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Capitol IV. Article 4.

those of cyclin D3, cdk4 and p21cn’ This. pOSvSFIbllblty is in agreement with a recent
report which indicates that p21CIP can be mvolv‘e;l in the translocation of cyclin D-
cdk4 complexes from cytoplasm into the nucleus in epithelial cells.”® Experiments to
test this hypothesis are currently underway in our laboratory.

) -It is assumed .that cyclin D-cdk4 complexes are active when located in the
nucleus. However, results reported here indicate that these complexes were not always
- active in the nucleus. At 13-h after PH both cyclin D3-cdk4 and cyclin D1-cdk4
complexes were nuclear but cdk4 activity at this time after PH was very low. It was
not until 24 h after PH when cdk4 activity was maximal. The increase of cdk4 activity
at 24 h after PH was accompanied neither by changes in cyclin D-cdk4 complexes nor
by changes of the levels of associate CKIs suggesting that'this sudden increase in the
activity is due to the action of the cyclin-cdk activators (CAK or cdc25A) or/and to
-changes in the intranuclear location.

The. analysis of the cdk4 activity and of the amounts. of. the cell -cycle
regulatory proteins in nuclear sub-fractions helped in the:understanding of how cdk4
and cdk2 can be activated. Both cdk4 and cdk2 activities were detected in the soluble
fraction S1. On the contrary, we were not able to detect any of these activities in the
NM. The maximal activity of both kinases in S1 fraction was found at 24 h after PH,
similarly to results obtained when analysed in homogenates. Thus, one can assume
that the -activity detected in the homogenates corresponded to that from the S1
fraction. The levels of cdk4, and cyclin D3 in the S1 fraction were low in quiescent
cells.. They were slightly increasing during the first 13 h after PH. However, at 24 h, a
sudden increase of both proteins in this fraction was observed. These increases
correlate with the peak of cdk4 activity in this fraction. Interestingly, the amount of
cyclin D1 was constant during the first 24 h after PH. Thus,:at 24 h after PH,
significant amounts of cyclin D1, cyclin D3 and cdk4 were found in the S1 fraction.
Since cdc25A and CAK (cyclin H and cdk7) were constantly present in this nuclear
fraction, it could be postulated that the sudden induction of cdk4 activity was
produced by the translocation of cyclin D3 and cdk4. from another nuclear
compartment to S1 fraction. There, they could interact with CAK and cdc25A which
could thén be able to phésphorylate and dephosphorylate, respectively the specific

amino acid residues of cdk4, responsible for its final activation: Interestingly, p21<¥
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also translocated to S1 fraction as cyclin D3 and cdk4 did, suggesting that p21°°

could participate in the movement of these pfoteins to the S1 fraction.- The strong
association of p21°" with cyclins D-cdk4 complexes when they are active indicates
that p21°" is not inhibiting these complexes but performing another unknown function
which' can be related to the movement of the complexes from one cellular
compartment to another. The decrease in the activity of cdk4 observed at 28 h after
PH could be due to the movement of almost all cyclin D1 from the S1 fraction to the
NM. A model summarisihg how cyclin D-cdk4 complexes can be activated after a PH

is showed in Fig. 8.

- 7“CYTOPLASM * NUCLEUS

- unknown fraction? - S1-fraction

Nuclear
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Figure 9. Model of the intracellular rearrangements of D-type cyclins, cdk4, and p21°". during rat
liver regeneration. Quiescent rat liver cells contain cyclin D3-cdk4-p27 complexes in the cytoplasm.
After a PH these complexes, possibly by interacting with p21°"* translocate into the nucleus. The first
step of this translocation is the association with the nuclear envelope, possibly through the p21°®-
binding protein p70. At 13 h after PH all these proteins are located in a nuclear domain. Later on, at 24
h, they move to the S1 fraction where they become active, possibly as a consequence of the
phosphorylation by CAK.
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A similar hypothesis could explain the activation of cdk2. As reported here
cyclin A and cdk2 were absent from the S1 fraction during the first 13 h after PH.
Then, a sudden increase of both proteins in this fraction occurred at 24 h, in parallel to
the induction of maximal cdk2 activity. Cyclin E was also absent in this fraction
during the first 5 h. It slightly increased by 13 h after PH and then highly increased at
24 h. Since at 13 h there was not cdk?2 in this fraction, the slight increase of cyclin E at
this time after PH was not able to activate cdk2. Thus, it can be proposed that the
activation of cdk2 could be produced by the accumulétion of cdk2 and its regulatory
subunits, cyclins E and A in the S1 fraction at 24 h after PH. The strong decrease in
the amount of cdk2 in the S1 fraction at 28 h after PH-can be responsible for the
decrease of its activity observed at this time after PH.

To establish the mechanisms inducing the translocation of G1/S cyclins and
cdks from cytoplasm to the nucleus during G1 and those responsible for the
‘intranuclear movements of these proteins, are important goals for the understanding of
how cdk4 and cdk2 are activated after a PH. Experiments to elucidate these

mechanisms are currently underway in our laboratory.
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DISCUSSIO.

L’estudi del cicle cel.lular en un organisme viu esdevé una tasca dificil de
realitzar degut a la gran diversitat cel.lular i a les interaccions entre els diferents tipus
cel.lulars que coexisteixen en un mateix teixit. Aixi i tot hi ha alguns models d’estudi
in vivo. Actualment, la major part d’experiments es realitzen en cultius cel.lulars
establerts a partir de c¢l.lules extretes d’un organisme. Aquestes cél.lules sembrades
en plaques, en un medi de cultiu adequat a les seves necessitats nutricionals, més un
tant per cent de sérum sanguini poden dividir-se normalment un nombre de vegades
limitat. En alguns casos aquestes linies esdevenen immortals i es poden multiplicar
indefinidament.

En els treballs exposats en aquesta tesi s’han utilitzat models cel.lulars
representants de cada un dels origens esmentats: un model in vivo de proliferacié de
cel.lules normals de rata, els hepatocits de fetge activats a proliferar amb la practica
d’una hepatectomia parcial; un model in vivo de cellules humanes normals, els
limfocits activats a proliferar per estimulacié antigénica inespecifica (administracié de
fitohemaglutinina al medi de cultiu); i per altim, dos models de linies cel.lulars
humanes transformades: la linia d’origen limfoide Namalwa, i les cél.lules HeLa que
provenen d’un tumor de cérvix.

Les cél.lules normals com és el cas del hepatocits del fetge o dels limfocits
humans es troben habitualment fora del cicle cel.lular en estat quiescent (GO), perd
metabolicament son actius. Un estimul proliferatiu pot fer que aquestes cél.lules entrin
en el cicle cel.lular i es divideixi tantes vegades com sigui necessari.

