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1. La calmodulina

1.1. Característiques i estructura

La calmodulina (CaM) és una proterna ácida, té un punt isoeléctric de 5 i un pes

molecular de 16 kDa. S'ha conservat molt al lIarg de I'evolució deis eucariotes,

sobretot a vertebrats, on és codificada per tres gens diferents: CaMI, CaMl1 i CaM

111 (125) (124) (126) (165). Funciona com la principal proterna acceptadora de

Ca2+ a les cél·lules eucariotes, tret de les musculars lIises.

(a)

�oo.e:l�1...'w
(b)

Figura 1. Estructura de I'esquelet oc-carboni de la CaM sense Ca2+ (apoCaM) (a) (88) i unida a

quatre ions Ca2+ (en groc) (b) (184).

La forma cristal·litzada de la CaM quan és unida al Ca2+ es caracteritza per tenir

dos lóbuls en configuració trans: un situat a I'extrem N-terminal i I'altra a I'extrem

C-terminal, ambdós estan separats per una hélix-« (de color lila a la figura 1) que
confereix a la molécula molta flexibilitat. Cada lóbul conté dos motius helíx-Ioop

helíx, també anomenats EF-hands. Per aquesta raó s'engloba la CaM dintre de la

família de proternes EF-hand (114) (117), pero hem de tenir en compte que no

totes les proternes acceptadores de calci interaccionen amb aquest ió pel mate ix

domini (194).
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El Ca2+ té més afinitat pels motius EF-hand situats al 16bul carboxi-terminal (111 i

IV) amb una Kd de 10 -7 M i menys afinitat pels lIocs (1, 11) situats a I'extrem amino

terminal, amb una Kd de 10-6 M.

A I'interior de les cél·lules la concentració de Ca2+ és de I'ordre de 10-7. És per

aixo que s'ocuparan primer els lIocs d'alta afinitat i els lIocs d'unió per al Ca2+

situats a I'extrem ami no, de baixa afinitat, són els sensors de Ca2+. La unió del

Ca2+ a la CaM indueix un canvi conformacional lIavors queden exposades dues

zones hidrof6biques a la meitat de la protetna, les quals interaccionaran amb les

CaM8P (CaM binding proteins o protetnes acceptadores de CaM, que es

tractaran en detall en I'apartat 1.3 . A la figura 2 es pot comparar la configuració
de la CaM unida a Ca2+, en groc, (a) o quan s'hi ha unit una CaM8P.

a)

COOH

NH2

b) e)

Figura 2. Diferents conformacions adoptades per la CaM (8) unida a Ca2+, (b) i (e) associada a un

péptid que mimetitza el domini d'unió de la MLCK a la CaM (en verd es representa un fragment de

la MLCK).
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1.2 Regulació deis nivells del calci intraceHular. El calci com a

missatger i la calmodulina com a molécula efectora

Un deis requisits perqué un element funcioni com un bon transductor del senyal
és que sigui capac d'unir-se amb gran afinitat i especificitat a les seves rnolécules

acceptadores. El Ca2+ compleix aquests requeriments. Altres ions són presents a

fluids biolóqics (com ara el Cl i el K+) pero tenen el radi massa gran i és

impossible trobar-Ios units de manera estable a prote'ines. Els ions poliatómics
com ara el fosfat i el bicarbonat són molt més grossos i tampoc poden formar

complexos estables amb les protetnes. El radi iónic del Na+ és similar al del Ca2+,
pero com que té només una cárreqa, la unió a les prote'ines és més débil. El Mg2+
i el Ca2+ són capaces d'interaccionar amb 4-12 átorns d'oxigen, pero normalment

ho fan amb 6 o 8 (107). El Ca2+ s'uneix a les prote'ines acceptadores amb més

afinitat i especificitat que el Mg2+ perqué és capac d'unir 6 átoms d'oxigen

provinents de residus de glutamat i aspartat (45), a diferencia del Mg2+, que no pot

fer-ho, i substitueix aquests aminoácids per aigua o oxígens, cosa que fa la unió

més débil i inespecífica (6). Tot aixó fa del Ca2+ un deis elements clau en el

sistema de transducció de senyal.
La concentració intraceHular de Ca2+ lliure és molt baixa (10-8-10-7) enfront la que

hi ha al medi extracellular (10-3 M). Una de les raons per les quals la cel-lula ha

de mantenir baixa la concentració de Ca2+ al citoplasma és evitar que precipiti en

forma de fosfat, principal font d'energia de la cél-lula que deixaria d'estar

disponible. També convé que les concentracions de Ca2+ al citosol siguin baixes

per regular els mecanismes que actuen a través de la ruta de la senyalització del

Ca2+.

Les céllules segueixen dues esíratéqies per mantenir els nivells baixos de Ca2+ al

citosol: d'una banda, l'existéncia de prote'ines que uneixen i I'ajuden a tamponar i,

de I'altra, la presencia de bombes de Ca2+ dependents d'ATP (presents tant a la

membrana plasmática com a la del reticle), que dirigeixen I'excés de Ca2+ cap als

orqánuls especialitzats (reticle endoplasmátic i, en condicions extremes, cap als

mitocondris) o cap al medi extraceHular. Hi ha diferencies entre la velocitat de

regulació del nivell del Ca2+ nuclear i el cltoplasrnátic, i la davallada del Ca2+ lliure
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del citoplasma és més rápida que la del nucli. Aquest fet suggereix que el

reservori de Ca2+ nuclear podria allargar el senyal de Ca2+ inicial de manera

independent a la del citosol (70) (73).
Les céllules poden integrar els senyals externs, prinicipalment, a partir de dos

tipus diferents de receptors: els units a proternes G, que rebran senyals
inflamatoris i neurotransmissors, i altres de tipus tirosina kinasa que tradueixen la

resposta de factors de creixement (14). Ambdós convergiran en la formació de

segons missatgers: I'inositol (1,4,5)-trifosfat (IP3) o el diacilglicerol (DAG) derivats

de la hidrólisi d'un lípid precursor (fosfatidilinositol 4,5-bifosfat, PIP2) per acció de

la fosfolipasa C-p (PLCP) o la PLCy, segons el tipus de receptor que s'hagi
estimulat. Tant a la membrana del reticle com a la de I'embolcall nuclear hi ha

receptors d'IP3 que en activar-se podran alliberar el Ca2+ deis magatzems

intraceHulars, sigui cap al citosol o cap al nucleoplasma, segons les necessitats

ceHulars.

La idea clássica que no hi havia barreres per a la lliure difusió del Ca2+ entre el

nucli i el citoplasma, i que aquests nivells es podien arribar a equilibrar, es

contraposa amb estudis recents que descriuen una regulació específica deis

nivells del Ca2+ al nucli. Aquests canvis en la concentració de Ca2+ tant al nucli

com al citoplasma suggereixen que I'entrada d'aquest ió al nucli es pot produir a

partir del Ca2+ citosólic a través del porus nuclear o de I'emmagatzemat a I'espai

perinuclear.
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Ca"

neurotransmissors

hormones

=

;
Bomba de Ca'·

B Canal de Ca'· = Receptors d'IP, dep. d'ATP

Figura 3. Diferents vies d'integració de senyals que provoquen la mobilització del Ca2+.

Les darreres tendéncies donen suport a la idea que el cicle de I'inositol al

citoplasma és regulat de manera independent al del nucli. La formació d'IP3

nuclear és regulada positivament per estímuls extracel·lulars com ara el de

l'lnsulin growth factor like-1 (IGF�1) (39) (104). Les accions del Ca2+ es duen a

terme mitjancant proteínes que tenen la capacitat d'unir-Io especifícament i de

manera estable. La CaM és una bona candidata per ser efectora del Ca2+, perqué
es troba tant al citoplasma com al nucleoplasma i esta associada tant a la

cromatina com als nucleols o a la rnatriu nuclear. A més, pot integrar el senyal del

Ca2+ i regular diferents funcions cel·lulars.

1.3 Prote"ines acceptadores de calmodulina

La interacció del Ca2+ amb la CaM indueix un canvi conformacional en aquesta i

deixa exposades les zones hidrofóbiques de la CaM. Les proternes acceptadores
de CaM (CaM binding proteins, CaMBP) s'uniran a aquests dominis hidrofóbics, i

duran a terme les funcions de la CaM.
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La unió de la CaM amb les CaMBP no sempre és igual, pero es veu facilitada per

la gran flexibilitat de I'hélix central de la CaM(138). Les bases moleculars de la

interacció de la CaM amb les prote"ines acceptadores no es coneixen en detall,

pero se sap que hi ha diferents seqüéncies comunes en el domini d'interacció de

les CaMBP amb la CaM (vegeu la figura 5). La característica principal de la

interacció entre la CaM i les CaMBP és la polaritat conferida per la distribució deis

residus. D'una banda, hi ha els aminoácids apolars o hidrofóbics que

interaccionaran amb les zones hidrofóbiques de la CaM i, de I'altra banda, hi ha

moltes arginines i residus básics els quals establiran ponts iónics amb els

abundants glutamats de la CaM. La presencia d'ambdós tipus d'arninoácids

determina una una hélix-« amfifílica. Tanmateix, la presencia d'un residu arornátic

(generalment un triptófan) (76) a la part N-terminal del domini, no és condició sine

qua non per interactuar amb la CaM (187). A la figura 4, es representa la projecció
del domini d'unió a CaM de la MLCK. Es pot veure clarament la segregació de

cárreques .

Figura 4. Hellx-« amfifílica de la MLCK. En vermell, els amínoáctds hidrof6bics o apolars; en blau,

els básics i, en negre, els polars.
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COOH

Figura 5. Zones d'interacció entre la GaM i la GaMKl1. Els residus básics de I'extrem amino

terminal del domini d'unió a la GaM, interaccionen amb forces ióniques amb els residus de

glutamat de la GaM. Mentre que I'extrem carboxi-terminal (sense residus básics) del domini d'unió

a la GaM de la GaMKII interacciona amb el lóbul amino-terminal de la GaM a través d'unions

hidrofóbiques.

Són múltiples les CaMBP que ha estat descrites fins ara. Han estat detectades

per assajos amb CaM marcada amb 125_1 (overlay) o per columnes d'afinitat.

El mecanisme de la interacció entre la CaM i les CaMBP per mitja de les quals

actua, ha estat estudiat principalment en protetnes com ara la CaM-dependent

protein kinase 11 (CAMKII) i la myosin light chain kinase (MLCK). Tots aquests
enzims presenten un domini autoinhibitori que interacciona amb el lIocs actius

deis enzims. Aquest domini autoinhibitori coincideix, en part, amb el domini d'unió

d'aquestes protetnes a la CaM. El mecanisme d'activació mitiancat per la CaM

consisteix a provocar un canvi conformacional que allibera la regió autoinhibitória

del lIoc actiu de I'enzim.

Entre les CaMBP més conegudes podem esmetar les que regulen els nivells de

nucleótids cíclics per activació de la producció del GMP clclic (GMPc) i de I'AMP

cíclic (AMPc), via la guanilat ciclasa (en el cas del GMPc) o I'adenilat ciclasa (en
el cas de I'AMPc) dependents de la CaM. Tanmateix, la CaM pot contribuir a la

davallada d'aquests nucleótids cíclics activant la fosfodiesterasa dependent de

CaM. La CaM també regula la ruta de l'óxid nítric, ja que activa la NO sintasa. La

CaM té un paper molt important en el tránsit de vesícules com ara la fusió

d'endosomes (24).
La fosforilació de proternes cel·lulars pot estar regulada per la CaM rnitiancant
I'activació de diferents kinases: la MLCK (kinasa de les cadenes lIeugeres de la

miosina), les CaM-dependent protein kinase (CaMK 1, 11, 111, IV i V). La CaMK 11 i la
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IV fosforilen factors de transcripció (CREB). Només s'ha descrit una CaMBP que

sigui fosfatasa, és el cas de la calcineurina que esta implicada en la regulació de

I'activitat de factors de transcripció, model que s'explicará més endavant (apartat
3.2.5, figura 13).

Algunes CaMBP també poden tenir un paper estabilitzador d'altres prote"ines, és

el cas de la família de les heat shock proteins (112) (193) .

La CaM també té una funció estructural ja que regula diferents aspectes del

citosquelet. S'ha vist que sobreexpressant-Ia s'obté una morfologia alterada de la

cél-Iula com també una organització anormal deis microfilaments. Intervé en la

unió deis microtúbuls a la prote"ina associada als mateixos MAP2 i tau.

La CaM pot regular el sistema contráctil actina-miosina per rnitiá de I'associació a

tres CaMBP: oc-espectrina, MLCK, i caldesmon (8). La MLCK i la caldesmon són

les que conjuntament amb I'actina i la miosina formen part del sistema contráctil

dependent de Ca2+/CaM en céllules no musculars.

El fet d'haver trobat CaM associada a la matriu nuclear fa pensar que podria estar

implicada en I'organització de la cromatina, en la duplicació i reparació del DNA, i

en I'apoptosi, com també en la regulació de I'expressió de determinats gens. Un

gran nombre de CaMBP nuclears han estat descrites, les que destaquen més són

les compostes per factors de transcripció que pertanyen al grup basic-helix-Ioop
helix (bHLH, com per exemple, I'SRF-1 huma i els E2A i Max murins), que

s'uneixen a les E-boxes reguladores de diferents gens (29). Aquesta unió sera

inhibida per la interacció de la CaM amb els factors de transcripció bHLH. Altres

CaMBP estan associades a les ribonucleoprote"ines (hnRNP: com ara l'A2 i la C)

implicades en el processament de I'RNA. L'autoantigen La/SSB (21) és una

CaMBP que forma part del complex de I'espliceosoma.
Per tal d'ampliar I'estudi de les funcions de la CaM, com també d'identificar noves

prote"ines que hi interaccionin s'han dissenyat compostos que mimetitzin la unió

de les CaMBP a la CaM. En I'apartat següent es tracta la manera d'aconseguir la

inactivació de la CaM.
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1.3.1 Els antagonistes de la CaM

El coneixement deis dominis per on les CaMBP interaccionen amb la CaM fa que

es puguin reproduir totalment o parcialment sintetitzant péptids que mimetitzin

aquests dominis i que s'uneixin de manera específica a la CaM. Igualment, s'han

sintetitzat drogues dirigides a ocupar els dominis hidrofóbics de la CaM, que

interactuarien amb les proternes acceptadores (CaMBP), aconseguint així

inactivar la CaM.

Podem diferenciar diferents antagonistes de la CaM:

-Família de les sulfonamides:

W13 (N-(4-aminobufyl)-5-chloro-2-naphfalenesulfonamide) (72)
W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-naphfhalenesulfonamide) (71)
J8 (N-(8-Aminoocfyl)-5-iodo-1-naphfalenesulfonamide) (30)

D'aquesta família els més emprats són el W13 i el W7. Els seus controls

respectius, molécules de poca afinitat amb la CaM, són el W12 (71) i el W5,

respectivament.

W12 W13

Figura 6. Formula del W12 (molécula de control) i del W13 (antagonista de la CaM)

-Família deis imidazols: Calmidazolium (CMZ) (48)
-Família de les trifluoroperacines (TFP) (30)
-Família de les arilalquilamines: KHL-8430 (131)

-Péptids que mimetitzen els dominis de les CaMBP que interaccionen amb la

CaM, i que estableixen una competencia: per exemple, el corresponent al

fragment 290-309 de la CaMKII.

Recentment s'ha determinat per espectroscopia multidimensional (NMR)
I'estructura que adopta la CaM quan s'uneix a la molécula de W-7. L'anell
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cloronaftalé del W-7 interacciona amb quatre metilmetionines i amb residus

aromátics en una zona hidrofóbica que seria la responsable d'interaccionar amb

les CaMBP, i s'estableix una competencia entre la droga i les prote"ines efectores

per rnitiá de les quals actuaria la CaM (132).

2. Cicle cel·lular

2.1 Definició. Factors promotors mecanismes de vigilancia o

checkpoints
La vida i la mort són dos temes que sempre han preocupat la humanitat. Van ser

els grecs els que van buscar unitats básiques i forces vitals per explicar la natura

de la vida.

Una idea cíássica de cicle cellular engloba el conjunt d'esdeveniments que han

de succceir a una cél·lula perqué es coordinin els processos que es produeixen
tant al citoplasma com al nucli fins a arribar a donar les cél·lules filies. A la década

deis vuitanta es va definir com a cicle cel·lular el seguit d'esdeveniments regulars

que succeeixen a les cél·lules mentre es van dividint o creixent. Els processos de

creixement i de divisió no han d'anar necessáriarnent lIigats. Per exemple, en els

primers estadis de I'embriogénesi, durant la segmentació, les cél·lules es

divideixen sense créixer. No va ser fins a la década deis noranta que no es van

cornencar a perfilar les diferéncies que hi havia entre les cél·lules que es dividien i

les que no. A la figura 7 es mostren les principals etapes del cicle cel·lular, en qué
es diferencia una fase S que correspon a la replicació del DNA i una etapa de

segregació deis cromosomes o mitosi (M); els espais temporals o gaps que

separen la mitosi (M) de la fase S es defineixen com G1 i G2. El conjunt de les

fases G1, S i G2 s'anomena interfase. S'hi pot afegir el punt de restricció ®, del

qual es parlara en I'apartat de senyals externs, que té lIoc cap a la fi de la fase G1,

i que subdivideix aquesta fase G1 en primerenca/mitjana i G1 tardana (136) (200).
La durada del cicle cel·lular varia segons el tipus cel·lular. Els embrions de mosca

tenen un cicle cel·lular curt (8 h), mentre que la majoria de cél·lules somátiques
deis mamífers completen el cicle en 24 h.



Introducció 35

s

M "'------

Figura 7. Cicle cel-Iular en mamífers.

En les décades deis seixanta i deis setanta es va cornencar a introduir el concepte
de quiescéncia (Go), estat durant el qual la celIula és fora del cicle cellular i no

augmenta la seva massa. A la fase Go les cellules romanen estables i

metabólicament actives, i lIur entrada al cicle depén de I'existéncia d'uns factors

externs. In vivo, la quiescéncia és I'estat natural de les cellules diferenciades que

formen part d'un teixit d'un organisme adult. Els hepatócits d'un organisme adult

només es dividiran com a resposta a estímuls externs, com poden ser els

provocats per una pérdua de massa o un dany al teixit (75). El sistema de control

del cicle ceHular s'ha conservat molt al lIarg de I'evolució, és per aixó que podem
fer estudis en nombrosos models.

L'estudi del cicle celIular en diferents eucariotes, des deis més senzills

unicelIulars (Saccharomyces, Aspergillus), invertebrats marins (estrelles de mar) i

mosques, fins als vertebrats (Xenopus), ratolins i humans, ha contribuit a

incrementar el grau de coneixement sobre la regulació deis processos que s'hi
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donen, i s'han observat elements comuns. Aquests elements comuns, descrits

com els motors del cicle cel·lular eucariota són les cdk (kinases dependents de

ciclines). A més a més, hi ha un mecanisme d'alerta (o checkpoint) que vetlla

perqué el metabolisme cel·lular sigui el correcte, perqué el genoma estigui intacte

i perqué els passos previs al punt on és s'hagin dut a terme adequadament. En

cas de detecció d'alguna anomalia, el cicle s'aturaria per intentar reparar el dany i,

en cas que no fos possible la reparació, es donaria una mort per apoptosi.

2.2 La maquinaria del cicle ceHular: kinases depenents de

ciclines (cdk)
Les cdk són la subunitat catalítica d'un heterodímer. L'activació depén de

I'associació de la cdk amb la seva subunitat reguladora, la ciclina. La primera
ciclina descrita va ser la ciclina B (cicB) deis ous d'ericons de mar. Aquesta

protema s'acumula durant la interfase i es degrada específicament al final de la

mitosi. Les ciclines tenen una mida i una estructura heterogénia i s'expressen

seqüencialment durant les diferents etapes del cicle ceHular. L'estructura de les

ciclines es caracteritza per tenir dos dominis clarament marcats, cadascun esta

format per cinc hélix-oc connectades entre elles per péptids curts. El primer domini

és el que interaccionara directament amb la cdk. Les cdk presenten un domini

situat a la meitat de I'extrem N-terminal anomenat PSTAIRE (41) (42), molt

conservat entre la cdc2, cdk2 i cdk3 d'unió a la ciclina.

En eucariotes superiors, cada etapa del cicle cel·lular es caracteritza per

I'activació transitoria d'unes cdk específiques associades a la seva subunitat

reguladora o ciclina. Les combinacions i associacions de les kinases amb les

ciclines són múltiples: als humans, la cdk2 es pot associar al menys amb tres

ciclines, A, O, i E. La cicA pot associar-se amb la cdk1 o la cdk2. La cicD pot
associar-se al menys amb quatre cdk diferents: cdk2, cdk4, cdk5 i cdk6.



Introducció 37

Complex Moment Possible funció

Cdk4/cicD G1 Progressió a través de la fase primerenca o

mitiana del G1
Cdk6/cicD G1 Progressió a través de la fase G1

Cdk2/cicE G1/S Final G1, progressió i inici de la síntesi del DNA.

Cdk2/cicA S
Inici i finalització de la síntesi del DNA

Cdc2lcicB G2/M Iniciació i manteniment de la fase M

Taula 1. Els diferents complexos cdklcic que actuen en moments concrets del cicle ceHular.

2.2.1 Nivells de regulació de les cdk

La regulació de I'activació de les cdk és molt complex. Es poden definir diferents

nivells en la regulació de I'activitat de les cdk

a) Un primer nivel! de regulació seria la formació o no del complex (cdk-cic).

Aquest punt es veurá afectat tant per la síntesi com per la degradació de la

subunitat reguladora (ciclina). La síntesi de la cicD és dependent de factors de

creixement (167), mentre que la degradació es fa per reconeixement de la

seqüencia PESTo Així doncs, la cicD és una protetna molt lábll (105), la seva

degradació esta regulada per fosforilació i és dependent d'ubiqüitina (37). La cicA

i la cicB contenen la destruction box propera a I'extrem N-terminal, que sera ellloc

d'ubiqüitinització al final de la mitosi (44) (198) (195) (87). En el cas de la

cdk4/cicD s'ha descrit la implicació d'un possible factor que facilitaria I'acobalment

del complex (106) (90) (27).

b) La presencia de proternes inhibidores es poden englobar en dues famílies:

b.1) INK4s: p151NK4B, p161NK4A, p181NK4C,p191NK4D que reconeixen la cdk4 i la

cdk6 lliures (166)

b.2) CIP/KIP: p21c1P1, p27K1P1, p57K1P2, que s'uneixen als complexos cdk2-cicE,

cdk2-cicA i cdk4/6-cicD i els inhibeixen, efecte rnitjancat per un domini hornóleq
a totes les CKI d'aquesta família, situat a I'extrem amino.

Inicialment, la funció principal atributda a la p21c1P1 va ser la d'inhibidora del cicle

cel·lular, acció que duria a terme per mitja de dos mecanismes diferents: de

manera indirecta actuant sobre les cdk própies de la fase G1/S (26) o directament
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per unió al PCNA (cofactor de la polimerasa 8) fet que impediria la replicació del

DNA (101) (189) (94).
Estudis posteriors (90) (106) van ampliar el ventall de les funcions de les

prote"ines de la família CIP/KIP. Tindrien la capacitat de promoure la formació deis

complexos cdk4/cicD tant in vivo com in vitro en funció de la concentració de la

p21
CIP1

present. A baixes concentracions de p21
CIP1 actuarien com a molécula

adaptadora del complex actiu cdk4/cicD. Mentre que a altes concentracions

inhibirien I'activitat. Com que els lIocs d'unió de la p21c1P1 als complexos cdk4/cicD

són a I'extrem N-terminal i el senyal NLS al C- terminal, s'ha vist en estudis de

cotransfecció que la p21c1P1 podria facilitar el transport de la cdk4/cicD cap al nucli

(90). La perpectiva més recent la dóna el treball (27) on es presenta la p21c1P1 i la

p27K1P1com a elements clau en la formació del complex cdk4/cicD, a la vegada

que confereixen estabilitat deis complexos al nucli, fet que deixa el tema obert a

nous estudis.

Un deis mecanismes de resposta al dany del DNA durant la fase G1 és I'activació

del factor de transcripció p53, que regula el gen que codifica la p21
CIP1

(188). Els

ratolins knockout per la p21c1P1 es desenvolupen normalment, pero no responen al

dany al DNA durant la fase G1 (34). A més arnés, s'ha vist que I'expressió de

p21c1P1 també es pot regular independentment de la de p53 (199).
La p27K1P1 pot actuar com a tamponadora evitant I'activació prematura de les

cdk/cic corresponents a la fase G1 fins que els nivells deis complexos siguin molt

més elevats que els de p27K1P1 o fins que els nivells de p27K1P1 disminueixin. En

mamífers, la p27K1P1 i la p21c1P1 tenen un 42% d'homologia a I'extrem amino.

Aquesta gran similitud fa pensar que tinguin una actuació semblant sobre les cdk,

tot i que s'han trobat diferencies.

La p27K1P1 in vitro interacciona amb diferents cdk/cic (cdk1, cdk4, cdk2 i cdk6) i les

inactiva. La p27K1P1 és un inhibidor més fort per a la cdk2/cicE que per a la

cdk2/cicA. Té més afinitat per la cdk4 que per la cdk2 (145) a diferencia de la

p21C1P\ que té més afinitat per la cdk2, pero sembla que no és un bon inhibidor

del complex cdk4/cicD (144)
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La forma cristalloqráflca del complex ternari cdk2/cicAlp27K1P1 suggereix que una

sola molécula de la p27 podria inhibir el complex cdklcic a diferencia del que

succeiria amb la p21c1P1, cas en el que farien falta més molecules per inactivar el

complex (68) .

En un gran ventall de tipus cel·lulars (He/a, fibroblasts HS68, HL60), el poder
inhibitori de la p27K1P1 fluctua, i és al rnáxim durant la fase G1 moment en el qual
els nivells totals de p27K1P1 són máxirns. La quantitat de p27K1P1 va baixant quant
s'entra a la fase S. En altres tipus cel·lulars (entre els quals hi ha les Swiss 3T3),
els nivells de p27K1P1 varien molt poc durant el cicle cel-lular. A diferencia de la

p21c1P, la p27K1P\ generalment, no es controla a la transcripció, sinó que el control

es produeix a nivell traduccional i de degradació (via ubiqüitina/proteasoma).
Un altre membre de la família CIP/KIP és la p57K1P2. S'ha demostrat que és capac

d'unir-se a la cdk2, cdk3, cdk4 (93) de manera dependent de ciclina i inhibir les

activitats. La funció biológica de la p57K1P2 és encara desconeguda. S'ha vist que

sobreproduint-Ia en cellules com ara les SAOS-2 i R-1B/L 17 el cicle cel-lular

s'atura a I'entrada de la fase G1.

Tots els membres de la família INK4 provoquen aturada del cicle, pero ho fan en

condicions fisiológiques diferents, en resposta a estímuls variats. Com a membre

principal de la família INK4 es pot destacar la p16(1NK4a) (166) (149). La p16(INK4a)
es pot unir in vitro a la cdk4 i a la cdk6, peró no a la cdk2, ni a la cdc2, cdk5 o al

PCNA, i arriba a desplacar la cicD (166). Com que I'únic substrat conegut de la

cdk4 i de la cdk6 és la pRb (protetna del retinoblastoma), s'entén que la p16(INK4a)
és com un element clau per mantenir la pRb hipofosforilada i, per tant, funcional

(veure apartat 2.3.1). S'han descrit mutacions puntuals de p16(1NK4a) a diferents

tipus de tumors. Un altre membre de la família INK4 és la p151NK4B, que igual que
la p16(INK4a) té quatre motius anquirina i només és capac d'unir-se a la cdk4 i cdk6.

La seqüéncia de la p15 i la p16 té un 44% d'homologia en els 50 primers
aminoácids i un 97% en els 81 arninoácids següents.

L'expressió de la p151NK4B es veu incrementada 30 vegades pel TGF-� a

queratinócits humans. Aquesta propietat també la té la p27K1P1.
e) Fosforilació-defosforilació:
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-Fosforilacions activadores. El residu susceptible de ser fosforilat és la Thr 161,

descrita a la cdc2 humana. Quan aquest residu es fosforila, la unió a la cicB

s'estabilitza. A la cdk2, el residu és la Thr 160 i, a la cdk4, la Thr 172. La

defosforilació d'aquest residu, in vitro, pot inactivar les cdk. La kinasa responsable

d'aquestes fosforilacions en mamífers és la CAK (cdk activating kinase) (174)

(173), la qual esta composta per la cdk7 i la subunitat reguladora cicH (51). Els

nivells de la cdk7 són constants durant el cicle cel-lular, La defosforilació de la

Thr160-161 pot ser catalitzada in vitro per la fosfatasa 2A (PP2A) o per la

fosfatasa associada a la cdk (KAP) (146).
-Fosforilacions inhibidores. Les fosforilacions de la Thr 14 i la Tyr 15 (de la cdc2 i

cdk2 humanes) tenen una funció inhibidora. La Thr 14 és un lIoc exclusiu i típic
deis eucariotes superiors, mentre que la Tyr 15 es troba també fosforilada en

lIevats. Les kinases responsables de fosforilar aquests residus són la Wee1 i la

Mik1.

