, ja que interaccions amb altres proteïnes i canvis en la localització cel·lular també poden influenciar en la seva estabilitat. Per exemple, la unió a Cdks incrementa la degradació via proteasoma de p21Cip1; en canvi, la unió a PCNA protegeix a p21Cip1 de la degradació (Cayrol and Ducommun, 1998;Rousseau et al., 1999). La ciclina D també interfereix en la degradació proteasomal de p21Cip1, ja que competeix amb la subunitat C8 per a unir-se a p21Cip1 i d’aquesta manera pot impedir la seva degradació (Coleman et al., 2003). Una altra proteïna d’unió a p21Cip1, TSG101, també és capaç de regular
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l’estabilitat de p21Cip1 ja que podria interferir en la unió de p21Cip1 amb C8 i prevenir la degradació de p21Cip1 independent d’ubiqüitina. A més, TSG101 és una proteïna amb efectes sobre la diferenciació cel·lular dels queratinòcits i podria ser que p21Cip1 actués de mitjancera en aquestes funcions (Oh et al., 2002). Treballs més recents identifiquen una nova proteïna WISp39 que estabilitza la p21Cip1 i preveu la degradació de p21Cip1 via proteasoma. WISp39 juntament amb Hsp90, s’uneix a l’extrem amino terminal de p21Cip1 i impedeix la seva ubiqüitinització. Així doncs, aquest complex format per WISP39 i Hsp90 regula l’estabilitat de la proteïna (Jascur et al., 2005). Una altra regulació interessant dels nivells de p21Cip1, s’estableix entre p21Cip1 i el factor de transcripció C/EBP-α. El factor de transcripció C/EBP-α està relacionat amb el control del creixement cel·lular i la diferenciació. S’han observat nivells elevats de C/EBP-α en hepatòcits quiescents i en adipòcits diferenciats. D’una banda, C/EBP-α activa el promotor de p21Cip1; d’altra banda, la unió directa entre C/EBP-α i p21Cip1 indueix la pròpia estabilització de p21Cip1 i per tant ajuda a la inhibició de la proliferació (Timchenko et al., 1996;Timchenko et al., 1997).

transcripció
Dany al DNA i estrès oxidatiu: p53 Altres factors de transcripció: STATs, E2Fs, AP2, C/EBPα, C/EBPβ, NF-κB Altres supressors de tumors: BRCA1, TGF-β, Wnt-1 PCNA

E3-Ubiqüitina lligases: SCFSkp2, p53RFP, CRL4Cdt2
WISp39

Degradació via proteasoma

Idependent d’Ubiqüitina: C8
Ciclina D TSG101

p21Cip1

Fosforilacions: GSK-3β (S114) E2F, STAT3, c-Myc C/EBP-α

Proteïnes d’unió i funcionalitat

Parada de replicació

Cdks/ciclina

ASK1, SAPK procaspasa 3 anti-apoptosi

regulació de la transcripció

Aturada fase G1/ Aturada fase S/ senescència apoptosi

Figura 13: Esquema de la regulació dels nivells de p21Cip1 i d’algunes de les seves
principals funcions.
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2.5 Modificacions post-traduccionals de p21

Cip1

: la fosforilació

Com acabem de veure, la fosforilació de p21Cip1 pot regular l’estabilitat de la proteïna però no només això, ja que la fosforilació també pot afectar a la interacció de p21Cip1 amb altres proteïnes i pot modular la seva localització subcel·lular. Els treballs en el camp de la fosforilació de p21Cip1 són relativament recents, en els últims anys s’han identificat un gran nombre de residus de p21Cip1 que pateixen aquest tipus de modificació i que obren un gran ventall de possibilitats per a la modulació de p21Cip1. Com es pot observar en la figura 12, molts d’aquests residus fosforilables es troben situats en l’extrem carboxi terminal de la proteïna; regió on es troba situat el domini d’unió a PCNA i la senyal NLS, que podran ser modulats per les fosforilacions adjacents. Precisament, en el nostre laboratori es va realitzar un dels primers estudis de la fosforilació de p21Cip1, on s’observa com la p21Cip1 present en els complexes Cdk2ciclina A era fosforilada in vitro per la pròpia Cdk2 del complex (Jaumot et al., 1997). El fet de que una CKI sigui substrat de la seva diana Cdk va ser descrit paral·lelament en el cas de la p27Kip1 (Vlach et al., 1997;Sheaff et al., 1997), i en els dos casos, aquesta fosforilació semblava estar relacionada amb l’estabilitat de la proteïna, afavorint la seva degradació i per tant, la progressió del cicle cel·lular.
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Figura 14: Esquema de l’estructura de p21Cip1 i dels residus fosforilables descrits fins al moment amb les principals cinases que els fosforilen.
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Fins aquest moment, s’han descrit diferents cinases responsables de la fosforilació de p21Cip1, aquestes cinases són: Akt (PKB), PKA, PKC, Pim-1K, GSK3β, Cdks, JNK/p38, Mirk/Dyrk1B i la CK2. A continuació revisarem quins residus fosforilen cada una d’aquestes cinases i quins efectes tenen sobre la p21Cip1. En primer lloc, s’ha descrit que la cinasa CK2 pot fosforilar a p21Cip1 in vitro, a més, és interessant recordar que CK2 és una de les proteïnes d’unió a p21Cip1. Tot i així, encara es desconeix el residu diana de la fosforilació i la funcionalitat d’aquesta fosforilació (Romero-Oliva and Allende, 2001). S2/S15: Com es pot observar en la figura 12, l’extrem amino terminal de la proteïna no presenta gaires residus modificats per la fosforilació. Tot i això, l’estudi portat a terme per Suzuki i col·laboradors proposa la fosforilació de les serines S2 i S15 de la p21Cip1 per part de la cinasa PKA (protein kinase A) (Suzuki et al., 2000). Segons aquest estudi, p21Cip1 és substrat de PKA, al mateix temps que aquesta cinasa regula la formació del complex procaspasa 3-p21Cip1. Una possible explicació d’aquests resultats seria la fosforilació del domini d’unió a procaspasa 3 per part de PKA, és dins d’aquest domini on es troben situades les S2 i S15, que per tant són candidates a ser fosforilades. Així doncs, la fosforilació d’aquestes dues serines per PKA afavorirà la formació del complex procaspasa 3-p21Cip1 i aquest fet tindrà implicacions en la resistència a l’apoptosi iniciada per Fas (Suzuki et al., 2000). T57/S114: La cinasa GSK3β (glycogen synthase kinase 3), també pot fosforilar a p21Cip1 en dos residus diferents: la treonina 57 (Rossig et al., 2002) i la serina 114 (Lee et al., 2007). És possible que la fosforilació en el residu T57 tingui implicacions amb la unió i regulació de p21Cip1 als complexes Cdk-ciclina, ja que aquest residu està situat dins de la regió d’unió a les Cdks (revisat a (Child and Mann, 2006)). Pel que fa a la fosforilació de la S114, s’ha relacionat amb una regulació a la baixa dels nivells de p21Cip1, ja que aquesta fosforilació afavoreix la degradació de p21Cip1 via proteasoma (Lee et al., 2007). Rossig i col·laboradors també observen com la sobreexpressió de GSK3β, provoca una disminució dels nivells de p21Cip1 indicant que l’activació d’aquesta cinasa desencadena la degradació de p21Cip1 (Rossig et al., 2002), tot i que aquest tipus d’experiment no permet descartar si el residu implicat és la T57 o la S114.

53

�INTRODUCCIÓ

S130: Tal i com hem dit abans, va ser en el nostre laboratori on es va veure per primer cop que la p21Cip1 era fosforilada pel complex Cdk2-ciclina A, però es desconeixia quin era el residu diana d’aquesta fosforilació (Jaumot et al., 1997). Altres estudis també van demostrar la fosforilació in vitro de p21Cip1 per part del complex Cdk2-ciclina A (Hengst et al., 1998). Posteriorment, es va identificar la fosforilació in vitro del residu S130 pel complex Cdk2-ciclina E (Zhu et al., 2005). Aquesta fosforilació permetria la degradació de p21Cip1 ja que com acabem de veure en l’apartat de la degradació de p21Cip1, la fosforilació de la S130 afavoriria el reconeixement de p21Cip1 per part del complex de la SCFSkp2 ubiqüitina lligasa (Bornstein et al., 2003). Més recentment, s’ha pogut observar que la Cdk6 també pot fosforilar aquest residu (Jarviluoma et al., 2006); en aquest treball, la p21Cip1 fosforilada en la S130 no presenta canvis en l’estabilitat ni alteració de la seva localització. D’altra banda, el residu S130 també pot ser fosforilat in vivo per les cinases JNK1 i p38α (Kim et al., 2002), les quals s’activen sota condicions d’estrès i desencadenen una resposta apoptòtica. Sembla ser que la fosforilació de la S130 per aquestes dues cinases, augmenta l’estabilitat de la p21Cip1 (Kim et al., 2002). El fet que la fosforilació d’aquest residu no indueixi un canvi de localització de p21Cip1 (Jarviluoma et al., 2006) i que l’efecte principal de l’activació de la via JNK1/p38 sigui modulació de la transcripció, suggereix que la fosforilació en la S130 pot estar regulant l’activitat transcripcional de p21Cip1 en el nucli (revisat en (Child and Mann, 2006)) T145: La treonina 145 és el residu fosforilable més ben caracteritzat de la p21Cip1. La cinasa encarregada de fosforilar la T145 és Akt, o també coneguda com PKB (protein kinase B) (Zhou et al., 2001;Li et al., 2002), una serina/treonina cinasa relacionada amb la regulació de la proliferació i de la supervivència cel·lular i que actua per sota de la PI3K. Una altra serina/treonina cinasa, la PKA, també pot fosforilar in vitro el residu T145 de p21Cip1 (Scott et al., 2000;Zhou et al., 2001). Igual que la fosforilació dels residus S2 i S15 de p21Cip1 per PKA, es probable que la fosforilació de la T145 també estigui relacionada amb una major resistència a l’apoptosi. Finalment, la T145 també pot ser fosforilada in vitro i in vivo per la cinasa Pim-1K, que és també una serina/treonina cinasa i a més, és una proteïna d’unió a p21Cip1. Aquesta fosforilació regula la distribució subcel·lular de p21Cip1, ja que al ser fosforilada per Pim-1K, p21Cip1 transloca cap al citoplasma (Wang et al., 2002).
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En termes generals, la fosforilació de la T145 de p21Cip1 comporta dos canvis per a la proteïna. En primer lloc, p21Cip1 perd la seva habilitat d’unir-se a PCNA ja que el residu T145 està dins de la pròpia seqüència d’unió a PCNA (Rossig et al., 2001;Zhou et al., 2001). La segona conseqüència de la fosforilació en el residu T145, és la relocalització de p21Cip1 del nucli cap al citoplasma (Zhou et al., 2001), tot i que en aquest cas no tots els treballs hi estan d’acord (Rossig et al., 2001). Una possible explicació d’aquesta relocalització de p21Cip1 del nucli al citoplasma, seria el fet que el residu T145 està situat molt proper a la senyal NLS de p21Cip1 i podria interferir amb el reconeixement de la senyal NLS per part de les importines, com ja s’ha descrit en altres casos (Harreman et al., 2004). La relocalització de p21Cip1 al citoplasma és un fet molt interessant ja que exposa a p21Cip1 davant de diferents proteïnes d’unió (com hem vist a la taula 1) i això li permet una modulació d’altres funcions cel·lulars (com ja hem pogut veure en altres apartats d’aquesta introducció i com discutirem més àmpliament en la discussió d’aquesta tesi). S146: La fosforilació de la serina 146 adjacent a la T145 també ha estat documentada. S’ha observat que Akt pot fosforilar a la S146 in vitro i in vivo, tot i que aquesta cinasa té preferència per a fosforilar la T145 (Li et al., 2002). Aquesta fosforilació augmenta significativament l’estabilitat de p21Cip1. Però és la cinasa PKC (protein kinase C) qui fosforila preferentment la S146 en dues de les seves isoformes PKCη (Kashiwagi et al., 2000) i PKCζ (Scott et al., 2002). Scott i col·laboradors proposen que la fosforilació de la S146 per Akt és indirecta i és realment PKCζ l’encarregada de fosforilar aquest residu, ja que aquesta cinasa actua per sota d’Akt. En aquest cas, la fosforilació de la S146 augmenta la inestabilitat de p21Cip1 i, igual que en el cas de la T145, redueix la unió entre p21Cip1 i PCNA (Scott et al., 2002). S153: Durant la realització d’aquesta tesi, va aparèixer la primera evidència de la fosforilació del residu serina 153 de la p21Cip1, per part de la cinasa Mirk/Dyrk1B durant la diferenciació de mioblasts (Mercer et al., 2005). Mercer i col·laboradors proposen una localització de p21Cip1 al citoplasma i un augment de la supervivència cel·lular com a principal paper d’aquesta fosforilació. Els resultats d’aquest treball es van publicar paral·lelament a les observacions d’aquesta tesi, és per aquest motiu que ampliarem els efectes de la fosforilació del residu S153 en l’apartat de discussió.
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S160: La cinasa PKC és també la responsable de fosforilar aquest residu, a més de fosforilar la S146 com ja hem vist anteriorment (Scott et al., 2000). El residu S160 també es troba situat en l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, proper a la regió d’unió del PCNA, la fosforilació d’aquest residu comporta, igual que en el cas de la T145 i la S146, una disminució de la unió entre aquestes dues proteïnes.

2.6 p21

Cip1

knockouts i càncer

Inicialment, p21Cip1, p27Kip1 i p57Kip2 van ser considerades proteïnes supressores de tumors degut al seu paper com a inhibidors de la proliferació cel·lular. Estudis posteriors van mostrar que la situació no era tan simple ja cada cop hi ha més evidències que indiquen que les proteïnes de la família Cip/Kip tenen un paper important en altres funcions cel·lulars com per exemple la transcripció, l’apoptosi o la migració cel·lular entre d’altres, i per tant tindrien un paper com a oncogens depenent del context cel·lular. En el cas de p21Cip1, s’ha vist que aquest paper dual com a supressora de tumors o com a oncogen va lligat a canvis en la localització cel·lular d’aquesta proteïna. Malgrat el gran nombre de funcions que pot regular p21Cip1, no es tracta d’una proteïna essencial per a la viabilitat cel·lular com ho demostra el fet que ratolins knockout de p21Cip1 són viables (Deng et al., 1995;Brugarolas et al., 1995). Inicialment es va suggerir que els ratolins knockout de p21Cip1 tenien un desenvolupament normal i sense desenvolupar tumors fins als 7 mesos d’edat (Deng et al., 1995;Brugarolas et al., 1995). Estudis posteriors indiquen que aquests ratolins són més susceptibles a generar tumors espontanis en una mitjana d’edat de 16 mesos, mentre que els ratolins control no ho fan fins passats dos anys (Martin-Caballero et al., 2001), senyalant la importància d’aquest gen com a supressor de tumors. Cal destacar que els estudis realitzats amb MEFs (fibroblasts embrionaris de ratolí) deficients en p21Cip1, provinents d’aquests animals knockout, veuen compromesa la seva habilitat d’aturar-se en G1 en resposta al dany al DNA i senyalen, per tant, un paper essencial de p21Cip1 en la inducció de la parada del cicle cel·lular (Deng et al., 1995;Brugarolas et al., 1995). Estudis clínics d’anàlisi de tumors humans porten també a conclusions oposades. Tot i ser clau en la regulació del cicle cel·lular, les mutacions que inactiven el gen
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cdkn1a són poc freqüents, igual que en el cas de p27Kip1, i algunes d’elles afecten principalment a la activitat de p21Cip1 com a inhibidor de Cdks; en canvi, mutacions en altres proteïnes supressores de tumors com p53 i p16INK4a, les quals actuen en les mateixes vies de checkpoint que p21Cip1, si que es troben mutades freqüentment en diversos tipus de càncer (revisat a (Shiohara et al., 1997;Roninson, 2002)). De fet, com hem comentat anteriorment, el gen p53 és el gen mes freqüentment mutat en els càncers humans. D’una banda, la pèrdua de p21Cip1 és sinònim de progressió tumoral i mal diagnòstic en alguns tipus de càncer com s’ha pogut observar en càncers colorectals i cervicals, entre d’altres; d’altra banda, la sobreexpressió o la localització citoplasmàtica de p21Cip1 és un marcador de mal pronòstic i d’agressivitat tumoral en carcinomes de pàncrees, pit, pròstata, ovari, cèrvix i en glioblastomes (Biankin et al., 2001;Roninson, 2002). Altres estudis arriben a la conclusió que tant uns nivells de p21Cip1 baixos com alts són marcadors de mal pronòstic, mentre que nivells moderats de p21Cip1 comportarien diagnòstics més favorables. En base a aquestes observacions, sembla que la exclusió de p21Cip1 fora del nucli comporta la pèrdua de les seves funcions com a supressor de tumors i, en canvi, accentua altres funcions que promouen el desenvolupament tumoral, mostrant un cop més el paper dual de p21Cip1.
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3. REGULACIÓ DE PROTEÏNES PER Ca2+, CaM I PKC
La calmodulina (CaM) forma part del conjunt de proteïnes d’unió a p21Cip1 que ja hem descrit anteriorment. Ja que un dels primers objectius d’aquesta tesi és l’estudi de la unió entre p21Cip1 i CaM, dedicarem una part de la introducció a explicar alguns conceptes de la regulació intracel·lular de proteïnes mitjançant calci (Ca2+), CaM i la proteïna cinasa C (PKC).

3.1 Calci i calmodulina
El calci (Ca2+), considerat inicialment com a element estructural de dents i ossos, és el segon missatger més utilitzat en processos de senyalització cel·lular i és capaç de modular un gran nombre de processos com la proliferació, la secreció i el tràfic vesicular entre d’altres (Berridge et al., 2000;Carafoli, 2002). La concentració de Ca2+ extracel·lular és de 1mM, mentre que la intracel·lular és molt menor, les cèl·lules quiescents tenen una concentració citosòlica de 100nM, que sota certs estímuls pot arribar a 500-1000nM. Aquesta diferència de concentració demostra l’existència de mecanismes que controlen acuradament l’entrada i sortida de Ca2+ de l’interior cel·lular, com són les bombes de Ca2+ de la membrana plasmàtica i el reticle endoplasmàtic o l’existència de proteïnes tamponadores de l’excés de Ca2+ (Berridge et al., 2000). Diferents estímuls promouen el moviment de Ca2+ des de l’exterior de la cèl·lula o des dels llocs d’emmagatzematge cel·lulars (reticle endoplasmàtic, aparell de Golgi, mitocondris, nucli i lisosomes) i augmenten la concentració de Ca2+ intracel·lular. És aquest Ca2+ lliure el que actua com a missatger cel·lular. Gràcies a l’existència de mecanismes que ràpidament disminueixen la concentració intracel·lular, s’aconsegueix generar polsos de Ca2+ que seran els encarregats de modular diferents funcions cel·lulars. La regulació precisa dels nivells de Ca2+ permet crear una xarxa de senyals coordinada en l’espai i en el temps; però si es sobrepassa els límits espaials o temporals dels polsos de Ca2+ pot portar conseqüències dràstiques per a la cèl·lula com la mort cel·lular per necrosi o apoptosi (Chin and Means, 2000;Berridge et al., 2000). El Ca2+ pot actuar directament sobre proteïnes efectores o a través de proteïnes d’unió a Ca2+ que fan d’intermediàries entre els senyals de Ca2+ i la resposta cel·lular.
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Existeix un gran nombre de proteïnes sensores dels nivells de Ca2+ intracel·lulars, entre aquestes proteïnes hi trobem la CaM. La CaM és una de les proteïnes d’unió a Ca2+ més estudiades, és considerada com a un sensor de Ca2+ universal, molt sensible a la variació dels nivells de Ca2+ intracel·lulars. Està altament conservada en els organismes eucariotes i participa en la regulació d’una gran varietat d’esdeveniments cel·lulars (Toutenhoofd and Strehler, 2000). En absència de Ca2+, la CaM presenta una conformació tancada, plegada sobre si mateixa (apoCaM); la unió de la CaM a quatre àtoms de Ca2+, indueix un canvi conformacional en la CaM (holoCaM). Aquest canvi conformacional fa que la CaM obri la seva estructura deixant exposats residus hidrofòbics que permeten la interacció amb proteïnes efectores, també anomenades proteïnes d’unió a CaM (Calmodulin Binding Proteins, CaMBPs) i d’aquesta manera es transmet i s’executa el missatge generat pel Ca2+. Cal destacar que l’apoCaM, tot i tenir una conformació més tancada, també és capaç d’interaccionar amb algunes CaMBPs (Chin and Means, 2000).

NH2

COOH

NH2

Ca2+

COOH

CaMBP

apoCaM

holoCaM

NH2

COOH

Figura 15: Esquema representatiu de la CaM. Representació de la CaM en absència de Ca2+ (apoCaM), unida als quatre àtoms de Ca2+ (holoCaM) i unida a una CaMBP. Els primers estudis cristal·logràfics de la CaM van permetre descriure la estructura tridimensional de la proteïna: dos regions globulars connectats per una hèlix-α, cada una de les regions globulars pot unir dos ions de Ca2+ i aquesta unió provoca un canvi conformacional a la proteïna (Babu et al., 1985). Posteriorment, es va cristal·lografiar la estructura de la CaM unida a un pèptid corresponent al domini d’unió a CaM d’una CaMBP, d’aquesta manera es va poder observar com el domini central hèlix-α canvia la seva conformació per tal d’unir-se a les CaMBPs. A més, es va poder observar la importància del Ca2+ en el manteniment de la estructura necessària per al reconeixement de les CaMBPs (Meador et al., 1993).
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3.2 Proteïnes d’unió a CaM
Les CaMBPs, són un grup molt divers de proteïnes, que pateixen canvis d’activitat com a resposta en la variació dels nivells de Ca2+ lliure; no són capaces d’unir ions de Ca2+ directament i és per això que utilitzen a la CaM com a sensor inicial i mediador del senyal de Ca2+. Les CaMBPs es classifiquen segons el seu requeriment de Ca2+ en la unió a CaM i es poden agrupar en tres grups: dependents de Ca2+, independents de Ca2+ i inhibides per Ca2+. La unió de la CaM amb les diferents CaMBPs pot ser de naturalesa molt diversa i tot i que es coneguin els dominis d’interacció de moltes CaMBPs, es desconeix una seqüència consens d’unió a CaM. Els dominis d’unió a CaM d’algunes CaMBPs, consisteix en una seqüència d’uns 20 aminoàcids aproximadament que adopten una conformació d’hèlix-α amfipàtica (James et al., 1995). L’any 2000, Chin and Means elaboren una classificació de les CaMBPs molt més detallada segons els seus requisits de Ca2+ i els efectes que té la unió a CaM en la seva activitat (Chin and Means, 2000). Segons aquests paràmetres, classifiquen a les CaMBPs en sis grups com es mostra a la següent taula:
Classe A B C D E F Unió a CaM Irreversible, independent de En absència de Ca2+ Ca2+ Efecte de la CaM Indispensable per activar-se, CaM com a subunitat Activació Activació Inhibició Activació depenent d’una cinasa Activació que li permet activar altres CaMBPs

A altes concentracions de Ca2+ En presència de Ca2+ En presència de En presència de Ca2+ Ca2+

Taula 2: Classificació de les CaMBPs segons Chin i Mens.

La unió de la CaM pot activar els seus efectors mitjançant tres mecanismes diferents. En primer lloc, la CaM pot unir-se al domini regulador de l’efector, fent que es separi del centre catalític i deixar-lo lliure per a poder unir-se al seu substrat. Un exemple d’aquest mecanisme d’activació serien algunes de les cinases dependents de CaM (CaMK). En segon lloc, també pot ser que la CaM produeixi un canvi de conformació de l’efector, provocant la remodelació d’aquest i la formació del centre catalític, com seria el cas de l’adenilat ciclasa. L’últim mecanisme consisteix en la inducció de la dimerització de proteïnes de membrana que esdevenen canals iònics (Hoeflich and Ikura, 2002).
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Figura 16: Mecanismes d’activació de proteïnes CaMBPs per CaM. A) Alliberament de l’autoinhibició. B) Remodelació del centre catalític. C) Dimerització. Els ions de calci estan representats en groc i els llocs actius mitjançant un asterisc (adaptat de (Hoeflich and Ikura, 2002)).

3.3 Processos regulats per CaM
La CaM regula processos fisiològics molt diversos com el tràfic intracel·lular i la secreció, el citoesquelet i la mobilitat cel·lular, l’homeòstasi iònica, la transcripció gènica i la neurotransmissió, entre d’altres. La participació de la CaM en tots aquests processos és indirecta i ho fa a través de les CaMBPs. Cal destacar que actualment la quantitat de CaMBPs descrites és molt elevada i és aquesta diversitat de CaMBPs la que li permet a la CaM modular un gran nombre de funcions cel·lulars com a resposta a la variació dels nivells de Ca2+. El nostre grup de recerca fa anys que s’ha centrat en la investigació sobre la CaM i ha aportat diferents treballs on s’identifiquen noves CaMBPs i on s’evidencia el paper de la CaM com a reguladora a diferents nivells del tràfic intracel·lular i de la progressió del cicle cel·lular.
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bHLH SEF-1 E2A Max

replicació del DNA
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Rab3

hnRNP A2 hnRNP C

transcripció

CaMBPS
CaMKK fosforilació de CaMK I proteïnes CaMK II MLCK Calcineurina

transducció de senyal

citoesquelet
MLCK Caldesmon Miosina Actinina Calponina MARCKs MAP-2

metabolisme
Guanilat ciclasa Adenilat ciclasa Fosfodiesterasa NADcinasa Fosfofructo-cinasa NOS

Canals iònics de K+, Ca2+ i Na2+ TGF-β Smads EGFR Calcineurin Ca2+ ATPasa PI3K CaMKK CaMK I-IV K-RasB Ral

Figura 17: Esquema d’algunes CaMBPs, agrupades segons el procès en el que intervenen.

Així doncs, diferents treballs evidencien la participació del Ca2+ i de la CaM en la progressió del cicle cel·lular. A través dels efectes observats en tractaments amb drogues anti-CaM, es va poder veure quina era la participació de la CaM en les diferents etapes del cicle cel·lular. La CaM és important en l’entrada al cicle de les cèl·lules quiescents (transició G0-G1) (Chafouleas et al., 1984), en la transició G1-S i en la progressió a través de la fase S (Hidaka et al., 1981;Chafouleas et al., 1982) i en la mitosi (Sasaki and Hidaka, 1982). Tot i que la via del Ca2+/CaM és essencial per al creixement i divisió cel·lular, encara no està del tot clar de quina manera regula aquests processos. Diferents estudis mostren que la via de Ca2+/CaM pot regular la proliferació cel·lular a través de dues CaMBPs: la calcineurina (una serina/treonina fosfatasa) i la família multifuncional de CaMK (proteïnes cinases dependents de Ca2+/CaM). La calcineurina i la família de les CaMK representen les CaMBPs més importants en el cicle cel·lular, tot i que no són essencials per a la proliferació en tots els tipus cel·lulars. En la fase G1, la CaM és essencial per a l’activació de Cdk4 i per a l’acumulació al nucli dels complexes Cdk4ciclina D i per a la hiperfosforilació de pRb (Taules et al., 1998). Tractaments cel·lulars utilitzant la ciclosporina A, un inhibidor de la calcineurina, mostren variació en la expressió de la Cdk4 i la ciclina D1. Aquests resultats situen a la calcineurina com a promotor de l’acumulació dels nivells de ciclina D1 al principi de la fase G1,
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responsable de promoure una correcta formació del complex Cdk4-ciclina D. Les CaMKs també són necessàries per a la fase G1, ja que tractaments amb KN-93, inhibidor específic de CaMKs, impedeixen la progressió a través de la fase G1 en cèl·lules normals i transformades, provocant una aturada abans de l’activació del complex Cdk4-ciclina D, i també atura la progressió de la fase G2. Probablement, CaMKI és l’encarregada de regular l’activació de les Cdks de la fase G1, mentre que CaMKII s’encarrega d’incrementar l’activitat la fosfatasa Cdc25 i promou l’activació de cdc2 (Cdk1) per a la transició G2-M. A més, la inhibició de la calcineurina o les CaMKs al final de la fase G1 o S, provoca una acumulació de p21Cip1 i p27Kip1, respectivament i aquest increment dels nivells de p21Cip1 i p27Kip1 són suficients per a causar una inactivació de Cdk2 i aturar el cicle cel·lular (revisat a (Kahl and Means, 2003)). Tots aquests treballs mostren com la via de Ca2+/CaM està implicada en la regulació de l’activitat de les Cdks i del correcte manteniment dels nivells de p21Cip1 i p27Kip1. S’ha vist que en un gran nombre de tumors humans, aquesta via de regulació de la proliferació cel·lular mitjançant Ca2+/CaM està alterada (revisat a (Kahl and Means, 2003)).

3.4 Proteïna cinasa C
La família de les proteïnes cinasa C (PKCs) forma part de la superfamília de les cinases A-G-C. Aquesta família de cinases està present en tots els eucariotes i en humans inclou 10 isoformes diferents. Les PKCs funcionen com a serina/treonina cinases i són reguladores essencials de diferents processos cel·lulars com el creixement, la diferenciació i la supervivència, entre d’altres. Les PKCs també han estat relacionades amb malalties com la diabetis, el càncer i la isquèmia cardíaca. Les diferents isoformes de les PKCs estan àmpliament distribuïdes en els diferents teixits de mamífers. Estudis genètics en ratolins knock-out indiquen que és probable una certa redundància entre les diferents isoformes (Parker and Murray-Rust, 2004). Les isoformes de la família PKC, han estat classificades en tres grups segons la seva homologia i la capacitat d’unir cofactors: fosfatidilserina (PS), diacilglicerol (DAG), Ca2+ o altres segons missatgers. Segons aquesta classificació, els tres grups de PKCs són: PKCs clàssiques o convencionals (cPKC), PKCs noves (nPKCs) i PKCs atípiques (aPKC) (revisat a (Parker and Murray-Rust, 2004)). La taula 3 mostra les isoformes que pertanyen a cada grup i els cofactors necessaris per a activar-se.
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Grup cPKC nPKC aPKC

Isoformes PKCα, βI, βII, γ PKCδ, ε, η, θ PKCζ, λ/ι

Cofactors Activades per PS, DAG i Ca2+ Sensibles a PS i DAG però no a Ca2+ Sensibles a PS, no s’activen per DAG ni Ca2+

Taula 3: Grups i isoformes de la família de les PKCs.

L’estructura de les PKCs inclou els dominis conservats, C1-C4, i les regions variables, V1-V5. A més, les PKCs tenen un domini autoregulador que actua com a pseudosubstrat inhibint el domini catalític; aquest domini autoregulador està situat a l’extrem amino. El domini C1, està present en les PKCs clàssiques i noves i és el responsable de la unió a DAG. El domini C2, present en les PKC clàssiques, uneix Ca2+ i PS. Aquest domini C2 també està present en les PKCs noves però no és funcional i en canvi, no existeix en els PKCs atípiques, això fa pensar que el cofactor PS pot unir-se a les PKCs en altres regions que no siguin el domini C2. El domini catalític, es troba situat a la regió carboxi terminal entre els dominis C3 i V5, com es pot observar en la figura 18. La seqüència d’unió a l’ATP està situada en el domini C3, i és en el domini C4 és on es troba el lloc d’unió al substrat i la regió de transferència del grup fosfat (Liu and Heckman, 1998).

domini regulador cPKCs α, βI, βII, γ nPKCs ε, δ, η, θ aPKCs ζ, λ/I
V1 psd C1 DAG V2 C2 Ca2+ V3

domini catalític
C3 ATP V4 C4 Substrat V5

C2-like psd ?

DAG

ATP ATP

Substrat Substrat

psd C1-like

Figura 18: Representació esquemàtica de l’homologia de seqüència entre les isoformes de la família de les PKCs. “psd” representa el pseudosubstrat i “?” el domini regulador per cofactors de les aPKCs. Figura adaptada de (Way et al., 2000;Parker and Murray-Rust, 2004).

La modulació de l’activitat catalítica de les PKCs no té lloc únicament per Ca2+ i DAG, sinó que s’han descrit altres mecanismes de regulació a nivell transcripcional, traducional i post-traducional. Un dels mecanismes més importants de regulació és la fosforilació, que és essencial per a l’activació de les PKCs. La localització d’aquestes cinases també és molt important per a la seva activació ja que condiciona la interacció de les PKCs amb els seus substrats, i per tant l’especificitat d’acció de les PKCs sobre
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els diferents esdeveniments cel·lulars. Podem trobar activitat PKC en diferents compartiments cel·lulars com ara a la membrana plasmàtica, als endosomes, al Golgi i al nucli (Parker and Murray-Rust, 2004;Poole et al., 2004). Diferents treballs mostren un gran nombre de proteïnes associades a PKC, també anomenades C-KIPs (PKC-interacting proteins). Algunes d’aquestes C-KIPs tenen el paper de dirigir a la PKC cap als seus activadors, cap als seus substrats o cap a compartiments cel·lulars específics. Entre els substrats de les PKCs trobem un gran nombre de proteïnes associades al citoesquelet que contribueixen a la correcta reorganització del citoesquelet. La idea emergent és que aquestes C-KIPs participen en altres vies de senyalització i d’aquesta manera s’aconsegueix integrar diferents vies de senyalització i regular més acuradament els processos cel·lulars (Jaken and Parker, 2000). Igual que passava amb la CaM, la gran quantitat de proteïnes que interaccionen amb les PKCs li donen l’oportunitat de participar en respostes cel·lulars molt diverses. Entre aquests processos s’inclouen la diferenciació, la contracció, la migració, la proliferació, l’apoptosi i el tràfic vesicular (Dempsey et al., 2000).

3.5 Regulació de proteïnes per CaM i PKC
És interessant mencionar que alguns dels substrats de PKC són també CaMBPs com per exemple: receptor de EGF (EGFR), ErbB2/HER, MARCKS, neuromodulina entre d’una llista de més de quinze proteïnes (revisat a (Chakravarthy et al., 1999)). Diverses evidències suggereixen que Ca2+/CaM i PKCs competeixen entre elles per portar a terme les seves accions sobre els seus substrats, ja que en molts casos comparteixen el mateix lloc d’unió. Així doncs, si la CaM s’uneix a la CaMBP, evita la fosforilació per PKC i si per contra, la PKC fosforila el seu substrat, la CaM ja no s’hi podrà unir. Així, aquestes proteïnes permetrien una regulació creuada de dues de les vies de senyalització més importants: Ca2+/CaM i PKC (Chakravarthy et al., 1999;Jaken and Parker, 2000). Un exemple d’aquesta regulació és la proteïna K-Ras. K-Ras, també va ser identificat, en el nostre laboratori, com una d’aquestes proteïnes que són substrats de PKC i al mateix temps CaMBPs (Villalonga et al., 2002). Per tant, K-Ras està sota la regulació d’aquestes dues proteïnes i tal i com acabem d’explicar, la unió de K-Ras a CaM evita la fosforilació de K-Ras per PKC.
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3.6 p21Cip1, CaM i PKC
Però la relació entre p21Cip1, CaM i PKC va més enllà de la que hem descrit anteriorment. Els estudis realitzats per la Dra. Marta Taulés en el nostre laboratori, demostren la unió directa entre CaM i p21Cip1. Les evidències que demostren l’existència d’aquesta unió són: la unió in vitro de p21Cip1 purificada a CaM, la coimmunoprecipitació d’aquestes dues molècules a partir d’extractes cel·lulars i la colocalització de CaM i p21Cip1 in vivo detectada mitjançant microscòpia electrònica (Taules et al., 1999). A més, en el mateix estudi, observen que és el domini carboxi terminal de la p21Cip1 el responsable de la interacció amb CaM i que el tractament amb drogues anti-CaM disminueix l’acumulació nuclear de p21Cip1. Conclouen que la interacció entre CaM i p21Cip1 és important per a la translocació al nucli de p21Cip1 i dels complexes Cdk4-ciclina D (Taules et al., 1999). Així doncs, descriuen a la p21Cip1 com una CaMBP, característica que no comparteix amb la p27Kip1 tot i les semblances estructurals entre les dues proteïnes. Posteriorment, també en el nostre laboratori, la Dra. Aina Rodríguez, identifica el domini d’interacció entre p21Cip1 i CaM. Basant-se en l’estudi anterior, l’anàlisi de l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 va portar a identificar el domini d’interacció amb la CaM situat entre els aminoàcids 145-164 de la p21Cip1 (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005). A més, aquesta regió de la p21Cip1 situada entre els aminoàcids 145-164 adopta una estructura d’hèlix-α amfipàtica que, com ja hem comentat anteriorment, és l’estructura normalment requerida per a la unió a la CaM. Sorprenentment i en contra dels resultats esperats, observen com els mutants puntuals en l’estructura d’hèlix-α de p21Cip1 (p21PK2 i p21DID) que no poden unir CaM, continuen localitzant-se al nucli (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). Aquests darrers resultats porten a la hipòtesi que la regulació de la entrada al nucli de p21Cip1 no és exclusiva de la seva unió amb la CaM, sinó que existeix algun altre mecanisme capaç de regular aquesta entrada. Com ja hem explicat en altres seccions de la introducció, la p21Cip1 és una proteïna que presenta una acurada regulació posttranscripcional a través de diverses modificacions com per exemple la fosforilació. A més, tot just acabem de veure que diverses proteïnes es regulen per
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CaM i PKC de manera oposada. Assajos de fosforilació in vitro i in vivo mostren com la p21Cip1 es substrat de PKC i com la CaM és capaç d’inhibir aquesta fosforilació (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005). Aquests resultats obren una porta interessant a l’estudi de la regulació espaial de p21
Cip1

per aquestes dues vies Ca2+/CaM i PKCs, situant a la p21Cip1 com una

d’aquestes proteïnes on hi convergeixen diferents vies de senyalització. A més, aquesta regulació espaial de p21Cip1 pot tenir conseqüències molt significatives per a la cèl·lula, ja que la localització cel·lular d’aquesta proteïna és determinant per al desenvolupament de les diferents funcions que pot realitzar.
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4. EL NUCLÈOL
A mida que avançàvem en el desenvolupament d’aquesta tesi, el nuclèol prenia importància en el nostre estudi. A més, aquest orgànul nuclear tot i que fa segles que va ser descrit, està tornant a ser objecte de nombrosos estudis en els últims anys que el relacionen amb el cicle cel·lular i l’oncogènesi. És per aquest motiu que li dedico un apartat d’aquesta introducció.

4.1 El nuclèol: fàbrica de ribosomes
El nuclèol és l’estructura més gran visible a l’interior del nucli de les cèl·lules eucariotes. Gràcies a aquest fet, el seu estudi va començar paral·lelament al desenvolupament de la microscòpia, fa més de dos segles i des d’aleshores ha estat objecte d’un gran nombre d’investigacions. La primera funció descrita per al nuclèol va ser la biogènesi de les subunitats ribosòmiques. En el nuclèol es transcriuen els DNAs ribosòmics (rDNAs) donant lloc als RNAs ribosòmics (rRNAs), es processen els rRNAs i s’assemblen per a formar ribosomes. El nuclèol també és l’orgànul on s’assemblen altres complexes ribonucleoproteics com per exemple les telomerases i on també es processen els RNAs de transferència (tRNAs) necessaris per a la síntesi proteica (revisat en (Hernandez-Verdun, 2006;Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008)). A diferència d’altres orgànuls cel·lulars, el nuclèol no té una membrana que el separa de la resta de components nuclears, sinó que és un agregat de macromolècules al voltant dels gens que codifiquen per als rRNAs. Aquest fet permet i facilita l’associació i dissociació dels nuclèols al llarg del cicle cel·lular, sent fins a un màxim de deu nuclèols al final de la mitosi i només un nuclèol al final de la fase G2. En les cèl·lules de mamífer, el nuclèol es desorganitza en la profase i es torna a formar al final de la mitosi fent servir la maquinària nucleolar existent del cicle previ. Durant la interfase, els nuclèols també són dinàmics ja que constantment reben i responen a senyals relacionades amb els creixement o el metabolisme cel·lular. A més, la mida del nuclèol reflexa l’activitat de síntesi de ribosomes propi de cada cèl·lula. Per exemple, en cèl·lules ciclants, el nuclèol és una estructura prominent dins del nucli, mentre que en estadis terminals de la diferenciació, el nuclèol adopta una mida limitada. La regulació de l’activitat del nuclèol és molt important per a la cèl·lula ja que és la
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responsable de mantenir un pool de ribosomes suficients per a les necessitats proteiques de la cèl·lula (Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008). Així doncs, la formació dels nuclèols té lloc al finalitzar la mitosi i es formen al voltant dels rDNAs, principalment es tracta d’una acumulació de la maquinària necessària per a la transcripció dels gens que codifiquen per als rRNAs i per al processament d’aquests rRNAs. El procés de formació i assemblatge de les subunitats ribosòmiques requereix de les següents etapes (revisat a (Scheer and Hock, 1999;Carmo-Fonseca et al., 2000;Leary and Huang, 2001;Fatica and Tollervey, 2002;Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008)): - en primer lloc, cal la transcripció del gens rDNA per part de la RNA polimerasa I (RNA pol I), aquests gens s’organitzen en repeticions en tàndem cap-cua en el que s’anomena regions organitzadores del nuclèol (NORs, nucleolar organizer regions) que en el cas dels humans, es troben en els cromosomes 13, 14, 15, 21 i 22. - el resultat de la transcripció és un transcrit precursor de rRNA, pre-rRNAs 47S/45S, que és tallat per proteïnes processadores per tal de formar els rRNAs 28S, 18S i 5.8S. - els rRNAs 28S, 18S i 5.8S son processats i es sotmeten a altres modificacions per part de les petites ribonucleoproteïnes nucleolars (snoRNPs, small nucleolar ribonucleoproteins) fins a donar finalment els rRNAs madurs. - finalment, els rRNAs madurs s’assemblen amb les proteïnes ribosomals i amb 5SRNA, per a formar les subunitats ribosòmiques 40S i 60S, ja en el component granular. - les subunitats ribosòmiques interaccionen amb la maquinaria de sortida del nucli que les conduirà cap al citoplasma on tindrà lloc la formació del ribosoma complet. Les diferents etapes d’aquest procés de síntesi dels ribosomes, així com la maquinària encarregada d’aquesta síntesi, estan distribuïdes en diferents subregions que conformen els tres compartiments principals del nuclèol. Aquests tres compartiments poden diferenciar-se quan s’observen els nuclèols amb el microscopi electrònic i són (Tschochner and Hurt, 2003;Hernandez-Verdun, 2006;Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008;Cmarko et al., 2008): - Centres fibril·lars (FCs, fibrillar centers): és on es concentra la maquinaria encarregada de la transcripció, la RNA polimerasa I, i factors de transcripció com l’UBF (upstream binding factor) necessaris per a la iniciació de la RNA pol I.
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Comença la transcripció dels rDNA, donat lloc al pre-rRNA 47S/45S tot i que la major part dels transcrits naixents es situen en la frontera entre els FCs i el DFC. - Component dens fibrillar (DFC, dense fibrillar component): finalitza la transcripció dels rDNAs i tot seguit comença el processament del pre-rRNA 47S/45S. En primer lloc, l’splicing del pre-rRNA 47S/45S dona lloc als rRNAs 28S, 18S, 5.8S, que posteriorment seran modificats ja que es aquí on s’acumulen les snoRNPs i altres proteïnes implicades en el processament inicial dels rRNAs com la fibril·larina. - Component granular (GC, granular component): és la regió on hi té lloc la maduració final dels rRNAs, gràcies a la participació de proteïnes com la B23/NPM (nucleophosmin). Els rRNAs 5.8S i 28S juntament amb el rRNA 5S (que s’ha transcrit fora del nuclèol per la RNA pol III) s’assemblen amb proteïnes ribosomals per a donar lloc a la subunitat 60S del ribosoma, d’altra banda el rRNA 18S s’assembla amb altres proteïnes ribosomals i dóna lloc a la subunitat 40S. Les subunitats ribosomals 40S i 60S són exportades al citoplasma on s’uniran als RNAs missatgers (mRNAs) i formaran ribosomes funcionals.

Figura 19: Esquema de la formació de ribosomes i dels compartiments nucleolars. La transcripció del rDNA per la RNA polimerasa I té lloc als centres fibril·lars i a la frontera amb el component dens fibril·lar. Els trànscrits pre-rRNA són tallats i modificats per les snoRNPs en el component dens fibril·lar. En el component granular hi té lloc la maduració final dels rRNAs i l’assemblatge amb les proteïnes ribosomals per a formar les subunitats ribosòmiques 40S i 60S que seran exportades cap al citoplasma on s’uniran a mRNAs i formaran ribosomes funcionals (Boisvert et al., 2007).
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Un cas especial és el dels nuclèols de les neurones sensorials ganglionars de rata. Casafont i col·laboradors descriuen l’existència de centres fibril·lars gegants (GFCs, giant fibrillar centers) envoltats parcialment per DFC en els nuclèols d’aquestes neurones. Mitjançant tècniques d’immunocitoquímica observen que aquests GFCs estan enriquits amb UBF i, a més, també contenen RNA polimerasa I, DNA topoisomerasa I, SUMO-1 i UBC9 (Casafont et al., 2007). Aquesta organització del nuclèol en tres compartiments és l’organització característica dels nuclèols amb una correcta activitat de síntesi de ribosomes. Si la biogènesi de ribosomes es bloqueja, ja sigui perquè s’inhibeix la transcripció del rDNA o el processament i/o transport dels rRNA, el nuclèol pateix una reorganització dels seus components formant nuclèols segregats (Sirri et al., 2008). Tot i que l’organització estructural del nuclèol està íntimament lligada amb la seva funcionalitat com a fàbrica de ribosomes, el manteniment d’aquesta estructura no està del tot clar. Sirri i col·laboradors proposen que l’activitat Cdk és indispensable per a la formació i manteniment de l’organització nucleolar i per tant de la seva funcionalitat (Sirri et al., 2002). A més, diferents treballs proposen que per a una correcta organització del nuclèol és necessari la fosforilació d’algunes proteïnes nucleolars, com per exemple la B23/NPM, per part de la cinasa CK2 (Meggio and Pinna, 2003;Louvet et al., 2006). Aquest fet indica que la correcta organització no depèn exclusivament de l’activitat del nuclèol sinó que també hi estan implicades altres variants com l’activitat CK2 i un correcte funcionament del cicle cel·lular. Cal recordar, que fins fa poc, el contingut proteic del nuclèol era pràcticament desconegut. Actualment, els avenços en proteòmica han permés avançar molt en aquest cap i han fet possible l’obtenció del proteoma del nuclèol on s’han identificat més de 700 proteïnes que localitzen al nuclèol (Andersen et al., 2002;Scherl et al., 2002;Leung et al., 2003;Andersen et al., 2005;Leung et al., 2006). La comparació del proteoma nucleolar entre humans i Saccharomyces Cerevisiae, indica que un 90% de les proteïnes nucleolars humanes tenen clar homòleg en llevat, aquest fet demostra que el proteoma nucleolar està altament conservat al llarg de l’evolució. Tot i així, les regles i senyals que dirigeixen aquestes proteïnes cap al nuclèol són encara incertes, a diferència de les que governen la localització nuclear. El posterior anàlisi de les dades obtingues per proteòmica, indica que aproximadament un 30% de les proteïnes nucleolars tenen alguna funció relacionada amb la biogènesi de les subunitats ribosòmiques. D’altra banda, és molt sorprenent la gran diversitat de proteïnes trobades al nuclèol relacionades amb altres funcions
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cel·lulars com el processament dels pre-RNAs missatgers (pre-mRNA), el control del cicle cel·lular, la replicació del DNA, proteïnes del citoesquelet i xaperones entre d’altres (Leung et al., 2003;Leung et al., 2006;Boisvert et al., 2007). A més, s’han trobat unes 130 proteïnes humanes no caracteritzades fins al moment. Aquesta gran diversitat de proteïnes que poden ser localitzades en el nuclèol obre la porta a que altres processos cel·lulars, fins ara impensables, puguin tenir lloc als nuclèols o dirigirse a través d’ells.

