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Intfroduccio

1. EL CICLE CEL-LULAR

Entenem per cicle cel-lular el conjunt d’esdeveniments ordenats a través dels quals una
cel-lula es divideix donant lloc a dues cél-lules filles geneticament idéentiques. La divisid cel-lular
requereix dos processos consecutius: la replicacid del DNA i la segregacié dels cromosomes

replicats en dues cél-lules separades.

Inicialment es va dividir el cicle cel-lular en dues fases: la Mitosi (que és el procés de divisié
nuclear) i la Interfase (o I'interludi entre dues mitosis). A mesura que es va anar aprofundint en
I’estudi del cicle cel-lular es va veure que la mitosi consta de diferents estadis (profase,
prometafase, metafase, anafase, telofase i citocinesi), i la interfase també (fases G4, S i G,)

(revisat a (Norbury and Nurse, 1992)).

La replicacié del DNA té lloc durant la fase S o de sintesi. Aquesta fase és precedida per un
espai de temps o “gap” anomenat G;, durant el qual les cél-lules es preparen per a la sintesi
del DNA, i va seguida per un altre “gap” anomenat G, durant el qual la cél-lula es prepara per a
la mitosi. Aixi doncs, G;, S, G, i M son les subdivisions tradicionals d’un cicle cel-lular normal
(figura 1). També és possible que les cél-lules en G; en lloc de preparar-se per la replicacié del
DNA entrin en un estat de quiescéncia anomenat G,. De fet, la majoria de cel-lules no

proliferants del cos huma es troben aturades a G,.

interfase

Figura 1. Fases del cicle cel-lular.
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2. REGULACIO DEL CICLE CEL-LULAR

2.1. Maquinaria del cicle cel-lular: les CDKs i la seva regulacio

La transicid d’una fase del cicle a una altra ocorre d’'una manera ordenada i és regulada per
un seguit de proteines cel-lulars entre les quals es troben les CDKs (Cyclin Dependent Kinases),
que tenen un paper clau en aquesta regulacié (revisat a (Vermeulen et al., 2003)). Es tracta
d’una familia de serina/treonina quinases que soén activades en punts especifics del cicle
cel-lular. Fins ara han estat identificades 11 CDKs (revisat a (Malumbres and Barbacid, 2005)), i
d’aquestes, les que s’ha vist que tenen una major importancia durant el cicle cel-lular sén les
seglients: CDK4, CDK6 i CDK2 durant el G;, CDK2 durant S, i CDK1 durant G, i M. La CDK7 en
combinacié amb la ciclina H té la funcié de fosforilar i activar les altres CDKs (també rep el nom
de CAK, CDK Activating Kinase) (Fisher and Morgan, 1994). Quan sén activades, les CDKs
desencadenen tot un seguit de processos cel-lulars a través de la fosforilacié dels seus
substrats (Morgan, 1995; Pines, 1995). A part de les que hem esmentat, la resta de CDKs no

semblen tenir un paper crucial en la progressio del cicle cel-lular (Rickert et al., 1996) (taula 1).

Existeixen diferents nivells de regulacié de I'activitat de les CDKs per tal d’assegurar la

correcta progressio del cicle, i els presentem a continuacio:

€ Interaccié amb ciclina

Les ciclines son les proteines activadores de les CDKs. En contrast amb els nivells de les
proteines CDKs, que sdn estables al llarg del cicle, els nivells de ciclines varien (d’aqui el seu
nom) i d’aquesta manera activen periodicament les CDKs (Evans et al., 1983; Pines, 1991)
(figura 2). Diferents ciclines actuen a diferents fases del cicle cel-lular (taula 1). Per a I'entrada
a G; son essencials els complexes CDK-ciclina D, formats per les tres ciclines D (ciclina D1, D2 i
D3) unides a CDK4 i/o CDK6 (Sherr, 1994). Al contrari de les altres ciclines, les ciclines D no
s’expressen periodicament, sind que sén sintetitzades sempre i quan hi hagi presents factors
de creixement en el medi que envolta la cél-lula (Assoian and Zhu, 1997). La ciclina E s’associa
amb CDK2 per regular la progressio de G; a S (Ohtsubo et al., 1995), i durant la fase S i principi
de G, actua el complex ciclina A-CDK2 (Girard et al., 1991; Walker and Maller, 1991). Cap al
final de G, i fins a principis de M actuen els complexes ciclina A-CDK1, que promouen |'entrada

a la mitosi. Finalment, la mitosi és regulada pel complex ciclina B-CDK1 (Arellano and Moreno,
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1997; King et al., 1994). Actualment es coneixen unes trenta ciclines, perdo com en el cas de les
CDKs, no totes fan funcions relacionades amb el cicle cel-lular (revisat a (Malumbres and

Barbacid, 2005)).

Per tal que aquestes proteines siguin destruides cap al final de la fase del cicle en la que
actuen, cal que presentin unes seqiencies especifiques necessaries per interaccionar amb el
sistema de degradacié ubiquitina-proteasoma. Es el cas de la “Destruction box” de les ciclines
Ai B, o la seqliéncia “PEST” de les ciclines D i E (Glotzer et al., 1991; Rechsteiner and Rogers,

1996).

@
=)

)i

Figura 2. Maquinaria reguladora del cicle cel-lular. R, punt de restriccié.
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Taula 1. Complexes CDK-ciclina i les seves funcions al llarg del cicle cel-lular (adaptat de

(Malumbres and Barbacid, 2005)).

CDK Ciclina principal a la que s’uneix (altres ciclines) Funcid a la cél-lula

CDK1 A1, A2, B1, B2 (E, B3) Cicle (G,-M)

CDK2 A1, A2, E1, E2 (D1, D2, B1, B3) Cicle (G;-S)

CDK3 E1,E2,Al,A2,C Cicle (Gy-G1-S)

CDK4 D1, D2, D3 Cicle (G1-S)

CDK5 p35, p39 (ciclines tipus D, E i G) Senescéncia, neurones post-
mitotiques

CDK6 D1, D2, D3 Cicle (G1-S)

CDK7 H Activacio de CDKs, transcripcid

CDK8 C (K?) Transcripcio

CDK9 T1,T2,K Transcripcié

CDK10 desconeguda Transcripcio, cicle (G,-M)

CDK11 L1, L2 (D) Transcripcio, cicle (M)

€ Fosforilacié/defosforilacié de CDKs

Per tal que siguin completament actives, les CDKs han de ser fosforilades en uns residus
conservats. Per exemple, la CDK1 ha de ser fosforilada per CDK7-ciclina H a la treonina 161
(Thrl72 a CDK4 i Thr160 a CDK2). Aquestes fosforilacions indueixen canvis conformacionals
que augmenten la unié amb la ciclina (Jeffrey et al., 1995; Paulovich and Hartwell, 1995). Les
quinases Weel i Myt1 fosforilen la CDK1 (i altres CDKs) a la tirosina 15 i/o treonina 14, tot
inactivant la CDK. La defosforilacio d’aquests residus per la fosfatasa Cdc25 és necessaria per

I’activacié de CDK1 i la progressié del cicle (figura 3) (Lew and Kornbluth, 1996).

€ Interaccié amb CKls

Les CKls (CDK Inhibitors) sén unes proteines que es poden unir a la CDK sola o al complex
CDK-ciclina, inhibint-lo (figura 3). Es coneixen dues families de CKls, la familia INK4 i la familia
Cip/Kip (Sherr and Roberts, 1995). Els membres de la familia INK4 sén p15 (INK4a), pl6
(INK4b), p18 (INK4c) i p19 (INK4d). La seva funcid consisteix en inhibir especificament les CDKs
de la fase G; (CDK4 i CDK6) tot unint-se amb la CDK abans que aquesta pugui associar-se amb
la ciclina D (Carnero and Hannon, 1998). La familia Cip/Kip inclou p21 (Waf1, Cip1), p27 (Kip1) i
p57 (Kip2). Aquests inhibidors fan la seva funcié a través d’unir-se i inactivar complexes ciclina-

CDK ja formats durant la fase G; (Harper et al., 1995; Lee et al., 1995; Polyak et al., 1994), tot i
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que també poden inhibir, encara que menys, complexes ciclina B-CDK1 (Hengst and Reed,
1998). Estudis recents, pero, indiquen que no sempre que p27 esta unida a complexes ciclina-
CDK esta realitzant una funcid inhibitoria. Quan p27 no esta fosforilada inhibeix I'activitat
quinasa dels complexes ciclina-CDK, pero quan és fosforilada a les tirosines 74 i 88 per tirosina
quinases de la familia Src, pot continuar unida a aquests complexes sense inhibir-los. Aixo
permet que posteriorment p27 sigui fosforilada per la CDK al residu T187, i aixd comportara la
seva degradacid via SCF-Skp2 (Chu et al., 2007; Grimmler et al., 2007). La p21, per una altra
banda, pot inhibir la sintesi de DNA tot unint-se i inhibint PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) (Pan et al., 1995b; Waga et al., 1997).

Les CKls sén regulades per senyals internes i externes, com ara el gen supressor de tumors
p53 (el qual regula I'expressié de p21) (el-Deiry et al., 1993) o TGF-B (Transforming Growth
Factor f) que estimula I'expressio i activacié de pl5 i p27 (Hannon and Beach, 1994;

Reynisdottir et al., 1995).

€ Localitzacio subcel-lular

La localitzacié subcel-lular de les proteines reguladores del cicle també contribueix a la
correcta progressié del cicle cel-lular. La ciclina B conté una senyal d’exclusié nuclear i és
exportada activament del nucli fins I'inici de la profase. Les quinases inhibidores de CDKs Weel
i Myt1 es localitzen respectivament al nucli i al complex de Golgi, i protegeixen la cél-lula d’'una
mitosi prematura (Heald et al., 1993; Liu et al., 1997). Les proteines del grup 14-3-3 regulen el
transit intracel-lular de moltes proteines. Durant la interfase, la fosfatasa activadora de CDKs
Cdc25 és retinguda al citoplasma per les proteines 14-3-3. Aquestes proteines també segresten
el complex CDK1-ciclina B al citoplasma quan es produeix dany al DNA (Peng et al., 1997; Yang
et al., 1999).
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Figura 3. Regulacio de I'activitat dels complexes CDK-ciclina. Adaptat de (Malumbres and Barbacid, 2005).

2.2. Substrats de les CDKs

Els complexes CDK-ciclina actius fosforilen proteines fisiologicament rellevants per a la
progressid del cicle. Al principi de G; CDK4/6-ciclina D fosforila la proteina retinoblastoma
(pRb). Aix0 comporta la disrupcié del complex que formava pRb amb histona deacetilases
(HDACGs) i aixi queden alliberats els factors de transcripcié E2F-1 i DP-1, que estimulen la
transcripcié de gens els productes dels quals sén importants per a la progressio al llarg de la
fase S, com ara la ciclina A, ciclina E i Cdc25 (figura 4) (Brehm et al., 1998; Buchkovich et al.,
1989; Kato et al., 1993). CDK2-ciclina E s’encarrega de mantenir pRb hiperfosforilat, i a la
transicid G4/S fosforila I'inhibidor p27, induint la seva degradacié via proteasoma (Hinds et al.,
1992; Montagnoli et al., 1999). També CDK2-ciclina E fosforila NPAT (Nuclear Protein mapped
to the ATM locus), la qual és important per a I'entrada a S (Zhao et al., 2000), i la histona H1
(aquesta activitat sembla ser important per a la condensacié de cromosomes requerida durant
la replicacié del DNA). La histona H1 també és un substrat de CDK1-ciclina B (Bradbury et al.,
1974). Els complexes ciclina A-CDK regulen I'inici de la replicacié mitjangant la fosforilacié de la
DNA polimerasa o primasa (Voitenleitner et al., 1997). Altres substrats de les CDKs inclouen
Weel, Cdc25 i proteines citoesquelétiques com les de la lamina nuclear, dels microtubuls i la
vimentina, que es requereixen per a una correcta mitosi (Blangy et al., 1995; Courvalin et al.,

1992; Heald and McKeon, 1990; Hoffmann et al., 1993).



Intfroduccio

G, s >

Figura 4. Esquema dels esdeveniments que tenen lloc a la transicié G,/S.

2.3. Regulacio del cicle pel sistema ubiquitina- proteasoma

El control del cicle cel-lular és un procés complex. Els fenomens essencials del cicle, és a
dir, la sintesi de DNA i la segregacid dels cromosomes sén controlats qualitativament per
fosforilacié. La progressié del cicle depen de I'activitat de les CDKs, les quals sén basicament
activades per les ciclines i antagonitzades per les CKls. Pero encara hi ha un altre nivell de
regulacié: els nivells de ciclines, CKls i altres reguladors del cicle cel-lular sén quantitativament
controlats pel sistema ubiquitina-proteasoma (Ubiquitin Proteasome System, UPS) (revisat a
(Nakayama and Nakayama, 2006)). El UPS compren els seglients passos: 1) la unié covalent de
multiples molecules d’ubiquitina a la proteina substrat i 2) la degradacié de la proteina
ubiquitinitzada pel complex 26S proteasoma. El primer pas és realitzat per almenys tres
enzims: un enzim activador de la ubiquitina (E1), un enzim conjugador d’ubiquitines (E2) i una
ubiquitina lligasa (E3). Les ubiquitina lligases (E3) son les responsables del reconeixement de
les proteines substrat i es creu que en podrien existir unes mil de diferents. Es divideixen en
quatre classes en funcié de la seva estructura: tipus HECT, tipus RING-finger, tipus U-box i
tipus PHD-finger (figura 5). La familia de les E3 tipus RING-finger és la més gran, i alhora es
divideix en subfamilies. La subfamilia basada en la proteina “cullina” té set membres, entre els
quals s’hi troben el complex SCF (Skpl-Cull-F-box) (Nakayama and Nakayama, 2005) i el
complex APC/C (Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome) (Castro et al., 2005; Harper et al.,
2002). Aquests complexes son responsables de la proteolisi de components clau de la

magquinaria del cicle cel-lular.
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Figura 5. Funcionament del sistema de degradacié ubiquitina-proteasoma (Nakayama and Nakayama, 2006).

Els complexes SCF i APC/C sén similars en estructura. Tots dos estan formats per unes
subunitats comunes i una subunitat variable que és responsable del reconeixement del
substrat (les proteines F-box en el cas del complex SCF, i els activadors del complex APC/C).
Fins ara sembla que les subunitats variables més importants en el control del cicle cel-lular sén,
en el cas del complex SCF, les proteines F-box Skp2 (S phase kinase-associated protein 2), Fow7
(F-box and WD-40 domain protein 7) i B-Trcp (f-transducin repeat-containing protein); en el
cas d’APC/C sén importants dos activadors: Cdc20 (cell division cycle 20) i Cdhl (també

coneguda com HCT1).

Tot i les semblances estructurals i bioquimiques, les funcions cel-lulars dels complexes SCF i
APC/C son diferents perqué actuen en moments diferents del cicle. El complex APC/C és actiu
des de I'anafase fins al final de G;, mentre que el complex SCF és actiu des de la part final de G;
fins el principi de la mitosi (figura 6) (Bashir et al., 2004; Guardavaccaro et al., 2003; Margottin-
Goguet et al., 2003; Wei et al., 2004). Alguns dels substrats regulats per aquests complexes sén

els seglients:

B Skp2 porta a degradar reguladors negatius del cicle, com ara p27, p21 i p57, permetent la

progressié durant les fases Si G,;

10
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B Fbw?7 indueix la degradacié de reguladors positius del cicle com ara Myc, Jun, ciclina E i
Notch;

® [-Trcp reconeix molts reguladors del cicle cel-lular, com ara Emil/2, Weela i Cdc25A/B, a
més de la B-catenina i IkB;

B Cdc20 porta a degradar les ciclines mitotiques i la securina, i per tant promou la separacio
de les cromatides germanes. Cdc20 és un element crucial del checkpoint de fus mitotic,
que comentarem més endavant.

B Cdh1 facilita la sortida de la fase M i manté la fase G; mitjancant la degradacié de les

ciclines mitotiques i alguns reguladors de la formacié de complexes pre-replicatius.

Figura 6. Control del cicle cel-lular pels complexes SCF i APC/C. Les proteines en vermell sén substrats d’APC/C, i
les proteines en blau sén substrats del complex SCF. El to vermell clar indica ubiquitinitzacié per Cdc20, i vermell
fosc indica ubiquitinitzacié per Cdh1l. El to blau més clar indica els substrats ubiquitinitzats per SCF associat a Skp2,
un to més fosc correspon als ubiquitinitzats per SCF associat a Fow7, i el blau més fosc correspon als substrats

ubiquitinitzats per SCF unit a -Trcp (Nakayama and Nakayama, 2006).

11
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2.4. Control de qualitat del cicle cel-lular: restriction point i

checkpoints

€ Restriction point

El “Restriction point” o punt de restriccié és un moment dins la fase G; a partir del qual no
hi ha tornada enrere: la céllula es veu compromesa a continuar el cicle cellular
independentment de la preséncia de factors de creixement en el medi que I'envolta.
Experiments realitzats per (Pardee, 1974) demostren que les cel-lules que es troben en un
medi de deprivacié abans de passar el punt de restriccidé entren en quiescencia (Gy), mentre
que si les cel-lules es troben un medi deprivat de factors de creixement després de passar el

punt de restriccid, continuen el cicle cel-lular i es divideixen.

A part del punt de restriccio, existeixen altres punts de control al llarg del cicle o
“checkpoints”, que controlen que els esdeveniments del cicle cel-lular es donin d’'una manera
correcta i ordenada (Hartwell and Weinert, 1989). Alguns del més importants els presentem a

continuacio:

€ Checkpoint de G,

En aquest punt, I'aturada del cicle en resposta a dany al DNA és dependent de la proteina
p53. Les proteina quinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) i ATR (Ataxia and Rad3
Related) reconeixen les lesions produides al DNA i, en resposta, fosforilen p53. La p53
fosforilada és més estable i estimula la transcripcid de diferents gens, entre ells p21, que és
capag¢ de bloquejar el cicle a través de la inhibicié de complexes CDK-ciclina (Siliciano et al.,

1997).

€ Checkpoint de fase S

Els mecanismes d’aquest checkpoint es basen en la supressid de les fases d’iniciacio i
elongacié que es donen durant la replicaciéo del DNA (Painter, 1986; Paulovich and Hartwell,

1995). Sembla que la fosforilacié de NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1), entre d’altres, es

requereix per induir I'aturada en la fase S. Més endavant ho explicarem més detalladament.

12



Intfroduccio

€ Checkpoint de G,

Quan el dany ocorre en aquesta fase les cel-lules poden aturar el cicle en preséncia o
absencia de p53. ATM i ATR fosforilen i activen les proteina quinases Chk1 i Chk2, les quals al
seu torn fosforilen i inactiven Cdc25, de manera que el complex ciclina B-CDK1 queda inactiu i
retingut al citoplasma, impedint aixi I'entrada a mitosi (Sanchez et al., 1997; Zeng et al., 1998).
Per la seva banda, p53 provoca un augment de I'expressio de p21 i de la proteina 14-3-3¢, la
qual és responsable d’excloure activament la ciclina B del nucli. p53 també provoca la
dissociacié de CDK1-ciclina B a través de la induccié de GADD45 (Growth Arrest and DNA

Damage inducible gene) (Hermeking et al., 1997; Taylor and Stark, 2001).

€ Checkpoint de fus mitotic

El fus mitotic esta format per microtubuls i té els cromosomes units durant la metafase. En
aquest punt del cicle cel-lular es controla que els cromosomes estiguin correctament alineats a
la placa metafasica, i si no és aixi, el cicle s’atura. Les proteines Mad (Mitotic arrest deficient) i
Bub (Budding uninhibited by benomyl) s’activen en aquest cas i inhibeixen la subunitat Cdc20
del complex APC/C, de manera que queda aturada la transicié metafase-anafase (Amon, 1999;

Fang et al., 1998).

2.5. Un nou model de cicle cel-lular: el que ens ensenyen els ratolins

knockout

El model de cicle cel-lular presentat fins ara es basa en molts experiments realitzats en
diferents sistemes (cel-lules humanes, de ratoli, Xenopus, Drosophila, etc.), tots ells in vitro. A
partir dels anys 90 es va disposar dels coneixements i la tecnologia necessaris per a fer estudis
amb models de ratolins knockout, en els quals es deleciona un determinat gen i se’n poden
estudiar les funcions associades. Els knockout sén models in vivo, que ens proporcionen una
informacié més completa i fiable sobre el cicle cel-lular que la que ens poden proporcionar les

linies cel-lulars tumorals o immortalitzades.

Inicialment es creia que la delecié de gens que codifiquen reguladors de cicle cel-lular

provocaria fenotips letals embrionaris. Sorprenentment, pero, molts d’aquests ratolins
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knockout sén viables i presenten fenotips especifics (revisat a (Berthet and Kaldis, 2007)). Per
exemple, 'any 1995 dos grups van publicar el fenotip dels ratolins ciclina D17, els quals només
presenten defectes especifics de teixit (Fantl et al., 1995; Sicinski et al., 1995). De manera
similar a I’ablacio de ciclina D, la perdua de CDK4 o CDK6 tampoc no impedeix la progressio del
cicle (Malumbres et al., 2004; Rane et al., 1999; Tsutsui et al., 1999). Els ratolins CDK4™ sén
viables i tenen una mida corporal petita, esterilitat parcial i desenvolupen diabetis
espontaniament. Els CDK6”" també sén viables i presenten una disminucié d’alguns tipus
cel-lulars hematopoeétics. Es creu que el principal motiu pel qual els CDK4™” sén viables és
perque CDK6 és capa¢ de compensar la seva perdua. Aquest fet va ser confirmat en fer el

doble knockout CDK4'/'CDK6'/', el qual mor in utero.

Una sorpresa encara més gran va ser el descobriment que els ratolins CDK2”" sén viables i
virtualment normals, excepte pel fet que son esteérils (Berthet et al., 2003; Ortega et al., 2003).
Fins aleshores es considerava que CDK2 tenia un paper crucial en el cicle, i per tant aquest
resultat no es podia explicar segons el model tradicional de cicle cel-lular. Per afegir encara
més confusid, es va veure que el doble knockout ciclina E1” ciclina E27 és letal embrionari
(Geng et al., 2003; Parisi et al., 2003). La difereéncia entre aquests dos fenotips és dificil
d’explicar, pero en ratolins CDK2” no es detecta activitat de ciclina E (Berthet et al., 2003;
Ortega et al., 2003), i per tant es va especular que la ciclina E devia tenir funcions essencials no
catalitiques, o bé es devia unir a una altra quinasa diferent de CDK2 i amb una altra
especificitat de substrat. Posteriorment, (Aleem et al., 2005) van aportar una altra explicacio
pel fenotip dels ratolins CDK27: tot i que en els ratolins CDK27 no es detecta activitat ciclina E,
aquesta activitat si que es detecta en ratolins CDK27p27”". Per tant, el motiu pel qual no es
detecta activitat ciclina E a ratolins CDK2”" és per la preséncia de p27, que és un potent
inhibidor dels complexes que tenen ciclina E. També van demostrar que CDK1 s’uneix a la
ciclina E i forma un complex actiu que permet que les cél-lules progressin cap a la fase S. Per
tant, CDK1 pot substituir a CDK2 en la transicid G;/S. En canvi, CDK2 no pot compensar la
pérdua de CDK1, tot i que també s’ha vist que CDK2 es pot unir a la ciclina B (Aleem et al.,

2005; Martin et al., 2005).

Recentment s’ha descrit que p27 també actua com a regulador negatiu del cicle durant la
transicié G,/M (Nakayama et al., 2004). En mutants Skp2” els nivells de p27 sén molt alts, ja
que no pot ser degradada per la ubiquitina-lligasa Skp2, i s’ha vist que pot unir-se i inhibir tant
CDK2 com CDK1. La inhibici6 de CDK1 fa que les cel-lules no puguin entrar en mitosi

(Nakayama et al., 2000). Tot plegat ha portat a suggerir un nou model de regulacié del cicle
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cel-lular en el que p27 té un paper central com a inhibidor, ja que regula les activitats tant de
CDK2 acomplexada amb ciclina A, E o B, com de CDK1 unida a les ciclines A, E o B, controlant

per tant la maquinaria de les fases S i M (Kaldis and Aleem, 2005).

CDK1

Ciclina B

CUR CDK2
iICiclina B
i CDKI
CDKZ J_

CDK1

Figura 7. Esquema revisat del cicle cel-lular proposat per (Kaldis and Aleem, 2005).