La fosfatasa cdc25 actua defosforilant la Thr14 i la Tyr15 i aconsegueix activar les

cdk (només es tenen evidencies ciares per a la cdk2 i la cdc2). En humans, la

cdc25 és codificada per una família de multigens, la cdc25A, la cdc25B i la

cdc25C. Actuen en diferents moments del cicle cellular: la cdc25A té un paper

molt important en la transició G1/S, podria ser la responsable de I'activació de la

cdk4; la cdc25B apareix durant la fase G1 tardana i té el pic rnáxím durant la fase

S; mentre que la cdc25C esta involucrada en la defosforilació i activació de les

kinases mitótiques (cdc2/cicB). Recentment s'ha descrit en humans una kinasa, la

Chk1, que fosforila la Ser216 de la cdc25C i la inactiva com a resposta de dany al

DNA (161).

Aquestes fosfatases semblen ser un punt clau en el funcionament deis

mecanismes d'alerta del cicle cel-lular.
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Figura 8. Diferents nivells de regulació de I'activitat kinasa.

d) Altres nivells: localització intracel·lular i associació a proternes desconegudes.
Atesa la complexitat de la regulació de I'activitat kinasa, segurament queden altres

nivells de regulació no ben definits. Alguns autors suggereixen que la localització

cel·lular de les cdk i ciclines podria estar regulada per fosforilacions i per

I'associació a p21 CIP1, p27K1P1 (27) i a la p57K1P2 (90). En veure que els complexos
cdk/cic tenien un pes molecular molt elevat, es va afegir la possibilitat que altres

proternes poguessin formar part del complexregulant-ne I'activitat (102).
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2.3 Regulació del cicle ceHular

El concepte de punt de restricció va ser definit per Arthur Pardee (11), que va

determinar el període abans del punt de restricció com el temps durant el qual el

creixement d'una cel-lula depén de la presencia de factors rnitoqenics en el medi

de cultiu. Va demostrar que aquesta dependencia només té lIoc en les primeres
hores de la fase G1 i abans del punt de restricció ®. Passat el punt ®, la céllula és

capac de continuar tot el cicle en abséncia de sérum. Aquesta independencia

respecte deis senyals externs no vol dir que el cicle continu"i d'una manera

automática, ja que hi ha mecanismes d'alerta (checkpoints) (12) que vetllen per

controlar la integritat del material genetic de la cél-lula. Els senyals mitoqénics
solubles promouen la progressió a través de la fase G1 activant el complex cicO

cdk4/6 i cicE-cdk2, sigui per increment de la cicO o per la inhibició de I'expressió
de les protelnes inhibidores de les kinases (CKI). El paper de la p21 CIP1

alllarg del

cicle cet-lular pot semblar contradictori, ja que els nivells d'aquesta proterna varien

molt; és inexistent en cel-lules quiescents i augmenta durant el cicle. És per aixó

que la funció inhibidora és cada vegada més discutida.

L'adhesió de les cel-lules a un substrat és un requisit en la majoria de les cél-lules

(excepte en algunes línies hematopoétiques) perqué es produeixi la progressió de

la fase G1 a la S. En concret, I'adhesió cel·lular és requerida per a la inducció de la

cic01 i per a I'activació de manera indirecta del complex cicE-cdk2, durant la part
inicial i mitjana de la fase G1 (43), mitjancant la regulació negativa deis inhibidors

p21c1P1 i p27K1P1 (201). Per exemple, les cél-lules de teixits sólids que es fan

créixer en abséncia de substrat es caracteritzen per tenir concentracions altes de

p27K1P1 , baixos nivell de cicO, així com una disminució en la fosforilació

activadora de la T160 de la cdk2 (43), i per la presencia de complexos cdk2/cicE

inactius (154).
Unes de les rnolécules importants en la recepció de senyals emesos per factors

insolubles ubicats a la matriu extracel·lular (74) (86) són les integrines que

interaccionen amb la col-láqena, la fibronectina i la vitronectina. Per aixó és

important la integritat del citosquelet en la progressió del cicle cel·lular (15).
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El contacte céllula-cél-lula també regula la progressió a través de la fase G1. Es

va veure que si hi havia inhibició per contacte o per haver tractat les cél-lules amb

TGF-p, el cultiu no progressava a través de la fase G1. Aixó es pot deure a un

increment de la p151NK4B que s'uneix a la cdk4 i a una major associació de la

p27K1P1 amb la cdk2/cicE (145) (144), fet que produeix una inhibició de les dues

kinases del G1.

2.3.1 Punt de restricció ® i prote"ina del retinoblastoma (pRb)
A nivel! molecular es creu que el punt de restricció correspon al moment de la

fosforilació de la protetna del retinoblastoma (pRb). La forma hipofosforilada de

pRb fa que hi hagi una inhibició del creixement, ja que segresta els factors de

transcripció de gens de la fase S i n'evita així I'expressió i, per tant, la progressió a

través de la fase S. La pRb inicialment es fosforila per I'acció deis complexos de la

cdk4-6 amb la cic01, 02 o 03. Recentment, s'ha suggerit que

aquests complexos només iniciarien la fosforilació. La cdk2/cicE seria el complex

que s'activaria durant el pas a través del punt de restricció i més endavant. La

durada de I'interval de temps que hi ha fins que s'arriba al punt de restricció

dependrá de la capacitat de la cél-lula per activar la cdk4/cicO i la cdk2/cicE. Aixó

depen d'estímuls externs, els quals són capaces d'estimular per vies diferents

aquestes kinases.

2.4 Cicle ceHular i calmodulina

Les primeres evidencies que la CaM regulava I'inici de la duplicació del ONA es

van obtenir a partir d'assajos fets amb inhibidors com ara el W-7, el W-13, el

calmidazolium i la triofluoperazina, que fan que el cicle de cellules proliferants
s'aturi a I'entrada de la fase S (99), i a I'entrada i la sortida de la mitosi. També

s'ha comprovat per transfecció céllules amb vectors que codifiquen per l'mRNA

antisentit de la CaM, que la CaM és essencial per a la progressió amb normalitat a

través de la transició G1/S, G2/M (152) i per la sortida de la mitosi.

S'ha proposat que la CaM afecta I'activitat polimerasa mitjanc;ant una proterna

acceptadora de CaM que activaria la polimerasa oc (153). Una altra possible

explicació deriva de la relació en la CaM i la regulació I'expressió del proliferating
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cell nuclear antigen (PCNA), el qual és necessari per a I'activació de la DNA

polimerasa () (97) (98) (99). Fets que ens van fer pensar que la CaM podria

regular I'expressió de gens de fase S (amb promotors dependents d'E2F), per

rnitjá d'un mecanisme general.
L'efecte de la CaM sobre la sortida de la mitosi és mitjancat per una kinasa

dependent de CaM, la CaM kinasa 11 (CaMKII) (10). En la transició de la metafase

a I'anafase és necessária la inactivació del complex MPF (mitosis promoting

factor) format per p34cdC2 i ciclina B. La CaMKII regularia la degradació de la cicB

(100) i, per tant, la inactivació del complex MPF. Ha estat important la troballa

d'una proteína (p62) acceptadora de CaM, de funció desconeguda, pero que és

reconeguda per anticossos anti-caldesmon i que pertany a la matriu nuclear

d'hepatócits i astrócits, on forma agregats amb la cromatina condensada i amb la

CaM, aquests complexos es difuminen durant la mitosi. Aquests fets han permés

pensar que la CaM i la p62 podrien estar implicades en processos de condensació

de la cromatina durant la mitosi (147).
També s'ha implicat la CaM en la regulació de la reparació del DNA. Aixó s'ha

estudiat tractant les cél-lules amb agents que causen dany al DNA com ara la

bleomicina (65). S'ha vist que la viabilitat de les cel-lules tractades amb aquesta

droga disminueix quan la CaM és inactiva (23). Altres estudis fets irradiant les

cél-lules amb rajos ultraviolats han suggerit que hi podria haver una activitat

endonucleásica dependent de CaM que seria la responsable de la primera fase en

la reparació del DNA (25).
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3. El Nucli

Una teoria sobre I'evolució del reticle endoplasrnátic i el nucli es basa en el fet que

alguns bacteris tenen el DNA unit a una invaginació de la membrana (o

mesosoma). Una formació d'aquest tipus podria haver donat lIoc a una celIula

eucariota a partir d'una de procariota ancestral. Quan observem una céllula

eucariota al microscopi óptlc de contrast de fases es poden diferenciar clarament

els dos compartiments que la caracteritzen: el nucli i el citoplasma. El límit entre

ambdós esta delimitat per I'embolcall nuclear. Sovint, a I'interior del nucli podem
diferenciar els nucléols.

El coneixement sobre la ultraestructura cel-lular va donar un gran pas quan

s'establiren els fonaments de l'óptica electrónica. Es va demostrar que era

possible enfocar un feix d'electrons utilitzant una lent rnaqnética cilíndrica.

Aplicant les noves tecnologies a la preparació del material préviament a

I'observació, es va arribar a conéixer la ultraestructura cel·lular. Si observem una

cél-lula eucariota, degudament tractada i contrastada, al microscopi electrónic

(figura 9), podrem diferenciar clarament a I'interior del nucli unes zones de

cromatina condensada properes a I'embolcall nuclear i unes zones de contingut
més esponjós que corresponen a la cromatina descondesada. Fins i tot podrem
diferenciar que la doble membrana de I'embolcall nuclear presenta unes

discontínultats, els porus nuclears. La cara externa de la membrana nuclear és

una continuació de la del reticle endoplasmátic, La membrana nuclear interna

conté proternes específiques que actuen com lIocs d'unió a la lamina nuclear,

formada per una xarxa de filaments intermedis. L'espai delimitat per ambdues

membranes s'anomena lumen o espai perinuclear.
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Embolcall nuclear Porus nuclear

A B

Figura 9. A. Imatge de cél·lules NRK obtinguda per microscopia electrónica de transmissió. B.

Imatge de porus nuclears de cel-lules de ronyó de rata, obtingudes rniíjancant el microscopi de

forma atómica (151).

Per obtenir una imatge tridimensional del porus nuclear s'han observat els nuclis

amb el microscopi de torca atómica, i s'han obtingut unes imatges del porus

nuclear en relleu (fig. 9) (151).

3.2 Complex del porus nuclear (CPN): estructura i funcions

Cada porus nuclear esta constitutt per una gran estructura discoidal de 125 nm de

diárnetre de simetria octagonal, coneguda com a complex del porus nuclear

(CPN). Experiments fets amb embolcalls nuclears atllats deis oócits de Xenopus
laevis indiquen que I'estructura del CPN canvia moltíssim en resposta a I'ATP i al

Ca2+ (151). El CPN és una estructura molt dinámica, el nombre de porus d'un nucli

pot variar segons I'estat de la célIula (entre 102 i 5 x 10 7 CPN per nucli). Per

exemple, en un oócit inactiu hi hauria 3 CPN/¡..tm2 a I'embolcall nuclear, mentre

que en una cellula somática diferenciada hi hauria de I'ordre de 15-20 CPN/¡..tm2.
L'estat del CPN pot estar regulat hormonalment; per exemple, I'aldosterona pot
conduir el CPN a un estat actiu (129).

Malgrat la gran diversitat de protetnes que formen el complex del porus nuclear,

han estat molt poques les que s'han caracteritzat a nivell molecular. S'han descrit
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algunes proternes integrals de membrana que uneixen el complex del porus a la

membrana nuclear. A més a més hi ha protetnes perifériques o nucleoporines que

representen el 15% de la massa del porus (13) (133). Aquestes es classifiquen en

dos grups segons quina és la seqüéncia d'arninoácids repetits que tenen: X-F-X-F

i les del grup G-L-F-G (X representa qualsevol arninoácid).
Un model adaptat (fig. 10) a partir del que va ser proposat per Agutter et al. (4)
descriu l'extstencla de tres tipus de components diferents en el CPN:

- Un anell central o porus (plug o transporter, de 12 MOa) a través del qual es fa

el transport de rnolécules i on es diferencien tres tipus de subunitats protéiques:
• Subunitat columnar, que constitueix la paret proteica longitudinal del porus i els

seus components s'agrupen formant un octárner.

• Subunitat anular, a partir del qual surten vuit radis que estan units per un extrem

als components de la subunitat columnar i que per I'altre estan dirigits cap al

centre del porus.

• Un component luminal format per vuit radis que travessen la membrana nuclear.

S'ha de destacar la glicoprote"ina de transmembrana gp210, que ocupa gran part

d'aquesta zona i que es creu que té un paper molt important en I'ancoratge del

complex a la membrana nuclear. Té la major part de la massa a I'espai

perinuclear i només presenta un únic domini transmernbránic i un domini C

terminal molt curt que forma part de la subunitat columnar.

- Anells periferics:
• N'hi ha un de citoplasrnátic que esta unit a la subunitat columnar del component

central del porus. També esta constitutt per vuit subunitats (32 MOa) de

composició i funció desconeguda.
• N'hi ha un altre de nuclear, de composició semblant al citoplasmátlc, peró que

esta format per un nombre menor de protetnes i és més sensible a la proteólisi.
• També s'ha d'assenyalar l'existéncia d'unes fibriles (135) que sobresurten de

I'anell nuclear i del citcplasmátlc, que defineixen a la cara nuclear unes cistelles

que tenen una composició que és semblant a la deis filaments intermedis. Les
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fibriles estan constituldes per algunes nucleoporines (la Nup180 i la Nup 124) i es

creu que s'uneixen a filaments del citosquelet.

fibri la ,....,.._�=:--. H==ft;e::::c:f. membrana
¿� nuclear externa
" ,,\

nuclear
50nm

Figura 10. Adaptació deis components de complex del porus nuclear (CPN) teta a partir de B.

Alberts: Biología Molecular de la Célula.

A més a més de tots aquests complexos proteics, el CPN presentaria uns canals

periférica situats entre els bracos radials de la subunitat luminal i la columnar.

Evidencies experimentals suggereixen que aquests canals periférics són la ruta

de difusió 'de les rnolécules o deis ions del citoplasma al nucli i viceversa. Estudis

electrofisiológics (patch-clamp) (19) han demostrat que el flux d'ions com ara el

Ca2+ s'atura i que la conductáncia és menyspreable durant la translocació de

rnacrornolécules, factors de transcripció, l'mRNA i altres partícules de dimensions

majors que les susceptibles de passar de manera passiva a través del CPN. Aixó

dóna suport a la idea que el transport a través del porus nuclear no és

indiscriminat .

En el model del CPN proposat per Panté (figura 11) es classifiquen cinc epítops
de nucleoporines diferents: CAN/Nup214/p250, Trp/p265, i RanBP2/Nup358,
epítops presents als filaments de la part citoplasmática, mentre que la Nup153
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exhibeix un epítop prop de I'anell terminal del cistell nuclear i que s'uneix al cistell

pero no als filaments. La Nup153 conté motius zinc-fingers que s'uneixen in vitro

al DNA de manera dependent de zinc. No es coneix si in vivo passa el mateix,

pero aquesta observació suggereix que el porus nuclear podria organitzar el DNA.

La nucleoporina p62 esta localitzada tant a la cara nuclear com a la

cltoplasmática. Quatre d'aquests polipéptids (p62, Nup 153, CAN/Nup214/p250 i

Ran BP2) són membres de la família O-linked glycoprotein i tenen modificats més

de 10-20 lIocs amb O-linked N-acetyl-glucosamine (GlcNac) que poden unir la

lectin wheat germ agglutinin (WGA).

RanBP2INup358
/

AN/Nup214/p250
--

Figura 11. Ultraestructura del complex del por nuclear. Adaptació feta per N. Panté a partir de

(133) (134).

3.2 Importació-exportació de prote"ines cap al nucli

A les cellules eucariotes la duplicació del DNA i la biogénesi de I'RNA té lIoc al

nucli, mentre que la síntesi de proternes s'esdevé al citoplasma. Com que la

transcripció i la traducció tenen lIoc a compartiments diferents, hi haurá d'haver un

transport específic i bidireccional a través del complex del porus nuclear (CPN).
Així dones, totes les proternes nuclears seran importades des del citoplasma (on
es produeixen) fins al nucli (on tenen la seva funció).
No s'ha descrit cap senyal d'exportació per als RNA que sigui semblant als NLS,

pero es coneix que hi estan implicades partícules anomenades

ribonucleoprotemes (RNP). Aquestes RNP en continu moviment (entre nucli i

citoplasma) són bones candidates per actuar de mitjancadores en I'exportació de
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I'RNA. Els diferents tipus de RNA (mRNA, tRNA) hauran d'anar del nucli al

citoplasma (119) perqué puguin ser tradutts a proterna.
D'altra banda, la unió deis ribosomes als nucléols requereix la importació de les

proternes ribosómiques des del citoplasma, la seva incorporació a les subunitats

ribosómiques i la reexportació cap al citoplasma.

D'encá que es va descriure que la localització intracel·lular de factors de

transcripció (169) (54), morfogens (177) (158) i productes d'oncogens (64) estava

vinculada als canvis intrínsecs de la diferenciació i a altres estats metabólics de la

cél-lula eucariota, es va considerar que la importació de proternes cap al nucli era

un element clau en la regulació de I'expressió de gens i de la transducció de

senyal (78). S'ha demostrat la importancia que té el contingut cel·lular de Ca2+

sobre la regulació del transporto El tractament amb ionófors o inhibidors de la

bomba de Ca2+ fa que s'aturi el transport passiu a través del porus nuclear (62);
aixó demostra la importancia d'aquest ió en el transport nuclear.

L'establiment d'uns cánons per al transport de molecules a través del complex del

porus nuclear és motiu de controversia (66) (178) (4) (58) (122). Molécules més

petites de 40-45 kDa es poden difondre lIiurement, independentment de I'energia i

de la temperatura, i ho faran utilitzant els canals aquosos periferics d'uns 9 nm de

diárnetre: les molecules així transportades podran ser retingudes al nucli per

components nuclears insolubles. D'altra banda, proternes més grans de 45 kD

requereixen d'un senyal de localització nuclear (NLS, nuclear localizafion signa/)

(82) (92) (163), que es caracteritza per tenir una o dues cadenes curtes

d'arninoácids bastes (38). Aquest tipus de transport és dependent d'ATP i sensible

a la temperatura (156) (121). L'existéncla d'un senyal d'exportació nuclear (NES)

regula la sortida de les proternes que la presenten des del nucli cap al citoplasma.
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3.2.1 Model d'importació i exportació de prote"ines portadores de senyals
clásslcs de localització nuclear (NLS
Les prote"ines destinades a ser importades cap al nucli (protetnes cariofíliques)
contenent una seqüéncia NLS. Malgrat que no hi ha una seqüéncia consensus

per a les NLS (38), les podem agrupar en 2 classes:

- La primera classe consisteix en una serie curta d'aminoácids básics (82) (81).

L'exemple típic és I'antigen T del virus SV40 (PKKKRKV132), que esta molt ben

caracteritzat. Se sap que una simple substitució per una N o T en el residu K128 fa

que la localització sigui citoplasmática. Atesa la impossibilitat d'establir una

seqüéncia consensus, s'han fet estudis d'estructura secundaria (92), i s'ha trobat

que la conformació és clau per a I'accessibilitat del senyal NLS.
- Les seqüéncia bipartites, descrites a la nucleoplasmina (157). Formada per dos

grups de residus básics separats per uns 10-12 aminoácids (38). En aquests tipus
de senyals la conformació o la hidrofobicitat és molt important perqué puguin ser

reconeguts els dos bracos del NLS.

També han estat descrites altres seqüencies NLS molt més lIargues i complicades

(se'n parlara més endavant (171) (83) (84) en I'apartat 3.2.3)
La importació de prote"ines portadores d'un senyal NLS es du a terme en dues

etapes principals: la primera té lIoc al citoplasma i és independent de I'energia i la

temperatura mentre que el pas a través del por nuclear és dependent d'energia

(ATP) i de temperatura. Ambdues etapes requereixen factors citoplasmátics

específics per a cada pas, els quals poden ser separats bioquímicament en

fraccions diferents (115).
A la figura 12 es descriuen tots els passos proposats per al transport de proternes
amb NLS. Un primer esdeveniment citoplasmátic és el reconeixement i unió de la

importina-a a la seqüéncia NLS (1). Aquest complex, conjuntament amb la

importlna-B, podrá traspassar el porus nuclear. Hi ha casos en els quals el paper

de la importina a no és imprescindible, ja que el substrat es pot unir directament a

la importina p (59) (191). La importina-p presenta el domini IBB, que és el

responsable de la unió amb la importina-« i amb altres proternes que poden ser

transportades cap al nucli directament unides a la importina-B. Aixó fa pensar que
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evolutivament la importina-B devia ser el transportador original per a prote"ines

portadores de seqüéncies que reconeguessin al domini IBB de la importa-p.

L'aparició de les subunitats-a amplia el ventall de prote"ines susceptibles de ser

transportades cap al nucli. En tot cas, el pas del trímer (substratlimportina

o/importina-B) a través del CPN és dependent d'energia i requereix la hidrólisi del

GTP per part de Ran (108). Una vegada el substrat és a I'interior del nucli, es

reciclaran els factors solubles que I'han acompanyat per poder tornar a comencar

un altra volta d'importació. La dissociació del trímer a I'interior del nucli té lIoc

mercés a la unió del RanGTP a la importina-B (155) (28) (60). La importina J3 és

probablement exportada cap el citoplasma formant complex amb el RanGTP, fet

que evita que s'exporti la importina-a (77). Una vegada al citoplasma, el RanGTP

és alliberat de la importína-ü amb I'ajuda del RanBP1, el RanGAP1 (protelna que

activa a la GTPasa) i la importina-a. D'altra banda, I'exportació de la importina-a

requereix un receptor específic nuclear, anomenat CAS (89). La importina-a unida

al RanGTP té més afinitat pel CAS que per la lrnportina-p.
La asimetria en les formes RanGTP/RanGDP (més RanGTP al nucli que al

citoplasma) determina que hi hagi una unió molt forta entre la importina-a i la J3 al

citoplasma, pero al nucli la importina-a tindrá més afinitat pel CAS. Una vegada

format, el trímer RanGTP/CASlimportina-a probablement es transferirá

directament al citoplasma. Al citoplasma, el RanBP1 provoca la dissociació del

RanGTP del complex importina-a/CAS/RanGTP, i ho fa de manera irreversible

rnercés a la hidrólisl del GTP per part del RanGAP1. La forma de CAS sense Ran

té baixa afinitat per la importina-a, I'allibera i aquesta pot formar un complex amb

la importina-B, que pot així restablir el trímer i tornar a participar en una volta

d'importació. L'exportació de la irnportina-B requereix que estigui formant complex
amb el RanGTP, i la seva separació (al citoplasma) és dependent de RanBP1, de

Ran GAP1 i de la importina-a. Sembla que, per cicle, s'exporten dues molécules

de Ran, pero encara es desconeix com es restableixen els nivells de Ran al nucli.

La direccionalitat en el transport esta determinada en gran part, com ja s'ha

esmentat abans, pel cicle de la Ran GTPasa i, a més a més, per la localització
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cel·lular deis reguladors: I'RCC1 (factor bescanviador deis guanin nucleótids) és

exclusivament nuclear, mentre que la RanGAP1 és maioritáriarnent

citoplasmática. Així dones, al citoplasma, la forma que hi haurá sera la Ran-GDP,

mentre que al nucli hi haurá la forma Ran-GTP, la qual perrnetrá que s'alliberi la

proterna que carregava al nucleoplasma per dissociació del complex.

La translocació del trímer substrat-NLS/importina-a/importina-p pot ser inhibida

tant per la lectin wheat-germ agglutinin (WGA) (1) (47) (32) (111) com per

anticossos contra el motiu X-F-X-F o G-L-F-G de les proternes del complex del

porus nuclear (nucleoporines) (9) (31) (46) (61). Aquest fet indica que el CPN és

I'única via que tenen les protetnes d'entrar al nucli i que les nucleoporines són

imprescindibles perqué es produeixi el transport, a més a més deis components

citoplasmátics esmentats. La nomenclatura d'aquests factors solubles (170) pot
ser ambigua, és per aixó que es recomana consultar la taula 2.
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CITOPLASMA

(poc RanGTP )
NUCLEOPLASMA

(molt RanGTP)

e
�

'e'ij
�

Importina- a

Proterna amb senyal de localització nuclear

Receptors de la importina-a

lrnportina-ü

Figura 12. Model de transport de proternes amb senyal NLS, adaptat a partir de D. Górlich (1998):

EMBO J., 17:2721-2727(58)
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Sistema Ran

Nom, homólegs Localització ceHular Efectes sobre la Efecte sobre la importació
a diferents sp. RanGTPasa

Ran (vert.) Principalment nuclear In vivo i in vitro és essencial.

Gsp1p (11) També trobada al NPC i al Proporciona I'energia per a la

citoplasma - translocació; regula la interacció

entre la importina-a i la p

RCC1(vert.) Nuclear, unit a cromatina Factor intercanviador In vivo és essencial. In vitro no cal

Prp20p (11) GDP/GTP. Estimula I'inter- perque no es perd en céHules

canvi de nucleótids x 105 permeabilitzades. Genera gradients

cops de Ran-GTP a través de I'NE.

RanGAP1(vert.) Soluble al citoplasma i unit als Activa la RanGTPasa Es essencial in vivo; és estimula-dor

Rna1p (11) filaments de I'NPC x 105 cops, converteix Ran- in vitro (no es perd del tot a les

GTP en Ran-GDP céHules permeabilitzades). Genera

gradient de Ran-GTP a través de

I'embolcall nuclear i a partir del

Ran-GTP del citoplasma.
RanBP1 (vert.) Cltoplesrnátic. Exclós del nucli S'uneix específicament a In vivo és essencial i estimulador in

Yrb 1 p per un senyal d'exportació i Ran-GTP, KD =0,3nM vñro. Contribueix al gradient de

per retenció citoplasrnátlca bloqueja I'intercanvi de nu- Ran-GTP a través de I'NE.

cleótids; estimula x 10 cops

I'activació de GTPasa per

RanGAP1

Ran BP2(vert.) A I'extrem deis filaments Conté quatre dominis Podria constituir un lIoc d'ancorat-

citoplasmátics de I'NPC d'homologia de RanBP1 que ge per al complex NLS-receptor.
es comporten com RanBP1 Probablement és funcionallligat

amb RanBP1. No és equivalent a

Sc

Importina-p, NPC; entra i surt del nucli al S'uneix específicament a Mitjanyador clau per la importació

p97, PTAC 97 citoplasma Ran-GTP (Ko = 1 nM); de prote"ines amb NLS; essencial

(m) bloqueja I'intercanvi de nu- tant in vivo com in vitro.

Kap95p (11) cleótids; inhibeix l'ATPasa Interacciona amb el GTP per acabar

intrínseca; evita I'activació la importació
de la GTPasa per RanGAP1.

Pot formar un trímer

importinap-RanGTP-RanBP1

NTF2 (vert., 11.) Soluble i a I'NPC No té un efecte obvi sobre la Normalment és essencial in vivo. In

RanGTPasa vttro és estimulador

Taula 2. modificació de (57) (vert.): vertebrats; (11): lIevat; (O): Drosophila; (m): mamífers; (h):
humans.
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3.2.2 Piggy back

Hi ha un gran nombre de prote"ines més grans de 45 kOa que malgrat no tenir una

NLS funcional són nuclears. Ho aconsegueixen sent cotransportades per a

prote"ines amb NLS. És el cas de la cdc2, que forma complex amb la cicB que té

tres possibles seqüéncies NLS: PKKRHA6\ SKKRRQP 117 i PKKLKK0160. La

possibilitat de les cdk per formar complexos amb factors nuclears com ara la

p107Rb, la cicA, i l'E2F facilita la variabilitat en les diferents maneres de ser

transportats cap al nucli (12). També s'ha demostrat el procés invers: prote"ines

que presenten NLS pero que són retingudes al citoplasma per associació a

prote"ines citoplasmátiques.

3.2.3 Altres tipus de senyals de transport nuclear

Estudis recents posen de manifest l'existéncia d'altres tipus de senyals que

determinen la direccionalitat en el transport actiu d'una protetna. Es va veure que

la importació de les U snRNP (110) (49) i algunes glicoprote¡·nes no competia amb

el de proternes que contenien un senyal NLS clássic, pero el factor involucrat no

va ser caracteritzat. També es va estudiar el transport intracel-lular de la família

de les ribonucleoprote"ines (hnRNP), les quals s'uneixen als transcrits naixents de

I'RNA polimerasa II i influencien sobre el metabolisme d'aquests RNA. En

vertebrats hi ha més de 20 tipus diferents de hnRNP (de I'A a la U), molt

abundants al nucli (40). Els grups més ben estudiats són els hnRNP C1, C2 i U,

de localització nuclear; es va descriure un factor de retenció nuclear per a la C 1

(118) capac de retenir protetnes al nucli que normalment serien exportades cap al

citoplasma. Un altre grup de prote"ines que tant es troben al nucli com al

citoplasma, en continu moviment d'un compartiment a I'altre, són les hnRNP A1,

A2, i K, que tenen un paper important en I'exportació cap al citoplasma de I'mRNA

(142). Va ser en aquest grup, concretament en la hnRNPA1, que es va descriure

un nou tipus de senyal que intervenia tant en la importació (171) (190) com en

I'exportació (109). El domini compost per 38 aminoácids i proper a I'extrem

carboxi terminal va ser anomenat M9. Es diferencia de la clássica NLS en el fet

que no té residus básics i que tampoc necessita la importina-a. Es va trobar un
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receptor (la transportina) que s'uneix específicament amb el senyal M9, i no pas

amb el NLS.

La transportina té un 35% d'homologia amb la protetna del lIevat YBR0224, i

ambdues són un 25% homologues amb la importina-B. Així dones, la irnportina-B i

la transportina podrien tenir un paper similar en el transport de les prote"ines

portadores de senyals (NLS o M9, respectivament) cap al nucli.