Dins de les cél.lules proliferants en cultiu trobem dos grups diferenciats: les
cél.lules normals que sota restriccions de sérum sanguini en el medi de cultiu o d’alta
densitat cel.lular a la placa surten del cicle cel.lular-i s’aturen en la fase GO (per
exemple les cel.lules NRK); i les cél.lules transformades que tenen 1’habilitat de
proliferar sota condicions que aturarien el creixement de les cel.lules normals (per

exemple les cél.lules HeLa).
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Les cel.lules normals poden esdevenir tumorals degut a un ventall molt ampli
i encara desconegut de causes que les activa a proliferar incontroladament. Entre
aquestes causes cal destacar les mutacions o deleccions en gens que codifiquen per
algunes de les proteines de cicle cel.lular. Entre elles trobem les definides com a
proteines supressores de tumors perqué la seva mancanga desemboca en tumorogenesi
i és el cas de retinoblastoma (pRb), p53, i pl6; 1 les proteines oncogéniques la
sobreexpressio de les quals té també com a conseqiiéncia la formacio de tumors, com
a exemple podriem destacar la ciclina D o ras. Actualment, estudis realitzats en linies
cel.lulars establertes procedents de tumors humans de colon i de pancreas assenyalen
que dues de les:vies reguladores del cicle cel.lular (la de la cdk4 i la cdk2) presenten
alteracions a.nivell de I’expressié de certes proteines, i que el nombre d’alteracions
- observades correlaciona amb la capacitat proliferativa d’aquestes cél.lules (Paules et
al., dades en preparacid). Totes aquestes anormalitats esmentades a més de
desembocar en una divisié incontrolada de les cél.lules, en alguns casos els hi
confereix la capacitat de saltar-se les barreres existents entre teixits i envair altres
territoris provocant aixi les anomenades metastasis, molt greus per la supervivéncia
de I’individu.

Vista la gran interrelacié que hi ha entre la patologia del cancer i el cicle
cel.lular, resulta encara més interessant 1’estudi de la maquinaria reguladora del cicle

tant en models normals de proliferacié com en models alterats.
Els resultats presentats en aquesta tesi es podem incloure en tres apartats:
1. Identificacié de nous substrats de cdk2.

2. Localitzaci6 intracel.lular de proteines que intervenen en la regulacié

del cicle cel.lular.

3. Analisi dels mecanismes d’activacié de la cdk4 i la ¢dk2 durant la

regeneraci6 hepatica.
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PRI

Identificacié de nfius substfﬁts‘ﬁe cdk2.

v

| Les associacions entre -les proteines determina, juntament amb la seva
localitzacié dins la cél.lula i de modificacions bioquimiques (com els nivells de
- fosforilacid), la seva activitat. Una mateixa proteina depenent de les associacions que
estableix pot realitzar funcions diferents: és el cas per exemple del PCNA que pot
interaccionar amb la DNA polimerasa 8, RF-C, p21CIP, Fen 1, Gadd45, MyD118,
DNA polimerasa € 1 ciclina D. L’associacié amb una o altre d’aquestes proteines
determina la seva implicacid en processos relacionats:.amb -proliferacié com la
replicacié del DNA (sintesi de les dues cadenes), o:amb altres diferents com la
reparacié del DNA o la diferenciacié (Cox., 1997).
En un primer moment vam considerar interessant estudiar proteines associades
a cdk? i no identificades, i a I’hora investigar si en aquests complexes podiem detectar
~-algun possible substrat-de la quinasa. Tal com es revisa a la introducci6, el nombre de
substrats coneguts d’aquesta quinasa és molt petit malgrat la seva importancia com a
-proteina reguladora del cicle cel.lular durant les fases G1, G1/S i S. Vam pensar que si
 fosforilavem in vitro amb ATP-P* els complexes cdk2 obtinguts amb els assajos
d’immunoprecipitacié, podriem detectar els substrats presents en aquests complexes

mitjancant autoradiografia dels gels.
Nous substrats de cdk2 en cél.lules HeLa:

Els primer bloc d’experiments es va realitzar- amb cél.lules HeLa amb
I’objectiu d’ampliar posteriorment els estudis a altres models cel.lulars de proliferacié.
El primer pas va estar comprovar que els complexes obtinguts per
immunoprecipitacié amb anticossos anti cdk2 tenien activitat quinasa associada.
Efectivament, a I’afegir com a substrat exogen la histona H1, aquesta proteina es
fosforilava. Seguidament, es va realitzar el mateix experiment sense substrat exogen i

en gels de diferents concentracions de poliacrilamida. Es van detectar dues proteines
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que es fosforilaven una de 18-21 kDa i una de 170 kDa (article 1 i annex 4 del
capitol I).:

Identificacio de la proteina de 18-21 kDa com a !’inhibidor de
cicle cel lular p21CIP:

En el capitol III es descriuen el seguit d’experiments que es van realitzar i que
van tenir com a resultat la identificacié de la p21CIP com la proteina de 18-21 kDa
que es fosforila en els complexes cdk2 de cél.lules HeLa.

El sentitsfuncional de la fosforilacié de p21 per cdk2 encara no es coneix. El
mateix tipus d’experiment realitzat, perd, amb cellules Hela sincronitzades per
restriccié de sérum i amb la droga hidroxiurea (article 2 i annex 1 del capitol II),
evidencia que la p21 es pot fosforilar progressivament a mesura que el cicle cel.lular
avanca de G1 (cél.lules asincroniques), a G1/S (punt 0 hores), S (punt 5 hores) i G2/M
(punt de 10 hores). A I’haver estat realitzats aquests assajos de fosforilacio irn vitro, és
possible que in vivo els llocs de fosforilacid no estiguin ocupats i per aquesta rad
puguem fosforilar-los experimentalment, per tant ’interpretacié dels resultats seria a
I’inrevés: a mesura que s’avanga en el cicle la p21 es va defosforilant. L’activitat
quinasa de cdk?2 sobre la histona H1 també va incrementant de igual manera que ho fa
la fosforilacidé de la p21, mentre que 1’expressi6é de 1’enzim roman constant durant el
cicle. Curiosament 1’associaci6 de p21 a la cdk2 també incrementa de G1/S a G2/M,
.encara que el maxim es detecta en mostres asincroniques. L’associacié de p21 a la
ciclina A en cégxi es manté constant durant totes les fases i per tant és possible que
I’increment de p21 que es detecta en les immunoprecipitacions de cdk2 sigui deguda a

la que esta associada als complexes ciclina E- cdk2.

Encara que hem demostrat que p21CIP es fosforila per la cdk2 i per tal que
aquesta proteina sigui acceptada definitivament com a substrat de cdk2, manca encara
esbrinar si els llocs de fosforilacié in vivo i in vitro coincideixen i si la fosforilaci6

provoca canvis en les propietats funcional de la proteina.
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- La molécula de p21 té dos llocs consens de fosforilacié per la cdk2 i per tant
aquests residus sén bons ‘candidats a ser els llocs-que es fosforilen en les cél.lules
HeLa. Aquest lloc esta descrit com una prolina que segueix als residus de serina o

treonina (S/T-P).

MSEPAGDVRQNPCGSKACRRLFGPVDSEQLSRDCDALMAGCIQ
EARERWNFDFVTETPLEGDFAWERVRGGLPKLYLPTGPRRGRD
ELGGGRRPGTSPALLQGTAEEDHVDLSLSCTLVPRSGEQAEGSP
GGPGDSQGR KRRQTSMTDF YHSKRRLIFS KRKP

Fig 1. Llocs consens de fosforilacié per la cdk2 en la molécula de p21CIP.
Quin sentit funcional pot tenir la fosforilacio-de la p2 1CIP?