Els estudis que s’han fet fins ara amb ratolins knockout ens porten a la conclusié que,
almenys de moment, sembla que les ciclines indispensables per al cicle cel-lular sén les ciclines
A i B. De tots els membres de la familia de les ciclines tipus D/E/A/B, només la delecid de la
ciclina A2 (Murphy et al.,, 1997) i de la B1 (Brandeis et al.,, 1998) provoquen letalitat
embrionaria, i fins i tot cal afegir que els embrions deficients en ciclina A2 arriben a I'estadi de
blastocist i els deficients en ciclina B1 arriben fins a la meitat de la gestacié, de manera que
almenys els primers cicles embrionaris poden tenir lloc en abséncia de ciclina A2 i B1. A més a
més, recentment han estat caracteritzats uns ratolins que tenen delecionades totes les CDKs
de la interfase (CDK2, 3, 4 i 6) (Santamaria et al., 2007). Els embrions experimenten
I’organogénesi i sobreviuen fins la meitat de la gestacié. En aquest model s’ha vist que CDK1 es
pot unir a totes les ciclines, provocant la fosforilacié de pRb i donant lloc a la transcripcié de
gens dependents d’E2F. En canvi, en absencia de CDK1, els embrions no poden arribar a
I’estadi de morula i de blastocist. Tot plegat confirma el paper central de CDK1 en el cicle
cel-lular, ja que per si sola pot fer progressar el cicle unint-se a totes les ciclines. Aquest
descobriment ha confirmat la sospita de que el cicle cel-lular de mamifer podria ser
comparable al de llevat, on ja havia estat descrit que la CDK1 pot fer progressar el cicle tota

sola.
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3. EL COMPLEX CICLINA A-CDK2

3.1. LaciclinaA

La ciclina A és una proteina codificada per un gen que es troba al cromosoma 4, en la
posicié 4925-g31. El gen té una longitud d’uns 1299 parells de bases codificants que es
tradueixen en una proteina de 432 aminoacids, la qual presenta una regié anomenada “cyclin
box” d’uns 100 aminoacids de llargada i que adopta un plegament tipus a-helix, que és el tret
comu de les proteines que pertanyen a la familia de les ciclines (Brown et al., 1995; Jeffrey et
al., 1995). Aquesta regid és necessaria per a la unié i I'activacié de les CDKs (Kobayashi et al.,
1992; Lees and Harlow, 1993). A part de la primera cyclin box (que va dels aminoacids 208 al
306), la ciclina A presenta una altra regié que té poca homologia de seqliéncia amb les cyclin
box pero adopta un plegament similar (aminoacids 310 al 397). La regid N terminal de la ciclina
A conté elements reguladors, com ara la “Destruction box” (o D-box) i la “extended destruction
box” per on interacciona amb el sistema ubiquitina-proteasoma; aquests elements abarquen
els aminoacids 47 al 57 i 58 al 72, respectivament (den Elzen and Pines, 2001; Geley et al.,

2001)). També presenta un lloc de fosforilacio per CDK (S154) (figura 8).

Els nivells de ciclina A oscil-len al llarg del cicle cel-lular. En cél-lules en cultiu, la ciclina A és
sintetitzada i destruida després de la ciclina E, i una mica abans de la ciclina B durant la
prometafase (Erlandsson et al., 2000; Pines and Hunter, 1990). Al llarg del cicle s’associa amb
CDK2 i CDK1, de manera que té funcions durant la fase S i la mitosi (Pagano et al., 1992). En els
complexes ciclina A-CDK, la ciclina és la subunitat activadora (provoca un canvi estructural en
la CDK2 que fa que el seu centre catalitic quedi exposat (Morgan, 1997)), i a més fa la funcié de
reconeixement de substrats, ja que presenta una zona hidrofobica que permet el
reconeixement de proteines que tenen el motiu ZRXL (basic/Cys-Arg-basic-Leu); és el cas

d’E2F-1, p107, p130, Cdc25A i p21.

Alguns organismes com ara Drosophila presenten una sola forma de ciclina A, pero
humans, ratolins i Xenopus tenen dues isoformes d’aquesta proteina: Al i A2. La ciclina Al
només s’expressa durant la meiosi i en els primers estadis del desenvolupament embrionari.
En ratolins knockout s’ha vist que aquesta isoforma només és essencial per I'espermatogenesi.

La forma A2 es troba a cel-lules somatiques i proliferants, i la seva disrupcid en ratolins és letal
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embrionaria (Murphy et al., 1997). Durant la resta del text ens referirem a la ciclina A2 com

“ciclina A”.

3
S154

47 57 72 208 306 310 397 432
N . WW C

B D-box

E Extended D-box
Ed Cyclin box

Figura 8. Representacio esquematica dels dominis de la ciclina A (Yam et al., 2002)

¢ Sintesi

El mRNA de la ciclina A es comencga a acumular durant la fase S i disminueix a la mitosi, una
mica abans que el de la ciclina B (Pines and Hunter, 1990). El paper d’E2F en la regulacio de la
transcripcié de la ciclina A esta molt ben caracteritzat, i se sap que durant el G; E2F esta
reprimit a través de la unié amb proteines de la familia de pRb hipofosforilades. La fosforilacié
de pRb per part dels complexes CDK-ciclina D/E permet I'alliberacié d’E2F, que aleshores és
capag d’activar la transcripcié dels gens responsables de la progressié al llarg de la fase S (entre
ells, el de la ciclina A; figura 4). El promotor del gen de la ciclina A2 esta reprimit durant les
fases Gy/G; i és activat a I'entrada de la fase S (Henglein et al., 1994). La repressié de la
transcripcié de la ciclina A2 durant Go/G; s’atribueix a I'ocupacié d’un element repressor que
es troba en el promotor del gen de la ciclina A i que s"anomena CCRE (Cell-Cycle Responsive
Element) (Huet et al., 1996; Zwicker et al., 1995). Quan hi ha una mutacié al CCRE es perd la
regulacié de la transcripcio de la ciclina dependent de cicle. EI CCRE conté un lloc d’unio a E2F,
ila unio de p107 (perd no pRb) a E2F reprimeix el promotor (Schulze et al., 1995; Soucek et al.,
1997). Les ciclines sintetitzades durant el G; poden estimular la transcripcié de ciclina A a la
fase S; per exemple, la ciclina D activa la transcripcid de la ciclina A i també pot restablir la
transcripcié de la ciclina A en situacions en que es perd I'adhesié al substrat (Schulze et al.,
1996). Per una altra banda, el complex ciclina E-CDK2 s’uneix directament als complexes
E2F/p107 situats al promotor de la ciclina A i n’activa la transcripcié (Zerfass-Thome et al.,
1997). A més, com hem esmentat abans, E2F pot interaccionar a través del seu domini RXL

amb un petit domini hidrofobic situat a prop de I'extrem N terminal de la ciclina A, de manera
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que el complex ciclina A-CDK2 fosforila E2F i inactiva la seva activitat transcripcional. D’aquesta
manera la ciclina A limita la seva propia transcripcidé (Xu et al., 1994). Encara existeix un altre
element important per a la repressié de la transcripcio de la ciclina A durant Go/G; que es
troba sis nucleotids més enlla del CCRE i que s’anomena CHR (Cell cycle genes Homology
Region). En aquest cas s’han trobat poques proteines que s’uneixin a aquest element

repressor, i no estan relacionades amb E2F (Philips et al., 1999).

A banda d’E2F, es coneixen altres factors de transcripcid que regulen I'expressid de la
ciclina A. Es el cas de TAF,;250, una subunitat del TFIID, que estimula la transcripcié de la ciclina
A a través de l'element activador de la transcripcid o enhancer TSRE (Wang et al., 1997).
També MDM2 es pot unir a TAF;250 i potenciar la transcripcié de ciclina A (Leveillard and
Wasylyk, 1997). p53 regula negativament la transcripcié de la ciclina A (Yamamoto et al.,,
1994). Finalment, 'AMP ciclic (cCAMP) activa la transcripcié i el TGF-3 la reprimeix a través
d’una regié del promotor anomenada ATF/CREB (Desdouets et al., 1995; Yoshizumi et al.,

1997).

A part de la regulacid transcripcional, I'estabilitat del mRNA de la ciclina A també esta
regulada pel cicle cel-lular: el mRNA de la ciclina A té una vida mitja molt curta al principi de G,

i més llarga a partir de la transicié G,/S i fins a G,/M (Maity et al., 1997).

€ Degradacié

La degradacié de la ciclina A comencga al principi de la prometafase i és completada a la
metafase (den Elzen and Pines, 2001; Geley et al., 2001). La destruccid de les ciclines
mitotiques requereix una seqliencia propera a I'extrem N terminal anomenada “Destruction
box”, que actua com a senyal per induir la degradacid de la proteina pel sistema ubiquitina-
proteasoma (Glotzer et al.,, 1991). La ubiquitina lligasa més important que actua durant la
mitosi és APC/C. El complex APC/C és regulat per fosforilacid i s’activa a través de la unié amb
les subunitats Cdc20 i Cdh1, que sén les responsables del reconeixement dels substrats. Al final
de la fase S'i fins la mitosi, s’activa la transcripcié de Cdc20 i aquesta proteina s’acumula (Prinz
et al., 1998). Els complexes APC/C“? requereixen de la fosforilacié per ciclina B-CDK1 i Plk per
induir la degradacio dels seus substrats (Kotani et al., 1998). Al final de la mitosi té lloc la
degradacié de Cdc20, la D-box de la qual és reconeguda per la propia APC/C. Després de la

degradacié de Cdc20, ’APC/C s’uneix a Cdh1 i d’aquesta manera manté la seva activitat des del
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final de la mitosi fins les acaballes del G;. Des de la fase S fins al principi de la mitosi, la
interaccié de Cdhl amb APC/C és inhibida per fosforilacié (ciclina A-CDK2 fosforila Cdh1)
(Lukas et al., 1999).

Chromosome.

segreg ation

Effectors

®

P :
/ I"'\ /
/ Nucleolus

Regulators

Cytostatic

Spindle factor
checkpoint I

Figura 9. Regulacié i funcions del complex promotor de I'anafase/ ciclosoma (APC/C). Fins que tots els
cromosomes no s’hagin unit al fus mitotic durant la metafase, Cdc20 és inhibida per la unié a Mad2, BubR1 i Bub3;
aquest sistema és el que s’anomena “checkpoint de fus mitotic”. A la meiosi, els oocits sén aturats a la metafase
pel Cytostatic factor (CSF), el qual activa Emi2, que és essencial per inhibir la proteolisi dependent de Cdc20.

Cdc20

L’alliberament del checkpoint de fus mitotic o de I'aturada dependent de CSF activa APC/C", que promou la

proteolisi de la securina, de manera que s’allibera la separasa i aquesta degrada la cohesina, permetent la

.2 Cdc20
separacid dels cromosomes. APC/C ¢

també promou la degradacié de les ciclines mitotiques. Al final de la mitosi,
Cdc20 és substituida per Cdh1. Cdh1 s’uneix a APC/C després d’haver estat defosforilada per la fosfatasa Cdc14, la
qual resta segrestada al nucléol pel seu inhibidor NET1/CFI1 durant la major part del cicle. Cdc14 és alliberada del
seu inhibidor per MEN (Mitotic Exit Network) i FEAR (Cdc Fourteen Early Anaphase Release) (Nakayama and

Nakayama, 2006).

La ciclina A és degradada via APC/CCdCZO, de manera similar a la ciclina B1. No obstant,
existeixen algunes diferéncies en el comportament d’aquestes ciclines. En primer lloc, la ciclina
A és degradada abans que la ciclina B. En segon lloc, I'activacié del checkpoint de fus mitotic
inhibeix la degradacio de la ciclina B, pero no la de la ciclina A (Hunt et al., 1992; Whitfield et
al., 1990). A més a més, la D-box de la ciclina A es comporta diferent de la de ciclina B, en el

sentit que no actua com un modul de degradacid independent quan és clonada en altres
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proteines. Per exemple, si se substitueix la D-box de la ciclina A de Xenopus per la de ciclina B,
la proteina es degrada; en canvi, si se substitueix la D-box de la ciclina B per la de ciclina A,
aquesta proteina no es degrada (Hunt et al., 1992; King et al., 1996). En cél-lules humanes, la
D-box de la ciclina A no és suficient per portar-la a degradar, i es requereix una seqiiéncia
addicional (“extended D-box”, figura 8) (den Elzen and Pines, 2001; Geley et al.,, 2001). A
Drosophila, que té una regid N terminal de la ciclina A forca diferent a la d’altres organismes, la
correcta destruccié d’aquesta proteina requereix dues D-box i dues KEN box a I'extrem N

terminal (Kaspar et al., 2001; Ramachandran et al., 2007).

Pel que fa al paper de la subunitat CDK del complex ciclina A-CDK1/2 en la degradacio de la
ciclina, s’ha vist que a Xenopus la degradacid de la ciclina A, pero no de la ciclina B1, requereix
de la unié a CDK (Stewart et al., 1994). No obstant, també s’ha descrit que mutants de la ciclina
A humana que no es poden unir a CDK sdn destruits in vivo, tot i que més tard que la ciclina A
salvatge (den Elzen and Pines, 2001). La ciclina A pot ser fosforilada per les seves companyes
CDK1 i CDK2 a la serina 154 (Yam et al., 2000), pero aix0 no afecta la seva degradacio (al
contrari del cas de la ciclina E, que és fosforilada per la CDK2 a la treonina 380, i aix0d és

important per la seva degradacié pel sistema ubiquitina-proteasoma).

3.2. CDK2

La CDK2 és una proteina codificada per un gen que es troba al cromosoma 12,
concretament a 12q13, i que té 897 parells de bases codificants. Esta formada per 298
aminoacids i té un pes molecular aproximat de 33 kDa. Té activitat quinasa i pot fosforilar
aminoacids serina i treonina en els seus substrats. De fet, la CDK2 és la subunitat catalitica dels
complexes ciclina-CDK formats per la ciclina E i la ciclina A. L’activitat de CDK2 es regula a
diferents nivells, tal i com es va explicar a I'apartat 2.1. El mecanisme primari d’activacié és la
unié a una subunitat ciclina. Per aconseguir una activacié completa, la CDK2 ha de ser
fosforilada pel complex ciclina H-CDK7 a la treonina 160. El complex actiu pot ser inactivat per
diversos mecanismes: unié a CKls o bé fosforilacié dels residus T14 i Y15 per part de Weel i

Myt1 (figura 3).

La cristal-litzacié de CDK2 va permetre I'estudi detallat de la seva estructura (De Bondt et

al.,, 1993; Morgan, 1996) (figura 10). Com altres proteina quinases, CDK2 conté un lobul N
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terminal dominat per una lamina beta i una hélix PSTAIRE, i un Iobul C terminal
majoritariament helicoidal. Entre els dos I0buls hi ha una fissura on es troba enfonsat el centre
catalitic, que té llocs d’unié especifics per I’ATP i els substrats fosforilats per la quinasa. La base
hidrofobica de I’ATP s’introdueix en una zona hidrofobica de dins la fissura, deixant els fosfats
orientats cap enfora. Quan la quinasa es troba en la seva conformacié activa, la proteina
substrat s’uneix a la superficie del lobul que queda per sobre de I'entrada del centre catalitic,
de manera que queda enfrontada amb el y-fosfat de I’ATP. Els residus del voltant catalitzen
I'atac nucleofilic fet per I'oxigen hidroxil que hi ha al grup y-fosfat de I'ATP i la proteina
substrat queda fosforilada. La forma inactiva de la CDK2 no és capa¢ de fer la reaccié de
transferencia del grup fosfat per causa de dos mecanismes (De Bondt et al., 1993): en primer
lloc, una estructura anomenada T-loop sorgeix del lobul C terminal i bloqueja la unid de
substrats a I'entrada del centre catalitic; en segon lloc, alguns residus involucrats en la unié a
ATP no es troben correctament posicionats per causa d’una petita helix propera al centre actiu

(helix 12), que altera la posicid de I’'helix PSTAIRE del [0bul superior.

PSTAIRE
)\ Helix

Figura 10. Estructura de la CDK2 humana unida a ATP (Morgan, 1997). El lobul N terminal, que conté lamines beta
i I’helix PSTAIRE es mostra per sobre del Iobul C terminal, més gran. El centre catalitic esta situat entre els lobuls i

conté una molecula d’ATP (representada per boletes i pals). El T-loop (residus 146-170) esta ressaltat en negre.
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3.3. Funcions del complex ciclina A-CDK2

Ciclina A i CDK2, cadascuna per la seva banda, poden formar diferents complexes ciclina-
CDK. El complex ciclina E-CDK2 esta implicat en la superacié del punt de restriccié i I'inici de la
replicacié. El complex ciclina A-CDK2 és important per la progressio de les fases S i G,. Des de

G, i fins la metafase actuen els complexes ciclina A-CDK1.

€ Superar el punt de restriccié

Durant la quiescencia (Gy), I'activitat de CDK2 i CDK1 es manté baixa gracies a I'accié de
tres sistemes de control: les proteines pocket (pRb, p107 i p130), Cdh1 i els inhibidors de CDKs
(CKIs). Les proteines pocket, com ja hem vist, inhibeixen la familia de factors de transcripcio
E2F, els quals indueixen la transcripcié de molts reguladors positius del cicle, entre ells les
ciclines de tipus E, A i B (que sén els activadors de CDK2 i CDK1), i les fosfatases Cdc25
(Yamasaki and Pagano, 2004). Cdhl activa el complex APC/C i promou la degradacié de
reguladors positius de la fase S i de la mitosi, com ara les ciclines A i B, i Cdc25A (Ang and
Harper, 2004). Cdhl també degrada Skp2, un activador dels complexes que tenen CDK2 o
CDK1 (Kurland and Tansey, 2004). Skp2 és una subunitat d’'un complex SCF ubiquitina lligasa i
reconeix i indueix la ubiquitinitzacié de les CKIs p21 i p27 (Cardozo and Pagano, 2004). La
degradacié de Skp2 per APC/C® contribueix a incrementar els nivells de CKls a la cél-lula, i

per tant, al manteniment de la quiescencia.

Els estimuls mitogenics provoquen I'entrada en el cicle cel-lular. Per tal de fer aixo, els
mitogens han d’inhibir tots els reguladors de G,. Aquesta inhibicid és el producte de complexes
vies de senyalitzacid que comencen a la membrana i porten a I'activaciéo de CDK2 i CDK1, les
qual seran actives des del final de G; fins I'anafase (Guardavaccaro and Pagano, 2006).
Basicament, els complexes ciclina D-CDK4/6 comencen per fosforilar les proteines pocket,
portant a I'alliberament d’E2F i la transcripcio de les ciclines E i A. A partir d’aqui els complexes
ciclina E/A-CDK2 fosforilaran i inactivaran la resta de reguladors del G,. La fosforilacié de Cdh1
fa que es dissocii d’APC/C, i aixi aquesta ubiquitina lligasa queda inactiva. La fosforilacié de p21

Skp2

i p27 promou la seva degradacié via SCF™. Tots aquests esdeveniments generen loops

d’autoamplificacid, de manera que CDK2 i CDK1 sén cada cop més actives.
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Una conseqliencia important de I'activacié d’E2F és la transcripcié d’Emil, un inhibidor
d’APC/C (Hsu et al.,, 2002). A més a més, APC/C contribueix a la seva propia inactivacid
mitjancant la degradacid del seu propi activador Cdh1l i el seu enzim conjugador d’ubiquitines
Ubc10 (Lukas and Bartek, 2004). Per tant, almenys tres senyals cooperen per mantenir
APC/C™™ inactiva des de G/S fins al final de la mitosi: CDKs, Emil i la propia APC/C“™™,
indicant que és molt necessari per les cel-lules inhibir aquest complex durant el temps que les

CDKs han de ser actives.

ESTIMULS MITOGENICS

'

PRB, Cdh1, CKls |— F—5 Cdc20  pRB, Cdhi, CKIs

bel

SUBSTRATS _©0 o PPs

by

G,/G, s G, M G,

v

Figura 11. En resposta a senyals mitogéniques, les CDKs esdevenen actives i fosforilen i inactiven proteines pocket,
Cdh1 i CKls. Aixo genera loops d’autoamplificacié que fan que les CDKs siguin cada cop més actives a mesura que la

ceél-lula progressa de G;/S cap a mitosi. L’activitat de les CDKs esta programada per acabar al final de la mitosi. Per

Cdc20

exemple, CDK1 promou l'activacié d’APC/C a través de fosforilar algunes subunitats d’APC/C i induir la

degradacié d’Emil. Al seu torn, APC/CCdczo

causa la degradacié de les ciclines amb la conseqiient inactivacié de
CDK1. Al final del cicle, Cdc14 i altres fosfatases (PPs) defosforilen molts dels substrats fosforilats per les CDKs

(Guardavaccaro and Pagano, 2006).

€ Replicacié

Els mecanismes d’iniciacio de la replicacié del DNA a cel-lules eucariotes han estat molt
ben descrits a S. cerevisiae, i els resultats obtinguts amb oocits de Xenopus i cél-lules humanes
semblen indicar que aquests mecanismes estan conservats al llarg de I'escala evolutiva. El
model actual de replicacié del DNA implica els complexes ciclina E/A-CDK2 en la iniciacid i en

limitar I'inici de la replicacié a un sol cop per cicle cel-lular.
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Per comengar, als origens de replicacié s’hi uneixen unes proteines que formaran el
complex de reconeixement de I'origen de replicacié (ORC, Origin Recognition Complex). L'ORC
és format per sis proteines que es mantenen unides als origens de replicacio al llarg del cicle
en el cas dels llevats. A Xenopus, I'ORC es dissocia de la cromatina a la fase M (Coleman et al.,
1996; Romanowski et al., 1996). L'ORC s’associa amb altres factors addicionals durant el G,
com ara Cdc6, Cdtl i membres de la familia MCM (MiniChromosome Maintenance) per formar
els complexes pre-replicatius (revisat a (Bell and Dutta, 2002)). Un cop es donen les senyals
necessaries per iniciar la replicacid del DNA, els complexes pre-replicatius sén fosforilats per
DBF4-Cdc7 i complexes ciclina E/A-CDK2. Aix0 porta a I'associacié de Cdc45 amb el complex
pre-replicatiu i I'activacié de I'origen. L'activacié del complex pre-replicatiu implica el
desplegament de la cromatina de |'origen de replicacid i que es carreguin sobre el DNA de

cadena senzilla les proteines RPA i DNA polimerasa o (figura 12).

L'expressié de Cdc6 és suficient per induir el carregament de les proteines MCM a la
cromatina (Cook et al., 2002). Cdc6 presenta homologia de seqliiencia amb el clamp loader
eucariotic i procariotic, i podria ser el factor que carregués les proteines MCM al voltant del
DNA (Neuwald et al., 1999). La proteina Cdt1 s’uneix al complex pre-replicatiu format per ORC-
Cdc6 i és essencial pel carregament posterior de proteines MCM (Maiorano et al., 2000;
Rialland et al., 2002). Cap al final de G;, E2F activa la transcripcié dels gens que codifiquen per
les sis proteines de la familia MCM (MCM 2-7) (Ohtani et al., 1999). Aquestes proteines tenen
activitat helicasa i participarien en l'inici de la replicacié tot desenrotllant la doble cadena del
DNA (Ishimi, 1997). La proteina quinasa Cdc7 és activa quan s’uneix a DBF4, i aquest complex
fosforila els components de MCM i activa el complex pre-replicatiu. De manera similar a les
CDKs, els nivells de Cdc7 sén constants al llarg del cicle, pero és activada durant les fases Si G,
per DBF4, la qual es troba sota el control transcripcional d’E2F (Jiang et al., 1999; Kumagai et
al.,, 1999; Yamada et al., 2002). El complex Cdc7-DBF4 actiu fosforila principalment MCM?2,
pero sembla que la fosforilacio prévia dels membres del complex MCM per part de ciclina E/A-
CDK2 facilitaria la fosforilacié posterior per Cdc7-DBF4. També s’ha suggerit que els complexes
ciclina-CDK podrien fosforilar un residu de treonina de Cdc7 tot activant-la, de manera similar
a I'efecte de la fosforilacid de la treonina 160 del T-loop de CDK2 (Masai et al., 2000). A llevats,
Dbf4p és destruida durant el G; per un mecanisme dependent d’APC/C similar a les ciclines, en
el que hi esta implicada una seqiiencia de destruccid de la propia proteina Dbfdp (Ferreira et

al., 2000).
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Cal destacar que pRb inhibeix la replicaci6 del DNA no tan sols pel seu paper en la
repressid de la transcripcié dependent d’E2F, sind també perque és capag¢ d’associar-se
directament amb el complex pre-replicatiu a través de MCM7 i les proteines ORC (Bosco et al.,
2001). Els complexes ciclina D-CDK4 actius alliberen pRb dels complexes pre-replicatius,

permetent que aquests siguin competents durant el G, (Gladden and Diehl, 2003).

Transcripcié

d’histones -

T v

D hear 2
f

Exportacid

l APGIC

Protedlisi

Figura 12. La via de replicacié del DNA a mamifers (adaptat de (Woo and Poon, 2003)). Nota: estudis posteriors
indiquen que les helicases MCM2-7 es mantenen unides al DNA mentre es replica ja que van obrint la doble
cadena de DNA perqué avanci la forqueta de replicacié. Un cop la forqueta ha acabat de replicar un fragment, les

proteines MCM2-7 marxen del DNA (Blow and Dutta, 2005).
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Cdc45 és un factor essencial en la regulacié de la replicacid, que interacciona amb el
complex pre-replicatiu i indueix el carregament de RPA i DNA polimerasa o sobre I'origen. Com
molts altres components implicats en l'inici de la replicacid, Cdc45 també és una diana
transcripcional d’E2F (Arata et al., 2000). La seva interaccié amb els origens de replicacié a la
transicido G;/S depén de ciclina E/A-CDK2 i Cdc7-DBF4 (Jares and Blow, 2000; Mimura and
Takisawa, 1998; Zou and Stillman, 2000). Per tal que Cdc45 s’uneixi al complex pre-replicatiu
cal que abans s’hi hagi unit MCM10 (Wohlschlegel et al., 2002). A S. pombe, Cdc23p (’homoleg
de MCM10) estimula la fosforilacié del complex MCM per I'homoleg de Cdc7-DBF4 (Lee et al.,
2003). A S. cerevisiae Mcm10p també interacciona amb Cdc45p i les DNA polimerases d i €, que
es requereixen per I'elongacié de la replicacid, suggerint que Mcm10p podria estar implicada
tant en l'activacié dels origens com en I'elongacid (Kawasaki et al., 2000). Durant G,/M,
MCM10 es dissocia de la cromatina i esta hiperfosforilada (probablement per ciclina-CDK)

(lzumi et al., 2001).