La transportina pot funcionar com a exportadora o com a importadora segon

quines siguin les molecules reguladores en el nucli i el citoplasma.

3.2.4 Chaperones
Les chaperones són aquelles prote"ines que formen complexos amb d'altres

durant els canvis conformacionals, només són necessáries per a la unió i el

replegament, pero no formen part de I'estructura madura. Actuen com a molecules

estabilitzadores, preveuen possibles errors en la conformació i la seva actuació

representa una despesa d'energia. Les chaperones són necessáries durant el

transport de prote"ines pels diferents compartiments cellulars, és per aixó que

s'han fet grans esforcos en la identificació de prote"ines unides al senyal NLS

(NLSBP) .

Diferents treballs (197) (130) (150) parlen de la possible implicació en el transport

cap al nucli d'unes proternes de la família de les d'estrés HSP 70, les quals són

capaces d'unir-se directament a la seqüencia NLS.

3.2.5 Factors de retenció cttoplasmátlcs i emmascarament del senyal
A part deis senyals intrínsecs a una prote"ina s'han de tenir en compte els

provinents de I'exterior. La cellula induirá a transportar uns determinats tipus de

proternes cap el nucli, principalment factors de transcripció, quan rebi els estímuls

necessaris, com poden ser els hormonals. S'ha descrit retenció citoplasrnática per

a c-fos (159) i per al receptor deis glucocorticoides. En abséncia de I'hormona

(glucocorticoide) la heat shock protein Hsp90 retindrá al citoplasma el receptor de

glucocorticoides (56) (139) (140). També s'ha descrit la retenció citoplasmática
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per a la cicS, la qual és capac de translocar al nucli al final de la fase G2 (141),

pero les darreres tendencies parlen més de regulació de I'exportació (196) (185).
Un altre aspecte que cal tenir en compte és I'emmascarament de senyals NLS.

Per exemple, la fosforilació per part de la cdc2 a la Thr124 adjacent a el NLS del T

Ag fa que es redueixi el transport cap al nucli malgrat tenir el NLS. Com s'ha

esmentat abans, I'accessibilitat del senyal és un factor clau en la funcionalitat deis

senyals de transport nuclear. El grau d'accessibilitat pot estar alterat per la

interacció amb altres proternes i per fosforilacions que també podrien afectar a la

funcionalitat, en alguns casos estimulant el transport de proternes cap al nucli i en

d'altres inhibint-Io.

Un altre exemple, esquematitzat a la figura 13, és el cas de I'NF-AT, que quan és

al citoplasma presenta un senyal NLS críptico Mercés a I'actuació del Ca2+¡CaM

que activa a la calcineurina (CnA i CnS), les serines presents a I'extrem N

terminal de I'NF-AT es defosforilen i s'arriba a exposar el NLS. Aquesta forma

defosforilada es transportara al nucli, on se sotmetrá a I'acció d'una kinasa (la
kinasa NF-AT4) , així tornara a emmascarar el NLS i deixará exposada la NES

(168) (162). D'aquesta manera és com I'NF-AT tornara cap al citoplasma. La unió

i I'acció continuada de la calcineurina, permet que I'NF-AT romangui al nucli

durant més temps.
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NF-AT

inactiva

�
activa

Ca2++.
-------- .

.. ------
- �

Pi citoplasma

ATP

NF-AT quinasa

IpKAI�

nucli

Figura 13. Model d'activació i emmascarament del senyal NLS de I'NF-AT modulat per la CaM.
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3.2.6 Els senyals d'exportació nuclears ( nuclear exportation signals: NES) i

regulació
Les primeres evidencies que les proternes podien sortir del nucli es van trobar

estudiant protemes marcades radioactivament en nuclis d'amebes. Quan aquests
eren trasplantats a amebes no marcades es podia veure que la marca apareixia a

la cél-lula receptora. Actualment, técniques com ara la injecció d'oócits de

Xenopus, la microinjecció de nuclis de céllules sornátiques i assajos amb

heterocarions han permés estudiar I'exportació de protetnes des del nucli cap al

citoplasma i s'ha caracteritzat com a actiu i dependent de temperatura. D'altra

banda, la major part de I'RNA que se sintetitza al nucli té la seva funció al

citoplasma (com, per exemple, l'mRNA, l'rRNA, l'tRNA) o ha de madurar al

citoplasma abans que sigui reimportat al nucli (l'snRNA-small nuclear- de

I'espliceosoma és exportat com un complex de prote"ina-RNA o RNP).
Sovint es classifiquen els senyals d'exportació nuclear (NES) en tres tipus:
- Els senyals rics en leucines: seqüéncia inicialment identificada en I'inhibidor de

la proteína kinasa A i en la protetna Rev del virus HIV-1 (69). Per analogia amb

els senyals NLS, el transport de les prote"ines amb aquest tipus de senyal és

saturable (50), aixó indica que hi ha receptors específics (transportines) que

reconeixen aquestes seqüéncies NES. Una d'aquestes transportines és la

protetna anomenada CRM1 (52) (120) (5).

HIV-1 Rev 73 L Q L P P L E R L T L 83

PKI 37 LA L K - LAG L D L 46

La cicB1 i la cdc25 són exemples de prote"ines amb aquest tipus de senyals de

gran implicació en la regulació del cicle cellular.

La cicB1 s'acumula al citoplasma durant la transició G2/M i transloca al nucli

durant la profase (185). El tractament de cél-lules Hela amb drogues que

inhibeixen directament el receptor del senyal NES, com ara la leptomicina B

(LMB), fa que la cicB1 s'acumuli al nucli durant la fase G2.
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La cdc25 , a S. pombe , és exportada del nucli en resposta al dany ocasionat al

DNA. La kinasa Chk1 s'activa i defosforila la cdc25, i li facilita la unió a la Rad 24,

que sera la responsable de I'exportació de la cdc25 al citoplasma. El complex
cicB/cdc2 (ubicat al nucli) rornandrá en la forma inactiva (fosforilada) i les cel-lules

no podran entrar en mitosi fins que el dany al DNA hagi estat reparat (96).
Recentment (179) s'ha postulat un model sobre la regulació de la localització

subcel-lular de la p53. Es basa en la capacitat que té la p53 de formar monómers,

dímers i tetrámera i en I'emmascarament deis senyal NES. Els subtrats óptims per

ser transportats al citoplasma són els monómers o els dímers, mentre que els

senyals d'estrés faciliten la formació deis tetrárners, i el senyal NES queda

amagat amb la consegüent retenció de la p53 al nucli. L'existéncla d'una proterna
amb senyal NES que s'uneix a la p53, la MDM2 podria facilitar I'exportació de la

p53 al citoplasma.

- La seqüencia M9 de hnRNP A1 (introduida en I'apartat 3.2.3) (109). La

transportina també és una bona candidata per fer de receptor a aquest tipus de

proternes :

HnRNPA1: 268 NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY 305

L'exportació de proternes amb senyal M9 es bloca a 4°C, malgrat produir-se la

interacció protema-receptor pero es bloqueja el pas del complex a través del CPN.

Aquest fet indica que M9 podria servir com senyal en el transport facilitat de

macromolecules. Podent mitiancar tant I'exportació com la importació.

- Els 24 arninoácids trobats en hnRNP K anomenats KNS (119) (55)
hnRNP K 338 GFSADETWDSAIDTWSPSEWQMAY 361



62 Introducció

3.2.7 Paper de la CaM en el transport nuclear

La detecció de CaM8P implicada en el sistema contráctil actina-miosina al nucli, i

el fet que utilitzant anticossos contra I'actina s'arribava a blocar el transport in vitro

de proternes cap al nucli, suggereix que aquest sistema contráctil pot intervenir en

processos de transport nucli-citoplasma.
Treballs de transport in vitro rnitiancant la permeabilització selectiva de la

membrana citoplasmática utilitzant digitonina, i introduint un substracte marcat

fluorescentment i amb un seguiment posterior per microscopia, ha permes

proposar la hipótesi següent sobre dues possibles vies d'entrada al nucli de les

proternes amb un senyal clássic de localització nuclear (NLS) (vegeu la figura 14).
- En una situació de quiescéncia, amb el reservori de Ca2+ perinuclear intacte i

una concentració baixa de Ca2+ al citoplasma, el transport que s'activará és el

clássic (no dependent de CaM i depenent de GTP). La asimetria en el contingut
de GTP, baix al citoplasma i alt contingut de GTP al nucli, és fonamental a I'hora

que es produeixi el transporto
- En cél·lules activades per proliferar, el reservori de Ca2+ del fumen de

I'embolcall nuclear s'allibera al citoplasma i s'activa el transport dependent de

Ca2+/CaM i no depenent de GTP.

rote"ina-N S

Quiescent Activada

CaM/Ca2+
� ..

Figura 14. Model de transport nuclear de senyals NLS, postulat per T.D Sweitzer 1996
Proc.NatI.Acad.Sci.US.A., 93:14574-14579 (180)
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El fet que la CaM/Ca2+ fos necessária per a I'activació de diversos enzims

replicatius com, per exemple, la DNA poi oc, DNA poi () i I'expressió d'altres

prote"ines implicades en la replicació com ara el PCNA (vegeu la tesi de la Dra.

Antónia López Girona) ens va fer plantejar la hipótesi de treball que la CaM estava

implicada en la progressió a través de la fase G1 del cicle cel-lular i en la transició

de la fase G1 a la S. Aquest paper regulador de la CaM/Ca2+ s'integraria en

I'actuació d'un mecanisme motor del cicle cel-lular.

Per tant, ens vam proposar estudiar:

i) Si la CaM/Ca2+ era necessária per a I'activació de les

kinases depenents de ciclina durant la fase G1.

En el cas que el punt (i) fos cert, es procediria a estudiar:

ii) Per quin mecanisme tindria lIoc aquesta regulació.

iii) Quina o quines eren les CaMBP implicades.

,

i
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1. Models cel·lulars

La gran majoria de línies cel·lulars que s'han utilitzat en aquest estudi s'han

obtingut de la col·lecció ATCC :

i) NRK-49F (normal rat kidney). Unia immortalitzada de fibroblasts

obtinguts a partir de ronyó de rata.

ii) Hela 229 CCL-2: cél·lules aneuploides de morfologia epitelial
derivades de teixit huma i mantingudes en subcultius. Derivades d'un

carcinoma de cérvix.

iii) Namalwa: línia limfoblastoide derivada de limfócits B humans

També s'ha fet servir un cultiu primari:

iv) Fibroblasts humans.

1.1 Rutina de cultiu i subcultiu de cél-Iules

Tot el material que s'utilitza ha de ser estéril. Les dissolucions s'han de pre

escalfar a 37°C abans de ser emprades.
Les cél·lules NRK s'han de mantenir subconfluents, en cas contrari arribarien a

transformar-se. Es fan créixer en un incubador amb un 5% de C02 i a 37°C.

El medi utilitzat pel cultiu de les cél·lules NRK i Hela va ser el Dulbecco's Modified

Eagle's Medium (DMEM, Biological Industries) per les NRK i, el MEM (Modified
Essential Medium, Biological Industries) per a les Hela; ambdós suplementats
amb:

2 mM de L-glutamina (MERCK)
1 % d'áminoácids no essencials (Biologicallndustries)
5% de sérum fetal boví (foetal calf serum, FCS, de Biologicallndustries)
antibiótics (penicil·lina:estreptomicina, 1:1, de Biologicallndustries).
1 mM d'ácid pirúvic (SIGMA)
El FCS s'emmagatzema congelat i abans d'utilitzar-Io s'ha de desactivar durant

20-30 min a 56°C.

Les Namalwa creixen en suspensió (1 x 106 cél·lules/ml) en el medi RPMI 1640

(Flow Laboratories) suplementat amb 10% de FCS (Biological Industries), 2 mM

de L-glutamina i 50 ¡..tg/ml de gentamicina (Biologicallndustries).
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El subcultiu de la lína limfoblastóide és molt més simple que les que creixen

adherides a un substrat. Tan 5015 s'ha de procedir a una dilució del cultiu original.
La técnica emprada per desengaxar les cellules que creixen adherides a un

substrat es detalla a continuació:

- Tripsinització: aquest métode de disgregació cel·lular mitjancant agents

químics com ara la Tripsina-EDTA (Gibco BRL) s'utilitza per desenganxar les

cél·lules del substrat al qual creixen adherides i poder procedir a subcultivar-Ies.
• Els cultius subconfluents es tripsinitzen posant un volum de la solució 1 x de

tripsina que cobreixi la superfície del flascó o de la placa.
• S'incuba a I'interior de I'estufa de cultius fins que les cél·lules s'alliberin del

substrat.

• S'inactiva la tripsina mitjancant FCS. S'ha d'afegir la mateixa quantitat de medi

suplementat amb el doble de FCS (respecte el percentatge de FCS que s'utilitzi

per fer créixer les cél-lules) que de tripsina.
• S'aplica la dilució que haguem calculat com I'adequada per al subcultiu o per a

I'experiment. Normalment, les NRK se subcultiven en una dilució 1 :6.

També es van utilitzar com a cél·lules de control els fibroblasts normals obtinguts
de pell humana. Aquestes cel-lules es tracten de la mateixa manera que les NRK.

1.2 Congelació i descongelació de cél-lules

Les cél·lules que s'hagin de congelar es fan créixer fins el 50% de confluéncia.

- Es tripsinitzen (en el cas que creixin adherides al subtrat, tal com s'ha descrit

en I'apartat anterior) i es compta el nombre de cél·lules en una cambra de

Neubaer. Se'n pren el volum necessari per congelar-ne 1,5 x 106 céHules/criotub

de 2 mI.

• Se centrifuguen a 2.000 rpm a 20°C durant 5 min

- S'afegeixen 200 ¡..tI de DMSO al 50% més 800 ¡..tI de medi al 10% de FCS. La

quantitat de FCS i DMSO pot variar segons el tipus cel·lular que es pretengui

congelar, sempre s'ha d'arribar a un compromís entre la toxicitat del DMSO i la

seva funció crioprotectora. En el cas de les Namalwa la proporció és de 0,5 mi de

DMSO al 20% i 0,5 mi de FCS.
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• A continuació es congelen en neu carbónica i es posen els tubs a -80°C on es

mantenen durant 2 dies, després ja es poden emmagatzemar en N2 líquid fins que

s'hagin de descongelar.
• La descongelació ha de ser gradual. Després d'haver tret els criotubs que

contenen les céllules de I'N2líquid es posen en neu carbónica.

Per descongelar les cel-lules NRK i Hela, es prepara DMEM 10% FCS a 37°C que

s'anirá afegint gota a gota sobre les cellules congelades, i es barreja bé

traspassant-ho a un falcon de 15 mI.

• Se centrifuguen a 2.000 rpm a temperatura ambient, durant 5 min

• Es treu el sobrenedant i es resuspenen les cellules amb DMEM amb un 10% de

FCS per eliminar les restes de DMSO, que és molt tóxico

• Es deixen reposar les céllules en una placa de 60 mm a I'incubador, a 37°C i

amb un 5% de C02 fins que estiguin a un 75% de confluencia, moment en el qual
les diluirem i les mantindrem en DMEM 5% de FCS.

El procediment de la descongelació de cél·lules pot tenir variants; per exemple,
els limfócits es descongelen aplicant al contingut del criotub una dissolució de 50

mi d'un 20% de FCS en PBS. Es fan 2 rentatges del mateix volum i finalment es

resuspenen les cellules amb el medi adient.

1.3 Sincronització de cél-lules en fase Go

Per dur a terme estudis fisiológics i bioquímics és important tenir la població
cellular tan homoqenia com sigui possible.
Poder aturar a la nostra conveniencia la divisió cel-lular és de gran ajuda. Els

fibroblasts no transformats establerts en un substrat sólid deixen de créixer quan

arriben a la confluencia. Aquesta inhibició per contacte (175) els du a la fase Go.

Un altre factor que cal tenir en compte per aconseguir que les NRK arribin a

aquesta fase Go és suprimir I'aportació de factors de creixement (en els marges

permisius de viabilitat cel·lular). Per aquest motiu, les NRK es mantenen en

confluencia durant 3 dies en DMEM suplementat només amb un 0,5% de FCS.

Perqué tornessin a entrar en el cicle cel·lular es van reactivar diluint-Ies (1 :3) en

medi fresc suplementat amb un 5% de FCS.
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La di lució (1 :3) es va ter per tripsinització del cultiu tal com s'ha explicat en

I'apartat anterior. Es va comprovar que el cultiu era sincrónic mesurant la

incorporació de timidina tritiada tal com es descriu en I'apartat 5 i quantificant

I'activitat de la polimerasa a (99) (fig. 15).

100 2000 »
a
z
;:+

�
o

:; 80 z
o »
'" 1500 "Oo
... o
...

3'Q)
Q. ID
ni 60 a
.: -' en

"0'7 III

'E o. 1000 ¡¡

:;:: ")(:" 'O
± E 3
� &40 o

iñ
"0-

-l
'o :s::.¡j 3!� 500
o 3
Q. 20 5'
...

o x
o �

.s �
o

21
�

O
12 16 20 24O 4 8

Temps (h)

Figura 15. Síntesi de DNA in vivo (quadrats) i activitat polimerasa ex, (rodones) en cet-lules NRK

després de la reactivació del cicle cel·lular. La desviació estándard era menor que un 10% de les

mitjanes.
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1.4 Aplicació de les drogues anti-calmodulina
Les drogues anti-CaM es van subministrar a les 5 h perqué dades obtingudes per

López-Girona et al. (99) van demostrar que, a les 5 h deprés de I'activació, hi

havia el moment en el qual I'aplicació de la droga anti-CaM (W13) tenia el máxirn

efecte sobre la disminució de la síntesi del ONA (a les 18 h després de I'activació)

(fig.16). Normalment, les cél·lules es van recollir a les 7 h per tal de dur a terme

diferents estudis (nivells totals de protetnes, immunoprecipitacions,

immunofluorescéncia).
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Figura 16. Inhibició de la síntesi del DNA per efecte de les drogues anti-CaM. La síntesi de DNA es

va mesurar a les 20 h. En rodones es representa el percentatge de síntesi de DNA in vivo sota el

tractament amb 7,5 ¡.tM de TFP respecte les cel-lules no tractades. Els quadrats representen el %

de síntesi de DNA sota I'efecte del W13 respecte del tractament control amb W12. La dosi de W12

i W13 va ser de 10 ¡.tg/ml. Cada punt representa la mitjana deis valors de tres plaques diferents. La

desviació estándard era menor que un 10% de les mitjanes.
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En la figura 17 es detalla el protocol habitual de treball en el subministrament de

les drogues.

o h ACTIVACIÓ
5% de FCS

�ail.1:3
� lit

5h 7h

Quiescents
(3 dies al
0.5% de FCS)

Addició de drogues
anti-CaM

Recollida de
mostres per a
WB
IP

Immunocitoquí

Figura 17. Aplicació de drogues anti-CaM en el moment de rnáxirn efecte i finalitat de la recollida

de les cel-lules.

1.5 Mesura de la síntesi in vivo de DNA

La síntesi de DNA in vivo va ser mesurada per la incorporació de [3H] timidina a la

cél·lula. Les cellules NRK (105 celtules per placa de 35 mm) van ser sotmeses a

polsos d'una hora amb [metil-3H] timidina (5 Cilmmol) (Amersham Pharmacia

Biotech) a 4 ¡..tCilml en DMEM amb un 5% de FCS. La precipitació i la

solubilització de la radioactivitat incorporada es detalla a continuació:

• Es renta el cultiu dues vegades amb PBS fred.

• S'afegeix un 5% de tncloracetíc (TCA) per un 1 % de pirofosfat sódic (PpiNa) per

precipitar totes les macromolécules. Es deixa 2h o tota la nit.

• Es renta amb PBS fred.

• S'asseca a 37°C durant 2 h.

• Se solubilitzen les céllules amb 700 ¡..tI de 0,3 M NaOH fred durant 1 h.

• S'agafen 500 ¡..tI i s'hi afegeixen 100 ul de HCI 1,5 M i 5 mi de líquid

d'escintillació i es procedeix al comptatge de la radioactivitat.
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2. Técnlques electroforetiques
2.1 Electroforesi en una dimensió

La separació de prote"ines segons la mida es du a terme mitjanc;ant gels de SOS

poliacrilamida.
L'SOS és un detergent que es posa tant en el tampó de mostres on se solubilitzen

les protemes com en el gel (matriu inert d'acrilamida, de tamany de porus variable

segons les necessitats) on es fan córrer les proternes. L'SOS confereix cárreqa

negativa a totes les prote"ines, i fa que aquestes migrin cap el poi positiu quan són

sotmeses a una diferencia de potencial electric. Així s'aconsegueixen separar les

proternes, teóricament, en funció d'una sola variable: la seva mida.

Els gels utilitzats consten de dues parts, la part superior o gel concentrador conté

poca concentració d'acrilamida (4%) i té un pH ácid (6,8). Aquest gel fa que les

protelnes s'empaquetin. La part inferior, o gel separador, amb la concentració

d'acrilamida desitjada per poder separar les prote"ines (del 6 fins al 20%) té el pH
més básic (pH 8,8). La velocitat de migració de les prote"ines en aquests gels és

inversament proporcional a la seva grandaria.

- Solució 1

0,75 M de Tris-Hel pH 8.8
0,29% de SOS

-Solució 3
0,25 M de Tris-Hel, pH 6,8
0.2% de SOS

-Solució 2
30% d'acrilamida
0.8% de bis-acrilamida

- Tampó electrólit
25 mM de Tris Hel, pH 8,3
192 mM de glicina
0,1% de SOS

- Tampó de mostres x4 (Laemmli)
40 mM de NaP¡, pH 6,8
40% de glicerol
9% de SOS
2 mg/ml de OTT
0,5 mg/ml de blau de bromofenol
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El gel separador és el que esta situat a la part inferior i el que es fa primer.

S'afegeixen les solucions segons la taula següent, tenint present que el persulfat
arnónic (PSA) és I'agent polimeritzador i que el TEMED és el catalitzador de la

reacció. Dependent del tipus d'aparell que es faci servir i deis separadors, el

volum final variara. En el cas deis minigels de Bio-Rad, i utilitzant els separadors
d'1 ,5 cm, les relacions que cal tenir en compte són les que es detallen a la taula 3.

% Acrilamida

7% 8% 10% 12% 15%

Solució 1 (mi) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Solució 2 (mi) 1 1,4 1,7 2 2,5

H2O(ml) 1,5 1,1 0,8 0,5 -

TEMED(¡.tI) 7 7 7 7 7

13% PSA (¡.tI) 25 25 25 25 25

TOTAL 5ml 5ml 5ml 5ml 5ml

Taula 3. Relació entre els components per a la polimerització de gels de SDS.

Una vegada barrejats els components, la solució resolutiva es col·loca entre els

vid res del muntatge. Per sobre del gel resolutiu, s'hi apliquen unes gotes d'aigua o

d'isopropanol, per impedir el contacte del gel amb 1'02, que dificulta la

polimerització del gel.
Una vegada polimeritzat i abans de preparar el gel empaquetador, es decanta

I'aigua o I'isopropanol.
Quan s'hagi polimeritzat el gel resolutiu, es prepara el gel empaquetador i s'aplica
sobre I'altre:

Empaquetador

Solució 3 (mi) 2

Solució 2 (mi) 0,48

H2O(ml) 1,6

TEMED (¡.tI) 10

13% PSA(¡.tI) 40

TOTAL 4ml

Taula 4. Proporcions del diferents components del gel empaquetador
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Abans que es polimeritzi el gel empaquetador, es col·loca una pinta amb pous que

ens permetrá carregar la mostra. Una vegada aplicada la mostra (uns 30-60 ¡..tg)
de proteína total per WB i en presencia de 1 x de tampó de mostres, se sotmet al

camp eléctric en presencia del tampó electrótit.

Les prote"ines s'empaqueten aplicant un camp eléctric de 100 V fins que el front

ha creuat el gel empaquetador. Després, les proternes se separen amb un

voltatge de 150 V.

2.2 Tenyiment de blau de Coomassie per a 10

Després de separar les prote"ines els gels es tenyeixen amb una solució de

Coomassie Brillant Blue G 250. El procediment consisteix a mantenir el gel amb el

colorant amb agitació suau durant 10-20 min i després decolorar el gel amb el

destenyidor.
- Solució de tenyiment
50% de metanol.
2,5 mg/ml de Coomassie G 250.
10% d'ácid acético

- Solució destenyidora
50% de metanol
10% d'ácid acético

2.3 Electroforesi bidimensional (20-PAGE)
Adaptació feta a partir d'O'Farrell et al. (1975; 1977) (127) (128).

L'aparell utilitzat va ser el Mini-protean 11 2-D de Bio-Rad. Aquesta técnica permet

separar les proternes segons dues propietats: el pes molecular (PM) i el seu punt
isoeléctric (pi). Combinant aquestes propietats es pot aconseguir identificar

protetnes diferents pero de pes molecular igualo modificacions posttraduccionals
d'una mateixa proterna, la qual cosa no s'aconsegueix aplicant els gels
convecionals en una dimensió.

Es poden diferenciar dues etapes:
- una primera dimensió o isoelectroenfocament (IEF)
- una segona dimensió, electroforesi SDS/acrilamida a partir de la primera
dimensió.

En la primera dimensió (IEF) se separen les proternes segons els seu punt
isoeléctric.
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Es va utilitzar aquesta técnica perqué permet separar prote"ines d'un pi entre 4 i 7.

Els tampons necessaris per preparar els gels en la primera dimensió es detallen a

continuació:

- Solució de lisi
9.8 M d'urea
2% de NP40 (v/v)
2% d'amfólits pH 7-9 (Serva/Bio-Rad)
100 mM de OTT

- Solució d'acrilamida
28,38% d'acrilamida
1,62% de bisacrilamida

d'urea
d'amfólits pH 7-9
de Nonidet P-40
de OTT

- Solució NP40

10% NP40 en H20

- Solució de recobriment

8M
1%
5%
100mM

- Tampó de mostres

2%
0.5mM
50mM
10%
0.625M

de SOS
de MgCb
de Tris-HCI pH 6.8
de glicerol
de Tris-HCI pH 6.8

- Tampó electrólit superior ( - )
20 mM de NaOH

- Tampó electólit inferior ( + )

10 mM de H3P04

Ambdues solucions s'han de desgasificar

-Tampó d'equilibratge

0,625M de Tris-HCL pH 6,8
2.3% de SOS
10% de glicerol
10 mM de OTT
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2.3.1. Preparació deis gels
Els gels es fan polimeritzar en tubs de 15 cm de lIarg i 6 mm de diárnetre. El gel

representa 13 cm del tub i a la part superior es carrega una sola mostra; per tant,

s'han de preparar tants gels com mostres tinguem.
Es dissolen els components següents en un erlenmeier de 25 mi, evitant que

quedin restes de la solució a les parets:

5,5 gr d'urea (Bio-Rad), representen un concentració final de
9.2M

1,98 mi d'aigua milliQ
2 mi de Nonidet al 10 % (SIGMA), concentració final: 2%
1,33 mi de solució fresca d'acrilamida (28,38% d'acrilamida,

1,62% de bisacrilamida) (Bio-Rad).

Una vegada s'ha dissolt el gel ( a temperatura inferior de 60°C i evitant la formació

de bombolles) s'han d'afegir:
- 500 111 d'amfólits (Serva, pH 3-10), concentració final: 2%
-10 111 de TEMED (Bio-Rad)
-15111 de PSA (MERCK)

Es disposen els capil-lars en el suport de polimerització, s'omplen 2/3 parts del

suport amb la solució del gel (evitant la formació de bombolles) i es deixa

polimeritzar durant 1 h a temperatura ambient.

L'elecció deis amfólits dependrá del pi de la protetna que es vulgui investigar. Els

amfólits 3-10, serveixen per obtenir mapes generals del patró proteic de les

mostres.

Quan ja veiem que el gel s'ha polimeritzat a I'interior deis capil·lars s'ha de

procedir a retirar-los del suport, es netegen amb aigua destil-lada eliminant les

restes d'acrilamida, es prepara el sistema del capilar i es coLloquen a la gradeta
on es resoldrá I'electroforesi.

2.3.2 Preparació del suport i "pre-running"
Una vegada s'han preparat els capil-lars a sobre del suport, es va omplint la part
de sota de cada espil-lar amb una gota de solució inferior amb I'ajuda d'una pipeta
Hamilton i, per la part superior (per sobre del gel), ho farem amb la solució

superior. Seguidament s'ha d'omplir la cubeta amb solució inferior, introduir el

suport evitant la formació de bombolles i omplir-Io amb la solució superior. Tot
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seguit s'han de connectar els eléctrodes i fer el pre-runnig de 10 min a 200 V, 15

min a 300 V, i de 15 min a 400 V. Un cop fet el pre-running se substitueixen les

solucions superior i inferior de la cubeta, i del suport com la de I'interior deis

capil-lars.
2.3.3 Preparació de la mostra

La mostra s'ha de barrejar amb la solució de lisi en una proporció 1: 1 i s'escalfa 2

min a 100°C. Es carreguen els capil·lars i perqué la mostra no estigui en contacte

directe amb el tampó electrólit superior, s'afegeixen 25 ¡.tI de la solució de

recobriment sobre cadascuna de les mostres (a I'interior del tap perforat, pero
sense arribar al coll del capil-lar),
2.3.4 IEF i conservació deis gels
Una vegada les mostres s'han carregat, connectarem els eléctrodes a 500 V

durant 10 min, i de 2 a 3 h a 750 V. Passat aquest temps, es treu el gel de dins

del capil·lar, es diposita sobre un parafilm i se summergeix en el tampó

d'equilibratge durant 10 min a temperatura ambient.