La p21 ha estat descrita com a proteina inhibidora de I’activitat cdk per uni6
directa al complex ciclina-cdk. Encara que la funcié com a inhibidor del cicle cel.lular
és molt clara, existeixen evidéncies de la seva implicacié en altrés funcions com
descriuen LaBaer et al (1997). A certes concentracions la p21 promou 1’associacié de
la cdk4 amb les ciclines D per formar complexes actius, perd a concentracions més
elevades inhibeix aquesta activitat quinasa. Analisi per mutacions de diferents
fragments de p21 demostren que per promoure 1’associacié de complexes és necessari
que el lloc de uni6 a Ja cdk i a la ciclina estiguin intactes (regi aﬁxinoterminal).
Aquest mateix efecte en I’associacié s’observa també amb les proteines p27 i p57. En
el nostre estudi sobre la regeneracié hepatica també trobem la p21 en els complexes
actius tant de cdk4 com els de cdk2. De fet, la formacié dels complexes cdk4 o cdk6
amb les ciclines D necessita un factor d’acoblament'(Kato, et al.,; 1994 i Matsushiine,‘ "
et él., 1994) tal com esta demostrat en assajos in vitro ‘en els quals lés dues prote‘inés
purificades per si soles no s’associen. La p21 és una bona candidata a realitzar aquestd
tasca, pero segurament esta implicada en alguna altre funci6 degut al fet que també la
trobem formant part dels complexes cdk2-ciclina A/E els quals en principi no
necessiten un factor d’acoblament per qué siguin actius. LaBaer et al., 1997 també

demostren que la p21 afavoreix I’estabilitat dels complexes ciclina-cdk.
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Experiments de transfeccié amb plasmids de cdk4, ciclina D1 i p21 en
cél.lules SAOS-2 seguits d’analisis per immunocitoquimica, assenyalen que la p21
dirigeix la localitzacié nuclear de la cdk4 i de la ciclina D (LaBaer, et al., 1997). A
favor d'aquesta teoria existeix I'evidéncia que la P21 conté un senyal de localitzacié
nuclear potencial (NLS) (domini 141-156) a la seva seqiiéncia que coincideix amb el
lloc de interaccié amb el PCNA en la regié carboxiterminal de la molécula. Ni la cdk4
ni les ciclines D tenen senyals NLS descrites i per tant és ldgic pensar que la p21

podria ser I’encarregada de direccionar la translocacié al nucli d’aquestes proteines.

Totes aquestes evidéncies assenyalen que la p21 pot jugar diversos papers en
la regulacié dedes:cdks i la seva fosforilacié podria participar en alguna d’elles: a)
molécula inhibidora dels complexes cdk-ciclina; b) proteina responsable de la
- senyalitzaci6 necessaria pel transport dels complexes ciclina D-cdk4 del citoplasma
al nucli; ) proteina responsable del moviment d’altres proteines d’un compartiment
nuclear a un altre (com veurem més endavant); 1 d) proteina estabilitzadora dels
complexes ciclina-cdk. A part, la fosforilacié de p21 podria estar relacionada amb la
seva degradacié, que es postula que és via ubiqtiitina, tal com ha estat demostrat per
la p27 la fosforilacié de la qual deguda al complex ciclina E-cdk2 és responsable de la

degradaci6 per aquesta via.

El nou substrat de éde de 170 kDa no és la DNA polimerasa a:

La protema de 170 kDa (que anomenem pl170), també es marca
metabolicament amb metionina S* en els immunocomplexes de cdk2 obtinguts de
cél.lules que han incorporat aquest aminoacid marcat radioactivament. Existeixen fins
el moment molts treballs realitzats amb la técnica del marcatge metabolic amb
meteonina-S** seguit d’iinmunoprecipi;tacié, orientats a trobar nous complexes
proteics on les cdks i altres proteines de cicle cel.lular hi estiguin involucrades. Aixi,
s'han trobat complexes binaris com els formats per la cdk unida a la seva ciclina, la
cdk unida a una proteina inhibidora, o la ciclina A associada a I’oncoproteina virica
ElA en céllules transformades viricament (Pines and Hunter, 1990); complexes

ternaris on la proteina inhibidora s'associa a la cdk-ciclina (revisat a Sherr and
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Roberts, 1995); i quatemarls com. els cwlma A/E p107 cdk2-E2F (revisat a Zhang, et

al., 1993) que 1mp11quen les cdks amb la regulacm de I’activitat de factors- de
transcripcid, i els cdk (1,2,4 i S)-ciclina (A, B1, D1 i D3)-p21-PCNA (Xiong, et al.,
1992;; Xiong, et al., 1993) els quals van fer pensar que el PCNA no és simplement un
factor de replicacid, sin6 que participa en altres funcions relacionades amb el cicle.
Aquests complexes també presenten trets diferencials segons pertanyen a cél.lules
normals o a cél.lules transformades, Xiong, et al el 1993 van suggerir que durant la
transformacié cel.lular es produeix una reordenacié dels complexes perqué no van
trobar el PCNA i la 21 associada a les cdks i ciclines en forma de complex quaternari
en algunes linies cel.lulars transformades.

- El primer pas va estar estudiar els:complexes cdk2,.ciclina-A i p21 en mostres
de'HeLa asincroniques. Es van marcar les:cél.lules metabdlicament amb metionina-S*
i es van- immunoprecipitar amb els anticossos especifics contra les proteines
esmentades. En els gels analitzats es va trobar la ciclina A i la p21 associades a la
cdk2, perd no el PCNA; la cdk2 (i una altre cdk segurament la cdc2), la p19, la p21
- -acomplexades amb la ciclina A; i una o varies cdks i ciclines, i dues proteines no
descrites anteriorment de 28 kDa i de 38 kDa associades a la p21. El seguiment de la
. proteina de 38 kDa s’esta realitzant actualment el-nostre laboratori i.fins el moment
s’ha identificat com la proteina SET, un inhibidor de la fosfatasa PP2A (Estafiol, et
al., dades en preparacid). Amb ’analisi dels mateixos experiments amb gels d’un tant
per cent de poliacrilamida més baix, vam detectar la p170.

~ Amb aquests experiments es van identificar nous components dels complexes
ciclina A, cdk2 i p21: la p170, la p28, i la p38. Aquests resultats ens mostren un bon

sistema per trobar noves proteines d’associacid amb les proteines de cicle.

Fins el moment, la p170 encara no ha estat identificada i 1"Unica évidéncia que
tenim €s que no €s la DNA polimerasa o.- En un principi, vam pensar que podria
tractar-se d’aquest enzim replicatiu ja que esta proposat com a substrat de les cdks
(Voitenleitner, 1997) i-el pes molecular és similar. Vam aproﬁtar la prop1etat
d’aquesta polimerasa de formar complexes amb la proteina P1 (Kimura, et al , 1994).

Al realitzar paral-lelament les immunoprecipitacions amb anticossos contra la cdk? i 1
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la P1 en mostres marcades metabolicament, vam comprovar que la DNA' pol o tenia

un pes.molecular clarament superior a la p170:

Nous substrats de cdk2 en diferents models cel; lulars.