Després de la unié de Cdc45, el DNA queda desplegat a I'origen de replicacio, amb RPA
unida a les cadenes senzilles, estabilitzant-les (Walter and Newport, 2000). RPA pot ser
fosforilada per ciclina A-CDK2/1, perd encara no es coneix el significat funcional d’aquesta
fosforilacid, ja que RPA fosforilada i no fosforilada sén igualment actives sobre el DNA (Dutta
and Stillman, 1992; Henricksen and Wold, 1994; Pan et al., 1995a). RPA (Replication Protein A)
de fet és un heterotrimer, i es creu que la seva fosforilacié podria separar I’heterotrimer o bé
afectar la interaccié de RPA amb altres proteines, com ATM i DNA polimerasa o (Oakley et al.,

2003; Treuner et al., 1999).

La ciclina A s’associa amb el DNA que s’esta replicant i colocalitza amb els focus de
replicacié (Cardoso et al., 1993; Sobczak-Thepot et al., 1993). El complex ciclina A-CDK2 s’uneix
i fosforila alguns components de la maquinaria replicativa, com la DNA polimerasa
o, (Nasheuer et al., 1991), DNA polimerasa & (Zeng et al., 1994) i el PCNA (Prosperi et al., 1994).
A més, I'elongacid feta per la DNA polimerasa d requereix de I'activitat de ciclina A-CDK (Bashir

et al., 2000).
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€ Bloqueig de la re-replicacié

Limitar la replicacio a un sol cop per cicle és un element clau perquée la divisié cel-lular es
doni de manera correcta. Les CDKs i altres proteines estan implicades en el bloqueig de la re-
replicacié, fent que els complexes pre-replicatius es formin només un cop cada cicle. En
cél-lules humanes, Cdc6 se sintetitza durant el G; sota el control transcripcional d’E2F
(Hateboer et al., 1998). Es troba al nucli durant el G; i roman al citoplasma a partir de la fase S
(Petersen et al., 1999; Saha et al., 1998), on és ubiquitinitzada per APC/CYM i es degrada via
proteasoma (Petersen et al., 2000). Ciclina A-CDK2 s’uneix a Cdc6 a través del motiu ZRXL que
Cdc6 presenta cap al seu extrem N terminal, i la fosforila. Aleshores, Cdc6 fosforilada és

exportada cap al citoplasma per CRM-1 (Coverley et al., 2000).

Pel que fa a Cdt1, és inhibida a través de la unié a geminina, un inhibidor de la replicacid
que inicialment es va identificar com a substrat de I’APC/C cap al final de la mitosi (McGarry
and Kirschner, 1998). Cdt1 només s’expressa a G; i S, mentre que la geminina esta presenta Si
G,; d’aquesta manera és com Cdtl queda inhibida per la geminina durant S i G,, assegurant
que els complexes pre-replicatius només es formen al G; (Wohlschlegel et al., 2000). La
sobreexpressié de Cdtl, conjuntament amb Cdc6 i ciclina A-CDK2 promou la re-replicacié a
cél-lules humanes (Vaziri et al., 2003). No obstant, la re-replicacié només té lloc a cel-lules que
no tenen p53, suggerint que existeix un altre mecanisme dependent de p53 que impedeix la

re-replicacio.

Durant la replicacié les proteines MCM marxen de la cromatina quan la forqueta de
replicacié a la que acompanyen ha acabat de replicar un fragment de DNA, de manera que els
origens que ja s’han replicat no ho poden tornar a fer (Labib et al., 2000; Pacek and Walter,
2004). Els components de MCM, com ara MCM4, poden ser fosforilats per ciclina B-CDK1 in
vitro, i aquesta fosforilacié podria ser responsable de la dissociacio de MCM de la cromatina
durant la mitosi (Fujita et al., 1998; Hendrickson et al., 1996). A més, ciclina A-CDK2 pot
fosforilar MCM4 en el complex MCM4-MCM6-MCM7, tot inhibint I'activitat DNA helicasa
d’aquestes proteines (Ishimi et al., 2000). A llevat, els complexes ciclina-CDK també promouen
I’exportacié de les proteines MCM fora del nucli (Nguyen et al., 2000). Aixi doncs, sembla que
el procés de replicacié esta marcat per dues onades de fosforilacid; la primera durant el G;, on
ciclina E/A-CDK2 i Cdc7-DBF4 promouen la formacié de complexes pre-replicatius, i la segona

un cop comencada la fase S, on ciclina A-CDK2/1 i ciclina B-CDK1 inhibeixen la re-replicacid.
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€ El checkpoint de fase S

El checkpoint de fase S impedeix la replicacié6 de DNA malmés. La resposta a la generacio
de talls de doble cadena de DNA com a conseqiiéncia de I'exposicié a radiacié ionitzant
(lonizing Radiation, IR) és un dels exemples més estudiats. Com que CDK2 és un regulador clau
de la fase S, els esdeveniments que tenen lloc quan s’activa aquest checkpoint tenen I'objectiu
d’inactivar-la. Tot i que altres insults al DNA diferents de la IR poden actuar sobre dianes

diferents, els principis basics dels checkpoints que desencadenen sén molt similars.

El checkpoint de fase S comporta una rapida perd transitoria disminucié del ritme de
sintesi de DNA (Painter and Young, 1980). A nivell dels origens de replicacid, es produeix una
inhibicié de I'inici de la replicacid, pero I'elongacié del DNA no queda afectada (Larner et al.,,
1999). Aquests esdeveniments son independents del supressor de tumors p53 (Xie et al.,

1998).

Quan es produeix dany al DNA durant la fase S, la proteina ATM ho detecta i senyalitza a
través de dues vies paral-leles (Falck et al., 2002). Una d’elles inclou Chk2, Cdc25A i CDK2. A
I'altra hi és important el complex triméric MRE11-NBS1-RAD50. En resposta a la IR, ATM
fosforila Chk2, i també 53BP1, BRCA1 i MDC1. Totes aquestes proteines formen complexes als
llocs on s’ha produit un trencament del DNA, anomenats focus. La interaccié de Chk2
fosforilada amb les altres proteines estimula la seva activitat, i al seu torn fosforila Cdc25A,
portant a la seva rapida degradacid (Falck et al., 2001). Aquest fet impedeix que la CDK2
inactiva i fosforilada a la treonina 14 i tirosina 15 pugui ser defosforilada per Cdc25A, i per tant
queda inhibida la progressid de la fase S (Costanzo et al., 2000). Pel que fa a la via paral-lela a
aquesta, ATM fosforila NBS1 en resposta a IR (Lim et al., 2000). NBS1 fosforilada interacciona
amb MRE11 i RAD50 i aquestes proteines també formen focus sobre els llocs de trencament
del DNA, pero la manera com aquests complexes redueixen el ritme de sintesi de DNA no és

ben conegut.
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Figura 13. El checkpoint de replicacié. Adaptat de (Woo and Poon, 2003).

€ Mitosi

El paper dels complexes ciclina A-CDK durant la mitosi no esta gaire ben definit, pero
alguns estudis demostren que al principi de la mitosi ciclina A esta implicada en l'inici de la
condensacié dels cromosomes, la duplicacid dels centrosomes i el trencament de la membrana

nuclear (Furuno et al., 1999; Gong et al., 2007; Meraldi et al., 1999).

La degradacié de la ciclina A comenca al principi de la prometafase i es completa a la
metafase (den Elzen and Pines, 2001; Geley et al., 2001). Perqué pugui tenir lloc cal que hi hagi
APC/C™?° activa a la ceéllula. Aixd s’aconsegueix a través de la fosforilaci6 d’Emil pels
complexes ciclina B-CDK1 i per Plk1 (Polo-like kinase 1). Emil és un inhibidor de I’APC/C, que
en ser fosforilat a la prometafase passa a ser degradat via B-Trcp (Guardavaccaro et al., 2003;

€20 Sctiva a la

Margottin-Goguet et al., 2003). Aquest esdeveniment permet tenir APC/C
cel-lula, i ciclina B-CDK1 encara fosforila algunes subunitats d’aquest complex perque sigui
totalment actiu. Malgrat aixd0, només quan tots els cromosomes estan units al fus mitotic

I’APC/C*?° assoleix la seva maxima activitat i permet que tingui lloc la transicié metafase-
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anafase, a través d’induir la degradacié de la securina tot promovent la separacié de les
cromatides germanes (Reed, 2003). Després de la degradacié de la ciclina A té lloc la

degradacié de la ciclina B, també induida per I’APC/Cc%°

. D’aquesta forma queda inhibida
I’activitat CDK1 i es completa el cicle cel-lular, donant lloc a dues cel-lules filles que es trobaran

en G;.

3.4. Ciclina A-CDK2 i tumorogéenesi

La desregulacid d’elements reguladors del cicle com ara la ciclina A contribueix a la
generacid de tumors. De fet, hi ha molts tipus de cancer on s’ha detectat un augment de
I'expressié de la ciclina A. La majoria d’aquests estudis, perd, es basen en la deteccié
immunohistoquimica de la ciclina A en cél-lules tumorals en comparacié amb les cel-lules sanes
del voltant, de manera que una qliestid important és si aquest augment de la ciclina A és causa
o conseqliencia de la propia proliferacid tumoral. Tot i aquestes limitacions, sembla que
I’expressid de la ciclina A en molts tipus de cancers podria tenir un valor pronostic (taula 2). El
cas del carcinoma hepatocel-lular (HCC) és un exemple de desregulacié de la ciclina A. La
sobreexpressié de la ciclina A és causada per una combinacié d’amplificacié génica i

mecanismes post-transcripcionals i post-traduccionals (Chao et al., 1998).

La sobreexpressié de ciclina A en diferents sistemes ens ddna idees sobre les
consequencies de tenir massa ciclina A a la cél-lula. Els ratolins transgénics que sobreexpressen
la ciclina A a les glandules mamaries presenten hiperplasia i anormalitats nuclears, cosa que
suggereix alteracions preneoplasiques (Bortner and Rosenberg, 1995). A cél-lules de mamifer,
nivells alts de ciclina A provoquen un retard en l'inici de la metafase i I'anafase (den Elzen and
Pines, 2001; Geley et al., 2001). D’altra banda, la sobreexpressié de mutants de la ciclina A no
degradables a Drosophila atura el cicle cel-lular a la metafase (Sigrist et al., 1995); i cel-lules de
Drosophila en l'estadi de gastrula que sén sotmeses a dany al DNA retarden I'entrada en
metafase i aix0 correlaciona amb I'estabilitzacié de la ciclina A. A més a més, les cél-lules on
s’ha deplecionat la ciclina A no sén capaces de retardar I'entrada en mitosi, i entren a I'anafase
amb un nombre elevat de cromosomes mal alineats (Su and Jaklevic, 2001). Aixo implica la
ciclina A en el checkpoint de dany al DNA, i suggereix que una disminucié d’aquesta proteina
podria jugar un paper en tumorogenesi, mentre que un augment podria simplement reflectir

un increment de la proliferacié un cop el tumor s’ha desenvolupat. A part de desregular el cicle
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cel-lular directament, és possible que els complexes formats per ciclina A-CDK també
contribueixin a la tumorogénesi a través de fosforilar altres oncoproteines i supressors de

tumors.

Taula 2. Sobreexpressio de ciclina A en cancer (adaptat de (Yam et al., 2002)). Alguns tumors

humans, metodes de deteccid de la ciclina A (WB, Western Blot; IH, immunohistoquimica; PCR,

polymerase chain reaction), i correlacions amb alguns factors clinics.

Tumor

Metode

Correlacions

Astrocitoma

Cancer de mama

IH

IH/citometria de flux

Estadi del tumor, proliferacié

Aneuploidia, proliferacié, mal pronostic

Cancer de cervix IH Proliferacié

Cancer colorectal IH Mal pronostic

Cancer gastric IH Mal pronostic

Leucemia i limfoma WB/mRNA Proliferacié, mal pronostic

Cancer hepatic WB/Southern/PCR/mRNA Proliferacid, mal pronostic

Cancer de pulmo IH Proliferacid, mal pronostic, millor
resposta a quimioterapia

Melanoma WB/IH Gruix i estadi del tumor, mal pronostic

Cancer esofagic IH Estadi del tumor, mal pronostic

Cancer oral IH Proliferacié

Osteosarcoma IH Mal pronostic

Cancer ovaric IH Estadi del tumor, proliferacio, mal
pronostic, millor resposta a
quimioterapia

Cancer de prostata IH Estadi del tumor

Cancer renal IH Estadi del tumor, proliferacio, mal
pronostic

Cancer de musculatura llisa WB/IH Mal pronostic

Sarcoma de teixit tou IH Estadi del tumor, mal pronostic, millor
resposta a quimioterapia

Cancer testicular IH Proliferacié
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3.5. Terapies contra el cancer que tenen com a diana complexes

ciclina-CDK

L'activitat de ciclines i CDKs es troba desregulada en molts cancers. Les causes son
diverses: amplificacio de gens que codifiquen ciclines o CDKs, sobreexpressié d’aquestes
proteines per altres mecanismes, delecid de gens o silenciament epigenetic de gens que
codifiquen inhibidors de CDKs, o mutacions de les CDKs que les fan resistents a CKls. Tots
aquests mecanismes han estat ampliament documentats en cancers humans, portant a la
hiperactivacié de complexes ciclina-CDK en cel-lules canceroses (revisat a (Malumbres and
Barbacid, 2001)); per tant, sembla que la inhibicié de complexes ciclina-CDK podria ser un
objectiu terapéutic en aquests casos. No obstant, bloquejar I'activitat d’aquests complexes
podria provocar no tan sols I'aturada del cicle en les cel-lules tumorals, sind també en cel-lules
normals. Ara bé, fins fa poc CDK2, CDK4 i CDK6 eren considerades elements essencials de la
magquinaria de cicle, pero la generacid de ratolins knockout d’aquestes proteines ha demostrat
que en la seva abséncia el cicle cel-lular es pot donar de manera normal. Els ratolins knockout
de CDK2, CDK4 i CDK6 sén viables i presenten poques anomalies en teixits molt concrets. Fins i
tot els dobles knockout CDK6 i CDK2, CDK4 i CDK6 o CDK4 i CDK2 sén viables, o bé es
desenvolupen fins estadis avancats de I'embriogénesi, cosa que demostra que hi ha molta
redundancia entre les CDKs. Aquestes dades semblen indicar que els inhibidors de les CDKs
podrien actuar especificament contra les cél-lules tumorals, molt dependents de I’activitat

CDK, mentre que les cel-lules sanes no quedarien afectades.

Alguns tipus de cancers son més dependents de I'activitat d’'una CDK determinada que de
les altres. Per exemple, un estudi de (Du et al., 2004) demostra que les cel-lules de melanoma
necessiten CDK2 per proliferar, ja que el tractament amb shRNA anti-CDK2 bloqueja la
proliferacié cel-lular. En canvi, un altre estudi de (Tetsu and McCormick, 2003) indica que
I'activitat de CDK2 no és necessaria per la proliferaciéo de ceél-lules de cancer de colon, de
manera que en aquest cas la CDK2 no és una bona diana terapeutica. En aquest mateix treball
Tetsu i McCormick van observar que la inhibicié de I'activitat de CDK4/6 tenia un gran efecte
sobre totes les linies tumorals amb alteracions a retinoblastoma (pRb), indicant que en aquests
casos CDK4 i 6 podrien ser bones dianes. Per tant, caldria fer un estudi detallat dels diferents
cancers humans i veure quina és la seva susceptibilitat a la inhibiciéd d’'una CDK o altra a I’hora

de dissenyar farmacs especifics contra les CDKs.
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Els inhibidors de CDKs que han estat sintetitzats fins ara fonamentalment actuen
competint amb I’ATP per la unié al centre actiu de la CDK (Knockaert et al., 2002). Alguns
d’aquests compostos sén inespecifics i inhibeixen diverses quinases amb una poténcia similar;
és el cas del Flavopiridol, un inhibidor general de les CDKs, que a més inhibeix la transcripcio
de la ciclina D1 (Carlson et al.,, 1999), i també inhibeix GSK3, ERK1, el receptor d’EGF i la
proteina quinasa C (Sedlacek, 2001). Un altre grup d’inhibidors és format per molecules
dirigides preferencialment contra CDK2, CDK1 i CDK5, com ara la roscovitina, olomoucina i
purvalanol B. Finalment, hi ha un altre grup d’inhibidors molt especifics de CDK4 i CDK6, que
fins i tot demostren diferents afinitats per combinacions particulars de ciclina D-CDK. Per
exemple, la Fascaplisina inhibeix ciclina D1-CDK4 amb una eficacia 300 cops superior a la que

té inhibint ciclina D2-CDK4.

Pan-cdk inhibitors Selective cdk inhibitors

Inhibit cdks 4/6,2,1  cdk 4/6 specific Inhibit cdks 2, 1
ificanthy

Flavopiridol PD-0332991 [dg‘lrllc»clib maore than cdks 4/6)
et SN BMS-387032
PNU-252808
AZ703

NUB102, NUB140
Many compounds also inhibit cdk7/cdk9
o

OH ‘ NF Q e
o o CH,CHy n’i‘ﬂ)
(] JT A - L
oH o » CHICHsly
H Seliciclib
Flavopiridol PD-0332891 CYC202; R-Roscovitine

e

Os§=0
BMS-387032 My
(5NS5-032) imidazol1,2ajpyridine NUB102

Figura 14. Exemples d’inhibidors de CDKs (Shapiro, 2006).

Els inhibidors de CDKs també podrien ser utilitzats per tractar altres malalties a part del
cancer. Per exemple, la glomerulonefritis és una malaltia autoimmune que afecta els ronyons i
va acompanyada de la proliferacié de cel-lules mesangials. En els models experimentals de
glomerulonefritis en rata, s’ha vist que I'administracié de roscovitina bloqueja aquest procés i
millora la funcié renal (Pippin et al.,, 1997). La inoculacié d’adenovirus que expressen
I'inhibidor de CDKs p16™* en cor de rata inhibeix la hipertrofia cardiaca (Nozato et al., 2001).
Molts trastorns neurodegeneratius es caracteritzen per presentar una activitat anormal de
CDK5; és el cas de la malaltia d’Alzheimer, I'esclerosi lateral amiotrofica o la malaltia de

Parkinson. Els pacients afectats per aquestes malalties es podrien beneficiar dels efectes de la
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inhibicio de l'activitat CDK5. De fet, en el model de ratoli de la malaltia de Parkinson s’ha
observat que I"'administracié d’un inhibidor general de CDKs atenua la perdua de neurones
dopaminergiques (Smith et al., 2003). Finalment, estudis recents donen evidéncies de que els
complexes ciclina-CDK sén mediadors de la mort cel-lular induida per certs estimuls, com ara la
irradiacié. Per exemple, la infusid d’oligonucleotids anti-sense de CDKs dins els ventricles
cerebrals suprimeix I'apoptosi neuronal induida per I'administracié sistemica d’acid kainic en
els animals (Ino and Chiba, 2001). De la mateixa manera, la infusid6 de Flavopiridol en els
ventricles cerebrals fa que es redueixi la mort neuronal causada per la isquémia (Osuga et al.,
2000). Totes aquestes observacions subratllen la necessitat de desenvolupar inhibidors
especifics de les CDKs, els quals podrien, per si sols o en combinacié amb altres drogues,
representar unes eines terapeéutiques valuoses en determinats tipus de cancers i altres

malalties (Lee and Sicinski, 2006).

3.6. Funcions del complex ciclina A-CDK2 a banda del cicle cel-lular:

regulacio de I'activitat del receptor de progesterona

El receptor de la progesterona (Progesterone Receptor, PR) és un membre de la
superfamilia dels receptors d’hormones esteroidees i mediatitza I'accié de la progesterona, la
qual té un paper important en la regulacié de la funcié reproductiva femenina (Conneely et al.,
2003; Graham and Clarke, 1997). El PR huma presenta dues isoformes, Ai B, i a la primera li
falten els primers 164 aminoacids de la segona. La isoforma B actua generalment com a
activador transcripcional, mentre que la isoforma A reprimeix la transcripcié del PR-B i dels
receptors d’estrogens, androgens, glucocorticoides i mineralocorticoides (McDonnell et al.,
1994; Vegeto et al., 1993). A més, les isoformes A i B regulen I'expressié de diferents grups de
gens (Richer et al., 2002). L’analisi de ratolins knockout de cada isoforma ha demostrat que
I’absencia de PR-A provoca alteracions en les funcions ovariques i uterines i la manca de PR-B
provoca un desenvolupament de la glandula mamaria defectuds durant I'embaras (Mulac-

Jericevic et al., 2003; Mulac-Jericevic et al., 2000).

En el model classic d’accid del PR, les progestines difonen a través de la membrana
cel-lular i s'uneixen al PR, que es troba al citoplasma (figura 15). La unié del lligand amb el
receptor indueix un canvi conformacional en el receptor, de manera que aquest s’allibera de

les chaperones que tenia associades, dimeritza i es transloca al nucli. Dins del nucli, els dimers
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de PR s’uneixen a elements de resposta a progesterona situats a les regions reguladores dels
seus gens diana. Aqui els dimers de PR recluten moléecules coactivadores i altres components
de la maquinaria transcripcional, donant lloc a la reorganitzacié de I'estructura de la cromatina

i I'inici de la transcripcio.

Vvvv progesterone
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Figura 15. Model de les accions del PR (Moore et al., 2007).

A part de la interaccié amb hormones esteroidees, |'activitat del PR també es regula per
vies de senyalitzacié. El PR i els seus coactivadors son fosforilats per quinases com CDK2,
MAPK, la proteina quinasa dependent de cAMP, |'acid okadaic (inhibidor de les fosfatases 1 i
2a), i el tetradecanoil 12-forbol 12-acetat (un activador de la proteina quinasa C), de manera
que la seva activitat en presencia de lligand es veu augmentada (Narayanan et al., 20053;
Rowan et al., 2000). A diferéncia d’altres receptors d’esteroides, I'activacié del PR independent
de lligand a través de cascades de fosforilacié no s’ha observat de manera consistent (Weigel
and Zhang, 1998). D’altra banda, les progestines i PR localitzats al citoplasma o la membrana
cel-lular poden induir rapidament cascades de senyalitzacid, com la via Src/MAPK, que porta a
la fosforilaci6 de diverses proteines que poden estar implicades o no en transcripcid

(Boonyaratanakornkit and Edwards, 2004; Watson and Lange, 2005).

El complex ciclina A-CDK2 fosforila el PR almenys a vuit residus de serina i treonina.
Existeixen diversos estudis on es demostra que CDK2 estimula I'activitat del PR dependent de
lligand (Narayanan et al., 2005a; Pierson-Mullany and Lange, 2004). A més, el complex ciclina

A-CDK2 actua durant la fase S del cicle cel-lular, i també s’ha vist que hi ha un pic en I'activitat
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del PR en aquesta fase (Narayanan et al., 2005b). Malgrat aixd, també hi ha estudis que
demostren que el complex ciclina A-CDK2 provoca un augment de ['activitat del PR
independentment de la seva capacitat de fosforilar-lo, ja que mutants del PR que no poden ser
fosforilats no perden la capacitat de coactivacid. De fet, quan el PR recluta ciclina A-CDK2,
aquesta quinasa interacciona directament i fosforila elements del complex transcripcional
associat al PR, com ara SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator 1), la histona H1 i I'acetilasa CBP
(CREB-binding protein) (Bhattacharjee et al., 2001; Narayanan et al., 2005a). Aquestes dades
suggereixen que, a part dels efectes directes que podria tenir ciclina A-CDK2 sobre el PR,
també té efectes indirectes sobre altres proteines que influencien I'activitat del PR. Aquest
mecanisme contrasta amb el funcionament del receptor d’estrogens, I'activitat del qual depen
de la fosforilacié de les serines 104 i 106 per ciclina A-CDK2 (Rogatsky et al., 1999). També s’ha
caracteritzat el paper de CDK2 en la regulacid de I'activitat del PR a través d’estudis on
s’utilitzava la roscovitina com a inhibidor de CDK2. En aquests experiments es va veure que la
roscovitina inhibeix completament I’activitat del PR dependent de lligand. La roscovitina no és
un inhibidor especific de CDK2, ja que també inhibeix CDK1 i CDKS5; aixi doncs es van fer estudis
on es depleciona especificament CDK2 i també indiquen que com a conseqiiéncia es produeix
una substancial inhibicié de I’activitat del PR. D’altra banda, s’ha vist que un mutant de la
ciclina A que no interacciona amb CDK2 no estimula I'activitat del PR, indicant que la interaccid

de ciclina A amb CDK2 és essencial per a la transactivacio.

3.7. Activacié de CDK2 per altres proteines

La CDK2 (i altres CDKs) poden ser activades per altres proteines a part de les ciclines. Es el
cas de certes proteines virals que tenen homologia amb les ciclines i de les proteines
RINGO/Speedy, que no tenen seqiiéncies similars a les ciclines, i que van ser identificades

inicialment com a reguladors del cicle meiotic a oocits de Xenopus (revisat a (Nebreda, 2006)).

Els herpes-virus i d’altres virus tenen un gen que codifica una proteina que presenta una
modesta homologia de seqliencia amb la regié de la cyclin box de les ciclines cel-lulars. Una de
les ciclines virals més ben caracteritzades la presenta el Kaposi sarcoma herpes virus (KSHV); és
homologa a la ciclina D, rep el nom de ciclina K o ciclina v i contribueix a la carcinogénesi viral
(Cannell and Mittnacht, 1999; Verschuren et al., 2004). S’associa fonamentalment amb CDK6 i

CDK4 i pot fosforilar tant els substrats de ciclina D-CDK4/6, com els de les ciclines A/E-CDK2.
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Recentment s’ha descobert que la ciclina viral codificada pel y-herpes virus 68 muri (YHV68)
interacciona amb CDK2 i CDK1. Com en el cas de la ciclina K, la ciclina YHV68 confereix una
major especificitat de substrat a la CDK que I'acompanya, i els complexes YHV68-CDK poden

fosforilar in vitro la histona H1, pRb, p27, p21, Bcl-2 i p53 (Upton et al., 2005).