Figura 20: Classificació de les proteïnes nucleolars agrupades segons categories funcionals. El nombre entre parèntesi indica les proteïnes identificades per a cada categoria (Andersen et al., 2005).

Recentment, s’ha analitzat de manera quantitativa el proteoma del nuclèol sota diferents condicions metabòliques, com per exemple després d’un tractament amb un inhibidor de la transcripció com la Actinomicina D (Andersen et al., 2005). Aquest tipus d’anàlisi permet la comparació dels proteomes sota diferents estímuls en busca de canvis en la composició proteica i obre la porta a un estudi més exhaustiu de les proteïnes que es poden localitzar en resposta a diferents situacions, insinuant que, el nuclèol, és un orgànul altament dinàmic i sensible a les variacions de la cèl·lula. Tal i com hem comentat anteriorment, les senyals de localització nuclears (NLSs) estan molt ben caracteritzades, mentre que les senyals o seqüències de localització nucleolar (NoLSs) encara no estan ben definides. S’han descrit diverses NoLSs, totes elles riques en residus bàsics, tot i que no s’ha arribat a trobar cap seqüència consens (revisat a (Sirri et al., 2008)). La capacitat d’un gran nombre de proteïnes d’adoptar una localització nucleolar s’ha correlacionat amb la capacitat d’interaccionar amb la proteïna B23/NPM, ja que és una proteïna majoritària en el nuclèol i transloca constantment entre el nucli i el citoplasma (Borer et al., 1989). És per aquest motiu que
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B23/NPM podria actuar com a transportadora per a aquelles proteïnes nucleolars que no contenen NoLSs. Reforçant aquesta hipòtesi, experiments recents mostren com B23/NPM dirigeix a la proteïna supressora de tumors ARF cap al nuclèol (Korgaonkar et al., 2005). Gràcies a l’evolució de les tècniques de microscòpia confocal que han permés una major definició d’imatges fins i tot en cèl·lules vives, han començat a sorgir un gran nombre de treballs que estudien la dinàmica de les proteïnes dins del nucli. Aquests treballs mostren com les proteïnes nuclears poden difondre a través del nucleoplasma, associar-se i dissociar-se dels compartiments nuclears, i com, de la mateixa manera, les proteïnes nucleolars s’intercanvien constantment amb les del nucleoplasma (Phair and Misteli, 2000). Aquest tipus de treballs ajuden a entendre l’arquitectura nuclear i la dinàmica de proteïnes existent entre els diferents compartiments nuclears: nucleoplasma, nuclèol, cajal bodies, speckles... La dinàmica de les proteïnes nuclears serà un tema clau en la discussió d’aquesta tesi.

4.2 Noves funcions del nuclèol
Com acabem de veure, el nuclèol és clau en la coordinació de la síntesi i assemblatge de les subunitats ribosòmiques, la qual s’havia descrit com la seva principal funció estretament lligada al control del creixement cel·lular i la proliferació. Tot i així, els estudis de proteòmica nucleolar mostren un gran nombre de proteïnes que no tenen cap relació amb la síntesi de ribosomes i que insinuen la participació del nuclèol en altres funcions cel·lulars. Actualment, diferents estudis posicionen al nuclèol com a regulador del cicle cel·lular, la senescència i de les respostes a estrès. Altres funcions no convencionals del nuclèol serien el seu paper en les infeccions virals, l’export nuclear i el segrest de proteïnes reguladores, entre d’altres. Totes aquestes funcions del nuclèol obren un camp d’investigació desconegut fins fa solament una dècada i que actualment estan aportant nova informació que complementa la ja coneguda de diferents processos cel·lulars. Existeixen un gran nombre de treballs basats en la revisió de les múltiples funcions del nuclèol (Olson et al., 2002;Raska et al., 2006;Hernandez-Verdun, 2006;Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008). El nuclèol com a sensor de l’estrès: De totes aquestes noves funcions on hi està implicat, ens centrarem en el paper del nuclèol en la resposta a estrès cel·lular, ja que es la funció més rellevant en els nostres estudis.
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Com a resposta a estrès extra o intracel·lular, la cèl·lula atura la síntesi de rRNA i la producció de ribosomes. Aquesta inhibició de la funció nucleolar en resposta a estrès està acompanyada de la pertorbació de l’estructura nucleolar, de la parada del cicle cel·lular i de l’estabilització de p53 (Mayer and Grummt, 2005). Tot i així, la manera com el nuclèol detecta les senyals d’estrès cel·lular i com aconsegueix estabilitzar els nivells de p53, no està del tot clara. Rubbi i Milner estudien la resposta cel·lular de 13 agents diferents que indueixen l’estabilització de p53 i observen detalladament el comportament del nuclèol en els diferents casos (Rubbi and Milner, 2003). Entre els diferents agents que utilitzen n’hi ha que provoquen dany al DNA i també inhibidors de la síntesi de RNA, entre d’altres. 11 dels 13 agents estudiats causen una disrupció del nuclèol acompanyada d’un alliberament dels components nucleolars, com per exemple la B23/NPM que transloca cap al nucleoplasma, fet que ja havia estat descrit anteriorment (Chan et al., 1996). Així doncs, un factor comú d’aquests agents que provoquen estrès cel·lular, és l’augment dels nivells de p53 com a conseqüència de la disrupció del nuclèol. Els 2 agents que no provoquen una disrupció nucleolar són la leptomicina B i MG132, ja que no causen estrès cel·lular, sinó que augmenten els nivells de p53 interferint en el seu transport cap al citoplasma o en la seva degradació via proteasoma, respectivament (Freedman and Levine, 1998;Klibanov et al., 2001). Aquest fet, juntament amb els resultats anteriors fa pensar que la desestructuració nucleolar aconsegueix estabilitzar els nivells de p53 tot prevenint la seva degradació. De manera interessant, Rubbi i Milner, van ser capaços de distorsionar el nuclèol microinjectant UBF i sense causar dany al DNA. Aquest darrer experiment, mostra com la disrupció del nuclèol és capaç d’estabilitzar p53 en absència de dany al DNA, creant una relació directa entre el correcte funcionalment nucleolar i els nivells cel·lulars de p53. Segons aquest treball, el nuclèol és un sensor de l’estrès cel·lular i és el responsable de mantenir els nivells baixos de p53, els quals ràpidament augmenten si el nuclèol deixa de funcionar correctament com a resposta a l’estrès (Rubbi and Milner, 2003). De quina manera el nuclèol regula els nivells de p53? Com ja hem comentat anteriorment, p53 és clau en la resposta a estrès cel·lular, ja que nivells elevats de p53 aturen el cicle cel·lular o dirigeixen a la cèl·lula cap a l’apoptosi (revisat a (Ryan et al., 2001)). Una manera evident i ràpida d’augmentar els nivells de p53 seria alterant l’equilibri entre la seva síntesi i la seva degradació. p53 es sintetitza contínuament, però en absència d’estrès els seus nivells són baixos gràcies a l’acció de mdm2 (hdm2 en humans), una E3 lligasa que ubiqüitinitza a p53. Un cop ubiquitinitzada, p53 és exportada del nucli cap al citoplasma on serà degradada via proteasoma. D’altra
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banda, alguns estímuls com l’estrès cel·lular o senyals oncogènics, augmenten l’expressió de ARF (p14ARF en humans i p19ARF en ratolins) Alternative Reading Frame, ja que és producte del mateix gen que p16INK4a però a partir d’una pauta de lectura diferent. ARF pot unir-se a mdm2 i regular així la seva capacitat d’ubiquitinitzar a p53. Normalment, ARF està segrestada al nuclèol i d’aquesta manera mdm2 es manté lliure i capaç de promoure la degradació de p53 (figura 21). Un augment d’expressió o canvi de localització d’ARF permet que pugui unir-se a mdm2; quan ARF s’uneix a mdm2 evita la formació del complex p53-mdm2 i per tant la degradació de p53. Mitjançant aquest mecanisme la cèl·lula és capaç d’augmentar els nivells de p53 en el nucleoplasma i activar la resposta a estrès cel·lular (revisat a (Olson, 2004;Boisvert et al., 2007)).

NPM NPM

Figura 21: Esquema del paper del nuclèol en la estabilització de p53. (A) En la cèl·lula normal, els nivells de p53 es mantenen baixos degut a la ubiqüitinització de p53 per part de mdm2, seguit d’un export cap al citoplasma i degradació de p53 via proteasoma. El complex p53-mdm2-Ub pot ser transportat directament des del nucleoplasma o el nuclèol pot estar implicat en aquest export. La proteïna ARF, que regula l’activitat de mdm2, es localitza normalment en el nuclèol unida a la B23/NPM (NPM). (B) Sota condicions d’estrès cel·lular, el nuclèol es disrupciona i ARF surt del nuclèol cap al nucleoplasma. Un cop al nucleoplasma pot unir-se a mdm2 i inhibir la seva activitat, ja sigui formant un complex binari o ternari format per p53-mdm2-ARF. La inhibició de mdm2 no permet la sortida de mdm2 i p53 cap al citoplasma. Un altre model alternatiu suggereix que el pas a través del nuclèol és essencial per a l’export del complex i que la disrupció del nuclèol impedeix aquesta via d’export nuclear (adaptada de (Olson, 2004)).

Però mdm2 no només pot unir-se a ARF en el nuclèol, ja que s’ha vist que també pot unir-se a les proteïnes ribosomals L5, L11 i L23 i al rRNA 5S, de la mateixa manera que els complexes mdm2-p53 també pot unir-se a la proteïna ribosomal L5, al rRNA 5S. A més, també s’ha descrit que p53 pot unir-se covalentment al rRNA 5.8S. Una possibilitat seria la formació d’un complex ribonucleoproteic format per rRNA 5S,
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proteïna L5, mdm2, p53 i possiblement rRNA 5.8S el qual podria estar implicat en el transport de ribosomes des del nucli cap al citoplasma (Fontoura et al., 1992;Marechal et al., 1994;Dai et al., 2006). Tot i així, existeix certa controvèrsia de la relació entre ARF i mdm2. Tao i Levine no creuen que sigui directament la unió entre ARF i mdm2 la que reguli els nivells de p53. Aquest grup proposa que mdm2 s’exporta a través del nuclèol i que és ARF qui inhibeix aquest export nuclear de mdm2, d’aquesta manera l’estabilització de p53 seria deguda a que ARF no deixa sortir els complexes p53-mdm2 fora del nucli (Tao and Levine, 1999). El que si que està clar, tot i la controvèrsia, és que l’estabilització de p53 depèn principalment de la interacció i /o localització entre ARF i mdm2. Existeix una gran varietat d’hipòtesis sobre el mecanisme d’export de p53. Un possible mecanisme mitjançant el qual el nuclèol pot regular l’estabilitat de p53 seria que el propi nuclèol, amb participació d’ARF, sigui necessari per a l’export dels complexes p53-mdm2 i que, com a conseqüència de la disrupció nucleolar, aquest procés quedés inhibit. Diferents treballs proposen aquest model d’export de p53 entre d’altres (Sherr and Weber, 2000;Zhang and Xiong, 2001). Sherr i Weber proposen el terme “ride the ribosome” (anar a cavall del ribosoma) com una via de sortida dels complexes p53-mdm2 des del nucli cap al citoplasma i indiquen que ARF podria interferir en aquesta via. De manera interessant, indiquen que p53 no s’ha pogut veure en el nuclèol fins al moment i per tant, aquesta via d’export transnucleolar hauria de ser una via molt ràpida (Sherr and Weber, 2000). Amb tot això, encara ens falta una peça clau per a poder entendre la regulació de la via p53/ARF/mdm2 i es tracta de saber qui regula la interacció entre ARF i mdm2. Sembla que el candidat perfecte per a regular aquesta interacció seria la nucleophosmina (B23/NPM). La major part d’ARF present en la cèl·lula es troba unida a B23/NPM, d’aquesta manera, B23/NPM segresta a ARF en el nuclèol i la manté aïllada de les seves funcions en el nucleoplasma (Bertwistle et al., 2004) A més, la regulació d’aquestes dues proteïnes és bidireccional, ja que B23/NPM és essencial per al manteniment dels nivells basals d’ARF i un augment dels nivells d’ARF desprès d’un estímul oncogènic promou la degradació de B23/NPM (Lindstrom and Zhang, 2006). ARF s’uneix a B23/NPM a través dels mateixos dominis amb els que s’uneix a mdm2, i per tant, B23/NPM pot estar controlant la localització d’ARF i competir amb mdm2 per a unir-se a ARF i, de manera indirecta, regular els nivells de p53 (Korgaonkar et al., 2005). En resposta a estrès cel·lular, ARF i B23/NPM pateixen una redistribució dins del nucli que els hi permetria regular la resposta de p53. Per exemple, l’exposició a
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radiació UV provoca una mobilització transitòria d’ARF des del nuclèol al nucleoplasma que permet la formació dels complexes ARF-mdm2 i la regulació dels nivells de p53. Per tant, segons aquest model, l’activitat d’ARF està controlada per la seva sublocalització nucleolar i no tant pels seus nivells d’expressió (Lee et al., 2005). Cal destacar, que els motius pels quals el dany al DNA causa el trencament del complex ARF-NPM són desconeguts, algunes possibilitats apunten a una possible fosforilació de NPM durant la resposta al dany, que provocaria el trencament del complex (revisat a (Gjerset, 2006)). Tot i així, existeixen altres treballs que proposen un model diferent mitjançant el qual la B23/NPM regula l’activitat de p53 després del dany al DNA. Un d’aquests treballs apunta a una possible interacció directa entre B23/NPM i p53, provocant un augment dels nivells de p53 i la seva activació transcripcional com a resposta a diferents tipus d’estrès cel·lular (Colombo et al., 2002). Reafirmant aquests resultats, Kurki i col·laboradors demostren que en resposta a radiació UV, B23/NPM es relocalitza del nuclèol cap al nucleoplasma on interacciona amb p53 i HDM2 (Kurki et al., 2004). Aquesta diversitat d’experiments, mostra com la regulació de la resposta de p53 davant el dany al DNA per part de B23/NPM és més complexa de la que es pensava inicialment. El que si que queda clar, és que tots aquests resultats donen suport al model proposat en el qual el nuclèol actua com a sensor de l’estrès cel·lular per sobre de p53 i és ARF qui connecta les senyals d’estrès nucleolar amb els efectors presents en el nucleoplasma que engegaran la resposta davant l’estrès cel·lular. Tot i així, un millor coneixement de les interaccions entre els diferents membres de la via de p53/ARF/mdm2 ajudaria a entendre encara millor la regulació de p53. Una altra via que també regula l’activitat del nuclèol en la resposta a estrès i en la qual no hi entrarem en detall, és la via JNK2 i TIF-IA (revisat a (Mayer and Grummt, 2005)). D’una banda, TIF-IA, és un factor de transcripció essencial per a la iniciació de la RNA Polimerasa I. La inactivació de TIF-IA comporta la disrupció del nuclèol, l’aturada del cicle cel·lular, l’augment dels nivells de p53 i la inducció de l’apoptosi. La depleció de TIF-IA afavoreix la unió de mdm2 a proteïnes ribosomals com la L11, i conseqüentment disminueix la interacció entre mdm2 i p53, fet que permetrà un augment dels nivells cel·lulars de p53 (Yuan et al., 2005). D’altra banda, TIF-IA és també responsable de la transducció dels senyals extracel·lulars a la maquinària de la RNA Polimerasa I (Bodem et al., 2000). Com ja hem comentat anteriorment, quan les cèl·lules estan exposades a estrès cel·lular aturen ràpidament la síntesi de rRNA. TIF-
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IA conté una seqüència consens d’unió a cinasa JNK2 (c-jun N-terminal protein kinase 2) i quan JNK2 s’activa per diferents tipus d’estrès cel·lular fosforila a TIF-IA i l’inactiva. Aquesta fosforilació de TIF-IA té dos efectes; en primer lloc, impedeix la interacció de TIF-IA amb la RNA polimerasa I i en segon lloc provoca la translocació de TIF-IA del nuclèol cap al nucleoplasma. En tots dos casos s’aconsegueix inhibir la síntesi de ribosomes com a resposta al context cel·lular desfavorable (Mayer et al., 2005). Aquests resultats destaquen el paper de JNK2 en la protecció de la síntesi de rRNA davant de conseqüències no favorables per a la cèl·lula i el paper central de TIF-IA com a transmissor de l’estat de la cèl·lula a la maquinària nucleolar.

4.3 Nuclèol i malalties humanes
Les enfermetats humanes relacionades amb un mal funcionament del nuclèol es poden agrupar en dos categories principals: - Càncer i malalties amb un augment de l’activitat nucleolar: un mal funcionament de la via p53/ARF/mdm2 és freqüent en la majoria de càncers i es creu que és essencial per al desenvolupament de tumors. Generalment, en les cèl·lules cancerígenes, la mida dels nuclèols està augmentada com a conseqüència d’una elevada activitat nucleolar i d’una elevada proliferació cel·lular. - Infeccions virals: diferents estudis mostren el paper del nuclèol en les infeccions virals, ja que els virus necessiten de la maquinària nucleolar per a fabricar proteïnes indispensables per a la seva pròpia replicació. A més, deficiències en algun dels components dels nuclèols s’han vist associades a malalties humanes com els síndromes de Werner, de Bloom o de Rothmund-Thomson entre d’altres. Alteracions en el nuclèol també estan presents en malalties neurodegeneratives humanes com per exemple, en l’enfermetat d’Alzheimer (revisat a (Hernandez-Verdun, 2006;Gjerset, 2006;Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008)).
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OBJECTIU GENERAL D’AQUESTA TESI
Estudiar els mecanismes reguladors de la localització intracel·lular de p21Cip1 i els possibles efectes sobre la funcionalitat de p21Cip1 d’aquests canvis de localització.

OBJECTIUS CONCRETS DE L’ESTUDI
• Caracterització del residu de p21Cip1 fosforilat per PKC. • Anàlisi de les implicacions funcionals de la fosforilació de p21Cip1. • Caracterització de la localització intracel·lular de p21Cip1 en resposta al dany al DNA. • Anàlisi dels mecanismes implicats en la localització de p21Cip1 en el nuclèol.
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1. Plàsmids
A continuació es detallen els plàsmids utilitzats en aquesta tesi, el seu origen i el cDNA que contenen: Taula 1: Principals plàsmids utilitzats en aquesta tesi.

insert
GST-p21WT GST-CTp21WT GST-CTp21S153D GST-CTp21S153A His-CaM GFP-p21WT GFP-p21CT GFP-p21NT GFP-p21NLS GFP-p21T145D GFP-p21S146D GFP-p21S153D GFP-p21S160D GFP-p21S146DS160D GFP-p21S153DS160D GFP-p21T145DS153D GFP-p21S146DS153D GFP-p21S153A

vector
pGEX-KGm Pharmacia Biotech pGEX-KGm Pharmacia Biotech pGEX-KGm Pharmacia Biotech pGEX-KGm Pharmacia Biotech pET, Novagen pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech

procedència
Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Sònia Brun, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona. Aquesta tesi Aquesta tesi Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona.
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HA-p21WT HA-p21NLS HA-p21T145D HA-p21S153D HA-p21S153A HA-p21DID DsRED-p21WT DsRED-p21NLS DsRED-p21CT DsRED-p21CT-NLS GFP-SET CFP-Cdk2 CFP-p27 GFP-SUMO-1 GFP-SUMO-1-ΔGly-Gly YFP-U2AF65 GFP-NPM

pMT2HA pMT2HA pMT2HA pMT2HA pMT2HA pMT2HA DsRED, Clontech DsRED, Clontech DsRED, Clontech DsRED, Clontech pEGFP, Clontech pECFP-C1, Clontech pECFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEYFP, Clontech pEGFP-C1, Clontech pEGFP-C1, Clontech

Dr. Carles Serra, IDIBAPS, Barcelona Dra. Sònia Brun, Universitat de Barcelona Dra. Sònia Brun, Universitat de Barcelona Aquesta tesi Aquesta tesi Dra. Sònia Brun, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Aina Rodriguez-Vilarrupla, Universitat de Barcelona Dra. Núria Canela, Universitat de Barcelona Dra. Francesca Mateo, Universitat de Barcelona María Pérez, Universitat de Barcelona Dr. RT Hay, University of Dundee, UK. Dra. Sònia Brun, Universitat de Barcelona. Dr. A Lamond, University of Dundee, UK. Dr. Jason D, Weber Washington University (Yu et al., 2006) Dr. Jason D, Weber Washington University (Yu et al., 2006)

GFP-NPMdL

Els plàsimds creats en aquesta tesi s’han realitzat seguint la metodologia descrita en (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). Per a més informació sobre aquests plàsmids adreceu-vos a aquesta referència o a: (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002;Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005)

86

�MATERIALS I MÈTODES

2. Cultius Cel·lulars
2.1 Models cel·lulars i manteniment de cèl·lules en cultiu
En aquesta tesi s’han utilitzat els següents models cel·lulars:  COS-7: Cèl·lules de ronyó de mico  NIH3T3: Línia immortalitzada de fibroblasts de ratolí  HCT116: Línia tumoral de morfologia epitelial, procedent de càncer colorectal humà. En aquest treball també s’han fet servir dues línies derivades, una d’elles amb deficiència en el gen de p21Cip1: HCT116 p21-/- (Waldman et al., 1995) i l’altra amb deficiència del gen p53: HCT116 p53-/- (Bunz et al., 1998). Les diferents línies s’han mantingut en un incubador a 37ºC i a una pressió parcial de CO2 del 5%. Totes les manipulacions s’han realitzat en condicions estèrils en una campana de flux laminar i tot el material ha estat prèviament esterilitzat. Els medis i condicions de cultiu que s’han utilitzat per a cada línia són els següents:
o

HCT116, HCT116 p21-/- i HCT116 p53-/-: es mantenen en una barreja 1:1 de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biological Industries):HAM F12 (Biological Industries) suplementat amb 2mM L-Glutamina (Merk), 1% aminoàcids no essencials (Biological Industries), 1mM d’àcid pirúvic (Sigma), antibiòtics (50 unitats/ml de penicil·lina, 50µg/ml d’estreptomicina) (Biological Industries) i 10% de sèrum boví fetal (FCS, foetal calf serum, Biological Industries). COS-7: es fan créixer amb DMEM sumplementat amb 2 mM L-Glutamina, 1% aminoàcids no essencials, 1mM d’àcid pirúvic, antibiòtics (50 unitats/ml de penicil·lina, 50µg/ml d’estreptomicina) i 5% de sèrum boví (FCS). NIH3T3: s’han cultivat sempre en condicions subconfluents per impedir que es transformessin, es mantenen en medi DMEM sumplementat amb 2 mM LGlutamina, 1% aminoàcids no essencials, 1mM d’àcid pirúvic, antibiòtics (50 unitats/ml de penicil·lina, 50µg/ml d’estreptomicina) i 10% de sèrum boví (DCS, donor calf serum).

o

o

El tampó PBS (Phosphate Buffered Saline) utilitzat per a rentar les cèl·lules té la següent composició: 7,65 g/l NaCl; 0,21 g/l KH2PO4 pH 7.2; 0,9 g/l Na2HPO4-2H2O. Abans de fer-lo servir ha d’estar autoclavat.
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2.2 La sembra de les cèl·lules
Pel manteniment de les cèl·lules en cultiu és necessari tripsinitzar-les per tal de desenganxar-les del suport de plàstic on es cultiven (flascons i plaques de diferents superfícies, TPP) abans de que arribin a la confluència. - En primer lloc retirem el medi on creixen les cèl·lules i fem dos rentats de les cèl·lules amb PBS temperat a 37ºC. - S’afegeix un volum petit de tripsina 1x -EDTA per tal que cobreixi la superfície de cultiu i s’incuba a 37ºC fins que les cèl·lules es desenganxen. - Seguidament neutralitzem l’acció de la tripsina afegint el mateix volum de medi suplementat amb 10% FCS. - D’aquesta suspensió de cèl·lules realitzem la dilució adient per al subcultiu o per a l’experiment.

2.3 Congelació i descongelació de cèl·lules
Congelació: - Agafem un cultiu cel·lular subconfluent per tal d’optimitzar les condicions en les que es troben les cèl·lules. - Tripsinitzem les cèl·lules tal i com acabem d’explicar en l’apartat 2.2. - Comptem el número de cèl·lules/ml amb la cambra de Neubauer. - La suspensió de cèl·lules es centrifuga durant 5 min a 2500 rpm, i es descarta el sobrenedant. - Es resuspenen les cèl·lules amb el medi necessari per a fer alíquotes entre 1-1,5·106 cèl·lules/ml. - A cada criotub hi posarem 800 μl de medi que conté les cèl·lules i 200 μl de DMSO 50% (10% de concentració final de DMSO). - Afegim el DMSO gota a gota amb agitació constant i congelem ràpidament a -20ºC, 2 0 3 hores després passem el criotub a -80ºC. - Després de 2 o 3 dies a -80ºC, els vials de les cèl·lules s’enmagatzemen en N2 líquid fins al moment de la seva descongelació. Descongelació: - Escalfem a 37ºC 25 ml de medi de cultiu suplementat per a cada criotub. - Un cop agafem les cèl·lules del contenidor de N2 líquid mantenim el criotub de cèl·lules en neu carbònica, ja que el DMSO a temperatura ambient és tòxic per a les cèl·lules. - Les cèl·lules es descongelen ràpidament introduint petits volums del medi escalfat dins del criotub i passant les cèl·lules al tub que conté el medi. Es repeteix el procediment fins a que es descongeli tot el contingut del criotub.
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- Centrifuguem durant 5 min a 2500 rpm el tub que conté els 25 ml de medi amb les cèl·lules descongelades. - Aspirem el sobrenedant i resuspenem les cèl·lules en un volum petit de medi fresc suplementat. - Les cèl·lules descongelades es sembren en un flascó de cultiu F25.

2.4 Transfecció de les cèl·lules
La transfecció de les cèl·lules ens permet expressar de manera transitòria una determinada proteïna en una línia cel·lular concreta. Les tècniques que hem utilitzat es basen en la inclusió del DNA plasmídic que codifica per a la proteïna desitjada en liposomes que al fusionar-se amb la membrana plasmàtica lliuren el DNA a l’interior de la cèl·lula. S’han utilitzat els sistemes de transfecció Effectene® (Quiagen), per a la transfecció de les cèl·lules COS-7, i Lipofectamine® 2000 (Invitrogen), per a la transfecció de les cèl·lules NIH3T3 i HCT116. En tots dos sistemes, hem seguit el protocol indicat pel fabricant, tot i que en el cas de la Lipofectamina, en alguns casos hem modificat la relació DNA(μg):lipofectamina(μl) per tal d’optimitzar la transfecció. Les cèl·lules COS-7 i NIH3T3 s’utilitzen per als experiments 24h després de la transfecció. En canvi, les cèl·lules HCT116 creixen més ràpidament, i per tal d’obtenir la correcta densitat cel·lular en el moment de realitzar els experiments, es tripsinitzen a les 6 hores després de la transfecció i es reparteixen en noves plaques.

2.5 Tractaments cel·lulars
Quan s’indica en els resultats, les cèl·lules van ser incubades amb les següents drogues o productes (Taula 2). Les drogues eren afegides a les cèl·lules en cultiu. El temps de tractament de cada un dels compostos pot variar en els diferents experiments i és per aquest motiu que s’indica en el peu de cada figura o en el text. Els tractaments en les cèl·lules HCT116 sempre es realitzen amb una densitat cel·lular del 20-25%. En el cas que es fessin servir cèl·lules HCT116 prèviament transfectades, els tractaments es realitzen 24 hores després de la transfecció i amb una densitat cel·lular del 2025%.
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Taula 2: Productes, dosis experimentals i casa comercial. reactius
TPA W13 Adriamicina (Adr) MG132 Cafeïna (Caf)

dosis experimentals
100 nM 15 μg/ml 0,15 μg/ml o 0,3 μg/ml 10 μm 5 mM

casa comercial
Calbiochem Sigma

descripció
Activador de la proteïna cinasa PKC Inhibidor de la CaM Agent intercalant en el DNA, inhibidor de la topoisomerasa II i causant de dany al DNA Inhibidor del proteasoma Inhibidor de les cinases ATM i ATR Inhibidor selectiu de la RNAPol I (Pinol-Roma and Dreyfuss, 1991;Torrano et al., 2006) Radiació causant de dany al DNA

SIGMA

Stressgen SIGMA

Actinomicina D (ActD)

0.05 μg/ml

SIGMA

LLum UV

30, 60 o 120 J/m2

UV Stratalinker 1800 (Stratagene)

3. Cultius Bacterians
3.1 Soques i medis de cultiu
Hem utilitzat les següents soques bacterianes: - E. Coli DH5, per a l’obtenció de DNA plasmídic. - BL21pLys, per a expressar i, posteriorment, purificar proteïnes de fusió. El medi de cultiu emprat per a fer créixer aquestes dues soques ha estat un medi ric anomenat LB (Luria-Bertani) que conté, 10g/L Triptona, 5 g/L d’extracte de llevat i 5 g/L NaCl. S’afegeixen al medi LB els antibiòtics Ampicilina o Kanamicina (1mg/mL), segons el tipus de plàsmid que continguin els bacteris i Cloramfenicol si es tracta de la soca BL21 pLyS.

3.2 Transformació bacteriana
El procés de transformació es basa en la incorporació d’un DNA plasmídic dins de les cèl·lules bacterianes competents DH5 o BL21pLys: Es descongelen els bacteris competents en gel. S’afegeixen uns 0,5g de DNA plasmídic (0,5-1μl) a 100l de cèl·lules competents i s’incuba durant 30 min en gel. Es sotmet a un xoc tèrmic de 45 segons a 42ºC i seguidament es deixa 2 min en gel. S’afegeix 1ml de medi LB sense cap tipus d’antibiòtic i s’incuba 1 h a 37ºC en agitació. Es centrifuga 1 min a 6000 rpm i es descarten 900μl del sobrenedant.
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-

Amb la resta de medi es resuspenen les cèl·lules i es plaquegen en plaques de LB amb antibiòtic. L’antibiòtic dependrà de la resistència que tingui el plàsmid transformat. S’incuba la placa tota la nit a 37º C a l’espera de formació de colònies bacterianes.

3.3 Obtenció i purificació de DNA
Per a la purificació de DNA plasmídic a partir de cultius bacterians s’han utilitzat els kits comercials: Nucleospin® Plasmid QuickPure per minipreps i NucleoBond® Xtra Midi Plus per midipreps (Macherey-Nagel). Els plàsmids utilitzats en aquesta tesi apareixen en l’apartat 1 dels materials i mètodes, Taula1.

3.4 Expressió i purificació de proteïnes de fusió
Els plàsmids codificants per a la CaM, per a la proteïna p21Cip1 sencera (GST-p21WT), per al fragment GST-p21CT i per a diverses mutacions d’aquest fragment: CTp21S153D i CTp21S153A, van ser transformats en cèl·lules de E.coli de la soca BL21pLys. Per a l’expressió i purificació de proteïnes de fusió amb GST s’ha seguit el mètode descrit per J.V. Frangioni (Frangioni and Neel, 1993). L’expressió de proteïnes recombinants o fragments de proteïnes en E.Coli es va fer pel sistema de proteïnes de fusió amb l’enzim glutatió-S-Transferasa (GST). Aquest sistema d’expressió utilitza els vectors pGEX i permet la purificació ràpida de les proteïnes fusionades amb GST, gràcies a l’afinitat de l’enzim a un dels seus substrats, el glutatió reduït. Així doncs, per aïllar la proteïna de fusió amb GST de la resta de proteïnes bacterianes s’utilitza el glutatió reduït unit covalentment a boletes de sefarosa. Un cop unida la proteïna de fusió, la elució es realitza afegint un excés de glutatió reduït lliure per tal de desfer la unió entre GST i les boletes de sefarosa, quedant la GST-proteïna lliure i en solució. Aquest mètode d’expressió és un dels més utilitzats perquè presenta un alt rendiment en l’expressió de proteïnes i una puresa elevada de la proteïna purificada. Expressió de proteïnes: El primer pas és la clonació del cDNA de la proteïna que vulguem expressar en un vector d’expressió procariota. En el nostre cas vam utilitzar el vector pGEX-KGm per a la p21 i tots els seus mutants o el pET per a la expressió de la calmodulina humana. Seguidament es transformen aquests plàsmids a la soca bacteriana BL21pLys. Aquesta soca és defectiva en certes proteases i té una paret menys resistent i, a més, expressa lisozim (pel fet de tenir integrat el plàsmid pLys), la qual cosa facilita la seva lisi i la fa idònia per a l’expressió de proteïnes recombinants.
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Una vegada els bacteris estan transformats, es fan créixer en cultius grans, seleccionant-los amb Ampicilina i Cloramfenicol, que són les resistències que confereixen el vector pGEX i el vector pLys respectivament. O bé, seleccionant-los amb Carbenicil·lina i Cloramfenicol en el cas de la CaM clonada dins d’un vector pET. Inducció i purificació de proteïnes fusionades a GST: Per a la inducció de l’expressió s’utilitza l’Isopropil-β-D-tiogalactopirinòsid (IPTG). Segons el següent procediment: - S’inocula una colònia o vàries, obtingudes de la transformació de les cèl·lules bacterianes, en 5 ml de medi LB amb ampicilina i cloramfenicol. Es deixen créixer tota la nit a 37ºC i en agitació. - S’amplifica el cultiu fins al volum adient. Normalment entre 0,5 i 1 litre. - Es deixa créixer el cultiu fins a la fase exponencial (OD600nm= 0,8-1). Es recullen 10 μl de bacteris sense induir. - S’indueix l’expressió proteica afegint 0,5 mM d’IPTG i s’incuba 4 hores a 37ºC en agitació. Es recullen 10 μl de bacteris induïts. - Es recullen els bacteris per centrifugació a 5000 rpm durant 10 minuts a 4ºC. En aquest punt es pot congelar el precipitat de cèl·lules a -80ºC per a la seva utilització posterior. - Per a comprovar la inducció prèviament a la purificació, podem fer un gel de SDSpoliacrilamida on es carreguen les mostres de bacteris no induïts i de bacteris induïts i es visualitza amb una tinció amb blau de Coomassie. D’aquesta manera comprovem que la inducció de la proteïna s’ha fet correctament i si és així, procedirem amb la seva purificació. - Es lisen els bacteris en tampó NETN (20mM Tris-HCl pH 8, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 0.5% NonidetP40 (Igepal®, SIGMA)) que conté inhibidors de proteases: 1mM PMSF, 1μM Aprotinina, 10 μM Leupeptina. - Per a ajudar a la lisi bacteriana, es fan diversos cicles de congelació i descongelació a -80ºC i es sonica en gel, 4x 20 segons - Es clarifica el lisat per centrifugació durant 15 minuts en un rotorSS34 (Sorvall) a 15000 rpm, i es guarda el sobrenedant en gel. - S’afegeix resina de glutatió-sefarosa (Gluthatione-Sepharose-4B®, Amersham Pharmacia Biotech), aproximadament 1ml per cada 5 mg de proteïna de fusió (que equivalen aproximadament a 0,5-1 litres de cultiu inicial bacterià). Ho incubem durant 1 hora a 4ºC en agitació. - Es fan tres rentats exhaustius de 50 ml amb tampó NETN - Afegir 2-5 ml de tampó d’elució (50mM Tris-HCl pH 9.6, 120mM NaCl, 20mM Glutatió reduït) i ho incubem durant 30min a 4ºC en rotació. - Recollir la proteïna eluïda per centrifugació (5min a 3000 rpm).
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- La proteïna purificada se sol dialitzar amb el tampó adequat per a l’assaig en el que la vulguem emprar. Es guarda a -80ºC. - Posteriorment, es valorarà la concentració proteica d’1 μl dels sobrenedant pel mètode de Bradford. Inducció i purificació de proteïnes fusionades a pET: Per a la purificació de la CaM recombinant humana partim del seu cDNA clonat en un plasmidi pET transformat en la mateixa soca d’E.Coli, BL21pLys. - Fem créixer la soca de bacteris BL21pLys transformats amb el cDNA de la CaM recombinant humana en poc volum de medi LB i carbenicil·lina i cloramfenicol. - Ampliem el cultiu fins a obtenir-ne un litre a una OD600nm aproximada de 1-1.2. Es recullen 10 μl de bacteris sense induir. - Induïm la expressió de la proteïna amb 1mM d’IPTG durant 3 hores. Es recullen 10 μl de bacteris induïts. - Centrifuguem el cultiu a 12000 rpm durant 15min. - Per a comprovar la inducció prèviament a la purificació, podem fer un gel de SDSpoliacrilamida on es carreguen les mostres de bacteris no induïts i de bacteris induïts i es visualitza amb una tinció amb blau de Coomassie. D’aquesta manera comprovem que la inducció de la proteïna s’ha fet correctament i si és així, procedirem amb la seva purificació. - Lisem els bacteris en 50 ml de Tampó Lys B (50mM Tris-HCl pH 7.5, 2mM EDTA i 0.2mM PMSF) per cada litre de cultiu bacterià. - Soniquem, en gel, 4 vegades durant 30 segons. - Centrifuguem 20 min a 14000 rpm a 4ºC. - Bullim durant 5 minuts a 95ºC. - Tornem a centrifugar 20 minuts a 14000 rpm a 4ºC - Recollim el sobrenedant i hi afegim 5mM CaCl2 i ho guardem a -20ºC fins al moment de la seva purificació. - Per a la purificació de la CaM utilitzem una columna preparada amb una reïna de Phenyl-Sepharose® (Pharmacia), que té la propietat de poder unir la CaM gràcies a l’afinitat d’aquesta pels radicals hidrofòbics de la reïna. - Normalment treballem reciclant una columna que ja ha estat utilitzada en una purificació anterior, en aquest cas, hem de fer passar per la columna uns 100ml d’una solució 8M Urea per tal d’eliminar possibles restes de proteïna d’alguna purificació anterior. - Equilibrem la columna fent passar 200 ml de tampó CQB (50mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM CaCl2, 0.1M NaCl).
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- Carreguem la mostra a la columna, recollim el primer Flow-Through i el tornem a carregar a la columna per tal d’optimitzar la unió de la CaM a la columna. - Rentem amb uns 300 ml de tampó CWB (50mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1mM CaCl2, 0.1M NaCl). - Tornem a rentar amb 300 ml de tampó CHSWB (50mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1mM CaCl2, 0.5M NaCl) per tal d’eliminar les proteïnes que s’hagin unit a la reïna mitjançant forces electrostàtiques. - Eluïm la CaM amb volums petits de tampó CEB (50mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM EGTA). A continuació procediríem com en qualsevol proteïna a la seva diàlisi i liofilització, si convé.

4. Electroforesi, transferència i immunodetecció
4.1 Obtenció de lisats cel·lulars
Partint de la quantitat de cultiu cel·lular que hem necessitat segons el tipus d’experiment realitzat, tant siguin cèl·lules control com cèl·lules tractades, el protocol que hem seguit per a l’obtenció de lisats cel·lular és el següent: Es retira el medi de les plaques i es fan 2 rentat amb PBS. S’afegeix el volum de PBS necessari per a cobrir la superfície de la placa, i sobre una base amb gel, es rasca el cultiu amb un scraper fins a desenganxar totes les cèl·lules. Es recullen les cèl·lules en tubs mantinguts en gel i es centrifuga durant 2 min a 10.000 rpm en una microfuga d’eppendorfs. Es descarta el sobrenedant. Es congelen els pellets secs a -20ºC o bé es continua el procés Es resuspen el pellet de cèl·lules amb un tampó de lisi 2% SDS (Sodium Dodecil Sulfat), 67mM Tris-HCl pH 6.8 i es soniquen dues vegades durant 20 segons en gel. Posteriorment, es valora la concentració proteica amb el mètode de Lowry.

4.2 Fraccionaments cel·lulars
Durant la realització d’aquesta tesi, es van posar a punt dos mètodes de fraccionament cel·lular que permetessin analitzar la localització de p21Cip1 en els diferents compartiments cel·lulars.

- Fraccionament de nuclis
Per tal d’obtenir un fraccionament eficient de les cèl·lules COS-7 que ens permetés analitzar les fraccions de nucli i citoplasma sense que la proteïna p21Cip1, de baix pes
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molecular, sortís a través dels porus nuclears i ens contaminés la fracció de citoplasma, vam posar a punt el següent mètode de fraccionament: Fem créixer les cèl·lules COS-7 en plaques de 60mm al 80% de confluència (normalment 2 o 3 plaques per condició experimental). Rentem les cèl·lules amb PBS fred i cobrim la superfície de la placa amb 0,5 ml de PBS fred. Fem saltar les cèl·lules de la placa utilitzant un scraper, recollir en un eppendorf i centrifugar 3 minuts a 2000 rpm a 4ºC. Rentem dos cops amb PBS Resuspenem les cèl·lules en 300 μl de tampó A (10mM Hepes pH 7.4; 1mM EDTA, 1mM DTT) suplementat amb inhibidors 10μg/ml de proteases i fosfatases aprotinina, (1mM 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride; leupeptina; 0,1U/ml

ortovanadat, 50mM NaF) Es trenquen les membranes cel·lulars a través de passar la suspensió cel·lular 15 vegades a través d’una agulla de 23-gauge. El trencament de les membranes cel·lulars es confirma mitjançant l’observació al microscopi. S’afegeixen 300 μl de tampó B (50mM Hepes pH 7.4; 500mM sucrosa, 10mM Mg2SO4) i es centrifuguen les cèl·lules durant 15 minuts a 2500 rpm a 4ºC. Es recull el sobrenedant (fracció citoplasmàtica), d’alíquota i es guarda a -20ºC. El pellet es resuspen en 300 μl de tampó A més 300 μl de tampó B i s’homogeneïtza novament amb 5 passades a través d’una agulla de 23-gauge. El trencament de les membranes cel·lulars i l’obtenció de nuclis sencers es confirma mitjançant l’observació al microscopi. La suspensió cel·lular es centrifuga durant 10 minuts a 2000 rpm i a 4ºC sobre 1,5 ml d’un coixí de sucrosa (0.88M sucrosa; 0,5mM MgCl2). Descartem el sobrenedant i rentem el pellet de nuclis una vegada amb 500 μl de tampó A més 500 μl de tampó B i el centrifuguem durant 10 minuts a 1700 rpm. El pellet (fracció nuclear) es resuspen amb 50-100 μl de tampó de lisi (2% SDS i 67 mM Tris-HCl pH 6.8) i es sonica dues vegades durant 20 segons per a trencar completament el DNA. Totes les fraccions es quantifiquen mitjançant el mètode de Lowry i processades mitjançant una electroforesi d’una dimensió. Es va confirmar la puresa de les fraccions per WB utilitzant marcadors específics per a cada compartiment cel·lular. Tots els passos es van realitzar a 4ºC i tots els tampons han d’estar a 4ºC.
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- Purificació de nuclèols
El mètode utilitzat permet obtenir una fracció purificada de nuclèols i es basa en el mètode descrit per (Andersen et al., 2002), amb algunes modificacions: 30x106 cèl·lules, de cada condició experimental, es renten amb PBS fred, es tripsinitzen, i es centrifuguen 3 min a 500g; es resuspen amb 10ml de PBS i fem un segon rentat. Resuspenem les cèl·lules en 1ml de tampó A (10mM HEPES-KOH pH 7.9; 1,5mM MgCl2; 10mM KCl; 0.5mM DTT) amb inhibidors de proteases i fosfatases (1mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 10μg/ml leupeptina; 0,1U/ml aprotinina, 1mM ortovanadat, 50mM NaF). Incubem les cèl·lules en el tampó A durant 10 minuts en gel. Homogeneïtzem el pellet i trenquem les membranes cel·lulars, passant la suspensió cel·lular 15 vegades a través d’una agulla de 23-gauge seguit de 10 passades a través d’una agulla de 25-gauge. El trencament de les membranes cel·lulars va ser confirmat mitjançant la observació al microscopi de contrast de fase. Agafem 50μl de la suspensió cel·lular (fracció total o TCL, total cell lysate) Centrifuguem la suspensió cel·lular a 228g durant 5 minuts a 4ºC. El sobrenedant1 (fracció citoplasmàtica) va ser recollit i guardat a -20ºC per al posterior anàlisi. El pellet (fracció nuclear) va ser resuspès en 600μl de tampó B (0,25M sucrosa; 10mM MgCl2 i inhibidors de proteases i fosfatases). Vam tornar a homogeneïtzar el pellet de nuclis, 10 passades a través d’una agulla de 23-gauge, per tal d’assegurar-nos el trencament complet de les membranes cel·lulars i la obtenció de nuclis purs i sencers. Comprovem al microscopi. Centrifuguem la suspensió a 1430g durant 5 minuts a 4ºC sobre 600μl d’un coixí de sucrosa (tampó C: 0,35M sucrosa; 0,5mM MgCl2 i inhibidors de proteases i fosfatases). El pellet el resuspenem amb 600μl de tampó C i el soniquem 6 vegades durant 10 segons en gel, fent servir la potencia al 5 del sonicador. Observem al microscopi de contrast de fase que no hi hagi nuclis sencers, els nuclèols es veuen com a cossos refringents. La mostra sonicada es va col·locar sobre 600μl d’un coixí de sucrosa (tampó D: 0,88M sucrosa, 0,5M MgCl2 i inhibidors de proteases i fosfatases) i es centrifuga durant 10 minuts a 2800g a 4ºC. El sobrenedant2 (fracció de nucleoplasma) va ser recollida i guardada a -20ºC. El pellet que conté els nuclèols va ser rentat amb 500μl del tampó C i va ser centrifugat durant 2 min a 2000g a 4ºC. Vam observar en el microscopi de contrast de fase la puresa d’aquest pellet de nuclèols.
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-

Vam resuspendre el pellet de nuclèols en 50μl de tampó de lisi (2% SDS, 67mM TrisHCl pH 6.8) i vam guardar-lo a -20ºC. En el moment de l’anàlisi, les altres fraccions recollides durant el procediment també van ser lisades amb el mateix tampó de lisi i sonicades 2 vegades durant 20 segons. Totes les fraccions van ser quantificades mitjançant el mètode de Lowry i processades mitjançant una electroforesi d’una dimensió. Es confirma la puresa de les fraccions per WB utilitzant marcadors específics per a cada compartiment, i marcadors dels possibles compartiments contaminants.