Vam considerar també interessant ampliar els experiments ‘sobre la
identificacio de substrats nuclears de cdk2 a altres models cel.lulars. Donat que les
cél.lules Hela so6n cél.lules transformades, vam escollir dos models de cél.lules
normals: els limfocits humans i els hepatocits proliferants; addicionalment vam
disposar de la linia transformada d’origen limfoide Namalwa. Els resultats que vam
obtenir obren noves perspectives en I’analisi de substrats de la cdk2. En primer lloc i
comparant les dues linies del mateix origen els limfocits i les cél.lules Namalwa,
detectem varies proteines fosforilades diferencialment, fet que recolza la teoria de
Zhang, et al (1993) sobre la reordenaci6 de complexes proteics durant la
transformacié i ’amplia a I’ambit dels substrats de les quinases. En segon lloc
observem també diferéncies quan el que comparem sén les diferents fases del cicle
cel.lular: en céllules HeLa sincronitzades es detecta una proteina de 63 kDa no
present en mostres asincroniques. En tercer lloc es detecten diferéncies quan es
comparen els resultats obtinguts en les dues subfraccions nuclears S1 i S2 obtingudes
de nuclis purificats d’hepatocits proliferats a les 24 hores post HP (que coincideix
amb el pic maxim de sintesi de DNA i també amb el pic maxim d’activitat cdk2 com
es descriu al capitol IV). |

Per el moment aquestes proteines fosforilades resten per identificar a excepcio
de la de 21 kDa present en totes les linies analitzades, que tal com hem exposat
correspon a I’inhibidor p21CIP. |

Resulta interessant anomenar ¢l treball publicat recentment per Sarcevic et al
(1997). Aquests autors han caracteritzat nous possibles substrats dels complexes
ciclines D-cdk4 i ciclina A/E-cdk2 mitjangant la fosforilacié d’extractes nuclears
d’una linia tumoral de mama amb els complexes ciclina-cdk purificats expressats en

baculovirus. Diversos d’aquests substrats son especifics de cada complex, mentre
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d’altres son compartits, per exemple ciclina E- cdk? i ciclina A-cdk2 coincideixen en
g
22 de les proteines fosforllades mentre que 6 s6n exclusives de ciclina A-cdk2 i

només un ho ¢€s per ciclina E-cdk2.

Proteina (PM) | HeLa | Hepatocits | Limfocits normals | Namalwa
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70 - +
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112

‘Taula 1. Nous possibles substrats de cdk2 en diferents models cel.lulars de proliferacié.

Localitzacié intranuclear de proteines que intervenen

en la regulacid del cicle cel.lular.

Les cél.lules eucariotes tenen la capacitat de respondre als canvis que tenen
lloc en I’ambient que les envolta. Tradicionalment s’ha pensat que les senyals
extracel.lulars es transmeten a través dels sistemes de transduccié citoplasmatics,
arriben al nucli i és en aquest compartiment on finalment tenen lloc els processos que

determinen el tipus de resposta de la cél.lula.
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Localitzacié de proteines reguladores del cicle cellular en

organuls citoplasmatics.

Malgrat és acceptat que les proteines reguladores del cicle cel.lular realitzen
les seves funcions dins el nucli, existeixen alguns estudis de localitzacié subcel.lular
que obren noves perspectives en la funcionalitat de les proteines reguladores del cicle
cel.lular. La localitzacié en compartiments cel.lulars diferents al nucli d'algunes
d'aquestes proteines i dels complexes actius dels quals formen part, amplien el ventall
de possibles mecanismes regulats per les proteines reguladores del cicle cel.lular. Es
interessant anomenar el treball de Jackman, et al. (1995) en el qual es descriu la
diferent localitzacié de les ciclines Bl i B2 dins la cél.lula. La ciclina B1.-s’associa
amb els microtibuls en el citoplasma, i després de translocar al nucli durant la
profase, colocalitza amb els microtﬁbl}ls del fus mitotic. Al contrari, la ciclina B2
s'associa amb l'aparell de Golgi on segurament regula altres aspectes de la
reorganitzacid de l'arquitectura cel.lular que tenen lloc durant aquesta fase. En Vergés,
et al (1996) es descriu la preséncia de ciclina A, cdk2, cdc2 i d'activitat quinasa
associada a ciclina A i cdk2 en endosomes aillats de fetge regenerant. Durant el procés
de regeneracié hepatica induida per la practica d'una hepatectomia parcial es
produeixen canvis en l'organitzacié del compartiment endocitic, aixi com un bloqueig
en el trafic vesicular general al comengament de la mitosi, el qual es normalitza durant
la telofase. Els resultats d'aquest treball sumats als de Tuomikoski et al. (1989) i
Thomas et al. (1992), en els quals evidenciaven el paper inhibidor de la cdc2
associada a la ciclina B en la fusié de vesicules endocitiques ir vitro, suggereixen una
nova perspectiva funcional dels complexes cdks-ciclines en la reorganitzacié del
compartiment endocitic durant la proliferacié hepatica. En Castro, et al (1994) es
demostra la preséncia de ciclina A, i d’activitat cdk2 quinasa en la fraccié microsomal
de cél.lules de fetge activades aproliferar, aixi com la localitzacio de la ciclina A en la

membrana plasmatica de mostres del mateix origen.
Queda clar, doncs, que les proteines reguladores del cicle cel.lular a més
~ d’estar ubicades en el nucli, també es localitzen en altres compartiments cel.lulars.

L’estudi d’aquestes protefnes fora de I’ambit estrictament nuclear pot obrir noves
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perspectives en la recerca de noves funcions. Concretament, en el treball presentat en
el capitol IV, 1’ana‘11isi'h":él‘e; "léi‘.}'»ibcalitzahcié chl’em*la cdk4, ciclines D i p21 per
immunocitoquimica, ens ha permés aprofundir en els mecanismes d’activacié de la
maquinaria de cicle en el model de proliferacié hepatica com discutirem més

endavant.

La cdk2 i la ciclina A colocalitzen amb la maquinaria replicativa

‘en cél.lules Hela.

De l’estudi dels gradients de densitat vam concloure que existeixen
complexes de pes molecular molt elevat, al menys superiors al PM de la tiroglobulina
de 670 kDa dels quals la cdk2, la ciclina A, el PCNA i la DNA polimerasa o hi
formen part. El fet que detectem activitat quinasa associada a cdk2 confirma que
aquests complexes son actius, 1 el fet que d’altres autors utilitzin els mateixos
gradients per aillar els complexes replitasa en els quals es detecten activitats
enzimatiques d’alguns enzims relacionats amb la sintesi del DNA, també recolza els
resultats obtinguts amb el subfraccionament nuclear, que comentarem seguidament,
sobre la implicacié de les cdks-ciclines més les proteines que les regulen en la

fosforilacié de substrats essencials per la replicacié del DNA.

La compartimentacio nuclear i les proteines reguladors del cicle

cél. lular en les cél.lules Hela.