Les proteines RINGO/Speedy van ser identificades inicialment a Xenopus com a uns nous
reguladors del cicle cel-lular capagos d’activar CDK2 i CDK1 independentment de la unié a
ciclines (Ferby et al., 1999). No se n’han trobat homolegs a llevat, Drosophila, C. elegans ni
plantes, pero si a mamifers i també a la branca més primitiva dels cordats (Ciona intestinalis)
(Cheng et al., 2005; Dinarina et al., 2005). La manca d’homologia de seqiiéncia amb les ciclines
fa que presentin diferéncies en el mecanisme d’activacié de les CDKs (figura 16). Basicament,
I’activacié de CDK2 i CDK1 per RINGO/Speedy no requereix la fosforilacié a la treonina 160 (en
el cas de CDK2) o 161 (en el cas de CDK1), la qual és essencial perque les ciclines activin les
CDKs. A més, els complexes RINGO/Speedy-CDK2/1 sén menys susceptibles a la inhibicio per la
CKl p21 o per la quinasa inhibidora Myt1. Finalment, sembla que els complexes RINGO/Speedy

tindrien una especificitat de substrat més amplia que els complexes ciclina-CDK.

Loop CDK
d’activacié inactiva
Unié a Unié a Fosforilacié del

RINGO/Speedy/ \ ciclina * loop d'activacié

 a DK
activa

< © © 6 © e © Substrats

B c D E de CDKs

Figura 16. Activacié de CDKs per RINGO/Speedy i ciclines. L’activacié de CDK1 i CDK2 per ciclines requereix de la
fosforilacié en el loop d’activacié del domini quinasa. Per contra, la unié amb RINGO/Speedy estabilitza una
conformacioé activa del loop d’activacio de la CDK en abséncia de fosforilacid. Les CDKs activades per
RINGO/Speedy podrien tenir com a diana llocs de fosforilacié diferents (en els mateixos o en diferents substrats)
de les CDKs activades per ciclines. Les linies discontinues indiquen reaccions de fosforilacié que podrien ocdrrer

amb menys eficiéncia. Adaptat de (Nebreda, 2006).
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Com que les proteines RINGO/Speedy utilitzen un mecanisme alternatiu per activar les
CDKs, podria ser que els complexes RINGO/Speedy-CDK siguin actius en situacions en qué els
complexes ciclina-CDK estan inhibits. També és probable que les proteines RINGO/Speedy
canviin I'especificitat de substrat de les CDKs. A més el fet que aquestes proteines només
s’hagin trobat a vertebrats podria ser indicatiu de la seva participacio en funcions
especialitzades, com ara el control fi de les respostes cel-lulars al medi que les envolta, més

gue no pas en el control basic del cicle cel-lular.

4. ACETILACIO

L'acetilacié de proteines consisteix en I'addicié d’un grup acetil a un o més aminoacids de
la seqliencia proteica. Existeixen dos tipus d’acetilacié: I'acetilacié dels grups o-amino de
residus N-terminals, i la dels grups e-amino dels residus de lisina. La primera és una modificacié
que es produeix simultaniament a la traduccié de les proteines i és generalment irreversible.
La segona és una modificacié post-traduccional reversible, gracies a I'equilibri dinamic entre
les acetilases i les deacetilases presents a la cél-lula. En aquest treball ens hem centrat en
I'estudi de I'acetilacié de grups e-amino dels residus de lisina de proteines de cicle cel-lular, i

per aixo ara procedirem a explicar les caracteristiques d’aquesta modificacid.

4.1. Generalitats

Cap als anys 1960s es va descobrir que les histones presentaven residus de lisina acetilats, i
aquesta modificacié semblava estar relacionada amb la cromatina transcripcionalment activa
(Allifrey et al., 1964). L'any 1997 es va descobrir que la proteina supressora de tumors p53
podia ser acetilada en residus de lisina especifics del seu domini regulador C-terminal (Gu and
Roeder, 1997). El descobriment de que altres proteines a banda de les histones podien ser
modificades per acetilacié va ser crucial i va desencadenar molts estudis per trobar quines
altres proteines cel-lulars podien estar acetilades. A més, recentment s’ha vist que aquesta
modificacié no tan sols es ddona en cel-lules eucariotes, sind que també esta present a
eubacteris i arquees (Bell et al., 2002; Starai et al., 2003; Zhao et al., 2003), de manera que ens
trobem davant d’'un mecanisme de modificacié de les proteines conservat al llarg de I'evolucié.
Actualment es coneixen més de trenta factors de transcripcié modificats per acetilacid, i també

co-reguladors transcripcionals, proteines remodeladores de la cromatina, etc. Els mateixos

38



Intfroduccio

enzims que tenen activitat acetilasa en alguns casos poden autoacetilar-se (com en el cas de

PCAF i TFIIF). Finalment, també hi ha proteines no relacionades amb la cromatina que sén

acetilades, com MCM3 o o-tubulina. A la taula 3 es presenta una llista de les proteines

modificades per acetilaciéd conegudes fins I'lany 2004, a la qual es podrien afegir algunes més

descobertes en anys posteriors.

Taula 3. Tipus de proteines modificades per acetilacié de lisines (Yang, 2004).

Tipus de proteina

Consegquiéncia funcional de I'acetilacié

Histones
H2A
H2B
H3
H4
Proteines associades a cromatina
HMG14 i HMG17
Factors de transcripcié d’unié a DNA
p53, ELKF, HMGI(Y), TCF, NF-xB, MyoD, GATA1, E2F1,
HNF4 i més

Co-reguladors transcripcionals
ATCR
CITA
B-Catenina

pRB

RIP140
Factors de transcripcio generals
TFIIE
TFIIF
TFIIB
Autoacetilacié de HAT (histona acetil transferases)
PCAF
p300, CBP, MOZ, MOREF, etc

Remodelador de cromatina: Brm

Factor de replicacio del DNA: MCM3
Proteina de cohesié de cromatides: Cohesina
Enzims del metabolisme del DNA

Flap endonucleasa-1

Timina DNA glicosilasa

Relaxacio de cromatina/activacio génica
Relaxacié de cromatina/activacio génica
Relaxacio de cromatina/activacio génica

Relaxacio de cromatina/activacio génica

Inhibeix la unié a nucleosomes

Alteracié de la interaccio amb DNA o amb co-
reguladors, ubiquitinitzacio, estabilitat, localitzacioé

nuclear

Inhibeix I"associacid del coactivador

Acumulacié nuclear i ubiquitinitzacié

Activacio del gen c-Myc

Inhibeix la fosforilacid i incrementa I'associacié amb
MDM2

Bloqueja I'associacié amb CtBP

No determinada
No determinada

Estimula associacié amb TFIIF i activacio transcripcional

Promou la localitzacié nuclear

No determinada

Bloqueig de I’activacio transcripcional i inhibicié del
creixement

Inhibeix la replicacio del DNA

No determinada

Inhibeix la unié al DNA i I'activitat nucleasa

Bloqueja la interaccié amb I'endonucleasa reparadora
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APE
Werner DNA helicasa Augment de la translocacio cap als focus nuclears
Regulador de senyalitzacié: Smad7 Impedeix la ubiquitinitzacié i degradacié via
proteasoma
Proteina citoesquelética: a-tubulina Increment de la motilitat cel-lular
Proteina de transit nucleocitoplasmatic: Importina o No determinada
Proteines virals
HIV Tat Regula la unié a RNA, interaccié amb co-reguladors i

activacio transcripcional

E1A adenoviral Inhibeix I'associacié amb CtBP i estimula I'acumulacié
nuclear
Antigen T gran Estimula la replicacio del DNA
Proteina de cromatina d’arquees: Alba Inhibeix I'oligomeritzacid i la unié al DNA

Proteines bacterianes
Acetil-CoA sintetasa Inhibeix I'activitat enzimatica

CheY Regula la resposta quimiotactica

Els enzims que acetilen els residus de lisina reben el nom generic de HATs (Histona Acetil
Transferasa). La primera HAT es va descobrir a llevat el 1995; es tracta de HAT1 (Kleff et al.,
1995). Posteriorment es va veure que molts coactivadors transcripcionals presentaven activitat
HAT, com ara GCN5 (General control non-derepressible 5, (Brownell et al., 1996)), PCAF
(p300/CBP associated factor, (Yang et al., 1996)) p300 (E1A-associated 300 kDa protein,
(Ogryzko et al., 1996)), CBP (CREB-binding protein, (Bannister and Kouzarides, 1996)) i TAF,250
(TBP-associated factor of 250 kDa, (Mizzen et al., 1996)). A la taula 4 es presenta una llista de

les acetiltransferases identificades fins I'lany 2004.

Taula 4. Classificacio de lisina acetiltransferases (adaptat de (Yang, 2004)).

Familia HAT Organisme Substrat Funcio
Hatl Hatl S. cerevisiae a H4 Deposicié d’histones, silenciament de
mamifers gens, organitzacio de cromatina
Gen5/PCAF Gen5 S. cerevisiae H4/H2B Coactivador transcripcional
PCAF Mamifers H3/H4, TFs®, E1A,  Coactivador transcripcional
TAT
GCNS5L Cucs a mamifers H3/H4, TFs Coactivador transcripcional
p300/CBP CBP C.elegans a Histones, TFs, Coactivador transcripcional
mamifers E1A
p300 Mamifers Histones, TFs, Coactivador transcripcional i E4
E1A, TAT ubiquitina lligasa de p53
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MYST

p160

CIITA

ATF2

TAF,250

TFIIIC

Nutl
Elp3

CDY

Hpa2

TFIIB

MCM3AP
Ecol

ARD1

Sas2
Sas3
Esal

Mof
Chameau
Enok
Tip60

MOF
HBO1

MOz
MORF
SRC-1
ACTR
CIITA
ATF2
TAF,230
TAF,250

subunitats
TFIIC
Nutl

Elp3

CDY
CDYL

Hpa2
Hpa3

TFIIB

MCM3AP
Ecol

ARD1

S. cerevisiae
S. cerevisiae

S. cerevisiae

Drosophila
Drosophila
Drosophila

Mamifers

Mamifers

Mamifers

Mamifers
Mamifers
Mamifers
Mamifers
Mamifers
Mamifers
Drosophila

Mamifers

S. cerevisiae fins
mamifers

S. cerevisiae

S. cerevisiae fins
mamifers
Humans

Mamifers

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisiae fins
mamifers
Mamifers

Mamifers

Mamifers

H4 K16
H3
H4/H2A

H4 K16

H3/H4, receptor
d’androgens

H4

H3/H4

H3/H4
H3/H4
H3/H4
H3/H4
H4
H4/H2B
H3/H4
H3/H4

H3/H4

H3/H4

Histones

H4
H4

H3/H4

TFIIB

MCM3

Subunitats de la

cohesina

HIF1lo

Silenciament genic

Elongacio transcripcional
Coactivador transcripcional, control de
cicle cel-lular

Compensacié de la dosi génica
Silenciament genic dependent de CpG
Proliferacio de neuroblasts
Co-regulador transcripcional,
reparacié de DNA i apoptosi
Coactivador transcripcional
Replicacio del DNA, co-repressor
transcripcional

Coactivador transcripcional
Coactivador transcripcional
Coactivador transcripcional
Coactivador transcripcional
Coactivador transcripcional
Activador transcripcional

Inici de la transcripcid

Inici de la transcripcid, quinasa i
ubiquitina lligasa

Inici de la transcripcio

Inici de la transcripcio
Elongacio de la transcripcid, lisina

demetilasa?

Transicié histona a protamina durant
I’espermatogenesi

Desconeguda

Desconeguda

Inici de la transcripcid

Inici de la replicacié del DNA

Cohesié de cromatides germanes

Associacié amb pVHL, ubiquitinitzacio i

degradacio

TF?, factor de transcripcié
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4.2. Mecanismes de regulacio de les acetilases

Hi ha multiples mecanismes implicats en la regulacié de la funcid dels enzims amb activitat
acetilasa. En primer lloc, I’acetil-CoA és un cofactor essencial per moltes acetiltransferases, i en
alguns casos com PCAF i GCNS5, contribueix a estabilitzar aquestes proteines. En segon lloc, la
formacié de complexes estequiomeétrics amb multiples subunitats modula les activitats
especifiques i I'especificitat de substrat d’algunes HATs. D’altra banda, les activitats
enzimatiques de PCAF, p300 i CBP sén regulades per interaccié amb factors de transcripcio
com ara p/CIP, Twist o les proteines HOX; la ubiquitina lligasa MDM2, la proteina quinasa
RSK2, o proteines virals com ara E1A, E1B, I'antigen T i Tat. A més les HATs poden patir
modificacions covalents com fosforilacid, acetilacid, ubiquitinitzacié i sumoilacié. Les HATs sén
degradades per caspases, calpaines i per la via ubiquitina-proteasoma. La compartimentacio
subcel-lular també és un mecanisme important de regulacié de les HATs; per exemple certes
senyals condueixen al segrest de Tip60 al citoplasma. Per acabar, algunes acetilases tenen
“PHD fingers” (és el cas de p300, CBP, MOZ i MORF). Aquestes estructures estan implicades en
la unid a fosfoinositols i poden participar en vies de transduccié de senyal cap al nucli, de
manera que les activitats d’aquestes acetilases podrien estar regulades per la senyalitzacio

nuclear.

4.3. Efectes de I’acetilacio

L'acetilacié del grup e-amino dels residus de lisina neutralitza la seva carrega positiva i per
aquest motiu pot quedar afectada la interaccié d’aquests residus amb DNA, RNA i proteines.
De fet se sap que l'acetilacié d’histones afecta I'estructura dels nucleosomes (Bauer et al.,

1994; Garcia-Ramirez et al., 1995).

Els residus de lisina acetilats tampoc no poden formar ponts d’hidrogen i aixd pot tenir
conseqiencies importants. Per exemple, quan la lisina 11 de I'enzim Alba d’arquees és
acetilada, no pot oligomeritzar, de manera que l'acetilacié condueix a la pérdua de funcié
d’aquesta proteina (Bell et al., 2002). En el cas de |’Acetil-CoA sintetasa de S. enterica
I'acetilacié de la lisina 609 provoca la inhibicid de I'activitat enzimatica, ja que aquesta lisina es

troba al centre catalitic de I'enzim (Starai et al., 2002).
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A eucariotes el grup €-amino dels residus de lisina també pot ser modificat per metilacid,
ubiquitinitzacid, sumoilacié i neddilacié. Aquestes modificacions sén muituament excloents en
el sentit que no es poden donar alhora en un mateix residu i, per tant, podrien competir entre
si. Per exemple, 'acetilacid i la metilacié de la lisina 9 de la histona H3 tenen conseqliéncies
funcionals oposades, ja que I'acetilacid esta associada amb la cromatina transcripcionalment
activa, mentre que la metilacié ho esta amb I'heterocromatina o cromatina inactiva (Strahl and

Allis, 2000; Turner, 2002).

D’altra banda, I'addicié d’un grup acetil als residus de lisina crea una nova superficie per
I'associacié amb altres proteines que presentin bromodominis. Els bromodominis sén moduls
estructurals que reconeixen especificament regions amb lisines acetilades (Dhalluin et al.,,
1999; Hassan et al., 2002). No obstant, I'acetilacié també pot estimular I'associacio amb

proteines que no necessariament presenten bromodominis (Soutoglou et al., 2000).

4.4, Acetilases i malaltia

Hi ha diferents linies d’evidéncia que semblen indicar que les acetiltransferases podrien
estar implicades en la generacid de tumors. Per exemple, I'oncoproteina viral E1A interacciona
amb p300, CBP, PCAF i TRRAP (una subunitat de molts complexes multiproteics amb activitat
acetilasa). p300, CBP i PCAF també s’associen i modifiquen molts factors de transcripcio
importants en el control de diferents programes cel-lulars, com ara p53, pRb, E2F i HIFo. A
més, els gens que codifiquen per CBP, p300, MOZ i MORF pateixen rearranjaments en algunes
anormalitats cromosomiques associades amb leucemies, i algunes de les proteines de fusio
resultants podrien ser oncogéniques (Lavau et al., 2000). Tip60 s’associa amb el receptor
d’androgens i sembla estar implicada en el desenvolupament del cancer de prostata (Halkidou

et al., 2003).

Algunes acetiltransferases han estat associades amb malalties neurodegeneratives. Es el
cas de Tip60, que interacciona i modula la funcié del domini citoplasmatic de la proteina APP,
un regulador important de la malaltia d’Alzheimer (Baek et al., 2002; Cao and Sudhof, 2001).
En el cas de la malaltia de Huntington i altres malalties relacionades amb I"acumulacié de
poliglutamines s’ha vist que les cues de poliglutamines afecten I'activitat acetiltransferasa de

CBP (Hughes, 2002; McCampbell and Fischbeck, 2001).

43



Intfroduccio

A més, 'acetilacid de lisines afecta la funcié d’algunes proteines que tenen un paper
important en certes malalties. Per exemple, I'acetilacié de la proteina Tat del virus VIH és

essencial per a la regulacié de la produccié de virus.

En conclusid, les acetiltransferases juguen un paper important en la patogenesi d’algunes
malalties i per aquest motiu s’esta explorant I’Us de petites molécules inhibidores i activadores
d’histona deacetilases per al tractament del cancer i altres malalties humanes (Lau et al., 2000;
Marks et al., 2001). Actualment més de trenta inhibidors de deacetilases es troben en estudis
clinics com a agents terapeutics per malalties hematologiques i tumors solids (Egger et al.,
2004). El compost SAHA (suberoylanilide hidroxamic acid) és I'inhibidor de deacetilases que es
troba en la fase clinica més avancada, i afecta el creixement cel-lular, diferenciacié i apoptosi
preferencialment d’'un ampli espectre de cél-lules transformades, perd no pas cel-lules normals

(Kelly et al., 2003).
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Objectius

PRECEDENTS

Kipl

La proteina p27™*" interacciona amb I'acetiltransferasa PCAF i n’és un substrat.

OBJECTIU GENERAL DEL PROJECTE

Buscar altres proteines de cicle cel-lular que puguin ser modificades per acetilacid i

determinar I'efecte de 'acetilacid sobre el cicle.

OBIJECTIUS CONCRETS DE L’ESTUDI

M Identificacié de proteines de cicle cel-lular modificades per acetilacié.
M Identificacié de I'acetilasa responsable i dels residus de lisina acetilats.

M Conseqiiéncies funcionals de I'acetilaci.
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Things should be made
as simple as possible,
but not any simpler.

Albert Einstein
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Materials i Metodes

i3 TECNIQUES GENERALS

1. CULTIUS CEL-LULARS

1.1 Models cel-lulars

En aquesta tesi s'han utilitzat els seglients models cel-lulars:

&3 Hela. Linia tumoral procedent de cancer de cérvix huma.

&3 HCT-116. Linia tumoral procedent de cancer colorectal huma.

&3 HEK 293T. Linia immortalitzada procedent de ronyé embrionari huma.

3 COS-1. Cél-lules de ronyé de mico.

£ NIH3T3. Linia immortalitzada de fibroblasts de ratoli.

@i NIH3T3 amb expressié induible de PCAF. Aquestes cél-lules van ser generades al
laboratori per la Dra. Mireia Ventura amb la col-laboracié de I'lgnasi Salaet.

i MEFs WT (Mouse Embryonic Fibroblasts). Linia immortalitzada de fibroblasts embrionaris
de ratolins (normals o wild type (WT)). Les cel-lules van ser cedides pel Dr. Marcos
Malumbres (CNIO).

na

i1 MEFs CDK2”". Linia immortalitzada de fibroblasts embrionaris de ratolins knockout per

CDK2. Aquesta linia també va ser cedida pel Dr. Marcos Malumbres (CNIO).

1.2 Manteniment de les cel-lules en cultiu

Les diferents linies s’"han mantingut en un incubador a 37°C i a una pressio parcial de CO,
del 5%. A l'interior de I'incubador, com a desinfectant per prevenir contaminacions bacterianes
i fungiques, s’hi manté una safata amb 1,5 | de clorur de benzalconi (Roccal) al 10% que cal

renovar periodicament.
Totes les manipulacions s’han realitzat en condicions estérils en una campana de flux

laminar i tot el material ha estat previament esterilitzat. Els medis i condicions de cultiu que

s’han utilitzat per a cada linia sén els seglients:
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HCT-116: es mantenen en una barreja de DMEM:HAM F12 (1:1), que es suplementa amb 2
mM L-Glutamina, 1% aminoacids no essencials, 1 mM d'acid pirdvic, antibiotics (50
unitats/ml de penicil-lina, 50 ug/ml d’estreptomicina) i 10% de FCS.

Hela, 293T, COS-1, MEFs: es fan créixer en medi DMEM suplementat amb 2 mM L-
Glutamina, 1% aminoacids no essencials, 1mM d'acid piravic, antibiotics (50 unitats/ml de
penicil-lina, 50 ug/ml d’estreptomicina) i 10% de FCS.

NIH3T3: s’han cultivat sempre en condicions subconfluents per impedir que es
transformessin, en medi Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementat amb
2 mM L-Glutamina, 1% aminoacids no essencials, 1 mM d'acid piruvic, antibiotics (50
unitats/ml de penicil-lina, 50 pug/ml de estreptomicina) i 10% de DCS. Les linies amb

expressid induible de PCAF es cultiven en preséncia de I'antibiotic tetraciclina (1 pug/mil).

1.3 Medis i suplements

El serum fetal bovi i les solucions concentrades d’antibiotics, la L-Glutamina i I'acid pirdvic

es conserven a -20°C; els aminoacids no essencials i els medis es conserven a 4°C. El séerum

fetal bovi s'inactiva abans de suplementar els medis mitjangant una incubacié a 56°C durant

20-30 min. Els suplements es passen per un filtre de 0,2 um abans de ser afegits al medi, per

tal de mantenir I'esterilitat. Les cases comercials d’on procedeixen els productes utilitzats sén

les seglients:
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). Biological Industries.
HAM F12. Biological Industries.

L-Glutamina. Merck.

Antibiotics (penicil-lina i estreptomicina). Biological Industries.
Tetraciclina. Sigma.

Acid pirvic. Sigma.

Aminoacids no essencials. Biological Industries.

Serum bovi (FCS, foetal calf serum). Biological Industries.

Serum bovi (DCS, donor calf serum). Biological Industries.
Tripsina-EDTA. Gibco, BRL.

Filtres de 0,2 ym. Ultrafreee-MC, Millipore.
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2% El PBS utilitzat per rentar les céel-lules en cultiu té la composicid seglient (cal filtrar-lo (0,2

um) o autoclavar-lo): 7,65 g/l NaCl, 0,21 g/I KH,PO,4 pH 7.2, 0,9 g/l Na,HPO,-2H,0.

1.4 Lasembra de les cél-lules

S'efectua utilitzant tripsina per tal de disgregar les cél-lules i desenganxar-les del suport
plastic on es cultiven (flascons i plaques de diferents grandaries, TPP). El protocol que se

segueix és el seglient:

1. Escalfament previ a 37°C del PBS, la solucié de tripsina-EDTA 1x i el medi de cultiu.

2. Treure el medii fer un rentat amb PBS.

3. S'afegeix el volum de tripsina necessari per cobrir la superficie de cultiu i s’incuba a 37°C
fins que les cel-lules es desenganxen.

4. Es neutralitza la tripsina tot afegint el mateix volum de medi al 10% de FCS.

5. Es realitza la dilucié adient per al subcultiu o la preparacié de I'experiment. Les dilucions

de subcultiu oscil-len entre 1/6 i 1/8.

1.5 Congelacio i descongelacio

£Z La congelacié de ceéllules es fa a partir de cultius subconfluents en creixement

exponencial. El protocol de congelacié és el seglient:

1. Estripsinitzen les cel-lules i posteriorment es neutralitza la tripsina amb medi suplementat.

2. Escompten les cel/ml utilitzant la camera de Neubauer.

3. La suspensid de cel-lules es centrifuga 5 min a 2500 rpm, a temperatura ambient i es
descarta el sobrenedant.

4. Es ressuspenen les cél-lules amb el medi necessari per a fer aliquotes d’entre 1-1,5-10°

cél/ml (en el cas de MEFs 3-10° cél/ml), tenint en compte que a cada criotub hi posarem

800 pl de medi i 200 pl de DMSO 50% (10% concentracid final).

5. Afegim el DMSO gota a gota i amb agitacid constant. EI| DMSO és un crioprotector toxic per

les cél-lules a temperatura ambient, per tant, s’han de congelar rapidament a —80°C.
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Finalment, els vials de cél-lules es mantenen durant 2-3 dies a —80°C i posteriorment
s’emmagatzemen en N, liquid fins que sigui requerida la seva descongelacié.

£ El metode de descongelacio utilitzat és el segient:

En primer lloc, escalfem a 37°C 25 ml de medi de cultiu suplementat per a cada criotub de
cel-lules a descongelar.

Es posa l'aliquota de cel-lules en neu carbonica.

S’afegeixen uns Wl de medi escalfat al criotub i es van passant les cél-lules que es
descongelen al tub on tenim els 25 ml de medi. Es repeteix el procés fins que tot el
contingut del criotub ha passat al tub amb medi.

Es centrifuga a 2500 rpm a temperatura ambient durant 5 min.

Finalment es ressuspen el pellet amb medi suplementat (10% FCS) i es passa a un flascé de

cultiu F25.

1.6 Transfeccio de cel-lules

La transfeccidé de cél-lules ens permet expressar una determinada proteina en una linia

cel-lular concreta. Les tecniques que hem utilitzat per dur a terme les transfeccions es basen

en la inclusié del DNA plasmidic que codifica per la proteina desitjada dins de liposomes que,

en fusionar-se amb la membrana plasmatica, lliuren I'acid nucleic a I'interior de la cel-lula.