Tots els passos es van realitzar a 4ºC i tots els tampons han d’estar a 4ºC.

4.3 Valoració de la concentració de proteïna
Amb la finalitat d’igualar la quantitat de proteïna de les diferents mostres d’un mateix experiment ja sigui obtingudes a partir d’extractes cel·lulars o dels diferents mètodes de fraccionament, hem utilitzat el mètode de Bradford (Bradford, 1976) o el mètode de Lowry (Lowry et al., 1951) de quantificació de proteïnes. És necessària la quantificació de les mostres per tal de carregar els gels d’acrilamida correctament. Hem utilitzat majoritàriament el mètode de Lowry, ja que la major part de les mostres cel·lulars han estat obtingudes amb el tampó de lisi que conté 2% de SDS, i aquesta concentració de SDS no és compatible amb el mètode de Bradford.

4.4 Electroforesi en una dimensió
La separació de proteïnes en funció del seu pes molecular es realitza mitjançant gels de SDS-poliacrilamida en condicions desnaturalitzant (SDS-PAGE) segons el mètode de Laemmli (Laemmli, 1970). La tècnica es basa en la diferent migració de les proteïnes desnaturalitzades amb SDS a través d’una matriu d’acrilamida i bis-acrilamida sota l’efecte d’un camp elèctric. Gràcies al SDS, les proteïnes quedaran carregades negativament i migraran cap al pol positiu, separantse exclusivament pel seu pes molecular. En el nostre cas, per a analitzar la proteïna p21Cip1, el percentatge d’acrilamida dels gels és del 12%. Les altres proteïnes s’han analitzat en gels de percentatges diferents segons el pes molecular de cada una de les proteïnes. Es carrega la mateixa quantitat de proteïna (prèviament quantificada per Lowry o Bradford) en cada un dels carrils per a cada experiment. Les mostres de proteïnes provinents dels extractes cel·lulars o de les diferents subfraccions cel·lulars es carreguen en aquests gels resolutius. Prèviament preparem les mostres amb un tampó que conté: 2% SDS (per desnaturalitzar); 0,5 mg/ml ditiotreitol (DTT) (per trencar ponts di-sulfur); 10% glicerol i 0,1mg/ml blau de bromofenol. Just abans de carregar les mostres les bullim durant 3 minuts per tal de desnaturalitzar completament les proteïnes i trencar tots els ponts di-sulfur.
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4.5 Electroforesi en dues dimensions
La tècnica d’electroforesi bidimensional ens permet separar les proteïnes d’una barreja segons dues propietats independents: el punt isoelèctric (pI) i el pes molecular. Aquestes propietats combinades ens permeten identificar i separar diferents proteïnes d’igual pes molecular, com per exemple diferents isoformes d’una mateixa proteïna o una proteïna amb modificacions post-traduccionals. Nosaltres hem fet servir aquesta tècnica amb la finalitat d’estudiar la fosforilació de la proteïna p21Cip1. L’electroforesi bidimensional consta de dues parts: una primera dimensió on separem les proteïnes segons el seu punt isoelèctric i una segona dimensió on les proteïnes seran separades segons el seu pes molecular (veure apartat 4.4). En aquesta tesi, vam fer servir el mètode IEF (Isoelectric focusing) per a separar les proteïnes segons el seu punt isoelèctric amb un sistema de tires de gradient de pH anomenat “IPG Strip” (Bio-Rad). El procediment que vam fer servir per a la preparació de les mostres i l’electroforesi bidimensional és el següent: Preparació de les mostres En primer lloc vam fer un pellet de les cèl·lules en cultiu (1,5x106 cèl·lules per condició experimental). Vam lisar les cèl·lules amb 200μl de tampó de lisi (0,3% SDS; 50mM Tris-HCl pH8; 200mM dithioerythriol [DTE]). Vam bullir les mostres durant 5 minuts i seguidament les vam refredar durant 2 minuts a 4ºC. Els lisats cel·lulars van ser incubats amb una barreja de DNasaI i RNasa A (en una concentració final de 250μg/ml cada una) durant 10 minuts en gel. Seguidament, vam precipitar les proteïnes amb una solució al 80% d’acetona freda durant 20 minuts en gel. Centrifuguem a 14000 rpm durant 15 minuts a 4ºC. Apareix un precipitat de color blanquinós. Eliminem el sobrenedant i deixem assecar a l’aire el pellet (en aquest punt es pot parar el procediment i congelar les mostres). Un cop els pellets ja estan completament secs, es resuspenen amb 200μl de tampó Urea (9M Urea; 4% CHAPS {3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1propanesulfonate}; 65mM DTE; 0,1% amfòlits [Bio-Lyte 3/10, no.163-1113; Bio-Rad]). Centrifuguem a 14000 rpm durant 15 minuts a 4ºC. Recollim el sobrenedant i en quantifiquem les proteïnes pel mètode de Bradford. Preparem les mostres amb 50μg de proteïna i les diluïm amb el tampó Urea fins a un volum final de 125μl.
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Tractament amb fosfatasa El tractament amb fosfatasa es va realitzar en les cèl·lules recollides, abans de processar les mostres. Es van tractar les cèl·lules amb fosfatasa λ (400 U/μl; Calbiochem) en 20μl de tampó P (150mM Tris-HCl pH8; 2mM NaCl; 2mM EDTA; 10% glicerol; 0,2% Nonidet P-40; 5mM DTT; 2nM MnCl2; 100μg/ml BSA) amb inhibidors de proteasa (1mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 10μg/ml leupeptina; 0,1U/ml aprotinina) durant 30 minuts a 30ºC. Electroforesi 2D La primera dimensió es va realitzar amb el mètode de l’enfoc isoelèctric (IEF). Vam utilitzar tires de gel IPG prefabricades que contenen un gradient de pH (ReadyStrip IPG Strip, 7 cm, pH 3-10; no.163-2000 [Bio-Rad]) i les vam col·locar en el sistema PROTEAN IEF (no.165-4000; Bio-Rad). L’aplicació de la mostra i la rehidratació de les tires es va dur a terme seguint el mètode passiu indicat per les instruccions del fabricant (Bio-Rad). L’enfoc isoelèctric es va realitzar des de 12500V a 20000V per hora. Després de córrer la primera dimensió, les tires es van equilibrar durant 10 minuts en agitació amb 1 ml de tampó d’Equilibri (6M Urea; 0,375M Tris-HCl pH8.8; 2% SDS, 20% glicerol i 2% [w/v] DTE). La segona dimensió es va portar a terme segons el mètode de Laemmli, tal i com acabem de descriure, amb algunes adaptacions. Vam preparar un gel d’acrilamida resolutiu d’1mm de gruix. Vam col·locar les tires equilibrades a sobre, en contacte amb el gel i sense bombolles entre el gel i la tira, i vam sellar-les col·locant a sobre la tira una solució 1% agarosa en tampó electròlit, que es solidificarà. Seguidament vam córrer la segona dimensió. Després de l’electroforesi 2D, els gels van ser transferits a membranes de ImmobilonP® (Millipore) i analitzats per Western blot (com explicarem a continuació).

4.6 Tinció de gels
Per tal de tenyir les proteïnes dels gels de poliacrilamida i poder visualitzar el patró proteic general, hem utilitzat la tinció de blau de Coomassie. Aquesta tècnica permet estudiar el patró general de totes les proteïnes d’una mostra, un cop resoltes en un gel de SDS-poliacrilamida. Tot i que és menys sensible que altres tècniques, és la tinció d’elecció per la seva senzillesa i rapidesa. Una vegada finalitzada l’electroforesi, s’incuba el gel durant 10-20 minuts a temperatura ambient i en agitació suau amb solució de tinció de blau de Coomassie (2,5 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G250, 45% metanol, 10% àcid acètic). A continuació, es procedeix a destenyir el
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gel per treure l’excés de colorant afegint al gel una solució destenyidora (10% àcid acètic, 50% metanol) i s’incuba el temps necessari fins a visualitzar bé el patró de bandes.

4.7 Western blot: electrotransferència i immunodetecció
La tècnica del Western blot ens permet identificar una proteïna concreta present en una mostra. És necessari resoldre les proteïnes de la mostra mitjançant les tècniques electroforètiques. La primera part de la tècnica del Western blot consisteix en l’electrotransferència i la segona, en la immunodetecció. Electrotransferència Consisteix en transferir les proteïnes separades en els gels SDS-PAGE a una membrana, en el nostre cas una membrana d’Inmobilion-P® (Millipore) durant 2 hores a 4ºC, a 60 V. Durant la electrotransferència les proteïnes del gel es transfereixen a la membrana. Es posa el gel i la membrana en contacte i per acció d’un camp elèctric les proteïnes desnaturalitzades amb el SDS i per tant, carregades negativament, migren cap a la membrana (pol positiu) i hi quedaran retingudes. Immunodetecció Un cop tenim les proteïnes transferides a la membrana podrem realitzar l’estudi de proteïnes concretes mitjançant l’ús d’anticossos específics. La immunodetecció, és una tècnica indirecta, és a dir, l’anticòs que s’uneix a la proteïna o anticòs primari no està marcat. Per a visualitzar-lo, s’utilitza un anticòs secundari específic contra les immunoglobulines de l’espècie on s’ha produït l’anticòs primari. És aquest anticòs secundari el que està conjugat amb un enzim i ens permet la detecció. El protocol utilitzat majoritàriament per a la immunodetecció és el següent: S’incuba la membrana amb la Solució de Bloqueig (5% de llet desnatada en pols [o 5% de BSA, en el cas de l’anticòs anti-fosfo-Ser153p21] en TBST [0,05% Tween 20 en TBS; TBS, 50mM TrisHCl pH 7.5, 150mM NaCl], en agitació i a temperatura ambient, durant 1h. Rentem les membranes 3 vegades durant 10 minuts amb TBST (opcional). S’incuba la membrana amb l’anticòs primari diluït en Solució d’ Anticossos (1% BSA; 0,5% llet en pols; 0,02% azida sòdica en TBS). Cada anticòs primari té una dilució específica que es pot consultar a la taula d’anticossos següent. El temps d’incubació pot variar des d’una hora a temperatura ambient fins a tota la nit a 4ºC. Normalment hem incubat les membranes durant 1 hora i mitja en agitació i a temperatura ambient. Rentem les membranes 3 vegades durant 5 minuts amb TBST.
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-

S’incuba la membrana amb l’anticòs secundari (Bio-Rad) específic per l’hoste de l’anticòs primari utilitzat (ratolí, conill, ovella, etc.) conjugat amb peroxidasa, durant 1 hora a temperatura ambient. La dilució que fem servir és aproximadament 1:20001:4000 en TBST.

-

Rentem les membranes 3 vegades durant 10 minuts amb TBST. Rentem una vegada amb TBS. Revelem la immunodetecció amb ECL (Enhanced Chemiluminiscence, Amersham Biosciences): La reacció de l’enzim peroxidasa amb el seu substrat produirà una reacció de luminescència, la qual podrem detectar mitjançant la impressió de la llum en films fotogràfics (Hyperfilm ECL, Amersham) i revelant-ho després. Els anticossos amb els quals s’han incubat les membranes en aquesta tesi són els

següents: Taula 3: Característiques dels principals anticossos utilitzats per Westen blot.
DIANA p21 Waf-1 p21 fosfo-Ser153p21 Lamina B GAP120 fosfo-MARCKS HA clone 12CA5 C23 (nucleolin) fibrilarin Serina193-fosforilada H2Ax Actina p53 DILUCIÓ 1/200 1/200 2 μg/ml 1/200 1μg/ml 1/500 1μg/ml 1/600 1/200 1/1000 1/200 1/250 FONT I REFERÈNCIA Calbiochem (Ab-1 OP64) Santa Cruz Biotechnology (C-19; sc-397) Fabricació pròpia* Santa Cruz Biotechnology (M20; sc-6217) Upstate Biotech (05-178) Cell Signaling (no 2741) Roche (1583816) Santa Cruz Biotechnology (MS3; sc-8031) Santa Cruz Biotechnology (H140; sc-25397) Upstate Biotechnology (05-636) Santa Cruz Biotechnology (C-11; sc-1615) Neo Markers (Ab-5, MS186)

* L’anticòs anti-fosfo-Ser153p21 va ser produït en ratolí contra el pèptid MTDFYHS*KRRLIFC per
la empresa Isogene Life Science. Va sorgir el problema de que el sèrum que contenia l’anticòs antifosfo-Ser153p21 també reconeixia a la proteïna no fosforilada. Per tal de resoldre aquest problema vam tornar a purificar l’anticòs. En primer lloc, vam fer passar el sèrum per una columna de CnBr
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que contenia la proteïna CTp21 i flow-though d’aquesta columna, és a dir, el que no es quedava retingut en la columna, el vam fer passar per una segona columna de CnBr que contenia el pèptid fosforilat. L’eluït d’aquesta segona columna contenia l’anticòs anti-fosfo-Ser153p21, que després d’aquesta purificació si que reconeixia específicament el pèptid fosforilat.

5 Microscòpia de fluorescència
5.1 Immunocitoquímica
Mitjançant una immunocitoquímica, o també anomenada immunofluorescència, es pot detectar la localització intracel·lular de proteïnes específiques, a través de la unió d’anticossos específics contra les proteïnes que volem analitzar. Cal un anticòs secundari conjugat a un fluorocrom que ens permetrà visualitzar la localització de la proteïna al microscopi de fluorescència. En alguns dels nostres experiments, vam transfectar les cèl·lules amb plàsmids que codificaven per una proteïna acoblada a un tag fluorescent (GFP, CFP, YFP, DsRED), de manera que no calia utilitzar cap anticòs per a detectar-la, tot i que a vegades s’ha combinat la transfecció d’una proteïna fluorescent i una immunocitoquímica per a detectar la localització d’una altra proteïna d’interès. En el cas de les cèl·lules transfectades amb un tag fluorescent que no s’utilitzen per a una immunocitoquímica igualment s’han de rentar, fixar i muntar com el protocol de les immunocitoquímiques, per tal de ser visualitzades al microscopi de fluorescència. El protocol d’immunocitoquímica presenta variacions segons la proteïna que volem analitzar, a continuació explicarem el protocol més general i en la taula 4 s’especifiquen les modificacions per a cada un dels anticossos emprats. El protocol d’immunocitoquímica que vam fer servir majoritàriament és el següent: Es sembren les cèl·lules sobre cubreobjectes i 24 hores després de la sembra es realitzen els tractaments adients. En el cas de les cèl·lules HCT116, si les cèl·lules s’han de transfectar, es sembren sense cubreobjectes i 24 hores després es realitzen les transfeccions, 6 hores després de les transfeccions es replanten les cèl·lules sobre cubreobjectes i 24 hores després es realitzen els tractaments.

-

Passat el temps de tractament necessari es treuen els cubreobjectes de la placa i es fan dos rentats amb PBS. Fixar les cèl·lules amb paraformaldehid (PFA) 4% en PBS durant 15 minuts a temperatura ambient. Fer tres rentats de 5 minuts amb PBS. Permeabilitzar amb Tritó X-100 0,2% en PBS (o 1% Tritó X-100 en funció de l’anticòs, per exemple: UBF i Cleaved Caspasa-3) 10 minuts a temperatura ambient. Fer cinc rentats de 2 minuts amb PBS.
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-

Bloqueig amb 1% BSA en PBS durant 1 hora a temperatura ambient. Incubar les cèl·lules amb anticòs primari diluït en la solució de bloqueig 1 hora o 1 hora i mitja a 37ºC en una cambra humida. Fer tres rentats de 5 minuts amb PBS Incubar les cèl·lules amb anticòs secundari anti-rabbit o anti-mouse conjugat amb Alexa-488 (Molecular Probes), Alexa-594 (Molecular Probes) o Cy5 (Jackson) diluïts 1:500 en la solució de bloqueig durant 45 minuts-1 hora a 37ºC en una cambra humida.

-

Fer tres rentats de 5 minuts amb PBS. Fer un rentat amb aigua MiliQ. Muntar els cubreobjectes sobre un portaobjectes amb 4-5 μl de Mowiol® (Calbiochem) Observar les mostres al microscopi de fluorescència. (Com a control negatiu, es processa paral·lelament a la immunocitoquímica un

cubreobjecte amb les cèl·lules però sense incubar-les amb l’anticòs primari. D’aquesta manera sabrem la senyal de fons (backgrownd) que dóna l’anticòs secundari) Taula 4: Característiques dels principals anticossos utilitzats per immunocitoquímica.
INCUBACIÓ ANTICÒS PRIMARI 1% BSA en PBS 1 h i 30 min a 37ºC 1% BSA en PBS 1 h i 30 min a 37ºC 1% BSA en PBS 1 h i 30 min a 37ºC 1% BSA; 0,1% Tween; 0,1% tritó en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS 1 h i 30 min a 37ºC 1% BSA en PBS 1 h i 30 min a 37ºC 1% BSA en PBS 1 h i 30 min a 37ºC 1% BSA; 0,1% Tween en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA; 0,1% Tween en PBS Tota la nit a 4ºC en PBS 1x Tota la nit a 4ºC en PBS 1x Tota la nit a 4ºC en PBS 1x 1 h i 30 min a 37ºC

DIANA HA (clone 12CA5) p21 Waf-1 p21 UBF fibril·larina (fibrillarin) p53 mdm2 PCNA Ciclina E SUMO-1 (anti-GMP1) SUMO-1 Serina193fosforilada H2Ax

DILUCIÓ 1/200 1/200 1/100 1/100

FONT I REFERÈNCIA Roche (1583816) Calbiochem (Ab-1, OP64) Santa Cruz Biotechnology (C-19; sc-397) Santa Cruz Biotechnology (F-9; sc-13125) Santa Cruz Biotechnology (H-140; sc-25397) Santa Cruz Biotechnology Pab-240; (sc-99) Calbiochem (Ab-1; OP46) Oncogene (Ab-1; NA03) Santa Cruz Biotechnology (HE12; sc-247) Zymed (33-2400) Santa Cruz Biotechnology (D-11; sc-5308) Upstate Biotechnology (Clone JBW301; 05-636)

1/50 1/25 1/100 1/50 1/50 1/50

1/100

1/100
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Cleaved Caspasa-3 Ubc9 hnRNPA2 Proteïnes del complexe del porus nuclear CBP PML Ub-proteïna conjugada Proteasoma 20S PA28Y (Psme3) Topoisomerasa I FITC-Human

1/200

1% BSA; 0,1% Tween; 0,1% tritó en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC en PBS 1x Tota la nit a 4ºC 1% BSA en PBS Tota la nit a 4ºC PBS 1x 1 h a 37ºC

Cell Signaling (Asp175; 9661) Abcam (ab-30502) (Bosser et al., 1995)

1/50 1/1000

1/500

Abcam (Mab414; ab-24609) Santa Cruz Biotechnology (sc-369) Santa Cruz Biotechnology (sc-5621) BioMol/Afinity (UG-9510) BioMol (PW-8195) BD antibodies (P83620; 611181) Human autoimmune serum D106 (Dr. Miguel Lafarga) Jackson (109-095-088)

1/100 1/200 1/50 1/50 1/100 1/75 1/75

5.2 Tincions de DNA, RNA i actina
El marcatge de DNA de les cèl·lules fixades provinents d’una immunocitoquímica o de cèl·lules transfectades amb una proteïna fluorescent va realitzar amb dos tipus de marcadors del DNA: - DAPI (dilució 1:10.0000 en PBS) - To-pro3 Iodide (concentració final de 1 μM, Invitrogen) El marcatge del RNA de les cèl·lules fixades provinents d’una immunocitoquímica o de cèl·lules transfectades amb una proteïna fluorescent es va realitzar amb Iodur de propidi (concentració final de 1 μg/ml, Sigma). Els tres tipus de marcadors s’afegien en les cèl·lules que havien crescut sobre els cubreobjectes i havien estat fixades i permeabilitzades, o bé al final de la immunocitoquímica just abans del muntatge amb el Mowiol. Les tincions es feien durant 5 minuts a temperatura ambient. Per a detectar les fibres d’estrès, vam fer servir fal·loïdina (Phalloidin) conjugada amb Alexa 594, dilució 1:500 (Molecular Probes) que es va afegir durant la incubació amb l’anticòs secundari.
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5.3 Microscòpia de fluorescència
La quantificació de la localització de p21Cip1 en el nucli o en el citoplasma o bé en el nuclèol, s’han fet mitjançant les observacions de les preparacions en un microscopi de fluorescència Axio-plan Zeiss.

5.4 Microscòpia confocal
Imatges Les imatges corresponents a immunocitoquímiques o a les cèl·lules transfectades amb proteïnes fluorescents van ser preses amb un microscopi confocal espectral Leica TCS SL (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) equipat amb un microscopi invertit Leica DMIRE2, làsers d’argó i HeNe. Les imatges corresponents als marcatges: Alexa488 (Molecular Probes) o GFP, Alexa594 (Molecular Probes) o Iodur de propidi, Cy5 (Jackson) o To-pro3 Iodide i contrast de fase van ser adquirides de manera seqüencial fent servir un objectiu APO Ph3 63x amb oli d’immersió i obertura numèrica 1.32, equipat amb la òptica necessària per a adquirir imatges en contrast de fase. Es van fer servir les línies de laser 488, 543 i 633 nm, respectivament, excitació beam splitter triple dichroic 488/543/633 nm, rangs de detecció d’emissió: 500-540 nm, 580-620 nm i 645-700 nm respectivament i amb una obertura de pinhole de 1 Airy unit. Pel·lícules de formació i recuperació del cos intranucleolar (Time-lapse) Per tal d’obtenir les filmacions en contrast de fase (Time-lapse), les cèl·lules HCT116 control o tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24 hores es van fer créixer sobre cubreobjectes de vidre de 22 mm de diàmetre i es van muntar en una cambra Attofluor (Molecular Probes, Invitrogen). D’una banda vam tractar les cèl·lules control i vam agafar imatges per tal de seguir la formació del cos intranucleolar durant 24 hores. D’altra banda, per a poder observar la recuperació de les cèl·lules amb cos intranucleolar, vam retirar el medi de les cèl·lules tractades durant 24 hores i seguir la seva recuperació durant 60 hores. Tots dos experiments es van dur a terme a 35,5ºC i 5% de CO2. Les imatges van ser preses amb un microscopi confocal espectral Leica TCS SL (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) fent servir un objectiu APO Ph3 63x amb oli d’immersió i obertura numèrica 1,32, equipat amb la òptica necessària per a adquirir imatges en contrast de fase. Es va adquirir una imatge cada 10 minuts i de cada imatge es van adquirir 5 plans en l’eix z per a poder seguir la cèl·lula en el cas que es desplacés amunt o avall. Les imatges es van realitzar en un format de 1024x1024, amb zoom 2 i tamany de píxel de 119x119 nm. Quan s’indica, les imatges van ser adquirides amb un microscopi confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany), equipat amb un microscopi invertit DMI6000, laser d’argó i un objectiu APO 63x preparat per a immersió en glicerol i obertura numèrica de 1,3.
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Contactes nuclèol amb proteïnes dels porus nuclears (Leica TCS SP5) Les imatges corresponents a les cèl·lules sotmeses a immunocitoquímica per a detectar les proteïnes dels porus nuclears (Alexa 488) i marcades amb Iodur de propidi, van ser adquirides de manera seqüencial amb excitació AOBS beam-splitter, rangs de detecció d’emissió 500-535 nm, 592-700 nm, respectivament i amb una obertura de pinhole de 1 Airy unit. Les imatges es van realitzar en un format de 1024x512, amb zoom 5 i tamany de píxel de 48x48 nm. Les seccions òptiques es van realitzar cada 300 nm. Anàlisi de l’estructura tridimensional del nuclèol (3D) (Leica TCS SP5) Per tal d’estudiar l’estructura sencera dels cossos intranucleolars, es van realitzar imatges seqüencials del nuclèol de cèl·lules vives tractades amb Adr i transfectades amb GFPp21WT per a evitar els possibles artefactes en l’estructura tridimensional degudes a la fixació i el muntatge de les cèl·lules. Durant l’adquisició les cèl·lules vives es mantenen a 35,5ºC i 5% de CO2. Les imatges van ser adquirides fent servir la línia de laser 488 nm, amb excitació AOBS beam-splitter, rang de detecció d’emissió 500-600 nm i amb una obertura de pinhole de 1 Airy unit. Les imatges es van adquirir en un format de 1024x512, amb zoom 6, i tamany de píxel 40x40 nm. Les seccions òptiques es van realitzar cada 152 nm.

5.5 Experiments de fotoextinció: FLIP i FRAP
Les cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT o GFP-p21NLS es van fer créixer sobre cubreobjectes de vidre de 22 mm de diàmetre i es van muntar en una cambra Attofluor (Molecular Probes, Invitrogen). Tots els experiments es van dur a terme a 35,5ºC i 5% de CO2. La fotoextinció o fotoapagat de la fluorescència d’un fluoròfor anomenada en anglès com a photobleach, és la alteració del fluoròfor induïda per la llum a alta intensitat que provoca la extinció de la pròpia fluorescència del fluoròfor. Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) Els experiments de FRAP del nuclèol i del nucleoplasma, s’han realitzat utilitzant el microscopi confocal espectral LEICA TCS SP5 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany), acoblat a una cambra climàtica amb control de temperatura i CO2, i fent servir un làser d’argó (100mW) i un objectiu d’immersió en glicerol 63x amb obertura numèrica de 1,3. Les imatges de GFP van ser adquirides amb la línea de laser 488 nm (AOTF 1-2%, 30% intensitat del laser d’argó, 100mW) rangs de detecció d’emissió 500-600 nm, amb un format de 256x256 píxels, tamany de píxel 137x137 nm i amb una obertura de pinhole de 1.5 Airy units. Es van adquirir 10 imatges de la fluorescència cel·lular inicial (cèl·lula sencera) en intervals de 224 ms seguides de 4 imatges de fotoextinció (només de l’àrea circular de 4,9 μm2 senyalada) amb potència màxima de les línies de làser (476/488/496 nm). Per tal de resoldre eficientment la ràpida recuperació inicial de la fluorescència, la fotoextinció es va realitzar amb
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el mode Leica Fly Mode a 1400Hz, en el qual el làser funciona en dues direccions: quan avança produeix la fotoextinció (làser al màxim de potència) i quan retrocedeix capta una imatge de la fluorescència total de la cèl·lula (làser a la potència adient per a adquirir imatges): d’aquesta manera ens permet adquirir una imatge entre cada una de les passades de fotoextinció. Després de la fotoextinció vam adquirir 200 imatges amb un interval de 224 ms per tal de poder analitzar posteriorment la recuperació de l’àrea fotoextingida.

Esquema representatiu dels experiments de FRAP i FLIP. (A) En els experiments de Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP), es fotoextingeix la

fluorescència d’una àrea petita, ja que hi dirigim el làser durant un temps curt a màxima intensitat que crema la fluorescència del fluròfor. Seguidament, agafem imatges al llarg del temps i analitzem la cinètica de recuperació de la fluorescència en l’àrea fotoextingida, la recuperació de la fluorescència dependrà de la mobilitat de la proteïna que estiguem analitzant. Quan més mòbil sigui la proteïna observarem més recuperació de la fluorescència. (B) En els experiments de Fluorescence Loss In Photobleaching (FLIP), es fotoextingeix repetidament la fluorescència d’una area determinada i es mesura contínuament la fluorescència d’una area veïna o d’un altre compartiment cel·lular. La cinètica de pèrdua de fluorescència és depenent de la mobilitat de la proteïna dins d’un compartiment cel·lular o entre compartiments. Quan més mobilitat tingui una proteïna, més ràpidament perdrem la fluorescència total (Phair and Misteli, 2001).
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Fluorescence Loss In Photobleaching (FLIP) Els experiments de FLIP s’han dut a terme en un microscopi confocal espectral LEICA TCS SL (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) acoblat a una cambra climàtica amb control de temperatura i CO2, i fent servir un làser d’argó (100mW) i un objectiu d’immersió en oli 63x amb obertura numèrica de 1,32. Les imatges de GFP van ser adquirides amb la línea de laser 488 nm (AOTF 3-5%), rangs de detecció d’emissió 500-600 nm i amb una obertura de pinhole de 4.94 Airy units. Una cèl·lula propera que no era fotoextinguida també era adquirida en cada experiment com a control de la pèrdua de fluorescència intrínseca durant l’adquisició d’imatges. Experiments de FLIP entre el nucleoplasma i el nuclèol: Per als experiments de FLIP entre el nucleoplasma i el nuclèol, s’ha utilitzat el software de Leica Fly Mode, que permet captar imatges en les dues direccions de funcionament del làser. S’han fet 1000 cicles de 357ms/cicle a 800 Hz, en un format de 128x512 píxels. Cada cicle s’ha definit de la següent manera: fotoextinció (bleach) en una àrea circular de 8,5 μm2 durant “X fly forward” (la direcció en que avança el làser), utilitzant el làser a màxima potència (100%) i amb un tamany de píxel de 116nm; durant el “X fly back” (retrocediment del làser) es recull la fluorescència utilitzant la intensitat de làser fixada als valors inicials de la imatge (3-5%). La pèrdua de fluorescència s’ha quantificat en totes les imatges adquirides en el “X fly back” en una l’àrea circular definida (8,5 μm2) dins del nuclèol o en el nucleoplasma. La fluorescència del fons (background) s’ha mesurat en un camp a l’atzar de fora de la cèl·lula. Experiments de FLIP entre el nucli i el citoplasma: Per als experiments de FLIP entre el nucli i el citoplasma, els paràmetres s’han ajustat per tal de poder millorar la fotoextinció i l’estudi de la connexió entre aquests compartiments, donada la gran presència de GFP-p21 en el nucli comparada amb el citoplasma. Els canvis s’han realitzat d’acord a estudis previs publicats d’export nuclear de c-myc (Arabi et al., 2003), que han permès optimitzar la tècnica. Una àrea definida del citoplasma s’amplia 32 vegades amb el zoom (32x; tamany de píxel de 14x14 nm) i es fotoextingeix repetidament durant 1 segon amb la intensitat del làser al 100%. Entre cada un dels polsos de fotoextinció, adquirim una imatge de la cèl·lula amb una intensitat de làser entre 3-5% (zoom 1,7x; tamany de píxel de 273x273 nm). Un cicle complet té una duració de 4 segons i cada experiment té una duració de 14 minuts. Les imatges es van adquirir a 800 Hz amb un format de 512x512. La fluorescència d’una cèl·lula control es va determinar per a cada imatge i va ser comparada amb la fluorescència inicial per tal de determinar si ha hagut pèrdua de fluorescència durant l’adquisició de les imatges. Anàlisi de les imatges i paràmetres descriptius de la cinètica de fotoextinció La mitja de la intensitat de fluorescència de les regions d’interès al llarg del temps va ser quantificada fent servir el software Image J (Wayne Rasband, NIH, USA). Per tal d’avaluar i comparar els resultats de diferents cèl·lules i de diferents experiments de fotoextinció, la mitja
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de la intensitat de fluorescència en la regió d’interès, en cada un dels punts, va ser corregida per la pèrdua de fluorescència d’una cèl·lula no fotoextingida i va ser normalitzada segons s’ha descrit per Rabut i Ellenberg (Rabut G and Ellenberg J, 2005).

Intensitat de fluorescència Per a cada temps, la intensitat de fluorescència en la regió d’interès (Irel) es calcula com:

Irel=(T0*It)/(Tt*I0)
On T0 és la intensitat de fluorescència de la cèl·lula control en el temps 0; Tt és la intensitat de la cèl·lula control en el temps t; I0 és la intensitat de la fluorescència de la regió d’interès en el temps 0; It és la intensitat de la fluorescència de la regió d’interès en el temps t. Fracció mòbil La fracció mòbil en la regió d’interès es calcula de la següent manera: En els experiments de FRAP:

Mf=(Fend-Fpost)/(F0-Fpost)
En els experiments de FLIP:

Mf=(F0-Fend)/F0
On Fend és la intensitat mitja de l’àrea d’interès quan ha arribat a l’equilibri (plateu), Fpost és la intensitat de l’àrea d’interès després de la fotoextinció (en els experiments de FRAP) i F0 és la intensitat mitja de l’àrea d’interès a temps 0 (abans de la fotoextinció). Corbes Per a ajustar les corbes vam fer servir el software Graphpad Prism Software v.3.0 (Graphpad Software, San Diego, CA). Les corbes de FRAP es van ajustar assumint l’equació one-phase exponential from bottom then increase to top i les corbes de FLIP es van ajustar assumint l’equació one-phase exponential decay. Temps mig És defineix el temps mig, com el temps necessari per al intercanvi de la meitat de la fracció mòbil entre les regions fotoextingida i no fotoextingida.

6 Microscòpia electrònica
6.1 Microscòpia electrònica convencional
Vam fer servir el següent protocol per a la observació estructural mitjançant microscòpia electrònica de les cèl·lules HCT116 control o tractades amb Adr: Rentar les plaques (una placa de 100 mm o dues plaques de 60 mm) amb PBS fred
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-

Fixar les cèl·lules amb 5 ml de solució fixadora (3% glutaraldehid en 0,1M tampó cacodilat) durant 30 minuts a temperatura ambient. Retirem 4 ml de la solució fixadora i amb el ml restant fem saltar les cèl·lules fixades de la placa utilitzant un scraper, recollim en un eppendorf i deixem les cèl·lules durant 4 hores a temperatura ambient o tota la nit a 4ºC

-

Centrifuguem 5 minuts a 7000 rpm Centrifuguem 5 minuts a 12000 rpm Rentem els pellets tres vegades amb 0,1M tampó cacodilat Les cèl·lules del pellet es post-fixen 2% tetraòxid d’osmi (OsO4) Deshidratació dels pellets utilitzant concentracions creixent d’etanol Finalment, les mostres són incloses en resina Araldite i tallades en seccions ultrafines. Les seccions ultrafines es tenyeixen amb acetat d’uranil i citrat de plom i s’analitzen amb un microscopi electrònic Philips EM208.

6.2 Immunogold
Per a les immunodeteccions amb partícules d’or de p21Cip o SUMO-1 en les cèl·lules HCT116 control o tractades amb Adr, vam fer servir el següent protocol: Rentar les plaques (una placa de 10 cm o dues plaques de 6cm) amb PBS fred Fixar les cèl·lules amb 4% paraformaldehid en 0,1M tampó cacodilat, 30 minuts a temperatura ambient Fer saltar les cèl·lules fixades de la placa utilitzant un scraper, recollir en un eppendorf i centrifugar 1 minut en la microfuga per a fer un pellet amb les cèl·lules Els pellets van ser rentats, tres vegades, amb 0,1M tampó cacodilat Deshidratació dels pellets utilitzant concentracions creixents de metanol a -20ºC Finalment, les mostres són incloses en Lowicryl K4M a -20ºC, polimeritzades amb radiació UV i tallades en seccions ultra fines. Els talls ultrafins es monten en reixetes de níquel S’incuben amb glicina 0,1M en PBS durant 15 minuts. Es bloquegen amb 5% BSA en PBS durant 1h. S’incuben durant 1 hora amb l’anticòs primari: anti-p21 rabbit policolnal (C-19, sc-397, Santa Curz Biotechnology) o anti-SUMO-1 rabbit policlonal (FL-101, sc-9060, Santa Cruz Biotechnology) diluïts 1:50 en PBS amb 1% BSA i 0,1 M Glicina Rentar els talls amb PBS Incubar durant 1 hora amb l’anticòs secundari goat anti-rabbit IgG acoblat a partícules d’or de 10 nm (BioCell, UK) diluït 1:50 en PBS amb 1% BSA Les reixetes es tenyeixen amb citrat de plom i acetat d’uranil. Les mostres s’observen en un microscopi electrònic Philips EM208, a 60kV.
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(Com a control, seccions ultrafines es van tractar i processar paral·lelament a les seccions analitzades però sense incubar-les amb els anticossos primaris)

7 Tècniques “in vitro”
7.1 Assaigs d’unió de CaM-Sefarosa a proteïna purificada
Per a analitzar la presència de proteïnes d’unió a partir proteïna purificada, hem fet servir una cromatografia d’afinitat fent ús de la resina de CaM-Sefarosa comercial (CNBr-activated SepharoseTM-4B, Amersham Pharmacia Biotech). La CaM s’uneix específicament a les seves proteïnes diana (CaMBPs) en presència de Ca2+, cada condició a analitzar es divideix en dos: una part és incubada amb la resina en presència de Ca2+ i l’altra en presència del quelant EGTA. Aquest últim és un control intern de l’assaig, ja que la unió serà específica si es troba únicament en la fracció unida a la resina i en presència de Ca2+. Un altre control seria també incubar el lisat amb la Sefarosa sola. L’assaig d’unió a partir proteïna purificada es realitza de la següent manera: Purifiquem la proteïna que volem analitzar com hem explicat en l’apartat 3.4. En el nostre cas, vam purificar GST-CTp21WT, GST-CTp21S153A i GST-CTp21S153D. Incubem la proteïna (1-10μg) en tampó de “pull-down” (TPD) que conté: 50 mM TrisHCl pH 7.4; 150 mM NaCl; 1% Tritò X-100. Dividir la proteïna en dos parts iguals (d’uns 20μl cada una) i afegir-les a dos tubs de 1,5 ml que contenen 20 μl de resina CaM-Sepharosa (1:1, vol/vol) prèviament incubada amb 2% BSA durant 30 minuts i rentada amb TPD. Un dels tubs conté 0,1 mM CaCl2 i l’altre conté 1 mM EGTA. Incubar 2 hores a 4ºC en rotació. Passat aquest temps, centrifuguem la resina, recollim 25 μl de fracció no unida (not bound) i la fracció unida la rentem 4 vegades amb TPD que conté 0,1 mM de CaCl2 o EGTA a 1 mM depenent de la condició. Afegir 30 μl de tampó de mostra 2x a la fracció unida per tal d’eluir les proteïnes. Les fraccions unides i la part proporcional de fracció no unida (not bound) o de fracció inicial (Input) són sotmeses a una electroforesi SDS-PAGE i analitzades amb una tinció de blau Coomassie.

7.2 Assaigs d’unió de pèptids-Sefarosa a CaM purificada
En primer lloc vam demanar la síntesi dels següents pèptids de p21Cip1: WTp21145-164 i S153Dp21145-164, a la unitat de síntesi de pèptids de la Universitat de Barcelona i vam immobilitzar els pèptids a la Sefarosa (BrCN-activated-Sepharose®-4B; Pharmacia-Biotech) seguint el procediment indicat pel fabricant. Per a analitzar la unió de la CaM a els pèptids
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sintètics de p21Cip1 vam purificar CaM recombinant humana tal i com hem descrit en l’apartat 3.4. L’assaig d’unió entre els pèptids-Sefarosa i la CaM es realitza de manera semblant al que acabem d’explicar en el punt 7.1 amb algunes modificacions: Preparem tants tubs eppendorf com condicions que vulguem estudiar amb 20 μl de pèptid-Sefarosa. Igual que en l’apartat anterior, incubarem cada condició per duplicat, un dels tubs conté 0,1 mM CaCl2 i l’altre conté 1 mM EGTA. Rentem dues vegades la resina amb 1ml de tampó de “pull-down” (TPD) que conté: 50 mM Tris-HCl pH 7.4; 400 mM NaCl; 1% Tritò X-100. Diluïm la CaM (1-10μg) en tampó de TPD fins a obtenir-ne un volum de 20μl per condició experimental. Incubem els pèptids-Sepharosa amb la CaM (1:1). Preparem els tubs per duplicat ja que un dels tubs conté 0,1 mM CaCl2 i l’altre conté 1 mM EGTA. Incubar 2 hores a 4ºC en rotació. Passat aquest temps, centrifuguem la resina, recollim 25 μl de fracció no unida (not bound) i la fracció unida la rentem 4 vegades amb TPD que conté 0,1 mM de CaCl2 o EGTA a 1 mM depenent de la condició. Afegir 30 μl de tampó de mostra 2x a la fracció unida per tal d’eluir les proteïnes. Les fraccions unides i la part proporcional de fracció no unida (not bound) són sotmeses a una electroforesi SDS-PAGE i analitzades amb una tinció de blau Coomassie.

7.3 BIAcore
Per tal de determinar si dues proteïnes interaccionen directament hem fet servir un biosensor anomenat BIAcore T100 (Biomolecular Interaction Analysis). Aquest instrument utilitza el fenomen òptic de la ressonància del plasmó en superfície (SPR, Surface Plasmon Resonance) per a monitoritzar les interaccions entre dues molècules. En els nostres experiments hem unit i immobilitzat la proteïna PCNA recombinant produïda en E.coli a un xip sensor tipus CM5, que conté una matriu de dextrans carboximetilats. La unió la vam fer pel mètode d’amines. Proteïna GST-CTp21WT (aminoàcids 91-164) o GST-CTp21S153D (aminoàcids 91-164) van ser diluïdes a diferents concentracions en tampó BIAcore (HBS-EP) que conté 0,01 M Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 3mM EDTA. Cada mostra es va injectar de manera independent sobre el xip de PCNA a una velocitat de 15 μl/min durant 3 minuts. La regeneració de la matriu es va portar a terme amb una solució 0,1% (pes/volum) SDS. Les interaccions entre les proteïnes i el PCNA van ser detectades i presentades en format sensograma on es mostren les
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unitats de ressonància al llarg del temps. Les cinètiques d’associació entre les proteïnes es van calcular amb el software BIAevaluation (versió 3.0.2.; Amersham Pharmacia Biotech).

8 Tècniques “in vivo”
8.1 Assaig de viabilitat: MTS
Els assaigs de viabilitat MTS són una forma colorimètrica de determinar la viabilitat de les cèl·lules en condicions determinades de proliferació o citotoxicitat. La solució comercial (CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent, Promega) conté el compost MTS en un solvent en el que és estable. El tetrazolium MTS és reduït per les cèl·lules donant lloc a un compost colorimètric soluble en el medi de cultiu. Aquesta reducció del compost és produïda per les deshidrogenases de les cèl·lules metabòlicament vives. Els assaigs es realitzen afegint aquest compost al medi i s’incuba durant 1-4 hores i passat aquest temps es llegeix a una absorbància de 490 nm en un lector colorimètric de plaques de Elisa. - Les cèl·lules HCT116 o HCT116p21-/- es van sembrar amb una pipeta multicanal en plaques de 96 pouets. Vam sembrar 4000 cèl·lules/pou, havíem diluït les cèl·lules en el volum necessari per a afegir 100μl de suspensió cel·lular a cada pou. - 24 hores després de la sembra les cèl·lules es van tractar amb les dosis creixents d’Adr durant 24 hores. La droga l’afegíem a la concentració adient en un volum de 100μl. - Després del tractament afegim a cada pouet 20 μl de reactiu MTS i l’incubem entre 1 i 2 hores (observem un canvi en el color del medi dels pouets que passen de groc a marró). - Quan ja hi ha hagut canvi de color, llegim la placa en un lector de plaques a 490 nm. Per a quantificar la viabilitat cel·lular, es calcula la mitja de cada condició que s’ha fet per triplicat. També es té en compte que en la viabilitat de les cèl·lules control del primer carril i de l’últim carril no tinguin una diferència superior al 20%, ja que si és així no podrem fer servir la placa perquè considerarem que hi ha hagut un error en la sembra de les cèl·lules. Als valors mitjos d’absorbància de cada condició li restarem el valor mig d’absorbància dels pouets que només contenien medi.

8.2 Assaig de formació de clons
Aquest tipus d’assaig és un bon mètode per a mesurar la capacitat de formació de clons i la supervivència de les cèl·lules a un tractament determinat:
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- Es sembra el mateix número de cèl·lules HCT116 en cada placa de 60mm (cada condició es fa per triplicat); en el nostre cas vam sembrar 500 cèl·lules/placa. - 24 hores després de la sembra, les cèl·lules es tracten amb la dosi corresponent d’Adr. - Després de 3 hores de tractament, es retira el medi de les plaques i es renten amb PBS. - Afegim medi nou a les cèl·lules i les deixem créixer durant dues setmanes sense cap droga en un incubador, assegurant-nos que no s’assequi el medi de les plaques. - Rentem les plaques amb PBS - Tenyim els clons de cèl·lules amb una solució de Cristall Violeta (1%) i etanol (70%) durant dos minuts - Traiem el colorant i rentem les cèl·lules dos vegades amb aigua destil·lada i les deixem secar - Contem visualment el número de clons en cada una de les plaques (cada clon conté almenys unes 50 cèl·lules per a que el puguem detectar visualment) - Calculem la supervivència de les cèl·lules en cada una de les condicions

8.3 Detecció de cèl·lules en fase S (BrdU)
Una manera de mesurar la síntesi de DNA in vivo (és a dir, si les cèl·lules es troben a la fase S del cicle cel·lular) és la utilització d’un anàleg de les bases nitrogenades del DNA, la 5’bromo-2’ deoxiuridina (BrdU). La incorporació de la BrdU a la doble cadena de DNA es detecta mitjançant una immunocitoquímica amb anticossos específics anti-BrdU. El protocol que hem utilitzat és el següent, adaptat de (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002): Fer créixer les cèl·lules sobre cubreobjectes de vidre. Si és necessari, prèviament transfectarem les cèl·lules amb els plàsmids desitjats. Afegir BrdU (stock: 3 mg/ml), fent una dilució 1:1000 al medi de cultiu de les cèl·lules i deixem incubar de 8 a 10 hores Una vegada transcorregut el temps d’incubació, retirem el medi de cultiu i fem dos rentats de les cèl·lules amb PBS Fixar les cèl·lules amb 4% paraformaldehid durant 10 minuts a temperatura ambient Rentar amb PBS Permeabilitzar les cèl·lules amb una solució de Tritó X-100 al 0,2% en PBS durant 5 minuts a temperatura ambient Rentar amb PBS Bloquejar amb una solució al 0,1% Tween i 1% BSA en PBS durant 20 minuts a temperatura ambient
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-

Incubar durant 90 minuts amb DNasa (Roche) diluïda 1:1 en PBS. La incubació es realitza sobre una gota en una cambra humida a temperatura ambient Incubar amb l’anticòs primari anti-BrdU (Roche; 1170376) durant 1 hora a 37ºC en una cambra humida Rentar amb PBS Incubar amb l’anticòs secundari anti-mouse durant 1 hora a 37ºC en cambra humida 3 rentats amb PBS Muntar els cubreobjectes sobre portaobjectes amb 5 μl de medi de muntatge Mowiol Procedir al recompte de cèl·lules marcades amb BrdU mitjançant la observació amb un microscopi de fluorescència

8.4 Determinació de les fases del cicle cel·lular per citometria de flux (FACS)
Per a determinar el percentatge de cèl·lules en cadascuna de les fases del cicle es pot fer una tinció del contingut de DNA amb Iodur de Propidi o amb To-pro3 Iodide, seguit de l’anàlisi per citometria de flux. En el nostre cas, les cèl·lules en cultiu sotmeses a diferents temps de tractament amb Adr i degut a la interferència de l’Adr en el marcatge del DNA amb Iodur de Propidi, hem fet servir una tinció amb To-pro3 Iodide. El procediment és el següent: Recollir les cèl·lules en suspensió en tubs separats per a cada condició experimental (no ens interessa perdre les cèl·lules que no estan enganxades, ja que poden ser cèl·lules mortes i si no les tinguéssim en compte estaríem perdent informació). Tripsinitzar les cèl·lules en cultiu, neutralitzar la tripsina afegint el mateix volum de medi suplementat i ajuntar les cèl·lules amb les cèl·lules corresponents a la mateixa condició experimental que estaven en suspensió i que hem recollit prèviament. Centrifugar durant 5 minuts a 1500 rpm a temperatura ambient. Es descarta el sobrenedant i es fan dos rentats amb PBS. Centrifugar durant 5 minuts a 1500 rpm. Resuspendre el pellet de cèl·lules en 0,5ml de PBS + 4,5ml de etanol 70% (fred -20ºC). Aquesta solució serveix per a fixar les cèl·lules. Conservar a 4ºC com a mínim durant 2 hores. En el nostre cas, hem deixat les cèl·lules a 4ºC durant tota la nit. El dia de la lectura, centrifuguem les cèl·lules per eliminar la solució de fixació i tot seguit fem un rentat amb PBS. Resuspenem el pellet i l’incubem durant 30 minuts a temperatura ambient amb una solució de marcatge que conté: 0,1% tritó X-100 (Sigma); 0,2 mg/ml RNAasa lliure de DNAsa (Sigma) i 2 μM To-pro3 Iodide (Molecular Probes)
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El contingut de DNA va ser mesurat per citometria de flux (FACS Canto II BD Analyzer, Becton Dickinson) i analitzat utilitzant el software WinMDi 2.9 per a cada una de les condicions experimentals.