Els gels així tractats es podran resoldre en la segona dimensió (tal com s'ha

descrit en I'apartat d'electroforési en 10) o emmagatzemar-se a -80°C. L'única

diferencia és que, si procedim a aplicar I'electroforesi en la segona dimensió, no

posarem cap pinta en el gel empaquetador ja que es diposita directament el gel

(en forma de cilindre) a sobre del vidre, fixant-Io amb una solució d'agarosa 1'1 % i

al 0,002% de blau de bromofenol en tampó d'equilibratge. El blau de bromofenol

ens assenyalará el front quan el gel estigui sotrnés al camp eléctric,

2.4 Determinació de la concentració de prote"ina
La concentració de proternes solubilitzades en tampons sense SOS (i altres

agents que distorsionin la valoració) es du a terme pel métode de Bradford.

La solució de Bradford reacciona amb les proteínes i dóna una coloració que és

mesurable a 595 nm. Es pren com referencia (estándard, STO) la concentració

coneguda d'una proteína (BSA) s'extrapola i així podem determinar la

concentració proteica de les mostres.
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Es pipetegen les quantitats de BSA o mostra, aigua i reactiu de Bradford en tubs

de 3 mI. Oesprés s'esperen 1 ° min a temperatura ambient i ho lIegim en un

espectofotómetre a 595 nm.

STO BSA (0,1 m9/ml) H20 (1-11) Solució de

en ul Bradford en u 1

01-19 O 800 200

11-19 10 790 200

21-19 20 780 200

41-19 40 760 200

81-19 80 720 200

161-19 160 640 200

mostra x 800- x 200

Taula 5.Corba estándard per al métode de Bradford

El rnétode de Bradford resulta molt práctic per la brevetat i per la gran sensibilitat

en la detecció de protemes. Tanmateix es pot optar per altres procediments en la

quantificació de protema; el més emprat per nosaltres, si la mostra conté SOS, és

la valoració rnitjancant el Lowry:
Abans de procedir a la quantificació se sotmet la mostra a una sonicació (en fred)

per disminuir la viscositat conferida pelONA.

-- Reactius de Lowry

-Solució1
2% de Na2C03 en 0,1 N NaOH

-Solució 2

0,5% de CUS04

-Solució 3
1 % de tartrat de sodi i potasi

-Solució4
Reactiu de fenol (Folin-Ciocalteu)

-Solució 5
Estándard de BSA

--SOLUCIONS de treball

-Solució A: Cal mesclar en la proporció (1 :48:1) les Solucions 3, 1 2,
respectivament. Cal tenir en compte que calen 2,5 mi per mostra.

-Solució B: dilució Folin (1:1) amb H20 MilliQ
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- PROCEOIMENT (per duplicat):
• Es fa la corba estándard amb BSA (0,1 ¡..tg/l..il).

STO eSA (0,1 mg/ml) H2a (111) Tampó de lisi (111)
en ul

O I1g/ml O 490 10

5119/ml 50 440 10

10l1g/ml 100 390 10

20l1g/ml 200 290 10

40l1g/ml 400 90 10

Mostra x 500-x 10

Taula 6. Carba estándard pel Lowry.

• S'agafa un volum prudent (segons com sospitem que estigui de concentrada la

mostra, sera de 5 a 20 ul) i s'hi afegeix H20 MilliQ fins a 500 ul.
• S'hi afegeixen 2,5 mi de solució A. Fer vórtex. S'ha d'incubar durant 10 min a

temperatura ambient.

• S'hi afegeixen 0,25 mi de solució B. Fer vórtex. Incubar a temperatura ambient

durant 30 min

• Es lIegeix l'absorbáncia a 750.

2.5 Tranferéncla a membranes

--Tampons

-Tampó de Transferencia
25 mM deTris HCI pH 8.3
192 mM de glicina
0,1 % de SOS
10 % de metanol

-Tampó TBST
0,05 % de Tween en TBS

Tampó TBS:
50 mM deTris HCI pH 7,4
200 mM de NaCI

-Solució de blocatge
5 % de lIet en pols desnatada
en TBST

-Solució d'incubació deis anticossos
1 % de BSA en TBST
0,5 % de lIet en pois desnatada
0,1 % d'azida sódica
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-CDS
100 mM deTris HCI pH 9,5
100 mM de NaCI
5 mM de MgCb

Els gels que contenen les mostres (tant si són procedents d'1 D com de 2D) se

sotmeten a un camp eléctrtc perqué les protemes quedin immobilitzades en una

membrana, que podrá ser tractada posteriorment amb els anticossos dirigits a les

prote"ines susceptibles de ser detectadas.

El suport on es transfereixen les proternes provinents d'una electroforesi (SDS

PAGE) solen ser de material hidrofóbic. Nosaltres vam utilitzar les membranes de

PVDF, altrament dit Immobilon (Millipore), les quals s'han d'hidratar amb metanol.

• S'incuba amb tampó de transferencia la membrana previarnent hidratada amb

metanol, i el gel SDS-PAGE on s'han separat les protetnes
• Es disposa I'aparell d'immunotransferencia com s'indica a la figura 18,

• Es transfereix aplicant un camp eléctric de 60 V durant 2 h. El temps i el voltatge

pot variar segons la concentració d'acrilamila del gel i de les característiques de la

proterna.
• Una vegada transferides les protetnes, s'asseca la membrana i s'incuba amb un

20% de metanol per poder visualitzar-les. Per hidratar-la es torna a aplicar el

procediment inicial (només en les PVDF),

Poi - (negre)

'.<>""''''' ...,,': esponja
paper Whatman

�������������) gel
�------------ membrana d'lmmobilon

paper Whatman

'
__ �_:'__��_-=-.J.�_.::c_-,,-----.C:J esponja

Poi + (vermell)

Figura 18, Ordre que cal tenir present en la tranterencia,
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3. Purificació de la calmodulina

Hem de partir d'una font rica en CaM com ara el cervell de vaca o bou.
- SOLUCIONS:
Remes:
- DEAE celIulosa
- Phenyl Sepharose®

- Tampó de descongelació (D)
0.9% de NaCI

- Tampó d'equilibratge (E)
50 mM deTris-HCI pH 7,4
50 mM deNaCI

- Tampó d'extracció de CaM (T)
50 mM de Tris-HCI pH 7,4
600 mM de NaCI

- Solució de resuspensió 2 (A)
10 mM de bicarbonat amonio

- Tampó d'equilibrament 2 (Q)
50mM d'Hepes, pH 7,1
0,1 mM de CaCb
1 mM de p-mercaptoetanol
500 mM NaCI

- Solució mare de CaCI2 O, 1 M

- Solució 2 mM d'EGTA

- Tampó d'homogenització (H)
50 mM de TrisHCI pH 7,4
2,5 mM d'EGTA
0,5 mM de PMSF

- Tampó de rentat (R)
50 mM de Tris-HCI pH 7,4
150mM de NaCI

-Tampó de resuspensió 1 de CaM (C)
10 mM de bicarbonat amonio
50 J1M de CaCb

- Solució de rentat de la columna de

Phenyl Sepharose® (P)
8M d'urea
- Tampó d'equilibrament 3 (S)
50 mM d'Hepes pH 7,1
0,1 mM de CaCb
1 mM de p-mercaptoetanol

• Es descongelen els cervells de vaca (obtinguts de I'escorxador just després
d'haver sacrificat I'animal) en presencia de 0,9% NaCI (tampó D).
• Es talla el cervell en trossos petits.
• S'homogene"iíza el cervell amb 1 I de tampó H durant 1 o 2 min

• Es centrifuga durant 30 min a 12.500 rpm.

• Es recull el sobrenedant i el sediment es resuspen amb el mateix tampó H i es

torna a homogeneitzar durant 1 o 2 mino Es torna a centrifugar a 12.500 rpm,

durant 30 min

• Es recol-lecta aquest segon sobrenedant i s'ajunta al primer. El sediment es

ílenca.
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• Els sobrenedants es filtren fent servir quatre capes de gasa i es posen a I'interior

d'un got de precipitat de 2 I a on havíem posat DEAE-ceHulosa préviament

equilibrada amb tampó E. Abans d'afegir el sobrenedant, la cel.lulosa s'ha de

filtrar per eliminar el tampó E. Després d'afegir el sobrenedant s'ha de mesurar el

pH i ajustar-lo a 7,4.

• La barreja es remena suament amb I'ajuda d'una cullera durant 30 min

• Es filtra i es renta diverses vegades amb el tampó E fins que veiem que ha

desaparegut el color vermell de I'hemoglobina, o sigui, fins que tinguem una

solució transparent.
• Es renta dues vegades la rerna (que té retinguda la CaM), cada cop amb 1 I de

solució R.

• Es posen 700 mi de tampó T i es filtra. El filtratge s'ha de guardar perqué conté

la CaM.

• Es repeteix I'extracció amb 700 mi de tampó T i es torna a filtrar i a recollir.

• Ambdós filtratges s'ajunten en un got de precipitats de 2 1. (El volum recollit és

d'1,4 l.)
• Es pesen 351 9 de sulfat amónic per litre de solució filtrada i recollida. Amb

I'ajuda d'un morter es desfan els grumolls. Es va afegint a poc a poc sobre la

mostra mentre es va agitant.
• Es deixa 1 h en agitació.
• Es centrifuga durant 30 min a 12.500 rpm.

• Es recullen els sobrenedants i s'hi addicionen 472 9 de sulfat amónico

• Es deixa en agitació durant 1 h.

• Es centrifuga la mostra durant 30 min a 12.500 rpm.

• El sediment, que conté la CaM, es resuspén en poc volum de tampó C (menys
de 100 mi), es diposita en una bossa de dlállsl (de mida de por adequat, de 3500)
i es dialitza amb 51 de tampó C durant tota la nit.

• Es canvia la solució de diálisi per una que contingui únicament bicarbonat

amónic a 10 mM (solució A) i es deixa 4 h més.
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• Es recoHecta el contingut de la bossa de diálisi, que es pot congelar a -80°C o

es liofilitza durant tota una nit.

• Mentrestant es prepara la columna de Phenyl-Sepharose® (2,5 x 15 cm). La

columna s'ha de netejar amb 100 mi 8 M d'urea (solució P). i després s'ha

d'equilibrar amb tampó Q.

• El liofilitzat es dissol amb el tampó Q, utilitzant el menor volum possible. La

solubilització és lenta. Una vegada dissolt, s'afegeixen 50 111 de 500 mM CaCb.

• A continuació es carrega la columna amb la mostra (que s'aspira amb I'ajuda
d'una bomba peristáltica), Després de la mostra s'afegeix tampó Q. Separem 100-

200 111 de mostra per fer una electroforesi.

• S'esperen 15 min i es comenca a detectar amb el col·lector la sortida de

prote"ines. Quan el pic gran de prote"ines ja ha baixat, es canvia el tampó per un

altre d'igual pero que conté 500 mM de NaCI (tampó S) i es deixa eluir tota la nit

(60 de la bomba). Així s'eliminen les prote"ines que s'hagin unit per forces

electrostátiques a la rerna.

• L'elució de la CaM es fa aplicant 2mM EGTA.

4. Acoblament de la calmodulina a Sepaharose 48

Procediment s'ha extret de V, Niggli et al. (1979) (123). Aquesta técnica s'aplica

per identificar possibles CaM8P o altres prote"ines que s'unirien directament o

indirectament a la que s'hagi immobilitzat covalentment a la rerna.
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----SOLUCIONS

-Tampó d'unió_(Borat per la CaM)
0,1 M d'ácid bóric pH 8,2 (temperatura ambient)
O,4M de NaCI
0,05mM de CaCb

-Solució d'activació de la Sepharose4B
1 mM de HCI

-Tampó ácid
0,1 M d'acetat sódic (pH 4)
0,5 M de NaCI

-Solució de saturació
1 M deTris HCI, pH 8,0

-Tampó básic
100 mM de Tris HCI pH 8,0
500 mM de NaCI
1 mM de MgCb

- PROCEDIMENT

• Es pesa la quantitat de rerna seca necessária per unir la proteína, tenint en

compte que 1 9 de relna seca equival a 3,5 mi de rerna inflada, i que a 1 mi de

rema inflada s'hi pot unir 1 mg de protetna.
La Sepharose® 4B-CNBr activada és un gel subministrat per Pharmacia Biotech

on s'ha aconseguit immobilitzar lIigands amb amines primáries utilitzant el rnétode

de Bromide cyenoqer:

• Es pesa la quantitat de retna necessária per unir la concentració de proterna que

desitgem fer servir, respectant els marges recomenats,

• La protetna que pretenem unir ha d'estar dissolta en un tampó básic adequat,

que no presenti cap component amb grups amino susceptibles d'unir-se a la

reina. Així dones, el tampó més adequat en el cas de la CaM és el borat, pero per

a altres protetnes podria ser el tampó bicarbonat (0,1M de NaHC03, pH 8,3 amb

0,5 M de NaCI)o La presencia d'una alta concentració de sals en el tampó
d'acoblament evita la formació d'aqreqats,
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• Es renta la rema durant 15 min amb 1 mM de HCI (pH 2-3), I'excés de clorhídric

s'elimina per filtració en un Buchner connectat al buit. Aquesta reina es resuspén
en tampó borat pH 8,2, a temperatura ambient tenint en compte la relació entre la

relna inflada d'aquesta manera i el contingut de proteína (1 mg de proteína per

1 mi de rerna inflada).
• S'incuba la reina amb la protelna durant 2 h a temperatura ambient, en agitació
molt suau.

• La reina es renta amb tampó borat (fent servir un volum 10 vegades superior a

la quantitat de rerna emprada).
• Es resuspén en 2 volums de Tris, pH 8,2 (temperatura ambient), respecte deis

utilitzats de rerna per bloquejar els grups actius remanents.

• S'incuba la barreja durant 16 h a 4°C en agitació suau.

• S'aplica a la retna una serie de rentatges (4 voltes), alternant el tampó acetat a

0,1 M (pH 4) seguit d'un rentatge amb tampó Tris-HCI (pH 8), ambdós tampons
han de tenir NaCI a 0,5 M. Aquests rentatges cíclics de pH diferent asseguren que

no romangui cap lIigand lliure unit iónicament al lIigand unit covalentment a la

reina.

5. Expressió i purificació de prote"ines de fusió GST

Procediment extret de O.B. Smith, O.B. et al. (1988). Ref.(172); WG-Kaelin (1991)
ref. (80); sv. Frangioni (1993) ref (53).

-SOLUCIONS

-NETN - Tampó d'elució

20mM
100 mM
1 mM
0,5%

de Tris pH 8
de NaCI
d'EOTA
de Nonidet P-40

50 mM
120 mM
20mM

de Tris pH 9,6
de NaCI
de glutatió redutt

- PROCEOIMENT

• Per tal d'estudiar in vitro possibles interaccions prote"ina-prote"ina i d'identificar a

CaMBP, es va procedir a expressar en plásrnides d'expressió procariota pGEX
KG les principals prote"ines reguladores de la transició G1/S, i així es van poder
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aplicar sobre una columna de Sepharose a on se li havia unit CaM bovina

(purificada, segons es detalla a I'apartat 3.)
• Les proternes recombinants fusionades a GST (glufafion S fransferasa) van ser

la p21 Cip1, la ciclina 01, la cdk4 , la p27K1P1 i la pRb.
• El primer pas que cal fer és la clonació del cONA emprant el vector d'expressió

procariota pGEX-KG. La GST té la particularitat d'unir-se a la glutatió redulda, fet

que ens permet utilitzar aquesta propietat per poder purificar per cromatografia
d'afinitat aquelles proternes recombinants amb GST.

El plásmide d'expressió utilitzat va ser el pGEX-KG. Mitjanc;ant técniques de

biologia molecular, es clona el fragment que s'ha d'expressar en trame amb la

proteína GST.

• Es transforma la línia bacteriana BL 21-Lys E

0,5 ¡..tg de ONA plasmídic s'incuben 30 min a 4°C amb 100 ¡..tI de bacteris

competents de la soca E coli BL 21-LysE.
La internalització del ONA es fa per xoc térmic a 42 oC durant 45 segons.

• Oesprés es mantenen els bacteris en un medi ric durant 1 h a 37°C.

• Se sembren els bacteris en plaques LB suplementades amb I'antibiótic

corresponent (50 ¡..tg/ml d'ampicil·lina i/o 10 ¡..tg/ml de cloramfenicol) i es deixen

tota la nit.

• Una de les colónies es fa créixer en medi LB + 50 ¡..tg/ml d'ampiciHina + 10 ¡..tg/ml
cloramfenicol tota la nit a 37°C i amb agitació (200 rpm).
• Es dilueix 1 :100 amb el mateix medi i es fa créixer fins a saturació.

• S'afegeix 0,5 mM d'IPTG i es deixa 16 h a 37°C amb agitació. A les 4 h es pot

afegir una altra vegada 0,5 mM d'IPTG.

• Es recullen els bacteris centrifugant 10 min a 3.000 x 9 i es resuspenen amb

tampó NETN amb inhibidors de proteases (1 mM de PMSF, 1 ¡..tg/ml d'aprotinina).
• Se sonica 3 x 10 segons per trencar els bacteris, tot i que aquesta soca presenta

els plásmides Lys que li impedeixen formar una paret bacteriana normal i es

poden trencar per congelació i descongelació.
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• Se centrifuga durant 20 min en un rotor SS-34 a 15.000 rpm durant 20min i

guardem el sobrenedant. Segons el sediment que quedi, es pot fer una altra

extracció amb NETN afegint un 0,5 % de sarcosyl.
• Els sobrenedant es fa servir per atllar les proternes GST recombinants, emprant

la seva capacitat d'unir-se a la glutatió. S'afegeix un 0,5 % de lIet en pols en

NETN a les boles de Sepharose 4-B-glutationa i s'incuba amb I'extracte obtingut
deis bacteris durant 15 min a 4°C.

• Es fan tres rentatges amb tampó NETN (50 mi cada un) i s'elueix amb 5 mi de

tampó d'elució incubant-ho durant 5 o 10 min a 4°C en rotació. A partir d'aquí se

sol dialitzar la prote"ina amb el tampó que es vulgui i es congela a -80°C.

6. IMMUNODETECCIÓ
6.1 Aplicacions de la utilització d'anticossos en el reconeixement

de prote"ines
La detecció de protemes es fa emprant les propietats que tenen els anticossos.

Els anticossos van ser descoberts per Emil von Behring i Shibasaburo Kitazato el

1890, pero no va ser fins al 1960 que no se'n va determinar I'estructura. Els

estudis estructurals iniciats per Gerald M. Edelman i R. R. Porter van fer que

guanyessin el premi Nobel el 1972.

La majoria d'anticossos que s'utilitzen per detectar protetnes són

immunoglobulines de tipus G (lgG) i, menys freqüentment, de tipus IgM. Les

molécules d'lgG tenen un pes molecular de 160.000 D. Interaccionen amb

I'antigen pels lIocs Fab (part variable) composta per una cadena lIeugera (CL) i

una de pesada (CH). El fragment Fc només esta format per cadenes pesades i no

té capacitat d'unió als antigens, pero sí a altres molécules (prote"ina A,

complement).
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Figura 19. Estructura de les IgG

El primer factor que cal tenir en compte per tenir éxit en la detecció d'un antigen
és I'especificitat de l'anticos.

Els anticossos primaris poden ser monoclonals en cultiu, líquid ascític o purificats;

policlonals en sérurn o purificats. S'aconsella purificar les IgG amb protelna A

Sepharose o, per afinitat, amb I'antigen, ja que d'aquesta manera s'eliminen els

enzims series i les proternes que poden produir soroll de fons.

El sistema de marcatge que s'ha utilitzat és I'indirecte, que es fonamenta en el fet

que l'anticós primari reconeixerá I'antigen contra el qual ha estat dirigit i sera

reconegut per un de secundari (després de la incubació amb l'anfícós primari),

específic contra les immunoglobulines de l'espécie en la que s'ha obtingut
l'anticós primari i desenvolupat en una especie diferent que la que s'ha utilitzat per

obtenir el primari. L'anticós secundari pot estar acoblat a un enzim (és el cas de la

peroxidasa i la fosfatasa) o a un fluorocrom (FITC, TRITC). Els anticossos

conjugats amb peroxidasa o fosfatasa necessiten la presencia d'un substrat

específic perqué es produeixi la reacció colorimétrica que ens perrnetrá localitzar

indirectament a I'antigen. Els marcats amb fluorescencia s'utilitzen per a

immunocitoquímiques.
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6.2 Western blot (WB)
Aquest métode s'aplica a la membrana procedent de la transferencia d'un gel
SDS-PAGE (1Do 2D), en que s'ha resolt un lisat cel·lular per esbrinar l'existencia

o no d'una proteína.

- PROCEDIMENT

• S'ocupen els lIocs d'unió inespecífica de la membrana aplicant una solució de

blocatge (5% de lIet desnatada en pols en TBST), durant 1 h a temperatura

ambient, per impedir la unió no específica deis anticossos a la membrana.

• S'incuba durant 1 h el primer anticós a la dilució adequada en solució

d'incubació.

• Es fan tres rentatges de 10 min amb TBST.

• S'incuba durant 1 h amb el segon anticos que reconeix el primer (anticonill, porc,
cabra o be) en la dilució en solució d'incubació. Normalment s'ha fet servir la

fosfatasa alcalina, pero també se'n poden utilitzar que estiguin lIigats amb

peroxidasa.
• Es fan tres rentatges de 10 min amb TBST.

• Es revela per detectar I'activitat fosfatásica alcalina amb 5 mI de CDS afegint-hi

33 �I de NBT i 16,5 �I de BCIP (nitroblue tetrazodium 50 mg/ml) (5-bromo, 4-cloro-

3 indonyl phospate 50 mg/ml) o ECL (Amersham) en el cas que l'anticós

secundari estigui conjugat amb peroxidasa.
• S'atura la reacció amb H20.

A les taules 13 i 14 es detallen les referéncies deIs diferents anticossos emprats i

també les dilucions o concentracions de treball.

6.3 Immunoprecipitacions (IP) i assaig kinasa

La coimmunoprecipitació es basa en la capacitat que té un antícós per reconéixer

un antigen en el qual romanen en complexos les proternes associades. Les

condicions d'incubació hauran de ser prou permisives per evitar trencar els

possibles complexos proteics. L'immunoprecipitat pot ser sotrnés a un assaig
d'activitat kinasa tal com es descríurá a continuació.
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-SOLUCIONS

- Solució C (tampó de lisi general):
50 mM de Tris-HCI, pH 7,4
0.1% de Tritó X-100
5 mM d'EDTA
250 mM de NaCI
50 mM de NaF
0,1 mM de Na3V04,
1 mM de PMSF
10 ¡.tg/ml de leupeptina
10 ¡.tg/ml d'aprotinina

- Solució D (tampó de lisi adaptat per a la detecció de complexos associats a la

CaM)
50 mM
100 mM
1%
0,1 mM
5mM
0,1mM
1 mM

10 ¡.tg/ml
10 ¡.tg/ml

de Tris-HCI, pH 7,4
de NaCI
de Tritó X-1 00
de CaCb
de NaF
de Na3V04
de PMSF
de leupeptina
d'aprotinina

-Tampó kinasa (1)10x
200 mM d'HEPES, pH 7.4
100 mM de clorur de magnesi
10 mM de DTT

200 ¡.tM d'ATP

100 mM de p-glicerolfosfat

- PROCEDIMENT:

• Les cel-lules (5-10 x 107) es lisen amb 1 mi de solució C.

• Es sonica dues vegades ellisat (mantingut en gel) durant 10 segons.
• Se centrifuga 10 min a 10.000 rpm i a 4°C.

• Es pren el sobrenedant i es valora la quantitat de protelna (rnitjancant el métode

de Bradford, vegeu apartat 2.4 )
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• S'incuben de 3 a 5 mg de protetna obtinguda del lisat amb l'anticós dirigit contra

la protetna problema o amb 0.5 /-11 de sérurn normal de conill (fet servir de control)
durant 2 h a 4°e.

• Se segresten els immunocomplexos afegint 15 /-11 de proteína A-Sepharose®

(Pierce), si l'antícós és un anti-conill o amb proterna G-Sepharose ® (SIGMA) si

l'anticós emprat és monoclonal, durant 1 h a 4°e.

Especie Afinitat per la erotema A Afinitat per la proterna G

Humana ++++ ++++

Cavall ++ ++++

Vaca ++ ++++

Porc +++ +++

Ovella +/- ++

Cabra +++

Conill ++++ +

Pollastre ++

Hámster + ++

Conillet d'índies ++++ ++

Rata +/- ++

Ratolí ++ ++

Taula 7. Afinitat de la protetna AlG pels anticossos obtinguts a diferents especies (extret de

Antibodies. A laboratory Manual, Ed. Haríow & David Lane)

• Es recol·lecta la rema per centrifugació (pois curt).
• S'apliquen dos rentatges amb el tampó e.

• Per alliberar els complexos formats de la Sepharose®, s'apliquen 30 /-11 de

tampó de mostres amb OTT, dues vegades concentrat i es bullen durant 3 min

Les proteínes així immunoprecipitades són sotmeses a una electroforesi

transferides a una membrana d'lmmobilon-P (Millipore) seguida de transferencia

Westem. Paral-lelament es córrer un lisat total de cél-lules NRK per fer-Io servir

com a control de mobilitat de cadascuna de les prote"ines.

Per estudiar si la eaM coimmunoprecipita amb la cdk4 i la cic01 s'ha d'adaptar la

composició del tampó de lisi e, s'ha d'utilitzar la solució O. Es bloca la proterna A

Sepharose ® amb albúmina procedent de sérurn boví (2mg/ml de BSA en tampó

B).
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Per dur a terme I'assaig kinasa, les immunoprecipitacions es fan de la mateixa

manera que s'acaba de descriure, pero s'utilitzen 5 x 10 6 cél·lules per assaig, i el

lisat es preadsorbeix amb 30 f-ll de NRS (sérum normal de conill) i 50 ul de

proteina A-Sepharose®.
Els immunoprecipitats es renten amb tampó kinasa x1 i seguidament són incubats

amb tampó kinasa amb 20 f-lM de [y_32p]ATP (2-4 x 104 cpm/pmol) i 2,5 f-lg

d'histona H1 (per a la cdk2), o 1 f-lg de la proteína pRb fusionada amb GST (GST

pRb (379-792)) en el cas de la cdk4 durant 20 min a 30°C, en un volum final de 35

f-ll (106). La GST-pRb (379-792), I'expressió i la purificació d'aquestes

construccions s'ha detallat en I'apartat 5 .

6.4 Immunocitoquímica per a I'observació amb microscopi óptic
o confocal

Engloba I'estudi de la localització intraceHular de prote"ines. S'han d'analitzar un

seguit de factors crítics per al resultat de la immunocitoquímica.
Per preservar i estabilitzar I'estructura cel·lular, i evitar que els antígens difonguin
del seu lIoc original, s'ha de procedir a aplicar la fixació de les cel-lules. La fixació

que s'utilitzi haurá d'arribar a tenir un compromís entre I'estabilització de les

estructures i la conservació de I'antigenicitat. Els agents químics més utilitzats

com a fixadors han estat els aldehids de cadena curta que reaccionen amb les

prote"ines, principalment amb els grups E i a amino deis arninoácids que les

integren (I'utilitzat per nosaltres és el 3% paraformaldehid en PBS). Hi ha epítops

que són malmesos o emmascarats pel paraformaldehid, lIavors hem optat per

altres fixadors com ara el metanol préviament refredat a -20°C (I'aplicació es fa

sobre gel), que, a més a més de fixar, permeabilitza les membranes.
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- SOLUCIONS:

- Fixador: Metanol fred o 3% paraformaldehid en PBS

- PBS (pH 7,2)
140 mM de NaCI
5mM de Na2HP04
1,5 mM de KH2P04

- Solució de permeabilització
0,2% de tritó X-100 en PBS

- Solució de blocatge
1 % d'ovoalbúmina en PBS

S'han d'utilitzar tant anticossos secundaris conjugats amb fluorescencia com amb

peroxidasa. En el cas d'utilitzar peroxidasa, I'observació es fará en un microscopi

óptic convencional. Cal dir que es va optar per la peroxidasa en els casos en que

preteníem fer un estudi quantitatiu, ja que la fluorescencia s'esvaeix a mesura que

s'irradien les preparacions.
A la pagina següent es detallen els dos procediments d'immunocitoquímica.
En ambdós casos les celIules es fan créixer sobre cobreobjectes de vidre i es

processen amb molta cura per no confondre la cara on hi ha les cél-lules

adherides.
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Immunofluorescéncia

• 3x rentatges deis cobreobjectes amb PBS

• Fixació (segons taula 8)
• 2 rentatges de 10 min amb PBS

• Permeabilització (per a la fixació amb PF,

consulteu-ne el tipus a la taula 8)
• Blocatge deis lIoc d'unió inespecífics amb

1 % ovoalbúmina en PBS durant 10 min a P

ambient

--------------

• 3 rentatges amb PBS

• Incubació durant 1 h a 37°C amb una

dilució d'anticós primari (consulteu la dilució

a la taula) en cambra humificada

• 2 rentatges amb PBS de 10 min

• Incubació amb la dilució de l'anticós

secundari (dilun 1:100) durant 45 min

(protegit de la lIum) i en una cambra

humidificada

• 2 rentatges amb PBS de 10 min cadascun

• Muntatge amb Mowiol

• Observació al microscopi de fluorescencia

Immunoperoxidasa
• 3 rentatges deis cobreojectes amb PBS

• Fixació (segons taula 8)
• 2 rentatges de 10 min amb PBS

• Permeabilització (consulteu-ne el tipus a la

taula 8)
• Blocatge deis lIocs d'unió inespecífics amb

un 1 % d'ovoal-búmina en PBS durant 15 min

a temperatura ambient

-Eliminació o blocatge de la peroxidasa

endógena amb un 2% de H202 en PBS

durant 20-30 min

• 3 rentantges amb PBS

• Incubació durant 1 h a 37°C amb una

dilució d'anticós primari (consulteu-ne la

dilució a la taula) en cambra humificada.