S’han utilitzat els sistemes Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) per a la transfeccié de cel-lules

HCT-116, Hela, 293T i NIH3T3, i el sistema Effectene® (Qiagen) per a transfectar les céel-lules

COS-1. En general hem seguit les instruccions aportades pels fabricants, perd en el cas de la

Lipofectamina en alguns casos hem variat la relacié DNA (ug): lipofectamina (ul) per optimitzar

la transfeccid.

1.7 Sincronitzacio de cel-lules

Per a molt estudis fisiologics i bioquimics és important tenir la poblacié cel-lular en un

creixement homogeni. Podem aturar el cicle cel-lular en diferents punts. En els nostres

experiments ho hem fet a I'inici de la fase S o a la metafase utilitzant timidina o nocodazol.
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ia Doble bloqueig amb Timidina

Per aturar les cel-lules al principi de la fase S hem fet servir la técnica del doble bloqueig
amb timidina. Les cel-lules sén cultivades durant 16 h en medi suplementat amb 2 mM
timidina (Sigma), després es fa un canvi de medi sense timidina durant 8 h, i finalment es
tornen a tractar amb 2 mM timidina durant 16 h més. La timidina és un deoxinucleotid que
forma part de les cadenes de DNA, pero en excés provoca una aturada de la replicacié i per

tant el cicle cel-lular queda parat a la transicié G1/S.

ia Bloqueig amb Nocodazol

Per aturar les cél-lules a la fase M hem fet servir nocodazol (Sigma). El nocodazol és una
droga que impedeix la polimeritzacié de microtubuls i com a conseqiiéncia atura la mitosi a la
metafase (ja que els cromosomes no es poden alinear a la placa metafasica). En els nostres

experiments hem tractat les cél-lules durant 16 h amb 50-100 ng/ml de nocodazol.

1.8 Obtencio de lisats cel-lulars

Partint de la quantitat de cultiu necessari segons el tipus d’experiment a realitzar, el

protocol a seguir és el seglient:

1. Retirem el mediifem 2 rentats amb PBS.

2. Afegim el minim volum de PBS necessari per a cobrir la superficie de cultiu. Col-locar la
placa o flascé sobre gel i rascar amb un scraper fins a desenganxar totes les cel-lules.
Recollir les cel-lules en tubs mantinguts en gel.

Centrifugar a 2500 rpm a 4°C durant 5 min, i eliminar el sobrenedant.

Congelar els pellets a —80°C si no els hem d’utilitzar en aquest moment.

o v > Ww

Si la mostra que obtenim és per a realitzar assajos de western blot, podem ressuspendre
els pellets o bé recollir les cél-lules directament amb Tampd de Lisi. Com que aquest tampd
conté un alt percentatge de SDS, la mostra ja queda desnaturalitzada i la podem guardar a
—20°C. Si en lloc de fer western blot hem de sotmetre les mostres a altres técniques, com

ara immunoprecipitacid, el tampd de lisi a utilitzar sera diferent.
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& Tampd de Lisi: 80 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS.

1.9 Quantificacio de proteines

Per a la valoracié de la concentracié de proteina total procedent d’una purificacié o bé
d’un extracte cel-lular, hem utilitzat dos metodes: el metode de Bradford i el métode de Lowry.
El més utilitzat és el de Bradford per la seva sensibilitat, senzillesa en la preparacié i rapidesa
en la obtencié dels resultats. Tot i aix0, aquest metode té certes limitacions, perquée esta influit
per diversos components que sovint estan presents en les solucions on tenim dissoltes les
proteines (>0,1% SDS, etc). En aquests casos utilitzem el métode de Lowry, que no es veu
distorsionat per aquests components. Ambdds meétodes es basen en la quantificaciéd de
I'absorbancia a una determinada longitud d’ona del canvi de color que experimenta un reactiu
quimic en reaccionar amb les proteines. La determinacié de la concentracid es fa per
comparacid amb una recta patré de concentracions creixents conegudes de proteina, que

generalment és I'albimina serica bovina (BSA, Sigma).

2 El metode de Bradford (Bradford, 1976)

Es basa en la mesura del canvi en I'espectre d’absorcié d’un colorant (el Reactiu de
Bradford) quan reacciona amb les proteines de la mostra. La coloracidé és mesurable a 595 nm.
Mitjancant la concentracié coneguda d’una proteina es prepara una recta patré des d’on es

podra extrapolar la concentracié de les mostres.

1. Larecta patrd es prepara amb diferents concentracions de BSA (de 2 a 20 mg/ml) fins a un
volum final de 800 ul en aigua mQ. Les mostres a quantificar es preparen de la mateixa
manera, agafant de 2 a 10 ul de mostra. Els punts de la recta patré i de les mostres es
preparen per duplicat.

S’hi afegeix 200 pl de reactiu de Bradford.

Es barreja i s'incuba 10 min a temperatura ambient.

Es llegeix en un espectrofotometre a 595 nm.

i A W N

La concentracid de la mostra s'obté per la interpolacié en la recta patré a partir del valor

de I'absorbancia.
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Taula 1. Corba estandard per al métode de Bradford.

0 0 X 800-X 200
2 20 X 780-X 200
4 40 X 760-X 200
8 80 X 720-X 200
16 160 X 640-X 200
20 200 X 600-X 200
Mostra X - 800-X 200

%% Bio-Rad Protein Assay dye Reagent Concentrate. Bio-Rad.
@& Albumina sérica bovina 0,1 mg/ml (BSA). Sigma.

ta El metode de Lowry (Lowry et al., 1951)

Es similar a I’anterior, perd canvien els reactius i la mesura de I'absorbancia és a 750 nm:

1. Larecta patrd es prepara amb diferents concentracions de BSA (de 5 a 40 mg/ml) fins a un
volum final de 500 ul en aigua mQ. Les mostres a quantificar es preparen de la mateixa
manera, agafant de 2 a 10 ul de mostra. Els punts de la recta patré i de les mostres es
preparen per duplicat.

S’hi afegeix 2,5 ml de solucid A. Es barreja i s'incuba 10 min a temperatura ambient.

S’hi addicionen 250 Ul de solucié B, es barreja i s’'incuba 30 min a temperatura ambient.

Es llegeix en un espectrofotometre a 750 nm.

vk wN

La concentracid de la mostra s'obté per la interpolacié en la recta patré a partir del valor

de |'absorbancia.

Taula 2. Corba estandard per al métode de Lowry.

0 0 X 500-x
5 50 X 450-x
10 100 X 400-x
20 200 X 300-x
40 400 X 100-x
Mostra X X 500-x
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Solucid 1: 2% Na,CO5;+ 0,1 N NaOH.
Solucid 2: 0,5% CuSO,.
Solucid 3: 1% Tartrat Sodic.

Reactiu del fenol: segons Folin-Ciocalteau (Merck).

Solucio A: es barregen les solucions 1, 2 i 3 amb la proporci6 48:1:1.

Solucio B: dilucié del reactiu de fenol (1:1) amb aigua.

CULTIUS BACTERIANS

2.1 Soques i medis de cultiu

Hem utilitzat les seglients soques bacterianes:
E. coli DH50 per a I'obtencié de DNA plasmidic.

BL21pLys per a sobreexpressar proteines.

Per a fer créixer els bacteris s’ha utilitzat el medi ric LB (Luria-Bertani), tant en cultius

liquids com solids. En el cas dels cultius solids s’hi afegeix 15 g/| d’agar.

Composicio del medi LB: 10 g/| Triptona, 5 g/l extracte de llevat, 5 g/| NaCl. Antibiotic 1

mg/ml (Ampicilina, Kanamicina o Cloramfenicol, segons el tipus de plasmid que contenen

els bacteris).

2.2 Transformacio bacteriana

El procés de transformacio es basa en la incorporacié d’un DNA plasmidic dins de cel-lules

bacterianes competents.
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Descongelem els bacteris competents en gel.

S’afegeixen uns 0,5 pug de DNA plasmidic (0,5-1 pl), a 100 pl de cél-lules competents, i

s’incuba en gel 30 min.

Es sotmet a un xoc térmic de 45 seg a 42°C, i seguidament es deixa 2 min en gel.

S’afegeix 1 ml de medi ric LB sense antibiotics, i s’incuba 1 h a 37°C, en agitacio.
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5. Es centrifuga 1 min a 5000 rpm i es descarten 900 ul del sobrenedant. Amb la resta de

medi es ressuspenen les cél-lules i es plaquegen en plaques de LB amb antibiotic. S'incuba

tota la nit a 37°C.

2.3

Obtencio i purificacié de DNA

Per a purificar DNA plasmidic a partir de cultius bacterians s’han utilitzat els kits

Nucleospin® Plasmid QuickPure per minipreps i NucleoBond® Xtra Midi Plus per maxipreps

(Macherey-Nagel).

Taula 3. Construccions de cDNA emprades en aquesta tesi.

cDNA Vector Dianes de clonatge Origen

Ciclina AWT PGEXKG BamHI-Xhol Aquesta tesi
Ciclina AWT pGEX6P1 ? Dra. Ndria Canela
Ciclina A WT pPGEX2T ? Comu lab

Ciclina AWT pEF-HA BamHI-Xhol/Sall Aquesta tesi
Ciclina AWT pcDNA3-FLAG BamHI-Xhol Aquesta tesi
Ciclina AWT pEGFP-C1 BamHI/Bglll-Xhol/Sall Aquesta tesi
Ciclina AWT pECFP-C1 BamHI/Bglll-Xhol/Sall Aquesta tesi
Fragment 4R pUC57 Smal-Mfel Sintetitzat per GenScript
Ciclina A 4R PGEXKG BamHI-Xhol Aquesta tesi
Ciclina A 4R pEF-HA BamHI-Xhol/Sall Aquesta tesi
Ciclina A 4R pcDNA3-FLAG BamHI-Xhol Aquesta tesi
Ciclina A 4R pECFP-C1 BamHlI/Bglll-Xhol/Sall Aquesta tesi
Fragment 4Q pUC57 Smal-Mfel Sintetitzat per GenScript
Ciclina A 4Q PGEXKG BamHI-Xhol Aquesta tesi
Ciclina A 4Q pcDNA3-FLAG BamHI-Xhol Aquesta tesi
Ciclina A 4Q pECFP-C1 BamHlI/Bglll-Xhol/Sall Aquesta tesi
CDK2 WT PGEXKG BamHI-Hindlll Comu lab

CDK2 WT pGEX6P1 ? Dra. Ndria Canela
CDK2 1-106 pGEX ? Dra. Nuria Canela
CDK2 106-213 pGEX ? Dra. Nuria Canela
CDK2 214-298 pPGEX ? Dra. Nuria Canela
CDK2 WT pUHD-P1-FLAG ? Dr. Randy Poon
CDK2 WT pECFP-C1 BamHI/Bglll-HindllI Aquesta tesi
CDK2 K33R pGEX2T ? Dr. Randy Poon
CDK2 K33R pUHD-P1-FLAG ? Dr. Randy Poon
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CDK2 K33Q pGEX2T ? Aquesta tesi

CDK2 K33Q pUHD-P1-FLAG ? Aquesta tesi

PCAF PGEX2TKP BamHI/Bglll-Xhol Dra. MA. Martinez-Balbas
PCAF pcDNA3-FLAG ? Dra. MA. Martinez-Balbas
PCAF pEYFP ? Maria Pérez

PCAF Cterm WT (352-832) | pGEXKG ? Dra. Sonia Brun

PCAF Cterm WT (352-832)

pcDNA3-GFP-FLAG

Dra. MA. Martinez-Balbas

PCAF Cterm AHAT (352-
832, A527-547)

pGEX2TKP

BamHI/Bglll-Xhol

Dra. MA. Martinez-Balbas

PCAF Cterm AHAT (352-
832, A527-547)

pcDNA3-GFP-FLAG

Dra. MA. Martinez-Balbas

HAT (352-658 de PCAF) PGEX2TKP ? Dra. MA. Martinez-Balbas
CBP PGEX2TKP BamHI/Bglll-Xhol Dra. MA. Martinez-Balbas
Tip60 pPGEX2T? ? Dra. MA. Martinez-Balbas
GCN5 pGEX4T1 BamHI-EcoRI Aquesta tesi

GCN5 pcDNA3-FLAG BamHI-Xhol Miriam Vidal

HDAC1 pME1 8S-FLAG EcoRI-Xhol Dr. Alexander Brehm
shRNA anti-PCAF pLKO.1-puro ? Sigma

shRNA anti-GCN5 pLKO.1-puro ? Sigma

Ciclina D3 pPGEX ? Comu lab

Ciclina E pPGEX ? Comu lab

Ciclina B1 pGEX ? Comu lab

CDK1 pGEX ? Comu lab

p27 pPGEX ? Comu lab

Cdh1l pcDNA3.1-HA ? Dr. Michele Pagano
Cdc20 (?) FLAG ? Dr. Michele Pagano
Ubiquitina (?) HA ? Dr. Michele Pagano

Cks1 pcDNA3-HA ? Dr. Rob Wolthuis

Cks2 pcDNA3-HA ? Dr. Rob Wolthuis

PR-B pSRoL ? Dr. Albert Jordan
MMTV-Luciferasa ? ? Dr. Albert Jordan

Renilla pRL-CMV ? Dra. Marta Bosch
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2.4 Expressio i purificacié de proteines en E. coli

El procediment que fem servir esta extret de (Smith and Johnson, 1988) i (Frangioni and
Neel, 1993). En molts dels experiments realitzats en aquest treball ha estat de gran utilitat
poder disposar de proteines recombinants aillades i purificades en solucié. Aixi doncs, hem
obtingut les proteines reguladores de cicle CDK2, CDK1, ciclina A, ciclina E, ciclina D3, p27 i

altres.

L'expressié de proteines recombinants o de fragments de proteines en E.coli es va fer amb
el sistema de proteines de fusié amb glutatié S-Transferasa (GST). Aquest sistema d’expressio
utilitza els vectors pGEX, i permet una purificacié rapida de les proteines fusionades amb GST
gracies a I'afinitat d’aquest enzim per un dels seus substrats, el glutatié reduit. Aixi doncs,
s’utilitza glutatid reduit unit covalentment a boletes de sefarosa com a resina per a la
purificacié de la proteina de fusid i, un cop unida, I'elucié es realitza afegint glutatié reduit
[liure en excés, per tal de desfer la unié de GST a les boletes de sefarosa. La cua de GST es pot
eliminar utilitzant proteases (com la Trombina) amb un lloc de tall especific entre el GST i la
proteina que volem purificar, ja sigui quan la proteina de fusié encara esta retinguda a la

columna o un cop ja ha estat eluida.

Aguest metode d’expressio és un dels més utilitzats perqué presenta un alt rendiment en
I’expressié de proteines de mida petita i mitjana (1 a 80 kDa) i una puresa elevada de la

proteina purificada.

El primer pas que cal fer és la clonacié del cDNA de la proteina que vulguem expressar en
un vector pGEX. Aquests plasmids estan dissenyats per obtenir uns alts nivells d’expressio

intracel-lular de gens fusionats amb GST de manera induible per IPTG.

Els plasmids de proteines de fusi6 amb GST es van transformar en la soca bacteriana
BL21pLys perque és defectiva en certes proteases i té una paret poc resistent i, a més,
expressa lisozim (pel fet de tenir integrat el plasmid pLys), la qual cosa facilita la seva lisi i la fa

idonia per a la purificacid de proteines recombinants.
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Una vegada els bacteris estan transformats, se’n fan créixer cultius grans, seleccionant-los

amb ampicilina i cloramfenicol (el pGEX confereix resisténcia a I'ampicilina, i el pLys dels

bacteris al cloramfenicol).

&3 Induccié de 'expressioé

Per a la induccid de I'expressid s’utilitza I'lsopropil-B-D-tiogalactopirinosid (IPTG), i el

protocol seguit és el seglient:
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Picar una de les colonies (o varies) i inocular-la en un volum de 5 ml de LB amb ampicilina i
cloramfenicol. Fer-ho créixer fins a saturacié a 37°C i en agitacié (200 rpm).

Amplificar el cultiu fins al volum desitjat. Normalment de 0,5 a 1 litre.

Créixer fins a la fase exponencial (ODgyonm 0,8) i induir I'expressié del plasmid pGEX-
proteina amb I'addicié de 0,5 mM d’IPTG (aquesta concentracié es pot optimitzar). Ho
deixem incubant 4 h a temperatura ambient, o a 30°C o 37°C (cal optimitzar les
condicions).

Per comprovar la induccié previament a la purificacié, podem separar una fraccié (15 )
del cultiu de bacteris induits i sense induir en gels de SDS-poliacrilamida, i visualitzar per
tincié amb Coomassie blue o per western blot si la proteina d’interes s’ha expressat i a

quins nivells. En cas afirmatiu, podem procedir a la seva purificacié.

B Purificacié

Recollir els bacteris per centrifugaciéo a 5000 rpm durant 10 min a 4°C; en aquest punt
podem congelar a —80°C el precipitat de cél-lules si no ens interessa fer a continuacio la
purificacid.

Lisi dels bacteris en tampd NETN. Es fan diversos cicles de congelacio i descongelacid i es
sonica en gel, 4 x 10 seg.

Es clarifica el lisat per centrifugacid durant 15 min en un rotor ss-34 a 15000 rpm, i es
guarda el sobrenedant.

La purificacid la fem per cromatografia d’afinitat. Barregem el lisat amb la resina de
glutatid-sefarosa (Gluthatione-Sepharose-4B). Utilitzem 1 ml de glutatio-sefarosa per cada
5 mg de proteina de fusid, que equivalen aproximadament a 0,5-1 litres de cultiu inicial

bacteria (tedricament). Ho incubem durant 1 hora a 4 °C, mantenint-ho en agitacio.
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Fer 3 rentats exhaustius amb tampd NETN (volum final de 10 ml).

Afegir 2-5 ml de tampd d’elucid i incubar-ho 30 min a 4°C en rotacio.

Recollir la proteina eluida per centrifugacié (5 min a 3000 rpm).

La proteina purificada se sol dialitzar amb el tampd adequat per a I'assaig en el que la

vulguem emprar. Es guarda aliquotada a —80°C.

2 Eliminacié del GST

En moltes ocasions hem procedit a I'eliminacié del GST per a poder realitzar els assaigs

d’interées amb la proteina recombinant sense les interferéncies del fragment de GST. Els

plasmids pGEX presenten una seqléncia de tall especifica per la trombina entre la seqliéncia

codificant pel GST i la zona de multiple clonatge, on s’insereix la seqliéncia de la proteina a

expressar. La trombina es pot eliminar posteriorment, amb una resina especifica. El

procediment detallat és el seglient:

Abans de procedir a I'elucié de la proteina, després de I'Gltim rentat de la resina de
glutatio-sefarosa amb el tampd NETN, es fa un rentat addicional amb 20 ml de PBS, i es
passa la resina a un tub eppendorf de 1,5 ml.

Incubar la resina amb el mateix volum d’una solucié (95:5) de PBS/trombina (stock: 1 U/pl,
en PBS) durant 16 h a temperatura ambient en rotacié.

Centrifugacié a 3000 rpm durant 1 min i recuperem el sobrenedant.

Per eliminar la trombina, s’incuba el sobrenedant 10 min a temperatura ambient en
rotacié amb 75 pl de la resina de para-aminobenzamidina (que haurem pre-rentat amb
PBS) per cada 6 U de trombina.

Centrifugar 5 min a 3000 rpm per a recuperar el sobrenedant, on hi ha la proteina
purificada sense GST i sense trombina.

Podem dialitzar la proteina amb el tampd més adient per a posteriors assajos.

Per comprovar la digestio es poden carregar 5 Ul del sobrenedant en un gel SDS-PAGE i fer
una tincié amb Coomassie blue.

En cas que es necessiti que la proteina sigui estéril es pot filtrar amb un filtre de 0,22 um.
Isopropil-f-D-tiogalactopirindsid (IPTG). Genaxis Biotechnology.

Gluthatione-Sepharose-4B. Amersham Pharmacia Biotech.

Trombina. Amersham Pharmacia Biotech.
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2 p-aminobenzamidine. Sigma.

S Filtres de 0,2 um. Ultrafreee-MC, Millipore.

% Medi de cultiu LB (Luria-Bertani): 1% Triptona, 0,5% Extracte de llevat, 0,5% NaCl, en aigua
pH 7.5 (autoclavar).

@ Plaques de cultiu LB/agar: Agar bacteriologic 1,5% en medi LB (autoclavar).

4 NETN: 20 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% Nonidet P40 (Igepal®, Sigma),
inhibidors de proteases (1 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinina, 10 ug/mil Leupeptina).

2% Tampd d’elucié: 50 mM Tris pH 9.6, 120 mM NacCl, 20 mM Glutatié reduit.

3. ELECTROFORESI, TRANSFERENCIA | IMMUNODETECCIO

3.1 Electroforesi de proteines en una dimensio

La separacié de proteines en funcié del seu pes molecular es realitza mitjancant gels de
SDS-poliacrilamida en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) segons el metode de Laemmli
(Laemmli et al., 1970). El dodecil sulfat sodic o SDS és un detergent anionic que desnaturalitza
les proteines i els confereix una carrega neta negativa. Aixo fa que les proteines de la mostra
migrin cap al pol positiu quan se'ls aplica un camp eléctric. Aquesta migracio té lloc a través
d’una matriu porosa inert de poliacrilamida. La velocitat de migracid de les proteines en el gel
és inversament proporcional a la seva mida, és a dir, les proteines de major pes molecular es

mouen més lentament que les de pes molecular menor.
2 Preparacio del gel

El gel consta de dues fases. A la part superior hi ha el gel empaquetador, que té un pH
lleugerament acid de 6.8 i un 3,6% d'acrilamida, i que permet I'empaquetament inicial de les
mostres. A la part inferior s’hi troba el gel resolutiu, amb un pH basic de 8.8 i un percentatge
d'acrilamida que pot variar entre un 6% fins a un 20%, en funcié de la mida de les proteines
que vulguem separar. Aixi, si ens interessa separar proteines de pes molecular petit utilitzem
gels amb un alt contingut d’acrilamida on les proteines grans migraran amb dificultat, i per a
les proteines d’elevat pes molecular utilitzem gels amb poca acrilamida. Per fer I'electroforesi

preparem minigels i hi apliquem un camp eléctric en cubetes Miniprotean® (Bio-Rad).
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Primer es prepara el gel resolutiu (segons la taula 4). Una vegada barrejats els
components, la solucio resolutiva s’aboca entre els vidres del muntatge.

Per sobre del gel s’hi afegeix aigua o isopropanol per evitar el contacte entre el gel i
I’'oxigen de I'aire, fet que dificulta la polimeritzacié. Es deixa polimeritzar.

Quan ha polimeritzat, i abans d'aplicar el gel empaquetador, es decanta l'aigua o
I'isopropanol.

Es prepara el gel empaquetador i s’aboca a sobre del resolutiu.

Abans que polimeritzi, es col-loca una pinta que permetra la formacié dels pous on després
es carregara la mostra. Es deixa polimeritzar.

Una vegada ja esta polimeritzat es treu la pinta i es col-loca el gel en una cubeta, on afegim
el tampd electrolit.

Es carreguen les mostres, que contenen 30-50 g de proteina total per a western blot (tot i
que depenent de la sensibilitat de I’anticos la quantitat pot ser fins i tot menor) i uns 10—
20 ug per a tincié. Un dels pous es reserva per carregar I'estandard de proteines de pes
molecular conegut (el marcador de pes molecular).

Finalment apliquem un camp eléectric per resoldre les mostres. Normalment es corre a 35
mA d’amperatge maxim. Es comenc¢a amb un voltatge baix entre 80-100 V per facilitar
I’empaquetament de les mostres, i quan ja han entrat al gel resolutiu s’augmenta el

voltatge fins a 120-150 V.

Taula 4: Elaboracié dels gels resolutius (a diferents percentatges d’acrilamida) i del gel

empaquetador.
GEL
7% 8% 10 % 12 % 15% GEL EMPAQUETADOR
RESOLUTIU
Soluciél (ml) 5 5 5 5 5 Solucié 3 (ml) 0,36
Solucié 2 (ml) 2,4 2,8 3,4 4 5 Solucié 2 (ml) 1,5
H,0 (ml) 2,6 2,2 1,6 1 - H,0 (ml) 1,2
TEMED (! ) 14 14 14 14 14 TEMED (ul) 7,5
PSA 13% (pl) 50 50 50 50 50 PSA13% (ul) 30
TOTAL (ml) 10 10 10 10 10 TOTAL (ml) 3
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% Solucié 1: 0,75 M Tris-HCl pH 8.8 + 0,2% SDS.

& Solucio 2: 30% Acrilamida + 0,8% Bis-acrilamida.

2% Solucié 3: 0,25 M Tris-HCl pH 6.8 + 0,2 % SDS.

% Tampd electrolit: 0,025 M Tris-HCl pH 8 + 0,192 M Glicina + 0,1% SDS.

L'Acrilamida i la Bis-acrilamida sén els polimers que formen el gel, el PSA és l'agent
polimeritzador i el TEMED és I'agent catalitzador de la reaccié.

©3 Preparacié de les mostres

Primer cal quantificar-les amb algun dels dos meétodes explicats a anteriorment. A

continuaci6 es fa el seglient:

1. S’agafa el volum necessari per a tenir la quantitat de mostra desitjada i s’hi afegeix el
tampd de mostra. Aquest tampd normalment I'utilitzem concentrat quatre vegades i en
posem una quarta part del volum final. Conté SDS per desnaturalitzar, ditiotreitol (DTT) per
trencar els ponts disulfur, glicerol per a conferir densitat i el colorant blau de bromofenol.

2. Una vegada afegit el tampd, bullim les mostres 5-10 min i les centrifuguem 10 seg a 14000

rpm. Ara ja estan a punt per ser carregades al gel.

g Tampd de mostra 4x (Laemmli et al., 1970): 40 mM NaP; pH 7.0, 40% Glicerol, 10% SDS, 2

mg/ml DTT, 0,67 mg/ml Blau de Bromofenol.