8.5 Viabilitat cel·lular
El mateix numero de cèl·lules es va sembrar en cada una de les plaques. 24 hores després de la sembra, les cèl·lules es van tractar amb les diferents dosis d’Adr i durant els diferents temps. Abans del tractament amb Adr (temps=0h) cada placa p35 conté 300.000 cèl·lules. A més, cada condició experimental la fem per triplicat en cada un dels experiments. Un cop finalitzat el temps de tractament, les cèl·lules es van tripsinitzar i es van tenyir amb Blau tripà. Es van comptar les cèl·lules viables (tenyides de blau) fent servir una cambra de Neubauer i vam representar una gràfica amb el número de cèl·lules en cada tractament

8.6 Activitat transcripcional del nuclèol (Run-on transcription assay)
Per a la immunodetecció del RNA naixent, vam incubar les cèl·lules amb polsos de 5’fluorouridina (5’-FU) (Sigma) tal i com ja ha estat descrit anteriorment (Boisvert et al., 2000;Torrano et al., 2006). En resum, 5’-FU es va afegir a una concentració final de 2mM al medi de les cèl·lules en cultiu. Després de 15 minuts, les cèl·lules es van fixar durant 10 minuts a temperatura ambient amb 3,7% de paraformaldehid en tampó HEPEM (30 mM Hepes, 65mM Pipes, 2 mM EGTA i 2mM MgCl2) suplementat amb 0,5% Tritó X-100. La incorporació de 5’-FU en els RNA naixents es va detectar amb un anticòs anti-UTP halogenada (1:50 en tampó HEPEM, anti-BrdU clone BU-33; Sigma) i un anticòs secundari conjugat amb Texas-Red (Jackson Laboratories).
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Antecedents
Estudis previs realitzats en el nostre laboratori, van demostrar com p21Cip1 i CaM s’unien de manera directa i com aquesta interacció era important per a la translocació al nucli de p21Cip1 i dels complexes Cdk4-ciclina D (Taules et al., 1999). Posteriorment, també en el nostre laboratori, es va observar que la unió entre p21Cip1 i CaM tenia lloc a través de l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 (CT-p21) i no en l’extrem amino terminal (NT-p21); a més, únicament es produïa unió entre les dues proteïnes en presència de Ca2+ (Figura A) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005). Seguidament, un anàlisi detallat dels pèptids de l’extrem carboxi terminal, va permetre identificar el domini d’unió entre aquestes dues proteïnes situat entre els aminoàcids 140-164 de la proteïna p21Cip1 (Figura B) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005).
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Figura A: Anàlisi del domini d’unió de p21Cip1 a CaM. Assaig de pulldown amb CaM-Sepharosa. La proteïna p21 sencera, l’extrem NT-p21 (aa 1-90) i l’extrem CT-p21 (aa 91-164), van ser expressades i fusionades a GST i es va abalitzar la seva capacitat d’unir-se a CaM-Sepharosa en presència de Ca2+ o EGTA (E).

Figura B: Anàlisi del domini d’unió de p21Cip1 a CaM. Assaig de pulldown amb pèptids de l’extrem CT de p21 acoblats a Sepharosa. Estudi de la unió de CaM purificada als diferents pèptids en presència de Ca2+ o EGTA (E).

Tot i que es desconeix una seqüència consens d’unió a CaM, un dels dominis d’unió a CaM més freqüents en les CaMBPs consisteix en una seqüència d’uns 20 aminoàcids capaç d’adoptar una estructura d’hèlix-α amfipàtica. Resultats previs del nostre grup d’investigació indicaven que la regió carboxi terminal de p21Cip1, entre els aa 145-164, pot adoptar una conformació d’hèlix-α (Esteve et al., 2003) i per tant va esdevenir una regió candidata per a l’estudi de la unió entre aquestes dues proteïnes tal i com ja havíem vist en la figura B. De fet, la creació de dos mutants del pèptid
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p21145-164 (aa 145-164): en primer lloc, un mutant que impedia la formació de l’estructura d’hèlix-α (pèptid p21145-164 amb la seqüència 146PKTPK150, en comptes de la seqüència normal
146

SMTDF150) i en segon lloc, un mutant que reduïa la hidrofobicitat
157

(pèptid p21145-164 amb la seqüència

DID159, en comptes de la seqüència

157

LIF159), va

permetre analitzar la unió de la CaM a aquests dos mutants. Com es mostra en la figura C, els pèptids mutats no poden unir CaM en comparació a la seqüència normal del pèptid p21145-164 (WT) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005). A més, les mateixes mutacions realitzades en el fragment GST-CT-p21 (aa 91-164) també impedeixen la unió de CT-p21 a CaM (Figura D) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005). Aquests resultats varen permetre arribar a la conclusió que l’estructura d’hèlix-α amfipàtica present en la regió carboxi terminal de p21Cip1 és essencial per a la unió entre p21Cip1 i CaM.
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Figura C: Anàlisi del domini d’unió de p21Cip1 a CaM. Estudi de la unió de la CaM purificada als pèptids WT o mutats de la regió p21145-164 acoblats a Sepharosa, en presència de Ca2+ o EGTA (E).

Figura D: Anàlisi del domini d’unió de p21Cip1 a CaM. Assaig de pulldown amb els pèptids de l’extrem CT de p21 (mutats o WT) acoblats a Sepharosa. Estudi de la unió de la CaM purificada als diferents pèptids en presència de Ca2+ o EGTA (E).

És interessant ressaltar que aquest domini d’interacció entre p21Cip1 i CaM està íntimament lligat a la senyal NLS de p21Cip1 (aa 140-142) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002), a més, experiments anteriors varen mostrar com la inhibició de la CaM inhibia l’acumulació nuclear de p21Cip1 i d’altres proteïnes (Taules et al., 1998;Taules et al., 1999), aquests resultats insinuaven un paper en la regulació del transport nuclear de p21Cip1 per part de la CaM. Sorprenentment, i en contra dels resultats esperats, la Dra. Aina Rodríguez va observar com els dos mutants de la estructura d’hèlix-α de p21Cip1: p21146PKTPK150 (p21PK2) i p21157DID159 (p21DID) continuen localitzant-se al nucli tot i no unir CaM (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). Aquestes darreres observacions varen portar a la hipòtesi que la regulació de l’entrada al nucli de la proteïna p21Cip1 no es deu exclusivament a la seva unió amb la CaM, sinó que existeix algun altre mecanisme encarregat d’aquesta regulació.
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L’increment de treballs sobre la fosforilació de l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 i la possible implicació d’aquestes fosforilacions en la regulació de la localització de p21Cip1 (Scott et al., 2000;Zhou et al., 2001;Li et al., 2002;Child and Mann, 2006), va fer pensar que potser la CaM estava interferint en la fosforilació de p21Cip1 per les cinases PKB (Akt) o PKC. L’anàlisi de la fosforilació in vitro de CT-p21 per PKB i PKC, va mostrar com totes dues cinases són capaces de fosforilar GST-CT-p21; però de manera molt interessant, es va observar com la fosforilació de p21Cip1 per PKC s’inhibeix en presència de CaM i Ca2+, mentre que la fosforilació per part de PKB no es veu afectada per la CaM (Figura E) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005).
PKB EGTA CaM CTp21-P Ca2+ + CaM CTp21-P PKC EGTA + Ca2+ +

Figura E: Efecte de la CaM en la fosforilació de p21Cip1 per PKB i PKC. Assaig de fosforilació in vitro per les cinases PKB o PKC, del pèptid GST-CT-p21 purificat en presència (+) o absència (-) d’EGTA, Ca2+, o CaM.

Tot seguit, la Dra. Montserrat Jaumot va analitzar la fosforilació in vivo de p21Cip1 per PKC mitjançant electroforesis bidimensionals i va observar com els patrons de fosforilació de p21Cip1 resultaven afectats al sotmetre les cèl·lules a tractaments on s’activava la PKC (TPA) i s’inhibia la CaM (W13). En el cas de les cèl·lules amb la PKC activada i la CaM inhibida (TPA+W13) va poder observar un desplaçament dels spots més àcids de p21Cip1 indicant que in vivo la CaM estaria prevenint la fosforilació de p21Cip1 per PKC (Rodriguez-Vilarrupla, 2003).
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I. Estudi de la funcionalitat de la fosforilació de p21Cip1 per PKC
Com hem vist a l’apartat d’antecedents, estudis previs del nostre grup d’investigació havien demostrat la unió directa entre p21Cip1 i CaM i com la unió de la CaM a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 impedia la fosforilació d’aquesta última per part de la proteïna cinasa PKC. Tot i així, encara desconeixíem el residu sobre el qual tenia lloc la fosforilació per part de PKC i quins eren els efectes d’aquesta fosforilació sobre la proteïna p21Cip1.

I.1 Estudi de la localització cel·lular dels residus pseudofosforilats
En primer lloc vam voler estudiar quins eren els possibles residus de l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, situats dins del domini d’unió de la CaM, que podrien ser fosforilats per PKC. Tal i com s’ha documentat a la introducció, la proteïna p21Cip1 és susceptible a ser fosforilada en diferents residus per part de diverses cinases. A més, és interessant recordar que la major part d’aquests residus fosforilables descrits fins al moment es troben en l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, el mateix extrem on el nostre grup ha descrit anteriorment el domini d’unió a CaM (Taules et al., 1999;RodriguezVilarrupla, 2003;Rodriguez-Vilarrupla et al., 2005) i el senyal NLS de localització nuclear de p21Cip1 (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002). Basant-nos en l’anàlisi de l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, vam buscar quins eren els possibles residus fosforilables que podrien estar implicats en la regulació de p21Cip1 per PKC i CaM. Alguns d’aquests residus ja havien estat descrits per altres proteïnes cinases, com hem explicat en la introducció:

RKRRQ145T146SMTDFYH153SKRRLIF160SKRKP
PKC Akt Akt PKA Pim-1K

?

PKC
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A partir d’aquests residus candidats a ser fosforilats per PKC, la Dra. Aina Rodríguez va crear mutants puntuals de la seqüència de la proteïna p21Cip1 en diferents vectors d’expressió: pEGFP, DsRED i pGEX-KGm (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). Es van crear dos tipus de mutacions diferents: - en primer lloc, el residu potencialment fosforilable va ser canviat a un àcid aspàrtic (D), imitant la presència d’una fosforilació real en el residu: T145D, S146D, S153D i S160D. A més, la Dra. Aina Rodríguez també va realitzar dues de les combinacions possibles de mutants dobles: S146DS160D i S153DS160D (RodriguezVilarrupla, 2003). Posteriorment, durant el desenvolupament d’aquesta tesi, es van realitzar dues de les altres combinacions possibles de dobles mutants: T145DS153D i S146DS153D, tal i com s’indica en l’apartat de materials i mètodes. -en segon lloc, el residu potencialment fosforilable va ser substituït per una alanina (A), que impedia la fosforilació del residu, tot i la presència de la cinasa. Aquest canvi es va efectuar per als següents residus: T145A, S146A, S153A i S160A (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). Un dels efectes més descrits de la fosforilació de p21Cip1 per diferents proteïnes cinasa és el canvi de localització cel·lular de la pròpia p21Cip1 (Scott et al., 2000;Zhou et al., 2001;Li et al., 2002;Wang et al., 2002). Com ja hem vist anteriorment, la interacció entre CaM i p21Cip1 és important per a la translocació de p21Cip1 cap al nucli (Taules et al., 1999) i, a més, la CaM és capaç d’inhibir la fosforilació de p21Cip1 per PKC. Amb tot aquest trencaclosques, el primer objectiu que ens vam plantejar va ser analitzar els possibles canvis en la localització cel·lular dels diferents mutants pseudofosforilats. En primer lloc, vam transfectar cèl·lules COS amb plàsmids de p21Cip1 fusionats a GFP, 24h després de la transfecció vam fixar les cèl·lules i les vam processar per tal de poder-les observar al microscopi de fluorescència. Els plàsmids transfectats van ser: p21WT (que correspon a la seqüència sencera de la proteïna p21Cip1), p21NLS (que presenta una mutació puntual en la senyal NLS d’entrada al nucli) (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002) i diferents mutants mimètics de fosforilació de la regió carboxi terminal de p21Cip1. Tal i com es mostra en la figura I.1, l’expressió del plàsmid GFP-p21WT en el microscopi posava de manifest dos patrons d’expressió de p21Cip1 diferenciats: algunes cèl·lules presentaven p21Cip1 només en el nucli, mentre que en altres cèl·lules p21Cip1 es localitzava en el nucli i en el citoplasma; aquest segon grup el vam poder diferenciar novament en dos subgrups: en el primer subgrup podíem observar més expressió de
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p21Cip1 en el nucli que en el citoplasma i en el segon subgrup els nivells d’expressió entre els dos compartiments eren semblants.

GFP-p21WT nuclear

GFP-p21WT nuclear i citoplasmàtica

GFP-p21WT nucli>citoplasma

GFP-p21WT nucli=citoplasma

Figura I.1: Estudi de la localització cel·lular de GFP-p21WT. Exemples d’imatges obtingudes amb un microscopi confocal de la distribució cel·lular de GFP-p21WT transfectat en cèl·lules COS i analitzat 24h després de la transfecció.

Basant-nos en els diferents patrons de distribució subcel·lular que pot adoptar GFP-p21WT, vam quantificar el percentatge de cèl·lules COS transfectades amb cada un dels diferents mutants de GFP-p21 que presentaven únicament localització nuclear de p21Cip1 respecte el total de cèl·lules transfectades (Figura I.2). La gràfica de la figura I.2 mostra clarament com GFP-p21WT es localitza preferentment en el nucli, en un 85%±7,7% de les cèl·lules transfectades; en canvi, GFP-p21NLS rarament es troba exclusivament en el nucli, només en un percentatge molt baix (2,3%±2,1%) de cèl·lules. En el cas dels mutants de pseudofosforilació, no observem diferencies significatives en GFP-p21T145D, GFP-p21S146D ni GFPp21S160D; només observem diferències significatives en el mutant GFP-p21S153D que presenta una situació intermèdia entre la localització de GFP-p21WT i de GFPp21NLS. GFP-p21S153D es localitza exclusivament en el nucli en un percentatge menor de cèl·lules (49%±7,7%) que els altres mutants simples mimètics de fosforilació, indicant una preferència per a la localització citoplasmàtica d’aquest mutant. També vam voler analitzar la distribució intracel·lular dels dobles mutants mimètics de fosforilació; els resultats indiquen que la mutació simultània de T145D i S153D provoca un increment de cèl·lules amb una localització de p21Cip1 en el citoplasma. En canvi, la combinació de S153D amb S146D o S160D presenta uns nivells de p21Cip1 citoplasmàtica similars als observats per al mutant simple S153D.
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% cèl·lules GFP-p21 només nuclear/
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total de cèl·lules transfectades

80 60 40 20 0 WT NLS 145D 146D 153D 160D 146D 145D 153D 146D 153D 153D 160D 160D

GFP-p21 Cèl·lules COS-7

GFP-p21WT

GFP-p21NLS

GFP-p21S153D

Figura I.2: Estudi de la localització intracel·lular dels diferents mutants de GFP-p21 en cèl·lules COS. (A) Quantificació del percentatge de cèl·lules COS transfectades amb els diferents mutants de GFP-p21 que presenten GFP-p21 exclusivament en el nucli respecte al total de cèl·lules transfectades. Les dades representen la mitja de tres experiments i les barres indiquen les desviacions estàndard. (B) Imatges representatives de la localització cel·lular de cada un dels mutants.

Treballs anteriors havien descrit que, en fibroblasts HER-2/neu 3T3 transformats, la fosforilació del residu T145 per la cinasa Akt induïa la localització citoplasmàtica de p21Cip1 (Zhou et al., 2001). Com mostra la gràfica de la figura I.2, en el model de cèl·lules COS no vam observar un canvi de localització significatiu en els mutants amb el residu pseudofosforilat T145D, per aquest motiu vam repetir les transfeccions d’alguns dels mutants pseudofosforilats en les cèl·lules NIH 3T3 (Figura I.3). En les cèl·lules NIH3T3, el percentatge de cèl·lules que presenten GFP-p21WT o GFP-p21NLS només en el nucli, és molt similar als resultats obtinguts en les cèl·lules COS. En el mutant GFP-p21S153D observem una tendència a la localització en al citoplasma, igual que en les cèl·lules COS. En les cèl·lules NIH3T3 i d’acord amb els resultats de Zhou i col·laboradors, el mutant GFP-p21T145D presenta una major localització de p21Cip1 en el citoplasma, uns nivells semblants als obtinguts per GFPp21S153D. A més, el doble mutant GFP-p21T145DS153D presenta molt poques cèl·lules amb presència de p21Cip1 només al nucli, indicant clarament una tendència a la localització citoplasmàtica d’aquest mutant.
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% cèl·lules GFP-p21 només nuclear/

total de cèl·lules transfectades
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145D
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GFP-p21 Cèl·lules NIH3T3

145D 153D

Figura I.3: Estudi de la localització intracel·lular dels diferents mutants de GFP-p21 en cèl·lules NIH3T3. Quantificació del percentatge de cèl·lules NIH3T3 transfectades amb els diferents mutants de GFP-p21 que presenten GFP-p21 exclusivament en el nucli respecte al total de cèl·lules transfectades. Les dades representen la mitja de tres experiments i les barres indiquen les desviacions estàndard.

Així doncs, vam poder observar com la mutació S153D tenia el mateix efecte sobre la localització de p21Cip1 en els dos models cel·lulars; aquest fet feia pensar que la pseudofosforilació d’aquest residu tenia un efecte més general que la dels altres residus estudiats. A mes, no s’havia descrit cap cinasa responsable de la fosforilació del residu S153, fins al moment; en canvi la fosforilació del residu T145 havia estat àmpliament descrita en altres treballs. Per aquests motius, ens vam centrar en l’estudi del residu S153 durant el nostre treball. Per corroborar els resultats obtinguts en els experiments anteriors on observàvem que l’efecte de la mutació S153D es reflexava en un augment de la localització de p21Cip1 al citoplasma, vam posar a punt un mètode de fraccionament cel·lular que ens permetés obtenir fraccions separades de nucli i citoplasma. Va ser difícil aconseguir fraccions netes dels dos compartiments cel·lulars que reflectissin el patró del plàsmid GFP-p21WT observat en el microscopi, ja que p21Cip1 és una proteïna petita que té tendència a sortir pel porus nuclear durant el fraccionament cel·lular i aquest fet emmascarava els nostres resultats. Finalment vam aconseguir un mètode de fraccionament cel·lular que ens permetia obtenir fraccions pures dels dos compartiments tal i com s’explica en l’apartat de materials i mètodes. Vam transfectar cèl·lules COS amb els plàsmids GFP-p21WT, GFP-p21NLS o GFP-p21S153D i 24 hores desprès de la transfecció vam fraccionar les cèl·lules per a obtenir fraccions de nucli (Nu) i de citoplasma (Cit). Com s’observa en la figura I.4, el mutant S153D es localitza principalment al citoplasma, mostrant una tendència similar
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a GFP-p21NLS, mentre que GFP-p21WT es localitza majoritàriament en el nucli. Aquest resultat dona suport a la hipòtesi que la fosforilació del residu S153 és crucial per a la localització citoplasmàtica de p21Cip1.

WT Cit GFP-p21 Lamin B GAP120 Nu

NLS Cit Nu

S153D Cit Nu

Figura I.4: Fraccionament de cèl·lules COS. Cèl·lules COS van ser transfectades amb GFP-p21WT (WT),GFP-p21NLS (NLS) o GFP-p21S153D (S153D). 24h després de la transfecció es van fraccionar fins a obtenir fraccions nuclears (Nu) i citoplasmàtiques (Cit) com s’indica en els materials i mètodes. Mostres corresponents al mateix percentatge (5% de la fracció total obtinguda) de fracció citoplasmàtica i nuclear van ser processades i sotmeses a electroforesi. La quantitat de GFP-p21 de cada fracció va ser analitzada mitjançant un Western Blot amb anticòs anti-p21. Lamina B i GAP120 van ser utilitzats com a marcadors de puresa de les fraccions nuclears i citoplasmàtiques, respectivament.

Per confirmar l’efecte de la fosforilació de la serina 153 sobre la localització cel·lular de p21Cip1, vam analitzar la localització de p21Cip1 fusionada a l’epítop HA. Vam transfectar els plàsmids HA-p21WT, HA-p21NLS i HA-p21S153D en els dos models cel·lulars estudiats (cèl·lules COS i cèl·lules NIH3T3) i vam repetir la quantificació de les cèl·lules que presentaven p21Cip1 només en el nucli respecte al total de cèl·lules transfectades per a cada mutant. D’acord amb els resultats obtinguts amb els mutants fusionats a GFP (Figures I.2 i I.3), el percentatge de cèl·lules amb presència de HA-p21 només en el nucli és inferior en el mutant de p21Cip1 pseudofosforilat en el residu serina 153 (HA-p21S153D) en comparació a HA-p21WT (Figura I.5). A més, com es mostra en la figura I.5.B vam poder observar com algunes de les cèl·lules que expressaven HA-p21NLS o HA-p21S153D presentaven molt poca expressió de p21Cip1 en el nucli, sent a vegades inferior la localització de p21Cip1 en el nucli que en el citoplasma. Aquest patró d’expressió de p21Cip1 no el vam poder observar quan les cèl·lules expressaven els mutants fusionats a GFP (Figura I.1), probablement perquè el propi GFP té afinitat per a localitzar-se al nucli i l’expressió de GFP-p21NLS o GFP-p21S153D dóna lloc a una molècula capaç de travessar els porus nuclears simplement per l’afinitat nuclear de GFP.
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A)
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Figura I.5: Estudi de la localització intracel·lular dels diferents mutants de HA-p21 en cèl·lules COS i NIH3T3. Cèl·lules COS o NIH3T3 van ser transfectades amb els plàsmids HA-p21 que s’indiquen a la figura i 24h desprès de la transfecció van ser analitzades mitjançant una immunocitoqímica per a detectar la localització intracel·lular de la proteïna HA-p21 expressada (A) Quantificació del percentatge de cèl·lules COS i NIH3T3 transfectades amb HA-p21WT, HA-p21NLS o HA-p21S153D que presenten HA-p21 exclusivament en el nucli respecte al total de cèl·lules transfectades. Les dades representen la mitja de tres experiments i les barres indiquen les desviacions estàndard. (B) Imatges representatives de la localització de HA-p21WT (a), HA-p21NLS (b) i HA-p21S153D (c) en cèl·lules NIH3T3. Imatges a més augment de cèl·lules NIH3T3 transfectades amb HAp21S153D amb localització citoplasmàtica de p21Cip1 (d, e i f) i d’una cèl·lula no transfectada (g).

I.2 La fosforilació in vivo del residu serina 153 de p21Cip1 està regulada per CaM i PKC
Com hem explicat a l’apartat d’antecedents, la Dra. Montserrat Jaumot va realitzar electroforesis bidimensionals que li van permetre observar la fosforilació in vivo de p21Cip1 per PKC i, a més, els patrons obtinguts per les electroforesi
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bidimensionals sota diferents estímuls indicaven que la presència de la CaM estava prevenint aquesta fosforilació (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). En primer lloc, i seguint els indicis dels resultats obtinguts amb les transfeccions del mutant pseudofosforilat S135D, vam analitzar si aquest residu estava fosforilat in vivo. Vam transfectar cèl·lules COS amb els plàsmids HA-p21WT o HA-p21S153A (on l’aminoàcid serina estava substituït a alanina, donant lloc a un mutant de p21Cip1 no fosforilable). Després de 48h de transfecció vam lisar les cèl·lules i les vam processar. Els extractes proteics procedents d’aquestes cèl·lules es van separar mitjançant una electroforesi bidimensional i la mobilitat de HA-p21 es va analitzar amb un Western blot utilitzant un anticòs anti-HA. Com es mostra en la figura I.6, l’electroforesi bidimensional de HA-p21WT mostra un patró de diferents spots que desapareixen si tractem les cèl·lules amb fosfatasa lambda (PPλ), deixant únicament un sol spot que correspon al spot més bàsic. Aquests resultats indiquen que HA-p21WT es tracta d’una fosfoproteïna in vivo. D’altra banda, HA-p21S153A mostra un patró diferent amb un major spot basic que no variava excessivament després del tractament amb la fosfatasa. Aquests resultats senyalen a la serina 153 com un residu preferent de fosforilació de p21Cip1 en les cèl·lules COS.

HA-p21WT CONTROL

HA-p21S153A

PP

Figura I.6: p21Cip1 es fosforila en el residu Ser153 in vivo. Cèl·lules COS van ser transfectades amb HA-p21WT o HA-p21S153A durant 48h. Cèl·lules control o tractades amb fosfatasa λ (PPλ) van ser processades i sotmeses a una electroforesi bidimensional (com s’indica a l’apartat de materials i mètodes), seguidament van ser transferides a membranes i analitzades mitjançant Western Blot amb un anticòs anti-HA.

Seguidament, vam voler analitzar si aquesta fosforilació estava regulada per CaM i PKC. Amb aquesta finalitat, vam generar un anticòs que reconeixia específicament la forma fosforilada de p21Cip1 en la Ser153. Confirmant els resultats obtinguts en l’electroforesi bidimensional, vam poder detectar p21Cip1 fosforilada en el residu Ser153 (fosfo-Ser153 p21) en les cèl·lules COS transfectades amb HA-p21WT. En canvi, no es detectava senyal en les cèl·lules transfectades amb HA-p21S153A, indicant que la substitució de la serina per una alanina impedeix la fosforilació d’aquest residu i indicant també que l’anticòs reconeix específicament la fosforilació de la
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Ser153, independentment del fet que p21Cip1 pugui estar fosforilada en altres residus (Figura I.7.A).

A)

WB: KDa 31 21

α-P-ser153 p21
TPA+ TPA+ C W13 C W13

α-HA
TPA+ TPA+ C W13 C W13

p21WT p21S153A

p21WT

p21S153A

B)
P-MARCKS

C

TPA+ W13

Figura I.7: La fosforilació in vivo del residu Ser153 de p21 està regulada per CaM i PKC. Cèl·lules COS van ser transfectades amb HA-p21WT o HA-p21S153A durant 48h. (A) Cèl·lules proliferants no tractades (C) o tractades amb TPA (100nM) i W13 (1,5μg/ml) durant 45 minuts (TPA+W13) van ser processades i sotmeses a electroforesi, seguidament van ser transferides a membranes i analitzades mitjançant Western Blot amb un anticòs anti-fosfoSer153 (α-P-ser153 p21) o anti-HA (α-HA) com a control d’expressió de HA-p21 i de càrrega, tal i com s’indica a la figura. (B) Les mateixes mostres de cèl·lules control (C) i tractades (TPA+W13) van ser analitzades mitjançant Western Blot amb un anticòs antifosfo-MARCKs, com a control del correcte funcionament del tractament amb TPA+W13.

Cip1

Tot seguit vam voler estudiar si l’acció de la CaM o la PKC tenia algun efecte sobre la fosforilació de la Ser153. Després de transfectar les cèl·lules COS amb HAp21WT o HA-p21S153A, vam tractar les cèl·lules amb TPA un activador de la PKC i amb W13, un inhibidor de la CaM. Desprès de 45 minuts de tractament amb TPA+W13 vam recollir els extractes cel·lulars, les proteïnes es van resoldre mitjançant una electroforesi seguida de detecció amb l’anticòs fosfo-Ser153 p21. Vam poder observar com després del tractament, augmentava la fosforilació de la Ser153 de p21Cip1, mentre que no vam observar cap variació de la fosforilació d’aquest residu en les cèl·lules transfectades amb HA-p21S153A com era d’esperar. Com a control de càrrega vam carregar la mateixa quantitat de mostra en un altre gel i el vam processar paral·lelament, desprès vam realitzar una detecció amb un anticòs anti-HA i vam poder comprovar com tots els carrils havien estat carregats de manera equitativa (Figura I.7.A). A més, per a confirmar l’activació de PKC durant el tractament amb TPA vam analitzar la fosforilació d’un altre substrat de PKC: MARCKS (myristilated alanine-rich C kinase substrate) pel qual existeixen anticossos comercials que detecten la seva fosforilació. En la figura I.7.B podem veure com, en els mateixos lisats cel·lulars que el
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western blot anterior, la fosforilació de MARCKS també augmenta amb el tractament TPA i W13.

I.3 La fosforilació per PKC de p21Cip1 en el residu Ser153 indueix la localització citoplasmàtica de p21Cip1
Els resultats obtinguts fins al moment, suggereixen que la fosforilació per PKC del residu Ser153 de la p21Cip1 pot ser important per a regular la localització intracel·lular de la pròpia p21Cip1. Per tal de confirmar aquesta hipòtesi, vam transfectar cèl·lules COS amb HA-p21WT o HA-p21S153A i vam analitzar les distribucions intracel·lulars d’aquestes proteïnes en cèl·lules control i en cèl·lules tractades durant 45 minuts amb TPA+W13. 24 hores després de la transfecció, vam fixar les cèl·lules i vam realitzar una immunocitoquímica amb un anticòs anti-HA. Com es pot observar en la figura I.8, el tractament de les cèl·lules amb TPA+W13 provoca una disminució en un 40% de les cèl·lules que expressen HA-p21WT només en el nucli respecte a les cèl·lules no tractades, indicant que el tractament afavoreix la localització de p21Cip1 en el citoplasma. A més, aquest tractament no afecta significativament a la distribució intracel·lular de la proteïna HA-p21S153A. Aquests resultats indiquen que la fosforilació del residu serina 153 és critica per a la localització citoplasmàtica de p21Cip1 en resposta a l’activació de la PKC acompanyada de la inhibició de la CaM.

A)
% cèl·lules HA-p21 només nuclear/ total de cèl·lules transfectades
90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 Control TPA+W13 Control TPA+W13
COS NIH3T3

B)
Control HA-p21WT TPA+W13

HA-p21 WT

HA-p21S153A

Figura I.8: Efecte de la inhibició de la CaM i l’activació de la PKC sobre la localització cel·lular de HA-p21. Cèl·lules COS van ser transfectades amb HA-p21WT o HA-p21S153A i desprès de 24 h van ser tractades amb TPA (100nM) i W13 (1,5μg/ml) durant 45 minuts (TPA+W13) o bé es van processar sense tractar (Control). Seguidament es van fixar les cèl·lules i van ser sotmeses a una immunocitoquímica amb un anticòs anti-HA com s’indica als materials i mètodes. (A) Les cèl·lules amb expressió de HA-p21 únicament nuclear van ser contades i quantificades. El gràfic mostra la mitja de tres experiments diferents i les barres representen la desviació estàndard. (B) Imatges representatives de cada una de les condicions.
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Quan la proteïna HA-p21S153A era expressada en cèl·lules NIH3T3 observàvem un major % de cèl·lules amb localització nuclear d’aquesta proteïna (85%) que en aquelles cèl·lules que expressaven HA-p21WT (62%), indicant que en cèl·lules NIH3T3 proliferants la fosforilació de la Ser153 de p21Cip1 és rellevant. En les cèl·lules NIH3T3, igual que havíem observat en les cèl·lules COS, la localització de HA-p21S153A no es veia afectada pel tractament amb TPA i W13.

I.4 La pseudofosforilació del residu Ser153 de p21Cip1 inhibeix la unió entre p21Cip1 i CaM
Seguidament, vam voler analitzar si la fosforilació de p21Cip1 en la serina 153 afectava a la interacció entre p21Cip1 i CaM. D’una banda vam analitzar, mitjançant assajos de pulldown, l’associació de la CaM amb el pèptid de p21145-164 corresponent a la seqüència WT del domini d’unió a CaM, o amb el mateix pèptid mutat en posició S153 (on en comptes d’una serina hi trobem un àcid aspàrtic, mimetitzant l’estat de fosforilació en aquest residu) units a sefarosa (Figura I.9.A). D’altra banda també vam analitzar, mitjançant pulldown, l’associació de la CaM al domini carboxi terminal de p21Cip1 expressat com a proteïna de fusió a GST (GST-CTp21WT) per a poder-la comparar amb l’associació de la CaM a dos variants mutades d’aquest domini carboxi terminal (GST-CTp21S153D i GST-CTp21S153A) (Figura I.9.B). En tots dos experiments, la pseudofosforilació de la Ser153 inhibeix la unió de la CaM al domini d’unió de p21Cip1 descrit anteriorment.
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Figura I.9: Anàlisi de la unió de la CaM a p21WT, p21S153D i p21S153A. (A) Els pèptids WTp21145-164 o S153Dp21145-164 van ser conjugats a boles de Sefarosa. La unió de la CaM a aquests pèptids en presència de Ca2+ o d’EGTA (E), va ser analitzada mitjançant un assaig de pulldown com s’indica a l’apartat de materials i mètodes. Les fraccions totals de CaM unida (bound) o no unida (not bound) es van sotmetre a electroforesi seguida d’una tinció amb blau coomassie. (B) CT-p21WT, CT-p21S153A i CT-p21S153D van ser expressades com a proteïnes de fusió a GST i la seva capacitat d’unió a CaM-Sefarose va ser analitzada en presència de Ca2+ o d’EGTA (E). La fracció total unida (bound CT-p21) i mostres amb la mateixa quantitat de p21 que la utilitzada per a l’assaig de pulldown (input CT-p21), es van sotmetre a electroforesi seguida d’una tinció amb blau coomassie.

133

�RESULTATS I

I.5 La unió de la CaM a la p21Cip1 no és essencial per a la translocació nuclear de p21Cip1
A continuació, vam analitzar si la localització citoplasmàtica de p21S153D era deguda exclusivament a la seva incapacitat d’unir CaM. Per a descartar aquesta possibilitat, vam estudiar la distribució cel·lular del mutant de p21157DID159 que, com hem vist en els antecedents (Figura D), no pot unir CaM. A més, la Dra. Aina Rodríguez va comprovar mitjançant un assaig de fosforilació in vitro, que GSTCTp21157DID159 no es podia fosforilar per PKC (Rodriguez-Vilarrupla, 2003). Vam transfectar cèl·lules COS amb els plàsmids HA-p21WT o HA-p21157DID159 i vam analitzar la distribució cel·lular d’aquestes proteïnes de fusió mitjançant una immunocitoquímica amb un anticòs anti-HA. Com es pot observar en la figura I.10, la proporció de cèl·lules control amb una distribució només nuclear de p21WT o p21157DID159, era similar en els dos casos, indicant que la interacció de p21Cip1 amb la CaM no és essencial, per si sola, en la inducció de la localització nuclear de p21Cip1, ja que d’una banda p21157DID159 no pot unir CaM i en canvi es localitza en el nucli. A més, vam repetir l’experiment en cèl·lules transfectades amb els mateixos plàsmids i tractades amb TPA i W13 durant 45 minuts. En aquest cas, vam poder observar un augment de la distribució citoplasmàtica de HA-p2WT en les cèl·lules tractades amb TPA i W13 respecte a les cèl·lules control. D’altra banda, no vam observar diferències en la localització cel·lular de HA-p21157DID159 entre les cèl·lules tractades i les cèl·lules control. Aquest resultat ens indica que quan p21Cip1 (p21157DID159) no es pot fosforilar per PKC, la seva distribució cel·lular no es veu afectada pel tractament amb TPA i
% cèl·lules HA-p21 només nuclear/ total de cèl·lules transfectades

W13.

80 70 60 50 40 30 20 10 0 Control TPA+W13 Control TPA+W13

HA-p21 WT
159

HA-p21DID

Figura I.10: El mutant p21 DID que no pot unir CaM i no es pot fosforilar per PKC, té una distribució nuclear. Cèl·lules COS van ser transfectades amb els plàsmids HAp21WT o HA-p21157DID159 i 24h desprès de la transfecció van ser tractades amb TPA (100nM) i W13 (1,5μg/ml) durant 45 minuts (TPA+W13) o bé es van processar sense tractar (Control). Seguidament es van fixar les cèl·lules i van ser sotmeses a una immunocitoquímica amb un anticòs anti-HA. Les cèl·lules amb expressió de HA-p21 nuclear van ser contades i quantificades. El gràfic mostra la mitja de tres experiments diferents i les barres representen la desviació estàndard.
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I.6 Estudi de la funcionalitat de la p21Cip1 fosforilada en la Ser153
Com ja hem comentat en la introducció d’aquesta tesi, diferents treballs documenten com la p21Cip1 és capaç de modular un gran nombre de funcions depenent de la seva localització cel·lular i de les proteïnes amb les que s’associa. Mentre que la p21Cip1 nuclear és la encarregada d’inhibir la síntesi del DNA i d’aturar el cicle cel·lular, la p21Cip1 citoplasmàtica s’ha relacionat amb la disrupció de les fibres d’estrès i amb la regulació de l’apoptosi (revisat a (Dotto, 2000;Coqueret, 2003;Besson et al., 2008)). I.6.1 Disrupció de les fibres d’estrès En primer lloc vam analitzar si quan HA-p21S153D o HA-p21S145D es localitzaven el en citoplasma, mantenien la mateixa eficiència en la inhibició de les fibres d’estrès que HA-p21WT o HA-p21NLS citoplasmàtiques. Com s’havia descrit anteriorment, la p21Cip1 citoplasmàtica pot unir-se i inhibir a la cinasa ROCK1 responsable del manteniment del citoesquelet d’actina i de la formació de les fibres d’estrès (Tanaka et al., 2002;Lee and Helfman, 2004). Amb aquest objectiu, vam transfectar cèl·lules NIH3T3 amb les diferents construccions de HA-p21 i seguidament vam realitzar una immunocitoquímica anti-HA juntament amb una detecció de l’actina mitjançant el marcador fal·loïdina (phalloidin). Vam quantificar el percentatge de cèl·lules que presentaven fibres d’estrès en el seu citoplasma per a cada un dels mutants de p21Cip1 i també per a les cèl·lules no transfectades. Com podem veure en la gràfica de la Figura I.11.A, el 68% de les cèl·lules no transfectades presenten fibres d’estrès en el citoplasma. En la quantificació dels mutants de p21Cip1, vam diferenciar les cèl·lules que presentaven una expressió de p21Cip1 nuclear o les cèl·lules amb expressió de p21Cip1 nuclear i citoplasmàtica. Com es mostra en la figura I.11.A i B, quan HA-p21 (WT, NLS, S153D o T145D) es localitza en el citoplasma és capaç de disrupcionar les fibres d’estrès independentment de quin sigui el mutant de p21Cip1, tots ells ho fan amb la mateixa eficiència i només un percentatge baix de les cèl·lules que presenten HA-p21 en el citoplasma presenten una formació de les fibres d’estrès correcta. D’altra banda, si HA-p21 s’expressa únicament en el nucli, les fibres d’estrès no es veuen afectades i el percentatge de cèl·lules amb fibres d’estrès és similar al de les cèl·lules no transfectades ; tot i així, cal destacar que aquest patró de HA-p21 en el nucli és el majoritari per a HA-p21WT (figura I.5.A), però és minoritari en el cas dels mutants HAp21NLS, HA-p21S153D i HA-p21T145D. Aquests resultats ens indiquen que sempre
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que la p21Cip1 es localitza en el citoplasma és capaç d’inhibir la formació de fibres d’estrès, independentment de la fosforilació de la Ser153 o de la Thr145.

A)
% de cèl·lules amb fibres d’estrès

90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
W T NL S T1 45 S1 D 53 D

No transfectades

Nuclear

Citoplasma

B)
HA HA-p21NLS Fal·loïdina Merge

Figura I.11: Efecte de l’expressió de HA-p21S135D en la formació de les fibres d’estrès. Cèl·lules NIH3T3 van ser transfectades amb els plàsmids HA-p21 que s’indiquen a la figura i 24h desprès de la transfecció van ser analitzades mitjançant una immunocitoqímica amb un anticòs anti-HA, per a detectar l’expressió de HA-p21, i amb una tinció de fal·loïdina (Phalloidin-Alexa), per a detectar la presència de les fibres d’estrès. (A) Representació gràfica del percentatge de cèl·lules transfectades amb els diferents mutants de HA-p21, amb expressió de p21Cip1 al nucli o al citoplasma, que presenten fibres d’estrès. La gràfica representa la mitja de tres experiments diferents i les barres corresponen a la desviació estàndard. (B) Imatges representatives obtingues amb un microscopi confocal de la disrupció de les fibres d’estrès en aquelles cèl·lules que presenten p21Cip1 citoplasmàtica (p21NLS, p21T145D, p21S153D), a diferència de les que presenten p21Cip1 exclusivament nuclear.
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I.6.2 Inhibició de la síntesi de DNA A continuació, vam voler analitzar l’efecte de la fosforilació en altres funcions de p21Cip1. Vam estudiar si la capacitat de p21Cip1 d’unir a PCNA es veia afectada per la fosforilació en la Ser153 ja que aquest residu està dins del domini d’unió a PCNA. Per a dur a terme aquest anàlisi, vam realitzar un assaig de BIAcore que permet analitzar l’afinitat entre dues proteïnes, en el nostre cas entre GST-CTp21WT i PCNA o bé entre GST-CTp21S153D i PCNA. L’anàlisi de BIAcore va indicar que tant p21WT com p21S135D tenien la mateixa afinitat per a unir-se al PCNA: 1.3μM i 1.4μM respectivament (Figura I.12).
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Figura I.12: Efecte de pseudofosforilació del residu Ser153 de p21Cip1 en la interacció amb el PCNA. Estudi de la capacitat d’unió de CT-p21WT i CT-p21S153D purificats a PCNA mitjançant un anàlisi amb BIAcore com s’explica en els materials i mètodes. La figura mostra les corbes d’afinitat obtingues amb 2μM de CT-p21. RU, unitats de ressonància.

Un cop havíem comprovat l’afinitat del mutant pseudofosforilat p21S153D per a unir el PCNA, ens vam preguntar si p21S153D tenia la mateixa capacitat d’inhibir la síntesi de DNA que p21WT, quan es localitzava en el nucli. Vam transfectar cèl·lules COS amb GFP-control, GFP-p21WT i GFP-p21S153D i vam mesurar la capacitat que tenien les cèl·lules transfectades d’incorporar BrdU, quantificant únicament aquelles cèl·lules que presentaven GFP-p21 en el nucli. Com es mostra en la gràfica de la figura I.13.A, un 65% de les cèl·lules que expressaven GFP-control presenten incorporació de BrdU; en canvi, només un 18% de les cèl·lules que expressen GFPp21WT o GFP-p21S153D en el nucli són BrdU positives indicant que la presència en el nucli d’aquestes proteïnes inhibeix la síntesi de DNA. A més, no s’observen diferencies entre GFP-p21WT i GFP-p21S153D indicant que la pseudofosforilació de p21Cip1 en el residu Ser153 no afecta a la inhibició de la síntesi del DNA.
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Figura I.13: Efecte de pseudofosforilació del residu Ser153 de p21Cip1 en la inhibició de la síntesi del DNA. Cèl·lules COS van ser transfectades amb GFP-control (GFP), GFPp21WT o GFP-p21S153D i després de 24h van ser incubades amb BrdU durant 10h. Seguidament es va detectar la incorporació de BrdU mitjançant una immunocitoquímica anti-BrdU. La gràfica mostra la quantificació del percentatge de cèl·lules BrdU positives del total de cèl·lules transfectades i amb localització nuclear de GFP-p21 per a cada un dels mutants. La gràfica representa la mitja de tres experiments diferents i les barres corresponen a la desviació estàndard.

I.7 Estudi de la funcionalitat de la p21Cip1 citoplasmàtica: paper en l’apoptosi
Una de les funcions més estudiades de p21Cip1 en el citoplasma és el paper d’aquesta proteïna en la regulació de l’apoptosi. Aquesta funció de p21Cip1 no està lliure de controvèrsia ja que d’una banda nombrosos estudis descriuen un paper de p21Cip1 com a inhibidora de l’apoptosi, mentre que d’altra banda un gran nombre d’estudis situen a aquesta proteïna com a inductora de l’apoptosi (revisat a (Gartel and Tyner, 2002;Liu et al., 2003)). Tot i així, cal destacar que una particularitat d’aquests estudis és que s’han realitzat en models cel·lulars molt diversos i amb diferents estímuls inductors d’apoptosi, és per això que la conclusió més adient que en podríem treure és que el paper de p21Cip1 sobre l’apoptosi depèn del context cel·lular específic en cada un dels estudis. En primer lloc, ens vam preguntar si podríem estudiar el paper de p21Cip1 sobre l’apoptosi amb les eines disponibles al laboratori i en segon lloc, si la fosforilació del residu S153 de p21Cip1 tenia algun tipus d’efecte sobre aquesta funció de p21Cip1.
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I.7.1 Estudi de l’apoptosi causada per Adriamicina en cèl·lules HCT116 i HCT116 p21-/Per a estudiar el paper de p21Cip1 en l’apoptosi vam escollir les cèl·lules HCT116 de càncer de colon humà com a model cel·lular ja que en el laboratori disposàvem de la línia d’HCT116 deficient en p21Cip1 (HCT116 p21-/-). Com a agent causant de dany cel·lular ens vam centrar en la Adriamicina (Adr), també anomenada Doxorubicina. L’Adr és un compost antineoplàsic de la família de les antraciclines i de la qual s’han descrit diferents efectes sobre la cèl·lula; un dels mecanismes d’acció principal de l’Adr és que s’intercala en el DNA tot inhibint l’acció de la topoisomerasa II i induint talls en la doble cadena de DNA (Burden and Osheroff, 1998).