€

Per tal d’estudiar la implicacié de la compartimentacié nuclear en els
mecanismes d’activaci6 del cicle cel.lular, es va escollir un protocol de fraccionament
del qual a partir de nuclis purificats sencers s’obtenen les subfraccions S1, S2 i matriu
nuclear. Deixarem pel final de la discussié la inform_aéié que ens va aportar aquest
procédiment en I’estudi del model de proliferaci6 hepatica, i discutirem ara, els

resultats obtinguts de l’analisi de les subfraccions de nuclis de cél.lules HeLa
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asincroniques.. Cal tenir en -compte- que un- cultiu- de lescel.lules HeLa no
sincronitzades conté al voltant del 60% de cél.lules én la fase G1. Es van analitzar 16
proteines que es poden subdividir en ciné grups: cdks (1,2 i 4) i ciclines (A, B i D);
CKIs (p21, p27, p15, i p16); retinoblastoma; i proteines relacionades amb la replicacio
del DNA (DNA polimerasa o, PCNA, RPA, P1, i cdc21). Totes elles s’extrauen amb
el tractament amb nucleases menys la ciclina D1 que ho fa només feblement. Amb la
S2 s’extrauen també totes les proteines analitzades a excepcid de la la ciclina D, i els
inhibidors p27, p15 i p16. La fraccié S1 s’obté del tractament dels nuclis sencers amb
DNasa i RNasa, i per tant les proteines que conté, estan unides directa o indirectament
al DNA o al RNA. La S2 correspon a la fraccié soluble a un tractament amb altes
concentracions de NaCl (1,6 M) que provoca un xoc hipotdnic que reventa
completament el-nucli. Cal dir les proteines que formen complexes grans no poden
sortir del nucli amb la S1 encara que les nucleases les hagin alliberat de la seva
associacié amb el DNA o el RNA, dégut aque la integritaf del nucli no es veu gaire
alterada amb aquest tractament. Per ultim resfén les prote‘inés éssdciades a la matriu
nuclear: totes les cdks, la ciclina D, pr, p21, p16, DNA pola, P1 i cdc21.

D’aquest analisi podem concloure que hi ha un gfup de les proteines que estan
presents en el nucli de les cél.lules HeLa en dos pools diferenciats, un que s’extrau
amb nucleases i un que roman associat a la matriu nuclear. Amb I’extraccio amb
nucleases Aquestes . darreres proteines corresponen a les cdks, la forma
hiperfosforilada de retinoblastoma, i els inhibidors p21 i p16. D’altra banda aquest
mateix comportament el presenten la DNA polimerasa o i les proteines P1 i cdc21,
totes elles essencials per la replicacié del DNA. Tant la polimerasa com la proteina P1
han estat presentades com a possibles substrats de cdks com hem descrit a la
introduccié (Voitenleitner, et al., 1997; Hu, et al., 1993). Cal destacar que en cas de la
DNA polimerasa o observem que les dues bandes que es detecten per immunoblot i
que corresponen ‘a ' diferents . formes fosforilades de la’ proteina, s’extrauen
diferencialment en la S1 i'la matriu. Aquesta modificacié bioquimica és responsable
de I’afinitat de I’enzim per la molécula de DNA i pot afectar també la interrelacié amb
altres proteines relacionades amb la replicacié. Nasheuer, et al. (1991) descriuen que '
la subunitat catalitica (180 kDa) de 1’enzim esta fosforilada durant tot ‘el cicle i

s’hiperfosforila al G2/M, mentre que la subunitat de 70 kDa només ho esta durant la
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mitosi. Aquesta forma.de ’enzim presenta menys afinitat per la cadena simple de
DNA. Kimura, et al.(l99iﬁ25vjé: désériven quelawpfotwema P1 es troba present fortament
unida a Pestructura nuclear i es va alliberant per fosforilaci6 a mesura que la

¢

replicaci6 del DNA va avangant.

Els resultats obtinguts amb el subfraccionament nuclear estan a favor de la
implicacié directa de les cdks en la fosforilacié de proteines essencials per la
progressié en la fase S; i segurament, la proximitat fisica afavoreix les interaccions
d’aquestes quinases amb els seus substrats. D’altra banda, el fet que els origens de
replicacio i la sintesis de DNA també estiguin associats a la matriu nuclear (Berezney,.
1991 ) recolza aquesta teoria.

Aixi mateix, la proteina retinoblastoma és també substrat de les cdks i els seus
nivells de fosforilacié (que li confereixen mobilitats electroforétiques en el rang de
110 a 112-120 kDa) determinen 1’ activitat com a repressor de la transcripcié de gens
transcrits per les tres RNA polimerases. Mancini et al (1994) troben ja pRb associat a
la matriu nuclear al comengament del G1, concretament la forma hipofosforilada que
¢s-la unica que té capacitat de unié amb les oncoproteines viriques. Mittnacht and
Weinberg (1991) descriuen que existeix una correlacié entre la manera d’associar-se
pRbD al nucli i la fase del cicle cel.lular. Aixi pRb s’extrau facilment amb un tampé
amb baixes concentracions de sal si els nuclis provenen de cél.lules en fase S i G2/M,
mentre que es fa resistent a un tampd hipotonic més un tractament amb nucleases si
s6n nuclis en fase G1. Sembla ser que la forma menys fosforilada de pRb és'la que
roman fortament associada a la matriu nuclear, i la fosforilacié que té lloc al llindar
G1/S és la que causa la modificacié responsable de la dissociacid; possiblement la
quinasa que fosforila pRb necessita que estigui associat a un altre component nuclear
per tal de reconeixe’l com a substrat. La propietat d’unir-se a la matriu nuclear es veu
alterada en linies cel.lulars derivades de tumors que tenen pRb mutat freqiientment en
la regi6 de unié a oncoproteines. En les nostres mostres de cél.lules HeLa, observem
que amb la S1 s’extrauen dues bandes fosforilades, mentre que a la matriu, només la
banda de pes molecular més elevat hi queda retinguda, al contrari del que succeeix en

cel.lules normals. Possiblement aquesta alteracié podria tenir alguna relaci6 amb la-
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seva transformacié. Per ultim, I’inhibidor p21, tal com hem demostrat al capitol III,
és un substrat de cdk2 i observem també que s’extrau amb el mateix tractament.

Bosser et al (1995) descriuven que amb la fraccié S1 procedent de nuclis
d’hepatocit, s’extrauen 1’enzim caseina quinasa 2 i els seus substrats de 36, i 40-42
kDa identificats com les ribonucleoproteines A2 i Cl. Aquestes proteines s’uneixen
als transcrits de RNA naixent de la RNA polimerasa II i entre d’altres funcions
estabilitzen aquest RNA i afavoreixen el seu posterior processament o splicing. El fet
que les proteines de cicle que hem estudiat s’alliberin per accié de les nucleases com
també passa amb les ribonucleoproteines i la quinasa que les fosforila, fa entreveure
una possible participacié d’aquestes proteines en el procés de la transcripcid i
processament del RNA.