3.2 Tincio dels gels d’electroforesi

Després de separar les proteines en els gels de poliacrilamida es pot estudiar el patré de
bandes de cada mostra mitjancant una tincié. En aquesta tesi hem utilitzat principalment la

tincié amb blau de Coomassie per la seva senzillesa i rapidesa:

1. Una vegada finalitzada I'electroforesi, s'incuba el gel amb la solucié de tincié durant 10-20
min, en agitacid i a temperatura ambient.
2. A continuacid es procedeix a destenyir el gel per tal d'extreure I'excés de colorant amb

destenyidor, en agitacié a temperatura ambient, fins que es puguin veure bé les bandes.
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% Solucid de Tincid: 2,5 mg/ml Coomassie Brilliant Blue, 45% Metanol, 10% Acid acétic.

& Destenyidor: 50% Metanol, 10% Acid acétic.

3.3 Western blot

Quan l'interes de l'estudi rau en l'analisi de proteines especifiques en una mostra
procedent d’un extracte cel-lular, és d’utilitat la técnica de Western Blot (WB). Consisteix en
dos passos: electrotransferencia i immunodeteccid. La transferéncia s'aconsegueix posant el
gel de poliacrilamida i una membrana de nitrocel-lulosa o PVDF en contacte directe i
sotmetent-los a un camp eléctric en el qual les proteines del gel, desnaturalitzades amb SDS
(per tant carregades negativament), migraran cap al pol positiu on hi ha la membrana i hi
quedaran retingudes. Llavors s’apliquen técniques d'immunodeteccid, les quals s’aprofiten de
I’especificitat antigen-anticos per tal de determinar la presencia de proteines especifiques a la

mostra.

&1 Electrotransferéncia

El suport on es transfereixen les proteines procedents del gel SDS-PAGE és en el nostre cas

membranes de nitrocel-lulosa (Trans-Blot® Transfer Medium, Bio-Rad).

1. En primer lloc, cal hidratar la membrana de nitrocel-lulosa amb aigua.

2. Lamembranai el gel s'incuben uns min amb tampé de transferencia.

3. Latransferéncia es fa utilitzant una Mini Transblot Cell (Bio-Rad). Es munten les plaques de
transferencia (sandwich) tal com indica la figura 1 i es col-loquen dins de la Mini Transblot
Cell, tot afegint tampd de transferéncia.

4. S'aplica un voltatge de 60 V durant 2h o de 20 V durant tota la nit, sempre a 4°C.
Tanmateix, les condicions de transferéncia poden variar en funcié de les caracteristiques
de la proteina que vulguem detectar. Per proteines petites (<20 kDa) o molt acides es
disminueix el temps fins a la meitat, i per proteines grans (>100 kDa) es pot augmentar el
voltatge i el temps de transferencia.

5. Una vegada transferides les proteines, s’asseca la membrana, i es pot guardar a
temperatura ambient. Per comprovar si la transferencia a anat bé, mullem la membrana

amb una solucid de Red Ponceau i aixi podrem veure les proteines transferides.
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% Tampd de Transferéncia: 0,025 M Tris—HCI pH 8.3, 0,192 M Glicina, 0,02% SDS, 20%

Metanol/Etanol.
Pol +
A
Esponja
Paper Whatman
Membrana
| Gel

Paper Whatman
Esponja

Pol -

Figura 1. Muntatge del sandwich per a la transferéncia de proteines.

& Immunodeteccié

La deteccid de proteines especifiques d’una mostra es pot fer utilitzant anticossos contra
la proteina d’interés (antigen), aprofitant I'especificitat d'unié entre els anticossos i els seus
antigens. El western blot és una técnica indirecta, és a dir, I'anticos que s'uneix a la proteina o
anticos primari no esta marcat. Per a visualitzar-lo s'empra un anticdos secundari, especific
contra les immunoglobulines de I'especie on s'ha produit el primari, que porta unit un enzim.

L'activitat d'aquest enzim és la que permet la deteccid.

El protocol de western blot pot variar en funcié de quins siguin els anticossos utilitzats,
normalment els canvis es produeixen en les dilucions dels anticossos primaris i els temps de les

incubacions, pero en general el procediment seria el seglient:

1. S’incuba la membrana amb la Solucié de Bloqueig durant 1 h, a temperatura ambient i en
agitacié. D’aquesta manera s’'impedeix la unid inespecifica dels anticossos.

2. Esrealitzen tres rentats de 10 min amb TBST.

3. S'incuba la membrana amb I'anticos primari diluit en Solucié d’Anticossos. El temps
d'incubacio pot variar des d'una hora a temperatura ambient fins a tota la nit a 4°C, pero
tant la dilucié de I'anticos com el temps d'incubacié es poden modificar en funcié de
I'afinitat de cada anticos pel seu antigen.

4. Esrealitzen tres rentats de 10 min amb TBST.
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5. S'incuba la membrana amb I'anticos secundari, que reconeixera i s’unira al primari. La

dilucié de I'anticos secundari pot variar (quan esta acoblat a peroxidasa generalment es

dilueix 1:2000 — 1:10000) i es fa amb TBST i 5% de llet en pols.

6. Esfan tres rentats de 10 min amb TBST.

7. Finalment es procedeix al revelat, que ens permetra visualitzar la proteina d’interes. En

aquest treball hem utilitzat sempre anticossos secundaris acoblats a I'enzim peroxidasa.

Revelat amb peroxidasa (ECL)

Quan afegim el substrat de I'enzim peroxidasa es produeix luminescencia, que podem

detectar mitjancant la impressié en films fotografics i revelant—ho a continuacid.

1. Primer s’incuba la membrana amb una barreja a parts iguals de les solucions 1 i 2 d’ECL,

durant un min.

2. Es retira I'excés de liquid i es col-loca la membrana dins d’un plastic transparent. Es posa

en contacte directe amb un film d’autoradiografia dins un cassette de revelar, protegit de

la llum. Normalment es proven diferents temps d’exposicié i finalment es revela el film.

%% EZ-ECL. Biological Industries.

28 Super RX Fuji medical X-ray film. Fujifilm.
% TBS: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NacCl

S TBST: TBS + 0,05% Tween 20.

%% Solucid de Bloqueig: 5% llet en pols en TBST.

%% Solucid d'Anticossos: 1% BSA, 0,5% llet en pols, 0,1% azida sodica en TBS.

Taula 5. Relacié dels anticossos utilitzats en aquesta tesi. WB, western blot;

immunoprecipitacid; AK, assaig quinasa; ICQ, immunocitoquimica.

IP,

Antigen Casa comercial Referéncia Técnica
Acetil-lisina Cell Signaling 9441 WB
Acetil-lisina Abcam ab193 WB
Acetil-lisina Chemicon AB3879 WB
Acetil-lisina Abcam ab409 WB
APC3/Cdc27 Abcam ab10538 WB
Cdc20 p55CDC Santa Cruz sc-8358 (H175) WB
Cdhl Zymed 34-2000 WB
CDK2 Santa Cruz sc-6248 (D-12) WSB, IP
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CDK2 Santa Cruz sc-163 (M2) WSB, IP, AK
Ciclina A Santa Cruz sc-751 (H-432) WSB, IP, AK
Ciclina A Santa Cruz sc-239 (BF683) WB
Ciclina A Santa Cruz sc-239 AC IP, AK
Cks1/2 Santa Cruz sc-6238 (FL-79) WB
cuLl Zymed 71-8700 WB
FLAG Sigma F7425 WB, IP
FLAG Sigma A2220 IP

H3P (Ser 28) Cell Signaling 9713 WSB, ICQ
HA Roche 12C5A IcQ

HA Sigma H6908 WB

HA Sigma A2095 IP
HDAC1 Abcam ab7028 WB, IP
HDAC2 Abcam ab7029 WB, IP
Histones Chemicon MABO052 WB

p27 Santa Cruz sc-1641 (F-8) WSB, IP
p27 Santa Cruz sc-528 (C-19) WSB, IP
PCAF Sigma P7493 WB, IP
PCAF Santa Cruz sc-13124 (E-8) WSB, IP
PCAF Santa Cruz sc-8999 (H-369) WB
Skp1 Santa Cruz sc-7163 (H-163) WB
Skp2 Zymed 51-1900 WB
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4.

TECNIQUES ESPECIFIQUES

ANALISI DE L’ACETILACIO DE PROTEINES

4.1 Acetilacio d’histones

Es un assaig totalment in vitro en el que mesurem la capacitat que tenen els enzims

acetilasa que purifiguem d’incorporar grups acetil a un substrat, en aquest cas les histones.

Com a acetilases hem utilitzat: PCAF o el seu domini catalitic (HAT), CBP i Tip60, expressades

en bacteris com a proteines de fusié amb GST. Com a substrats utilitzem la barreja d’histones

H2A, H2B, H3 i H4 (Sigma).

Posem en contacte en un tub eppendorf 0,5 pl de la barreja d’histones (stock: 20 mg/ml)
amb volums creixents de I'acetilasa purificada i 0,05 uCi d’acetilCoA’H. Afegim a la barreja
de reaccié tampd HAT fins arribar a un volum final de 30 pl.

Ho incubem un minim de 30 min a 30°C.

Un cop finalitzada la incubacid, transferim les reaccions a un quadrat de 2 cm x 2 cm de
paper Whatman P-81. Aquest paper esta carregat amb carregues negatives i permet
I’adhesid de les histones de la reaccid, ja que sén unes proteines altament positives.

Es realitzen tres rentats de 10 min amb una solucié de 50 mM NaHCO; pH 9.

Un rentat curt amb acetona, i els papers es deixen assecar a l'aire.

Es posen els papers en vials, s’hi afegeix 10 ml de liquid de centelleig i es mesuren les cpm

amb un comptador d’escintil-lacid liquida Wallac 1409.

Barreja d’histones. Sigma.
AcetilCoA®H. TRK924-50 uCi Amersham Pharmacia.
Tampo HAT (també anomenat IpH): 50 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM KCl, 0,1 mM EDTA pH 8,

5% glicerol.
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4.2 Acetilacio de substrats no-histona

Per tal de comprovar si certes proteines poden ser substrat de diferents acetilases es

realitzen experiments d’acetilacié in vitro. Si utilitzem com a substrat de les reaccions

proteines recombinants amb GST, hem d’afegir un control negatiu de les reaccions que sera

GST purificat. A més, cal quantificar les proteines mitjancant el métode de Bradford per tal de

comparar molaritats iguals de diferents proteines. El procediment és el segiient:

Es prepara una barreja que contindra 3 ul del tampdé HAT (10x), el volum necessari d’enzim
per a obtenir una activitat detectable en histones i 0,02 uCi d’acetilCoA™C.

S’afegeix a cada eppendorf 3-6 UM del substrat que es vol estudiar, la barreja preparada
anteriorment i PBS fins a un volum final de 30ul.

S’incuba a 30°C durant 30 min en un bany sec. S’atura la reaccié afegint 10 ul de tampé de
mostra 4x.

Aquestes mostres es resolen en un gel de SDS-acrilamida del percentatge adequat, en
funcié del pes molecular de les proteines utilitzades.

Es realitza la transferéncia d’aquestes proteines a una membrana de nitrocel-lulosa, a 70 V,
durant 1 hora i 15 min a 4°C.

Es deixa assecar la membrana de nitrocel-lulosa i després s’enganxa dins d’un cassette de

revelar. Es necessita una pantalla amplificadora per a poder detectar la senyal del **

C, que
és poc intensa. La pantalla amplificadora es posa en contacte amb la membrana, i un film
d’autoradiografia es posa en contacte amb la pantalla amplificadora. A continuacid es
tanca el cassette, es protegeix de la llum amb bosses de plastic opaques, i finalment es

deixa exposant a -80°C un minim de 24 h.

Quan revelem el film, les bandes que hi apareixen corresponen a proteines que s’acetilen,

ja que han pogut incorporar acetil**C.

72

AcetilCoA™C. NEC31310UC Perkin Elmer.
Pantalla amplificadora. Kodak BioMax, Transcreen LE [Low Energy] Intensifying Screen.

Films d’autoradiografia. Kodak BioMax MS.



Materials i Metodes

4.3 Spot-mapping

Aguesta técnica s’utilitza normalment per a I'estudi de I'eficiencia de reconeixement d’un
antigen per un anticos, tot i que també s’ha utilitzat amb altres finalitats com I'estudi de
fosforilacié de peptids concrets per una quinasa. La técnica es basa en acoblar péptids sintetics
a una membrana de cel-lulosa-B-alanina. Aquests péptids, de 10-12 aminoacids, s’uneixen a la
membrana pel seu extrem carboxi. Estan acetilats per I'extrem amino terminal per augmentar-

ne I'estabilitat i evitar-ne la degradacio.

En aquest treball la técnica de spot-mapping I’hem utilitzat per estudiar quines lisines de
les proteines ciclina A i CDK2 sén acetilades per 'acetilasa PCAF. A partir de les sequéencies de
les proteines es van dissenyar peptids formats per 10 o 11 aminoacids que contenien un o dos
residus de lisina cap a la part central. Els péptids ja acoblats a la membrana van ser proveits
per Sigma-Genosys (les seqliencies es detallen a I'apartat de resultats). El primer peptid
correspon sempre a una seqliencia de la histona H3, acetilable per PCAF, i serveix com a

control positiu de la reaccié.

Un dels inconvenients d’aquesta técnica és que la cel-lulosa on estan acoblats els peptids
pot acetilar-se. Per aquest motiu, la reaccié s’ha de fer amb un tampd de reaccié amb un
elevat contingut en sals que bloqueja I'acetilacié quimica inespecifica. El procediment seguit és

el seglient:

1. Abans de comencar la reaccid, s’ha de fer una corba d’acetilacié d’histones amb I'acetilasa
PCAF per a determinar el volum d’enzim necessari per obtenir una acetilacié detectable.

2. Per iniciar la reaccié d’acetilacid de péptids es posa la membrana en un recipient que
s’ajusti a la seva mida per tal de poder utilitzar el minim volum de tampd de reaccié
possible. En el nostre cas el recipient escollit va ser una caixa de cobreobjectes (només
calen 3 ml de liquid per cobrir la seva superficie).

3. Es prepara la solucid d’acetilacié i s’'incuba amb ella la membrana.

4. Es posa la caixeta amb la membrana al forn a 30°C durant 30 min. Es va agitant cada 5 min.
Passats els 30 min de la reaccié es treu la solucié d’acetilacié i es fan 6 rentats de 10 min

amb tampo HAT.
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5. Per tal de veure les traces de radioactivitat presents al primer i el sisé rentats, es recullen i
s’hi afegeix liquid de centelleig. D’aquesta manera sabrem si la membrana ha quedat prou
neta.

6. Es deixa assecar la membrana de nitrocel-lulosa i s’enganxa a dins d’un cassette de revelar.
A continuacid, a sobre de la membrana s’hi col-loquen la pantalla amplificadora i un film
d’autoradiografia, es tanca el cassette, es protegeix de la llum amb bosses de plastic

opaques, i finalment es deixa exposant a -80°C un minim de 24 h.

% Solucio d’acetilacio (3 ml):

Aprox. 3 ml Tampd HAT (50 mM Tris-HCl pH 8, 500 mM KCI, 0,1 mM EDTA pH 8, 5% glicerol)
Aprox. 75 ul AcetilCoAC (NEC313, Perkin Elmer)

Aprox. 40 pl GST-HAT (depen de la purificacid i la corba d’activitat)

Inhibidors de proteases (1 mM PMSF, 1 ug/ml Aproteinina, 10 ug/ml Leupeptina)

4.4 Acetilacio in vivo

Per detectar l'acetilacié in vivo de proteines hem seguit dues aproximacions: la
immunoprecipitacid de proteines concretes seguit de I'analisi per western blot utilitzant

. . T , . ., ; .3 .
anticossos anti-acetil-lisina, o bé la incorporacié d’acetat de sodi°H. El procediment per

detectar I'acetilacié de proteines mitjancant la incorporacié d’acetat de sodi*H és aquest:

1. Sembrar itransfectar les cél-lules normalment, amb Flag-PCAF i HA-ciclina A (en el cas dels
nostres experiments).
2. Incubacié de 1 a4 hamb:
- medi calent (0,2-0,4 mCi/ml d’acetat de sodi’H; cal evaporar préviament |'etanol on ve
dissolt I'acetat de sodi)
- 10 mM Butirat Sodic i/o 330 pM TSA (inhibidor de HDACs)
- 100 mg/ml cicloheximida (inhibidor de la sintesi de proteines)
3. Lisi amb tampd HAT i immunoprecipitacié amb anti-HA (2 h a 4°C).
4. Electroforesi + transferéncia a membrana de nitrocel-lulosa.

5. Exposicié amb film d’autoradiografia a -80°C durant 3-7 setmanes!

% Butirat sodic. Sigma
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% Cicloheximida. Sigma

Acetat de sodi °H. NETOO3H Perkin Elmer

5. GENERACIO DE MUTANTS

Per tal de generar els mutants de ciclina A 4R i 4Q es van sintetitzar fragments de DNA
amb la seqiiéncia de la ciclina A que compren els 4 codons que codifiquen les lisines 54, 68, 95
i 112 (GenScript). En el cas del mutant 4R aquests codons van ser mutats per altres que
codifiquen per arginines (R), i en el del mutant 4Q van ser substituits per codons que
codifiquen per glutamines (Q). Es van aprofitar dues dianes de restriccid internes de la ciclina A

per introduir aquestes sequiencies de DNA amb les mutacions: Smal i Mfel.

En el cas del mutant CDK2 K33Q, es va generar seguint el protocol del kit QuickChange®
Site-directed mutagenesis de Stratagene. Les sequéencies dels primers utilitzats per fer aquest
procés son les seglients:

Forward
5 GGAGAGGTGGTGGCGCTTCAGAAAATCCGCCTGGACACTGAG
Reverse

5’ CTCAGTGTCCAGGCGGATTTTCTGAAGCGCCACCACCTCTCC

6. ANALISI DE LA INTERACCIO ENTRE PROTEINES

6.1 Pull down

Aguesta tecnica ens permet determinar si dues proteines interaccionen. Es basa en tenir
una de les proteines unida covalentment a una resina o columna, mentre que l'altra es troba
purificada en solucié o bé es tracta d’un extracte cel-lular. En el primer cas aquesta técnica ens
permetra esbrinar si es produeix una interaccid directa entre les proteines, mentre que en el
segon no sabrem si la interaccid que es produeix és directa o indirecta. En aquesta tesi, els
assajos de pull down s’han fet posant en contacte una proteina purificada unida a beads de

sefarosa i un extracte proteic de cél-lules HCT-116.
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ia Preparacio de la columna de CNBr sefarosa-proteina

La CNBr-activated-Sepharose®-4B (Amersham. Pharmacia) és un gel on s’hi immobilitzen

lligands amb amines primaries gracies al seu recobriment amb Bromur de Cianogen.
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La proteina que volem unir-hi ha d’estar dissolta en un tampd basic, que no presenti cap
component amb grups amino susceptibles d’unir-se a la resina. Normalment hem utilitzat
el Tampd Bicarbonat, amb un alt contingut de sals que eviten la formacio d’agregats.
Pesem la quantitat de resina seca necessaria per a unir la proteina, tenint en compte que 1
g de resina seca equival a 3,5 ml de resina inflada, i que a 1 ml d’aquesta s’hi pot unir 1 mg
de proteina.

Ressuspenem la resina amb 1 mM de HCl, i s‘infla rapidament. Realitzem 2 rentats de 15
min amb HClI 1 mM. L’excés de clorhidric I’eliminem per filtracié amb un embut Buchner
connectat al buit.

Es ressuspén la resina amb el tampd bicarbonat (15 ml) i s’incuba amb la proteina durant 2
h a temperatura ambient o tota la nit a 4°C, en rotacié molt suau.

Per eliminar I'excés de lligand es fa un rentat amb 10 volums de tampd bicarbonat
respecte al volum de la resina emprada.

Es bloquegen els grups actius restants tot incubant la resina durant 2 h a temperatura
ambient o tota la nit a 4°C amb Tampd de Bloqueig, mantenint-ho en rotacié suau.

Es realitzen tres cicles de rentats alternant dos tampons amb pH diferents: Tampd de
Rentat Acid seguit de Tampd de Rentat Basic. Aquests canvis de pH asseguren que no
quedi cap lligand lliure unit idbnicament a la proteina que hem unit covalentment a la
resina.

Per conservar la columna en bones condicions la ressuspenem en PBS i 0,1% d’azida sodica

a 4°C.

Tampd Bicarbonat: 0,1 M NaHCO; pH 8.3, 0,5 M NacCl.
Tampo de Bloqueig: 0,1 M Tris-HCl pH 8.2

Tampé de Rentat Acid: Acetat 0,1 M pH 4, NaCl 0,5 M.
Tampo de Rentat Basic: 0,1 M Tris-HCI pH 8.2, NaCl 0,5 M.
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ia Protocol del pull down

Durant 2-4 h a 4°C i en agitacid suau, s’incuben uns 25 pl de la resina conjugada amb
proteina amb un extracte cel-lular (200 pug) en 300 pl finals del tampé de lisi de les cel-lules
(en els nostres experiments vam utilitzar el tampd HAT suplementat amb inhibidors de
proteases). També podem incubar 25 pl de la resina amb proteines o fragments proteics
purificats (4 ug) en 50 pl finals de Tampé d’Unié.

En el cas que es formin complexes es poden recuperar amb una senzilla centrifugacio,
perque les boletes de sefarosa ens precipitaran arrossegant la proteina que estudiem i la
(o les) proteines que s’hi associin. Al sobrenedant s’hi troba fraccié no unida, i a la resina hi
ha la fraccié unida.

Fem tres rentats de la fraccié unida amb 1 ml de Tampd d’Unié o amb el tampé de lisi de
les cél-lules.

Afegim Tampd de Mostra desnaturalitzant (Laemmli) tant a la fraccié unida com a la no-
unida.

Correm un gel de poliacrilamida i el tenyim amb blau de Coomassie (en el cas del pull down
amb proteines purificades) o bé fem un western blot per detectar si s’ha produit la

interaccio de la proteina conjugada amb la resina i una altra proteina concreta.

Tampd d’Unié: 50 mM Tris-HCl pH 8, 150-300 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1-1% Trité X-100,
Inhibidors de proteases. La forga idnica del tampd i la proporcié de detergent es poden

variar en el rang indicat per tal d’afavorir la unié de determinades proteines.

6.2 Immunoprecipitacio

La immunoprecipitacid és una técnica que ens permet aillar complexes proteics a partir

d’extractes cel-lulars. S’utilitzen anticossos especifics contra la proteina d’estudi i, si aquesta

forma complexes amb altres proteines presents en el lisat i la unié de I'anticos no els

distorsiona, es podran aillar i analitzar la seva composicié i/o la seva activitat enzimatica.

L'immunocomplex es pot recuperar amb Proteina A, G o A/G unida covalentment a una matriu

de sefarosa. La utilitzacié de Proteina A o G vindra donada per I'especie i I'isotipus de I'anticos

utilitzat, ja que presenten diferents afinitats:
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Taula 6. Afinitat de la Proteina A i la proteina G per anticossos de diferents isotipus i

especies.
Espécie Proteina A Proteina G
Humana ++++ +H++
Ratoli, 1gG, ++ R

Ratoli, altres I1gG - ++

Rata +/- ++

Conill ++++ +++

Cabra - ++

Ovella +/- ++

Les condicions durant tot el procés hauran de ser prou permissives per a no trencar les

unions dels complexes. El tampd d’extraccié s’ha d’assemblar el maxim possible a les

condicions intracel-lulars per tal d’obtenir els complexes tal i com estaven dins de les cél-lules i

per evitar que no es trenquin ni se’'n formin de nous amb agregats insolubles. La

immunoprecipitacié d’alguns complexes requereix variacions en el contingut del tampd per

facilitar la recuperacié d’'un complex determinat; n’és un exemple la immunoprecipitacié del

complex quinasa actiu CDK4-Ciclina D.
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& Immunoprecipitacié i analisi dels complexes

Les cel-lules es lisen durant 30 min a 4°C amb el Tampd de Lisi d’Immunoprecipitacio
corresponent (el volum dependra de la quantitat de cél-lules de partida).

Clarificar I'extracte per centrifugacié a 14000 rpm, 10 min, 4°C.

Es recupera el sobrenedant i es valora la quantitat de proteina pel metode de Bradford.
S'incuben 0,2-2 mg de mostra amb 2-4 ug d'anticds (tot i que aquestes proporcions poden
variar) durant 2 a 16 h a 4°C, en agitacié. Com a control negatiu en el cas d'anticossos
policlonals s'empra sérum normal de conill, i quan utilitzem anticossos monoclonals fem
servir una IgG de ratoli.

S'afegeixen 15-30 ul de proteina A-Sepharose® (Pierce) o proteina G-Sepharose® (Sigma) i
s'incuba durant 1 hora a 4°C, en agitacio.

Es centrifuga uns 10 seg a 14000 rpm a 4°C.

Es renten les boletes de sefarosa 3 vegades amb el mateix tampd amb el que hem lisat les

cél-lules (si es tracta del tampo HAT, s’hi afegeix KCl fins a 150 mM).
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8. Finalment afegim 70 pl de tampd de mostra (Laemmli) 1x i bullim les mostres 5-10 min.
Després se separen electroforéticament les proteines de la mostra en un gel
desnaturalitzant de poliacrilamida, es transfereixen a una membrana de nitrocel-lulosa i es

realitza un western blot per analitzar la composicié dels complexes.

& Immuno Pure Immobilized Protein A (Pierce).

% Immuno Pure Immobilized Protein G (Sigma).

% Anticossos que hem utilitzat per fer immunoprecipitacions. (vegeu taula 5 seccid

“Materials i Métodes”).