A)

B)

Adr

DNA

Adr

Figura I.14: (A) Estructura d’una molècula d’Adriamicina (Zeman et al., 1998) (B) Esquema de dos molècules d’Adriamicina intercalades en una doble hèlix de DNA.

La DNA topoisomerasa II és l’enzim encarregat de desenrotllar la doble hèlix de DNA per tal de permetre la seva transcripció i replicació. La DNA topoisomerasa II catalitza el tall de l’enllaç fosfodiéster, permetent que les cadenes estiguin relaxades i torna a unir l’enllaç donant l’estructura necessària per a la transcripció de les cadenes de DNA durant el cicle cel·lular. En els darrers anys, les toposiomerases (I i II) han agafat importància en els tractaments de quimioteràpia per al càncer i per aquest motiu s’ha desenvolupat un ampli ventall d’inhibidors de les topoisomerases, com per exemple l’Adriamicina. Els inhibidors de topoisomerases, bloquegen l’acció d’aquest enzim generant talls de cadena simples o dobles que tenen efectes sobre la integritat del genoma i que per tant activaran la resposta cel·lular enfront al dany al DNA provocant una parada del cicle cel·lular o si el dany es major i irreparable, portaran la cèl·lula cap a un programa de mort cel·lular programada, l’apoptosi. La Adr s’intercala en el DNA bicatenari de manera que inhibeix tant la transcripció com la replicació del DNA i estabilitza el complex format per la topoisomerasa II i el DNA desprès d’haver tallat la doble hèlix, d’aquesta manera l’Adr impedeix que es torni a unir el tall,

139

�RESULTATS I

provocant una parada en el procés de replicació o transcripció (Burden and Osheroff, 1998;Zeman et al., 1998). En clínica, l’Adr s’utilitza per al tractament de leucèmies, limfomes de Hodgkin’s i d’altres tipus de càncer com ara el càncer de mama, d’estómac, d’ovari, de pulmó i mieloma múltiple entre d’altres. En primer lloc vam voler analitzar si les cèl·lules HCT116 p21-/- eren més sensibles al tractament amb Adr que les cèl·lules HCT116. Vam realitzar assaigs de viabilitat cel·lular amb la tècnica colorimètrica del MTS on analitzàvem la resposta dels dos tipus cel·lulars davant diferents dosis d’Adr. La senyal generada (la intensitat de color) en cada un dels pous és directament proporcional al nombre de cèl·lules viables (activitat metabòlica) en cada un dels pous (Figura I.15). Com s’observa en la figura, les cèl·lules HCT116 p21-/- són menys viables que les cèl·lules HCT116, sobretot a concentracions baixes d’Adr. Per exemple, a 0,1 μg/ml d’Adr, les cèl·lules HCT116 presenten un 83,6% de viabilitat mentre que les cèl·lules HCT116 p21-/- només tenen un 59,6% de viabilitat i a 0,5 μg/ml d’Adr, les cèl·lules HCT116 tenen 73,4% de viabilitat en contraposició al 40,1% de les cèl·lules HCT116 p21-/-.
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Figura I.15: Assaig de viabilitat cel·lular de cèl·lules HCT116 i HCT116 p21-/- tractades amb Adr durant 24h. Vam sembrar el mateix número de cèl·lules per a cada condició en cada un dels pous de les plaques de 96 pous, desprès de 24h vam tractar les cèl·lules amb diferents dosis d’Adr. Passades 24h de tractament, vam afegir el reactiu de MTS que es redueix en presència d’activitat mitocondrial donant lloc a un color blavós que serà llegit per un colorímetre, com s’explica amb més detall a l’apartat de materials i mètodes. Cada punt de la gràfica representa la mitja de dos experiments on s’ha analitzat cada condició per triplicat per tal d’evitar al màxim la variabilitat en el moment de sembrar les cèl·lules.

En segon lloc vam realitzar un assaig de viabilitat cel·lular per formació de focus on analitzàvem la supervivència de les cèl·lules HCT116 i HCT116 p21-/- davant del tractament amb Adr. Com es pot veure en la figura I.16, en tots dos tipus cel·lulars el tractament amb Adr durant 3h afecta a capacitat clonogènica d’aquestes cèl·lules. Cal destacar que les cèl·lules HCT116 p21-/- són més sensibles al tractament ja que com
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s’observa en la imatge i en la gràfica, la seva capacitat de formar focus en resposta al tractament amb Adr es veu més afectada que en les cèl·lules HCT116. A més, també és important destacar que les cèl·lules HCT116 p21-/-, proliferen més a poc a poc que les cèl·lules HCT116 ja que com s’observa en la columna control de l’assaig de clons, tot i sembrar el mateix nombre de cèl·lules en els dos tipus cel·lulars, les cèl·lules HCT116 formen un major nombre de clons i més grans que les cèl·lules HCT116 p21/-, aquest fet podria estar indicant que les cèl·lules HCT116 p21-/- tenen alguna altra mancança a nivell de la regulació del cicle cel·lular.
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Figura I.16: Assaig de viabilitat cel·lular per formació de focus en cèl·lules HCT116 i HCT116 p21-/- tractades amb Adr durant 3h. Vam sembrar el mateix número de cèl·lules per a cada condició en cada una de les plaques i 24h després les vam tractar durant 3h amb les dosis indicades d’Adr. Passades les 3h vam eliminar l’Adr del medi i vam rentar cuidadosament les plaques afegint medi net i deixant créixer les cèl·lules dins de l’incubador durant 2 setmanes. Passat aquest temps, es van tenyir els clons amb cristall violeta i es van contar per a cada condició i per a cada experiment. (A) Imatges representatives de la formació de focus en cèl·lules HCT116 i HCT116p21-/-. (B) Gràfica amb els resultats normalitzats de dos experiments diferents amb tres rèpliques per a cada condició.

I.7.2 Estudi de l’apoptosi causada per Adriamicina en els diferents mutants de p21 Cip1
Amb les dues aproximacions realitzades, assaig de viabilitat amb MTS i assaig de formació de focus, vam poder comprovar com les cèl·lules HCT116 p21-/- eren més sensibles que les cèl·lules HCT116 al dany causat per l’Adr. El següent objectiu que ens vam plantejar va ser analitzar si els diferents mutants pseudofosforilats de p21Cip1 tenien una resposta diferent a la pròpia p21Cip1 en la regulació de l’apoptosi. Per tal d’assolir aquest objectiu ens vam trobar amb alguna dificultat. En primer lloc, vam intentar repetir els experiments de MTS en cèl·lules HCT116 i HCT116 p21-/transfectades amb els diferents mutants, però el principal inconvenient va ser que les
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cèl·lules HCT116 es divideixen molt ràpidament i per tant, tot i tenir una bona transfecció inicial i degut a que l’experiment en qüestió necessitava el manteniment de les cèl·lules transfectades durant tres dies, al final de l’experiment en el moment en que volíem analitzar la resposta de cada un dels mutants davant el dany al DNA, el percentatge de transfecció era baix. Aquest fet impedia l’observació de diferències significatives en assaigs de MTS on es tracta a la població sencera com un tot, ja que l’efecte de les cèl·lules transfectes quedava difós entre el comportament de la població cel·lular total. És per aquest motiu que vam centrar-nos en un altre mètode de detecció de l’apoptosi, i era molt important que el mètode escollit permetés analitzar les cèl·lules una per una per a poder observar diferències entre les cèl·lules transfectades i les cèl·lules no transfectades. Entre els mètodes disponibles per a l’anàlisi de l’apoptosi, vam escollir el contatge de cossos apoptòtics ja que a través de la observació cèl·lula a cèl·lula amb el microscopi de fluorescència podíem estudiar el comportament de les cèl·lules transfectades per a cada un dels mutants. La segona dificultat amb la que ens vam trobar, va ser que les cèl·lules HCT116 no formaven cossos apoptòtics durant la resposta al dany al DNA. Com es mostra en la figura I.17, les cèl·lules HCT116 augmenten l’expressió de p21Cip1 en resposta al tractament amb Adr. Tot i que no es mostri en la figura, en cèl·lules ciclants sense tractar amb Adr, el nombre de cèl·lules que expressen p21Cip1 és molt baix i la seva expressió pràcticament no es pot detectar per Western blot; en canvi, l’expressió de p21Cip1 en les cèl·lules HCT116 és elevada en resposta al dany al DNA mitjançant Adr i en resposta a l’estrès oxidatiu provocat amb l’aigua oxigenada (H2O2). A més, la immunocitoquímica de p21Cip1 mostra com en aquest tipus cel·lular l’expressió de p21Cip1 és uniforme en totes les cèl·lules tot i que com acabem de comentar, la tinció dels nuclis amb DAPI ens indica que aquestes cèl·lules no estan entrant en un procés de mort cel·lular per apoptosi. D’altra banda les cèl·lules COS també van ser analitzades sota els mateixos estímuls de dany al DNA i estrès oxidatiu. Com s’observa en el Western blot, les cèl·lules COS també augmenten l’expressió de p21Cip1 com a resposta a l’Adr i en menor quantitat davant de l’estrès oxidatiu. De totes maneres, en totes dues condicions, l’expressió de p21Cip1 és molt inferior a la de les cèl·lules HCT116. A més, com s’observa en les dues imatges d’immunocitoquímica, l’expressió de p21Cip1 en les cèl·lules COS no és uniforme i justament és en aquelles cèl·lules que no expressen p21Cip1 les que tenen tendència a formar cossos apoptòtics. La resposta de les cèl·lules NIH3T3 als dos tractaments també va ser analitzada tot i que aquest tipus cel·lular pràcticament no expressa p21Cip1 com a resposta als tractaments.
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Figura I.17: Estudi de la resposta de diferents models cel·lulars al dany al DNA i a l’estrès oxidatiu. (A) Cèl·lules HCT116, NIH3T3 i COS van ser tractades durant 30 h amb 0,225 μg/ml d’Adr o amb 500nM H2O2 30%. Seguidament es van recollir els pellets, es va lisar i la mateixa quantitat de proteïna (50μg) va ser sotmesa a electroforesi seguida de detecció mitjançant un Western blot amb un anticòs anti-p21 policlonal. (B) Imatges representatives de cèl·lules HCT116 i COS tractades amb 0,225 μg/ml d’Adr durant 34h. Desprès de fixar les cèl·lules, es va realitzar una immunocitoquímica anti-p21 (amb un anticòs policlonal C-19) i una tinció de DAPI per a marcar el DNA. Els caps de fletxa senyalen alguns dels nuclis en forma de cossos apoptòtics.

Aquest anàlisi, ens portava a dues conclusions. D’una banda, podem observar un cop més com les cèl·lules que expressen p21Cip1 (en el model de cèl·lules COS) tenen protecció davant la mort per apoptosi i d’altra banda, el model de cèl·lules COS sembla un bon model per a analitzar l’efecte dels diferents mutants de p21Cip1 en l’apoptosi. En primer lloc vam transfectar els plàsmids HA-p21WT, HA-p21NLS i els mutants de pseudofosforilació HA-p21T145D i HA-p21S153D en les cèl·lules COS. 24 hores després de la transfecció, vam tractar les cèl·lules amb 0,225 μg/ml d’Adr durant 34 h, i seguidament vam realitzar una immunocitoquímica anti-HA juntament amb una tinció nuclear amb DAPI. Vam quantificar el percentatge de cèl·lules no transfectades que presentaven cossos apoptòtics després del tractament amb Adr i vam repetir la quantificació per a cada un dels mutants transfectats, és a dir, vam quantificar el

p21Cip1

DAPI
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percentatge de cèl·lules transfectades per cada un dels mutants que presenta cossos apoptòtics respecte el total de cèl·lules transfectades. Com podem veure en la gràfica de la Figura I.18, el 38,5% de les cèl·lules no transfectades presenta formació de cossos apoptòtics com a resposta al tractament amb Adr; en canvi, tant en les cèl·lules transfectades amb HA-p21WT com en les cèl·lules transfectades amb els mutants de p21Cip1 (HA-p21NLS, HA-p21T145D i HA-p21S153D) el percentatge de cossos apoptòtics disminueix dràsticament, per exemple en el cas de HA-p21S153D només un 5,9% de les cèl·lules transfectades presenta cossos apoptòtics. Així doncs, aquests resultats indiquen que la pseudofosforilació del residu T145D o S153D no afecta a la capacitat d’inhibir l’apoptosi de la pròpia p21Cip1, ja que aquests dos mutants inhibeixen l’apoptosi igual de eficientment que p21Cip1.
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Figura I.18: Estudi de la resposta dels mutants de pseudofosforilació al dany al DNA. Cèl·lules COS van ser transfectades amb HA-p21WT, HA-p21NLS, HA-p21T145D o HAp21S153D. 24 hores després de la transfecció es van tractar les cèl·lules amb 0,225 μg/ml d’Adr durant 34 h. Seguidament es van fixar i es va realitzar una immunocitoquímica amb una anticòs anti-HA i una tinció amb DAPI per a marcar el DNA. Mitjançant l’observació de les cèl·lules en un microscopi de fluorescència, es va realitzar un contatge dels cossos apoptòtics per a cada una de les condicions. La gràfica mostra la mitja del percentatge de cossos apoptòtics de dos experiments per separat amb tres rèpliques per a cada condició.

Seguidament, vam voler analitzar si diferents fragments de la proteïna tenien més o menys capacitat d’inhibir l’apoptosi. Com hem explicat detalladament a la introducció, d’una banda, a l’extrem amino terminal de p21Cip1 és on s’hi localitza els dominis d’unió a les Cdks i a les ciclines i és també en aquest extrem on s’han descrit les unions a proteïnes relacionades amb l’apoptosi: ASK1, procaspasa 3 i SAPK (revisat a (Dotto, 2000)). D’altra banda, a l’extrem carboxi terminal és on es localitza el senyal NLS de la p21Cip1 (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002). Vam transfectar les cèl·lules COS amb GFP-p21WT, GFP-p21CT i GFP-p21NT i vam repetir les condicions de dany al DNA de l’experiment anterior i la quantificació del percentatge
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de cèl·lules que presentaven cossos apoptòtics després del tractament amb Adr. Com podem veure en la gràfica de la Figura I.19, el 37,7% de les cèl·lules no transfectades presenta formació de cossos apoptòtics com a resposta al tractament amb Adr; en canvi, tant en les cèl·lules transfectades amb GFP-p21WT com amb GFP-p21NT el percentatge de cèl·lules amb cossos apoptòtics disminueix fins a un 18%-20%, respectivament. Sorprenentment, les cèl·lules transfectades amb GFP-p21CT presenten un percentatge de cossos apoptòtics semblant al de les cèl·lules no transfectades, indicant que aquest fragment de la proteïna no té la mateixa capacitat d’inhibir l’apoptosi que la p21Cip1 sencera.
% cel·lules amb cossos apoptòtics
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Figura I.19: Estudi de la resposta de diferents mutants de p21Cip1 al dany al DNA. Cèl·lules COS van ser transfectades amb GFP-p21WT, GFP-p21CT i GFP-p21NT. 24 hores després de la transfecció es van tractar les cèl·lules amb 0,225 μg/ml d’Adr durant 34 h. Seguidament es van fixar i es va realitzar una tinció amb DAPI per a marcar el DNA. Mitjançant l’observació de les cèl·lules en un microscopi de fluorescència, es va realitzar un contatge dels cossos apoptòtics per a cada una de les condicions. La gràfica mostra la mitja del percentatge de cossos apoptòtics de dos experiments per separat amb tres rèpliques per a cada condició.

Per tal de corroborar els resultats obtinguts amb els mutants GFP, vam transfectar les cèl·lules amb els mutants DsRED, ja que com hem comentat anteriorment, els mutants GFP de p21Cip1 tenen tendència a localitzar-se al nucli tot i no tenir la senyal NLS. Vam repetir l’experiment anterior transfectant les cèl·lules COS amb els plàsmids DsRED-buit (Ø) i diferents mutants de DsRED-p21 (WT, NLS, CT i CT-NLS) i vam quantificar novament el percentatge de cèl·lules que presentaven cossos apoptòtics. La gràfica de la figura I.20, mostra l’increment del percentatge de cossos apoptòtics per a cada condició. Les cèl·lules no transfectades i les cèl·lules transfectades amb el plàsmid DsRED-Ø tenen un percentatge similar entre elles, del 38-39%, molt semblant també al percentatge obtingut en els altres experiments. D’altra banda, s’observa com la transfecció de DsRED-p21WT o NLS inhibeix
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notablement la formació de cossos apoptòtics en les cèl·lules que expressen el plàsmid. En canvi, de la mateixa manera que havíem observat en els mutants GFP, la expressió de DsRED-p21CT no té la mateixa capacitat d’inhibir la formació de cossos apoptòtics. Sorprenentment, DsRED-p21CT-NLS sí que és capaç d’inhibir l’apoptosi de manera comparable a p21WT.
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Figura I.20: Estudi de la resposta de diferents mutants de p21Cip1 al dany al DNA. Cèl·lules COS van ser transfectades amb diferents plàsmids de DsRED (Ø, p21WT, p21NLS, p21CT i p21CT-NLS). 24 hores després de la transfecció es van tractar les cèl·lules amb 0,225 μg/ml d’Adr durant 34 h. Seguidament es van fixar i es va realitzar una tinció amb DAPI per a marcar el DNA. Mitjançant l’observació de les cèl·lules en un microscopi de fluorescència, es va realitzar un contatge dels cossos apoptòtics per a cada una de les condicions de les cèl·lules sense tractar i de les cèl·lules tractades. La gràfica mostra la mitja de l’increment de percentatge de cossos apoptòtics de dos experiments per separat amb tres rèpliques per a cada condició.

Aquests resultats obren un camí interessant sobre el paper de p21Cip1 en la regulació de l’apoptosi ja que com acabem d’observar, no tots els fragments de la proteïna són igual d’eficients en la inhibició de l’apoptosi. A més, el fet que p21CTNLS tingui un comportament diferent davant la resposta al dany al DNA que p21CT estaria indicant que potser aquest fragment de la proteïna també es capaç d’inhibir alguna proteïna relacionada amb l’activació de l’apoptosi encara no descrita, i aquesta inhibició només seria possible quan p21Cip1 es troba present en el citoplasma.
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II. Estudi de la localització de p21Cip1 en el nuclèol
Desprès d’analitzar el paper de la fosforilació del residu Ser153 de p21Cip1 i com aquesta fosforilació és capaç de regular la localització de p21Cip1, vam voler estudiar altres mecanismes de regulació de la localització de p21Cip1. El model de les cèl·lules HCT116 en resposta al dany cel·lular ens va semblar un bon model ja que ens permetia estudiar un increment dels nivells de p21Cip1 i analitzar si el dany al DNA comportava algun tipus de canvi en la localització cel·lular de p21Cip1.

II.1 El tractament amb 0,15 μg/ml Adr provoca una parada del cicle cel·lular en G2/M i una baixa mort cel·lular
Com ja hem explicat anteriorment, p21Cip1 augmenta en resposta al dany al DNA degut principalment a un augment dels nivells de p53. En el primer bloc de resultats vam analitzar el paper de p21Cip1 en l’apoptosi i vam observar com la manca de p21Cip1 en les cèl·lules HCT116 provocava que aquestes cèl·lules fossin més sensibles a la mort per apoptosi. Per tal d’analitzar amb detall l’augment dels nivells de p21Cip1 en resposta al dany al DNA i si aquest dany és capaç d’induir un canvi en la localització de p21Cip1, vam voler analitzar quina era la resposta de les cèl·lules HCT116 a diferents dosis i diferents temps de tractament amb Adr. En primer lloc vam analitzar quin era l’efecte de l’Adr en el cicle cel·lular de les cèl·lules HCT116. Mitjançant estudis de FACS vam observar els canvis produïts en el cicle cel·lular de les cèl·lules HCT116 asincròniques com a resposta a diferents dosis i diferents temps de tractament amb Adr. Per tal de visualitzar el contingut de DNA cel·lular vam utilitzar una tinció amb To-pro3, ja que aquesta tinció no quedava emmascarada amb el propi color de l’Adr. Finalment, després d’alguns assaigs preliminars, vam fer servir una concentració d’Adr de 0,15 µg/ml ja que tractaments de 24 o 48 hores induïen una parada en el cicle cel·lular en fase G2/M (Figura II.1.A) i en canvi, a aquestes dosis, la mort per apoptosi (població sub-G1) era molt baixa (Figura II.1.B). Com s’observa en la figura II.1, el tractament durant 48 hores amb el doble de dosi que l’anterior (0,3 µg/ml d’Adr), induïa un augment de la població cel·lular en subG1, i per tant aquesta dosi no era adient per al nostre l’estudi ja que provocava una major mort cel·lular
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Figura II.1: Estudi del cicle cel·lular en resposta a Adr. Vam tractar les cèl·lules HCT116 amb Adr durant tot el temps (3h, 24h o 48h) o durant 3 o 24 hores seguides d’un temps de recuperació (Rec) tal i com s’indica a la figura. Després del tractament, vam processar les cèl·lules i vam analitzar el contingut de DNA mitjançant un anàlisi de FACS. (A) Gràfics del contingut de DNA de cada una de les condicions analitzades. (B) Quantificació del percentatge de la població cel·lular en fase sub-G1 després dels diferents tractaments amb Adr.

Seguidament, vam analitzar la capacitat de proliferació i la viabilitat de les cèl·lules HCT116 sotmeses al tractament amb Adr. Com es pot veure a la figura II.2, la població de cèl·lules en cultiu sense tractament creix exponencialment a les 24 hores i novament a les 48 hores, mentre que el tractament amb Adr 0,15 µg/ml durant 24 hores o 48 hores provoca una aturada de l’increment del nombre de cèl·lules. En canvi, si sotmetem les cèl·lules a un tractament amb la mateixa dosi d’Adr però només durant 3 hores i després retirem la droga, les cèl·lules són capaces de recuperar-se i

148

�RESULTATS II

tornar-se a dividir tot i que ho fan mes lentament. D’altra banda, si doblem la dosi d’Adr (0,3 µg/ml) observem no només una aturada en el cicle cel·lular sinó també una disminució en el número de cèl·lules, indicant que a dosis més elevades de tractament una part de la població cel·lular entra en apoptosi igual que havíem pogut observar en l’anàlisi de FACS.
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Figura II.2: Estudi de la viabilitat cel·lular en resposta al tractament amb Adr. Vam sembrar el mateix número de cèl·lules HCT116 per a cada condició, 24 hores després les cèl·lules van ser tractades amb Adr durant tot el temps o només durant 3 hores seguides de recuperació (Rec) com s’indica a la llegenda de la gràfica. Seguidament, es van recollir les cèl·lules per a cada condició i es van tenyir amb blau de tripà i es va contar el número de cèl·lules vives mitjançant una cambra de Neubauer. La gràfica mostra l’increment normalitzat en el numero de cèl·lules viables després de cada un dels tractaments respecte el nombre de cèl·lules inicial. Les barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3)

Un cop analitzat l’efecte d’una dosi de 0,15 µg/ml d’Adr sobre el cicle cel·lular i la viabilitat de les cèl·lules HCT116, vam voler estudiar la variació dels nivells de p21Cip1 en les mateixes condicions. De fet, com ja havíem pogut observar en la figura I.17 el tractament amb Adr induïa un increment dels nivells de p21Cip1 en les cèl·lules HCT116. L’anàlisi mitjançant Western blot de lisats de cèl·lules HCT116 tractades durant diferents temps amb Adr mostra com els nivells de p21Cip1 endògens comencen a incrementar a partir de tres hores de tractament continuat i com en els tractaments només de 3 hores seguits de recuperació també s’observa un increment els nivells de p21Cip1 tot i no tenir presència constant de dany al DNA. En els dos casos s’obté un màxim d’expressió de p21Cip1 sobre les 16 hores desprès d’haver afegit Adr (Figura. II.3).
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Figura II.3: Augment dels nivells de p21Cip1 desprès del tractament amb Adr. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb 0,15 μg/ml durant els temps indicats en la figura de manera contínua (Adr Continu) o només durant 3h seguides de recuperació (Adr 3H i Recuperació). Passat el temps corresponent, es van recollir les cèl·lules, es van lisar i la mateixa quantitat de proteïna va ser sotmesa a electroforesi seguida de detecció mitjançant un Western blot amb un anticòs anti-p21 policlonal.

II.2 El dany al DNA indueix la localització de p21Cip1 al nuclèol
Desprès d’haver observat l’augment de p21Cip1 en les cèl·lules HCT116 com a resposta al dany al DNA i analitzat les conseqüències d’aquest dany, vam voler estudiar la localització de la p21Cip1 dins de la cèl·lula en resposta al tractament amb Adr. Vam realitzar immunocitoquimiques de cèl·lules fixades i vam detectar la p21Cip1 endògena utilitzant diferents anticossos comercials específics per a p21Cip1 (Figura II.4). En primer lloc vam poder observar un increment en els nivells de p21Cip1 en les cèl·lules tractades amb Adr, igual que en el cas del Western blot. Aquest increment de p21Cip1 es localitza principalment en el nucli de les cèl·lules i dins del nucli, també vam poder observar la presència de p21Cip1 en els nuclèols (Figura II.4.A). Desprès de tractar les cèl·lules durant 48 hores amb Adr (0,15 µg/ml), més del 80% de les cèl·lules presenten p21Cip1 en el nucli i d’aquestes un 50% presenten també p21Cip1 en el nuclèol. La localització de p21Cip1 en el nuclèol també s’observa en les cèl·lules tractades amb Adr només durant 3 hores i analitzades al cap de 24 o 48 hores. Pel contrari, si fem servir una dosi d’Adr suficientment elevada com per a induir mort cel·lular (0,3 µg/ml) (Fig. II.2), la presència de p21Cip1 en els nuclèols pràcticament desapareix i els nuclèols es fan més petits i densos i apareixen amb una morfologia més compacte (Figura. II.4.B). Per tal de comprovar el resultat observat en les immunocitoquímiques, vam posar a punt un mètode de fraccionament cel·lular en les cèl·lules HCT116, adaptant altres mètodes de purificació de nuclèols (Andersen et al., 2002) tal i com s’explica més detalladament en l’apartat dels materials i mètodes. Aquest fraccionament va permetre obtenir una fracció rica en nuclèols que va ser analitzada posteriorment. La
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figura II.5.A, mostra imatges de DIC obtingues amb un microscopi d’epifluorescència d’algunes de les etapes de la purificació dels nuclèols. Com es pot observar en la segona imatge, la fracció final està enriquida amb nuclèols i no presenta cèl·lules senceres.
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Contrast de fase 0,15 μg/ml Adr 3h + 45h Rec

p21

Contrast de fase

0,15 μg/ml Adr 48h

Figura II.4: La p21Cip1 endògena es localitza en el nuclèol desprès del tractament amb Adr. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb Adr durant el temps i la dosi que s’indica a cada imatge. (A) Immunocitoquímica anti-p21 de cèl·lules tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Les dues imatges corresponen a dos anticossos anti-p21 diferents, tal i com s’indica sobre de cada imatge. Barra, 10 μm. (B) Immunocitoquímica anti-p21Waf1 (monoclonal) de cèl·lules tractades amb Adr. També es mostra una imatge en contrast de fase corresponent a cada immunocitoquímica. Barra, 5 μm

Les diferents fraccions cel·lulars obtingudes, van ser analitzades mitjançant Western blot amb anticossos específics per a la detecció dels nivells de p21Cip1 endògens. Les mateixes fraccions cel·lulars van ser analitzades amb anticossos marcadors d’estructures nucleolars (fibril·larina i nucleolina) o nuclears (lamina B) que

0,3 μg/ml Adr 48h
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ens indicaven la correcta obtenció de les diferents fraccions cel·lulars durant el procés de fraccionament. Com es pot observar en el Western blot de la figura II.5.B, el fraccionament cel·lular confirma la localització nucleolar de p21Cip1 després de fer dany al DNA.
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Fracció de nuclis abans de sonicar

Pellet final de nuclèols
Adr TCL Np
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Adr TCL Nu Np No nucleolina lamina B fibril·larina

p21Cip1

Figura II.5: Estudi de la localització de p21Cip1 mitjançant fraccionament cel·lular. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h i passat aquest temps van ser sotmeses a un fraccionament cel·lular per tal d’obtenir fraccions nucleolars tal i com s’explica més detalladament a l’apartat de materials i mètodes. (A) Imatges representatives obtingudes amb un microscopi d’epifluorescència de diferents etapes del fraccionament cel·lular. Els caps de fletxa negre senyalen alguns dels nuclèols i el cap de fletxa blanca senyala l’embolcall nuclear. (B) Western blot de les diferents fraccions obtingudes amb el fraccionament cel·lular. La mateixa quantitat de proteïna va ser carregada per a cada una de les fraccions cel·lulars: nucli (Nu), nucleoplasma (Np), nuclèol (No) i fracció lisada total (TCL) i van ser sotmeses a electroforesi seguida de detecció mitjançant un Western blot amb un anticòs anti-p21 per a detectar la p21Cip1 endògena. La nucleolina i la fibril·larina van ser analitzades com a control de proteïnes nucleolars i la lamina B com a control de proteïna nuclear.
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II.3 GFP-p21 també es localitza als nuclèols en resposta al dany al DNA
Després d’haver observat la presència de p21Cip1 en el nuclèol mitjançant immunocitoquímica i Western blot, ens vam preguntar si la localització nucleolar de p21Cip1 era només conseqüència de l’augment dels nivells de p21Cip1 o si era realment deguda a la presència de dany al DNA en aquestes cèl·lules. Per tal de respondre a aquesta qüestió, vam transfectar cèl·lules HCT116 amb GFP-p21WT i les vam sotmetre a dany al DNA igual que havíem fet anteriorment amb les cèl·lules no transfectades. Desprès de 24h de transfecció vam sotmetre les cèl·lules a diferents temps de tractament amb Adr (0,15 µg/ml), seguidament vam fixar les cèl·lules tractades i també cèl·lules no tractades que vam fer servir com a control. Vam processar les mostres per tal de poder-les observar al microscopi de fluorescència i vam comptar el percentatge de cèl·lules transfectades que tenien p21Cip1 al nuclèol respecte el número total de cèl·lules transfectades per a cada un dels temps analitzats (Figura II.6). En les cèl·lules HCT116 transfectades amb GFPp21WT, p21Cip1 es localitza preferentment al nucli, com s’observa en la imatge representativa d’una cèl·lula control (Figura II.6.B). En la gràfica de la figura II.6.A, s’observa com en les cèl·lules no tractades, només 11-12% de les cèl·lules presenten GFP-p21WT al nuclèol; en canvi, al tractar de manera constant les cèl·lules amb Adr el percentatge de cèl·lules que presenten GFP-p21WT al nuclèol augmenta, arribant fins a un 57% desprès de 48 hores de tractament, la figura II.6.B mostra una cèl·lula representativa transfectada amb GFP-p21WT i tractada amb Adr. D’altra banda, si en comptes de sotmetre les cèl·lules a dany constant, les sotmetem a temps de dany més curts (3 hores o 24 hores) seguits de recuperació, podem observar com el percentatge de cèl·lules que presenten GFP-p21WT al nuclèol es manté tot i no estar en contacte amb la droga, i disminueix a mesura que s’allarga el temps de recuperació (Figura II.6.C). Un altre fet molt interessant que vam poder observar va ser que al tractar les cèl·lules amb el doble de dosi d’Adr (0,3 µg/ml) durant 48h, el percentatge de cèl·lules que presentaven GFP-p21 al nuclèol disminuïa dràsticament (Figura II.6.A). Com es mostrava en la figura II.1.B i II.2, tractaments amb aquesta dosi feien augmentar la població sub-G1 i disminuïen la viabilitat de les cèl·lules, indicant que davant d’un excés de dany, les cèl·lules ja no responen localitzant la proteïna p21Cip1 al nuclèol.
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Així doncs, l’anàlisi de la localització de GFP-p21WT com a resposta al dany al DNA demostra que la localització de p21Cip1 al nuclèol no és deguda a l’augment dels nivells de p21Cip1, sinó que és conseqüència d’una resposta de la cèl·lula al dany al DNA.
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Figura II.6: Localització nucleolar de GFP-p21WT desprès del dany amb Adr. Cèl·lules HCT116 van ser transfectades amb GFP-p21WT i 24h després de la transfecció van ser sotmeses a tractament amb Adr. (A) Les cèl·lules transfectades van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr o 0,3 μg/ml d’Adr durant 3h, 24h o 48h, com s’indica a la figura, seguidament van ser fixades i processades per a la observació amb al microscopi de fluorescència. La gràfica mostra el percentatge de cèl·lules transfectades amb presència de GFP-p21WT en el nuclèol respecte el total de cèl·lules transfectades per a cada condició. Les barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3) (B) Imatges representatives obtingudes amb un microscopi confocal d’una cèl·lula control (CTL) transfectada amb GFP-p21WT i d’una cèl·lula transfectada amb GFP-p21WT tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h on s’observa localització nucleolar de GFP-p21WT. Barra, 5μm (C) Les cèl·lules transfectades van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant els temps que s’indica a la figura seguit de diferents temps de recuperació (Rec). La gràfica mostra el percentatge de cèl·lules transfectades amb presència de GFP-p21WT en el nuclèol respecte el total de cèl·lules transfectades per a cada condició. Les barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3).
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A més, per tal de confirmar aquest resultat vam tractar les cèl·lules amb un inhibidor de proteasoma (MG132) que inhibeix la degradació de p21Cip1 via proteasoma i com a conseqüència d’aquest tractament augmenten els nivells de p21Cip1 cel·lulars (Figura II.7.A). Per tal de detectar la localització de la p21Cip1 endògena, vam fixar les cèl·lules tractades amb MG132 (10µM) i vam realitzar una inmunocitoquimica amb un anticòs anti-p21. La immunocitoquímica mostra com la p21Cip1 no es localitza de manera específica al nuclèol sinó que es localitza principalment en el nucleoplasma com a conseqüència del tractament amb MG132 (Figura II.7.B). Aquest resultat confirma doncs els obtinguts anteriorment amb l’estudi de la localització de GFP-p21.
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Figura II.7: p21Cip1 no es localitza en els nuclèols després del tractament amb MG132. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb 10 μM de MG132 durant els temps que s’indica a la figura. (A) Lisats cel·lulars de cèl·lules tractades amb MG132 van ser sotmesos a electroforesi seguida de detecció mitjançant un Western blot amb un anticòs anti-p21 per a detectar els nivells de p21Cip1 endògena. (B) Imatge representativa de cèl·lules tractades amb MG132 durant 12 h. Les cèl·lules van ser tractades, fixades i processades per a realitzar una immunocitoquímica amb l’anticòs anti-p21Waf1. Barra, 5 μM.

II.4 Estudi en detall de l’estructura nucleolar formada per p21Cip1
A continuació, vam voler descartar que l’estructura formada per p21Cip1 dins del nuclèol fos com un “dit”, com una projecció del nucleoplasma cap a l’interior del nuclèol. Amb aquest objectiu, vam realitzar un estudi detallat d’aquesta estructura amb tècniques de microscòpia confocal. Desprès de transfectar cèl·lules HCT116 amb GFP-p21WT i de tractar-les amb Adr durant 48 hores, vam seleccionar una cèl·lula amb presència de GFP-p21WT al nuclèol (Figura II.8.A). Com s’observa en la imatge, la fluorescència del GFP-p21WT en el nucleoplasma és manté constant i, tal i com s’indica en el gràfic d’intensitat (Figura II.8.B), la presència de GFP-p21WT disminueix dràsticament en el nuclèol creant un pic dins del nuclèol de la mateixa intensitat que en el nucleoplasma. Aquest pic correspon a l’estructura nucleolar on es localitza la p21Cip1.
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Seguidament, vam estudiar en profunditat la regió nucleolar seleccionada en la figura II.8.A per un quadrat discontinu blanc. Mitjançant l’obtenció de fines seccions en z de l’àrea del nuclèol vam poder fer una reconstrucció del nuclèol i vam visualitzar l’organització nucleolar en els eixos: xz i yz, així vam poder analitzar aquesta estructura en tres dimensions (Figura II.8.C). A partir d’aquesta reconstrucció del nuclèol vam observar com l’estructura que conté p21Cip1, es aproximadament una esfera que no manté una connexió física amb el nucleoplasma. Per tant, aquesta estructura no es una projecció del nucleoplasma si no que és un cos o una inclusió intranucleolar independent. Així doncs, en resposta al dany al DNA, p21Cip1 es localitza en uns cossos intranucleolars que anomenem en aquesta tesi com a INoBs (IntraNucleolar Bodies), aquests cossos esfèrics situats dins del nuclèol tenen un diàmetre aproximat de 1,5 μm, i apareixen envoltats d’un halos sense fluorescència (també s’observa en les Figures II.4 i II.6.B). A més, com hem pogut veure en altres imatges, els INoBs també apareixen amb una refringència diferent quan s’observen amb contrast de fase.
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Figura II.8: Estudi detallat de la localització de p21Cip1 dins el nuclèol d’una cèl·lula viva. Cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 h. (A) Imatge representativa d’una cèl·lula viva amb presència de GFP-p21 en el nuclèol obtinguda amb microscopi confocal (LEICA TCS SP5). Barra, 5 μm. (B) Histograma d’intensitat de fluorescència de la cèl·lula representada en la imatge (A) corresponent a una línea traçada a la meitat del requadre discontinu blanc. (C) Imatge detallada del nuclèol de la cèl·lula de la imatge (A). En la imatge més gran es representa el pla mig (XY) de les diferents seccions obtingues en Z. En les imatges més petites es representen les projeccions en els eixos XZ i YZ. Barra, 1,5 μm.
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Per acabar de confirmar que el INoB representa una estructura independent diferenciada del nucleoplasma, vam seguir la formació dels INoBs en cèl·lules HCT116 tractades amb Adr. Vam afegir 0,15 μg/ml d’Adr a les cèl·lules vives i vam agafar imatges de contrast de fase cada 10 minuts fins a un total de 24 hores (Figura II.9 i Annex I vídeo1). Vam observar com entre les 2 hores i mitja i les 7 hores després d’haver afegit l’Adr, els nuclèols s’arrodonien i perdien el contacte amb l’embolcall nuclear. Més tard, cap a les 15 hores, els INoBs es començaven a formar dins del nuclèol, no com a una invaginació del nucleoplasma sinó que apareixien com a condensació del material present en el nuclèol. A la figura II.9 s’observa la pèrdua de contacte del nuclèol entre les 5 i les 10 hores i a les 20 hores s’observa un petit INoB dins del nuclèol.
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Figura II.9: Estudi de la formació dels INoBs. Imatges de contrast de fase de cèl·lules HCT116 vives tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr. En cada imatge s’indica el temps (hores:minuts) després d’afegir Adr, sent el temps 00:00 el moment en que s’afegeix l’Adr a les cèl·lules. Barra, 5 μm.

A més, amb el mateix procediment d’obtenir una imatge de contrast de fase cada 10 minuts, vam observar com les cèl·lules tractades durant 24 hores amb Adr i amb presència de INoB, podien recuperar una estructura nucleolar normal després de treure l’Adr del medi. A més, el INoB va resultar ser una estructura molt dinàmica ja que és capaç de fragmentar-se, desfer-se i tornar-se a formar. També, cal destacar que no vam observar mort d’aquestes cèl·lules durant el període de 60 hores que vam analitzar (Figura II.10 i Annex I vídeo 2).
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Figura II.10: Estudi de la recuperació dels INoBs. Imatges de contrast de fase de cèl·lules HCT116 vives tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h i després deixades recuperar. En cada imatge s’indica el temps (hores:minuts) després de treure l’Adr del medi, sent el temps 00:00 el moment en que es treu l’Adr a les cèl·lules i s’afegeix medi nou. Barra, 5 μm.

Per tal de confirmar que les cèl·lules amb localització de p21Cip1 en el nuclèol no presentaven major dany al DNA que les altres cèl·lules, vam analitzar els nivells de fosfo-H2Ax (P-H2Ax) i caspasa 3 en la població cel·lular tractada amb Adr. Com s’observa en la figura II.11.A, les cèl·lules p21Cip1 positives presenten un menor marcatge per a P-H2Ax; a més, no s’observen diferències significatives en el marcatge de P-H2Ax en les cèl·lules que presenten localització de p21Cip1 en el INoB respecte les que només expressen p21Cip1 en el nucleoplasma. Com es mostra a les immunocitoquímiques de la figura II.11.B, també vam analitzar els nivells de caspasa 3 activa en les cèl·lules HCT116 tractades amb Adr. En aquest cas, tampoc vam observar diferències significatives entre els diferents patrons d’expressió de p21Cip1; a més, el percentatge de cèl·lules caspasa 3 activa positives és molt baix dins la població de cèl·lules HCT116 tractades amb Adr. Aquestes dades, juntament amb la gravació de les cèl·lules durant més de 60 hores, confirma que les cèl·lules amb
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localització de p21Cip1 en el INoB no són cèl·lules amb major dany al DNA ni amb major tendència cap a l’apoptosi.
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Figura II.11: Anàlisi dels nivells de dany de les cèl·lules amb localització nucleolar de p21Cip1. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb Adr durant el temps que s’indica a cada imatge. (A) Immunocitoquímica anti-p21 i anti-P-H2Ax de cèl·lules tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h o 48h. Els caps de fletxa indiquen cèl·lules positives per a p21Cip1 i amb presència de p21Cip1 en el INoB. Barra, 10 μm. La gràfica mostra l’anàlisi de la intensitat del marcatge de P-H2Ax en cèl·lules que no expressen o expressen nivells molt baixos de p21Cip1 (p21-) i en cèl·lules que expressen nivells moderats o alts de p21Cip1 (p21+). També s’indica la presència (INoB+) o absència (INoB-) de p21Cip1 en el INoB. Les barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3), com a mínim 50 cèl·lules van ser contades per condició i per experiment. (B) Immunocitoquímica anti-p21 i anti-caspasa3 de cèl·lules tractades amb Adr durant 48h. Barra, 5 μm

II.5 Anàlisi dels dominis de p21Cip1 importants per a la localització de p21Cip1 al nuclèol
Com ja hem comentat en diferents apartats d’aquesta tesi, p21Cip1 pot interaccionar amb un gran nombre de proteïnes i això li dóna un gran ventall de
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possibilitats i de funcions. Algunes d’aquestes interaccions tenen lloc a la regió amino terminal de p21Cip1 mentre que altres proteïnes interaccionen per la regió carboxi terminal (revisat a (Dotto, 2000)). A més, p21Cip1 conté la senyal NLS en el seu extrem carboxi terminal (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002). Desprès d’haver observat la localització en el nuclèol de GFP-p21WT, vam voler analitzar quina part de la proteïna era important per a la seva localització nucleolar. Amb aquesta finalitat, vam utilitzar diferents mutants de p21Cip1 fusionats a GFP: GFP-p21NT, GFP-p21CT i GFP-p21NLS i els vam transfectar en cèl·lules HCT116, 24 h desprès de la transfecció vam tractar les cèl·lules amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Passat aquest temps vam analitzar la localització nucleolar de cada un dels mutants de la mateixa manera que ho havíem fet amb la proteïna sencera. A més, per tal d’assegurar-nos que els canvis en l’acumulació de GFP-p21 en el INoB no eren conseqüència de la disminució en la localització nuclear d’algun dels mutants, només vam comptar les cèl·lules que presentaven expressió de GFP-p21 en el nucli. Com es pot observar a la figura II.12.A, després de 48 hores de tractament amb Adr, el percentatge de cèl·lules que presenten GFP-p21CT al nuclèol és molt similar al percentatge de cèl·lules que presenten GFP-p21WT en el nuclèol. En canvi, el número de cèl·lules transfectades amb GFP-p21NT que presenten GFP-p21 en el nuclèol és molt inferior al de les cèl·lules que expressen GFP-p21WT. Aquests resultats indiquen que la regió carboxi terminal de p21Cip1 és important per a la translocació de p21Cip1 al nuclèol com a resposta al dany al DNA. A més, també vam analitzar si la senyal NLS també era important per a la localització de p21Cip1 en el nuclèol. Vam transfectar el mutant que no conté la senyal NLS (GFP-p21NLS) i vam quantificar el percentatge de cèl·lules amb presència d’aquest mutant en el nuclèol. En aquest cas, vam poder observar un augment de la localització citoplasmàtica de GFP-p21NLS com ja ha estat descrita anteriorment (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002); però el fet que el propi GFP té afinitat per localitzar-se en el nucli, ens va permetre observar cèl·lules amb la presencia de GFPp21NLS en el nucli. Eren aquests darreres cèl·lules les que vam comptabilitzar en el nostre estudi. Com es pot observar en la figura II.12, el percentatge de cèl·lules GFPp21NLS que presenten p21Cip1 al nuclèol (dins de les nuclears) es veu reduït en un 45% en comparació amb GFP-p21WT. A més, la figura II.12.B mostra com algunes de les cèl·lules que presenten INoB observat en contrast de fase no presenten localització de GFP-p21NLS en el nuclèol. Aquests resultats indiquen que dins de
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l’extrem carboxi terminal, la seqüència NLS conté també informació per a la localització de p21Cip1 al nuclèol desprès del dany al DNA.
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Figura II.12: L’extrem carboxi terminal de p21Cip1 és important per a la localització nucleolar de la proteïna. Cèl·lules HCT116 van ser transfectades amb els mutants de GFP-p21 que s’indiquen a la figura i 24 h desprès de la transfecció van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 h. (A) Percentatge de cèl·lules transfectades que contenen GFPp21 en el nuclèol respecte el total de cèl·lules transfectades per a cada un dels mutants. Les barres d’error representen la desviació estàndard (n=3). Com a mínim es van analitzar 100 cèl·lules transfectades per a cada mutant en cada experiment. (B) Imatges representatives de cèl·lules transfectades amb GFP-p21NLS i tractades amb Adr. Totes dues cèl·lules presenten estructura nucleolar visible en contrast de fase, la cèl·lula de la imatge superior presenta també GFP-p21NLS en aquesta estructura nucleolar; en canvi, la cèl·lula de la imatge inferior no presenta GFP-p21NLS en el nuclèol. Barra, 5 μM.