• 2 rentatges amb PBS de 10 min

• Incubació amb la dilució de rantícós

secundari conjugat amb peroxidasa (dilun
1 :250) durant 45 min en una cambra

humidificada

• 2 rentatges amb PBS de 10 min

• Revelatge amb 0,25 mg/ml de 3,3'

diaminobenzidina (DAB) + 0,1% H202 (cal
anar molt en compte amb el DAB que és

molt tóxic).
• 1 rentatge breu amb H20 MiIliQ.

• Muntatge en miíjá aquós i observació al

microscopi óptic
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Anticós Fixació Perrneabilització

cdk4 (Sta. Cruz) MetOH -20°C, 2 min sobre gel No

cicD1 (UBI) MetOH -20°C, 2 min sobre gel No

p21�'" (St. Cruz) 3% PF/PBS, 20 min a temperatura ambient 0,2% tritó X-i00/PBS, 10 min, T" ambient

Nucleolina 3% PF/PBS, 20 min a temperatura ambient 0,2% tritó X-100/PBS, 10 min, a temperatura ambient

hnRNPA2 (A2) 3% PF/PBS, 20 min a temperatura ambient 0,2% tritó X-i00/PBS, 10 min, a temperatura ambient

Taula 8. Tractament de fixació i permeabilització aplicat a les le (immunocitoquímiques).

Quan s'utilitza la fixació amb paraformaldehid, s'han d'afegir a totes les

dissolucions 10 mM de glicina per evitar que les restes de cárreques negatives del

fixador puguin facilitar el marcatge inespecífico

6.4.1 Quantificació del marcatge obtingut per immunoperoxidasa
Les preparacions destinades a la quantificació del marcatge nuclear es van

processar al mateix temps.
L'absorbáncia de l'área total corresponent al nucli va ser mesurada amb un

analitzador d'imatges (KS 100 Kontron Imaging System software). Els nuclis es

van considerar positius quan la relació entre l'absorbáncia i l'área era major de

0,1. Aquest valor era el corresponent al marcatge que hi havia al citoplasma. És a

dir, només es van considerar positives aquellas céllules que presentaven el nucli

més intens que el valor del citoplasma.

6.5 Immunocitoquímica per a I'observació amb microscopi
electrónic

6.5.1 Preparació de les cel-lules per aplicar la immunocitoquímica per

microscópia electrónica

6.5.1.a Englobació en Lowicryl K4M

Es va aplicar aquesta técnica per tal de detectar la possible collocalització entre

cdk4/cicD1 en cél-lules activades i a les 7 h després de I'activació. Préviament a

I'englobació amb Lowicryl es va procedir a la fixació de les cél-lules.

-SOLUCIONS

- Fixació: 3% Paraformaldehid + 0.1 % de glutaraldehid en 0,1 M de tampó fosfat.
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- Tampó fosfat: 0.1 M de HNa20P04, afegint la quantitat necessária de

0.1MH2NaP04 fins que el pH sigui de 7,4

- PROCEDIMENT:

• Es van fer 2 rentatges amb PBS.

• Fixació amb 3% de paraformaldehid i 0,1% de glutaraldehid en 0,1 M de tampó
fosfat durant 1 h a temperatura ambient.

• 2 rentatges amb PBS

• Cal alliberar les cellules de la placa, rascant-Ies.

• Centrifugar-ho a 2.500 9 durant 15 min a temperatura ambient.

-Inclusió en Lowicryl
Una vegada fixada la mostra s'ha de procedir a deshidratar-la: deshidratació a

baixa temperatura (PLT, progressive lowering of temperature technique) (113).

Aquesta técnica es basa en la relació inversament proporcional entre I'agent
deshidratant i la temperatura. Tant en la deshidratació com a la inclusió s'ha de

treballar sota una campana d'extracció de gasos, ja que els vapors que es

desprenen són molt tóxica, també s'ha de tenir la precaució de treballar amb

guants.
Es van aplicar els passos que s'indiquen a la taula 7, en agitació constant.

Etanol (vol "lo) Temperatura (OC) Temps (min)

30% 4° 15

50% -200 30

70% -350 30

95% -350 60

100% -350 30

100% -350 30

Taula 9. Passos que cal seguir en la deshidratació de les mostres (PLT).
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- Preparació de la rema i infiltració

• Composició
El Lowicryl K4M consta de 3 components:

Components

Crosslinker A 2.70 (casa comercial) 3.6 9

Monómer B 17.30 (casa comercial) 16.4 9

Iniciador C· 0.10 9 0.10 9

Taula 10. Proporció en la preparació del Lowicryl K4M. Si es treballa a temperatura ambient,

I'iniciador ha de ser substitult per la mateixa quantitat de benzoin ethylether.

L'oxigen dificulta la polimerització de la reina, per aixó s'ha d'anar en comte a no

formar bombolles. A més a més, aplicarem N2 (gas) amb una pipeta Pasteur.

• Infiltració

Una vegada s'ha preparat la rerna s'ha de posar a -35°C.

Els passos que cal seguir es detallen a continuació (taula 9)

Re"ina:etanol (vol. : vol.) Temperatura Temps (min)
(OC)

1:3 -35 60
2:2 -35 60
3:1 -35 60

Re"ina pura -35 Tota la nit

Taula 11. Procediment de la inclusió de la mostra amb la rerna, segons el ti pus de mostra els

temps podran variar.

• Polimerització

La polimerització es du a terme en el mateix receptacle on s'ha fet la infiltració.

Per fer els blocs s'utiltizen cápsules de gelatina.
• S'omplen les cápsules fins dalt de tot amb la reína (evitant que quedi aire). Es

transfereixen les mostres amb I'ajuda d'una pipeta Pasteur (préviament

refredades) i es tanquen les cápsules. S'esperen de 15 a 30 min i es connecta el

lIum ultraviolat durant un mínim de 24 h per tal de facilitar la polimerització.
• Es treuen les mostres del congelador i es contiua la polimerització amb el lIum

ultraviolat durant 2-3 dies a temperatura ambient. A partir d'aquest moment els

blocs queden a punt per obtenir-ne talls semi i ultrafins sobre reixetes d'or i per a

I'aplicació posterior de la immunocitoquímica.
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Una vegada feta la immunocitoquímica es procedeix a fer el contrast amb acetat

d'uranil.

6.5.1.b Métode de S/am Freezing
Per preservar I'antigenicitat máxima i la ultraestructura de les cél·lules NRK a

I'hora d'estudiar la possible collocalització entre la CaM i la p21c1P es va aplicar la

técnica de la criofixació pel métode de Slam Freezing (186). Els avantatges

d'aquesta técnica és que preserva molt I'antigenicitat i les membranes queden
intactes.

Les célIules NRK es van fer créixer sobre transwells (posant 2 mi de medi al

receptacle inferior i 0.5 mi al superior) i es van portar a la quiescéncia tant per

supressió de factors de creixement com per inhibició per contacte. Les NRK, que
es pretenien recol·lectar a les 7h després de I'activació, es van sincronitzar (en

quiescéncia) en f1ascons i, posteriorment, es van reactivar i es van traslladadar

sobre transwells , on es van fixar a les 7 h després de la reactivació de la

proliferació.
Les etapes del processament de les mostres es detallen a continuació:

• Criofixació: que es basa en la projecció de la mostra contra un bloc de coure

refredat per N2 llquid (a -196°C) en un cryovacuumblock (Reichert-Jung). A

continuació es procedeix a la criosubstitució.

• Criosubstitució_en acetona i 0,5% d'acetat d'uranil a -90°C durant 3 dies.

• Infiltració i inclusió en Lowicryl HM20 a -50°C.

• Polimerització sota el lIum ultraviolat durant 10 dies a -50°C.

• Talls ultrafins sobre reixetes d'or amb membrana de formvar.

A partir d'aquest moment ja es pot aplicar el protocol d'immunocitoquímica
convencional que detallo a continuació, tenint en compte que el contrastat es fará

amb acetat d'uranil al 2% en aigua durant 30 min
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6.5.2 Doble immunocitoquímica per a microscópia electrónica

Per estudiar la possible col-localització entre dues prote'ines es va procedir a

aplicar la immunodetecció per microscópia electrónica. Aquesta técnica deriva de

la convencional per a microscópia óptica amb un seguit d'adaptacions.
És important preservar la ultraestructura, evitar la desaparició o difusió deis

antígens, i el marcador ha de ser dens als electrons.

El procediment que es va aplicar sobre les reixetes que contenien els talls ultrafins

de les céllules que s'havien d' estudiar va ser el següent:
• Tant els rentatges com les incubacions es fan sobre gotes de la solució adient

que es dipositen sobre un parafilm, tal com s'indica a la fugura. 18. S'ha de vigilar
en tot moment no perdre I'orientació de la reixeta.

--SOLUCIONS

-Solució de blocatge
O,02M de glicina
0,1% de BSA
0,1% de Tween
en PBS

- PBS (pH 7,2)
140 mM de NaCI
5 mM de Na2HP04
5 mM de Na2HP04
1.5 mM KH2P04

-Solució deis anticossos
0,02 M de glicina
0,1% de Tween

-Solució de rentatge (R)
0,1% de BSA en PBS pH
7,2

• Cal fer un rentatge de 10 min amb PBS a temperatura ambient.
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Rejxeta que conté la mostra

,
Gota de Solució

L'

\�L/'
��
CJ

Parafilm

Figura 20, Disposició de les gotes i reixetes en les incubacions.

• S'incuba amb la disolució de blocatge per tapar als possibles lIocs d'unió

inespecífics durant 5 min a temperatura ambient.

• Es preparen les dilucions deis anticossos utilitzant la solució deis anticossos.

Per facilitar el procediment d'una immunocitoquímica doble, i sempre que es pugui

segons la disponibilitat, és recomenable escollir un anticós monoclonal i un altre

de policlonal per minimitzar les reaccions creuades. La incubació deis dos

anticossos primaris (un de monoclonal i I'altre de policlonal) es fará conjunta a la

dilució adequada (vegeu la taula 13) en tampó de blocatge durant 1 h a

temperatura ambient.

• S'apliquen 4 rentatges amb solució R de 5 min cadascun.

• S'incuben conjuntament els dos anticossos secundaris conjugats amb or

colotdal de diferents mides (combinacions de 5 -10 nm o 15 - 5 nm).
• Es renta amb solució R durant 10 mino Es renta 4 vegades durant 5 min amb

PBS. Es renta durant 30 min amb H20 MilliQ.

• Jet-Wash: s'aplica un rentatge amb I'ajuda d'una pipeta Pasteur, deixant anar el

raig directament sobre la reixeta.

7. Cromatografia d'afinitat a la calmodulina-Sepharose®
El fet de tenir unida de manera covalent la CaM a un suport com ara la reina de

Sepharose® i el gran coneixement de les condicions que afavoreixen la unió de

les CaMBP a la CaM (presencia de Ca2+, que fa exposar els dominis hidrofóbics



Material i Metodes 106

de la CaM) ens facilita I'estudi de les possibles protemes acceptadores de CaM.

Les elucions de les fraccions unides a la CaM es fan per aplicació de rentatges en

presencia d'EGTA (que provoca un canvi conformacional de la CaM i arriba a

alliberar les prote"ines que hi tenia unides) .

•A partir d'un lisat total de cél-lules NRK

• Eliminació de la CaM endógena: per evitar que la CaM endógena tregui
rendiment a la columna de CaM-Sepharose® es procedeix a eliminar la CaM

endógena del lisat.

- SOLUCIONS:

-Tampó E

50mM
1% tritó
1 mM
200mM
0,1 mM

1,5 J..lM
2 J..lg/ml
4 J..lg/ml
5mM

de Tris-HCI, pH 7,5
de X-100
de OTT
de Na3V04
de PMSF
de pepstatina
de leupeptina
d'aprotinina
d'EGTA

Es lisen 2 x 107 cél-lules en 500 J..l1 de tampó E. Les proternes així solubilitzades (1

mg) s'apliquen sobre 300 J..l1 de columna OEAE-Sephacel preequilibrada amb

tampó E. La fracció que no s'hi uneix es recol·lecta i s'hi aplica el WB (a-cdk4),
mentre que la CaM endógena del lisat esta unida a la columna de OEAE

Sephacel.

---Cromatografia d'afinitat a la CaM. A la fracció que conté la cdk4, s'hi afegeix
el volum adient de 100 mM de CaCb perqué quedi una concentració final de CaCI

2 de 7mM, seguidament es posa en contacte amb 300 J..l1 de CaM-Sepharose®

preequilibrada amb solució E conjuntament amb 2 mM de CaCb. La columna es

renta tres vegades amb el tampó E i finalment s'elueixen les CaMBP aplicant el

tampó E amb 5 mM d'EGTA. Les fraccions així elu"ides se sotmeten a una

electroforesi i una transferencia Westem posterior.
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8 Pull down en columnes de calmodulina

Aquests experiments tenen els mateixos principis básics que les columnes

d'afinitat, amb la diferencia que ja en la incubació es facilita la unió específica a la

CaM per la presencia de Ca2+, i paral·lelament s'incuba en presencia d'EGTA

(control). A més es recupera totalment la fracció unida a la CaM, ja que es fa per

aplicació de tampó de mostres amb SDS (Laemmli) directament a la columna de

CaM.

8.1 Mitjan�ant prote"ines purificades i fusionades amb -GST

-SOLUCIONS

-Tampó de columna (amb Ca2+)
50 mM de Tris-HCI pH=7.4
100 mM de NaCI
1% Tritó X-100
1 mM de CaCI2

-Tampó de columna (amb EGTA)
50mM de Tris-HCI pH=7,4
100mM de NaCI
1% de Tritó X-100
5 mM d'EGTA

Els experiments de pull down es van dur a terme tal com es descriu a continuació:

• Es preincuba la columna CaM-Sepharose® amb tampó de columna ± EGTA

durant 10 min a 4°C.

• Es posa en contacte 1 Jlg de cadascuna de les prote"ines de fusió amb GST amb

20 JlI de la columna de CaM-Sepharose® (1: 1, proporció de rerna seca i de

tampó) en presencia o no de Ca2+.

• S' incuba en agitació suau durant 2 h a 4°C.

• Es recol-lecta la fracció no unida a la columna.

• Es fan 2 rentatges de 1 mi en tampó de columna ± EGTA

• S'aplica tampó de mostres amb SDS per alliberar la fracció que s'havia unit a la

columna.

• Es carrega la fracció unida i la no unida (sobrenedant) sobre un gel d'acrilamida

i se sotmet a una electroforesi.

8.2 A partir d'un lisat

El procediment que cal seguir és el mateix que el descrit a I'apartat anterior (8.1),

pero en lIoc de posar en contacte les prote"ines purificades amb la CaM, s'incuba
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un lisat total en preséncia de Ca2+ o EGTA i s'elueix amb tampó de mostres

Laemmli.

9. Microinjecció
Aquesta metodologia es va aplicar per corroborar els resultats obtinguts en

I'aplicació de drogues anti-CaM sobre la localització subcel-lular de la cdk4. En

aquest cas es va utilitzar el péptid sintétic corresponent al domini d'unió a la CaM

de la CaMKII (arninoácids 290-309). Microinjectant aquest péptid al citoplasma de

les cél·lules NRK a les 5-8h després de la reactivació a proliferar, s'ocupen els

lIocs hidrofóbics de la CaM que reconeixen les CaMBP per rnitiá de les quals
actua. Una vegada finalitzada la microinjecció i després d'esperar el temps

prudencial perqué el péptid interaccioni amb la CaM, es procedeix a I'estudi de la

localització de la cdk4 mitjanc;ant la immunocitoquímica.

L'equip que es va utilitzar per dur a terme les microinjeccions citoplasrnátiques va

ser el de la marca Zeiss (AIS) acoblat a una bomba Eppendorf 5246 tranjector. El

fragment de la CaMKII corresponent als aminoácids 290-309 (137) en solució

aquosa es barreja amb dextrá de 155.000 O conjugat amb rodamina (SIGMA) en

PBS per fer-Io servir com a marcador de microinjecció. La concentració final de

péptid utilitzada per microinjectar va ser de 240 I-lM i 1 % de dextrá conjugat amb

la rodamina. Per les cél.lules control, la solució injectada constava únicament d'un

1 % de dextrá conjugat amb la rodamina.

Les cél-lules NRK utilitzades per microinjectar procedien d'un cultiu sincrónic i

quiescent reactivat sobre cobreobjectes de vid re.

Els cobreobjectes es transfereixen, just abans de la microinjecció (5-8 h després
de I'activació proliferativa), a DMEM modificat amb HEPES (SIGMA) suplementat
amb un 5% de FCS.

Una vegada finalitzada la microinjecció, els cobreobjectes es transfereixen i

s'incuben en un medi nou (DMEM 5% de FCS) durant 1 h (en una atmósfera al

5% de C02 i a 37°C), abans de ser fixats continuar amb la immunocitoquímica i

per detectar si el marcatge nuclear de la cdk4 estava alterat. Per detectar si

s'estava inhibint la síntesi de DNA es van incubar les cél-lules fins a les 21 h
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postactivació. La fixació i la immunocitoquímica per detectar la cdk4 es va realitzar

com s'ha explicat a I'apartat 6.3.

El control de que realment s'estava inhibint la síntesi del ONA per efecte de la

inhibició de la CaM, es va realitzar mesurant I'índex de marcatge obtingut de la

immunocitoquímica bromodeoxiuridina (oc-BrdU). El comptatge de nuclis marcats

que corresponien als positius per immunocitoquímica oc-BrdU a les 21 h després
de I'activació.

- PROCEOIMENT

• S'afegeix al medi BrdU (3 ¡.tg/ml) a les 19 h després de I'activació proliferativa.
• S'incuba durant 2 h.

• Es fixen les cellules durant 30 min en presencia d'etanol i acétic (95:5). La BrdU

es detecta amb un anticós primari contra la bromodesoxiuridina (Amersham
Pharmacia Biotech),I'anticós secundari que s'utilitza és monoclonal i esta conjugat
amb ñuorescetna (1 :100, Boehringer Mannheim).
• La quantificació del marcatge nuclear per la cdk4 es va valorar utilitzant la

camera Zeiss ZVS-470E CCO i es va utilitzar el software KS 100 Kontron Imaging

System. La meangreen (mitjana del valor densitornétric del canal verd) superior a

100 unitats era considerada com a marcatge positiu.

10. Conjugació de prote"ines amb fluorocroms
10.1 Conjugació amb derivats de I'isotiocianat

Els fluorocroms que deriven de I'isotiocianat tenen la particularitat de establir

entlacos covalents amb els grups amino de les prote"ines amb les quals poden

conjugar-se.
La reacció que té lIoc s'especifica a continuació:

S

R1N=C=S + R2NH2-----� R1NH-�-NHR
Isotiocianat Tiourea
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10.1.1 FllC

Aquest fluorocrom és un derivat de la fluroresce"ina (Fluoresce"ina isotiocianat)

(FITC). El FITC té un pes molecular de 531,7 i una absorbáncla máxima a 492 nm

i I'emissió és máxima a 513 nm.

-Reactius

CALBIOCHEM ® FllC Labeling Kit # 343210
Aquest kit conté:
FITC
Dissolvent (DMF)
lampó carbonat (100x)
PBS (10x + 1% de NaN3)

5 x 0,85mg
4 mi
100 mi
100 mi

La reconstitució del FITC es fa amb 850 ul del dissolvent per vial de FITC. La

concentració del FITC així obtinguda és d'1 mg/ml.
Els passos que cal seguir són els següents:
• Cal tenir la protetna que s'ha de marcar dissolta en tampó carbonat, aixó es pot

fer dialitzant-Ia enfront d'aquest tampó en un sac de diálisi de mida de por

adequat. Per al marcatge de la cicD-GST, la cdk-GST i la nucleoplasmina es van

utilitzar els de SIGMA D-9277.

• S'ha de portar la proterna a una concentració de 2 mg/ml.
• Es reconstitueix al FITC fins a 1 mg/ml
• S'ha de barrejar la protetna amb el FITC. La relació ha de ser 2,5 mg de

proterna per 500 ¡..tI de FITC (1 mg/ml) . Es fa un vórtex durant uns instants i es

deixa incubar-ho a temperatura ambient durant 2 h en un rotor.

• Cal dialitzar-ho en PBS durant 2 dies a 4°C, per eliminar el FITC lliure.

• S'emmagatzema a 4°C i preservat de la lIum.

10.1.2 rarrc

El TRITC (Tetrametilrodamina Isotiocianat; CALBIOCHEM #588406) és un derivat

de la rodamina, té un pes molecular de 443,5 D. Una exitació máxima a 554 nm i

una emissió máxima a 573 nm.

--PROCEDIMENT

• Cal dialitzar la protetna (1-2 mg) en tampó borat o carbonat.
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• Es disolen 3 mg de TRITC en 1 mi de DMSO i s'afegeixen 100 mi de tampó
borat.

• Es dialitza la proterna en aquesta dissolució de TRITC durant tota una nit a 4°C.

• Es fan varis canvis del tampó borat durant 2 dies.

• S'emmagatzema a 4°C i preservat de la lIum.

10.1.3 Conjugació de prote"ines amb B-ficoeritrina (SP)

Aquest tipus de fluorocrom es caracteritza per la seva mida gran (PM 240.000 D) i

per tenir una absorbáncia máxima a 546 nm i una emissió máxima a 576 nm.

S'uneix a la proterna problema mitjancant una molécula que fa de pont o

crosslinker (sulfo-SIAB). El fet d'escollir aquest fluorocrom va ser perque el tipus
de conjugació preservava molt més I'estructura de la proteína que s'havia de

marcar.

-MATERIAL

B-Phycoerythrin
Sulfo-SIAB
PBS
Columnes PD-10
Centricon

Molecular Probes #P-800
Pierce #22327G

Pharmacia #17-0851-01
Amicon (que dicriminin bé la proteína que s'ha de marcar).

El protocol que s'ha d'aplicar és el següent:
• Es preequilibren amb 50 mi de PBS dues columnes PD-10 per a cada marcatge

que es vulgui dur a terme.

• S'apliquen 300 JlI de BP a una columna PD-10 i es renta amb PBS per eliminar

el dissolvent.

• Es recull directament amb un centricon el que surt de la columna (color rosa).
• Es centrifuga a 3.000 rpm a 4°C durant 25 min en un rotor fix Sorvall.

• S'inverteix el tub i es torna a centrifugar per recollir el que s'ha retingut.
• Es transfereix a un tub i s'afegeixen 8 Jlg/ml de sulfo-SIAB (preparat del dia). La

reacció és óptima a pH 7, pero ens convé mantenir-Ia a 8 per afavorir els passos

següents.
• Es fa rodar (tapat de la lIum) durant 2 h a 25°C.
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Després de l'experiéncia obtinguda fent els assajos de transport in vitre, es

recomana marcar la proterna problema amb dos tipus de f1uorocroms diferents i

aplicar el procediment que es descriu per al sistema de transport in vitre.

Confrontant els resultats obtinguts emprant un marcatge o un altre sabrem si el

fluorocrom interfereix el transport o no i si el marcatge és específico Una altra

precaució que s'ha de tenir és passar la proteína conjugada amb el f1uorocrom per

una PD-10 (Pharmacia) per tal d'eliminar la fluorescencia lliure, que podria donar

un marcatge inespecífico • Es purifica en una PD-10 i es concentra tal com s'ha fet

abans.

• Es transfereix al tub que contingui la protetna que s'ha dilutt previament amb

400 ul aproximadament de PBS (el pH ha de ser de 8,3).
• Es deixa rodar tota la nit a 4°C, preservat de la lIum.

A l'enderná:

• Es preequilibra amb 50 mi de PBS, una PD-10 per a cada conjugació que es

vulgui fer.

• Se centrifuga el conjugat protetna-Bl>, es concentra en un centricon i es dilueix

amb 200 ul de PBS.

• S'aplica el conjugat sobre una columna PD-10 i es renta amb PBS (s'ha
d'intentar que el PBS no dilueixi directament la mostra).
• Es recull directament el pic de color en un centricon.

• Es quantifica tot fent una dilució 1: 1 00 en PBS i lIegint l'absorbáncia a 568

( Asea) x (100)/(9.65) = mg/ml

( mg/ml) x (1000)/(240) = ¡..tM conjugat

11. Assaig in vitro d'mportació nuclear en cél-Iules

permeabilizades amb digitonina

Protocol modificat a partir d'Adam et al. (1990; 1992) (2) (3).
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L'objectiu d'aquesta técnica és veure si una proterna problema afegida

exóqenarnent i marcada fluorescentment pot ser transportada al nucli en cel-lules

permeabilitzades amb digitonina.
Les céllules es tracten amb digitonina, detergent selectiu que provoca porus

únicament en aquelles membranes riques en contingut de colesterol com ara la

membrana plasmática. D'aquesta manera, obtindrem célIules amb el contingut
nuclear intacte. Aquest sistema ens permetrá estudiar la regulació de la

importació cap al nucli d'una protema exóqena degudament marcada amb un

fluorocrom.

--Tampons

-Tampó A (10x)

Reactiu Concentració mare Concentració a I'assaig

HEPES, pH 7,3 200 mM 20mM

Acetat de potasi 1,1 M 110 mM

Acetat de sodi 50mM 5mM

Acetat de magnesi 20 mM 2mM

Taula 12. Composició del tampó A (concentrat 10 vegades).
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-Tampó B (10x)

140 �I de OTT
70 �I d'inhibidors de proteses I
70 �I d'inhibidors de proteases 11
6720 �I d'H20 MilliO

-Tampó de rentatge

5 mi de tampó A
5 mi de tampó B
40 mi d'H20 MilliO

-Tampó de permeabilització

500
500
3.990 �I

�I de tampó B 10x

�I de digitonina
de H20MilliO

- Fosfat de creatina (100x)
500 mM de fosfat de creatina (CALBIOCHEM®) en H20 MilliO

- Creatina kinasa (10x)
200U/ml en 10 mM de glicina, pH 8,9, 25% de glicerol (CALBIOCHEM®)

- Solució de BSA al 10% en H20

- Solució de Oigitonina (500x)
20 mg/ml de digitonina en OMSO (CALBIOCHEM®)

-Solució de GTP
100 mM en H20, pH 7 (SIGMA)

-Solució OTT (500x)
1 M ditiothreitol en H20
MgATP-EGTA
100 mM de magnesium ATP
50 mM d'EGTA

-Inhibidors de proteases I (1 OOOx en H20)
1 mg/ml de leupeptina
1 mg/ml d'aprotinina

-Inhibidors de proteases 11 (1000x en OMSO)
1 mg/ml pepstatina
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-Tampó de fixació

300 ¡..tI de tampó A 10x
300 ¡..tI de tampó B 10x
1,4 mi de H20
1 mi de 20% de formaldehid (de bona qualitat)

-Extractes citoplasrnátics d'Hela

.Es rasquen les cél-lules (per acció mecánica amb I'ajuda d'un scrapper) de la

placa de cultiu on estaven creixent fent servir tampó de rentatge.
• Se sonica en fred.

• Se centrifuga a 4°C a la ultracentrífuga de sobretaula a 100.000 rpm durant 15

mino

• Es recull el sobrenedant que correspon a la fracció citoplasmática.

-Tampó d'importació

100 ul de tampó A
100 ¡..tI de tampó B
100 ¡..tI decreatina kinasa
100 ¡..tI de BSA 10%
10 ¡..tI de creatina fosfat
10 ¡..tI de MgATP-EGTA
10 ¡..tI de solució de GTP
10 ul d'extractes citoplasrnátics d'Hela
x ¡..tI de W13 o W12
x ¡..tI de prote"ina problema conjugada amb el fluorocrom
x ¡..tI d'H20 fins a arribar a 550 ¡..tI

-DROGUES: W13 i W12 (SIGMA)
Concentració mare W13 i W12 = 10 mg/ml (28.6 mM)
Concentració de treball = 30 - 50 ¡..tM

Thapsigargin (SIGMA)
Concentració mare = 1 mM
Concentració de treball = 10 ¡..tM

- PROCEDIMENT

Les cel-lules es van fer créixer sobre cobreobjectes de vidre fins a un 60% de

confluencia durant 48 h abans de I'experiment.
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• S'aplica 1 mi de tampó de rentatge fred, 3 vegades.
• S'incuba cada cobreobjectes (en un placa de 24 pous) amb 400 ¡.tI de tampó de

permeabilització a temperatura ambient

• Es fan 4 rentatges (d'1 mi cadascun) amb el tampó de rentatge.
• S'incuba cada cobreobjecte (cara amunt) amb 25 ul de tampó d'importació en

una cambra humidificada (protegida de la lIum) a 37°C, durant 30 mino

• Es decanta el llquid de sobre els cobreobjectes.
• Se submergeixen els cobreobjectes durant 10 s a I'interior de la solució de

fixació.