Tampons de Lisi d’Immunoprecipitacio (en tots dos casos, al moment s’afegeixen els inhibidors

de proteases, fosfatases i deacetilases: 1 mM PMSF, 0,1 mM NasVO,, 10 ug/ml leupeptina, 0,5

ug/ml aprotinina, 0,5 mM NaF, 3,3 uM TSA):

& Tampd RIPA: 50 mM Tris-HClI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 0,5%
deoxicolat sodic, 0,1% SDS.

% Tampd HAT: 50 mM Tris-HCl pH 8, 50mM KCl, 0,5% NP-40, 0,1 mM EDTA, 5% glicerol.

3 Immunoprecipitacié i assaig quinasa

En algunes ocasions ens ha interessat analitzar I'activitat enzimatica de les proteines dels
immunoprecipitats, que en el nostre cas eren complexes amb activitat quinasa. Per assajar

I’activitat quinasa de complexes CDK2-ciclina seguim aquest procediment:

1. Simmunoprecipiten 100-250 g de lisat amb 1-2 pg d’anticos anti-CDK2 o amb anti-ciclina
A. També incloem un control negatiu (IgG), i es segueix el procediment descrit per la
immunoprecipitacio i I'analisi de complexes.

2. Un cop finalitzats els 3 rentats amb el tampd de lisi d'immunoprecipitacid, s’efectua un
rentat addicional amb el Tampd Quinasa 1x (veure apartat 7 “Materials i Métodes”).

3. A continuaci6 es retira el sobrenedant i s'afegeix el substrat (2 pg d’histona H1) a cada

mostra.

S’afegeix la barreja de reaccié que haurem preparat al moment. El volum final és de 30 pl.

S'incuba durant 30 min a 30 °C.

La reaccié s'atura afegint 10 wl de tampd de mostra 4x.

N o v &

Es procedeix a la separacié electroforetica de les mostres en un gel del 12% d'acrilamida.
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8. Una vegada finalitzada I'electroforesi, es tenyeix el gel amb blau de Coomassie per
comprovar la carrega i s'asseca 2 h a 80°C.

9. Finalment, el gel s'exposa amb plaques Kodak BIOMAX i es revela amb un aparell de tipus
Phosphorlmager (BioRad). Per a la quantificaci6 de les bandes s'utilitza el software

Quantity One ®(BioRad).

% Barreja de reaccié: 1 UCi [y—3ZP]ATP, 12,5 uM ATP, 2 mM DTT, Tampd quinasa 10x.
S Histona H1. Boehringer Mannheim.

% ATP. Sigma.

& [#PJATP. Amersham, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml.

6.3 Assajos amb BlAcore

Per tal de determinar si dues proteines interaccionen directament hem fet servir un aparell
biosensor anomenat BlAcore T100 (Biomolecular Interaction Analysis). Aquest instrument
utilitza el fenomen oOptic de la ressonancia del plasmd en superficie (SPR, Surface Plasmon
Resonance) per a monitoritzar interaccions moleculars. La deteccié depén dels canvis que es

produeixen en la concentracié de macromolécules en una matriu especifica.

incident )
light prism, or grating reflected light

detector

surface plasmons excited
in gold film by light at a
specific resonance angle

gold film

(~50 nm) [ b plasmon-induced

é e G é é ] evanescent electric

bait molecule o)) field extends beyond

attached to gold < @ gold film
film by flexible e .
tether < @
@

D

solution of prey molecules

Figura 2. Principis basics del funcionament del BlAcore (1a part). Extret del llibre Molecular Biology of the Cell, 4th

edition.
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El funcionament és el seglient: una molecula A s’uneix a la matriu d’un xip (existeixen
diferents tipus de matrius i de sistemes d’acoblament de proteines), i a continuacié s’injecta
una solucié que passa per sobre de la matriu i que conté una proteina B (que volem saber si
interacciona amb A). Si hi ha interaccié entre A i B es produira un canvi en la concentracio de
molecules que hi ha a la matriu que pot ser detectat pel sistema optic de I'aparell. Els canvis en
la concentracié de molecules que hi ha sobre la matriu es representen en un sensograma, on

apareixen els canvis en les unitats de ressonancia respecte al temps.

The binding of prey molecules to bait molecules increases refractive index
of the surface layer. This alters the resonance angle for plasmon induction,
which can be measured by a detector.
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Figura 3. Principis basics del funcionament del BlAcore (2a part). Extret del llibre Molecular Biology of the Cell, 4th

edition.

En els nostres experiments hem unit la proteina PCAF recombinant produida a E. coli (a la
qual haviem tallat préviament el tag GST) a un xip tipus CM5, que conté una matriu de
dextrans carboximetilats. La unid la vam fer pel metode d’amines, i va caldre ressuspendre la
proteina PCAF en tampd maleat pH 8.5. També vam fixar un carril que faria de blanc (control

negatiu) pel mateix metode.

Tot seguit vam injectar una solucié que contenia la proteina GST-ciclina A en tampd HBS-
EP (BlAcore International AB) i la vam fer passar pels carrils control i amb PCAF. El sensograma
resultant és la diferencia de les RU (Resonance Units) detectades a cada carril. Quan es detecta
interaccid les RU van augmentant progressivament, i quan es deixa d’injectar la molécula en

solucié es produeix la dissociacid de les molécules, la qual es manifesta a través de la
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disminucié paulatina de les RU. Com més rapid es produeix la dissociacid, menys afi és la

interaccio entre les proteines.

El pas seglient consisteix a fer proves de regeneracid, és a dir, trobar les condicions per
extreure tota la ciclina A que estigui unida a la PCAF de manera que el xip quedi disponible per
fer altres assajos amb altres proteines. Les proves de regeneracido es fan amb diferents
substancies; nosaltres vam provar Glicina 10 mM pH 2.5, 50 mM NaOH, diferents percentatges
de SDSi 1,5 M KCI. En les nostres condicions, 0,05% SDS ens permetia regenerar correctament

el xip sense deixar-lo malmes.

Amb aquesta tecnica podem detectar si hi ha o no una interaccié directa entre dues
proteines, i quina és I'afinitat de la interaccid, ja que podem seguir la cinética de la unié en

temps real.

2 Tampd BlAcore (HBS-EP): 0,01 M Hepes pH 7.4, 150 mM NacCl, 3 mM EDTA

7. ASSAJOS D’ACTIVITAT QUINASA

Es tracta d’una técnica amb la que es pot valorar quantitativa i qualitativament I'activitat
d’una proteina quinasa sobre un determinat substrat, en una reaccid totalment in vitro.
S’incuben la quinasa i el substrat en preséncia de [y-’P]ATP i té lloc la transferéncia d’un fosfat
radioactiu a la proteina substrat per I'accid catalitica de la quinasa. Després es detecta la
incorporacié de radioactivitat amb gels SDS-PAGE i autoradiografia. Com a quinasa i/o substrat
se solen utilitzar proteines recombinants purificades o proteines immunoprecipitades d’un

extracte cel-lular.
ta A partir de proteines recombinants

1. Barregem dins un tub la quantitat del complex quinasa (la ciclina i la CDK), per tantes
reaccions com vulguem fer. Normalment posem 400 nM de concentracid final de

cadascuna. Ho incubem uns 10 min a temperatura ambient. Després ho repartim en el

nombre de tubs corresponents al nombre de reaccions que vulguem fer.
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2. En el cas de voler estudiar I'efecte d’algun inhibidor o activador de la reaccié I'afegim en
aguest moment.

3. Finalment hi afegim la barreja de reaccid fins a un volum final de 30 pl, i ho incubem 30
min a 30°C. Com a substrat utilitzem normalment la histona H1.

4. Acabem la reacci6 afegint a cada tub 10 pl de tampd de mostra 4x.

5. Carreguem les mostres en un gel de SDS-PAGE del 12%. El tenyim amb blau de Coomassie.

6. S’asseca el gel i detectem la radioactivitat per autoradiografia o amb un aparell tipus

Phosphorlmager (BioRad).

£ Barreja de reaccié: 2 pg Histona Hy, 12,5 UM ATP, Tampé quinasa 10x, 1 uCi [y-*P] ATP, 2
mM DTT (I'afegim al moment de I'assaig), H,0 mQ fins a 30 pl.
% Tampd quinasa: 25 mM HEPES pH 7.4, 10 mM MgCl..

3 A partir dimmunoprecipitacio (vegeu apartat 6.2, “Materials i Métodes”).

8. DETERMINACIO DE LA VIDA MITJA

Per a determinar la vida mitja de la ciclina A hem tractat les cel-lules amb 10 pg/ml de
cicloheximida i hem recollit mostres a diferents temps, de 0 a 8 h post-incorporacié de la
cicloheximida. Aquest producte és un inhibidor de la sintesi proteica, de manera que a partir
del moment en qué la incorporem en el medi podrem seguir la velocitat de degradacié de

proteines concretes.

La cicloheximida (Sigma) es prepara fent un stock 1000x en etanol absolut que es guarda a
-20°C. Després d’incorporar-la al medi de cultiu, recollirem les mostres a diferents temps tot
fent un parell de rentats amb PBS i afegint a continuacié Tampo de Lisi (80 mM Tris-HCI pH 6.8
+ 2% SDS). Posteriorment les mostres es processen i es realitza western blot amb anticossos

dirigits contra la proteina que volem estudiar.
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9. ANALISI DE LES FASES DEL CICLE CEL-LULAR

Per determinar el percentatge de cel-lules en cadascuna de les fases del cicle es pot fer una
tincié del DNA amb lodur de Propidi o bé TOPRO-3, seguit de I'analisi per citometria de flux. El

procediment és el segiient:

1. Les cél-lules es tripsinitzen, i després es neutralitza la tripsina afegint el mateix volum de
medi suplementat.

2. Es centrifuguen a 2000 rpm a temperatura ambient durant 5 min.

3. Esdescarta el sobrenedant i es fa un rentat amb PBS.

4. Es torna a centrifugar i es ressuspenen les cél-lules en 0,5 ml PBS + 4,5 ml etanol al 70%
(fred, -20°C). A continuacié s’han de mantenir a 4°C com a minim durant 2 h abans de
continuar el procés, per tal que la fixacié s’esdevingui de manera correcta.

5. Es centrifuguen les cél-lules per eliminar la solucid de fixacid i tot seguit es fa un rentat
amb PBS.

6. El pellet es ressuspén en una solucié que conté 20 pg/ml de lodur de Propidi (o bé 2 uMm
TOPRO-3), 200 pg/ml de RNAsa A lliure de DNAsa (aquesta Ultima préviament inactivada a
100°C durant 15 min) i 0,1% Trité X-100. Les mostres s’incuben 30 min a temperatura
ambient o bé 15 min a 37°C i finalment s’analitzen amb |'aparell Becton Dickinson FACS
Calibur o bé el FACS Cantoll. La interpretacid dels resultats es pot fer amb diferents

programes. Nosaltres hem utilitzat el WinMDi 2.9.

10. IMMUNOCITOQUIMICA PER A MICROSCOPIA OPTICA O
CONFOCAL

Mitjancant aquesta técnica es poden detectar i localitzar proteines especifiques dins d’'una
cél-lula, a través de la unidé d’anticossos especifics contra aquestes proteines acoblats a
sistemes de deteccié que podrem visualitzar al microscopi. En alguns dels nostres experiments,
perd, vam transfectar les cél-lules amb plasmids que codificaven per una proteina acoblada a
un tag fluorescent (GFP, CFP, YFP), de manera que no calia utilitzar cap anticos per a detectar-
la. En qualsevol cas, el procediment que hem utilitzat per realitzar preparacions

immunocitoquimiques ha estat el segiient:
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Fer créixer les cel-lules sobre cobreobjectes de vidre.

Realitzar les transfeccions oportunes. 24 h post-transfeccié cal treure el medi de les
cél-lules i fer dos rentats amb PBS.

Fixacid tot incubant les cel-lules durant 15 min a temperatura ambient amb una soluci6 al
4% de paraformaldehid en PBS.

En els casos en qué hem volgut detectar proteines que no estaven marcades amb tags
fluorescents, hem realitzat un bloqueig i permeabilitzacié alhora (1% BSA, 0,1% Trit6 X-100
en PBS) durant 15 min a temperatura ambient.

Incubacié amb I’anticos primari diluit en una solucié de 1% BSA en PBS, durant 1 h a 37°C
en una cambra humida (els anticossos anti-HA 12C5A de Roche i anti-H3P van ser utilitzats
a una concentracié 1:200).

3 rentats amb PBS.

Incubacié amb I'anticos secundari diluit en una solucié de 1% BSA en PBS, durant 45 min a
37°C en una cambra humida (I’anticos secundari d’Alexa 594 el diluim 1:500 i el 488 1:250).
3 rentats amb PBS. En aquest moment, si cal, fem la tincid dels nuclis amb DAPI diluit
1:10000 en PBS, durant 5 min a temperatura ambient.

Finalment, cal rentar amb PBS i muntar els cubres sobre portaobjectes afegint uns 5 ul de
medi de muntatge Mowiol® (Calbiochem). Quan s’hagi assecat el medi de muntatge
podrem procedir a I'observacio de les mostres amb el microscopi optic de fluorescéncia o
confocal. En el cas que només vulguem detectar proteines amb tags fluorescents, podem

passar directament del punt 3 al punt 9.

11. MESURA DE LA SINTESI DE DNA

11.1 Incorporacio de BrdU

Una manera de mesurar la sintesi de DNA in vivo (és a dir, si les cél-lules es troben a la fase

S) és la utilitzacié d’un analeg de les bases nitrogenades del DNA, la 5-bromo-2’ deoxiuridina

(BrdU). La incorporacié de BrdU a la doble cadena de DNA es detecta mitjancant una

immunocitoquimica amb anticossos anti-BrdU. El protocol que hem utilitzat és el seglient:

1.

Fer créixer les cél-lules sobre cobreobjectes de vidre.
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Incorporacié de BrdU (stock: 3 mg/ml), fent una dilucié 1:1000 en el medi de cultiu. El
temps d’incorporacid pot variar segons el que vulguem determinar. Per saber si la majoria
de cél-lules d’una poblacié assincronica ha passat per la fase S, caldria incubar-les amb
BrdU unes 18-20 h; pero si tenim un cultiu sincronic només fara falta incorporar la BrdU de
2 a 3 h a partir del moment que considerem l'inici de la fase S.

Una vegada ha transcorregut el temps d’incubacid, cal treure el medi de les cel-lules i fer
dos rentats amb PBS.

Fixar les cél-lules amb etanol-acetic glacial (95:5) durant 30 min a temperatura ambient.
Fer 3 rentats amb PBS.

Una vegada ja hem fixat les cél-lules es procedeix al bloqueig amb 8% de BSA en PBS
durant 30 min a temperatura ambient. Després fem 3 rentats amb PBS.

Incubacié amb I'anticos primari anti-BrdU (Amersham) durant 1 hora a 37°C en cambra
humida. En acabat, fer 3 rentats amb PBS.

Incubacié amb I'anticos secundari també durant 1 hora a 37°C en cambra humida. El diluim
en una solucié de 1% de BSA en PBS (1:500 en el cas dels anticossos conjugats amb FITC
(Sigma)).

Finalment, fer 3 rentats amb PBS i muntar els cubres sobre portaobjectes afegint uns 5

de medi de muntatge Mowiol®.

11.2 Immunocitoquimica per detectar PCNA

La proteina PCNA també és un bon marcador de la fase S del cicle cel-lular i la trobarem

associada al DNA durant la replicacié. El protocol per a detectar aquesta proteina per

immunocitoquimica és el seglient:
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Fixacio de les cel-lules amb paraformaldehid 4% diluit en PBS durant 30 min a temperatura
ambient.

Rentar amb PBS i tot seguit tractar amb metanol fred durant 4 min a -20°C.

Rentar amb PBS i bloquejar amb 1% BSA en PBS durant 1 hora.

Incubacié amb I'anticos primari anti-PCNA (sc-25280 (F-2) Santa Cruz, dilucié 1:50) durant
1 hora a 37°C en cambra humida.

Fer rentats amb PBS i incubar amb anticos secundari (1:500 en el cas d’Alexa-Fluor 594

(Invitrogen)) durant 45 min a 37°C.
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6. Finalment, fer rentats amb PBS i muntar els cubres sobre portaobjectes afegint uns 5ul de

medi de muntatge Mowiol®.

12. UBIQUITINITZACIO DE PROTEINES

12.1 Ubiquitinitzacio in vitro

Aquests assajos permeten determinar si una proteina pot ser ubiquitinitzada per una
ubiquitina lligasa determinada. La proteina substrat de la ubiquitinitzacio s’obté per un procés
de traduccid in vitro utilitzant el kit de Promega TnT® Quick Coupled Transcription/Translation
System. Per a que aix0 sigui possible cal que el plasmid que conté el gen que codifica per
aquesta proteina presenti els promotors T7 o Sp6. A més, cal afegir a la reaccié metionina
marcada amb **S per tal que la proteina quedi marcada radioactivament i puguem veure les
formes poliubiquitinitzades per autoradiografia. En els nostres experiments, la ubiquitina
lligasa Cdhl també la vam obtenir per un procés de traduccié in vitro, pero en aquest cas no la
vam marcar radioactivament per tal de no confondre la seva senyal amb la de la proteina

substrat. El procediment per a realitzar la ubiquitinitzacid in vitro és el seglient:

1. Cal tenir purificades la ubiquitina lligasa i també la proteina substrat (aquesta ultima
marcada amb metionina®s), seguint el protocol del kit TnT® Quick Coupled
Transcription/Translation System (Promega).

2. Enelcas de que vulguem recollir mostres de 9 pul a dos temps diferents d’incubacio, posem
en contacte 2 ul de la proteina substrat amb 4 ul de la ubiquitina lligasa i 6,2 pl de la mix
d’ubiquitinitzacié. Hi afegim aigua fins arribar a un volum final de 20 ul. Guardem una
mostra control del marcatge del substrat (1 pl de proteina + 10 ul de tampd de mostra 1x
(Laemmli)).

3. Incubem les mostres a 30°C i recollim aliquotes de 9 ul a diferents temps, a les quals
afegim tampd de mostra.

4. Les mostres es carreguen en un gel al 7% d’acrilamida d’1 mm de gruix.

5. Posteriorment el gel es fixa 30 min amb Solucié de Fixacid i després es tracta amb Amplify®
(Amersham) durant 10 min.

6. Assequem el gel 1 hora a 80°C i I'exposem unes 16 h dins un cassette amb un film

d’autoradiografia a -80°C.
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&  Mix d’ubiquitinitzacid (per a una reaccié amb volum final 10 )

0,5l TrisIM pH 7,6

0,05 pl MgCl, 1M

0,05 ul Acid okadaic 200 uM

0,2 ul ATP 60 mg/ml (sempre fresc)
0,3 uEL12,5uM

0,4 ul Ubch10

0,5 ul Ubiquitina aldehid 20 uM

1 ul Ubiquitina 25 ug/ul

0,1 ul MG-132

%% Ubiquitin Activating Enzyme (E1) E-302 rabbit 25 mg. Boston Biochemicals.
& His6 UbcH10 E2-650 human recombinant 50 mg. Boston Biochemicals.

s¥ Ubiquitin Aldehyde U-201 human recombinant 50 mg. Boston Biochemicals.
2 Ubiquitin U6253. Sigma.

%% ATP Adenosine-5’-triphosphate 10 127 523 001, 5 g. Roche.

# 7S Methionine- Amersham AGQO080 65 MBgq, 7,15 mCi.

12.2 Deteccio de la ubiquitinitzacio in vivo

Per tal de detectar formes poliubiquitinitzades de proteines in vivo, es van tractar les
cél-lules durant 16 h amb 100uM ALLN (Calbiochem). L’ALLN és un inhibidor del proteasoma, i
quan l'incorporem al medi impedim que certes proteines siguin degradades per aquesta via.
Per tal de veure les formes poliubiquitinitzades d’una proteina cal fer una immunoprecipitacié
seguida de western blot amb anticossos dirigits contra la proteina que volem detectar si es
poliubiquitinitza o bé contra la ubiquitina. Es important tenir en compte que per tal de veure
les formes poliubiquitinitzades cal preparar gels amb un baix percentatge d’acrilamida (6-7%).
En ocasions els anticossos anti-proteina no sén prou sensibles per a detectar les formes
ubiquitinitzades; en aquests casos és recomanable transfectar les cél-lules amb la construccio
HA-ubiquitina, i després de fer la immunoprecipitacio contra la proteina detectarem les formes

poliubiquitinitzades amb anticossos anti-HA.
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The most beautiful thing we can experience is the mysterious.
It is the source of all true art and all science.

He to whom this emotion is a stranger,

who can no longer pause to wonder and stand rapt in awe,
is as good as dead:

his eyes are closed.

Albert Einstein
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1. ACETILACIO DE PROTEINES DE CICLE CEL-LULAR

1.1. Screening inicial d’acetilacié de proteines de cicle cel-lular

Per tal de perseguir el primer objectiu d’aquest estudi es van realitzar experiments
d’'immunoprecipitacio (IP) de les proteines de cicle presents en extractes de cél-lules HCT-116.
Tot seguit es va fer I'analisi de I'estat d’acetilacié d’aquestes proteines per western blot (WB)

utilitzant anticossos anti-acetil-lisina.

Com es pot observar a la figura 1, es va aconseguir immunoprecipitar les proteines
indicades, perdo en fer I'analisi del seu estat d’acetilacié amb anticossos anti-acetil-lisina
(ab193, Abcam) només es va detectar clarament I'acetilacid de la proteina p27 (ja descrita pel
grup anteriorment), i en el cas de les ciclines D2, D3 i E s’intueix una possible banda
d’acetilaciéd. No es va detectar aquesta modificacid a la resta de proteines analitzades

mitjangant aquest sistema.

Els anticossos anti-acetil-lisina majoritariament es generen utilitzant com a immunogens
peptids derivats d’histones acetilades. Per aquest motiu és possible que la seva capacitat de
reconeixer residus de lisina acetilats en proteines que no siguin histones sigui limitada, i que

aquesta sigui la causa de que no haguem trobat gaire proteines acetilades en el nostre estudi.
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IP

WR: IgG p27

anti-p27 .

anti-AcLys j

IP prot. IP prot.

WB: IgG NB B IgG NB B
anti-CDK4
anti-CDK6
anti-CDK2
anti-CDKA1

anti-CYC D1/D2
WB anti-AcLys
anti-CYC D2
anti-CYC D3
anti-CYC E

anti-CYC A

anti-p21

anti-p16

Figura 1. Screening d’acetilacié de proteines de cicle. A partir d’extractes de cel-lules HCT-116 es van realitzar IPs
de proteines de cicle cel-lular amb anticossos especifics o bé amb IgGs com a control negatiu. Per confirmar que
s’havien immunoprecipitat les proteines de cicle es van realitzar WBs amb anticossos especifics contra aquestes
proteines (esquerra de la imatge). L'analisi de I'acetilacid es va realitzar amb anticossos anti-acetil-lisina (AcLys)

(dreta).
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1.2. Acetilacions in vitro

Una altra manera d’estudiar si una proteina pot ser modificada per acetilacio és a través
de les técniques d’acetilacid in vitro. Disposem d’un seguit d’acetiltransferases recombinants
fusionades amb GST: PCAF (proteina sencera i també només domini catalitic (HAT)), CBP,
Tip60, GCN5, p300 i TAF,;250. De totes aquestes proteines, hem aconseguit expressar en
bacteris i purificar amb éxit PCAF, HAT (PCAF), CBP i Tip60. També disposem de molts gens que
codifiquen proteines de cicle cel-lular clonats en vectors d’expressié en bacteris, entre ells:
ciclines A, B1, D3 i E, CDK1, CDK2 i p27. Amb tot aquest material ens vam disposar a dur a

terme aquest tipus d’experiments.

En primer lloc, cal que les acetilases que purifiquem siguin actives. Per mesurar I'activitat
de les acetiltransferases es fan assajos acetilasa on posem en contacte la proteina, una barreja
d’histones (com a substrat acetilable) i acetilCoA marcat radioactivament amb >H. A la figura 2
s’observa com, a mesura que incrementem el volum (i per tant la quantitat) d’acetilasa,
incrementa I'acetilacié de les histones mesurada com la quantitat de *H incorporat. Per a fer
els assajos d’acetilacié in vitro posteriors, utilitzem el minim volum d’acetilasa que presenti
una activitat detectable (en situacions optimes aquesta activitat oscil-la entre 5000 i 10000

cpm, pero quan l'activitat se situa entre 1000 i 2000 cpm encara es pot detectar acetilacid in

vitro).

a PCAF CBP

-
©

o)
S

Flow-through

Rentat
Flow-through
Rentat
Rentat
Beads

| Flow-through
Eluit

GST-Tip60 >

GST-HAT »
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b
T —=— PCAF
£ ——CBP
S ++=e+== TIP6O
10

ul acetilasa

Figura 2. Purificacid i determinacié de I'activitat acetilasa. (a) Purificacié de les acetilases PCAF (domini catalitic
HAT), CBP i Tip60. Mostres dels diferents passos de la purificacid van ser resoltes en un gel de SDS-acrilamida i
visualitzades amb la tincié de blau de Coomassie. En el cas de CBP, el seu elevat pes molecular (>200 kDa) fa que la
proteina es degradi molt i majoritariament quedi retinguda a la part alta del gel (stacking). (b) Grafica de I’activitat
acetilasa (mesurada com a cpm de *H incorporat per les histones) corresponent a diferents volums de les

acetiltransferases purificades.