II.6 La localització de p21Cip1 al nuclèol és el resultat d’un equilibri dinàmic entre el nuclèol i el nucleoplasma
Desprès d’haver observat la localització nucleolar de p21Cip1 endògena i de GFPp21, ens vam preguntar si p21Cip1 restava unida o segrestada en alguna estructura nucleolar. Per tal d’estudiar la mobilitat de la p21Cip1 nucleolar vam posar a punt experiments de microscòpia confocal in vivo en cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT i tractades amb Adr. En primer lloc vam fer servir tècniques de fotoextinció on analitzàvem la pèrdua de la fluorescència: Fluorescence loss in photobleaching (FLIP) en aquelles cèl·lules transfectades amb GFP-p21WT i tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 h que presentaven GFP-p21WT en el nuclèol. En els experiments de FLIP, l’àrea a fotoextingir (photobleach) va ser una àrea definida en el nucleoplasma i aquesta va
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ser repetidament fotoapagada. Vam obtenir una imatge de les cèl·lules abans i desprès de cada fotoextinció que ens permetia observar i quantificar la seva fluorescència. Com es pot observar en la cèl·lula de la figura II.13.A, la fotoextinció repetida en l’àrea seleccionada del nucleoplasma (cercle blanc discontinu), provocava una disminució de la fluorescència total de la cèl·lula. L’anàlisi detallat dels experiments de FLIP ens va mostrar com al fotoextingir una àrea del nucleoplasma disminuïa la fluorescència d’una àrea veïna al nucleoplasma (cercle negre discontinu) i com disminuïa també la fluorescència del nuclèol (cercle vermell discontinu) amb una tendència similar a la caiguda de fluorescència del nucleoplasma (Figura II.13.B). Amb les dades dels experiments de FLIP vam poder calcular la fracció mòbil de sortida del nuclèol de les molècules de GFP-p21WT que era de 82,4±3,9%, ja que a l’acabar l’experiment només es manté en els nuclèols menys d’un 20% aproximadament de la fluorescència inicial. Aquestes dades indiquen l’existència d’un equilibri dinàmic de p21Cip1 entre els dos compartiments.
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Figura II.13: Estudi de la mobilitat de GFP-p21WT en el nuclèol mitjançant experiment de FLIP. Cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 h. Es van seleccionar les cèl·lules que presentaven localització de GFP-p21WT en el nuclèol i es van sotmetre a experiments de FLIP (n=6) com s’indica en els materials i mètodes. (A) Imatges seleccionades d’un experiment representatiu de FLIP. L’àrea repetidament fotoextingida es representa amb un cercle blanc discontinu. Els cercles discontinus vermell i negre representen les àrees del nuclèol i nucleoplasma, respectivament, on es mesura la pèrdua de fluorescència després de cada fotoextinció. Barra, 3μm. (B) Gràfica de la cinètica de pèrdua de fluorescència de GFP-p21WT en el nuclèol (vermell) i en el nucleoplasma (negre) durant el fotoapagat d’una àrea del nucleoplasma (blanca). Les corbes representen la mitja de cada un dels temps en les 6 cèl·lules analitzades de 2 experiments independents. Les barres indiquen la desviació estàndard d’un punt en el temps de cada deu punts analitzats. També s’indica el temps mig i la fracció mòbil per a cada una de les corbes (mitja ± desviació estàndard). (Annex II vídeo 3).
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Seguidament, vam analitzar si podíem observar diferències entre el temps mig de residència de GFP-p21WT en el nuclèol o en una àrea concreta del nucleoplasma. Per a poder estudiar aquesta objectiu vam fer servir tècniques de recuperació de la fluorescència: Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) i vam fer servir unes condicions que ens permetessin obtenir una resolució temporal molt alta. Per a la realització dels experiments vam triar cèl·lules tractades amb Adr amb localització nucleolar de GFP-p21WT i vam fotoextingir la fluorescència dels nuclèols positius per GFP-p21WT per tal que la fluorescència en l’àrea de fotoextinció desaparegués totalment. Després de fotoapagar el nuclèol (cercle discontinu vermell) i una regió del nucleoplasma (cercle discontinu blanc) es van prendre imatges de manera seqüencial per tal de poder estudiar la recuperació de la fluorescència en les dues àrees blanquejades (Figura II.14.A). La fluorescència en els nuclèols fotoapagats es recuperava amb un temps mig de 3,66±1,39 segons i 25 segons desprès de la fotoextinció la recuperació de la fluorescència era del 85,9±10 % (Figura II.14.B). Si en la mateixa cèl·lula fotoapagàvem una àrea del nucleoplasma el temps mig de recuperació era 10 vegades més baix, aquest fet indicava que la recuperació de la fluorescència dins del propi nucleoplasma era més ràpida. En aquest cas s’aconseguia recuperar el 100% de la fluorescència inicial de l’àrea blanquejada del nucleoplasma en menys de 5 segons. Aquests resultats indiquen que la localització de p21Cip1 en el nuclèol no es deu a un segrest i immobilització total de la proteïna, sinó que la major part de p21Cip1 es mou ràpidament entre el nucleoplasma i el nuclèol i que la seva localització en el nuclèol és fruit d’aquest equilibri dinàmic. A més, la diferència existent entre temps mig de recuperació de la fluorescència del nuclèol i del nucleoplasma indica que la composició del nuclèol és diferent de la composició del nucleoplasma ja que els nuclèols tenen una major retenció de p21Cip1.
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Figura II.14: Estudi de la mobilitat de GFP-p21WT en el nuclèol mitjançant experiment de FRAP. Cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 h. Es van seleccionar les cèl·lules que presentaven localització de GFP-p21WT en el nuclèol i es van sotmetre a experiments de FRAP (n=6) com s’indica en els materials i mètodes. (A) Imatges seleccionades d’un experiment representatiu de FRAP. Les àrees fotoapagades del nuclèol i del nucleoplasma es representen amb un cercle vermell i un cercle blanc discontinu respectivament. En les mateixes àrees fotoapagades és on es mesura la recuperació de fluorescència després de la fotoextinció. Barra, 3μm. (B) Gràfica de la cinètica de recuperació de fluorescència de GFP-p21WT en el nuclèol (vermell) i en el nucleoplasma (negre) durant la fotoextinció de les àrees corresponents indicades en la figura (A). Les corbes representen la mitja de cada un dels temps en les 6 cèl·lules analitzades de 2 experiments independents. Les barres indiquen la desviació estàndard de cada punt. També s’indica el temps mig i la fracció mòbil per a cada una de les corbes (mitja ± desviació estàndard). (Annex II vídeo 4)

II.7 El dany al DNA provoca la desorganització del nuclèol
Diferents treballs descriuen la desorganització del nuclèol després de fer dany al DNA (Zatsepina et al., 1989;Pena et al., 2000) i proposen el nuclèol com a centre sensor de l’estrès cel·lular (revisat a (Olson, 2004;Mayer and Grummt, 2005;Boisvert et al., 2007;Sirri et al., 2008)); per aquest motiu vam voler estudiar mitjançant l’ús de marcadors nucleolars quin era l’estat del nuclèol en les cèl·lules HCT116 tractades amb Adr. Com es mostra en la immunocitoquímica de la figura II.15.A dos dels components estructurals del nuclèol: UBF i fibril·larina, marcadors del centre fibril·lar i del component dens fibril·lar, respectivament, es troben dispersos dintre dels nuclèols en les cèl·lules control, senyalant els llocs on es troba la maquinària de transcripció dels rRNAs i on té lloc la transcripció d’aquests rRNAs. En canvi, com s’observa les
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cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 µg/ml d’Adr durant 48h, la localització d’aquests dos components: UBF i fibril·larina varia respecte a les cèl·lules control. Desprès del dany al DNA els dos components es distribueixen cap a una regió perifèrica del nuclèol deixant una regió central lliure de marcatge. A l’observar la imatge de contrast de fase, podem veure com aquesta regió central del nuclèol adopta una refringència diferent a la resta del nuclèol quan s’ha fet tractament amb Adr (Figura II.15.B). Així doncs, vam poder observar que la segregació perifèrica dels components nucleolars és característica d’una desorganització del nuclèol com a conseqüència del tractament de les cèl·lules amb Adr.
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Figura II.15: El tractament amb Adr provoca la desorganització dels components nucleolars. (A) Detecció de l’UBF (vermell) i la fibril·larina (verd) mitjançant immunocitoquímica de cèl·lules HCT116 control (CTL). (B) Detecció de l’UBF (vermell) i la fibril·larina (verd) mitjançant immunocitoquímica de cèl·lules HCT116 control tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Barra, 5 μM.

II.8 p21Cip1 es localitza en un compartiment nucleolar que no conté UBF ni fibril·larina
Per tal d’analitzar quina era l’estructura que p21Cip1 ocupava dintre del nuclèol, vam repetir les inmunocitoquímiques de l’apartat anterior detectant els components estructurals i marcant també la p21Cip1 endògena. Vam poder observar que en les cèl·lules control, tot i haver molt poques cèl·lules que expressaven p21Cip1 en nivells baixos, aquesta es localitza en el nucleoplasma mentre que tant UBF com fibril·larina es troben dispersos en els nuclèols relaxats com hem vist anteriorment en la figura
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II.15.A. En canvi, si tractem les cèl·lules amb Adr, els dos components estructurals adopten una posició perifèrica deixant una regió central que es ocupada per la p21Cip1 nucleolar (Figura II.16).
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Figura II.16: p21Cip1 no colocalitza ni amb la fibril·larina ni amb l’UBF després del dany al DNA. Immunocitoquímica de cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Panell superior: detecció de la fibril·larina (vermell) i de la p21Cip1 (verd) mitjançant un anticòs anti-p21 monoclonal. Panell inferior: detecció d’UBF (vermell) i de p21Cip1 (verd) mitjançant un anticòs anti-p21 policlonal. En tots dos casos es mostra les imatges de contrast de fase corresponents. Barra, 5 μM.

Així doncs, aquestes immunocitoquímiques mostren que p21Cip1 no colocalitza amb les proteïnes nucleolars estudiades després de fer dany al DNA; ja que en aquestes condicions de dany, p21Cip1 es concentra en el INoB situat al centre del nuclèol mentre que fibril·larina i UBF es redistribueixen a la perifèria nucleolar. A més, aquest INoB positiu per a p21Cip1, queda ben definit en les imatges de contrast de fase ja que té una refringència diferent a la resta del nuclèol.

II.9 Estudi de la desorganització del nuclèol i de la localització de p21Cip1 mitjançant microscòpia electrònica
Per tal d’analitzar amb més detall el canvi estructural del nuclèol com a resposta al dany al DNA vam fer servir tècniques de microscòpia electrònica. En primer lloc vam estudiar l’estructura del nuclèol amb i sense dany al DNA com es mostren en les imatges de la figura II.17. En la fotografia II.17.A, s’observa l’estructura relaxada del nuclèol d’una cèl·lula HCT116 control, el qual conté dos centres fibril·lars (asterisc) envoltats per el component dens fibril·lar. També s'observa una abundància del
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component granular amb alguns espais intersticials. És interessant ressaltar el contacte del nuclèol amb l’embolcall nuclear (cap de fletxa). Després del tractament amb Adr (fotografies II.17.B, C i D) el nuclèol es compacta i adopta una forma arrodonia en contraposició a la seva forma relaxada quan no hi ha presència de dany. Els components nucleolars com el centre fibril·lar (FC) i el component dens fibril·lar (DFC) també es compacten i es segreguen cap a la perifèria, mentre que el component granular (GC) ocupa la major part del nuclèol i queda compactat en el centre tot deixant uns espais intersticials; és dins d’aquests espais intersticials on apareixen uns cossos més electrodensos que ja hem definit anteriorment com a cossos intranucleolars o INoBs.

)

)

)

)

Figura II.17: Estudi amb microscòpia electrònica de la desorganització nucleolar induïda per Adr. (A) Nuclèol d’una cèl·lula HCT116 control on s’observen dos centres fibril·lars (asterisc) envoltats del component dens fibril·lar. El cap de fletxa indica el contacte del nuclèol amb l’embolcall nuclear. Barra, 1 μm (B) Imatge representativa del nucli d’una cèl·lula HCT116 tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h. El cap de fletxa indica un INoB. Barra, 3 μm (C) Detall del nuclèol d’una cèl·lula tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h. En la imatge s’indica el component granular (GC), component dens fibril·lar (DFC), els centres fibril·lars (asteriscs) i un INoB dins d’un interstici nucleolar (cap de fletxa). Barra, 1 μm (D) Microscòpia electrònica de partícules d’or (immunogold) per a detectar la presència de p21Cip1 dins d’un INoB d’una cèl·lula tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h. Barra, 350 nm.
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Seguidament, vam realitzar experiments d’immunogold per a detectar la localització de la p21Cip1 endògena en el nuclèol de les cèl·lules HCT116 tractades amb Adr durant 24 hores. La fotografia II.17.D mostra un interstici nucleolar que conté un INoB prominent, i com es pot observar, existeix marcatge d’or en el INoB, indicat la presència de p21Cip1 en aquesta estructura nucleolar.

II.10 Altres estímuls com la llum UV també indueixen desorganització del nuclèol i la presència de p21Cip1 en el INoB

la

Un cop analitzada detalladament la desorganització del nuclèol com a resposta al dany al DNA causat per Adr, vam voler estudiar si hi havia algun altre agent causant de dany que també induís la desorganització del nuclèol i la presència de p21Cip1 en aquest. Vam realitzar experiments de dosi resposta irradiant les cèl·lules HCT116 amb diferents intensitats de llum UV i recollint-les 24 hores desprès de la irradiació. Vam recollir lisats cel·lulars i vam analitzar mitjançant un Western blot l’augment dels nivells de p21Cip1 endògena. Com es mostra en la figura II.18, els nivells de p21Cip1 també augmenten com a resposta al dany causat per la radiació UV. També vam realitzar immunocitoquímiques de les cèl·lules tractades i vam poder observar un increment dels nivells de p21Cip1 igual que amb la tècnica de Western blot i a més, aquest increment de p21Cip1 no només tenia lloc en el nucleoplasma sinó que la p21Cip1 també es localitzava en el nuclèol com a resposta a la irradiació amb llum UV. De manera interessant vam poder observar per contrast de fase que alguns dels nuclèols de les cèl·lules irradiades tenien presència de l’estructura refringent dins del nuclèol definida anteriorment com a INoB i que eren aquestes cèl·lules les que tenien presència de p21Cip1 en aquesta estructura. A més, moltes de les cèl·lules irradiades presentaven una distribució perifèrica de la fibril·larina i de l’UBF al voltant del nuclèol indicant una correlació entre la presència de p21Cip1 en el INoB i la desorganització del nuclèol com ja havíem pogut observar amb el tractament amb Adr. D’altra banda, ja havíem observat com l’inhibidor de proteasoma MG132 provocava un augment dels nivells de p21Cip1 sense induir la localització d’aquesta proteïna al nuclèol (Figura II.7). Ens faltava analitzar si el tractament amb MG132 provocava una desestructuració del nuclèol igual que el tractament amb Adr o amb UV. Vam repetir les immunocitoquímiques de cèl·lules tractades amb MG132 per tal d’observar si es produïa una desorganització del nuclèol (Figura II.19). Com es pot observar en la immunocitoquímica, el nuclèol no presenta marcatge per a p21Cip1; a
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més, el marcatge amb fibril·larina indica que el nuclèol no es desorganitza com a resposta al tractament amb MG132, ja que la fibril·larina segueix el mateix patró que en les cèl·lules control. Així doncs, novament vam poder comprovar com la desorganització del nuclèol és una resposta al dany al DNA i no una conseqüència de l’increment dels nivells de p21Cip1.
p21Cip1 30 J/m2 fibril·larina Merge

UV J/m2
0 p21Cip1 Actina 30 60 120

Figura II.18: La p21Cip1 endògena es localitza en el nuclèol després de la irradiació amb llum UV. Les cèl·lules HCT116 van ser irradiades amb diferents dosis de llum UV i 24 hores després de la radiació les cèl·lules van ser processades per a obtenir lisats cel·lulars i poder analitzar els nivells de p21Cip1 endògena mitjançant Western blot o van ser fixades i sotmeses a immunocitoquímica amb un anticòs anti-p21 i un anticòs anti-fibril·larina. Barra, 5 μM.

p21Cip1

60 J/m2
fibril·larina
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Figura II.19: Els nuclèols no es desorganitzen després del tractament amb MG132. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb 10 μM de MG132 durant 6 hores i seguidament es van sotmetre a una immunocitoquímica amb un anticòs anti-p21 i un anticòs anti-fibril·larina. Barra, 5 μM.
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II.11 p21Cip1 es localitza en un compartiment nucleolar que no conté RNA ni DNA
Com s’ha mencionat en la introducció, la primera funció descrita del nuclèol va ser la transcripció i el processament dels rRNAs, seguit del seu posterior assemblatge per a formar els ribosomes (revisat a (Boisvert et al., 2007;Cmarko et al., 2008)). A més, el nuclèol va ser descrit com a un agregat de rDNAs, de la maquinària per a poder-los transcriure i de rRNAs, ja que el nuclèol no està separat mitjançant cap membrana de la resta del nucli. Per aquest motiu, ens vam preguntar si hi havia presència de RNA o DNA en el INoB. Vam realitzar una immunocitoquímica de p21Cip1 endògena en cèl·lules HCT116 control i cèl·lules tractades amb Adr, i vam marcar els àcids nuclèics amb iodur de propidi. El marcatge amb iodur de propidi a temps curts i sense RNAsa fa més visible el RNA. En les imatges de la figura II.20.A s’observa com en absència de dany al DNA, la p21Cip1 es localitza en el nucleoplasma de les poques cèl·lules que l’expressen i en aquestes cèl·lules els nuclèols adquireixen formes amorfes i relaxades que molt freqüentment apareixen en contacte amb l’embolcall nuclear i tot el contingut nucleolar queda tenyit de vermell pel iodur de propidi. En canvi, en les cèl·lules tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores, la p21Cip1 es localitza en el nucleoplasma i també en el nuclèol que en aquestes condicions adopta una forma més esfèrica i allunyat de l’embolcall nuclear. Com es pot observar, el marcatge de iodur de propidi queda segregat a la perifèria del nuclèol com ho feien la fibril·larina i l’UBF, tot envoltant el INoB positiu per a p21Cip1. Paral·lelament, vam repetir les mateixes immunocitoquímiques anti-p21 tenyint el DNA amb To-pro3 Iodide ja que és un marcador amb molta afinitat per marcar el DNA i que té molt baixa afinitat per al RNA (Suzuki et al., 1997). La figura II.20.B mostra com el marcatge de To-pro3 Iodide segueix el mateix patró que el marcatge amb iodur de propidi, ja que en cèl·lules control To-pro3 Iodide marca tot el nuclèol i en cèl·lules tractades amb Adr el marcatge queda segregat a la perifèria nucleolar; en tots dos casos, també s’observa tinció del DNA nuclear sobretot al voltant de l’embolcall nuclear. A més, immunocitoquímies anti-fibril·larina seguides d’un marcatge amb Topro3 Iodide confirmen que en el INoB no hi ha presència de DNA ja que, a diferència de les cèl·lules control, en els nuclèols de les cèl·lules tractades amb Adr la fibril·larina segrega a la perifèria nucleolar, de la mateixa manera que ho fa el marcatge amb Topro3 Iodide.
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Figura II.20: Els nuclèols desestructurats exclouen el RNA i el DNA dels INoBs. Cèl·lules HCT116 control (CTL) o tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h hores (Adr) van ser sotmeses a immunodetecció de la p21Cip1 endògena (p21) o de la fibril·larina (Fibr), com s’indica a la figura, i tinció amb Iodur de propidi (PI) (A) o amb To-pro3 Iodide (Tp3) (B). Barra, 3 μM.

Aquests resultats indiquen que el INoB positiu per a p21Cip1 no conté RNA ni DNA i que tant el RNA com el DNA es localitzen a la perifèria del nuclèol desorganitzat, seguint el mateix patró que l’UBF i la fibril·larina.

II.12 Els nuclèols positius per a p21Cip1 no són transcripcionalment actius
Com acabem de mencionar en l’apartat anterior, en el nuclèol hi té lloc la transcripció dels rDNAs. Diversos estudis descriuen la inhibició de l’activitat transcripcional del nuclèol com a resposta a l’estrès cel·lular (Pinol-Roma and Dreyfuss, 1991;Mayer et al., 2005;Casafont et al., 2006). En aquesta tesi, vam voler estudiar si l’activitat transcripcional del nuclèol de les cèl·lules HCT116 es veia afectada pel tractament amb Adr i per la presència de p21Cip1 en els nuclèols. Per a analitzar l’activitat transcripcional del nuclèol de les cèl·lules control i de les cèl·lules tractades amb Adr, vam fer servir un assaig de transcripció in situ basat en la incorporació de 5’-fluorouridina (5’-FU) en els RNA naixents i per tant indica els llocs actius de transcripció (Boisvert et al., 2000). Abans de fixar les cèl·lules, vam fer una incubació amb 5’-FU de 15 minuts per a poder observar i diferenciar més fàcilment la transcripció nucleolar respecte a la transcripció total de la cèl·lula,
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seguidament vam realitzar una immunocitoquímica doble per tal de visualitzar la incorporació de 5’-FU i la presència de p21Cip1 endògena. En la figura II.21.A podem observar incorporació de 5’-FU en el nucleoplasma de les cèl·lules control i sobretot un marcatge més intens en els nuclèols, indicant que en aquestes condicions els nuclèols són transcripcionalment actius. En canvi, en les cèl·lules sotmeses a dany amb Adr la incorporació de 5’-FU en els nuclèols està totalment inhibida i per tant els nuclèols de les cèl·lules tractades amb Adr no són transcripcionalment actius. És interessant ressaltar que aquest fet tenia lloc a les poques hores de tractament amb Adr (3 hores) com es mostra en la figura. Segurament, la inhibició de la transcripció coincideix amb la desorganització del nuclèol com veurem més endavant. El fet que com a resposta al tractament d’Adr s’inhibeixi la incorporació de 5’FU al nuclèol però no al nucleoplasma, ens indica que la transcripció nucleolar és més sensible al dany al DNA que la transcripció extranucleolar. Com s’observa, la inhibició de la transcripció nucleolar té lloc independentment de l’expressió de p21Cip1 en el nucleoplasma o en el nuclèol; per tant, la inhibició de la transcripció és conseqüència del dany al DNA i no d’un augment de l’expressió de p21Cip1. Sorprenentment, al deixar recuperar les cèl·lules durant 24 o 48 hores desprès d’un tractament amb Adr de 3 hores, vam observar com la incorporació de 5’FU es començava a recuperar en els nuclèols indicant que aquests tornaven a ser transcripcionalment actius, però en aquestes condicions de recuperació, la incorporació de 5’-FU no era homogènia en totes les cèl·lules, si no que en les cèl·lules on hi havia presència de p21Cip1 en el nuclèol, no es podia restablir l’activitat transcripcional ja que no presentaven marcatge de 5’-FU en el nuclèol (Figura II.21.A). Vam observar aquests mateixos resultats a l’analitzar la incorporació de 5’-FU seguida d’un marcatge amb iodur de propidi. Com hem explicat en l’apartat anterior, els nuclèols desestructurats amb localització de p21Cip1 en el INoB coincideixen amb aquells nuclèols que tenen un marcatge de iodur de propidi a la perifèria deixant un espai central del nuclèol sense marcatge. Són aquests nuclèols amb marcatge perifèric de iodur de propidi els que tampoc tenen incorporació de 5’-FU en el nuclèol i per tant són transcripcionalment inactius en comparació als nuclèols de les cèl·lules control o les cèl·lules recuperades que tenen marcatge de iodur de propidi en tot el nuclèol i també tenen punts transcripcionalment actius marcats amb 5’-FU dins del nuclèol (Figura II.21.B).

172

�RESULTATS II

A)

CTL

3h Adr

3h Adr+ 45h rec

24h Adr + 24h rec

5’-FU IP
Figura II.21: Els nuclèols desestructurats no són transcripcionalment actius. Cèl·lules HCT116 control (CTL) o tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant diferents temps de tractament i de tractament seguit de recuperació (Rec) van ser incubades amb 5’fluorouridina (5’-FU) durant 15 minuts abans de ser fixades. La incorporació de 5’-FU va ser revelada mitjançant una immunocitoquímica amb un anticòs anti-BrdU i un anticòs secundari conjugat amb FITC (verd). La immunodetecció de la p21Cip1 endògena (vermell) (A) o una tinció amb Iodur de propidi (PI) (B) van realitzades per a estudiar la desorganització del nuclèol i la formació del INoB. En la imatge corresponent a les cèl·lules control s’ha afegit un insert (requadre blanc puntejat) d’una cèl·lula que expressa p21Cip1 en el nucleoplasma i és transcripcionalment activa. Barra, 5 μM.
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II.13 Els INoBs induïts per Adr també contenen proteïnes del checkpoint del dany al DNA i proteïnes reguladores del cicle cel·lular
II.13.1 p53 i mdm2 es localitzen en el nuclèol en resposta al dany al DNA Com ja s’ha comentat en diferents punts de la introducció, en resposta al dany cel·lular augmenten els nivells de p53 i també del seu inhibidor, mdm2. Diferents treballs insinuen una localització transitòria d’aquestes proteïnes en el nuclèol tot i que no ha estat fermament demostrada (Sherr and Weber, 2000;Olson, 2004). És per aquest motiu que ens vam interessar en l’estudi del comportament d’aquestes dues proteïnes en el nostre model experimental.
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En primer lloc, vam analitzar la localització cel·lular de p53 i mdm2 mitjançant immunocitoquímiques. D’una banda, vam observar que en presència de dany al DNA augmenta el nombre de cèl·lules que expressen mdm2 en el nucli i a més, mdm2 també es localitza en el nuclèol, com ja s’havia descrit anteriorment. En la figura II.22, podem observar la colocalització de p21Cip1 i mdm2 en el INoB de cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 µg/ml d’Adr durant 48 hores. A més, aquests dues proteïnes segueixen el mateix patró de localització cel·lular tal i com es mostra en el perfil d’intensitat. Vam realitzar també immunocitoquímiques de mdm2 i fibril·larina i com es pot observar, mdm2 es localitza també en l’espai que deixa la fibril·larina quan aquesta es distribueix a la perifèria nucleolar, imitant el patró de p21Cip1. Aquesta observació també queda reflectida en el perfil d’intensitat entre mdm2 i fibril·larina.
mdm2
Adr
1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

p21Cip1

merge

Contrast de fase

Perfil d’intensitat

mdm2
Adr

fibril·larina

merge

Contrast de fase
1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

Perfil d’intensitat

Figura II.22: p21Cip1 colocalitza amb mdm2 en el INoB. Immunocitoquímica de cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Panell superior: detecció de mdm2 (verd) i p21Cip1 (vermell) mitjançant un anticòs anti-p21 policlonal. Panell inferior: detecció mdm2 (verd) i fibril·larina (vermell). En tots dos casos es mostren les imatges de la superposició dels dos marcatges i les imatges de contrast de fase corresponents. Barra, 5 μM.

De manera semblant a mdm2, els nivells de p53 també augmenten en les cèl·lules tractades amb Adr, i p53 es detecta no només en el nucleoplasma sinó també en els INoBs de les cèl·lules tractades juntament amb la p21Cip1 (Figura II.23). Tal i com esperàvem, l’estructura on es localitza p53 queda envoltada per la fibril·larina desorganitzada en les cèl·lules tractades amb Adr tal i com es mostra en la imatge de la figura II.23 i en el perfil d’intensitat.
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Figura II.23: p21Cip1 colocalitza amb p53 en el INoB. Immunocitoquímica de cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Panell superior: detecció de p53 (verd) i p21Cip1 (vermell) mitjançant un anticòs anti-p21 policlonal. Panell inferior: detecció p53 (verd) i fibril·larina (vermell). En tots dos casos es mostren les imatges de la superposició dels dos marcatges i les imatges de contrast de fase corresponents. Barra, 5 μM.

II.13.2 La localització de p21Cip1 en el INoB és independent de p53 El fet de trobar localització de p53 en el nuclèol de les cèl·lules tractades amb Adr ens va fer plantejar, si la localització de p21Cip1 en el INoB era depenent de p53. Per tal d’analitzar i descartar aquesta possibilitat vam estudiar la localització de GFPp21WT en cèl·lules HCT116 p53-/- tractades amb Adr. Com s’observa en la figura II.24.A, la localització de GFP-p21WT en el nuclèol de les cèl·lules HCT116 p53-/(60,8±4,2%) tractades amb Adr és similar a la localització de GFP-p21WT en les cèl·lules HCT116 sotmeses al mateix tractament. La major part de la resposta cel·lular desencadenada pel checkpoint de dany al DNA, com per exemple l’increment de p53 i de p21Cip1, depèn de l’activació de les cinases ATM i ATR. A continuació, vam analitzar si era imprescindible l’activació d’aquestes cinases per a la localització de p21Cip1 en el nuclèol. Vam transfectar cèl·lules HCT116 amb GFP-p21WT i les vam tractar durant diferents temps amb Adr i/o amb Cafeïna, ja que la cafeïna actua com a inhibidor de les cinases ATM i ATR. Com s’indica a la figura II.24.B, vam quantificar el percentatge de cèl·lules que presentaven localització de GFP-p21WT en el nuclèol respecte el total de cèl·lules transfectades per a cada condició. Com s’observa en el gràfic, el tractament amb cafeïna, i per tant la inhibició de ATM i ATR, no afecta al percentatge de cèl·lules que presenten GFP-p21WT en el INoB. A més el Western blot anti-p53 dels corresponents lisats de cèl·lules tractades, indica el correcte funcionament de l’Adr i la cafeïna, ja que
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com s’observa el tractament amb Adr provoca un increment dels nivells de p53 i en canvi, el tractament amb cafeïna provoca una disminució d’aquests nivells.

B) A)
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Figura II.24: La formació dels INoBs i l’acumulació de GFP-p21WT en els INoBs és independent de la presència de p53 i de l’activitat de les cinases ATM/ATR. (A) Les cèl·lules HCT116 p53-/- van ser transfectades amb GFP-p21WT i tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores (Adr) o es van analitzar sense tractar (CTL). Imatges representatives de la localització intracel·lular de GFP-p21WT en les dues condicions. En cada imatge s’indica el percentatge del patró mostrat en la cèl·lula representativa dins de la població de cèl·lules transfectades (promig ± desviació estàndard; n=3 experiments independents). Barra, 5 μM. (B) Cèl·lules HCT116 van ser transfectades amb GFP-p21WT i tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr i/o tractades amb 5 mM Cafeïna (Caf) durant els temps que s’indiquen a la figura. La cafeïna va ser afegida durant les últimes hores abans de la fixació o lisi de les cèl·lules. El gràfic mostra el percentatge de cèl·lules amb GFP-p21WT al nuclèol respecte el total de les cèl·lules transfectades. Les barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3). El Western blot mostra els nivells d’expressió de p53 després dels diferents tractaments.

II.13.3 Ciclina E i PCNA també es localitzen en el nuclèol en resposta al dany al DNA Alguns treballs descriuen la localització de la ciclina E en el nuclèol i proposen que l’activitat cinasa del complex Cdk2-ciclina E participa en el correcte manteniment de les funcions nucleolars (Juan and Cordon-Cardo, 2001;David-Pfeuty et al., 2001). Com que ciclina E és una proteïna d’unió a p21Cip1 ens vam interessar per si aquestes dues proteïnes colocalitzaven en el nuclèol en resposta al dany al DNA. Immunocitoquímiques de cèl·lules HCT116 tractades amb Adr mostren com la ciclina E colocalitza amb p21Cip1 en el INoB després del tractament amb Adr. El perfil d’intensitat de fluorescència també mostra la colocalització d’aquestes dues proteïnes en el INoB (Figura II.25).
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Finalment, vam analitzar la localització del PCNA en les cèl·lules HCT116 tractades amb Adr, ja que el PCNA és també una proteïna d’unió a p21Cip1 i a més està relacionada amb la replicació i la reparació del DNA. En cèl.lules control, el PCNA es localitza homogèniament en el nucleoplasma i no hi ha presència de PCNA en el nuclèol. En canvi, en les cèl·lules tractades amb Adr, el PCNA es troba juntament amb p21Cip1 en el nuclèol tot i que la colocalització dins el INoB no és total (Figura II.25)
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Figura II.25: p21Cip1 colocalitza amb PCNA i ciclina E en el INoB. Immunocitoquímica de cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Panell superior: detecció de p21Cip1 (verd) mitjançant un anticòs anti-p21 policlonal i ciclina E (vermell). Panell inferior: detecció de p21Cip1 (verd) mitjançant un anticòs anti-p21 policlonal i PCNA (vermell). En tots dos casos es mostren les imatges de la superposició dels dos marcatges i les imatges de contrast de fase corresponents. Barra, 5 μM.

II.13.4 Després del dany al DNA, GFP-SET, CFP-cdk2 i CFP-p27 també es localitzen en els nuclèols Seguidament, vam voler analitzar si altres proteïnes d’unió a p21Cip1 també es localitzaven en el INoB en resposta al dany al DNA i si la p27Kip1, una altra proteïna de la família de les Cip/Kip, tenia el mateix comportament davant el dany al DNA que p21Cip1. Vam transfectar les cèl·lules HCT116 amb GFP-SET, CFP-cdk2 i CFP-p27 i vam analitzar la localització d’aquestes proteïnes en cèl·lules control i en cèl·lules tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48h. Com s’observa en les imatges representatives de la figura II.26, totes tres proteïnes es localitzen el en nuclèol després del tractament amb Adr.
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Figura II.26: GFP-SET, CFP-Cdk2 i CFP-p21 també es localitzen en el INoB després del tractament amb Adr. Cèl·lules HCT116 van ser transfectades amb GFP-SET, CFP-Cdk2 o CFP-p27 i van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. Les imatges mostren els patrons d’expressió d’aquestes proteïnes en cèl·lules no tractades (CTL) i en cèl·lules tractades amb Adr. Barra, 5 μm.

II.13.5 Altres proteïnes nuclears no es localitzen en el nuclèol com a resposta al dany al DNA Vam analitzar si altres proteïnes presents en el nucleoplasma també es localitzaven en el nuclèol. En primer lloc vam estudiar la localització de hnRNPA2 (una proteïna d’unió al hnRNA i que també és capaç d’unir-se a SET) (Vera et al., 2005) i de U2AF65 (una subunitat del complex U2AF encarregat de l’splicing dels premRNAs) (Chusainow et al., 2005) en cèl·lules HCT116 control i en cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. La figura II.27.A mostra com cap de les dues proteïnes es localitzen en el nuclèol de les cèl·lules tractades amb Adr tot i que si que s’observa INoB en la imatge del contrast de fase. També vam analitzar la localització de la topoisomerasa I, ja que tot i que es tracta d’un enzim distribuït homogèniament per tot el nucli, s’ha descrit la seva participació en la replicació i transcripció del rDNA que resulta en una acumulació de la topoisomerasa I en el nuclèol (Leppard and Champoux, 2005). Vam poder observar com en cèl·lules control, la topoisomerasa I presenta un marcatge per tot el nucleoplasma i també pel nuclèol, en canvi, en presència de dany al DNA només es
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localitza en el nucleoplasma, deixant els nuclèols completament buits (Figura II.27.B). Aquesta localització excloent de la topoisomerasa en les cèl·lules tractades amb Adr era la esperada ja que com hem vist anteriorment, aquestes cèl·lules no presenten activitat transcripcional al nuclèol, ni presència de DNA ni RNA.
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Figura II.27: Altres proteïnes nuclears no es localitzen en els INoBs. (A) Immunodetecció de hnRNPA2 (vermell) i anàlisi de la localització de YFP-U2AF65 (groc) en cèl·lules HCT116 control o tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. El plàsmid YFPU2AF65 va ser transfectat a les cèl·lules i 24 hores després de la transfecció les cèl·lules es van sotmetre al tractament amb Adr. Barra, 3 μm. (B) Immunodetecció de la topoisomerasa I (verd) i p21Cip1 (vermell) en cèl·lules HCT116 control o tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. Barra, 5 μm. En tots dos casos es mostren també les imatges corresponents amb contrast de fase.

Així doncs, la localització al nuclèol després del dany al DNA no és característica de totes les proteïnes nuclears; a més, aquests resultats també indiquen que el nucleoplasma i el nuclèol tenen una composició proteica diferent.
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II.14 La formació dels INoBs i la localització en el nuclèol de les proteïnes del checkpoint de dany al DNA i reguladores del cicle cel·lular després del dany al DNA és depenent de p21Cip1
La següent qüestió que ens vam plantejar va ser analitzar si era necessària la presència de p21Cip1 per tal que tingués lloc la segregació dels components nucleolars, la formació del INoB i la localització de les proteïnes del checkpoint de dany al DNA i reguladores del cicle cel·lular. II.14.1 La desorganització del nuclèol és independent de p21Cip1 L’anàlisi d’immunocitoquímiques anti-fibril·larina i anti-UBF en cèl·lules HCT116 tractades durant diferents temps amb Adr ens va permetre observar que la desorganització del nuclèol desprès del dany al DNA no era dependent de p21Cip1. És cert que p21Cip1 sempre està present en els nuclèols que tenen la fibril·larina i UBF localitzats a la perifèria nucleolar, i que per tant cal una prèvia desorganització nucleolar abans que p21Cip1 es localitzi en el INoB; però d’altra banda, si que podem observar cèl·lules amb el nuclèol desorganitzat desprès de tractaments amb Adr i sense presència de p21Cip1 en el nuclèol, aquest fet ens indica que la desorganització del nuclèol és independent de p21Cip1. A més, immunocitoquímiques de cèl·lules sotmeses a tractaments curts amb Adr mostren que només amb 3 hores de tractament ja hi ha indicis de desorganització nucleolar i localització perifèrica de la fibril·larina i de l’UBF, i en canvi, a 3 hores de tractament amb Adr pràcticament no s’observa increment dels nivells de p21Cip1 tal i com es pot veure en les immunocitoquímiques de la figura II.28 o en el Western blot de la figura II.3.
3h Adr 6h Adr 12h Adr 24h Adr 48h Adr 72h Adr

Figura II.28: La desorganització del nuclèol induïda per Adr és independent de la presència de p21Cip1. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant diferents temps, com s’indica a la figura. Imatges sobreposades de la immunodetecció de fibril·larina (verd) i de p21Cip1 (vermell). També es mostren les imatges corresponents obtingudes amb el contrast de fase. Barra, 5 μm.
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Aquests resultats van ser confirmats en experiments realitzats en les cèl·lules HCT116 deficients en p21Cip1 (HCT116 p21-/-). Les immunocitoquímiques de les cèl·lules HCT116 p21-/- tractades amb Adr, indiquen que el comportament de la fibril·larina i de l’UBF era similar al de les cèl·lules HCT116 en resposta al dany al DNA, ja que aquests dos components també segregaven cap a la perifèria nucleolar (Figura II.29).
UBF fibril·larina Merge Contrast de fase

Figura II.29: La desorganització del nuclèol induïda per Adr és independent de la presència de p21Cip1. Immunocitoquímica anti-UBF (vermell) i anti-fibril·larina (verd) de cèl·lules HCT116 p21-/- control i cèl·lules HCT116 p21-/- tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. També es mostren les imatges corresponents obtingudes amb el contrast de fase. Barra, 5 μm.

II.14.2 p21Cip1 participa en la formació del INoB Tot i que la presència de p21Cip1 no sigui necessària per a la desorganització nucleolar, sembla que p21Cip1 si que tindria un paper important en la formació i engrandiment del INoB, ja que la formació de l’estructura intranucleolar visible en contrast de fase apareix disminuïda en les cèl·lules HCT116 p21-/-, indicant que p21Cip1 participa de manera positiva en la formació i engrandiment del INoB (Figura II.30). A més, el nombre de INoBs observats en les cèl·lules HCT116 p21-/- (17%) tractades amb Adr es veu clarament disminuït en comparació amb les cèl·lules HCT116 (62%). D’altra banda, en les imatges de contrast de fase, també s’observa una clara disminució de la mida dels INoBs en les cèl·lules HCT116 p21-/-. Totes aquestes observacions indiquen que p21Cip1 participa positivament en la formació i en l’engrandiment dels INoBs.
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Figura II.30: La p21Cip1 afavoreix la formació i l’engrandiment del INoB. Detall d’una cèl·lula HCT116p21-/- tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores on es mostra mitjançant contrast de fase la formació reduïda d’un INoB. Barra, 5 μm. Quantificació de la freqüència (%) i de la mida (μm) dels INoBs de les cèl·lules HCT116 i HCT116 p21-/tractades amb Adr. Les cèl·lules van ser observades amb contrast de fase i la mida dels INoBs es va calcular com l’amplada a la meitat de la intensitat màxima (Full Width at Half Maximum, FWHM). Les barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3). Es van analitzar més de 100 cèl·lules per condició i per experiment.

Immunocitoquímiques en les cèl·lules HCT116 p21-/- tractades amb Adr, mostren com aquestes cèl·lules també són deficients en la localització nucleolar de les proteïnes del checkpoint de dany al DNA (p53 i mdm2) i reguladores del cicle cel·lular (PCNA) (Figura II.31).
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Figura II.31: Les cèl·lules HCT116 p21-/- no presenten localització de p53, mdm2 i PCNA en el nuclèol. Immunocitoquímiques de p53, mdm2 i PCNA de cèl·lules HCT116 p21-/- tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores on es mostra mitjançant contrast de fase la formació reduïda d’un INoB. Barra, 5 μm.

Vam voler analitzar si la reintroducció de p21Cip1 podia recuperar parcialment la formació dels INoBs en les cèl·lules HCT116 p21-/-. Vam transfectar aquestes cèl·lules amb GFP-p21WT i les vam tractar amb Adr, seguidament vam calcular el percentatge de cèl·lules que presentaven una mida dels INoBs comparables a les
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cèl·lules HCT116, aproximadament de 2μm de diàmetre. La formació dels INoBs en les cèl·lules HCT116 p21-/- transfectades amb GFP-p21WT es va recuperar parcialment ja que un 24±5% de les cèl·lules transfectades presentaven un INoB de tamany similar a les cèl·lules HCT116; en canvi, com acabem de veure en la figura II.30, en les cèl·lules HCT116 p21-/- no transfectades només un 17% de les cèl·lules presenta INoB d’un diàmetre inferior a 1μm.

II.14.3 La presència de p21Cip1 en el INoB dificulta la recuperació de l’estructura nucleolar A continuació vam voler analitzar com afectava a l’estructura nucleolar tractaments curts amb Adr seguits d’un temps de recuperació. D’una banda, ja havíem observat com només amb 3 hores de tractament alguns dels nuclèols ja estaven desorganitzats i presentaven segregació perifèrica de la fibril·larina i de l’UBF; d’altra banda, els resultats obtinguts en el Western blot de la figura II.3 indicaven que a 3 hores de tractament els nivells de p21Cip1 no havien augmentat gaire respecte els nivells de les cèl·lules no tractades però si que augmentaven després de retirar l’Adr i afegir medi nou a les cèl·lules. Aquests resultats es van confirmar amb immunocitoquímies de p21Cip1 i fibril·larina de cèl·lules tractades durant 3 hores i deixades a recuperar. Igual que en el Western blot, a les 3 hores de tractament observem poques cèl·lules que tinguin expressió elevada de p21Cip1; però després de tractar les cèl·lules durant 3 hores, retirar l’Adr i deixar que les cèl·lules continuïn creixent en medi fresc, vam poder observar un augment dels nivells de p21Cip1 i vam poder observar com aquesta p21Cip1 també es localitzava en els nuclèols d’alguna de les cèl·lules. (Figura II.32). Una dada interessant d’aquestes immunocitoquímiques va ser l’observació que tant la fibril·larina com l’UBF es recuperaven després del tractament amb Adr i es relocalitzaven seguint el mateix patró que en les cèl·lules no tractades tot formant punts dispersos dins del nuclèol, però sorprenentment aquesta recuperació només era possible si la p21Cip1 no estava present en el nuclèol. Per tant, vam poder concloure que la presència de p21Cip1 en el nuclèol correlacionava amb un retard en la reorganització nucleolar com indiquen les fletxes de la figura II.32.
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Figura II.32: La presència de p21Cip1 en els INoBs dificulta la recuperació de l’estructura nucleolar després d’eliminar l’Adr del medi. Cèl·lules HCT116 van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 3 hores i passat aquest temps es va retirar l’Adr del medi i es va afegir medi fresc a les cèl·lules. Després de diferents temps de recuperació (Rec) vam fixar les cèl·lules. Imatges sobreposades de la immunodetecció de fibril·larina (verd) i de p21Cip1 (vermell). També es mostren les imatges corresponents obtingudes amb el contrast de fase. Les fletxes indiquen cèl·lules amb localització nucleolar de p21Cip1 que encara no han recuperat l’organització normal de la fibril·larina. Barra, 5 μm.

II.15 SUMO-1 i p21Cip1 colocalitzen en el mateix compartiment nucleolar després del tractament amb Adr
S’ha descrit que la sumoïlació de proteïnes és important per al manteniment de l’estructura nuclear i nucleolar (Heun, 2007), és per aquest motiu que ens vam interessar en l’estudi de SUMO-1 (small ubiquitin-like modifier-1) en el nostre model de dany al DNA. II.15.1 Colocalització de SUMO-1 i p21Cip1 en el INoB En primer lloc vam analitzar si SUMO-1 colocalitzava amb p21Cip1 en el nuclèol en resposta a Adr. Vam realitzar immunocitoquímiques de SUMO-1 i p21Cip1 en cèl·lules control i en cèl·lules tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr fent servir dos anticossos diferents de SUMO-1. En les cèl·lules no tractades, s’observa localització de SUMO-1 en el nucleoplasma i el marcatge que s’observa és tènue; en les cèl·lules tractades també s’observa un marcatge tènue en el nucleoplasma i a més apareix un marcatge molt fort en el INoB en un elevat percentatge de les cèl·lules on colocalitza amb p21Cip1.
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Figura II.33: SUMO-1 colocalitza amb p21Cip1 en els INoBs de les cèl·lules tractades amb Adr. Immunocitoquímica anti-SUMO-1 (monoclonal) i anti-p21 (policlonal) o antiSUMO-1 (policlonal) i anti-p21 (monoclonal) de cèl·lules HCT116 control (CTL) o tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores (Adr). Barra, 5 μm.

L’observació de la localització de SUMO-1 amb experiments d’immunogold i microscòpia electrònica, van confirmar els resultats obtinguts per immunocitoquímica ja que indiquen que els INoBs formats després del dany al DNA i situats en l’interior d’un interstici nucleolar contenen SUMO-1 (Figura II.34).

SUMO-1

SUMO-1

Figura II.34: Concentració de SUMO-1 en els INoBs de les cèl·lules tractades amb Adr. Microscòpia electrònica de partícules d’or (immunogold) per a detectar la presència de SUMO-1 en el INoB d’una cèl·lula tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h. Les fotografies mostren un típic nuclèol compactat amb intersticis en el nuclèol on hi trobem els INoBs i el marcatge amb partícules d’or corresponent a SUMO-1. Barra, 0,5 μm.