Les ciclines A i B, i els inhibidors p27 i p15 estan associats a les cdks d’una
forma extraible només amb nucleases; aixi com el PCNA, i el RP-A ho estan a la
DNA polimerasa §ial DNA. -

" Curiosament, la ciclina D apareix qu:;lsi totalment associada a la matriu
nuclear, al contrari que les altres ciclines analitzades que s’extrauen amb la S1. S’han
descrit complexes ciclina Dl-cdc2 (a part dels de ciclina D associada a cdk4, cdk2 i
cdk5) (Zhang, et al., 1993) que suggereixen que la ciclina D juga diferents papers en
el control del cicle. En cél.lules asincroniques 1’associacié de ciclina D émb cdc2 és
inferior a I’associaci6 trobada amb les altres c.dks, pero cal tenir en comte que en una
poblacié asincronia, més del 50% de les cél.lules vestan a la fase G1, i que la funci6 del
complex ciclina D-cdc2 segurament €s situa a la mitosi. A diferéncia de les altres
cilines, la D s’expressa constantment durant tot el cicle cel.lular sempre que hi ha
disponibilitat de factors de creixement, i per tant no és estrany suposar que pugui
participar en esdeveniments que tenen lloc en fases diferents del Gl1. El fet que la
ciclina D es localitzi majoritariament associada a la matriu nuclear, impossibilita la
realitzacié d’assajos d’immunoprecipitacié amb aquesta fraccid degut a la seva
elevada insolubilitat. Per tant és possible qué aquests complexes ciclina D-cdc2 siguin
essencials, perd que no hagi estat possible detectar-los per limitacions experimentals.
Cal afegir que I’estudi que hem realitzat amb mostres de subfraccions nuclears
d’hepatécits proliferants en diferents fases del cicle, la ciclina D que durant el GO-G1 i

S s’extrau amb la fraccié S1, durant la mitosi es trasllada espectacularment a la matriu
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nuclear. I per ultim, treballs- d’1mmunoc1toqu1m1ca amb- anticossos contra la ciclina
D1 no sén capagos de dg;'ecfér-la en cap lloc c{ms de la cél.lula durant la fase S
(Baldin, et al., 1993) segurament 1 donat als nostres resultats, perqué es troba
associada a la matriu nuclear i s’han donat casos en els quals aquesta estructura tant

insoluble emmascara els antigens que conté.

Estudi de ’activacid del cicle cel:lular en el model de la

proliferacié cel.lular in vivo de la regeneracioé hepatica.

| Conl a conseqiiéncia de la précticé de I’hepatectomia parcinl (HP)ia l’vestimul
mltogemc que desencadena, les cél.lules del fetge abandonen la fase de qu1escenc1a i
entren en el cicle cel.lular. Totes les cél.lules entren en el gap Gl pero només els
hepatocits avancen en el cicle i comencen a sintetitzar DNA a partir de les 14 hores
post HP. El pic de maxima sintesi de DNA es presenta a les 24 hores post HP i el
nombre maxim de mitosis s observa de 4 a 6 hores més tard.

Ens vam proposar fer un estudi general de la maquinaria reguladora del c1cle »
cel lular durant les primeres 28 hores de regeneracié hepatica. L’ objectlu era esbrlnar
els p0351bles mecamsmes d’activacio del cicle en aquest model in vivo 1 comparar-los
amb els conelxements que es tenen extrets dels models de cultius cel lulars

En Ianalisi per immunoblot d’homogenats de fetge regenerant, no s "observen
vanac1ons espectaculars en I’expressi6 de les proteines de 01cle estudlades durant les
prlmeres 28 hores de renegeracié hepatica. Cunosament cal destacar que el fetge
qulescent Ja conte totes les proteines reguladores de cncle cel. lula.r A1x1 la ciclina D,
que en estudls reahtzats amb cultlus cel.lulars s'expressa com a consequenc1a de
lestlmul mltogemc generat pels factors de creixement, Ja es detecta en el fetge control.
La c1c11na E i la ciclina A que tradicionalment presenten el max1m d'expressié en el
lhndar Gl/S i durant la fase S respectlvament també es troben presents en. el fetge
qulescent L’ unica proteina que galrebe esta absent en les mostres en GO és

l'1nh1b1dor p21 el qual comenga a detectar-se clarament a les 5 hores post HP i va
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incrementant a mesura que el cicle avanca. El sentit que pot tenir aquesta evidéncia
encara no el coneixem, segurament esta relacionat amb la importancia que té el fetge
com a Organ essencial per la vida de l'organisme. El fetge sembla ser que esta preparat
per proliferar, al menys pel que fa referéncia a la preséncia de les proteines claus per
la progressio en el cicle cel.lular, i possiblement una vegada rep les senyals
mitogéniques no ha de "perdre" temps en activar la sintesi d'aquestes proteines. Per
una altra banda hem vist a la introducci6 que les senyals mitogéniques disparades pels
factors de creixement classics (HGF, EGF, i TGF d) no son suficients per generar la
resposta proliferativa del fetge i que cal un periode de sensibilitzacié (priming) per tal
que els receptors d'aquests factors puguin respondre. Contrariament, els hepatocits en
cultiu responen directament als factors de creixement esmentats de la mateixa manera
que ho fan la resta de linies cel.lulars. Per tant, amb aquests primers resultats ja
s'evidencia un comportament diferencial entre el sistema de proliferacié in vivo de la
regeneracié hepatica i els sisterhes de | proliferécié cellular en cultiu utilitzats
tradicionalment. N |

Durant el periode de proliferacio hepa‘ltiéa analitzat, els pics maxims d'activitat
quinasa de la cdk4 i la cdk2 coincideixen temporalment amb el pic de maxima sintesis
de DNA a les 24 hores post HP. Possiblement, si ampliéssim el nombre de punts
intermitjos analitzats entre les 20 i les 24 hores post HP, detectariem alguna diferéncia
temporal entre aquestes activitats. Matsushime et al (1994) defineixen el méaxim
d'activitat ciclina D en macrofags en el llindar G1/S i seguidament el maxim
d’activitat cdk2. Cal dir que l'estudi de les activitats quinases es realitza sempre
detectant la fosforilacié d'un substrat afegit externament, que en el cas de la cdk4 és
un fragment de pRb 1 en el de cdk2 és la histona H1. Encara que aquestes proteines
s'hagin definit com a bons substrats ir vitro de les quinases, no es descarta que aquests
enzims puguin fosforilar altres substrats in vivo o a temps diferents dels observats in
vitro. Per exemple, Hauser et al (1997) troben activitat quinasa deguda a ciclina A-
cdk2 en els immunocomplexes de p130 i pl07. Aquests complexes no soén capagos
pero, de fosforilar la histona H1 i si les proteines de fusi6 GST-pRb, GST-p130 i
GST-p107. Pert tant, estan detectant un poo! de cdk2, desconegut fins el moment, que

fosforila preferentment les proteines pocket. -
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Encara que no.s' observen d1ferenc1es espectaculars en els nivells d’expressio

J
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de les proteines estudlades durant les 28 hdres post HP, si cal destacar I’increment en
els nivells de ciclina D1, i de  c¢dk2 i una disminucié en ’expressié de p27 a les 24
hores post HP. Aquests canvis correlacionen amb els pics d’activitat quinasa i per tant
podrien estar relacionats amb 1’activacié d’aquests enzims.