• Es disposen els cobreobjectes sobre un portaobjectes aplicant 3 ¡.tI de mowiol.
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Anticós Font WB IP Immunocitoquímica (IC)

primario Optica electrónica

cdk2 UBI (C) #06-505 3¡¡glml - - -

cdc2 UBI (C) #06-194 3 ¡¡g/mi - -

cdk4 Trans. Lab (M) #C-18720 - - Dil (1 :20) -

(0,25mg/ml)
cdk4 Clontech (R) #3516-1 100¡¡g/ml -

cdk4 Santa Cruz #sc-260-R 0,5 ¡¡g/mi 4¡¡g 20 ¡¡g 40¡¡g

cicA UBI # 06-138 7 ¡¡g/mi - - -

cicE Santa Cruz # sc-198 1 ¡¡g/mi - - -

cicD1 UBI (C) # 06-137 0,2 ¡¡g/mi 4¡¡g Dil. (1:50) Dil. (1:100)

pRb Santa Cruz (C) #Se-50 2 ¡¡g/mi - - -

p21-·· Calbiochem (M) # OP64 - 5¡¡g - -

p21�" Santa Cruz #Sc-397 2¡¡g/ml 5¡¡g 20 ¡¡g

p2T,e Dr. J. Massagué (C) DiI. (1:500) - - -

CaM UBI (M) # 05-173 Dil. (1:2000) - - -

(1.2¡¡g/¡¡I)

CaM Dr. Sacks (M) (1.9 mg/ml) 0,25 ¡¡g/mi 5 ¡¡g - Dil. (1:250)

Hsp90 StressGen # SPA-830 Dil (1:500) 4¡¡g

(M) (80 ¡¡g/mi)

Nucleolina Dr. L. Ghisolphi-Nieto - DiI. (1:200) - -

Taula 13. Relació d'anticossos primaris utilitzats per IP, WB i IC.; UBI = Upstate Biotechnology; (C) = policlonal oc- conill;
(M) = monoclonal, oc-ratolí; Dil. = dilució utilitzada.

AnticOs Font WBilP Immunocitoquímica
secundari

Optica electrónica

oc-conill-PA Promega# 1:10.000 Dil (1:250) -

oc-conill-HRP Bio-Rad 1:2000 - -

oc-conill-FITC SIGMA # F-1262 - Dil. (1:100) -

«-mouse-TRITC BM - Dil. (1:100) -

oc-(C)-(G) Biol.lnd. - - 1:25

oc-(M)-(G) Biol.lnd. - - 1:25

Taula 14. Relació d'anticossos secundaris utilitzats perWP, IP i IC.

PA = conjugat amb fosfatasa
HRP = conjugat amb peroxidasa
BM = Boehringer Mannheim
(G) = conjugat amb or de 10 nm o de 5 nm

Biol. Ind. = Biologicallndustries
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1. La calmodulina és essencial per a I'activació de la

kinasa 4 depenent de la ciclina (cdk4) i per a I'acumulació

nuclear de la ciclina 01 i la cdk4 durant la fase G1

El cicle cel·lular de les cél·lules NRK va ser caracteritzat per López-Girona et al.

(99) (17). Es va observar que un cultiu sincrónic de NRK que s'havia activat a

proliferar a partir de la quiescéncia, cornencava a sintetitzar el DNA a les 12 h

després de la reactivació i arribava al rnáxirn a les 18-20 h. Estudis posteriors van

demostrar que aplicant drogues anti-CaM 5 h després de I'activació (primera
meitat de la fase G1) es provocava una aturada del cicle abans de la fase S a

causa de la inhibició de la DNA polimerasa a i 8 i de la inhibició de I'expressió de

I'antigen de proliferació nuclear (PCNA, cofactor de la DNA poi 8) (99) (97) (98).
Es va comprovar que I'addició de les drogues en estadis més avancats de la G1

tenia menys efecte sobre la inhibició de la síntesi del DNA. La droga anti-CaM que

es va utilitzar en aquest estudi va ser el W13, la qual ha estat molt emprada tant

per la seva gran especificitat en les dosi emprades (22) (99) (97) (98) com per

I'existéncia d'una molécula de control, el W12, de natura similar al W13 pero amb

molta menys afinitat per la CaM.

Aquests estudis previs ens han permés plantejar-nos noves hipótesis de treball,

com ara que la CaM podia ser essencial durant la fase G1 perqué tingués lIoc un

esdeveniment comú en I'expressió de diferents gens de la fase S. Tal com s'ha

explicat en la introducció, un fet essencial per a I'expressió deis gens de fase S és

I'activació de la cdk4, de la cdk2 i la fosforilació de la prote"ina del retinoblastoma.

Els resultats que s'exposen a continuació ens van permetre confirmar aquesta

hipótesi i revelar els nivells sobre els quals la CaM regulava I'entrada i la

progressió de la fase G1.
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1.1 L'aturada del cicle ceHular a la fase G1 produ"ida per la

inhibició de la calmodulina és reversible

El fet d'haver utilitzat drogues anti-CaM per a I'estudi de la implicació d'aquesta
sobre el cicle cel-lular, ens va dur afer els controls per assegurar-nos que no

s'estava causant a les céllules un dany irreversible.

Tal com s'ha detallat en I'apartat "Materials i métodes", les céllules NRK es van

sincronitzar per supressió parcial deis factors de creixement (es van fer créixer en

DMEM al 0,5% durant 3 dies) i per inhibició per contacte (cultiu confluent).
Les concentracions de W12 i W13 utilitzades en aquest estudi van ser de 15 ¡.tg/ml

(28,6 ¡.tM) i es van afegir al medi de cultiu a les 5 h d'haver reactivat les céllules a

partir de la quiescéncia. Per veure que I'efecte de la droga era revesible es van

tractar les cel-lules durant 2 h amb W13 o W12 (control). Trascorregut aquest

període de temps es va fer un canvi de medi, substituint-Io per medi nou amb un

5% FCS. Es va mesurar la incorporació de timidina tritiada durant 1 h

subministrant polsos a diferents temps (a les 18 h, 20 h, 22 h i 24 h) sobre les

cel-lules tractades amb W13, amb W12 i cél-lules sense tractar. Tant les cellules

de control (no tractades) com les tractades amb la droga de control (W12)

presentaven un máxim d'incorporació de timidina a les 20 h, mentre que les

cél-lules tractades amb W13 assolien el mateix máxim a les 22 h (fig. 21 ). Aixó

demostrava que I'aplicació de la droga durant 2 h provocava I'aturada del cicle

cel·lular abans de la fase S, i que era susceptible de ser revertit, perqué canviant

el medi es veia que les céllules entraven sincrónicament a la fase S amb un

retard de 2 h respecte de les control i de les no tractades. El fet que

I'endarreriment coincidís amb el temps de tractament indicava que la droga no feia

retornar les cél-lules a la quiescéncia (Go) sinó que només hi havia un retard en

I'assoliment del máxim en la síntesi del DNA.
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Figura 21. La inhibició de la CaM provoca una aturada reversible en la fase G1. Es va mesurar la

incorporació al DNA de la timidina-eH] que tenia lIoc durant 1 h. Les mesures es van prendre a les

16, 18, 20, 22 i 24 h després d'haver reactivat les cél-lules NRK (tal com s'explica a "Materials i

métodes"). Les rodones buidesrepresenten la incorporació de timidina-[3H] en cél-lules de control.

Les rodones plenes representen les tractades amb W12 i els quadrats les tractades amb W13 que

van ser afegides (15 Ilg/ml) 5 h després de I'activació proliferativa, 2 h després es va substituir per

medi sense drogues (DMEM al 5% de FCS).
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1.2 La inactivació de la calmodulina durant la primera part de la

fase G1 evita la fosforilació de pRb i I'activació de la cdk4 i la

cdk2

Un deis esdeveniments clau en la progressió de la fase G1 a la S és I'activació de

la cdk4 i de la cdk2 i la consegüent hiperfosforilació de la pRb. És per aixó que a

continuació es va analitzar I'estat de fosforilació de pRb sota els efectes de la

droga anti-CaM. La droga va ser suministrada a les 5 h després de I'activació

proliferativa del cultiu. La forma hiperfosforilada de la pRb (pRb-P) té menys

mobilitat en un gel de poliacrilamida-SDS (18), i es pot diferenciar així de la

hipofosforolada (més lIeugera). A les cellules quiescents, la pRb estava

hipofosforilada. A les 5 h ja es posava de manifest la forma fosforilada i a les 20 h

la forma majoritária a les céllules de control era la hiperfosforilada; mentre que a

les cél-lules tractades amb W13, la forma més abundant a les 20 h era la

hipofosforilada, (vegeu fig. 22A). Aixó ens indicava que la inhibició de la CaM

evitava la fosforilació de la proterna Rb.

Com que la pRb és el substrat de la cdk4 i cdk2, es va estudiar si el W13 estava

afectant I'activitat d'aquestes kinases. Les cel-íules quiescents no presentaven ni

activitat cdk4 ni cdk2. La cdk4 estava activada a les 5 h després de I'estimulació

proliferativa de les cel-lules i romania alta durant la fase G1 (més enllá de les 10

h). La cdk2 s'activava més tard que la cdk4: a les 5 h I'activitat de la cdk2 era

baixa, s'incrementava a les 7 hiera alta a les 15 h (fase S). A les céllules

tractades amb W13 es va trobar que tant I'activitat de la cdk4 com la de la cdk2

estava clarament inhibida en tots el temps estudiats, si bé hi havia una certa

reversió de I'activitat de la cdk2 amb temps lIargs.
Tal com s'ha explicat en la introducció, I'activitat de les kinases pot ser regulada a

diferents nivells. És per aixó que a continuació es mostra I'efecte de la inhibició de

la CaM sobre els principals punts susceptibles de ser regulats.
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Figura 22: Efecte del W13 sobre la fosforilació de la pRb i de I'activitat de les cdk. A. Efecte del

W13 sobre la fosforilació de la pRb. Es van lisar cel-lules quiescents (Q) o cél-lules activades

proliferativament a diferents temps (5 h i 20 h) després de I'addició del sérurn. Les cel-lules

recollides a les 15 havien estat tractades a les 5h (després de I'activació) ambW12 o W13 en una

concentració de 15 f.!glml. 50 f.!g de protelna procedent dellisat va ser sotmesa a una electroforesi

en un gel de 6% SDS-poliacrilamidal, electrotransferit i sotrnes a una tranferencia Western (tal com

s'explica a "Materials i rnétodes"). l.'anticós que es va utilitzar ,anti-pRb, reconeixia tant la forma

hipofosforila (pRb) com la hiperfosforilada (pRb-P).

8. Efecte del W13 sobre I'activitat de les cdk. Cel-lules NRK quiescents (Q) van ser activades

proliferativament i es van lisar en els temps que s'indiquen a la figura. Les cel-lules recollides a les

7, 10 i 15 h s'havien tractat a les 5 h després de la reactivació amb 15 f.!g/ml de W12 o W13. Els

lisats cel·lulars van ser immunoprecipitats amb anticossos contra la cdk4 i la cdk2. Com a controls

es van utilitzar les immunoprecipitacions fetes amb serum normal de conill (NRS). Després de la

immunoprecipitació, es va procedir a dur a terme I'assaig kinasa (tal com s'ha explicat a "Materials

i rnetodes"), Per analitzar I'activitat de la cdk4 es va afegir un fragment de pRb com a substrat; i

per detectar I'activitat de la cdk2 es va fer servir a la histona H1 com a substrat.
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1.3 Efecte de la inhibició de la calmodulina sobre els nivells totals

de les ciclines i de les kinases depenents de ciclines (cdk)
Per estudiar com la CaM regulava I'activitat de les cdk, es va analitzar amb

transferéncia Western la quantitat total de les cdk i ciclines tant en extractes totals

de cél·lules quiescents com de cél·lules proliferants tractades amb el W13 i el

W12 (control) a les 5 h després de I'activació. En les cél·lules quiescents ja es

detectaven nivell considerables de cdk4 i cdk2. Després de I'activació, els nivells

de cdk4 romanien constants mentre que els de la cdk2 s'incrementaven a les 5 h i

es mantenien fins a les 20 h. Així dones, I'addició del W13 als cultius a les 5 h

després de I'activació no afectava els nivells totals ni de cdk4 ni de cdk2. (vegeu

fig.23).
La cdc2 no s'expressava en cel-lules quiescents i els seus nivells eren

menyspreables fins al voltant de les 10 h (fig. 22). L'addició del W13 a les 5 h de

la reactivació provocava una disminució deis nivells de la cdc2 a les 15 i 20 h,

respecte a les cél·lules de control.

La cicE i la cicA no es van detectar en les cél·lules quiescents. Els nivells rnáxims

de cicE es van observar a les 10 i 15 h, corresponents al final de la fase G1 i al

principi de la fase S; tanmateix, els nivells de cicA s'incrementaven a les 15-20 h.

El tractament amb W13 no afectava la cicE, pero sí que provocava una disminució

en la quantitat de cicA (fig. 23). Axí dones, el tractament deis cultius amb el W13 a

les 5 h de I'activació indula un decrement de la cicA i de la cdc2, mentre que els

nivells de la cicE, la cdk4 i la cdk2 no quedaven afectats. La davallada de la cicA

podria ser la responsable de la disminució de I'activitat de la cdk2 observada a les

15 h en les céllules tractades amb el W13. Per tant, d'acord amb els resultats de

fosforilació de la pRb, els nivells de les prote"ines que eren codificades pels gens

dependents d'E2F (cicA i cdc2) eren baixos. En estar la CaM inactiva, l'E2F

estaria segrestat per la forma hipofosforilada de la pRb, que impediria d'aquesta
manera I'estimulació deis promotors deis gens depenents del factor de

transcripció E2F.
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1.4 Efecte de la inhibició de la calmodulina sobre les quantitats
de p21c1P1 i p27K1P1
Les cél·lules responen a estímuls negatius incrementant la quantitat de protetnes
inhibidores associades a les cdk (per exemple, p21c1P1 i p27K1P1) i poden arribar a

inhibir I'activat (85). Per aquest motiu es va analitzar si la inactivació de la CaM

podria afectar els nivells totals de p21c1P1 i p27K1P1. Es va observar que els nivells

de p21c1P1 eren baixos en cél·lules quiescents i que augmentaven després de

I'addició del sérum; els nivells romanien constants fins a les 5 h-15 h d'haver fet

I'activació. La quantitat de p27K1P1 a les céllules quiescents era alta i disminula

després d'haver afegit el sérum. D'altra banda, el tractament amb W13 no alterava

ni els nivells de p21c1P1 ni de p27K1P1.
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cicA

cdc2

Q 5h 7 h 10 h

W12 W13 W12 W13

15 h

W12 W13

p27

p21

Figura 23: Efecte de la droga anti-CaM sobre els nivells de les cdk, les ciclines, iles CKI

Les célluíes NRK quiescents (Q) van ser activades proliferativament per I'addició de sérurn i en els

temps que s'indiquen a la figura es van lisar per poder ser sotmeses a una tranferencia Western

(tal com s'ha detallat a "Materials i metodes"). La droga anti-CaM, el W13, i el seu control W12,

van ser afegides en una concentració de 15 Ilg/ml a les 5 h després de I'activació proliferativa. 30

Ilg de prote'ina de cadascun deis lisats es va sotmetre a una electroforesi en un gel de SDS

poliacrilamida. Per a l'anátisi de la cdk4, la cdk2, la cdc2, la cicD1 i la cicD2 els gel s que es van

utilitzar eren al 10% de SDS-poliacrilamida, mentre que per a la detecció de la cicE, cicA es van

resoldre els prote'ines en un del 8%; per a la detecció de p27K1P1 (p27) i p21c1P1 (p21) es va fer

servir un gel al 12% de SDS-poliacrilamida. Una vegada acabada I'electroforesi es va procedir a

transferir-ho tot a membranes (tal com s'ha descrit a "Materials i rnetodes"). Aquestes membranes

es van incubar amb les dilucions adients deis anticossos indicats a la figura 23 (técnica de

transferencia Western detallada a "Materials i rnetodes").
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1.5 La inactivació de la calmodulina no afecta el patró
electroforétic bidimensional de la cdk4

El patró bidimensional de la cdk4 obtingut de I'electroforesi en dues dimensions i

Wesfem blof posterior oc-cdk4 de les mostres procedents de célIules quiescents,

de les recollides a les 5 h i a les 7 h de I'activació (tractades amb W13 o W12, a

les 5 h després de I'activació), posava de manifest algunes marques (pi 5,3-5,9)

(fig. 24). La variabilitat en la mobilitat de la cdk4 es podria de a diferents graus de

fosforilació.

Els canvis d'intensitat de les marques només es procuren entre les corresponents
a les 5 h i 7 h després de I'activació proliferativa, sense trobar diferencies

significatives entre les corresponents a les obtingudes amb el tractament amb

W12 iW13.

Per tant, s'observava que en activar les cél-lules a proliferativament hi havia un

canvi en el patró de mobilitat electroforétlca de la cdk4, i probablement en el seu

estat de fosforilació. Tanmateix, la inhibició de la CaM no provocava cap canvi en

aquest patró.
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Figura 24: Patró electroforétic bidimensional de la cdk4

Es van lisar cél-lules quiescents (Q), céllules a les 5 h d'haver estat activades proliferativament i

les cél-lules tractades amb W12 i W13 a les 5 h (després de I'activació) i recollides a les 7 h

(després de I'activació). Aquests lisats es van sotmetre a un isoelectroenfocament (IEF). Després
es van resoldre en un gel al 10% de SDS-poliacrilamida i es van transferir a membranes (tal com

s'explica a "Materials i métodes"). Les membranes van ser incubades amb dilucions adients

d'anticós anti-cdk4.
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1.6 Efecte de la inhibició de la calmodulina sobre la formació deis

complexos cdk4/cicD1

Es va analitzar la possibilitat que la CaM estigués involucrada en la formació deis

complexos cdk4/cicD1. Els lisats cel·lulars es van immunoprecipitar amb cicD1 i

es van sotmetre a electroforesi seguida de I'immunotransferéncia contra cicD1,

cdk4, p21c1P1 i p27K1P1 . Tal com es mostra a la figura 25, la cicD1 ja es va trobar

formant complexos amb la cdk4 en les cél·lules quiescents conjuntament amb una

gran quantitat de p27K1P1 i uns nivells menyspreables de p21 CIP1. A les 7 h de

I'activació es van trabar nivells molt més alts de cdk4 i cicD1, i la quantitat de

p21c1P1 associada a la cicD1 augmentava mentre que la p27K1P1 associada anava

disminuint. En les mostres tractades amb W13 o W12 a les 5h després de

I'activació i que van ser recollides a les 7 h no es van detectar canvis en la

formació deis complexos quan es va immunoprecipitar en ambdós sentits:

utilitzant anticossos contra la cdk4 (dades no mostrades) o contra la cicD1 (fig.

25).
Q 7h W12 W13

IP:a-cicD1 + + + +

p27K1P1

WB
cdk4

cicD1

p21C1P1

Figura 25. Efecte del W13 en I'associació de la cdk4, la p21C1P\ la p27K1P1 a la cícüt

Cél-lules NRK quiescents (Q) es van activar proliferativament i a les 5 h es va afegir al medi de

cultiu la droga anti-CaM , W13 a 15 �g/ml, i el control W12 en la mateixa concentració; també es

van cultivar cellules NRK sense cap tractament de drogues i es van recoHectar a les 7 h després
d'haver-Ies reactivat. Totes les céHules corresponents a diferents temps o tractaments (Q, 7h,

W12 i W13) es van processar per dur a terme les immunoprecipitacions contra la cicD1 (+) o amb

sérum normal de conill com a control (-) seguint el protocol detallat a "Materials i métodes". Els

immunoprecipitats es van sotmetre a una electroforesi en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%, i

es van transferir a membranes. Les membranes van ser incubades amb les dilucions adients deis

anticossos dirigits contra la cicD1, la cdk4, la p27K1P1i la p21c1P1.
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1.7 La calmodulina és essencial per a I'acumulació nuclear de la

cdk4 i de la cicD1

Tant la cdk4 com la cicD1 s'han descrit com a nuclears durant la fase G1 (11),
coincidint amb la localització nuclear de la pRb, que és el principal substrat

conegut de la cdk4. l.'análisi immunocitoquímica va posar de manifest que la

proporció de cél-lules quiescents amb marcatge nuclear de la cdk4 i de la cicD1

era molt baixa (corroborant el que es descriu en la referéncia (11)). El percentatge
de nuclis marcats era més alt a les 5 h després de I'activació proliferativa, arribant

a ser a les cél-lules de control (W12 i cél·lules sense cap tractament) quasi la

totalitat deis nuclis positius. Després del tractament amb W13, el percentatge de

cél-lules amb marcatge nuclear de la cdk4 i la cicD1 a les 7 h va disminuir

drásticarnent fins a assolir prácticament els nivells de les cél·lules quiescents (fig.

26A).
La davallada del marcatge nuclear per a la cdk4 i la cicD1 estava correlacionada

amb un increment de marcatge citoplasmátic en ambdós casos (fig. 27), fet que

suggeria que la CaM era essencial per a I'acumulació de la cdk4 i la cicD1 a

I'interior del nucli. Els mateixos resultats es van obtenir utilitzant altres anticossos

contra la cdk4 i altres tipus cel-lulars com ara els fibroblasts normals obtiguts de

pell humana.

L'efecte de la droga anti-CaM sobre I'acumulació de la cdk4 i la cicD1 al nucli era

reversible, ja que se substituta el medi que contenia la droga després de 2 h

d'haver-Io deixat actuar per un de normal s'obserbava que la cdk4 tornava a ser

nuclear (el 90% del nuclis presentaven una relació d'absorváncia respecte de

l'área � 0,1). Altres drogues anti-CaM es van ser assajar per tal assegurar que
I'efecte era específico Tal com es mostra a la figura 268 es van utilitzar quatre

drogues: el W13, el W7, el J8 i el calmidazolium (CMZ), les quals indulen una

disminució ( depenent de la dosi) del marcatge nuclear de la cdk4.

També es va estudiar I'efecte del tractament amb W13 sobre la localització

intracel·lular de la nucleolina (143) i la hnRNPA2. Ambdues prote"ines són

conegudes per la seva alta mobilitat entre nucli i citoplasma (16) (142) i, tal com
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es mostra a la figura 24, la inhibició de la CaM provocada pel tractament amb el

W13 no afectava la localització nuclear ni de la nucleolina ni de la hnRNPA2.
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Figura 26: Efecte del tractament amb drogues anti-CaM sobre la localització de la cdk4 i la cicD1.

Es van subcultivar céHules NRK quiescents (Q) sobre cobreobjectes i es van activar

proliferativament per I'addició de sérum al mateix temps. A les 5 h de I'activació, es van aplicar les

diferents drogues anti-CaM, i a les 7 h les cel-lules es van fixar per dur a terme les

immunocitoquímiques anti-cdk4 i anti-cicD1 utilitzant anticossos secundaris conjugats amb

peroxidasa, el procediment s'explica a "Materials i métodes". Les quantificacions es van dur a

terme fent servir un equip Olympus d'analisi d'imatge. Es van considerar positius els nuclis que

tenien una relació entre la densitat óptica i l'área ;:>: 0,1. Els resultats presentats aquí són la mitjana

de tres experiments diferents. Per a cadascun deIs experiments es van comptar més de 200

nuclis. A. Les barres plenes indiquen el percentatge de nuclis positius per a la cicD1, i les barres

buides indiquen el percentatge de nuclis positius per la cdk4. La concentració final de W12 i W13

va ser de 15 Ilg/ml. B. Representa el percentatge de nuclis marcats per la cdk4 després de

I'addició de W12, W13, J8 i calmidazolium (CMZ) a les concentracions que s'indiquen o sense

haver fet cap tractament de drogues (C).
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Figura 27. Efecte del W13 sobre la distribució de la cdk4 i cicD1. Es van subcultivar cél-Iules

quiescents sobre cobreobjectes i es van reactivar proliferativament al mateix temps amb I'addició

de sérum. A les 5 h després de I'activació es va afegir al cultiu 151lglml de W12 (control) oW13; 2

h més tard les cel-lules es van fixar i es van fer diferents immunocitoquímiques dirigides contra la

cdk4, la cicD1, la nucleolina (nu), i la hnRNPA2 (A2) seguint el procediment explicat a "Materials i

métodes". L'anticós secundari utilitzat en tots els casos estava conjugat amb fluorescerna.



Resultats 137

Ja s'havia descrit (164) la importancia de la integritat del citosquelet perqué es

produís el transport al nucli de la kinasa C que no conté un senyal clássic de

localització nuclear. També és conegut que la CaM pot regular les proteínes del

citosquelet, és per aixó que es va trobar adient valorar I'efecte de drogues

capaces d'afectar I'organització deis filaments d'actina i microtúbuls sobre la

localització de la cdk4 i de la cicD. Aplicant citocalasina O (1 /-lg/ml) o nocadazol (1

/-lg/ml) a les 5 h de I'activació proliferativa es va veure que no s'afectava gens a la

localització nuclear de la cdk4 (dades no mostrades).
El resultat d'analitzar la quantitat de cdk4 i cicD1 present en una fracció de nuclis

purificats no va ser positiu. Tots els métodes provats (tant utilitzant tampons sense

detergents com fent servir tampons hipotónics) no van ser capaces de retenir

aquestes protetnes a la fracció nuclear. Més del 70% d'ambdues protemes es van

trobar fora del nucli, en la fracció soluble. Aquest problema técnic va impossibilitar
I'estudi per fraccionament cel·lular de I'efecte de la inhibició de la CaM sobre

I'acumulació nuclear de la cdk4 i cicD1.

Per corroborar els resultat obtinguts rnitjancant la utilització de drogues anti-CaM

sobre la diferent localització de la cdk4, es va procedir afer estudis utilitzant la

técnica de microinjecció d'un péptid anti-CaM.

Tal com ja s'ha esmentat en la introducció, la CaM executa les seves funcions

d'una manera indirecta. Ho fa a través de protetnes que s'hi uneixen (CaMBP). La

utilització de péptids sintétics corresponents als dominis d'unió a la CaM de les

CaMBP fa que s'estableixi una competencia pels lIoes hidrofóbies de la CaM de

manera específica. El peptid que es va escollir per ser microinjectat va ser el

corresponent al domini d'unió a la CaM de la CaMKII (péptid que compren de

l'arninoácid 290 al 309). Aquest peptid es va barrejar amb dextrá conjugat amb un

fluorocrom (TRITC) per poder identificar les cel-lules que s'havien microinjectat.

D'aquesta manera es podia estudiar si el tractament tenia un efecte sobre la

localització subcel·lular de la cdk4 i sobre la síntesi del DNA. Es va tenir la

precaució de fer els controls que ens van permetre assegurar que s'estava inhibint

la CaM. Aquests controls es basaven en
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comprovar que cél·lules que s'havien microinjectat amb el péptid tenien la síntesi

del DNA inhibida. La quantificació de la síntesi del DNA es va determinar fent un

recompte de les cél·lules microinjectades que incorporaven BrdU a les 18-20 h

després de I'activació proliferativa. Els nuclis positius per la síntesi de DNA van

ser detectats per immunofluorecéncia posterior a la incorporació de BrdU. Els

anticossos secundaris que es van emprar per a la detecció de la cdk4 i la BrdU

estaven conjugats amb FITC, per distingir les cél·lules microinjectades (péptid +

dextra-TRITC) de les que donaven positiu a la immunocitoquímica (oc-cdk4 o oc

BrdU)
Les microinjeccions van ser dutes a terme sobre cél·lules reactivades (5-8 h

després de I'activació) tal com s'indica a material i métodes.

Els resultats que es mostren a continuació (taula 15) representen la mitjana d'un

mínim de dos experiments independents. Un mínim de 80 cél·lules van ser

comtades per quantificar I'efecte del péptid sobre la localització de la cdk4 i un

mínim de 40 cel-lules per a les microinjectades amb dextrá sol com a control.

Microinjecció Microinjecció

péptld CaMKII 290-309 Dextra-TRITC (control)

a-BrdUr 21 ±7% 50±2%

a-cdk4 42 ± 10% 85±3%

Taula 15. Efecte de la microinjecció cítoplasmátíca de la CaMKII290-309 sobre la localització nuclear
de la cdk4 (valorada per immunocitoquímica a-cdk4) i la síntesi de DNA (valorada per incorporació
de BrdU i posterior immunocitoquímica a-BrdU). Van ser considerats com a nuclis positius pel
marcatge amb anticossos contra la cdk4 els que tenien una meangreen � 100 (miijana del valor
densitométric del canal verd).

Els resultats van demostrar una clara inhibició de la síntesi del DNA, reflectit en

una disminució de I'índex de marcatge nuclear (ec-Brdll) després d'haver

microinjectat el péptid de la CaMKII(290-309) (resultats mostrats a la taula 15). Es va

trobar que el21 ± 7% de les céllules microinjectades amb el péptid CaMKII(290-309)

eren positives a I'hora d'aplicar un assaig d'incorporació de BrdU, respecte del 50

± 2% de les cél·lules de control. Per tant hi havia de I'ordre d'un 53% d'inhició en
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el nombre de cellules que sintetitzaven DNA sota els efectes de la microinjecció

del péptid anti-CaM.

D'altra banda, i sota les mateixes condicions, es va procedir a microinjectar al

citoplasma el péptid anti-CaM i, amb una immunocitoquímica oc-cdk4 posterior es

va estudiar I'efecte que tenia sobre la localització subcel-lular d'aquesta proteina 2

h després de la microinjecció. Tal com es mostra a la taula 15 es va trobar un 42 ±

10% de les cél·lules microinjectades amb el péptid de la CaMKII(290-309) que

presentaven la cdk4 nuclear (meangreen � 100) respecte del 85 ± 3% de les

cél·lules de control. Així doncs, la inhibició en el marcatge nuclear de la cdk4 era

del 50% després d'haver microinjectat el péptid anti-CaM.