II.15.2 GFP-SUMO-1 també es localitza en el INoB A continuació, vam transfectar les cèl·lules HCT116 amb GFP-SUMO-1 i vam observar el comportament de GFP-SUMO-1 en resposta al tractament amb Adr. En les cèl·lules control, GFP-SUMO-1 mostrava un patró difós pel nucleoplasma; en canvi, després del tractament amb Adr, GFP-SUMO-1 es localitzava preferentment en
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el INoB on colocalitzava amb p21Cip1. A més, com era d’esperar, GFP-SUMO-1 també es localitza en l’embolcall nuclear ja que com s’ha descrit anteriorment, diferents enzims sumoïladors i desumoïladors ciclen a través dels complexes del porus nuclears on podrien estar sumoïlant les pròpies proteïnes dels complexes dels porus nuclears (revisat a (Palancade and Doye, 2008)) (Figura II.35). Aquest canvi de localització de GFP-SUMO-1 en resposta al dany al DNA, no s’observa si transfectàvem les cèl·lules amb GFP-SUMO-1ΔGly-Gly, un mutant de SUMO-1 que no es pot unir covalentment a les proteïnes. Aquest fet indica que el SUMO-1 localitzat en el INoB després del dany al DNA es tracta de SUMO-1 conjugat a proteïna (Figura II.35). Així doncs, aquests resultats van confirmar els obtinguts per immunocitoquímica i immunogold.
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Figura II.35: GFP-SUMO1 es localitza en el INoB després del tractament amb Adr. Cèl·lules HCT116 van ser transfectades amb GFP-SUMO-1 o GFP-SUMO-1-ΔGly-Gly i 24 hores després de la transfecció van ser tractades amb 0,15 μg/ml Adr durant 24 hores. (A) Immunodetecció de p21Cip1 amb un anticòs anti-p21 policlonal i (B) tinció amb Iodur de propidi. Les imatges mostren com només GFP-SUMO-1 colocalitza amb la p21Cip1 endògena i es localitza en els INoBs. Barra, 5 μm.

186

�RESULTATS II

II.15.3 UBC9 es localitza en el INoB en resposta al dany al DNA Finalment, vam voler analitzar si UBC9, l’únic enzim E2-conjugador descrit essencial per a la sumoïlació, també es localitzava en el nuclèol després del tractament amb Adr. La immunocitoquímica doble amb un anticòs anti-UBC9 i un anticòs anti-p21 mostra com UBC9 també està present en el nuclèol de les cèl·lules tractades amb Adr i dins el nuclèol s’observa una mica més d’intensitat de marcatge en el INoB (Figura II.36). Aquests resultats indiquen que en les cèl·lules tractades hi ha activitat sumoïladora i a més, sembla que en presencia de dany al DNA es produeix un increment d’aquesta activitat.
Ubc9
CTL

p21Cip1

Merge

Adr

Figura II.36: Ubc9 també es localitza en el INoB després del tractament amb Adr. Immunocitoquímica anti-Ubc9 (verd) i anti-p21 (vermell) de cèl·lules HCT116 control i cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml Adr durant 48h. Barra, 5 μm.

En resum, després de la inducció de dany al DNA, p21Cip1 s’acumula en els INoBs els quals també contenen proteïnes sumoïlades. Entre les proteïnes que també hem observat en el INoB, PCNA i p53, s’han descrit que són sumoïlades en resposta al dany al DNA (Papouli et al., 2005;Carter et al., 2007). Tot i que p21Cip1 no conté una seqüència consens de sumoïlació, serà interessant analitzar si p21Cip1 es sumoïlitza en resposta al tractament amb Adr.

II.16 L’acumulació de p21Cip1 en el nuclèol correlaciona amb una disminució del seu transport entre el nucli i el citoplasma
La següent qüestió que vam analitzar va ser si la desorganització nucleolar després del dany al DNA podria estar afectant a l’export actiu de p21Cip1 a fora del nucli. Aquest transport de p21Cip1 del nucli al citoplasma estaria present en condicions
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normals i implicaria un pas de la proteïna a través del nuclèol, tal i com ja s’havia suggerit que passava per a la proteïna p53 (Sherr and Weber, 2000). En primer lloc, vam transfectar les cèl·lules HCT116 amb HA-p21WT en lloc de GFP-p21WT, per tal d’evitar la gran afinitat de GFP per a localitzar-se en el nucli. Vam quantificar el percentatge de cèl·lules que expressaven HA-p21WT en el citoplasma en cèl·lules control i en cèl·lules tractades amb Adr. Com s’observa en la figura II.37 , en condicions control, el 77% de les cèl·lules transfectades expressen p21Cip1 en el nucli i en el citoplasma, en canvi, després de 48 h de tractament amb Adr el percentatge de cèl·lules que expressen p21Cip1 en els dos compartiments cel·lulars disminueix fins a un 10%, indicant que el tractament amb Adr afavoreix la localització nuclear de p21Cip1.
Només nuclear Nuclear + citoplasmàtica

CTL 23±2 %

77±2 %

Adr 90±1 %

10±1 %

Figura II.37: El tractament amb Adr disminueix la localització citoplasmàtica de p21Cip1. Immunodetecció anti-HA de cèl·lules HCT116 transfectades amb HA-p21WT i tractades o no amb 0,15 μg/ml Adr durant 24h. Imatges de cèl·lules representatives amb expressió d’HA-p21WT només en el nucli o en el nucli i en el citoplasma. En cada imatge s’indica el percentatge de cèl·lules que presenten el patró determinat d’expressió d’HAp21WT en relació al total de cèl·lules transfectades per a cada condició experimental (promig ± desviació estàndard). (n=3). Barra, 5 μm.

Per tal d’analitzar el transport de p21Cip1 entre el nucli i el citoplasma vam fer servir tècniques de FLIP. El nostre objectiu va ser analitzar si l’acumulació nuclear de p21Cip1 que observàvem amb el tractament amb Adr era resultat d’una reducció en l’export nuclear de p21Cip1 i si correlacionava amb la presència de p21Cip1 en el INoB. Vam transfectar cèl·lules HCT116 amb GFP-p21WT i vam fotoextingir repetidament una àrea del citoplasma de les cèl·lules transfectades, vam realitzar l’experiment en
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cèl·lules control i en cèl·lules tractades amb Adr i en tots dos casos vam analitzar cèl·lules amb INoB positiu per a p21Cip1 i sense INoB. Vam capturar una imatge de la fluorescència corresponent abans de la fotoextinció i després de cada pols de fotoextinció. Per tal de calcular la mobilitat de p21Cip1 cap a fora del nucli en cada una de les condicions, vam analitzar la baixada d’intensitat fluorescent del nucli al llarg de tot l’experiment. Com s’observa en la figura II.38 la fracció mòbil de sortida de p21Cip1 cap a fora del nucli en les cèl·lules que tenen p21Cip1 en el nuclèol disminueix significativament respecte a les cèl·lules que no tenen p21Cip1 en el nuclèol. A més, aquesta disminució de la fracció mòbil nuclear té lloc independentment del tractament amb Adr ja que s’observa tant en cèl·lules tractades com en cèl·lules no tractades. D’una banda observem com l’export nuclear de p21Cip1 en cèl·lules tractades amb Adr i que presenten p21Cip1 en el nuclèol és inferior que l’export de les cèl·lules tractades sense p21Cip1 en el nuclèol i d’altra banda, l’export nuclear de p21Cip1 també es veu reduït en aquelles poques cèl·lules no tractades que presenten INoBs positius per a p21Cip1. Aquests resultats suggereixen que la reducció de l’export nuclear de p21Cip1 observat en resposta al tractament amb Adr és una conseqüència de la desorganització del nuclèol i no és un efecte general del tractament amb Adr. Finalment, vam analitzar si l’export nuclear de proteïnes que no es localitzaven en el INoB també es veia afectat pel tractament amb Adr. Vam repetir els experiments de FLIP però en aquest cas vam blanquejar repetidament una àrea del citoplasma de les cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21NLS, que com ja hem vist en la figura II.12 té menor capacitat de localitzar-se en el INoB. Vam realitzar els experiments en les cèl·lules que expressaven GFP-p21NLS control i tractades amb Adr. En el cas de les cèl·lules tractades amb Adr vam analitzar aquelles que presentaven INoB visible en contrast de fase però que, en canvi, no tenien localització de GFP-p21NLS en el INoB. Com mostra la figura II.38, l’export nuclear de GFPp21NLS no es veia reduït en aquelles cèl·lules tractades que presentaven INoB però que no acumulaven GFP-p21NLS en el nuclèol, a diferència del que havíem observat en les cèl·lules que expressaven GFP-p21WT. En les cèl·lules control, la fracció mòbil nuclear de GFP-p21NLS era similar a la de GFP-p21WT.
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Figura II.38: La localització nucleolar de p21Cip1 correlaciona amb una disminució del seu export cap al citoplasma. Experiments de FLIP en cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT o GFP-p21NLS. Adr+/- indica 48 hores de tractament amb 0,15 μg/ml d’Adr o no tractament; C. Fase INoB +/- indica presència o absència de INoB observat per contrast de fase; p21 en INoB +/- indica la presència o absència de GFP-p21 en el INoB. (A) Imatges seleccionades de tres experiments de FLIP representatius per a les condicions analitzades. L’àrea de blanqueig es representa amb un quadrat blanc puntejat en el citoplasma. Barra, 10 μm. (B) Cinètica de la pèrdua de fluorescència de GFP-p21WT o GFP-p21NLS en les diferents condicions. Les gràfiques mostren les corbes d’un experiment representatiu on s’analitza la pèrdua de fluorescència del nucli (negre) i del citoplasma (vermell) al llarg de l’experiment. (C) Box plot i anàlisi estadístic (Test de Mann-Whitney) de les fraccions mòbils nuclears de GFP-p21WT i de GFP-p21NLS mesurades als 12 minuts després d’haver començat l’experiment per a cada una de les condicions analitzades. Les capses grises corresponen a cèl·lules sense GFP-p21 en el INoB; n= nombre de cèl·lules analitzades per a cada condició; *** = p<0,001. (Annex II vídeos 5, 6 i 7).
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Així doncs, aquests resultats indiquen que la presència de INoB en el nuclèol de les cèl·lules HCT116 correlaciona amb una reducció de l’export nuclear de GFPp21WT quan està present en el nuclèol, però d’altra banda indiquen que l’export nuclear d’una proteïna que no s’acumula en el INoB no es veu afectat i per tant, indiquen que el transport general de proteïnes del nucli cap al citoplasma no es veu inhibit.

II.17 El nuclèol de les cèl·lules control està en contacte directe amb l’embolcall nuclear i és un lloc de pas per a p21Cip1
II.17.1 p21Cip1 transita a través del nuclèol en absència de dany al DNA Després d’haver observat una reducció de l’export de p21Cip1 en presència de dany, vam voler observar si p21Cip1 travessa els nuclèols quan aquests no estan desestructurats. Vam repetir els anàlisis de FRAP que havíem fet anteriorment en presència de dany al DNA on analitzàvem la mobilitat de p21Cip1 entre el nuclèol i el nucleoplasma (Figura II.14). Vam realitzar els mateixos experiments en situació control, és a dir, en cèl·lules transfectades amb GFP-p21WT en absència de dany al DNA. Tal i com era d’esperar, els nivells de GFP-p21WT en el nuclèol eren molt baixos, però tot i així els experiments de FRAP mostren com en absència de dany al DNA p21Cip1 transita a través del nuclèol (Figura II.39).
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Figura II.39: GFP-p21WT transita a través del nuclèol i del nucleoplasma en cèl·lules control. Experiments de FRAP en cèl·lules HCT116 control transfectades amb GFPp21WT. En cada una de les cèl·lules analitzades, vam blanquejar una àrea definida en el nuclèol i en el nucleoplasma. (A) Imatges de dues cèl·lules representatives que expressen GFP-p21WT i que no presenten INoB, sotmeses a anàlisi de FRAP. Barra, 3μm (B) Cinètica de la recuperació de la fluorescència en les àrees blanquejades del nuclèol (vermell) i del nucleoplasma (negre). Les corbes representen la mitja de tots els temps de 6 cèl·lules diferents de 2 experiments independents. Les barres d’error indiquen desviació estàndard. També s’indica el temps mig de recuperació de la fluorescència i la fracció mòbil (promig ± desviació estàndard). (Annex II vídeo 8)

II.17.2 Anàlisi del contacte entre els nuclèols i l’embolcall nuclear de les cèl·lules control Com hem pogut observar en diferents imatges de cèl·lules control presentades fins al moment (figura II.17, II.20, II.27, entre d’altres), els nuclèols de les cèl·lules control tenen tendència a estar en contacte amb l’embolcall nuclear. A més, en les imatges de la figura II.9 i en la pel·lícula 1 de l’annex 1 s’observa clarament el contacte dels nuclèols amb l’embolcall nuclear i com quan les cèl·lules es tracten amb Adr, el contacte es perd i els nuclèols adopten una estructura més arrodonida. Aquestes observacions donen suport a la hipòtesi que els nuclèols podrien participar en l’export de proteïnes del nucli cap al citoplasma tal i com s’ha proposat per a l’export de les subunitats ribosòmiques.
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La gràfica i les imatges de la figura II.40 mostren com al llarg del temps de tractament amb Adr, el percentatge de cèl·lules que tenen nuclèols en contacte amb l’embolcall nuclear disminueix, sent aproximadament d’un 68% en cèl·lules no tractades i al voltant del 5% en cèl·lules tractades durant 24 hores amb Adr. En canvi, el percentatge de cèl·lules que presenten INoB és inversament proporcional al percentatge de cèl·lules que presenten contacte entre els nuclèols i l’embolcall nuclear.
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Figura II.40: El tractament amb Adr provoca la pèrdua progressiva de contacte entre nuclèol i embolcall nuclear i provoca una augment progressiu de la formació de INoBs en els nuclèols. Quantificació del percentatge de cèl·lules tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant diferents temps que tenen al menys un contacte entre el nuclèol i l’embolcall nuclear (eix de l’esquerra i barres gris fluix) i percentatge de les cèl·lules que tenen INoB en els nuclèols (eix de la dreta i barres fosques). Totes dues característiques van ser determinades amb l’observació de les cèl·lules amb el contrast de fase. Imatges representatives de contrast de fase de cada un dels temps analitzats. Barra, 5 μm. Barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3), com a mínim s’han analitzat 300 cèl·lules per experiment i per condició.

És interessant ressaltar que aquesta quantificació dels diferents tipus d’estructura nucleolar s’ha realitzar en imatges de dues dimensions (XY), ja que segurament, si s’hagués analitzat el percentatge de cèl·lules que presenten contacte entre els seus nuclèols i l’embolcall nuclear en les tres dimensions de l’espai, el percentatge hauria estat superior a l’obtingut. La figura II.41 mostra com la major part de les cèl·lules control i les cèl·lules recuperades després d’un tractament amb Adr presenten nuclèols relaxats, allargats i irregulars. Com s’observa a les imatges de les cèl·lules control i de les cèl·lules recuperades, aquests nuclèols estan en contacte amb l’embolcall nuclear i els porus nuclears, a més les projeccions en els eixos xz i yz
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indiquen que en determinats moments els nuclèols també estan en contacte amb la part superior o inferior del nucli. Aquestes imatges contrasten amb les obtingudes en les cèl·lules tractades amb Adr ja que la majoria d’aquestes cèl·lules presenten nuclèols arrodonits i separats de l’embolcall nuclear, sense contacte amb els porus nuclears.
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Figura II.41: El tractament amb Adr provoca la pèrdua progressiva del contacte entre el nuclèol i l’embolcall nuclear. Immunocitoquímica del complex del porus nuclear (verd) i tinció amb Iodur de Propidi (vermell) de cèl·lules HCT116 control (CTL), tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 3 hores o 34 hores, o bé tractades amb Adr durant 3 hores i deixades recuperar amb medi fresc durant 21 hores (3h Adr + 21h Rec). xy representació del pla mig de diferents seccions del nucli de les cèl·lules. També es mostra en cada cas la projecció en els eixos xz i yz obtingues a partir d’un conjunt d’imatges en el pla xy al llarg de tot el gruix del nucli. Barra, 5 μm.

Així doncs, aquests resultats donen suport a la hipòtesi que quan el nuclèol no està desestructurat, p21Cip1 podria estar transitant a través del nuclèol per tal de ser exportada cap al citoplasma. En canvi, aquesta via de pas de p21Cip1 sembla que es veurà afectada en el cas dels nuclèols desestructurats.

II.18 La inhibició de l’export de ribosomes indueix l’acumulació nucleolar de p21Cip1
Existeix una via important de sortida de ribosomes des del nucli cap al citoplasma que transita a través del nuclèol (revisat en (Tschochner and Hurt, 2003)). D’altra banda, es creu que algunes proteïnes nuclears podrien estar fent servir
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aquesta via d’export cap al citoplasma (Sherr and Weber, 2000). Per tal de provar si la p21Cip1 podria fer servir la via d’export de ribosomes com a via de sortida del nucli i localitzar-se en el citoplasma, vam fer servir dues estratègies diferents que provocaven la inhibició de l’export de ribosomes cap al citoplasma. En primer lloc, vam tractar les cèl·lules HCT116 amb Actinomicina D (ActD) a unes dosis que provoquen la inhibició de la transcripció dels rRNA i com a conseqüència el transport de les subunitats ribosòmiques del nucli al citoplasma queda inhibit (Pinol-Roma and Dreyfuss, 1991). La quantificació de les cèl·lules HCT116 que expressen GFP-p21WT en el nuclèol respecte el total de cèl·lules transfectades indica que en resposta al tractament amb ActD, el percentatge de cèl·lules amb GFP-p21WT en els INoBs assoleix els mateixos nivells que després del tractament durant 24 hores amb Adr (Figura II.42). Paral·lelament, vam comprovar que aquesta acumulació de GFP-p21WT en resposta al tractament amb ActD no era resultat de que aquest tractament estigués induint dany cel·lular ja que el tractament amb ActD no provocava un augment dels nivells de fosforilació de H2AX. Així doncs, l’acumulació de GFP-p21WT en el nuclèol de les cèl·lules tractades amb ActD és resultat de la inhibició de la transcripció dels rRNAs.
Contrast de fase
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Figura II.42: Efecte de la inhibició de l’export de ribosomes sobre la distribució de p21Cip1. Cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT van ser tractades amb actinomicina D (ActD), amb Adr o no es van tractar (Ctl). La gràfica mostra el percentatge de cèl·lules transfectades que presenten GFP-p21WT en els nuclèols respecte el total de cèl·lules transfectades per a cada una de les condicions experimentals. La imatge correspon a una cèl·lula representativa transfectada amb GFP-p21WT i tractada amb ActD, també es mostra la imatge corresponent amb contrast de fase on s’observa el INoB amb refringència diferent. Barra, 5 μm. Westen blot amb els nivells de P-H2AX per a cada una de les condicions, la mateixa quantitat de proteïna va ser carregada per a cada un dels carrils. Barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3), com a mínim s’han analitzat 100 cèl·lules transfectades per experiment i per condició.

195

�RESULTATS II

En segon lloc vam analitzar l’efecte de la transfecció de la proteïna nucleolar majoritària en el component granular, nucleofosmina (NPM), i d’un mutant d’aquesta (NPMdL) en les cèl·lules HCT116. D’una banda, s’ha descrit a la NPM com a una proteïna capaç de ciclar constantment entre el nucli, el nuclèol i el citoplasma i s’ha proposat com a responsable de la localització nucleolar de proteïnes que no contenen NoLS en la seva seqüència. D’altra banda, s’ha descrit que la NPM dirigeix l’esport del nucli al citoplasma de les subunitats ribosòmiques 40S i 60S i s’ha observat com el mutant dominant negatiu NPMdL inhibeix l’export nuclear d’aquestes dues subunitats ribosòmiques (Borer et al., 1989;Yu et al., 2006;Maggi, Jr. et al., 2008). Aquestes observacions ens van fer pensar que la transfecció del mutant NPMdL podria estar afectant a l’export de les altres proteïnes que facin servir la mateixa via d’export que les subunitats ribosòmiques.
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Figura II.43: La inhibició de l’export de ribosomes afecta a la distribució cel·lular de p21Cip1. Cèl·lules HCT116 van ser transfectades amb HA-p21WT i amb GFP-NPM o GFPNPMdL, 24 hores després de la transfecció es van fixar les cèl·lules i es va realitzar una immunocitoquímica anti-HA per a detectar la localització de HA-p21WT. Imatges representatives de la diferent localització de HA-p21WT. Barra, 5 μm. Els gràfics mostren la quantificació del percentatge de cèl·lules cotransfectades amb la localització de HA-p21WT que s’indica a la llegenda. Barres d’error indiquen desviació estàndard (n=3), com a mínim s’han analitzat 100 cèl·lules transfectades per experiment i per condició.
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Vam transfectar les cèl·lules HCT116 amb HA-p21WT i GFP-NPM o GFPNPMdL i vam observar els diferents patrons de localització de HA-p21WT. En les gràfiques de la figura II.43 s’observa com la cotransfecció de GFP-NPMdL indueix la localització nucleolar de HA-p21WT (51%) respecte a la cotransfecció amb GFP-NPM (18%); a més, la major part de les cèl·lules cotransfectades amb GFP-NPMdL i que presenten HA-p21WT en el nuclèol, tenen expressió de HA-p21WT majoritàriament nuclear (Figura II.43.B). D’altra banda, la cotransfecció de GFP-NPMdL augmenta la localització de HA-p21 en el nucli (Figura II.43.C).

II.19 Altres proteïnes que participen en diferents vies de modificació post-traduccional de proteïnes també es localitzen en els nuclèols després del dany al DNA
II.19.1 INoB i PMLs Treballs anteriors havien descrit la localització nucleolar de la proteïna PML (promyelocytic leukemia) en resposta al dany al DNA (Bernardi et al., 2004;Condemine et al., 2007), per aquest motiu, vam voler analitzar si PML també és localitzava en el nuclèol en el nostre model experimental. Immunocitoquímiques de cèl·lules HCT116 tractades amb Adr mostren com en resposta al dany al DNA augmenta la presència de PML dins del nucleoplasma i també s’observa la presència de PML dins del INoB (Figura II.44). Aquesta observació ens va semblar molt interessant ja que PML pot ser sumoïlada i al mateix temps s’ha descrit que presenta dominis d’interacció amb altres proteïnes sumoïlades anomenats SIM (SUMOinteraction motif) que li permeten interaccionar amb la pròpia PML i amb altres proteïnes i formar una xarxa de proteïnes sumoïlades (revisat a (Heun, 2007)).
PML p21Cip1 merge
Figura II.44: PML es localitza en el nuclèol en resposta al tractament amb Adr. Immunocitoquímica anti-PML i anti-p21 de cèl.lules HCT116 contol i cèl.lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24 hores. Barra, 5 μm. (A l’annex III, es mostren més imatges corresponents a immunocitoquímiques d’aquestes proteïnes).
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II.19.2 INoB i degradació de proteïnes dependent i independent d’ubiqüitina Seguidament, vam analitzar si observàvem presència de proteïnes relacionades amb altres vies de modificació post-traduccional en el INoB després del dany al DNA. En primer lloc ens vam fixar amb la via de degradació de proteïnes, ja que d’una banda, la majoria de les proteïnes que hem observat en el INoB han de ser ubiqüitilades per tal de ser degradades; a més, en el cas de p53 i PCNA existeix un corss-talk entre Ub i SUMO, ja que totes dues modificacions es poden donar en el mateix residu (Papouli et al., 2005;Carter et al., 2007). Immunocitoquímiques de cèl·lules control i cèl·lules tractades amb Adr van posar de manifest que en el INoB també hi ha presència de ubiqüitina conjugada a proteïna (Ub-proteïna) i també de la maquinària de degradació proteica ja que observem presència de la subunitat 20S del proteasoma (Figura II.45.A i B). És interessant recordar que p21Cip1 pot unir-se directament a la subunitat 20S del proteasoma, aquesta unió li permet a p21Cip1 degradar-se de manera independent d’ubiqüitina (Touitou et al., 2001). Treballs posteriors postulen que per tal que tingui lloc la degradació independent d’ubiqüitina és necessària la unió de PA28γ a la subunitat 20S del proteasoma. La subunitat PA28γ o també anomenada REGγ, pertany a la família REG o 11S d’activadors del proteasoma que s’uneixen i activen a la subunitat 20S del proteasoma. S’ha descrit que PA28γ indueix la degradació de proteïnes de manera independent d’ubiqüitina i d’ATP (Zhou, 2006; Chen et al., 2007; Li et al., 2007; Mao et al., 2008). A més, dos treballs de l’any 2007 demostren que PA28γ s’uneix p21Cip1 i promou la seva degradació de manera independent d’ubiqüitina i ATP (Li et al., 2007; Chen et al., 2007). Curiosament, la unió entre p21Cip1 i PA28γ té lloc a través dels mateixos aminoàcids que els necessaris per a la interacció entre p21Cip1 i la subunitat 20S del proteasoma. Mitjançant immunocitoquímiques de cèl·lules tractades amb Adr, vam poder observar com la subunitat PA28γ colocalitza amb p21Cip1 en el INoB després del dany al DNA (Figura II.45.C).
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Figura II.45: El INoB conté proteïnes de la via de degradació proteica. Immunocitoquímica anti-Ub-proteïna conjugada (A), anti-proteasoma 20S (B) i anti-PA28γ (C) combinades amb immunocitoquímica anti-p21 de cèl·lules HCT116 control i cèl·lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. Barra, 5 μm. (A l’annex III, es mostren més imatges corresponents a immunocitoquímiques d’aquestes proteïnes)

II.19.3 INoB i acetilació de proteïnes Finalment, vam analitzar la presència de l’acetilasa CBP en el INoB, ja que algunes de les proteïnes presents en el INoB, com per exemple p53, estan sotmeses a acetilació. Nombrosos estudis indiquen que l’activitat de l’acetil transferasa CBP/p300 és crítica en l’acetilació de p53 i en l’activació de p53 durant la resposta a estrès (revisat a (Gu et al., 2004; Grossman, 2001)). Mitjançant immunocitoquímiques antiCBP, vam poder observar com també hi ha presència d’aquesta acetilasa en el INoB després del tractament amb Adr (Figura II.46).
CBP p21Cip1 merge
Figura II.46: L’acetilasa CBP es localitza en el nuclèol en resposta al tractament amb Adr. Immunocitoquímica antiCBP i anti-p21 de cèl.lules HCT116 contol i cèl.lules HCT116 tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. Barra, 5 μm. (A l’annex III, es mostren més imatges corresponents a immunocitoquímiques d’aquestes proteïnes)
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Tots aquests resultats indiquen que en el INoB poden tenir lloc diferents mecanismes de modificació de proteïnes en resposta al dany al DNA. Aquests resultats només obren una nova d’hipòtesi de la funcionalitat del INoB, però caldria realitzar més aproximacions experimentals per tal de saber quines proteïnes són realment les modificades i quins canvis en la seva funcionalitat impliquen.
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Annex I
Vídeos de la formació i la recuperació de l’INoB. Vídeo 1: Estudi de la formació dels INoBs
Imatges de contrast de fase de cèl·lules HCT116 vives tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr. En cada imatge s’indica el temps (hores:minuts) després d’afegir Adr, sent el temps 00:00 el moment en que s’afegeix l’Adr a les cèl·lules. Barra, 5 μm.

Vídeo 2: Estudi de la recuperació dels INoBs
Imatges de contrast de fase de cèl·lules HCT116 vives en recuperació, després de ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 24h. En cada imatge s’indica el temps (hores:minuts) després de treure l’Adr del medi, sent el temps 00:00 el moment en que es treu l’Adr a les cèl·lules i s’afegeix medi nou. Barra, 5 μm. Tots els vídeos es troben en el CD que acompanya aquesta tesi.

.
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Annex II
Vídeos dels experiments de fotoextinció: FLIP i FRAP. Vídeo 3: Estudi de la mobilitat de GFP-p21WT en el nuclèol de cèl·lules tractades amb Adr mitjançant experiments de FLIP
Cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. Vídeo representatiu d’un experiment de FLIP on es va seleccionar una cèl·lula amb localització nucleolar de GFP-p21WT. S’indica amb un cercle blanc l’àrea repetidament fotoapagada. El temps s’indica en segons. Barra, 5 μm.

Vídeo 4: Estudi de la mobilitat de GFP-p21WT en el nuclèol de cèl·lules tractades amb Adr mitjançant experiments de FRAP
Cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT van ser tractades amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. Vídeo representatiu d’un experiment de FRAP on es va seleccionar una cèl·lula amb localització nucleolar de GFP-p21WT. S’indica amb un cercle blanc l’àrea fotoextingida en el nucleoplasma i amb un cercle vermell l’àrea fotoextingida en el nuclèol. El temps s’indica en segons. Barra, 5 μm.

Vídeo 5, 6 i 7: Estudi de la mobilitat de GFP-p21WT entre el nucli i el citoplasma en cèl·lules control i en cèl·lules tractades amb Adr mitjançant experiments de FLIP
Experiments de FLIP en cèl·lules HCT116 transfectades amb GFP-p21WT o amb GFP-p21NLS i tractades o no amb Adr. (Vídeo 5) Cèl·lula representativa control transfectada amb GFP-p21WT. (Vídeo 6) Cèl·lula representativa transfectada amb GFP-p21WT i tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. (Vídeo 7) Cèl·lula representativa transfectada amb GFP-p21NLS i tractada amb 0,15 μg/ml d’Adr durant 48 hores. En tots els vídeos s’indica amb un quadrat blanc l’àrea repetidament fotoapagada. El temps s’indica en minuts:segons. Barra, 10 μm.

Vídeo 8: Estudi del trànsit de GFP-p21WT a través del nuclèol en cèl·lules control mitjançant experiments de FRAP
Cèl·lules HCT116 control transfectades amb GFP-p21WT. Vídeo representatiu d’un experiment de FRAP on es va seleccionar una cèl·lula control sense localització nucleolar de GFP-p21WT. S’indica amb un cercle blanc l’àrea fotoextingida en el nucleoplasma i en un cercle vermell l’àrea fotoextingida en el nuclèol. El temps s’indica en segons. Barra, 5 μm.

Tots els vídeos es troben en el CD que acompanya aquesta tesi.
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Annex III
Immunocitoquímiques de proteïnes localitzades en el INoB en resposta al tractament amb Adr.
Immunocitoquímiques extres de les proteïnes observades en el nuclèol en resposta al dany al DNA. En cada imatge s’indica l’anticòs utilitzat i el temps de tractament amb Adr. S’ha seguit el mateix procediment que en les altres immunocitoquímiques. En totes les imatges: barra, 5 μm.
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Existeixen diverses evidències que indiquen que les diferents funcions descrites de p21Cip1 es deuen, en certa part, a la seva localització intracel·lular. Mentre que la p21Cip1 nuclear inhibeix la proliferació cel·lular, la p21Cip1 citoplasmàtica és capaç de regular la supervivència i la mobilitat cel·lular. El fet que les funcions de p21Cip1 en cada un dels compartiments cel·lulars tinguin papers oposats fa que sigui d’un gran interès l’estudi dels canvis de localització de p21Cip1 i els mecanismes que regulen aquesta translocació, així com les possibles vies que p21Cip1 pugui fer servir per a localitzar-se en els diferents compartiments cel·lulars.

p21Cip1

fosforilació? p21Cip1 Cdk4-ciclinaD

p21Cip1

Nucli
(supressora de tumors) Cdk-ciclina PCNA

Citoplasma
(oncogen) ASK1, procaspasa3, SAPK, Rock1-2

•Aturada del cicle cel·lular •Inhibició de la replicació del DNA

•Supervivència cel·lular •Mobilitat cel·lular

Figura 1: Esquema dels diferents papers p21Cip1 segons la seva localització cel·lular. Les funcions nuclears de p21Cip1 estan principalment relacionades amb la supressió de tumors ja que mitjançant la unió als complexes Cdk-cilina i PCNA, p21Cip1 atura el cicle cel·lular i inhibeix la replicació del DNA, respectivament. En canvi, quan p21Cip1 es localitza en el citoplasma s’ha relacionat amb un paper com a oncogen ja que pot unir-se i inhibir les proteïnes pro-apoptòtiques ASK1, procaspasa 3 i SAPK i inhibir l’apoptosi; a més, la p21Cip1 citoplasmàtica també inhibeix la formació de les fibres d’estrès via inhibició de Rock1-2. També s’ha descrit que p21Cip1 en el citoplasma facilita l’assemblatge dels complexes formats per la ciclina D (Cdk4/6-ciclina D) i la seva translocació cap al nucli; a més, la unió de p21Cip1 preveu també l’export d’aquests complexes a fora del nucli. Segons els resultats d’aquesta tesi i altres treballs que discutirem tot seguit, la sortida de p21Cip1 del nucli cap al citoplasma podria estar regulada per diferents mecanismes, com per exemple la fosforilació.

1. Regulació de la localització nucli-citoplasma de p21Cip1 per la fosforilació per PKC en el residu Ser153
Treballs anteriors realitzats al nostre laboratori van descriure la unió entre la CaM i l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 i com, en fibroblasts, la inhibició de la CaM evitava la translocació del p21Cip1 cap al nucli (Taules et al., 1999). Posteriorment, treballs precedents a aquesta tesi van permetre la identificació del domini d’unió de
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p21Cip1 amb la CaM, situat entre els aminoàcids 145-164 de la p21Cip1, i van descriure a la p21Cip1 com a substrat de la cinasa PKC. Seguidament, es va observar com la presència de la CaM era capaç d’inhibir específicament la fosforilació de p21Cip1 per PKC de manera dependent de Ca2+. És interessant recordar que altres proteïnes d’unió a CaM (CaMBPs), com per exemple la neurogranina, neuromodulina, MARKS o K-Ras, també contenen un residu dins el domini d’unió a la CaM que està sotmès a fosforilació. La unió de la CaM a aquestes proteïnes inhibeix la seva fosforilació, mentre que la fosforilació del residu situat dins el domini d’unió a CaM impedeix la unió d’aquesta. El fet que la CaM inhibeixi la fosforilació de p21Cip1 per PKC és un nou exemple d’una CaMBP sotmesa a aquest tipus de regulació. S’han descrit diverses fosforilacions de la proteïna p21Cip1 en els seus residus serina i treonina situats dins del domini d’unió a CaM (revisat a (Child and Mann, 2006)) i, almenys una d’aquestes fosforilacions s’ha vist implicada en la inhibició de la localització nuclear de p21Cip1 (Zhou et al., 2001). A més, les isoformes de PKC, descrites fins al moment, encarregades de fosforilar a p21Cip1 (PKCη i PKCζ) són independents de Ca2+ (Kashiwagi et al., 2000;Scott et al., 2002) i, per tant, són actives en moments en que la CaM no té la conformació adient per a unir-se a les CaMBPs. Així doncs, PKCη i PKCζ podrien estar fosforilant a p21Cip1 en presència de baixes concentracions de Ca2+ en la cèl·lula, quan la CaM no s’hi pot unir. Un dels primers objectius d’aquesta tesi va ser identificar el residu de p21Cip1 fosforilat per PKC i analitzar les implicacions d’aquesta fosforilació en la localització intracel·lular de p21Cip1. Amb aquest objectiu vam analitzar, en primer lloc, la localització dels diferents mutants puntuals de p21Cip1 amb les serines i treonines presents en el domini d’unió a CaM substituïdes per un àcid aspàrtic amb la intenció d’imitar la fosforilació del residu. En les cèl·lules COS, la substitució de la Thr145, la Ser146 o la Ser160 a un àcid aspàrtic no tenia un efecte significatiu sobre la localització nuclear de GFP-p21; en canvi, quan el residu Ser153 era canviat a àcid aspàrtic vam poder observar una disminució significativa en el percentatge de cèl·lules amb p21Cip1 localitzada exclusivament en el nucli. Aquests resultats van ser confirmats amb l’anàlisi mitjançant Western blot de les diferents fraccions cel·lulars obtingues amb un mètode de fraccionament cel·lular posat a punt durant aquesta tesi. L’anàlisi de la localització dels dobles mutants ens indica que la mutació simultània dels residus Thr145 i Ser153 a àcid aspàrtic provoca un efecte additiu ja que observem encara un menor percentatge de cèl·lules que expressen el mutant únicament en el nucli, senyalant la tendència d’aquest mutant a localitzar-se en el citoplasma de les cèl·lules COS. La repetició dels experiments en cèl·lules NIH3T3 indica, que en aquest tipus
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cel·lular, el mutant T145D també és important en la regulació de la localització de GFP-p21 ja que la mutació en aquest residu provoca una disminució de la localització nuclear de p21Cip1. Tot i així, podríem dir que la fosforilació del residu Ser153 té un efecte més general, ja que la seva mutació (S153D) té efectes similars en els dos tipus cel·lulars analitzats, COS i NIH3T3. Probablement, les fosforilacions dels residus Thr145 i Ser153 col·laboren en la inhibició de la localització nuclear de p21Cip1. Seguidament, ens vam centrar en l’anàlisi de la fosforilació del residu Ser153 ja que fins al moment no s’havia descrit cap cinasa que fosforilés aquest residu, i per tant era un nou residu de p21Cip1 sotmès a fosforilació. La fosforilació del residu Thr145 ja havia estat descrita principalment per la cinasa Akt (Zhou et al., 2001) tot i que altres cinases també poden fosforilar aquest residu. El paper de la fosforilació del residu Ser153 en la regulació de la localització nuclear de p21Cip1 va ser confirmat per l’anàlisi dels mutants fusionats a HA. Electroforesis de dues dimensions van posar de manifest la importància de la fosforilació en el residu Ser153, ja que quan HA-p21WT s’expressava en cèl·lules COS apareixen diferents spots que indicaven diferents estats de fosforilació de la proteïna. En canvi, els spots de fosforilació disminuïen dràsticament quan repetíem l’anàlisi amb el mutant HA-p21S153A, indicant que la Ser153 és un residu preferent de fosforilació. A més, els resultats obtinguts suggereixen que la fosforilació d’aquest residu afavoreix la fosforilació d’altres residus de p21Cip1. L’anàlisi mitjançant Western blot amb un anticòs anti-fosfoSer153 específic ens va indicar definitivament que p21Cip1 es fosforilada in vivo en aquest residu, també vam poder observar com aquesta fosforilació augmentava davant de l’activació de la PKC i la inhibició de la CaM. Seguidament, vam observar com en les cèl·lules COS, el tractament amb TPA (activador de PKC) i W13 (inhibidor de la CaM) provocava una disminució en la localització exclusivament nuclear de p21Cip1, a favor de la seva localització nuclear i citoplasmàtica. Tal i com esperàvem, aquest canvi en la localització cel·lular en resposta al tractament amb TPA i W13 no el vam poder observar al analitzar el mutant de p21Cip1 que no es pot fosforilar en el residu Ser153 (p21S153A). Aquest resultat donava novament importància a la fosforilació del residu Ser153 com a responsable de la regulació de la localització cel·lular de p21Cip1. Tenint en compte aquests resultats juntament amb els obtinguts anteriorment, on la mutació S135D és la única mutació que provoca una inhibició significativa de la localització exclusivament nuclear de p21Cip1 en aquest model cel·lular, vam poder afirmar que la CaM actuava impedint la fosforilació per PKC del residu Ser153 de p21Cip1, i com a conseqüència d’aquesta acció de la CaM s’incrementava la localització nuclear de
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p21Cip1. De manera interessant, vam poder observar com la p21Cip1 pseudo-fosforilada en la Ser153 (p21S153D) no és capaç d’unir CaM i per tant, les accions de la CaM i la PKC sobre la p21Cip1 són excloents. La reducció de la localització nuclear de p21S153D no era deguda a la incapacitat d’unir-se a la CaM d’aquest mutant, ja que altres mutants de p21Cip1 que no podien unir-se a CaM i que tampoc podien ser fosforilats per PKC, com per exemple el mutant p21157DID159 (Rodriguez-Vilarrupla, 2003), si que podien translocar al nucli amb la mateixa eficiència que p21WT. A més, la menor localització nuclear de p21S153D no es devia a una menor afinitat d’aquest mutant per a unir-se al PCNA ja que hem comprovat mitjançant assaigs in vitro de BIAcore com la fosforilació de la Ser153 no provoca cap canvi en l’afinitat entre p21Cip1 i PCNA. Aquestes observacions ens indiquen que segurament el mecanisme responsable de la retenció de p21Cip1 en el citoplasma no és la capacitat o no d’unir CaM, sinó que la importància radica en la fosforilació de la proteïna. Probablement, la càrrega negativa en la posició Ser153 de la p21Cip1 donada per la fosforilació per part de PKC en aquest residu interfereix en la unió de la p21Cip1 amb la maquinària d’entrada al nucli, ja que aquest residu és pròxim a la seqüència NLS de p21Cip1. D’altra banda, ja ha estat descrita una reducció en l’afinitat de la importina α en el reconeixement de les seqüències NLS deguda a canvis de fosforilació situats al voltant d’aquestes seqüències (Harreman et al., 2004). A més, tenint en compte els resultats obtinguts per Zhou i col·laboradors (Zhou et al., 2001), proposem un model on totes dues cinases, PKC fosforilant el residu Ser153 i Akt fosforilant la Thr145, col·laborarien en la inhibició de l’acumulació nuclear de p21Cip1. Durant l’elaboració d’aquesta tesi doctoral, just després d’haver descrit la fosforilació del residu Ser153 per PKC, va aparèixer un treball on s’analitzava la fosforilació de la Ser153 de p21Cip1 per part de la cinasa nuclear Mirk/Dyrk1B (Mercer et al., 2005). Mercer i col·laboradors demostren que la fosforilació d’aquest residu per la cinasa Mirk/Dyrk1B provoca la localització citoplasmàtica de p21Cip1 durant la diferenciació dels mioblasts C2C12 i observen com la translocació de p21Cip1 al citoplasma afavoreix a la inhibició de l’apoptosi. Així doncs juntament amb aquests últims resultats, ja s’han descrit tres cinases diferents: Akt, PKC i Mirk/Dyrk1B implicades en la regulació de la localització intracel·lular de p21Cip1. Seria interessant analitzar si la CaM també és capaç d’inhibir la fosforilació de p21Cip1 per part de Mirk/Dyrk1B i si aquesta cinasa i la PKC fosforilen a p21Cip1 en diferents compartiments cel·lulars.

212

�DISCUSSIÓ

Citoplasma Nucli PKC Mirk/Dyrk1B

p21Cip1 P S153
NLS

p21Cip1
NLS

importina-α

p21Cip1
NLS CaM/ Ca2+

Cdk2/ciclinaE PCNA

Akt
Ca2+

ASK1 procaspasa 3 SAPK Rock 1-2

p21Cip1 P T145 CaM
NLS

CaM p21Cip1
NLS

importina-α

Akt

p21Cip1
NLS

Figura 2: Model del paper de la CaM i de les cinases PKC, Akt i Mirk/Dyrk1B en la regulació de la localització cel·lular de p21Cip1. Les cinases PKC, Mirk/Dyrk1B i Akt fosforilen a p21Cip1 en residus propers a la senyal de localització nuclear (NLS) de p21Cip1, aquestes fosforilacions disminuirien l’afinitat de la importina-α per a la p21Cip1 i com a conseqüència provocarien una menor translocació de p21Cip1 cap al nucli, induint un augment dels nivells citoplasmàtics de p21Cip1. La fosforilació per Akt té lloc en el residu Thr145 i no és inhibida per la unió de la CaM a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1, en canvi la unió de la CaM si que inhibeix la fosforilació en la Ser153 per PKC. D’altra banda, la fosforilació de la Ser153 també ha estat descrita per a la cinasa Mirk/Dyrk1B, tot i que en aquest cas no s’ha analitzat si aquesta fosforilació és depenent o independent de CaM.

Amb aquest model, proposem que la CaM/Ca2+ i la PKC tenen papers oposats en la regulació de la translocació nuclear de la p21Cip1, ja que proposem com la CaM evita la fosforilació de p21Cip1 per part de la PKC i afavoreix d’aquesta manera el paper de p21Cip1 en el nucli com a supressora de tumors. Per tant, davant d’una situació cel·lular determinada on la funcionalitat de la CaM estigués inhibida, com per exemple uns nivells baixos de Ca2+ dins la cèl·lula, juntament amb una activació de la PKC afavoriria la localització citoplasmàtica de p21Cip1 i per tant les seves funcions oncogèniques. En la fase G1 del cicle cel·lular, la major part de la p21Cip1 es localitza en el nucli, i si s’inhibeix la CaM, es provoca un augment de la localització de p21Cip1 en el citoplasma (Taules et al., 1998;Taules et al., 1999). Aquests resultats suggereixen que la presència de CaM activa durant la fase G1 podria tenir un paper important en la prevenció de la fosforilació de p21Cip1 per PKC, d’aquesta manera es permetria la formació de complexes Cdk4/6-ciclinaD actius en el nucli associats a p21Cip1 i la cèl·lula aconseguiria progressar a través del cicle cel·lular. Tot i així, la localització citoplasmàtica de p21Cip1 sembla ser rellevant en alguns models de diferenciació, com és el cas de la diferenciació de monòcits (Asada et al., 1999), neuronal (Tanaka et al., 2002), miofibroblasts induïts per trombina (Bogatkevich et al., 2005) i la diferenciació
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dels mioblasts C2C12 (Mercer et al., 2005). Entre tots aquests models, la localització citoplasmàtica de p21Cip1 en correlació amb l’activació de la PKC ha estat descrita només en el cas de la diferenciació de monòcits (Asada et al., 1999) i en miofibroblasts induïts per trombina (Bogatkevich et al., 2005). Seria interessant analitzar si en aquests models, hi té lloc la fosforilació de la Ser153 i si aquesta fosforilació correlaciona amb una disminució de la concentració intracel·lular de Ca2+ lliure. Val la pena mencionar que durant aquesta tesi hem estudiat la localització citoplasmàtica de p21Cip1 en diferents models cel·lulars entre els quals destaquem diferents línies cel·lulars de càncer de mama i el model de diferenciació de les cèl·lules de leucèmia humanes totipotents (Munoz-Alonso et al., 2005). Tot i tenir alguns indicis de la localització citoplasmàtica de p21Cip1 sobretot en el model de diferenciació de les cèl·lules de leucèmia humanes totipotents, no vam poder corroborar que la localització citoplasmàtica de p21Cip1 fos conseqüència de la fosforilació del residu Ser153 per part de la PKC. Així doncs, caldria fer un anàlisi amb més profunditat per tal de trobar un model cel·lular que ens permetés observar en condicions fisiològiques la localització citoplasmàtica de p21Cip1.