L’estudi dels complexes que forma la cdk4 amb les ciclines D1 i D3 i el
seguiment per immunocitoquimica, proporciona algunes pistes sobre 1’activacio
d'aquesta quinasa. La cdk4 es troba associada a la ciclina D3 ja en el fetge quiescent, i
al contrari, no s’associa a la ciclina D1 fins a les 13 hores post-HP. Sembla ser, que la
radé d’aquesta evidéncia és que la ciclina D1 i la cdk4 es localitzen en compartiments
diferents durant les primeres hores post HP: la cdk4 i la ciclina.D3 es troben en el
citoplasma i la ciclina D1 en el nucli. L’estudi més detallat de localitzacié detecta un
marcatge diferencial a les 5 hores post HP, en el qual les proteines estudiades (cdk4,
ciclina D1 i D3 i p21) es situen en la zona de ’embolcall nuclear (constituent de la
matriu nuclear) donant una imatge al microscopi en forma d’anella. Totes les
proteines analitzades, tant les que venen del citoplasma: cdk4, ciclina D3 i p21; com

la que ja es troba en el nucli, la ciclina D1, es situen en aquest estructura.

13h 24h ) . > 28h.c . r ¢ ¢

Fig. 3 Esquema hipotetic de la distribuci6 dels complexes.
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L’estudi dels complexes que formen les ciclines D1 i D3 mostren que la cdk4
comenga a associar-se a elles ja durant la quiescéncia, i que la p21 ho fa a les 5 hores i
lleument a la quiescéncia, respectivament. Aixi, en els fetges control coexisteixen els
complexes ciclina D3-cdk4-p27, pl6-cdk4, ciclina D1-cdk4 i minimément els ciclina
D3-cdk4-p21. A les 13 hores post HP la localitzaci6 de totes les proteines és
intranuclear. Sigui com sigui encara que els complexes estan formats i a primer cop
d’ull totes les proteines localitzades en el mateix compartiment, no hi ha activitat
quinasa detectable en el nucli a les 13 hores post HP. Per tal d’esbrinar aquesta
qiiestio es va..aprofundir en la compartimentacié nuclear.

El' métode. de ' subfraccionament utilitzat per tal d’analitzar la distribuci6
d’aquestes proteines dins el nucli, ha estat e.l mateix que I’emprat en el capitol I amb
les cél.lules HeLa. En general, observem que les proteines estudiades es localitzen
diferencialment en les subfraccions S1 i matriu segons la fase del cicle. Cal destacar
que la cdk4 i la cdk2, i les éeves Ciélinéé D3 1D1, A i E réspectivament, es situen a la
S1 a les 24 hores post HP, temps vq.ue coincideix amb el pic maxim d’activitat
d’aquestes quinases. ‘Per -tant, supos’é_m que Dactivitat quinasa es localitza a la
subfraccié S1. Curiosament, la cicliﬁa D1 es trasllada de la S1 a la matriu d’una
manera espectacular a les 28 hores post HP fet que la implica amb algun
esdeveniment que té lloc durant la mitosi i amb la péfdua d’activitat cdk4. De fet, en
les cél.lules HeLa, la ciclina D1 s’associa a la matriu jabdurant la fase G1 tal com s’ha
discutit anteriorment. |

L’inhibidor p21 es troba a la S1 a partirz de les 24 hores post HP i per tant
segueix el mateix patr6 de localitzacié que la cdk4, la cdk2, les seves ciclines i
l’activifat quinasa. A les 5 hores post HP P’expressié de p21 a la matriu nuclear es veu
incrementada considerablement, fet que coincideix amb la detecci6 per overlay d’una
proteina de 70 kDa que uneix p21. La p70 es detecta només en la matriu en mostres
quiescents i de 5 hores, posteriorment es degrada, marxa de la matriu o bé perd la
capacitat d’unir p21. |

D’aquests darrers resultats s’extrau que la p21 definida tradicionalment com a
inhibidor de cicle cel.lular forma part dels complexes actius cdk4 i cdk2 durant la

proliferaci6 hepatica i companya a la cdk4 i a la ciclina D3 des de el citoplasma cap
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el nucli on a les 5 hores post HP pot associar-se a la matriu nuclear mitjangant una
. . . Wi ’
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proteina de 70 kDa.

La ciclina D3 i la ciclina D1 en el model de la regeneracié hepatica es
comporten diferencialment. La primera ciclina que s’associa a la cdk4 és la D3 que ho
fa ja a la quiescéncia. Quin sentit pot tenir la formacié d’aquest complex en cél.lules
en GO? L’activitat cdk4 no es detecta fins a les 13 hores post HP, al menys I’activitat
quinasa que fosforila pRb; tal com hem comentat anteriorment no podem descartar
que el complex tingui un altre substrat durant GO o principis de G1 que amb aquest
protocol no el detectem. Per exemple, la proteina p130 de la familia de les pocket ja
s’expressa en GO 1 varia els seus nivells de fosforilacié depenent de la fase del cicle
cel.lular, aixi una de les formes fosforilades és caracteristica només.d’aquesta fase i

encara no es coneix la quinasa responsable d’aquesta fosforilacié (Mayol et al, 1995 ).

CYTOPLASM - NUCLEUS

unknown fraction? S1 fraction -

@ Nuc.l'ear i :
Q env:ejope @ E @
]

R R I I R T R E A S R R I T R A A B NI I R A

...............................................................

24h - o

" Fig. 4 Model d’activacié de la cdk4 durant les primeres 24 hores de fegeneracié hé’;)ativca.~ |
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La p21 s’associa a laciclina- D3 ja durant la quiescéncia.” En "els
immunoprecipitats fets contra la c¢dk4, I’associacié p2l-cdk4 no es detecta
possiblement perqué estem immunoprecipitant tota la cdk4 de la cél.lula tant la lliure
com I’associada, i no som capagos d’evidenciar-la; en canvi, la ciclina D3 deu estar
tota acomplexada. La p21 comencem a detectar-la associada a la ciclina D1 a les 5
hores post HP que coincideix amb els resultats obtinguts per immunocitoquimica de
localitzacié en la zona de I’embolcall nuclear. Per tant, sembla ser que la p21
acompanya al complex ciclina D3-cdk4 des de el citoplasma al nucli i possiblement la
seqiiéncia NLS de p21 sigui la responsable de la translocacié del complex. Una
vegada dins el nucli, la-cdk4 s’associa a la ciclina D1 on romanen inactives en un
compartiment encara per determinar i no és fins a les 24 hores que es situen a la S1 on
s’activen. Suposem que 1’activacié és deguda a l'activitat CAK ‘i cdc25, les tres
proteines (ciclina H, c¢dk7 i cdc25) estan presents a la subfraccié S1 durant les 28

hores analitzades, en canvi no es detecta ciclina H a la matriu nuclear.