1.7 Paper de la CaMKII i la calcineurina en I'acumulació de la cdk4

alnucli

Un altre abordatge per esbrinar possibles factors implicats en la localització

diferencial de la cdk4 i la cicD1 al nucli va ser veure si I'efecte de la CaM sobre la

ubicació d'aquestes prote"ines era miíjancat per una CaM8P coneguda. Com que

en algunes prote"ines se sabia que la fosforilació podia regular el transport de

prote"ines cap al nucli, vam pensar en dues possibles candidates: la calcineurina

(fosfatasa) i la CaMKII (kinasa). Subministrant ciclosporina A (0,6-2,4 ¡..tg/ml) a les

5 h després de I'activació proliferativa, s'inhibia la calcineurina; o aplicant en

aquest mateix moment el KN93 (5-10 ¡..tM) s'inactivava la CAMKII (com a control

de la darrera es va utilitzar el KN92 en la mateixa dosi que el KN93). Es va

observar que el tractament amb aquestes drogues anti calcineurina i anti-CaMKII

no afectava la localització nuclear de la cdk4 ni de la cicD1 (dades no

presentades). Aixó indicava que aquestes CaM8P no estaven implicades en

I'acumulació nuclear de la cicD1 ni de la cdk4 durant la fase G1.
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1.8 Estudi de la possible interacció de la cicD1 cdk4 amb la

calmodulina

Pe estudiar si I'efecte de la CaM sobre la localització nuclear de la cicD1 i la cdk4

era rnitiancada per una CaMBP associada al complex, es va estudiar I'afinitat de

la cdk4 i la cicD1 a una columna de CaM. Es va eliminar la CaM endógena deis

lisats procedents d'un cultiu ciclant de cel-lules NRK, passant-Ios en presencia
d'EGTA per una columna de DEAE-Sephacel. La cdk4 apareixia en la fracció no

unida a la DEAE-Sephacel, i la CaM s'elula amb 600 mM de sal (dades no

mostrades). Després d'haver afegit Ca2+ a la fracció no unida a la DEAE-Sephacel
es va barrejar amb una rerna de CaM-Sepharose®. Tal com es mostra a la figura
28A, la cdk4 i la cicD1 s'unien a la CaM-Sepharose® en presencia de Ca2+ i

s'elulen específicament quan s'afegia EGTA a la columna. També es va detectar

en I'elució amb EGTA de la columna de CaM-Sepharose® una CaMBP; era la

Hsp90, la qual s'ha descrit recentment (33) (112) (176) que esta associada a la

cdk4. Cap de les proternes s'unia a la columna de control de Sepharose®.
Vam procedir també afer experiments de pull down (fig. 28B). La fracció lliure de

CaM endógena que corresponia a la que no s'havia unit a la columna de DEAE

Sephacel (en un tampó amb 5mM EGTA) va ser dividida per tal de afegir-hi Ca2+ o

EGTA, i a continuació es va afegir 20 f.ll de CaM-Sepharose®. Després de 2 h

d'incubació es va centrifugar i recol-lectar la fracció no unida (sobrenedant). Es va

rentar la reina amb el mate ix tampó de lisi (en presencia de Ca2+ o EGTA). Les

proternes que s'hi van unir van ser elutdes directament amb tampó de mostres

(que contenia SDS). Una replica de la mostra va ser posada en contacte amb

Sepharose® de control. Tal com es mostra a la figura. 28B, la unió de la cdk4 i la

cicD1 a la CaM-Sepharose® era més gran en presencia de Ca2+ que en presénca
d'EGTA. No hi va haver unió de cap de les protetnes a la retna de control.

Aquestes evidencies sobre la interacció entre la cdk4, la cicD1 i la CaM ens van

portar afer coimmunoprecipitacions per veure si interaccionaven en condicions

semblants a les condicions que es donen in vivo. Es va observar que la CaM

coimmunoprecipitava amb la cdk4 i la cicD1 (fig. 28C).
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D'altra banda, es va comprovar que a les cél·lules NRK també hi havia

coimmunoprecipitació de la cdk4 i la Hsp90 (fig. 28C).
Tal com es va descriure per Pratt et al. (148), la Hsp90 podria estar regulant el

tranport intracellular d'algunes prote"ines estabilitzant-Ies en moments primerencs
de la seva traducció. Per tant, era una bona candidata a ser la CaMBP implicada
en el transport deis complexos cdk4/cicD1 al nucli.

Es van tractar les cél·lules amb la geldanamicina, un antibiótic que inactiva la

Hsp90, i es va veure que tenia el mateix efecte sobre la localització de la cdk4 i la

cicD1 que quan s'inhibia la CaM. Subministrant la geldanamicina (GA) (2 IlM) a

les cél·lules NRK a les 5 h després de I'activació proliferativa durant un període de

2 h produ"ia una clara reducció en el marcatge nuclear de la cicD1 i de la cdk4 (fig.

29), sense alterar gens la quantitat total de cdk4 (dada no mostrada).
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� CaM-Seph. Seph.

Ca ++ EGTA EGTA
-------------------

PC FNU

B
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Ca++ EGTA Ca++ Ca++ EGTA Ca++

cdk4

cicD1

e
IP IP

NRS u-Hsp90 L

cdk4
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1

-
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Figura 28. Interacció de la cdk4 i la cicD1 amb la CaM.

A. Unió de la cicD1-cdk4 a una columna d'afinitat de CaM. Es van passar els extractes cel-lulars

per una columna de DEAE-Sephacel (per treure la CaM endógena de la mostra, vegeu "Materials i

rnetodes"), i la fracció no unida es va aplicar a una columna de CaM-Sepharose (CaM-Seph) o a

Sepharose (Seph., control) en presencia de Ca2+ lIiure. Després d'aplicar-hi rentatges (en

presencia de Ca2+), es van eluir les protemes unides específicament amb EGTA. volums

equivalents de totes les fraccions es van sotmetre a un gel al 10% de SDS-poliacrilamida i es van

analitzar amb transferencia Westem fent servir anticossos dirigits contra la cdk4, cicD1, i Hsp90.

PC, precolumna; FNU, fracció no unida; R1 i R2 dos darrers rentatges; E1 i E2 les dues primeres
elucions específiques amb EGTA.

B. Pull down amb CaM-Sepharose (CaM-Seph.) o Sepharose (Seph., com a control) de la fracció

no unida a la columna de DEAE dut a terme en presencia o absencia de Ca2+ lliure. Les protemes
no unides (sobrenedant) i les unides (elu"fdes amb tampó de mostres amb SDS) van ser resoltes

per una electroforesi en un gel de SDS-poliacrilamida. La presencia de cdk4 i cicD1 es va analitzar

amb transferencia Western.

C. Els lisats procedents de cél-lules NRK ciclants (asincróniques) van ser immunoprecipitats (tal
com s'indica a "Materials i rnetodes") utilitzant anticossos dirigits contra la Hsp90, la cdk4, la cicD1

,

o sérurn normal de conill (NRS) com a control. La presencia de cdk4 i de Hsp90 va ser analitzada

amb transferencia Westem. També es van analitzar en el gel els lisats totals (L) corresponents a

les mostres abans de la immunoprecipitació.
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Control

cdk4

cicD1

GA

Figura 29. Immunolocalització de la cdk4 i la cicD1 després del tractament amb geldanamicina.
CéHules NRK quiescents es van fer créixer sobre cobreobjectes de vidre i van ser activades a

proliferativament per I'addició de sérum. Després de 5 h de I'activació, es van afegir 2 IlM de

geldanamicina (GA) dissolta amb Me2S0 (DMSO) o 0,1% de Me2SO (control); 2 h més tard es van

fixar les cel-lules i es va aplicar la immunocitoquímica anti-cdk4 (cdk4) o anti-cicD1.
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2. La calmodulina s'uneix a la p21 CIP1

translocació al nucli

regula la seva

Fruit de la recerca sobre el paper de la CaM en la regulació de la transició G1/S

del cicle cel·lular, s'ha descrit en I'apartat anterior la importancia que té la CaM

sobre I'activitat i localització subceHular de la cdk4 i la cicD1. El fet d'haver

observat, rnitjancant cromatografia d'afinitat a partir d'un lisat, que tant la cdk4

com la cicD1 estaven unides a la CaM de manera dependent de Ca2+ ens va

portar a aprofundir I'estudi sobre quina altra proterna o protetnes feia de pont. La

Hsp90 al fer de mediadora en el transport de la cdk4 i la cicD1 en el seu camí cap

al nucli, pero en nombrosos estudis s'ha descrit aquesta proteína com un element

estabilitzador de la cdk4 just després de la seva traducció. Una vegada format el

complex cdk4/cicD1, la Hsp90 s'alliberaria de la cdk4.

En aquest segon bloc de resultats ens vam plantejar estudiar si alguna de les

prote"ines conegudes presents al complex cdk4/cicD1 podria fer d'intermediária en

la unió a la CaM.

2.1 La p21c1P1 coimmunoprecipita amb la calmodulina

Per analitzar si la p21c1P1 coimmunoprecipitava amb la CaM, es van fer

immunoprecipitacions utilitzant cél-lules Namalwa. Es va procedir a fer les

coimmunoprecipitacions utilitzant l'anticós a-CaM (anticós cedit pel Dr. Sacks), el

resultat es va tranferir i la membrana es va sotmetre a una transferencia Westem

(WB) per detectar tant la p21c1P1 (fig. 30) com la CaM (dada no mostrada).
La coimmunoprecipitació en sentit contrari es va aplicar utilitzant un anticós

monoclonal dirigit contra la p21c1P1 (Calbiochem) i es va analitzar per WB amb oc

p21C1P\dada no mostrada) o oc-CaM (fig. 30). Es va observar que la CaM i la

p21c1P1 formaven part del mateix complex (fig. 30); mentre que quan es feia la

immunoprecipitació utilitzant un anflcós policlonal dirigit contra I'extrem carboxi de

la p21c1P1 no es detectava la CaM (dades no mostrades). Aquest fet ens va

suggerir una possible zona d'interacció entre la p21c1P1 i la CaM. A I'apartat 3

s'estudien més detalladament els possibles dominis d'interacció.
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IP: ctrl IP: CaM ctrl

WB: CaM WB: p2flP1
�-----�

Figura 30. La p21c1P1 i la CaM coimmunoprecipiten en ambdós sentits. Lisats de cél-lules Namalwa

ciclants es van immunoprecipitar (IP) (segons es descriu a "Materials i rnétodes") utilitzant un

anticós monoclonal contra la p21c1P1 i la CaM. El resultat de la immunopreciptació va ser sotrnés a

una electroforesi en gels de SDS-poliacrilamida. Es van transferir a membranes i es van sotmetre

a una transferencia Western per detectar la CaM i la p21c1P1. El resultat de la IP contra p21c1P1 es

va carregar en un gel al 15% de poliacrilamida-SDS per poder-hi detectar la CaM; mentre que el

fruit de la IP contra la CaM es va carregar en un gel al 12% de poliacrilamida-SDS, per poder-hi

detectar la p21 CIP1.

2.2 La p21c1P1 s'uneix in vitro a la calmodulina

Es va analitzar, mitiancant experiments de pull down, si les protemes conegudes

que havíem trobat que coimmunoprecipitaven amb la cdk4 i la cic01 (fig. 25)

podien unir-se directament a la CaM-Sepharose. Per aquest motiu es va procedir
a fusionar-les amb GST, i a expressar i purificar la cdk4-GST, la cic01-GST,

p21c1P1_GST i la p27K1P1_GST.
Fent un recordatori del fonament deis experiments de pull down (per a més

detalls, vegeu I'apartat "Materials i rnetodes") cal dir que és una técnica que ens

permet veure interaccions directes entre protemes (en el cas que s'utilitzin

prote"ines purificades) i possibles interaccions directes o no (en el cas que es

parteixi d'un lisat total de cellules).
'\ .

Per resoldre la hipótesi que alguna de les proternes que coimmunprecipitaven
amb la cdk4/cic01 podia estar interaccionant directament amb la CaM, es van

incubar per separat amb la CaM-Sepharose i amb Sepharose sola (com a control)
cadascuna de les proternes purificades en presencia de Ca2+ o EGTA.

Transcorregut el període d'incubació es van centrifugar els tubs i es va recol·lectar

la fracció no unida (sobrenedant). A la resta es van aplicar dos rentatges amb el

tampó corresponent (amb Ca2+ o EGTA) i finalment es va eluir la fracció unida a la

CaM-Sepharose amb un tampó que contenia SOS. El resultat obtingut, després
d'haver sotmés a totes les fraccions a una electroforesi en un gel d'acrilamida i a
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una posterior tinció amb blau de Coomassie o a un transferencia Westem per

cadascuna de les prote"ines que preteníem detectar, va ser contundent.

Ni la p27K1P1 ni la cicD1 s'unien de manera directa a la CaM-Sepharose, només ho

feia una petita fracció de la cdk4, mentre que la majoria de la p21c1P1 s'unia

específicament a la CaM-Sepharose de manera dependent de Ca2+. A la figura 31

es pot veure com la p21c1P1 és present en el sobrenedant de la mostra que prové
de la incubació amb EGTA i en la fracció elu"ida amb tampó de mostres de la

mostra incubada en presencia de Ca2+, fet que indica que la p21c1P1 s'havia unit a

la columna de CaM de manera dependent de Ca2+.

A més a més es van fer estudis de I'especificitat de la unió de la p21c1P1 a la CaM

Sepharose . Es van dur a terme experiments de pull down en presencia de Ca2+

pero preincubant 20 ¡..tI de relna (CaM-Sepharose 1: 1) amb diferents dosi del

péptid corresponent al fragment 290-309 de la CaMKl1. La quantitat de rerna que

es va utilitzar, dilulda en tampó de lisi (1 :1), corresponia a 3-5 nmols de CaM, la

qual es va posar en contacte amb amb diferents dosi (4-15 nmols) del péptid
esmentat. Finalitzada la incubació de la CaM-Sepharose amb les diferents dosis

de pepfid, es va afegir 1 ¡..tg de p21c1P1_GST purificada (0,025 nmols), es va

analitzar la quantitat de p21c1P1 unida i no unida a la CaM-Sepharose i es va

comparar amb la no preincubada amb el pépfid (fig.32).
Es va corroborar, amb aquest altre sistema, que la unió de p21c1P1 era específica,

ja que les mostres procedents de la preincubació de la CaM amb el peptid i la

posterior incubació amb la CaM-Sepharose en presencia de Ca2+ tenien la major

part de p21c1P1 al sobrenedant (en ambdues concentracions de péptid provades);
és a dir, que el péptid estava competint amb la p21c1P1 pels lIocs hldrofóbics d'unió

a la CaM.
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No unit Unit

WB Ca2+ EGTA Seph.48 Ca2+ EGTA Seph.48
cdk4

cicD1

p21C1P1

p27K1P1

Figura 31. Análisi de la unió in vitro de la cdk4, cicD1, p21c1P1 i p27K1P1 a la CaM-Sepharose. Pul!

down amb CaM-Sepharose de cdk4-GST, cicD1-GST, p21c1P1_GST, p27K1P1_GST. Les proteines

cdk4-GST, cicD1-GST, p21c1P1_GST, p27K1P1_GST van ser expresades en bacteris i purificades; es

van incubar en presencia de Ca2+ o EGTA amb la CaM-Sepharose o amb Sepharose-4B sola

(Seph.4B) com a control. Tant la fracció no unida (sobrenedant) com la unida (elulda amb tampó
de mostres Laemmli) van ser sotmeses a una electroforesi en un gel al 12% poliacrilamida-SDS. El

gel va ser tenyit amb balu de Coomassie.
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FNU Fraccions unidesa la CaM-Seph.

Péptid 11 (nmols) Péptid III (nmols)

EGTA ca2+ 2 4 10 2 4 10 CaM KWO-309

Figura 32: La p21c1P1 purificada s'uneix in vitro a la CaM-Sepharose. Es preincuba en presencia de

Ca2+ la CaM-Sepharose amb diferents dosis deis péptids 11 i 111 i el de la CaMK11290-309. A

continuació, es va afegir 1f..lg de p21c1P1_GST a la CaM-Sepharose (CaM-Seph.) preincubada. El

control per veure que la unió de la p21c1P1 a la CaM era dependent de Ca2+ es va fer incubant la

p21c1P1 amb la CaM-Seph. en presencia de Ca2+ (fraccions unides a la CaM-Sepharose). La fracció

de p21c1P1 no unida (FNU, sobrenedant) es va obtenir de la incubació d'aquesta protetna en

presencia d'EGTA amb la CaM-Sepharose. Les prote"ines unides a la CaM-Sepharose es van eluir

amb tampó de mostra, i es van resoldre electroforeticament. La quantitat de p21c1P1 va ser

analitzada amb tranferencla Western.

2.3 La cdk4, la cicD1 i la p21cIP1 coHocalitzen amb la calmodulina

per microscópia electrónica

Per donar cabuda al possible paper fisiológic de les interaccions descrites fins ara

entre la cdk4, la cicD1, la p21
CIP1 i la CaM es va procedir a fer dobles

immunocitoquímiques en céllules NRK ciclants i a les 7 h després de I'activació

proliferativa. Es van preparar les mostres aplicant les deshidratacions prévies a la

inclusió de les cellules en retna Lowicryl (en el cas de la detecció de la cdk4/CaM
:,.a

i cicD1/CaM). La criosubstitució (s/am freezing) va ser la técnica de preparacíó
escollida en el cas de I'estudi de la localització de la p21c1P1/CaM.
Es van trobar nombrosos complexos nuclears de cdk4/CaM, cicD1/CaM a

cel-lules NRK ciclants, i a les 7h de I'activació proliferativa (fig. 33). Els complexos
de p21c1P1/CaM es trobaven tant al nucli com al citoplasma en cel-lules ciclants o

en cel-lules fixades a les 7 h després de la reactivació (fig. 33 i 34).
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Figura 33. Col·localització tant al nucli (nu) com al citoplasma (ci) per microscópia electrónica en

cel-lules NRK a les 7 h després de I'activació proliferativa. a. Englobació en Lowicryl, per a la

detecció de cdk4/CaM i b, cicD1/CaM; c. Criosubstitució (slam freezing), per a la detecció de la

p21c1P1/CaM. La CaM correspon al tamany d'or més gran (10nm), la cdk4, la cicD1 i la p21c1P1
correspon al de 5 nm.
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Figura 34. Colocalització per microscopia electrónica de la CaM/p21
CIP1

a les 7 h després de

I'activació proliferativa. La mostra va ser sotmesa a I'slam freezing. Es representen amb un cercle

de línia discontinua les zones on hi ha coHocalització entre la CaM (15 nm) i la p21c1P1 (10 nm).
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2.4 La localització nuclear de la p21
CIP1 és dependent de CaM

2.4.1 Les drogues anti-CaM inhibeixen I'acumulació nuclear de la p21
CIP1

Al primer bloc de resultats s'exposa el paper essencial de la CaM en el transport
de la cdk4 i la cicD1 al nucli. I després d'haver trobat una interacció tant de

manera indirecta com directa de la p21c1P1 amb la CaM, es va estudiar I'efecte de

les drogues anti-CaM, subministrades a les 5 h després de I'activació, sobre la

localització subcel·lular de la p21c1P1 a les 7 h després de la reactivació de les

cél-lules NRK.

Es va trobar una clara disminució en el marcatge nuclear per la p21c1P1 en les

cél-lules que havien estat tractades a les 5 h amb W13 (15 ¡..tg/ml), calmidazolium

(CMZ) (5 ¡..tM), W7 (10 ¡..tg/ml) , i J8 (7 ¡..tg/ml) i que s'havien fixat a les 7h. A la

figura 35 es mostren els resultats obtinguts pel tractament amb W12 (control),
W13 i CMZ. Amb la resta de les drogues el patró de marcatge obtingut va ser

similar al del W13 (dades no mostrades). Paral·lelament es va posar de manifest

un augment del marcatge al citoplasma.
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W12

W13

CMZ

Figura 35. Distribució del la p21c1P1 sota els efectes de la CaM inhibida. Es va activar

proliferavament un cultiu quiescent (sincrónic) de cel-lules NRK a proliferar sobre cobreobjectes. A

les 5 h (després de la reactivació) es van aplicar les drogues W12 (control), W13 (15 f..lg/ml) i

calmidazolium (CMZ, 5 f..lM). Passades 2h (a les 7 h després de I'activació) es van fixar les

cél-lules i es va procedir a aplicar la immunocitoquímica anti-p21c1P'_ l.'antlcós secundari utilitzat

estava conjugat amb fluoresce"ina (vegeu taules 13 i 14). L'observació de les preparacions es va

fer al microscopi confocal en el cas del W12 i W13 i al microscopi óptic de fluorescencia per al

CMZ.
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2.4.2 La p21c1P1 es transporta al nucli de manera dependent de CaM en

cél-tules Hela permeabilitzades amb digitonina
Estudis previs fets pel grup del Dr. Hanover (NIH a Bethesda) utilitzant un sistema

de transport in vitro en cél-lules Hela permeabilitzades amb digitonina, va

permetre postular l'existéncia de dues vies d'entrada al nucli d'un pépfid amb NLS

(fig. 14). Una via d'entrada dependent de CaM, funcional a altes concentracions

de Ca2+ citoplasmatiques i independent de GTP, i una altra via activa a baixes

concentracions de Ca2+ al citoplasma (característica de céllules quiescents),

independent de CaM i dependent de GTP.

Nosaltres vam aplicar aquest model de transport in vitro per estudiar quina de les

prote"ines expressades (cdk4-GST, cicD1-GST, p21c1P1_GST) i afegides

exóqenarnent a celIules Hela permeabilitzades amb digitonina era capac, en

presencia d'un extracte citoplasrnátic, de translocar-se al nucli, i com s'afectava el

transport d'alguna d'elles sota la presencia durant I'assaig de drogues anti-CaM.

En un principi es va marcar la cicD1 amb FITC i la cdk4 amb TRITC. En fer els

assajos de transport in vitro cap de les dues es translocaven al nucli. A voltes

apareixia una marca als nucléols, senyal inespecífic que es va eliminar en passar

les proternes marcades per una columna PD-10. Aquest tipus de columnes són

molt útils per eliminar les restes de fluorocrom lliure. Es va pensar que el tipus

d'enllac covalent que s'estava establint entre el fluorocrom i aquestes prote"ines

purificades podia estar dificultant el reconeixement o I'associació amb altres

proternes que farien de cotransportadores. Per aquest motiu es va decidir

conjugar la cicD1 i la p21 cIP1amb la B-ficoeritrina (BP). Sota aquestes condicions,

ambdues proternes eren capaces de translocar-se al nucli (fig. 36). El transport al

nucli de la cicD1 i la p21 CIP1
era dependent de la temperatura, que s'inhibeix

totalment a 4°C.

Paral·lelament a cada assaig dut a terme amb les proteínes problema, es va

realitzar un altre amb les prote"ines control nucleoplasmina-FITC (dades no

mostrades) i SV40-BP, que posseeixen un senyal ciar de localització nuclear

(NLS) i els respectius controls a 4°C (fig. 37).
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Tal com ja s'ha esmentat abans, el marcatge amb FITC podria interferir el

reconeixement de la zona crítica per al transport de les proternes (evitant-ne
I'associació amb d'altres). Per aixó, després d'analitzar els resultats preliminars es

va decidir fer la resta de I'estudi amb protetnes conjugades amb BP. D'altra

banda, entre la cdk4, la cicD1 i la p21c1P1, aquesta última és la que presenta uns

motius NLS més ben definits. Per aquest motiu es va continuar la resta de I'estudi

del transport amb I'esmentada proteína.
Es va analitzar I'efecte del W13 sobre el transport de la p21 CIP1 al nucli i es va

observarque tant en presencia d'una concentració alta de Ca2+ (100 mM durant

I'assaig) com baixa (1 mM) el W13 era capac d'inhibir la translocació de la p21c1P1
al nucli (fig. 38). Es va observar que en els assajos de control (utilitzant W12) el

transport al nucli de la p21c1P1era del 70%, mentre que els assajos realitzats amb

W13 (15 ¡.tg/ml final) hi havia un 27% de transporto Així doncs, el transport de la

p21c1P1 al nucli era dependent de CaM, fins i tot en les condicions clássiques

d'assaig (1 mM CaCI2).
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SV40-BP
37°C

SV40-BP
4°C

SV40-BP
4°C

(CF)

Figura 36. Transport in vitro del péptid fet servir com a control de senyal de

localització nuclear (NLS) corresponent a un fragment del brac lIarg del

virus SV40, que va ser conjugat amb B-ficoeritrina (BP). Els assajos es van

fer en paral.lel amb els de les prote'ines problema a 37°C i a 4°C (cOntrol)
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cdk4-TRITC

cicD1-FITC

cicD1-BP

CF

Figura 37. Assaig de tranport in vitro per a la cdk4-TRITC, la cicD1-FITC, la cicD1-SP i la p21c1P1_
SP. En el cas de la cicD1 el marcatge amb FITC interferia el transporto A la columna de la dreta

(CF) es mostren els mateixos camps en contrast de fase.
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W12 W13

p21C'P'-BP

Figura 38. El W13 inhibeix el transport in vitro de la p21c1P1_BP.
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3. Estudi del domini de la p21
CIP1

implicat en el reconeixement de la

calmodulina

t.'análisi cristal-loqráfica de la cicAlcdk2/p27K1P1 (fig. 39) i el coneixement de les

zones d'interacció entre la p21 CIP1 i la cicA, la cdk2 i la PCNA (fig. 40) (95) ens va

guiar en I'elecció del domini que cal reproduir sintéticament per a futurs estudis de

competencia en la interacció de la p21c1P1 a la CaM.

Figura 39. Estructura de la cicA i cdk2 interaccionant amb la p27K1P1 (aminoácids del 25 al 93)
L'associació de la p27K1P1 (25-93) a la cicA es produeix per I'extrem N-terminal i per la zona més C

terminal a la cdk2. La p27K1P1 entra al lóbul on interacctua I'ATP amb la cdk2. En groc es

representa la p27K1P1; en lila, la ciclina A; en blau turquesa, la cdk2.
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Péptld 1 Peptid 11
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'cdk

NLS NLS NLS

Figura 40. Seqüéncia de la p21c1P1 i diferents dominis d'interacció a la ciclina A (en verd i blau), a
.. v;",

la cdk2 (en groc), i al peNA (en rosa). També es detallen els diferents péptids sintetitzats (péptid 1,

péptid 11 i péptid 111).

El primer péptid que es va dissenyar (péptid 1) corresponia als aminoácids del 17

al 30, que coincidia en part amb el domini d'unió de la p21 CIP1
a la ciclina.

El péptid 11, que també es va dissenyar, coincideix amb els arninoácids del 28 fins

al 49, zona corresponent a un fragment de t'hetix-« de la p21K1P1 que faria de pont
entre la cicD1 i la cdk4. Per problemes en el preces de síntesi es van introduir

unes mutacions, es van substituir les e per A (en blau).
El péptid 111 correspon a I'extrem carboxi de la p21c1P1 (del 145 al 164) que

coincidiria, en part, amb el NLS.
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Es va fer una análisi de modulació per comprovar que aquests péptids podien

adquirir una estructura de'helix-«. A més a més es va estudiar la segregació de

les cárreques per comprovar si les hélix-« teóriques eren amfifíliques (fig. 41).

D'aquesta análisi es conclou que el péptíd 111 seria el que presenta la millor

segregació entre aminoácids hidrofóbics i la resta. La cárreqa total d'aquet péptid
seria +5 (básic), fet que afavoriria la interacció amb la GaM. La presencia de dues

Lys (K) en la zona hidrofóbica del péptid 111 no trenca totalment la hidrofobicitat de

la zona, ja que presenten una cua hidrocarbonada considerable que

interaccionaria amb la GaM.

A B e

Figura 41. Arninoácids apolars o hidrotóbics, en vermell; els básics en blau, els ácids en verd; els

polars no carregats, en negreo

A, Péptid 1; B, Péptid II;C, Péptid 111

Els resultats obtinguts en els experiments de competencia es poden veure a la

figura 32 (es va aplicar el mateix procediment de pull down que a I'apartat 2.2, i

més detalladament a "Materials i rnétodes"), El péptid que correspon a I'extrem

carboxil de la p21c1P1 (peptid 111) és el que competia amb la p21c1P1per la unió a la

GaM. La dosi més eficient era la de 4 nmols. Si més no, a dosis més baixes, 1

nmol (dada no mostrada), també hi havia competencia. Aquest fet ens indica que

la solubilitat del peptid és un factor que cal tenir en compte, a concentracions

altes, el péptid podria estar agregat. Els controls utilitzats van ser la incubació de
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la p21c1P1 amb Ca2+ o EGTA, que ens confirmava que la unió de la p21c1P1 a la

CaM era dependent de Ca2+. Si s'observa la figura 32 (dos primers carrils) es pot
veure una clara diferencia entre la fracció de p21

CIP1 unida a la CaM-Sepharose
en presencia de Ca2+ o en presencia d'EGTA. L'altre control d'especificitat que es

va dur a terme va ser la preincubació de la CaM amb el péptid de la CaMKII2920-

309. Es va veure que la fracció de p21c1P1estava unida a la CaM-Sepharose era

equivalent a la que es detectava en presénca d'EGTA en la incubació de la

p21c1P1 amb la CaM-Sepharose (fig.32)
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Actualment s'accepta que la CaM és essencial per al transcurs de la progressió
de la fase G1 i de la transició de la fase G1 a la S. Tot i així romanen poc clars els

passos específics de la fase G1 sobre els quals actua la CaM.