2. Anàlisi de la funcionalitat de p21Cip1 fosforilada en el residu Ser153
Com ja hem comentat àmpliament en altres apartats d’aquesta tesi, la proteïna p21
Cip1

porta a terme funcions diferents segons quina sigui la seva localització

intracel·lular. D’una banda, la p21Cip1 nuclear inhibeix el cicle cel·lular i la síntesi del DNA ja sigui unint-se als complexes Cdk-ciclina o al PCNA, respectivament, i per tant quan està localitzada en aquest compartiment cel·lular p21Cip1 actua com a una proteïna supressora de tumors. D’altra banda, les funcions descrites per a la p21Cip1 citoplasmàtica són de tipus oncogènic ja que se li atribueix un paper com a inhibidora de l’apoptosi i com a reguladora de la mobilitat cel·lular. Després d’observar que la fosforilació del residu Ser153 induïa un canvi en la localització de p21Cip1, vam voler analitzar si la fosforilació en aquest residu modificava la funcionalitat de p21Cip1 en els diferents compartiments cel·lulars. L’anàlisi de la formació de fibres d’estrès ens mostra com la fosforilació de la Ser153 no interfereix en la capacitat de la p21Cip1 citoplasmàtica d’inhibir la formació de les fibres d’estrès, ja que totes dues proteïnes, quan es localitzen en el citoplasma, són igual d’eficients en evitar la formació d’aquest tipus de fibres. Vam observar com en aquelles cèl·lules on el mutant de fosforilació S153D es localitzava en el nucli, la fosforilació del residu Ser153 no provocava cap canvi en el paper de p21Cip1 com a inhibidora de la síntesi
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del DNA ja que l’expressió del mutant p21S153D inhibia la síntesi de DNA amb la mateixa eficiència que la proteïna p21Cip1 no fosforilada. Aquest resultat correlaciona amb el fet que hem comentat anteriorment, ja que la fosforilació del residu Ser153 no afecta a la unió amb el PCNA. No hem d’oblidar que l’experiment on s’analitza el paper de p21Cip1 sobre la inhibició de la síntesi del DNA, es va realitzar amb la sobreexpressió de GFP-p21S135D. D’una banda, GFP té tendència a localitzar-se en el nucli per si sola i, d’altra banda, el número de proteïnes amb qui p21Cip1 pot interaccionar en el citoplasma pot ser limitant i davant de l’excés degut a la sobreexpressió de GFP-p21S153D, probablement no totes les molècules podran formar complexes d’elevat pes molecular amb altres proteïnes del citoplasma, aquest fet permetrà que GFP-p21 per si sola pugui moure’s lliurement i travessar els porus de l’embolcall nuclear. Així doncs, sembla que la fosforilació de p21Cip1 en la Ser153 no afecta a cap de les funcions que hem analitzat, sinó que principalment la fosforilació en aquest residu indueix un canvi en la localització cel·lular de la proteïna i és aquest canvi de localització el principal responsable de la diferent funcionalitat de p21Cip1. Tot i així, l’anàlisi d’altres funcions de p21Cip1 podria aportar nova informació sobre les conseqüències d’aquesta fosforilació.

3. Paper de la p21Cip1 en l’apoptosi
Un dels principals mecanismes mitjançant el qual s’augmenten els nivells de p21Cip1 cel·lulars és la via de p53 en resposta al dany al DNA el qual acabarà induint una parada del cicle cel·lular gràcies a l’augment de la transcripció de p21Cip1. Tot i així, existeixen altres mecanismes reguladors dels nivells cel·lulars de p21Cip1 a nivell de transcripció i de degradació de la proteïna (revisat a (Gartel and Tyner, 2002;Liu et al., 2003)). Tot i que s’han descrit diversos exemples del paper de p21Cip1 com a inductor de l’apoptosi, la major part de models cel·lulars suggereixen que p21Cip1 té un efecte protector davant de l’apoptosi (revisat a (Gartel and Tyner, 2002;Liu et al., 2003)). Aquest panorama tan divers i en alguns casos confús, deixa entreveure que la funció anti-apoptòtica de p21Cip1 en resposta al dany al DNA i a l’activació de p53 no està encara del tot definida. Aquesta diversitat d’opinions sobre la regulació de l’apoptosi per part de p21Cip1 va ser el motiu pel qual vam voler analitzar si la fosforilació de p21Cip1 podria ser la responsable d’aquesta regulació. En primer lloc vam escollir el model de cèl·lules de
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càncer de colon, HCT116, i les vam sotmetre a dany al DNA mitjançat un tractament amb Adriamicina (Adr), un agent intercalant del DNA i inhibidor de la topoisomerasa II. Les primeres aproximacions amb assaigs de viabilitat cel·lular, MTS, i formació de focus, van posar de manifest que la proteïna p21Cip1 tenia un paper protector davant de l’apoptosi ja que les cèl·lules deficients en p21Cip1 (HCT116 p21-/-) eren més sensibles al tractament amb Adr i presentaven menys capacitat de proliferació quan havien estat tractades amb la droga. El model de les cèl·lules HCT116 p21-/-, generades per disrupció dels dos al·lels de p21Cip1 mitjançant recombinació homòloga (Waldman et al., 1995), no està lliure de controvèrsia. D’una banda, un treball recent proposa que la major susceptibilitat a l’apoptosi observada en les cèl·lules HCT116 p21-/- és deguda a una sobreexpressió de p53 en aquestes cèl·lules i que per tant és un mecanisme independent de la mancança de p21Cip1 en aquest model cel·lular (Ferrandiz et al., 2009). Javelaud i col·laboradors ja havien observat els efectes d’una major expressió de p53 en les cèl·lules HCT116 p21-/- en resposta al tractament amb diferents drogues inductores d’apoptosi, tot i que proposen que la major sensibilitat d’aquestes cèl·lules a l’apoptosi és deguda principalment a una alteració de la homeòstasi mitocondrial (Javelaud and Besancon, 2002). D’altra banda, treballs anteriors amb el mateix model cel·lular mostren com les cèl·lules HCT116 p21-/- no presenten una hiperactivació de p53 davant el dany al DNA, tot i que aquestes cèl·lules si que presenten un major alliberació de citocrom C, despolarització de la membrana mitocondrial i activació de les caspases; possiblement, la mancança de p21Cip1 no permet aturar correctament el cicle cel·lular aberrant i afavoreix la via apoptòtica (Le et al., 2005). Tot i que els nostres resultats també estan a favor del paper protector de p21Cip1 en aquest model cel·lular, és cert que caldria tornar a avaluar aquesta funcionalitat degut a la gran diversitat de treballs que en moltes ocasions són contradictoris. Deixant de banda la controvèrsia de l’apoptosi en model cel·lular HCT116 p21-/-, vam voler analitzar si la fosforilació en el residu Ser153 afectava a la capacitat de p21Cip1 en la regulació de l’apoptosi. Anteriorment ja havíem analitzat com la fosforilació en aquest residu no afecta a algunes de les funcions descrites per a p21Cip1 en el nucli i en el citoplasma. L’anàlisi de la capacitat de reversió de l’apoptosi dels diferents mutants de p21
Cip1

, va posar de manifest que en les cèl·lules COS el mutant S153D presenta la

mateixa capacitat d’inhibir la formació de cossos apoptòtics que la p21WT. A més, també vam poder observar com l’altre mutant de fosforilació T145D i el mutant de p21Cip1 que no presenta senyal NLS també inhibeixen eficientment la formació de cossos apoptòtics en les cèl·lules tractades amb Adr. Per tant, aquests resultats
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indiquen que la fosforilació de p21Cip1 no afecta a la funció antiapoptòtica de la proteïna en aquest model cel·lular. Segons els defensors de p21Cip1 com a proteïna protectora de l’apoptosi, existeixen dos mecanismes principals mitjançant els quals p21Cip1 estaria inhibint l’apoptosi. En primer lloc, s’ha descrit que la p21Cip1 citoplasmàtica pot unir-se i inhibir diferents proteïnes relacionades amb les vies d’activació de l’apoptosi: procaspasa 3, ASK1 i SAPK, i que la unió d’aquestes tres proteïnes té lloc per l’extrem amino terminal de p21Cip1. En segon lloc, s’ha relacionat la funció anti-apoptòtica de p21Cip1 amb la seva capacitat d’inhibir l’activitat dels complexes Cdk-cilina en el nucli (revisat a (Dotto, 2000)). Per aquest motiu vam analitzar la capacitat d’inhibir l’apoptosi dels diferents fragments de la proteïna p21Cip1. L’anàlisi de les cèl·lules COS transfectades amb els diferents fragments de p21Cip1 ens va permetre observar com el fragment carboxi terminal de p21Cip1 no era capaç d’inhibir la formació de cossos apoptòtics de manera eficient tal i com ho feien la proteïna p21Cip1 sencera o l’extrem amino terminal. Sorprenentment, el fragment carboxi terminal de p21Cip1 sense la senyal NLS (p21CTNLS) és capaç d’inhibir l’apoptosi a diferència del fragment carboxi terminal no mutat. Aquests resultats ens indiquen que quan aquest fragment es localitza en el nucli no és capaç d’inhibir l’apoptosi, tot i que si que pot inhibir el cicle cel·lular perquè encara que no conté el lloc d’unió a les Cdks, conserva el segon lloc d’unió a ciclina (Cy2) i el domini d’unió al PCNA (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2002). En canvi, quan el fragment carboxi terminal es localitza en el citoplasma si que la inhibeix. Aquestes dades indiquen que pot haver alguna altra proteïna reguladora de l’apoptosi que es pugui unir a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 quan es localitza en el citoplasma i que la unió amb la p21Cip1 pot provocar la inhibició d’aquesta proteïna. Caldria aprofundir en l’estudi i analitzar si algunes de les proteïnes ja descrites que s’uneixen a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 tenen alguna relació amb la regulació de l’apoptosi o si és alguna altra proteïna d’unió a p21Cip1 encara no descrita, la que porta a terme aquesta regulació. Una altra explicació de la capacitat d’inhibir l’apoptosi del fragment p21CTNLS (aminoàcids 90-164) a diferència del fragment no mutat, seria que aquest fragment amb localització citoplasmàtica interacciona amb ASK1 i la inhibeix, ja que el domini d’interacció entre aquestes dues proteïnes no ha estat acotat fins al moment i es creu que es situa entre els aminoàcids 1-140 de la p21Cip1. En resum i com es mostra en la figura 3, p21WT estaria inhibint l’apoptosi mitjançant els dos mecanismes descrits: inhibició del cicle cel·lular en el nucli i inhibició de les proteïnes pro-apoptòtiques en el citoplasma. La proteïna sencera mutada en la senyal NLS (p21NLS) es localitza principalment en el citoplasma i pot inhibir l’apoptosi
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gràcies a la inhibició de les proteïnes pro-apoptòtiques citoplasmàtiques. Pel que fa al fragment amino terminal de la proteïna (p21NT) també és capaç d’inhibir l’apoptosi en el citoplasma ja que és en aquest fragment on s’hi uneixen les proteïnes ASK1, procaspasa 3 i SAPK; a més, p21NT entra en el nucli per difusió, ja que no conté el senyal NLS, també pot inhibir l’apoptosi pel mecanisme d’inhibició dels complexes Cdk-ciclina. D’altra banda, el fragment carboxi terminal (p21CT) localitzat en el nucli, no és capaç d’inhibir l’apoptosi tot i que si que inhibeix el cicle cel·lular, mentre que el mateix fragment localitzat en el citoplasma (p21CTNLS) si que inhibeix eficientment l’apoptosi, potser per algun dels mecanismes que acabem de discutir. Per tant, les diferències entre p21Cip1 nuclear i p21Cip1 citoplasmàtica de protecció de l’apoptosi, tan sols les veiem quan treballem amb el fragment carboxi terimal de la proteïna.
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Figura 3: Localització cel·lular dels diferents fragments de p21Cip1 i la seva capacitat per inhibir l’apoptosi. L’esquema mostra la localització nuclear o citoplasmàtica dels fragments de p21Cip1 analitzats i la seva capacitat per inhibir el cicle cel·lular o les proteïnes pro-apotòtiques localitzades en el citoplasma, dos dels mecanismes proposats mitjançant els quals p21Cip1 podria inhibir l’apoptosi. També es mostra la proteïna p21Cip1 sencera amb la localització dels dominis d’unió a Cdk i ciclines (Cy1 i Cy2), la senyal NLS i els dominis d’unió descrits per a ASK1, procaspasa 3 i SAPK.

4. Localització nucleolar de p21Cip1 en resposta al dany al DNA
La segona part d’aquesta tesi es centra en l’estudi de la localització de p21Cip1 en les cèl·lules HCT116 com a resposta del dany al DNA provocat per l’Adriamicina. Hem pogut observar com el dany al DNA indueix un augment dels nivells de p21Cip1 no només en el nucli, sinó que sorprenentment també al nuclèol. La localització de p21Cip1 en el nuclèol té lloc en unes estructures definides de forma esfèrica d’unes 2 μm de
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diàmetre aproximadament, que quan s’observen en contrast de fase presenten una refringència diferent de la refringència del nuclèol. Aquestes estructures esfèriques es localitzen dins dels intersticis del nuclèol i per aquest motiu els anomenem en aquesta tesi com a cossos intranucleolars o inclusions intranucleolars, INoBs (IntraNucleolar Bodies). La importància d’aquest treball radica en que es tracta de la primera observació de la localització de p21Cip1 endògena en el nuclèol. Existeix un treball de l’any 2004 on observen la localització de GFP-p21 en el nuclèol de les cèl·lules HeLa aturades en fase G1; a més, en aquest treball també observen colocalització de GFPp21 amb la ciclina E en el nuclèol. Tot i així, el patró d’expressió de GFP-p21 i de ciclina E és una mica diferent al que nosaltres observem ja que sorprenentment, en les imatges on mostren localització d’aquestes proteïnes en el nuclèol, el nucleoplasma està lliure de marcatge (Cazzalini et al., 2004). Tal i com ja ha estat descrit en altres treballs (Rubbi and Milner, 2003;Mayer and Grummt, 2005), els nostres resultats mostren una desestructuració del nuclèol després del dany al DNA. Aquesta desestructuració del nuclèol probablement és reflex d’una de les nombroses estratègies que la cèl·lula ha desenvolupat per tal de protegir la integritat del rDNA. La desestructuració dels components nucleolars es posa de manifest quan analitzem la morfologia del nuclèol amb contrast de fase, amb microscòpia electrònica i mitjançant immunocitoquímica d’algun dels components nucleolars com la fibril·larina i l’UBF. Tot i així, diferents evidències indiquen que p21Cip1 no participa en la desestructuració inicial del nuclèol ja que d’una banda, podem observar la desestructuració dels diferents components nucleolars quan encara no han augmentat els nivells de p21Cip1 endògena. D’altra banda, la desestructuració del nuclèol també té lloc en cèl·lules HCT116 p21-/- sotmeses al tractament amb Adr. Aquests fets indiquen que p21Cip1 no és necessària per a que aquesta resposta davant el dany al DNA tingui lloc. De tota manera, si que podem observar com un cop els nivells de p21Cip1 han augmentat en resposta al tractament amb Adr, p21Cip1 s’acumula no només en el nucli, sinó que també ho fa en el nuclèols desestructurats. De manera interessant, el seguiment de cèl·lules en recuperació després d’haver estat sotmeses a un tractament amb Adr, ens va permetre observar com aquelles cèl·lules on es mantenia l’expressió de p21Cip1 en el INoB no eren capaces de recuperar l’estructura del nuclèol i dels components nucleolars. L’acumulació de p21Cip1 en el nuclèol que observen en aquesta tesi és conseqüència del dany al DNA i no a un efecte inespecífic del tractament amb Adr, ja
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que també hem pogut observar el mateix patró de localització de p21Cip1 en cèl·lules sotmeses a radiació UV. A més, la localització nucleolar de p21Cip1 no és conseqüència de l’augment dels nivells de p21Cip1 com ho demostren també tractaments amb l’inhibidor de proteasoma MG132, el qual provoca un augment dels nivells de p21Cip1 i en canvi no indueix la localització d’aquesta proteïna en el nuclèol. Aquest fet diferencia el comportament de p21Cip1 al que s’ha descrit recentment per a p53, la qual s’ha observat que es localitza en el nuclèol, concretament en el centre fibril·lar, en resposta a la inhibició del proteasoma en les cèl·lules H1299 (Karni-Schmidt et al., 2008). Tot i així, també cal destacar que en aquest mateix treball no observen localització de p53 en el nuclèol de les cèl·lules HCT116 tractades amb MG132. Una altra aproximació a l’estudi de la localització de p21Cip1 en el nuclèol va ser l’anàlisi del comportament de les cèl·lules transfectades amb GFP-p21WT. L’expressió exògena de p21Cip1 en les cèl·lules HCT116 mostra com GFP-p21WT només es localitza en el nuclèol després del tractament amb Adr, ja que en absència de dany al DNA, tot i tenir uns nivells cel·lulars de p21Cip1 elevats, GFP-p21WT no es localitza en el nuclèol. Així doncs, aquests experiments porten a la mateixa conclusió que els obtinguts amb MG132, ja que en el nostre model experimental, l’augment dels nivells de p21Cip1 no és el causant de la localització de p21Cip1 en el nuclèol, sinó que per a que tingui lloc aquesta localització es necessària la presència de dany al DNA. Dins del nuclèol, p21Cip1 es localitza en un compartiment que quan és observat amb contrast de fase presenta una refringència diferent. A més, mitjançant immunocitoquímiques i microscòpia electrònica vam poder observar també com el INoB no conté components nucleolars com la fibril·larina ni l’UBF, els quals pateixen un canvi de localització dins del nuclèol quan aquest es desestructura. Tincions amb Iodur de propidi i To-pro3 mostren com el INoB tampoc conté RNA ni DNA, i tal i com és d’esperar, els nuclèols desestructurats tampoc són transcripcionalment actius ja que no són capaços d’incorporar 5’FU i tampoc observem presència de l’enzim topoisomerasa I. La inhibició de la transcripció dels rDNAs, no és conseqüència de la formació del INoB, ja que els nuclèols deixen de ser transcripcionalment actius a les poques hores de tractament amb Adr quan encara no hi ha INoB. Segurament, els nuclèols perden la seva funció de transcripció quan es desestructuren i els components nucleolars canvien la seva localització. D’altra banda, hem pogut observar com unes hores després de treure l’Adr del medi, alguns dels nuclèols tornaven a ser transcripcionalment actius, però aquells que passat aquest temps presentaven INoB positiu per a p21Cip1 en el nuclèol, no eren capaços de recuperar la seva funcionalitat transcripcional. Aquesta observació correlaciona amb el fet que la presència de INoB
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en les cèl·lules dificulta la recuperació de l’estructura del nuclèol com ja hem comentat anteriorment. Per tal d’assegurar-nos que el INoB positiu per a p21Cip1 no es tracta d’una projecció del nucleoplasma dins del nuclèol vam realitzar dues aproximacions diferents. En primer lloc, la reconstrucció en tres dimensions del nuclèol de cèl·lules transfectades amb GFP-p21WT i tractades amb Adr mitjançant imatges seqüencials amb microscòpia confocal ens va permetre observar que el INoB apareix com a una estructura esfèrica independent dins del nuclèol que no manté contacte directe amb el nucleoplasma. En segon lloc, la filmació (time-lapse) de les cèl·lules durant 24 hores a partir del moment en que vam afegir l’Adr ens va permetre seguir el procés de formació del INoB i observar com no es tractava d’una part del nucleoplasma sinó que el INoB es forma com a un agregat a partir del material present en el nuclèol. A més, la filmació de cèl·lules que havien estat tractades amb Adr durant 24 hores a les quals els hi canviàvem el medi per tal de poder observar la seva recuperació, ens va aportar informació molt interessant ja que vam veure com el INoB present en el nuclèol d’una cèl·lula tractada, era capaç de dissociar-se, normalment en INoBs més petits que podrien arribar a desaparèixer i fins i tot, passat unes hores, podíem detectar la formació d’un nou INoB dins del nuclèol que es tornava a desfer fins a observar finalment la presència de cèl·lules vives amb els nuclèols recuperats. Mitjançant aquestes pel·lícules vam poder determinar com el INoB era una estructura altament dinàmica dins del nuclèol. El seguiment durant 60 hores de la recuperació de les cèl·lules tractades va posar de manifest que les cèl·lules que presentaven INoB no eren cèl·lules més danyades que les altres o més properes a l’apoptosi, ja que durant aquest temps no vam observar mort en aquestes cèl·lules. D’altra banda, l’anàlisi dels nivells de fosforilació de la H2AX o dels nivells d’activació de la caspasa 3 no mostraven diferències significatives entre les cèl·lules que expressaven p21Cip1 en el nucli o en el nucli i el nuclèol. En tot cas, els nivells de P-H2AX eren superiors en cèl·lules que no expressaven p21Cip1, indicant un cop més l’efecte protector d’aquesta proteïna davant de l’apoptosi. De manera complementària a les pel·lícules de contrast de fase on analitzàvem la formació de el INoB, els experiments de FLIP i FRAP en cèl·lules tractades que expressaven GFP-p21WT demostren un cop més el gran dinamisme d’aquesta estructura nucleolar i els alts nivells de mobilitat de p21Cip1 entre el nuclèol i el nucleoplasma i també dins del propi nucleoplasma. Observem en els experiments de FRAP com únicament una petita proporció de p21Cip1 queda segrestada en el nuclèol com a fracció immòbil. Aquests experiments, realitzats en les cèl·lules vives, ens van
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permetre descartar la possibilitat que la localització nucleolar de p21Cip1 fos un reflex d’un agregat irreversible o d’un segrest de la proteïna per part d’algun component nucleolar Els nostres resultats també mostren com proteïnes clau en la resposta activada a partir del dany al DNA com és el cas de p53 també es localitza juntament amb p21Cip1 en el INoB. La mateixa localització després del dany al DNA vam poder observar-la per a mdm2, una altra proteïna clau en el checkpoint de dany al DNA ja que és l’encarregada de regular els nivells de p53. A més, un altre fet rellevant és que mdm2 és una proteïna d’unió a p21Cip1, que s’uneix a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1. Vam comprovar com altres proteïnes d’unió a p21Cip1 també es localitzen en el INoB després del tractament amb Adr, és el cas de la ciclina E i del PCNA, dues proteïnes reguladores del cicle cel·lular. A més, gràcies a les transfeccions d’altres proteïnes d’unió a p21Cip1 com SET i Cdk2 i la transfecció de p27Kip1, una proteïna de la mateixa família que p21Cip1, vam poder observar com aquestes tres proteïnes també es localitzen en el nuclèol en resposta al dany al DNA. Tal i com ja hem comentat anteriorment, la formació del INoB es veia reduïda en cèl·lules p21-/- i en aquest tipus cel·lular també vam poder observar una reducció de la localització d’aquestes proteïnes en el INoB, com es el cas de p53, mdm2 i PCNA. Aquest fet ens indica que tot i que la presència de p21Cip1 no és estrictament necessària per a la formació de el INoB, si que pot jugar un paper important en el manteniment i en l’engrandiment dels INoBs induïts pel dany al DNA. Podríem pensar que la senyal que indueix a p21Cip1 a localitzar-se al nuclèol hauria d’estar situada a l’extrem amino terminal, ja que és aquest extrem el que comparteix una major homologia de seqüència amb l’altra proteïna de la família Cip/Kip, p27Kip1, que també es localitza en el INoB. Tot i així, l’anàlisi de la localització al nuclèol dels diferents mutants de p21Cip1 indiquen que els elements que dirigeixen p21Cip1 al nuclèol es localitzen en l’extrem carboxi terminal de la molècula, ja que l’extrem amino terminal de p21Cip1 (GFP-p21NT) presenta una menor eficiència de localització en el nuclèol que la proteïna sencera. Vam poder observar com el mutant de p21Cip1 sense senyal NLS (GFP-p21NLS) també presenta una menor afinitat per a localitzar-se al nuclèol. Es probable doncs, que dins de l’extrem carboxi terminal, la seqüència NLS tingui un paper rellevant en la localització de p21Cip1 en el nuclèol. D’altra banda, p21Cip1 no presenta una seqüència NoLS i com ja s’ha descrit per a altres proteïnes que es localitzen en el nuclèol, p21Cip1 podria fer servir a la proteïna nucleolar nucleofosmina, NPM, com a proteïna llançadora per a dirigir-se al nuclèol. Aquest fet no seria d’estranyar ja que recentment s’ha demostrat que p21Cip1 pot unir-
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se directament a NPM, una proteïna amb propietat xaperona i que cicla constantment entre el nucli i el citoplasma (Xiao et al., 2009). A més, el fet que la NPM es trobi ciclant constantment entre el nucli i el citoplasma afavoreix la participació de la NPM en el transport de les proteïnes ribosomals, com veurem amb detall més endavant. Xiao i col·laboradors proposen que la NPM s’estaria unint a l’extrem amino terminal de p21Cip1 ja que la NPM contribueix a l’estabilitat de p21Cip1 dificultant la ubiqüitinització de les lisines amino terminals de p21Cip1 i inhibint la seva degradació. Així doncs, podria ser que els mecanismes responsables de la localització nucleolar de p21Cip1 fossin la unió d’aquesta amb la NPM (Xiao et al., 2009) o la interacció de p21Cip1 amb les subunitats ribosòmiques (Carrascal et al., 2002). Tot i així, també podríem pensar que algunes de les proteïnes que interaccionen amb l’extrem carboxi terminal de p21Cip1 podrien ser les responsables de la seva localització nucleolar, ja que com hem comentat els resultats obtinguts amb l’anàlisi de mutants indiquen que en aquest extrem es localitzen elements necessaris per a la localització de p21Cip1 al nuclèol. Per exemple, entre les proteïnes que van al nuclèol en resposta al dany al DNA, mdm2, PCNA i SET s’uneixen a l’extrem carboxi terminal de p21Cip1. A més, encara es complica més la situació ja que NPM és capaç de trencar el complex mdm2-p53 i també competeix amb mdm2 per a unir-se a ARF. Això fa pensar que totes aquestes proteïnes capaces d’interaccionar entre elles mateixes formen una xarxa complexa d’interaccions i que la regulació dels nivells d’alguna d’elles a l’alça o un canvi de localització pot afectar a la localització o als nivells de les altres proteïnes. Fa molt de temps que s’ha descrit que en el nuclèol de les cèl·lules eucariotes hi té lloc la síntesi de les subunitats ribosòmiques. A més d’aquesta funció s’han atribuït recentment altres funcions cel·lulars al nuclèol algunes d’elles implicades en la regulació del cicle cel·lular i de la resposta a estrès (revisat en (Boisvert et al., 2007)). El segrest de proteïnes específiques per part d’alguns dels components del nuclèol és un mecanisme que fa sevir la cèl·lula per tal de regular el cicle cel·lular i la transformació cel·lular. Per exemple, la NPM regula la localització nucleolar de Fbw7γ, un component del complex E3 lligasa encarregat de la ubiqüitinització i degradació via proteasoma de c-Myc. El segrest nucleolar de Fbw7γ, estabilitza a Fbw7γ i afavoreix la degradació de l’oncoproteïna c-Myc. Com a conseqüència d’aquesta regulació dels nivells de c-Myc s’aconsegueix frenar la transformació cel·lular (Bonetti et al., 2008). Bonetti i col·laboradors observen com mutacions en la NPM pot portar conseqüències dràstiques per a la cèl·lula, com és el cas de pacients de leucèmia aguda mieloide (AML) els quals freqüentment tenen alterada la localització de la NPM. Anteriorment, ja
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s’havia descrit la localització nucleolar de c-Myc i la importància d’aquesta regulació en el manteniment dels nivells correctes de l’oncoproteïna c-Myc (Arabi et al., 2003). A més, s’ha descrit un paper funcional per a la localització de c-Myc en el nuclèol ja que és necessari per a la activació de la transcripció dels rDNAs en resposta a senyals mitogèniques. Així doncs, es creu que c-Myc tindria un paper en la regulació de la biogènesi de ribosomes i del creixement cel·lular (Arabi et al., 2005). Aquesta funcionalitat de c-Myc obre la possibilitat que p21Cip1 també tingui un paper funcional en el nuclèol, ja que p21Cip1 s’uneix a c-Myc i inhibeix la transcripció depenent de cMyc (Kitaura et al., 2000). En relació al paper del nuclèol en la resposta a estrès cel·lular, s’ha demostrat que un gran nombre d’agents causants d’estrès cel·lular indueixen la desorganització del nuclèol i inhibeixen la seva funció transcripcional (Mayer and Grummt, 2005;Tembe and Henderson, 2007). A més, s’ha demostrat que la desestructuració del nuclèol provoca l’estabilització de p53 i l’activació de la resposta del checkpoint, fins i tot en absència de dany al DNA (Rubbi and Milner, 2003). Per tant, és probable que existeixi un mecanisme encarregat de controlar l’activitat nucleolar i que al mateix temps és també important per a l’activació de la resposta cel·lular davant de l’estrès. S’ha descrit com diferents proteïnes nucleolars són alliberades al nucleoplasma quan l’estructura nucleolar es veu desorganitzada a causa del dany al DNA. En canvi, el procés invers s’ha descrit per a molt poques proteïnes, és el cas de PML i mdm2, les quals es localitzen al nuclèol després del dany al DNA (Tembe and Henderson, 2007). Els resultats d’aquesta tesi mostren com p21Cip1, p53, ciclina E, PCNA, SET, Cdk2 i p27Kip1 transloquen al nuclèol desprès del tractament amb Adr. Per tant, aquestes proteïnes s’haurien d’afegir a la llista de proteïnes que pateixen aquest canvi en la localització després del dany al DNA, tot i que la funció d’aquest canvi de localització encara és incert. Un dels motius pels quals l’acumulació d’aquestes proteïnes encara no hagi estat descrita és el fet que a dosis més elevades d’Adr no es pot observar formació de el INoB ni localització de p21Cip1 en el nuclèol, i que ha estat gràcies a treballar amb una dosi d’Adr que permet l’activació de la resposta a dany, però que en canvi no provoca mort elevada en la població, la que ens ha permés observar una nova localització per a aquestes proteïnes.
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5. INoB i modificació post-traduccional de proteïnes
Un resultat molt interessant obtingut en aquesta tesi va ser l’observació de la localització nucleolar de SUMO-1 en resposta al tractament amb Adr. Mitjançant immunocitoquímiques anti-SUMO-1 vam poder observar un marcatge molt fort de SUMO-1 en el INoB. Els mateixos resultats també es van obtenir amb experiments d’immunogold amb microscòpia electrònica. A més, la localització en el nuclèol de GFP-SUMO-1 i la no localització nucleolar del mutant GFP-SUMO-1-ΔGly-Gly, indicava la possible presència de proteïnes sumoïlades en el INoB després del dany al DNA. D’altra banda, la presència de Ubc-9 en els nuclèols desestructurats, dins i fora del INoB indicava que la sumoïlació de proteïnes es podia portar a terme allà. S’ha descrit que la sumoïlació té una gran varietat d’efectes sobre les proteïnes diana ja que la incorporació d’una molècula de SUMO pot comportar canvis en la localització, en l’activitat o en la estabilitat de la proteïna. A més, SUMO té un paper important en algunes de les funcions nuclears com la transcripció, la reparació del DNA, l’assemblatge de cossos nuclears i del transport de proteïnes entre el nucli i el citoplasma (revisat en (Jürgen Dohmen, 2004;Geiss-Friedlander and Melchior, 2007;Heun, 2007)). A més, la sumoïlació en els nuclèols d’algunes proteïnes preribosomals i la seva subseqüent desumoïlació en els complexes del porus nuclear, és necessària per a una eficient síntesi de ribosomes i per al seu export (Panse et al., 2006;Meulmeester and Melchior, 2008) Una altra proteïna que vam observar puntualment en el nuclèol de les cèl·lules tractades amb Adr és la PML. Ja ha estat descrita la translocació de PML cap al nuclèol en presència de dany al DNA (Bernardi et al., 2004;Condemine et al., 2007). A més de ser la proteïna organitzadora dels cossos PML nuclears (PML nuclear bodies), també se li ha atribuït la propietat de ser un centre formador de xarxes de proteïnes sumoïlades ja que PML es sumoïlitza i al mateix temps conté dominis d’interacció amb proteïnes sumoïlades (SIM, SUMO-interaction motif) (revisat a (Heun, 2007)). Així doncs existeix la possibilitat que en resposta al dany al DNA, PML es sumoïlitzi i transloqui cap al nuclèol on podria estar actuant de com a nucli formador d’una xarxa de proteïnes sumoïlades com per exemple p53 i mdm2. A més, per acabar de complicar una mica més la situació, s’ha descrit com en resposta al dany al DNA, PML s’uneix a mdm2 i segresta a mdm2 en el nuclèol (Condemine et al., 2007). Aquests resultats obren un camí interessant d’investigació ja que possiblement el INoB format en resposta al dany al DNA podria estar implicat en la modificació posttraduccional de proteïnes les quals podrien estar realitzant funcions que diferenciarien
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a la proteïna sumoïlada de les funcions atribuïdes a aquesta proteïna en absència de la modificació en qüestió. Per exemple, s’ha vist que la sumoïlació de PCNA promou la replicació del DNA fins i tot en presència de dany al DNA (Papouli et al., 2005). A més, algunes d’aquestes vies de modificació post-traduccional de proteïnes estan entrecreuades, com succeeix en el cas de la ubiqüitinització i sumoïlació de PCNA i de p53. En el cas del PCNA, totes dues modificacions tenen lloc en el mateix residu i s’ha proposat que la ubiqütinitació i la sumoïlació del PCNA cooperen durant la replicació del DNA en el control de les diferents vies de reparació de les lesions en el DNA (Papouli et al., 2005). La sumoïlació de p53 afecta a la regulació dels nivells de la proteïna, ja que regula la interacció de p53 amb mdm2 i afavoreix el seu export nuclear (Carter et al., 2007). Segons el model que proposen en aquest treball, la sumoilació de p53 té lloc després de que la pròpia p53 hagi estat monoubiqüitilada i un cop sumoïlada perd la interacció amb mdm2 evitant així la poliubiqüitinització i la seva degradació. Aquests dos treballs recents sobre el cross-talk entre Ub i SUMO ens van fer plantejar si en el INoB hi havia també localització de proteïnes ubiqüitilades. Mitjançant immunocitoquímica, vam observar la presència d’ubiqüitina conjugada a proteïna (Ubproteïna) en el INoB en resposta al dany al DNA. A més, després del tractament amb Adr també vam observar la presència en el INoB de proteïnes de la maquinària de degradació proteica com és el cas de la subunitat 20S del proteasoma i la subunitat PA28γ o també anomenada REGγ. D’una banda, s’ha descrit que p21Cip1 pot unir-se a la subunitat C8-α del proteasoma 20S i que d’aquesta manera pot degradar-se independentment d’ubiqüitina (Touitou et al., 2001). Treballs posteriors mostren com per tal que aquest tipus de degradació sigui possible, cal l’acoblament de PA28γ a la subunitat 20S del proteasoma la qual permet la degradació de proteïnes independentment d’ubiquïtina i independentment d’ATP (Mao et al., 2008). Dos treballs de l’any 2007 mostren com PA28γ promou la degradació de p21Cip1 lliure de manera independent d’ubiquitina i ATP (Li et al., 2007) i com p21Cip1 s’uneix a PA28γ in vivo (Chen et al., 2007). El fet que totes elles es localitzin en el nuclèol obre la possibilitat que s’hi estigui degradant l’excés de proteïna lliure. Tot i així caldria fer un anàlisi mes exhaustiu per tal d’analitzar si realment p21Cip1 s’està degradant en el INoB. Finalment, per tal d’endinsar-nos encara més en la hipòtesi de la importància del nuclèol en la modificació post-traduccional de proteïnes, vam analitzar si després del dany al DNA també observàvem presència de la via d’acetilació de proteïnes en el INoB ja que s’ha descrit que p53 pot ser acetilada per p300/CBP en resposta al dany
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al DNA (revisat en (Grossman, 2001)). Immunocitoquímiques de cèl·lules HCT116 tractades amb Adr mostren com l’acetilasa CBP també es localitza en el INoB. Cal un major anàlisi de totes aquestes modificacions post-traduccionals, així com també analitzar si tots aquests processos o localització de proteïnes succeeixen seqüencialment en el temps, ja que podríem pensar que en primer lloc PML es localitza en el INoB i seguidament augmenta l’activitat de sumoïlació i la concentració de proteïnes sumoïlades com per exemple p53 i PCNA. A més, també caldria analitzar si p21Cip1 es sumoïlitza, tot i que no presenta una seqüència consens acceptora de SUMO.

6. Canvis en el transport nucli-citoplasma de p21cip1 induït per dany al DNA
Els nostres resultats mostren com en condicions control, GFP-p21WT transita a través del nuclèol i com després del dany al DNA, l’acumulació de p21Cip1 en el INoB correlaciona amb una inhibició de la sortida de p21Cip1 del nucli cap al citoplasma, és a dir, amb una inhibició de l’export nuclear. Aquests resultats ens fan plantejar una altra possible hipòtesi sobre la localització de p21Cip1 en el nuclèol. Ja ha estat proposada l’existència d’una ruta d’export de proteïnes des del nucli cap al citoplasma que faria servir al nuclèol com nexe de connexió entre aquests dos compartiments, la qual s’inhibiria en presència de dany al DNA. També es creu que aquesta via de sortida del nucli a través del nuclèol, és la via majoritària d’export de ribosomes el quals es sintetitzen en el nuclèol i s’assemblen completament en el citoplasma (Yu et al., 2006). El terme “riding the ribosome” es va proposar per a proteïnes que podrien estar fent servir aquesta via transnucleolar d’export de ribosomes per a sortir elles mateixes del nucli cap al citoplasma, com podria ser el cas dels complexes p53-mdm2 (Sherr and Weber, 2000). D’una banda, un alt percentatge de cèl·lules control presenten localització de HAp21WT en el nucli i el citoplasma, mentre que aquest percentatge disminueix dràsticament en les cèl·lules tractades amb Adr, on predominen majoritàriament les cèl·lules amb localització de HA-p21WT únicament nuclear. D’altra banda, tal i com es mostren en els experiments de FLIP on es blanqueja una àrea del citoplasma, les cèl·lules que presenten localització de GFP-p21WT en el INoB, presenten una fracció immòbil de GFP-p21WT en el nucli molt superior a les cèl·lules que no presenten localització de p21Cip1 en el INoB. Sorprenentment, els mateixos resultats s’observaven
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en les cèl·lules amb presència de INoB, independentment de la presència o absència de dany al DNA. Aquests resultats reflexen que la disminució del transport de p21Cip1 entre el nucli i el citoplasma no es deu al dany al DNA ni al tractament amb Adr, sinó a la presència de INoB en el nuclèol. A més, els mateixos experiments realitzats amb GFP-p21NLS, un mutant de p21Cip1 amb poca afinitat per a localitzar-se en el nucli, posen de manifest que l’export de les proteïnes que no s’acumulen en el INoB no està inhibit pel tractament amb Adr. Una possible explicació de la gran disminució del trànsit de proteïnes del nucli cap al citoplasma en les cèl·lules que presenten INoB, és el fet que aquestes proteïnes facin servir la via de sortida a través del nuclèol, ja que les cèl·lules que presenten INoB han patit prèviament un canvi en la morfologia nucleolar. Observem com en resposta al tractament amb Adr els nuclèols s’arrodoneixen progressivament i perden el contacte amb l’embolcall nuclear, fins a tal punt que la superfície de contacte entre els nuclèols i les proteïnes dels porus nuclears és inexistent. Per tal de provar si la p21Cip1 podria estar fent servir la via d’export dels ribosomes com a via de sortida del nucli al citoplasma en condicions control vam analitzar si p21Cip1 també s’acumulava en el nuclèol en condicions on el transport de ribosomes estigués inhibit per mecanismes que no impliquessin dany al DNA. Amb aquest objectiu, vam fer servir dues estratègies d’aproximació diferents, d’una banda vam tractar les cèl·lules amb Actinomicina D, un inhibidor de la transcripció del rDNA; d’altra banda vam sobreexpressar un mutant negatiu de la NPM, NPMdL, que presenta una mutació en la seqüència NES d’export nuclear. Com ja hem comentat anteriorment la NPM es tracta d’una proteïna amb acció xaperona que permet i ajuda a la sortida de ribosomes del nucli de les cèl·lules de mamífer. En totes dues aproximacions, vam observar com la formació del INoB i la localització nucleolar de p21Cip1 augmentaven notablement fins a nivells similars als obtinguts amb el tractament causant de dany al DNA. De manera interessant, l’expressió del mutant NPMdL, incapaç de participar en l’export de ribosomes ja que no pot ciclar entre el nucli i el citoplasma com ho faria NPM no mutada, induïa no només la localització de p21Cip1 en el INoB, sinó que també incrementava l’acumulació nuclear de p21Cip1. En resum, totes aquestes dades donen un gran suport a l’existència, almenys per a p21Cip1, d’una via de transport nucleolar que permet la seva sortida des del nucli cap al citoplasma. La desorganització nucleolar induïda pel dany al DNA seria la responsable de bloquejar aquesta via de sortida provocant una acumulació de p21Cip1 en el nucli i en el nuclèol. Cal recordar que si bé l’increment d’expressió de p21Cip1 és
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depenent de l’activitat de les cinases ATR/ATM, nosaltres hem demostrat que la desorganització del nuclèol no és depenent d’aquestes cinases ni de la presència de p53. Podria ser que un cop en el nuclèol, p21Cip1 estigués sotmesa a diferents mecanismes de modificació post-traduccional que podrien modular la funcionalitat de la pròpia p21Cip1. Així doncs, com a conseqüència, els resultats presentats en aquesta tesi reforcen un paper important del nuclèol i dels seus components en la localització intracel·lular de p21Cip1, en la resposta al dany al DNA i en l’oncogènesi.

Citoplasma Nucli NPM NPM

Citoplasma Nucli

Dany al DNA

NPM Mdm2
NPM

p21Cip1
p53

p21Cip1

p21Cip1
Mdm2 Mdm2 p53 p53

p21Cip1

Figura 4: Model de la via d’export nuclear de p21Cip1. En cèl·lules control, els nivells de p21Cip1 són baixos. En aquestes cèl·lules, el nuclèol presenta una estructura relaxada i esta en contacte amb l’embolcall nuclear. El transport de ribosomes facilitat per la NPM tindria lloc correctament ja que la NPM cicla constantment entre el nucli i el citoplasma, i altres proteïnes nuclears com la p21Cip1 o el complex p53-mdm2 podrien fer servir aquesta via d’export per a sortir cap al citoplasma on serien degradades i d’aquesta manera es mantindrien baixos els seus nivells. En resposta al dany al DNA s’indueix una desorganització del nuclèol el qual s’allunya de l’embolcall nuclear. A més, la NPM es relocalitza en el nucleoplasma on segresta a mdm2 i d’aquesta manera s’aconsegueix augmentar els nivells de p53 en el nucli. En aquest moment, p53 activarà la transcripció de diferents gens, entre ells el gen de p21Cip1. Així doncs augmentaran els nivells de p21Cip1 en el nucli gràcies a l’activació de p53 i a la inhibició del transport de p21Cip1 cap al citoplasma. També hem observat com en presència de dany al DNA p21Cip1 es localitza en el nuclèol on pot estar patint alguna modificació post-traduccional.

7. En resum
En aquesta tesi s’han realitzat dos estudis diferenciats però amb un objectiu comú ja que tots dos es centren en l’anàlisi dels mecanismes reguladors de la localització cel·lular de p21Cip1. D’una banda, en el primer bloc de resultats observem la importància de la fosforilació per part de PKC en la regulació de la localització citoplasmàtica de p21Cip1. A més, els nostres resultats juntament amb altres treballs,
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demostren que la fosforilació de p21Cip1 afavoreix la localització de p21Cip1 en el citoplasma (veure figura 2 d’aquesta discussió). Degut a que aquesta fosforilació regulada per CaM té lloc a prop del senyal NLS, proposem que inhibeix l’entrada de p21Cip1 al nucli. En el segon bloc de resultats, observem com la sortida de p21Cip1 del nucli cap al citoplasma està regulada pel seu pas a través del nuclèol, ja que la desorganització d’aquest resulta en un increment de la localització de p21Cip1 en el nucli i també en el nuclèol (veure figura 4 d’aquesta discussió)l. A més, no descartem la possibilitat de que p21Cip1 pugui ser modificada en el nuclèol ja que en resposta al dany al DNA també s’hi localitzen altres proteïnes implicades en diferents vies de modificació post-traduccional. Així doncs, tant l’entrada com la sortida de la p21Cip1 del nucli és un mecanisme altament regulat que farà que la localització de p21Cip1 pugui variar en diferents situacions fisiològiques de la cèl·lula. Això és de gran importància ja que com hem descrit anteriorment, p21Cip1 és una proteïna amb funcions oposades depenent de la seva localització intracel·lular: oncogènica al citoplasma i supressora de tumors al nucli. Per tant, el coneixement dels mecanismes implicats en el control de la localització de p21Cip1 és de gran importància per al correcte funcionament cel·lular.

230

�CONCLUSIONS

��CONCLUSIONS

1. PKC fosforila a p21Cip1 en el residu Ser153 2. La fosforilació del residu Ser153 afavoreix la localització citoplasmàtica de p21Cip1 3. La CaM impedeix la fosforilació per PKC de la Ser153 de p21Cip1 i d’aquesta manera afavoreix la localització nuclear de p21Cip1 4. p21Cip1 fosforilada en la Ser153 manté les mateixes funcions analitzades que p21Cip1: unió a PCNA, inhibició de la síntesi de DNA, inhibició de la formació de les fibres d’estrès i inhibició de l’apoptosi 5. L’extrem carboxi terminal de p21Cip1, tan sols inhibeix eficientment l’apoptosi quan es troba localitzat en el citoplasma 6. El dany al DNA (Adr i UV) provoca un augment dels nivells de p21Cip1 en el nucli i una localització de p21Cip1 en el nuclèol 7. La localització de p21Cip1 en el nuclèol té lloc en una estructura formada dins de l’espai intersticial del nuclèol que anomenem cos o inclusió intranucleolar (INoB) 8. El INoB és una estructura altament dinàmica que no té connexió física amb el nucleoplasma, tot i que si existeix una connexió entre les molècules de p21Cip1 del nuclèol i del nucleoplasma com es reflexa en els experiments de FRAP i FLIP 9. La desestructuració del nuclèol, en resposta al dany al DNA, és prèvia i independent de la localització de p21Cip1 en aquest 10. El INoB no conté components estructurals del nuclèol (UBF i Fibril·larina) ni tampoc RNA i DNA 11. Proteïnes clau en la resposta al dany al DNA i en la regulació del cicle cel·lular també és localitzen en el INoB 12. SUMO-1 colocalitza amb p21Cip1 en el INoB en resposta al dany al DNA 13. La desestructuració del nuclèol, la inhibició de la seva activitat transcripcional i la inhibició de la sortida de ribosomes afavoreix l’acumulació de p21Cip1 en el nucli. Per tant, existeix una via de sortida del nucli al citoplasma per a la p21Cip1 que passa a través del nuclèol 14. El dany al DNA provoca una acumulació de p21Cip1 en el INoB degut a la inhibició de la via d’export d’aquesta proteïna
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