Per acabar, i com a referéncia, existeixen alguns treballs sobre la localitzaci i
translocacié de les proteines de cicle al nucli duts a terme en linies cel.lulars. Els
estudis paral.lels durant la regeneraci6 hepatica son objecte d’estudi actualment. Aixi,
la ciclina B1 es localitza en el citoplasma i a la profase transloca al nucli (Pines and
Hunter, 1991). La ciclina B2, s’ha trobat associada a Golgi i no transloca al nucli
(Jackman, et al., 1995). Es pensa que una seqiiéncia de ’extrem N terminal d’aquestes
ciclines anomenada cytoplasmic retention signal (CRS) determina la localitzaci6
citoplasmatica de la ciclina Bl durant el G2 i que la fosforilacié6 d’una serina
d’aquesta regi6 és responsable de la translocacié al nucli (Li, et al.,, 1997). La
localitzacio de la ciclina A és preferentment nuclear (Pines and Hunter 1991) i no
presenta CRS. Una vegada és sintetitzada transloca al nucli rapidament i d’una manera
independent de la seqiiéncia NLS (nuclear localization signals). Hi ha evidéncies que
la translocacid al nucli de la ciclina A depén de la formacié d’un complex proteic que
possiblement conté cdk2, p107 i p21 la qual si que presenta NLS (Pines and Hunter,
1994). Les ciclines D s’han trobat exclusivament localitzades en el nucli durant el G1,
i durant les fases S, G2 i M no es localitza en cap lloc (Baldin , et al., 1993., i Lukas,

et al.,, 1994). Com hem vist anteriorment sembla ser que la p21 podria dirigir els
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complexes ciclina D-cdk4 al nucli (LaBaer et al 1997) La ciclina E esta sempre en
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el nucli (Ohtsubo, et al., 1995) mentre que la cdk2 ":es troba en el citoplasma durant el

periode en el qual no es detecta activitat quinasa d’aquest complex, i per tant la
localitzaci6 diferencial de les dues proteines és un factor limitant de la seva activitat
(Bresnahan, et al., 1996). La ciclina F presenta seqiiéncia NLS 1 té una localitzacié
també preferentment nuclear, encara que també se’n detecta en el citoplasma. (Bai, et

al., 1994).

Les seqiiéncies NLS estan formades per un o més grups d'aminoacids basics 1
son les responsables del direccionament de la proteina cap el nucli. Aquestes senyals
de localitzacié no sén les iniques que existeixen, recentment ha. estat identificat el
domini M9.de la hnRNPA1 que funciona:d'una manera assemblant a les NLS. El
sistema de transport citoplasma-nucli en aquests casos consisteix en primer lloc en el
reconeixement citoplasmatic del receptor i la proteina que ha de ser conduida al nucli;
seguidament el conjunt és dirigit a través dels complexes del porus nuclear (NPCs)
cap a dins del nucli on el lligand és alliberat del receptor el qual sol recicle cap el
citoplasma. En el cas de les proteines amb seqiiéncia NLS el receptor és I'heterodimer
anomenat importina « i B, i concretament el lloc de unié a NLS pertany a la subunitat
a, i és la B I'encarregada de conectar amb els filaments citoplasmatics del NPC i de la
translocacidé a través del porus. Aquest procés necessita l'energia generada per la
hidrolisi del GTP duta a terme per la GTPasa Ran /TC4 amb col.laboracié del factor
NTF?2 (revisat a Panté and Aebi, 1996; i Gorlich, 1997).
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CONCLUSIONS

Dos nous substrats nuclears de cdk2, de 21 kDa i de 170 kDa, es
troben associats als complexes de cdk2 en cel.lules Hela

asincroniques.

S’ha identificat el substrat de 21 kDa com a [l'inhibidor de cicle
cel-lular p21CIP.

Les cél.lules HelLa sincronitzades amb la droga hidroxiurea i amb
restriccié de sérum en el medi de cultiu, presenten el pic de maxima

sintesi de DNA cinc hores després de l'alliberament de la droga. A

les 10 hores, les cél.lules es situen al llindar G2/M.

Encara que la I'expressié de cdk2 no varia en mostres de cél.lules
Hel a sincronitzades amb hidroxiurea i amb restriccié de sérum en el
medi de cultiu, l'activitat quinasa de I'enzim va incrementant a mesura
que les céllules avancen en el cicle cellular. Paral.lelament a
aquesta evidéncia, la quantitat de proteina i el grau de fosforilacié de
linhibidor p21CIP que s'associa als complexes de cdk2 va

incrementant de la mateixa manera.

Els substrats associats als complexes de cdk2 varien depenent de
diversos factors: la transformacio6 cel-lular, la fase del cicle cel-lular i

el compartiment nuclear.

Dues noves proteines de 28 i 38 kDa s'associen als complexes de
p21CIP en lisats totals de cél.lules HelLa asincroniques. La proteina

de 38 kDa ha estat recentment identificada com a SET un l'inhibidor
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de les fosfatases tipus PP2A (Estafiol et al, en preparaci). La

proteina de 28 kDa encara no ha estat identificada.

Les proteines que participen en la regulacié del cicle cel.lular es

distribueixen diferencialment en els diversos compartiments nuclears.

Existeixen dos pools intranuclears de les quinases dependents de
ciclines (cdks 1,2,i 4), de la ciclina D1, de retinoblastoma (pRb), dels
inhibidors' de cicle p21 i p16, de la DNA polimerasa a, de P1 i de
cdc21. Un pool és sensible al tractament amb nucleases i correspon
a proteines associades a estructures que contenen DNA o RNA; i

I'altre pool esta associat a la matriu nuclear i no respon al tractament

~amb nucleases.

Contrariament, les ciclines A i B, els inhibidors de cicle p27 i:p15, el

PCNA i el RP-A sén totalment sensibles al tractament amb nucleases

. i per tant estan associats exclusivament a estructures que contenen

DNA i RNA.

La fosfbrilacié de cdk2, DNA polimerasa a, retinoblastoma i cdc21 pot

contribuir a la seva distribucié intranuclear degut a l'observacié que

les formes fosforilades diferencialment es situen en compartiments

nuclears també diferents.

~La cdk2 i la ciclina A, perd no la cdc2 i la ciclina B, poden estar

associats activament - als macrocomplexes - que contenen la
maquinaria responsable de la replicaci6 del DNA (complexes

replitasa).
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Els hepatbcitsﬁ,ﬁactiyats a proliferar amb una hepatectomia parcial
(HP) comencen a sintetitzar el DNA a les 14 hores post HP i

presenten el pic de maxima sintesis a les 24 hores post HP.

En hepatocits activats a proliferar el pic de maxima activitat cdk4 i
cdk2 es presenta a les 24 hores post HP i coincideix amb el pic de

maxima sintesi de DNA.

A la quiescéncia, el fetge adult conté les principals proteines que
participen en la regulacié del cicle cel-lular a diferéncia dels models

de proliferacié en cultiu cel-lular.

Durant la proliferacié hepatica no hi ha variacions significatives en
F'expressio de les principals proteines que participen en la regulacié

del cicle cel-lular.

Durant la quiescéncia, la ciclina D3, la cdk4 i la p21 es localitzen en
el citoplasma dels hepatocits, contrariament de la ciclina D1 que es
troba dins el nucli. A les 5 hores de regeneracié les quatre
proteines es situen a la zona de I'embolcall nuclear. A les 13 hores
de regeneraci®é totes presenten una distribuci6 clarament

intranuclear.

Es produeixen canvis de distribucié dins el nucli de les proteines
reguladores del cicle cel.lular durant les primeres 28 hores de
proliferacié hepatica. Aquests canvis sén essencials per la seva

activacio.

Una proteina de 70 kDa associada a la matriu nuclear uneix p21

durant la quiescéncia i les 5 primeres hores de regeneracio.
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