Treballs previs duts aterme pel nostre grup van demostrar que en céllules NRK,

la inhibició de la CaM durant la primera part de la fase G1 provocava la inhibició de

I'expressió deis enzims involucrats en la replicació del DNA (99). D'altra banda,

en aquest treball demostrem, en concordancia amb el publicat per Takuwa et al.

(181), que té lIoc també una inhibició de la fosforilació de la pRb quan s'inhibeix la

CaM durant la fase G1 primerenca. En emprar les drogues anti-CaM per I'estudi

del paper d'aquesta protetna sobre el cicle cel·lular, s'havia de tenir en comte que

la inhibició de I'entrada a la fase S produlda per aquestes drogues podia ser

també deguda al fet que en inhibir la CaM, hi hagués un efecte tóxic per a les

cél-lules o que les céllules sortissin del cicle cel-lular (tornessin a la fase Go). El

fet que les célIules es recuperessin del tractament amb les drogues anti-CaM

(durant dues hores), quedava reflectit en el retardament en dues hores de la

síntesi del DNA. La coincidéncia entre el temps de tractament i el retard en assolir

el rnáxim de síntesi del DNA, ens demostrava que la droga no feia tornar les

celIules a Go, sinó que provocava una aturada a la fase G1. Així dones, les

céllules continuaven el seu cicle en el punt on s'havien quedat a I'aplicar les

drogues. En el cas que s'hagués produrt una tornada a Go, el retard en I'entrada a

la fase S hauria estat molt més lIarg. Per tant, es va demostrar que

aproximadament a les cinc hores després de la sortida de la fase Go (primera
meitat de la fase G1) hi havia algun esdeveniment dependent de la CaM que era

essencial per a la fosforilació de la pRb i per a I'expressió d'enzims replicatius, i

en conseqüéncia per a I'entrada a la fase S. Ens vam plantejar que la CaM podia
ser essencial per a I'activitat de la maquinaria de la fase G1 del cicle cel·lular.

Per aprofondir sobre quins nivells de regulació de la maquinaria motora (les cdk)
del cicle cellular estarien afectats per la CaM, es va analitzar I'activitat de les

kinases que actuen durant la transició de la fase G1 a la S. Tant I'activitat de la

cdk2 com la de la cdk4 de cél-lules NRK sincronitzades i tractades amb els

inhibidors de la CaM a les 5 h després de I'activació proliferativa i, recollides a les
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7 h, estava inhibida. Aixó justificava que la pRb, el substrat més important de la

cdk4, estigués hipofosforilat (sota les mateixes condicions de treball). La forma

hipofosforilada de la pRb reté els factors de transcripció E2F i evita la progressió
més enllá de la fase S del cicle cel·lular. A la figura 40 s'esquematitzen els

diferents graus de fosforilació de la pRb durant el cicle cel·lular, com també les

kinases que el tenen com a substrat.

CaM

�.,<> ..
,
..
,.: .....

��l�
t---..?

cicA

..

cdc2
8-m· ......--------.

� DNApol
peNA
RR
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Síntesi de DNA

Figura 42. Estat de la pRb durant el cicle cellular i les kinases que la fosforilen. Quan la pRb esta

hiperfosforilada, els factors de transcripció són capaces d'estimular la transcripció de gens

dependents d'aquest factor de transcripció.

El decrement de I'activitat cdk4 i de la cdk2 (a les 7-10 h) que es va produir en

inhibir la CaM, no es justifica per una expressió menor d'aquestes protemes ni de

les seves subunitats reguladores, i tampoc per un canvi en la quantitat de

proternes inhibidores (p21 CIP\ p27K1P1). Un altre nivell de regulació de I'activitat de

les kinases que pot estar afectat per la CaM és la formació de complexos.
L'associació de la cdk4, la cicD1, la p21 CIP1 i la p27K1P1 no es va veure alterada

quan la CaM estava inactiva.
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La inhibició de la CaM sí que provocava una disminució de I'expressió de la cdc2 i

de la cicA, pero no de la cicE. L'expressió d'aquests tres gens és regulada per la

unió d'E2F al seu promotor. D'aquesta manera, la inhibició de I'expressió de la

cicA i la cdc2 quedava justificada per la hipofosforilació de la pRb, mentre que es

descrivia en aquest tipus cel·lular una nova via de regulació de I'expressió de la

cicE no dependent d'E2F.

Per tant, la davallada de I'activitat de la cdk2 (a les 15 h) quan la CaM esta

inactiva es justifica pel decrement del nivell de la cicA, subunitat reguladora que

s'hi associa en moments tardans. L'activitat minvada de la cdc2, pel tractament

amb W13 a les cellules, quedava justificada tant per la manca de la subunitat

catalítica com per la de la reguladora.
Es va pensar que I'activitat de la cdk4 estava modulada per canvis de fosforilació

com a efecte de la inhibició de la CaM. De I'estudi de la mobilitat en gels
bidimensionals d'un lisat cel·lular procedent d'un cultiu quiescent, de 5 h o de 7 h

(tractat o no amb W13), després de la reactivació i la posterior transferencia

Western contra la cdk4, tan 5015 es va detectar una nova forma que apareixia a la

mostra corresponent a les 5 h després de I'activació proliferativa, pero no hi havia

cap canvi en el patró de la cdk4 quan s'inhibia la CaM.

En aquest punt, el nivell de regulació sobre el qual se'n sabia més poc era el

mitjancat per la localització intracel·lular diferencial de les kinases i ciclines que

entraven en joc durant I'etapa que s'estudiava. Com que la proterna del

retinoblastoma és eminentment nuclear, es va considerar adient estudiar la

localització de la cdk4 i de la cicD1 sota els efectes de la droga anti-CaM.

L'existéncia d'estudis previs sobre la translocació de les kinases i ciclines des del

citoplasma al nucli i viceversa donava més émfasi a la importancia d'aquest nivell

de regulació. Paral·lelament als estudis que dúiem a terme en cel-lules NRK, al

nostre laboratori, se'n van fer d'altres en un model diferent: el fetge normal

(quiescent) o posthepatectomia (PH). (79). En aquest cas, en les cél-lules

quiescents es van trobar la cicD3 i la cdk4 al citoplasma, mentre que la cicD1 era

nuclear. A les cinc hores, després de I'hepatectomia parcial es va trobar que la

cicD3 i la cdk4 ja eren al nucli, a les 13 h posthepatectomia la migració cap al
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nucli era molt més considerable. Aixó estava demostrant I'existéncia d'una

regulació de la translocació de les cdk i cilines cap al nucli, al lIarg del cicle

cel·lular.

A més a més, el treball de Depoortere et al. (35) també demostrava la importancia

de la localització nuclear de les cdk i ciclines després de I'activació proliferativa.
Descriuen dues respostes diferents en I'acumulació nuclear de la cicD1, la cicD2 i

la D3 (durant la transició del Go fins a la fase S) segons els tipus de senyal que
rebien les cél·lules d'un cultiu primari de I'epiteli de la tiroide de gos. Els mitógens

independents del cAMP com ara I'EGF més sérum, el factor de creixement deis

hepatócits (HGF) i el 12-0-tetradecanoilforbol 13-acetat (TPA) indulen

I'acumulació nuclear de la cicD1 i la cicD2 i inhibien I'expressió basal de la cicD3

durant la fase prereplicativa. Mentre que si la via que s'estimulava era la de la

tirotropina (TSH), I'acumulació de la cicD1 i la cicD2 no es produla: pero hi havia

una acumulació nuclear de la cicD3. S'arribava a la conclusió que la cicD3 era la

necessária perqué es produexi la progressió durant la fase G1, en aquest tipus
cellular i en resposta a la TSH. La cdk4 acabava acumulant-se al nucli

independentment de quin fos I'estímul proliferatiu.
En aquest treball hem demostrat que, en cél·lules NRK quiescents, tant la cdk4

com la cicD1 eren al citoplasma, mentre que a les 5-7 h després de I'activació

proliferativa ambdues proternes es localitzaven al nucli. La inhibició de la CaM a

les 5 h després de I'activació implicava una sortida del nucli a les 7 h després de

I'activació tant de la cdk4 com de la cicD1, aquest moment correspondria a la

meitat de la fase G1; i la pRb estaria hipofosforilada. Per comprovar que la droga
anti-CaM no afectava un mecanisme general de transport de proternes cap al

nucli, es van fer immunocitoquímiques contra proternes que es coneix que estan

en continu moviment entre el nucli i el citoplasma. A més a més, es van escollir de

dos grups diferents: una que tingués el clássic senyal NLS, la nucleolina la qual
sera reconeguda per la importina; I'altra, l'hnRNPA2, com a representant del

domini M9 capac d'unir-se a un receptor, la transportina, i així entrar i sortir del

nucli. No es va trobar alterat el transport d'aquestes protetnes sota els efectes de

la droga anti-CaM. Aixó reforcava la idea que la CaM participa en la regulació de
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I'acumulació de la cdk4/cicD1 al nucli, pero que no ho fa mitjanc;ant un mecanisme

general de bescanvi de prote"ines entre els dos cornpartiments.
El fet que la cdk4/cicD1, en inhibir la CaM, romangui al citoplasma no explica que

la cdk4 estigui inactiva, Pero, sí que es justifica que la pRb estigui hipofosforilada,

ja que la barrera espacial entre la pRb (al nucli) i la cdk4/cicD1 (al citoplasma)

impossibilita la fosforilació del seu substrat.

En definitiva, el fet de trobar que tant I'activitat de la cdk4 com la de la cdk2

disminulda no era efecte d'un canvi en les quantitats de les kinases (cdk4, cdk2),
ni de les ciclines, ni del contigut del complex, ni de les prote"ines inhibidores

associades, ens fa pensar que la localització de la cdk4/cicD1 al nucli és essencial

perqué la cdk4 romangui activa, Cal destacar que no es van provar les proteines

inhibidores que actuen sobre les kinases lliures: la p16 i la p15, perqué no tenen

un efecte sobre el complex cdk4/cicD1,

Una explicació als resultats obtinguts seria que, en inhibir la CaM, la cdk4 migrés
al citoplasma, quedés lIuny de poder ser fosforilada per la CAK (cdk-activating

kinase) i quedés inactiva, L'estudi del patró de la mobilitat de la cdk4, en dues

dimenssions, no va suggerir que en inactivar la CaM hi hagués cap canvi de

fosforilació en la cdka. També s'ha de considerar la possibilitat que la fosforilació

estigués regulant altres prote"ines desconegudes que formessin part del complex,

Aquestes proternes, en forma fosforilada, serien necessáries per a I'activitat de la

cdk4 al nucli i per a la seva inactivació al citoplasma, D'altra banda, Mahony et al.

(102) van mostrar com els complexos actius de la cdk6 eren de manera

majoritária al nucli deis limfócits T. El pes molecular (170 kD) d'aquests

complexos s'ha determinat mitjanc;ant cromatografia de gel filtració; fet que

demostra que la cicD forma part del complex conjuntament amb altres protemes
no identificades (102),
En el moment en el que vam obtenir aquests resultats, el mecanisme de transport
de les cdk i ciclines cap al nucli estava poc estudiat. Era conegut que la cdk7

(subunitat catalítica de la CAK -cdk activating kinase-) es translocava al nucli

gracies a la presencia d'un senyal clássic de localització nuclear (NLS) (91) (182),
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D'altra banda, també s'han descrit casos com ara el de la cicA, que malgrat no

presentar un senyal NLS es transloca al nucli quan s'associa amb la cdk2 (103).
Tant la cdk4 com la cicD1 no tenen senyals clássics NLS, pero recentment s'han

trobat motius básics (possibles NLS) per a la cdk4 e09RRKP) i per a la cicD1

(93pVKKSRL). Per tant, podrien unir-se a receptors del tipus importina i ser

transportades al nucli. Si més no, hi ha la possibilitat que necessitin altres

proternes encara no conegudes.
Un trencament deis esquemes clássics sobre les possibles funcions de les

protemes de la família KIP/CIP es va comencar a donar a (90), on es postulava

que aquesta família de prote"ines reconegudes oriqináriarnent com a inhibidores

podien estar implicades en la formació del complexos cdk4/cicD i en la seva

translocació al nucli, ja que presenten senyals clássícs NLS (27) (36). Els nostres

resultats demostren que no n'hi ha prou amb la formació del complex cdk4/cicD

perqué aquest sigui transportat al nucli.

En aquest estudi es proposen dos camins per explicar com la inhibició de la CaM

indueix I'alliberament de la cdk4 i de la cicD del nucli:

• El complex kinasa/ciclina és retingut al nucli de manera dependent de la CaM

(modell, figura 43) .

• La kinasa esta en moviment continu entre el nucli i el citoplasma, i la CaM és

imprescindible per la seva entrada al nucli.

Respecte a la primera possibilitat, s'ha de fer émfasi en el fet que en cél·lules

proliferants és típica la localització al nucli de moltes CaMBP, com també la

presencia nuclear de la CaM lIiure (7). Per aixó, la CaM podria unir-se a través

d'una CaMBP als complexos cdk4/cicD o podria participar en una modificació

posttraduccional deis complexos (com podrien ser les fosforilacions i les

desfosforilacions) que en provoqués la retenció al nucli. Un exemple molt ciar

d'aquest tipus de regulació per part de la CaM sobre el factor de transcripcio NF

AT4 ha estat descrit per F. Shibasaki et al (168).
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Figura 43. Modell proposat per a I'acumulació de la cdk4/cicD1 cap al nucli, de manera dependent
de la CaM. En aquest model, la CaM és necessária per retenir la cdk4/cicD1 al nucli.

A. A I'inici de la fase G1, el complex cdk4/cicD1 és msjoritáriarnent al citoplasma; en conseqüéncia,
la pRb roman al nucli de manera hipofosforilada.
B. A les 7 h (en les cellules control), el complex es transloca al nucli, on és retingut de manera

dependent de CaM.

C. A les 7 h (havent fet un tractament amb W13 a les 5 h després de I'activació) el complex és

novament al citoplasma perqué la CaM esta inhibida.
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La presencia de I'NF-AT4 al nucli depén de la seva associació amb la calcineurina

(fosfatasa dependent de la CaM). L'associació de la CaM a la calcineurina permet
mantenir a I'NF-AT4 al nucli en la seva forma defosforilada. En aquesta forma, el

senyal NLS queda exposat i el NES, amagat (168).

Respecte a la segona possibilitat, s'ha de recordar que Sweitzer et al. (180) van

decriure un transport al nucli que era actiu en concentracions altes de calci

(céllules en estadi proliferatiu) i de manera dependent de CaM i independent de

GTP. Així dones, les proteines amb senyal NLS podrien tenir el seu transport
afectat en estar inhibida la CaM. Com que el transport de la nucleolina i la

hnRNPA2 no quedava afectat pel tractament amb W13, en el nostre cas el

mecanisme no hauria de ser tan general.
Ates que s'ha trobat CaM coimmunoprecipitant amb la cdk4/cicD1 en un lisat

cel·lular i que ni la cdk4 ni la cicD1 s'uneixen directament in vitre a la CaM, es va

pensar en la possible implicació d'una CaMBP en la translocació de la cdk4/cicD1

al nucli. Es va provar tant una kinasa (la CaMKII) com una fosfatasa (la

calcineurina), de les quals es disposa d'antagonistes: la ciclosporina A (inhibidor
de la calcineurina) i el KN93 (inhibidor de la CaMKII). Cap de les dues estava

implicada en el transport de la cdk4/cicD1 al nucli. S'han descrit altres CaMBP

com ara la Hsp90, implicada en el tráñc de proternes com ara el receptor de

glucocorticoides (148). La Hsp90, a més a més de ser una CaMBP, s'ha suggerit

que pot estabilitzar la cdk4 just després de la seva traducció. La disponiblitat de

I'antibiótic geldanamicina, que quan se subministrava a dosis de 2 f.lM durant 2 h

era capac de blocar la Hsp90 sense alterar els nivells totals de la cdk4, ens va

permetre estudiar el patró de localització de la cdk4 i la cicD1. Es va observar que

la localització tant de la cdk4 com de la cicD1 estava afectada pel
subministrament d'aquesta droga i que coincidia amb el patró de localització

observat quan s'utilitzaven les drogues anti-CaM. Per aquest motiu, vam proposar

un segon model en el qual la Hsp90 feia de mediadora en el transport de la cdk4 i

la cicD1 al nucli (model 11, figura 43).
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Figura 44. Model 11 proposat per a les cél.lules NRK per a la translocació de la cdk4/cicD1 al nucli

de manera dependent de CaM. En aquest model la CaM i la Hsp90 serien necessaries per a

I'entrada al nucli del complex cdk4/cicD1.

A. En un primer pas la Hsp90 actuaria com chaperone sobre la cdk4 lliure, fet que permetria que la

conformació d'aquesta protelna fos I'adequada per poder formar el complex amb la cicD1 i

posterioment translocar-se al nucli.

B. A les 5 h es va afegir el W12 (droga de control) i es va estudiar el seu efecte a les 7 h. Quan la

CaM és activa, el complex CaM/Hsp90/cdk4/cicD1 té la conformació adequada per a entrar al nucli

i poder fosforilar a la pRb.
C. Es van tractar a les cél·lules amb la droga anti-CaM, W13 o GA (inhibidor de la Hsp90) a les 5 h

després de I'activació proliferativa i es va estudiar la localització de la cdk4 i cicD1 a les 7 h

després de la reactivació a proliferar. Quan la CaM o la Hsp90 estan inactives, el complex
cdk4/cicD1 no té la conformació adequada per anar al nucli.
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Analitzant més profundament les diferents possibilitats, i ates que altres autors

proposaven que la Hsp90 podia unir-se només a la cdk4 (estabilitzant-Ia i actuant

com a chaperone per aconseguir la conformació adequada de la cdk4 perqué es

produís la unió a la cicD1) i no al complex cdk4/cicD1, ens vam pensar que la

Hsp90 podia ser essencial per a I'acumulació al nucli de la cdk4 en un moment

anterior al que nosaltres estávern desvetllant en aplicar les drogues anti-CaM a

les 5 h. Per aquest motiu, es va continuar estudiant la possible implicació d'altres

proternes conegudes i presents al complex cdk4/cicD1 i el seu paper sobre la

translocació d'aquest complex al nucli.

El segon bloc de resultats (IV.2) són els que vinculen la p21c1P1 a la CaM tant

d'una manera indirecta com directa. Cal recordar que la p21 CIP1

coimmunoprecipitava amb la CaM en ambdós sentits i que, de les prote"ines

conegudes que coimmunoprecipitaven amb la cicD1, només la p21c1P1_GST s'unia
de manera dependent de calci i directament a la CaM; la unió de la cdk4-GST era

menyspreable i ni la p27K1P1_GST, ni la cicD1-GST s'unien a la CaM. A més a

més, es va observar que la CaM era essencial per a I'acumulació de la p21
CIP1 al

nucli en cellules en estat proliferatiu, i que en presencia de W13 la p21 CIP1

conjugada amb la B-ficoeritrina (BP) in vitro deixava d'importar-se al nucli.

Tal com s'ha descrit en la primera part deis resultats (IV.1) es va observar que la

p21c1P1 s'associa als complexos cdk4/cicD1, pero el paper que té sobre la

regulació de I'activitat de la cdk4 encara no és ciar. Els primers treballs sobre el

tema presenten la p21 CIP1
com una protelna merament inhibitória (67) (192),

mentre que recentment han sorgit noves tendéncies que són partidáries de do

nar-Ii relleváncia sobre la regulació de la formació del complex cdk4/cicD i la seva

translocació al nucli (90) (27) (20). Aquesta dicotomia en la funcionalitat de la

p21c1P1 pot ser dependent del nombre de motecules unides al complex cdk4/cicD,

o de I'associació amb altres prote"ines. Ates que no s'han trobat canvis en les

quantitats de prote"ines inhibidores associades al complex cdk4/cicD1, fa pensar

que I'efecte de la inhibició de la CaM recau sobre passos posteriors. Una
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possibilitat seria que alguna de les prote"ines (que s'havien trobat unides al

complex cdk4/cicD1) tingués un paper cotransportador.
Les evidencies que hem trobat que donen suport a la implicació de la p21c1P1 en el

transport de la cdk4/cicD cap al nucli de manera dependent de GaM s'enuncien a

continuació:

• La p21c1P1 purificada s'uneix in vitre a la GaM.

• La p21c1P1 coimmunoprecipita amb la GaM en un extracte cel·lular.

• En un sistema de transport in vitre, la p21
CIP1

es transloca al nucli de manera

dependent de GaM.

• S'ha detectat col·localització per microscópia electrónica de la p21c1P1 amb la

GaM.

D'altra banda, s'ha observat que la p27K1P1, d'estructura molt semblant a la

p21 CIP1, no s'uneix in vitre a la GaM. Aixó ens fa pensar en l'existéncia de dues

rutes diferents de regulació per a les funcions de la p21 CIP1 i per la p27K1P1.
Els dominis d'interacció de la p21c1P1 amb les ciclines i cdk se situen a I'extrem a

N-terminal de la molécula (els aminoáclds 21-26 serien els reconeguts per la

ciclina; i del 49 al 71, per la cdk). Aquesta regió és precisament la més

conservada entre la p21c1P1 i la p27K1P1. La segona meitat de la molécula conté

diferents motius de localització nuclear (NLS) (139-142, 160-163, 140-162, 141-

158), també hi ha el tloc on s'uneix el PGNA (124-164) i un nou domini d'unió a la

cicA (160).
Per analitzar els possibles lIocs d'interacció entre la GaM i la p21c1P1 es van

dissenyar tres péptids diferents que mimetitzaven diverses zones de la p21c1P1 i es

va assajar la capacitat que tenien per competir per la unió a la GaM (vegeu la

figura 40). El péptid 111 (145-164) va ser el que va donar millor resultat en I'estudi

de competencia. Aquest peptid conté dominis básics i hidrofóbics (vegeu la figura

40) clarament segregats i definint una hélix-« amftpatica. Aquesta regió amfifílica

és una bona candidata per ser el domini que s'uneix a la GaM. Aquest domini no

és present a la p27K1P1, resultat que esta d'acord amb el fet que aquesta prote"ina
no s'uneixi a la GaM.
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Com ja s'ha esmentat abans, és molt nova la idea del paper regulador de la

p21c1P1 en la formació deis complexos cdk4/cicD i del seu transport al nucli (90)

(27) (20). La Baer et al. (90) demostra que, quan es transfecten cél·lules amb una

p21c1P1 truncada que només presenta la part N-terminal, aquesta protetna
continua sent capac de formar els complexos amb la cdk4 i la cicD1, pero aquests
no es troben al nucli. Aquest fet suggereix que la 21c1P1 facilita el transport del

complex cdk4/cicD1 al nucli gracies el senyal NLS que posseeix. En un principi
semblaria contradictori el fet d'haver trobat en cél·lules p21c1P1-/ p21c1P1- la cdk4 i

la cicD1 al nucli, si més no es podria pensar en la p27K1P1 com la protetna suplent

que aportaria igualment el senyal NLS necessari per poder conduir al complex al

nucli.

• Després de I'examinació deis resultats obtinguts en estudiar el paper de la CaM

en el transport de la p21c1P1 i en veure que el transport cap al nucli d'aquesta

prote"ina era inhibit quan s'inactivava a la CaM, podem postular que la CaM és

necessária per a I'exposició i la funcionalitat del senyal NLS de la p21 CIP1. Si

integrem aquests resultats amb els obtinguts a la primera part de I'estudi, que

demostren que la CaM és essencial per a la translocació i retenció del complex
cdk4/cicD1 al nucli (183), es pot arribar a postular el model 111 que s'esquematitza
a la figura 45. Aquest model ens permet tenir una visió global de la regulació del

tranport del complex cdk4/cicD1/p21c1P1 cap al nuli en resposta del senyal de

Ca2+ .

• Haver suggerit aquest model (fig. 45) no treu pas relleváncia als resultats

obtinguts de la inhibició de la Hsp90 (la CaMBP que havíem trobat associada a la

cdk4). Quan se subministrava la geldanamicina (en la dosi i durant el període

adequat), es va veure que la cdk4 i la cicD1 romanien al citoplasma (183). En

aquest cas, la Hsp90 estaria actuant própiarnent de chaperone procurant que la

conformació de la cdk4 fos I'adequada per poder formar el complex amb la cicD1 i

la p21
CIP1 i, com a conseqüéncia es donaria el transport del complex cap al nucli.
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Figura 45. Modellll proposat per a la translocació de la p21c1P1/cdk4/ cicD1 cap al nucli, de manera

dependent de la CaM.

A. A I'inici de la fase G1 hi ha molt poca quantitat de p21c1P1 aquesta roman al citoplasma

conjuntament amb la cdk4 i cicD1.

B. A les 7 h després de I'activació proliferativa, les cétlules control ja expressen quantitats
suficients de la p21c1P1, la qual s'estaria unint per rniíjá de la CaM al complex cdk4/cicD1. La

p21c1P1 estaria exposant el senyal NLS, d'aquesta manera es cotransportaria el complex

cdk4/cicD1/p21c1P1 cap al nucli.

C. En inhibir la CaM, la p21c1P1 no és capac d'exposar el seu senyal NLS i s'evita així I'acumulació

del complex cdk4/cicD1/p21c1P1 al nucli.
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• Una altra explicació alternativa seria trobar la funcionalitat de la unió de la CaM

a la p21c1P1 de manera totalment desvinculada amb el transport deis complexos

cap al nucli. Els estudis de competencia amb el péptid III ens permeten suggerir la

zona de la p21c1P1 compresa entre els aminoácids 145 i 164 com la que s'uneix a

la CaM. Se sap que aquest domini coincideix, en part, amb el d'unió al PCNA.

Figura 46. Conformació que adopta el PCNA (en verd) quan s'uneix a la p21C1P\en verme", es

representa un fragment). Extret de Gulbis et al., 1996 (63).

El fet que la zona candidata de la p21c1P1 d'unió a la CaM coincideixi amb el

domini de la p21c1P1 que reconeix el PCNA suggereix que la CaM pugui modular

la unió de la p21c1P1 al PCNA i, com a conseqüencia pugui regular la inhibició de

la síntesi del DNA.

Si més no, cal continuar aprofundint I'estudi de la unió de la CaM a la p21 CIP1. Els

resultats que acabem d'exposar són nous en el sentit d'haver trobat la unió in vitro

de la p21
CIP1

a la CaM i, obren noves perspectives d'estudi sobre la funcionalitat

de la p21c1P1 en resposta al senyal de Ca2+ de manera diferencial a la p27K1P1.
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1. L'efecte de la inhibició de la CaM sobre la inhibició de la síntesi del DNA per

rnitjá de I'aplicació del W13 a un cultiu sincrónic de cél-lules NRK és reversible.

2. La protetna del retinoblastoma es detecta hipofosforilada a les 20 h en un

cultiu sincrónic de NRK que havia estat tractat amb el W13 a les 5 h de la seva

reactivació proliferativa.

3. La inhibició de la CaM en un cultiu slncrónic de cel-lules NRK a les 5 h després
d'haver estat activat provoca una disminució de I'activitat kinasa de la cdk4 i de

la cdk2, després de la reactivació proliferativa.

4. La inactivació de la calmodulina durant la primera part de la fase G1 en un

cultiu sincrónic de cél·lules NRK no afecta els nivells totals de la cdk4, ni de la

cdk2, ni de la cicD1, ni de la cicD2, ni de la cicE; pero sí que afecta als nivells

de la cdc2 i la cicA a les 15 h després de la reactivació proliferativa. Tampoc hi

ha cap canvi en la quantitat de p21 CIP1 i de p27K1P1.

5. La disminució tardana de I'activitat de la cdk2 sota els efectes de la inhibició de

la CaM és provocada per un nivells més baixos de la seva subunitat

reguladora associada en aquest moment, la cicA.

6. L'associació de la p21C1P\ de la p27K1P1, de la cicD1 i de la cdk4 tant a la cicD1

com a la cdk4 no es veu afectada per la inactivació de la CaM (durant la

primera part de la fase G1) en un cultiu sincrónic de cél·lules NRK.

7. El tractament amb el W13 a les 5 h després de la reactivació, no afecta el

patró electroforétic bidimensional de la cdk4 a les 2 h després d'haver afegit la

droga anti-CaM.

8. La inactivació de la CaM durant la primera meitat de la fase G1 d'un cultiu

sincrónic de cél-lules NRK i de fibroblasts normals provoca una major retenció

deis complexos cdk4/cicD1 al citoplasma a les 7 h de I'estímul proliferatiu.
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9. La inactivació de la Hsp90 durant la primera meitat de la fase G1 d'un cultiu

sincrónic de cellules NRK provoca una localització majoritáriarnent

citoplasmática de la cdk4 i la cicD1 a les 7 h de I'estímul proliferatiu.

10. La cicD1 i la cdk4 i la p21c1P1 interaccionen in vivo amb la CaM (detectat per

coimmunoprecipitació i collocalització per microscopia electrónica).

11. La p21 CIP1_GST expressada en bacteris i purificada s'uneix in vitro a la CaM

de manera dependent de calci. La cdk4-GST ho fa en poca mesura i ni la

p27K1P1_GST ni la cicD1-GST s'hi uneixen.

12. L'acumulació de la p21c1P1 al nucli és dependent de la CaM.

13. Se suggereix com un possible domini d'unió de la p21 CIP1
a la CaM el

corresponent als aminoácids 145-164 de la p21c1P1.

A partir d'aquests resultats es postula un possible paper cotransportador i

dependent de CaM per part de la la p21 CIP1 sobre I'acumulació del complex
cdk4/cicD1 al nucli.
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