Els assajos d’acetilacié in vitro consisteixen en posar en contacte una acetilasa amb una
proteina candidata a ser-ne el substrat. Com a cofactor es fa servir acetilCoA marcat
radioactivament amb *C. Si 'enzim acetila el substrat, li transferira un grup acetil aportat per
I'acetilCoA que estara marcat radioactivament, i ho podrem detectar per autoradiografia. A la
figura 3 es presenten els resultats de diversos experiments d’acetilacié in vitro utilitzant com
acetilases CBP o el domini catalitic HAT de PCAF. L’autoacetilacié del domini HAT de PCAF i
I'acetilacié de p27 van ser utilitzats com a controls positius d’aquests experiments, mentre que
els controls negatius sén per una banda el GST (perqué la majoria de proteines utilitzades
estaven fusionades amb GST, i haviem de comprovar que la seva acetilacié no fos deguda a
I'acetilacié d’aquest tag) i per una altra banda, la propia proteina incubada amb acetilCoA™C
pero sense acetilasa, per tal de descartar que la proteina es pogués autoacetilar. D’aquests
experiments podem concloure que la ciclina A i CDK2 sén clarament acetilades per PCAF
(figura 3b i c), i CDK1 i ciclina E també podrien ser substrat d’aquesta acetilasa (figura 3e). A
més, a I'apartat (d) observem que si posem en contacte ciclina A, CDK2 i p27, totes tres son
acetilades per PCAF, tot i que amb diferents eficiencies. Per una altra banda, les ciclines D3 i B1

no son acetilades in vitro per PCAF ni per CBP (figura 3a).
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Figura 3. Assajos d’acetilacié in vitro. Totes les imatges que es mostren son autoradiografies. (a) Acetilacié de
ciclina D3 i ciclina B1 per PCAF i CBP. L'autoacetilacié de PCAF és un control de que la proteina és activa. En el cas
de CBP, el control de la seva activitat ve donat per |'acetilacié d’histones. La p27 va ser utilitzada com a control
positiu de la reaccid. Després de les reaccions d’acetilacio, les mostres van ser resoltes en un gel de SDS-acrilamida,
transferides a una membrana de nitrocel-lulosa i analitzades per autoradiografia. (b) Acetilacié de ciclina A i ciclina
E per PCAF i CBP. (c) Acetilacié de CDK2. (d) Acetilacioé per PCAF de ciclina A, CDK2 i p27 combinades. (e) Acetilacio
de CDK1 i ciclina E per PCAF.
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Ciclina A i CDK2 formen un complex proteic in vivo que pot ser inhibit per p27. El fet que
aquestes tres proteines s’acetilin in vitro per PCAF és molt interessant i ens va animar a
perseguir la deteccié de I|'acetilacid in vivo de ciclina A i CDK2 i la rellevancia funcional

d’aquesta modificacid.

2. L’ACETILACIO DE CICLINA A

2.1. Acetilacio in vivo de ciclina A

Anteriorment haviem provat de detectar I'acetilacié de la ciclina A a través de la IP de la
proteina endogena seguida de WB amb anticossos anti-acetil-lisina. Davant el poc exit
d’aquests experiments, vam intentar optimitzar les condicions: vam incrementar la quantitat
d’extracte proteic per fer les IPs (2-7 mg), vam canviar d’anticos anti-acetil-lisina (#9441, Cell
Signaling) i vam sincronitzar cél-lules HCT-116 a la fase G,/M del cicle cel-lular, quan els nivells
de ciclina A sdn més alts, mitjangant un doble bloqueig de timidina seguit de I'alliberacié en
medi normal durant 5 h. Com es pot veure a la figura 4a, amb aquestes noves condicions vam
aconseguir detectar I'acetilacié de la ciclina A endogena. També vam provar de veure si
podiem detectar I'acetilacié d’una ciclina A ectopica clonada en un vector pEF-HA quan la
transfectavem en cel-lules HCT-116. En aquest cas, sense necessitat de sincronitzar les
cél-lules, només fent IP amb anticossos anti-HA o IgG com a control seguit de I'analisi per WB

vam detectar novament la ciclina A acetilada (figura 4b).

a P b IP
lgG CYCA IgG  HA
CYCA > — HA-CYC A » -
Ac-CYC A > !] Ac-CYC A > —

Figura 4. La ciclina A es troba acetilada in vivo. (a) Acetilacié de la ciclina A endogena procedent d’extractes de

cél-lules HCT-116 sincronitzades a G,/M. (b) Acetilacié de la ciclina A ectopica (HA-CYC A).
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Una altra manera de detectar I'acetilacid in vivo d’'una proteina consisteix en realitzar
experiments d’incorporacié d’acetat de sodi marcat amb *H. En aquesta ocasid, cél-lules HCT-
116 van ser transfectades amb HA-ciclina A i Flag-PCAF i posteriorment van ser tractades
durant 4 h amb un medi de cultiu que contenia acetat de sodi*H (que aportaria grups acetil
radioactius que marcarien les proteines acetilades), inhibidors de deacetilases (TSA i/o butirat
sodic, per evitar la deacetilacid) i cicloheximida (per inhibir la sintesi de proteines noves i per
tant la No-acetilacié que afecta la majoria de proteines de nova sintesi). Tot seguit es va
procedir a la lisi de les cél-lules i la IP utilitzant anticossos anti-HA. Finalment, les mostres es
van resoldre en un gel de SDS-acrilamida, es van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa i

es van analitzar per autoradiografia, donant lloc al resultat observat a la figura 5.

a Input IP

100 —
75 =
50 i—
37 —

< PCAF
< CYCA

25 —
20 —

15 =~ <
. histones

Figura 5. Experiment d’acetilacié amb acetat de sodi*H. Cél-lules HCT-116 van ser transfectades amb HA-ciclina A i
Flag-PCAF i seguidament van ser incubades durant 4 h en un medi amb acetat de sodi*H (i altres components
explicats al text). Després es van lisar i es van realitzar IPs amb anti-HA. Les mostres van ser resoltes per SDS-PAGE,

transferides a membranes de nitrocel-lulosa i finalment analitzades per autoradiografia (a) o per WB (b).

Al WB control de la immunoprecipitacid (apartat b) veiem que hem immunoprecipitat HA-
ciclina A, la qual coprecipita amb PCAF, CDK2 i algunes histones (possiblement la histona H1
(20 kDa) i les histones H2A i H2B i/o H3 (fan 14.10, 14.03 i 15.2 kDa, respectivament)). A
I'autoradiografia (apartat a) es veuen bandes d’acetilacié a I'alcada de la ciclina A, PCAF i les

histones més petites (H2A/B, H3), pero no a I'algada de CDK2.
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2.2. PCAF acetila la ciclina A in vitro

A l'apartat 1 de la seccié de resultats hem explicat com vam detectar per primer cop

I"acetilacié in vitro de la ciclina A. Després de confirmar in vivo que la ciclina A s’acetila, vam

repetir els assajos d’acetilacio in vitro de manera més acurada i afegint una altra acetilasa més,

Tip60, com es pot veure a la figura 6. Amb aquests experiments vam tornar a confirmar que la

ciclina A és acetilada in vitro per PCAF, i no per CBP ni per Tip60.
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Figura 6. Acetilacio in vitro de ciclina pel domini catalitic HAT de PCAF, CBP i Tip60. (a) Autoradiografia. (b)

Control de carrega del gel de SDS-acrilamida utilitzat per resoldre les mostres de I'acetilacié in vitro tenyit amb

blau de Coomassie.
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2.3. PCAF acetila la ciclina A in vivo

Per tal de saber si I'acetilasa PCAF és la responsable de I'acetilacio in vivo de la ciclina A
vam deplecionar els nivells de PCAF en cel-lules HCT-116 mitjancant un siRNA dirigit contra els
transcrits de PCAF. També vam transfectar les cél-lules amb HA-ciclina A. Tot seguit vam
realitzar IPs amb anti-HA, vam separar les proteines de les mostres per electroforesi i vam
detectar els nivells de PCAF, ciclina A i I'acetilacidé de ciclina A per WB. Tal com es veu a la
figura 7a, el siRNA dirigit contra PCAF provoca una drastica disminucié dels nivells d’aquesta
proteina. A les cel-lules tractades amb el siRNA de PCAF els nivells d’acetilacié de la ciclina A
son baixos en comparacié amb els nivells d’acetilacié de la ciclina A en cél-lules transfectades
amb el siRNA control. Aquesta diferéncia encara es veu més accentuada a I'experiment on vam
cotransfectar Flag-PCAF i HA-ciclina A juntament amb el siRNA de PCAF (figura 7b). Aquests
resultats indiquen que PCAF és I'enzim que acetila majoritariament la ciclina A in vivo.
L’acetilasa GCN5 pertany a la familia de PCAF i, com que en ocasions aquests enzims tenen
funcions redundants, vam voler determinar si també era capac¢ d’acetilar la ciclina A. Per
aquest motiu vam cotransfectar cel-lules HCT-116 amb Flag-GCN5, HA-ciclina A i el siRNA de
GCN5 o bé un siRNA control. En aquest cas no sembla que I'abséncia de GCN5 afecti els nivells

d’acetilacio de la ciclina A.
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Figura 7. PCAF acetila la ciclina A in vivo. (a) Cél-lules HCT-116 van ser transfectades amb HA-ciclina A i siRNA
control o dirigit contra PCAF. Posteriorment es van lisar i es van realitzar IPs amb anticossos anti HA o IgG com a
control. Les mostres es van resoldre en un gel de SDS-acrilamida i després van ser analitzades per WB amb anti-
PCAF, anti-HA i anti-acetil-lisina. El panell superior correspon al WB dels extractes cel-lulars per comprovar si els
siRNA havien funcionat. (b) Igual que a (a), pero en aquest cas vam transfectar les cél-lules també amb Flag-PCAF.
(c) En aquest cas vam seguir el mateix procediment que a (b), perd vam transfectar les cel-lules amb Flag-GCNS5 i

siRNA contra GCNS5.
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2.4. Analisi de la interaccio de ciclina A amb PCAF

Per tal de saber si la ciclina A i PCAF interaccionen dins la cél-lula i quina és la naturalesa
d’aquesta interacciéd vam fer diferents experiments. En primer lloc, vam voler determinar si
ciclina A i PCAF presenten la mateixa localitzacié subcel-lular. Per assolir aquest objectiu, vam
generar construccions de ciclina A i PCAF fusionades amb les proteines fluorescents Cyan
Fluorescent Protein (CFP) i Yellow Fluorescent Protein (YFP). Es van transfectar cel-lules COS-1
amb aquestes construccions. Després de 24 h d’expressid, les mostres van ser fixades i
analitzades per microscopia de fluorescencia, com es mostra a la figura 8. Tant ciclina A com

PCAF colocalitzen en el nucli.

Figura 8. Ciclina A i PCAF colocalitzen al nucli. Cel-lules COS-1 van ser transfectades amb les construccions CFP-

ciclina Ai YFP-PCAF, fixades (veure “Materials i Métodes”) i observades per microscopia de fluorescencia.

A continuacié vam realitzar experiments d'immunoprecipitacio per tal de veure si aquestes
proteines interaccionen ja sigui directa o indirectament dins la cél-lula. Vam transfectar
cel-lules HeLa amb les construccions YFP-PCAF i HA-ciclina A, i més endavant vam utilitzar
aquests extractes cel-lulars per realitzar IPs amb anticossos anti-HA. Tal i com es veu a la figura
9, ciclina A i PCAF coimmunoprecipiten. A la figura també observem que CDK2 coprecipita amb
la ciclina A, la qual cosa és logica ja que formen un complex proteic. No obstant, d’aquest
resultat no podem inferir necessariament que totes les proteines del complex ciclina A-CDK2
coprecipiten amb PCAF, ja que pot ser que estiguem precipitant diferents tipus de complexes:

per una banda, ciclina A-CDK2, i per una altra, ciclina A-PCAF.
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Figura 9. PCAF i ciclina A coimmunoprecipiten.
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cOK2 PCAF i CDK2.

Per saber si ciclina A i PCAF interaccionen de manera directa o indirecta es van fer assajos
de Surface Plasmon Resonance (SPR). En aquests experiments, PCAF (proteina purificada,
sense GST) es va acoblar a un carril d’'un xip de dextrans carboximetilats (CM5) utilitzant el
meétode d’acoblament per amines. Per aquest mateix métode es va fer la fixacié d’un carril
control, que seria tractat com a superficie de referéncia. Tot seguit es va fer passar una solucid
que contenia ciclina A purificada (i sense GST) pels carrils control i PCAF. La interaccié entre la
ciclina A i la superficie control o la superficie amb PCAF es troba representada al sensograma
de la figura 10, on es mostren les unitats de ressonancia (provocades per la interaccié de
ciclina A amb la superficie del xip) al llarg del temps. La conclusié d’aquest experiment és que

la ciclina A interacciona amb PCAF de manera directa.
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Figura 10. Ciclina A i PCAF interaccionen directament. Per tal de comprovar si la interaccié de ciclina A amb PCAF
és directa o indirecta, es van fer assajos de SPR (veure “Materials i Métodes”) on PCAF purificada o bé un blanc es
fixaven a un xip tipus CM5. Posteriorment, s’injectava una solucié control o amb ciclina A purificada per sobre del
xip. La interaccid entre les proteines és detectada per uns sensors i es representa amb un sensograma com el de la

figura. Per fer aquests experiments es va utilitzar un BlAcore T100.
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Tot seguit ens vam proposar determinar en quin moment del cicle cel-lular té lloc la
interaccio de ciclina A i PCAF. Vam transfectar cél-lules HeLa amb YFP-PCAF i HA-ciclina A i les
vam sincronitzar utilitzant timidina i nocodazol. Per tal d’obtenir cél-lules en fase S, vam tractar
les cel-lules transfectades amb un doble bloqueig de timidina. Per obtenir el punt de G,/M,
vam alliberar les cel-lules del bloqueig de timidina i els vam posar medi fresc durant 4 h, al cap
de les quals vam recollir el punt. El punt de metafase procedeix de cel-lules tractades durant
16 h amb nocodazol, i el punt de G; procedeix de cel-lules tractades 16 amb nocodazol i
després rentades i posades en medi fresc durant 3-4 h. Finalment, vam realitzar IPs amb anti-
HA amb aquests extractes de cél-lules transfectades i en diferents fases del cicle i vam analitzar
les mostres per WB. Al panell de I'esquerra de la figura 11 hi ha una analisi dels nivells de
diferents proteines en els extractes cel-lulars. Veiem que els nivells de CDK2 sén practicament
constants al llarg del cicle, mentre que els de histona H3 fosforilada només sén alts a la
metafase mitotica. D’altra banda els nivells de ciclina A sén alts a les fases S i G,/M, com és
esperable ja que és en aquestes fases quan actuen els complexes ciclina A-CDK2 i ciclina A-
CDK1. Pel que fa a PCAF, els seus nivells varien de la mateixa manera que els nivells de ciclina
A. Al panell de la dreta veiem el resultat de I'experiment d'immunoprecipitacié. PCAF i ciclina A
coprecipiten majoritariament a les fases S i G,/M, coincidint amb els moments en qué els seus
nivells sén més elevats. També en aquestes fases la ciclina A esta acetilada (de fet, sembla que

I'acetilacié augmenta a G,/M).
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Figura 11. Ciclina A i PCAF interaccionen a les fases S i G,/M del cicle cel-lular. Cél-lules Hela transfectades amb
YFP-PCAF i HA-ciclina A van ser sincronitzades utilitzant timidina i nocodazol (veure “Materials i Métodes”). Es van
recollir mostres representatives de diferents fases del cicle i els nivells de diferents proteines es van analitzar per
WB (panell esquerre). Els extractes cel-lulars també van ser sotmesos a IP amb anticossos anti-HA o 1gG com a

control, i I'analisi per WB de les proteines precipitades es mostra al panell de la dreta.
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2.5. Identificacio dels residus de lisina que s’acetilen

A continuacid ens vam proposar descobrir quins residus de lisina de la ciclina A eren
acetilats per PCAF in vitro. La ciclina A presenta 31 residus de lisina (figura 12). Com a primera
aproximacié per identificar quins d’aquests residus s’acetilen, vam tenir en compte el treball
de (Fung et al.,, 2005), on s’identifiquen les lisines 37, 54 i 68 de la ciclina A com a llocs
d’ubiquitinitzacié. Aquest i altres treballs anteriors (den Elzen and Pines, 2001; Geley et al.,
2001) indiquen que a la regié compresa entre els aminoacids 1 i 171 de la ciclina A és on es
troben els dominis implicats en la seva degradacié: la D-box, que és reconeguda per la
magquinaria de degradacié de la cel-lula, i les lisines susceptibles de ser ubiquitinitzades. Els
mutants de ciclina A que no presenten aquests primers 171 aminoacids sén estables, ja que no
poden ser ubiquitinitzats ni per tant degradats pel sistema ubiquitina-proteasoma (Fung et al.,

2005).

CICLINA A
1 171 I Residus de lisina
O D-box
B Extended D-box
@ Cyclin box

Figura 12. Esquema dels dominis de la ciclina A i la localitzacié dels seus residus de lisina.

A més, tal i com hem explicat a la introduccid, la ubiquitinitzacid i I'acetilacié sén dos tipus
de modificacions post-traduccionals que poden experimentar els residus de lisina i sén
mutuament excloents en el mateix residu, de manera que es poden donar situacions de
competéncia que marquin 'estabilitat d’una proteina (és a dir, si un determinat residu és
ubiquitinitzat, la proteina es degrada, mentre que si aquest mateix residu s’acetila, la proteina
és estable). Per tots aquests motius vam decidir analitzar si hi havia residus de lisina dins de la

regié que va dels aminoacids 1 al 171 de la ciclina A que poguessin ser llocs d’acetilacid.

Per assolir aquest objectiu es va recorrer a la tecnica del spot-mapping. Aquesta técnica

consisteix en la generacid, a partir de la seqliéncia de la ciclina A en aquest cas, de peptids

d’uns 10 aminoacids que contenen una lisina a la part central. Aquests peptids es col-loquen

103



Resultats

sobre una membrana de cel-lulosa i se sotmeten a un assaig d’acetilacié in vitro, utilitzant
PCAF com a acetilasa i acetilCoA™C com a cofactor. L’acetilacié d’un péptid de la histona H3
s’utilitza com a control positiu de la reaccid. Tal i com s’aprecia a la figura 13, els péptids 3, 4,
7,911 s’acetilaven, i aix0 es tradueix en qué les lisines 54, 68, 95 i 112 son llocs acetilats per

PCAF in vitro.

1. KSTGGKAPRKQ (HISTONA H3)

2. NINPEKAAPVQQ K37 ® il
R ALAVLESGNPRG K54 H3 34 7 9 11
4. QQQRPKTRRVAP K68

5.  RVAPLKDLPVND K76 3. K54

6. EHVTVPPWKANS K91 4. K68

7.  ANSKQPAFTIHV K95 7. K95

8. TIHVDEAEKEAQ K108 9. K1121 K113
9. EAQKKPAESQ K112/113 1. K112

10. EAQRKPAESQ K113

11. EAQKRPAESQ K112

12. PAESQKIEREDA K119

13. SLPGPRKPLVPL K139

14. VLEDEKPVSVNE K168

Figura 13. Spot-mapping de la ciclina A. Esquerra: seqliéncies dels peptids utilitzats en |'assaig. Dreta:

autoradiografia de la membrana.

Per comprovar si aquests residus podien ser llocs d’acetilacié dins la conformacié de la
proteina ciclina A sencera, es va generar el mutant ciclina A 4R, que presentava les lisines 54,
68, 95 i 112 mutades a arginina (R), un aminoacid que preserva l'estructura de I'aminoacid
lisina (K), pero que no pot ser acetilat. En realitzar assajos d’acetilacid in vitro comparant la
ciclina A wild type (WT) amb la ciclina A 4R, es va veure que clarament la ciclina A 4R no és

acetilada in vitro per PCAF.
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| € GST-HAT,ce S W W | <€ GST-HAT.qq
2 45—
- ‘n&
31— =~
- B « csT - - . | <€ GST

Figura 14. Acetilacio in vitro de ciclina A WT versus 4R. Les proteines ciclina A WT i 4R es van sotmetre a assajos
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d’acetilacio in vitro utilitzant el domini HAT de PCAF com a acetilasa, I'autoacetilacié de PCAF com a control positiu,
i GST com a control negatiu. Esquerra: autoradiografia; dreta: control de carrega de les proteines utilitzades per

I’assaig tenyit amb blau de Coomassie.

Finalment vam voler comprovar si aquestes lisines de la ciclina A acetilades in vitro podien
ser llocs d’acetilacié de la proteina in vivo. Per aquest motiu es van generar les construccions
Flag-ciclina A WT i Flag-ciclina A 4R, es van transfectar a cél-lules Hela i es van realitzar IPs amb
anticossos anti-Flag, seguits de WB amb anticossos anti-acetil-lisina. Com s’aprecia a la figura
15, la ciclina A WT s’acetila, mentre que la ciclina A 4R practicament no s’acetila gens,

demostrant que les lisines 54, 68, 95 i 112 sén els llocs majoritaris d’acetilacié in vivo.

IP FLAG
IgG WT 4R

S e | < Fag-CYC A

e < Ac-CYC A

Figura 15. Acetilacio in vivo de ciclina A WT versus 4R. Es van transfectar cel-lules HeLa amb Flag-ciclina A WT o bé
Flag-ciclina A 4R, es van realitzar IPs amb anti-Flag o IgG com a control, i tot seguit les mostres van ser resoltes en un
gel de SDS-acrilamida, van ser transferides a una membrana de nitrocel-lulosa i es van analitzar per WB amb anti-

Flag i anti-acetil-lisina.

2.6. Estudi de I'efecte de I’acetilacio de la ciclina A

@ Analisi de la vida mitja

Per tal d’estudiar els efectes de I'acetilacié de la ciclina A vam transfectar cél-lules Hela
amb les construccions Flag-ciclina A WT (wild type) o Flag-ciclina A 4R (mutant no acetilable) i
vam analitzar diferents parametres. En primer lloc, donat que els residus acetilables es troben
en una regié molt important per 'estabilitat de la ciclina A, vam comparar la vida mitja de
ciclina A WT i 4R. Es van transfectar cel-lules HeLa amb Flag-ciclina A WT o bé Flag-ciclina A4R i
posteriorment es van tractar amb cicloheximida durant els temps indicats a la figura 16. Tal i

com s’observa a la figura, a les 6 h de tractament amb cicloheximida la quantitat de proteina
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Flag-ciclina A WT ha quedat reduida a la meitat, mentre que encara queda més del 80% de la
proteina 4R. Per tant, el mutant 4R té una vida mitja més llarga que la proteina WT; és a dir, és

més estable.

CYCAWT CYCA4R
02468 02468 hCHX

[T I_—-|< Flag-CYC A
S (- < CDK?

o
£
2 ——CYCAWT
5 “—CYCA4R
=2
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

hores CHX

Figura 16. Vida mitja de ciclina A WT versus 4R. Cél-lules Hela van ser transfectades amb Flag-ciclina A WT 0 4R i
24 h post-transfeccidé van ser tractades amb cicloheximida (CHX) durant els temps indicats. Els extractes cel-lulars
van ser analitzats per WB amb anticossos anti-Flag i anti-CDK2 (aquest ultim es va fer servir com a control de
carrega). A la grafica es presenten les dades * SE corresponents a 8 experiments independents. SE, error

estandard.

A continuacié ens vam plantejar la necessitat de trobar unes condicions on la ciclina A
endogena estigués molt acetilada per tal de poder comparar la seva vida mitja amb la d’'una
ciclina A en condicions normals. Per aixdo vam comprovar 'estat d’acetilacioé de la ciclina A en
cel-lules control i cel-lules que havien estat tractades durant 16 h amb diferents inhibidors de
deacetilases (NaB i TSA). Com es pot veure a la figura, les cél-lules tractades amb inhibidors de
deacetilases presenten nivells elevats d’acetilacié d’histones, i quan fem IP contra la ciclina A
endogena resulta que aquesta proteina també esta molt acetilada. Si analitzem la vida mitja de
la ciclina A en aquestes condicions, veiem que és més curta a les cél-lules tractades amb NaB i
TSA. Per tant, sembla que I'acetilacid de la ciclina A la fa menys estable, és a dir, I'acetilacié
podria conduir a la degradacié de la ciclina A. De fet, si ens fixem en els nivells totals de ciclina

A als extractes cel-lulars (apartat (a), panell superior a I'esquerra) veiem que la quantitat
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d’aquesta proteina es veu disminuida en els tractaments amb inhibidors de deacetilases,

suggerint que I'acetilacié podria conduir a la seva degradacio.

a
coK2 > - < AcCYC A
Ac-histones » -
b Control NaB TSA

0 2 46 8 0 2 46 8 0 2 4 6 8 hCHX

< CYCA

% proteina

hores CHX

Figura 17. Comparacié de la vida mitja de la ciclina A en diferents condicions. (a) Cel-lules HCT-116 van ser
tractades amb els inhibidors de deacetilases NaB (4 mM) i TSA (200-500 nM) o amb DMSO (vehicle de la solucié de
TSA) com a control. Després de 16 h de tractament es van preparar els extractes cel-lulars i es van analitzar per WB
utilitzant anticossos anti-ciclina A, CDK2, acetil-lisina i actina (esquerra). Part dels extractes es va utilitzar per
realitzar IPs amb anticossos anti-ciclina A o IgG com a control, seguit de I'analisi per WB amb anticossos anti-ciclina
A i anti-acetil-lisina (dreta). (b) Es van sotmetre cél-lules HCT-116 als mateixos tractaments explicats a I'apartat (a),
i a continuacio es va afegir cicloheximida (CHX) al medi de cultiu i es van recollir mostres als temps indicats. Els
extractes cel-lulars van ser analitzats per WB amb anticossos anti-ciclina A i anti-CDK2 (aquest ultim es va fer servir

com a control de carrega). A la grafica es presenten les dades * SE corresponents a 6 experiments independents.

Existeixen diferents treballs que afirmen que el canvi de I'aminoacid lisina per una
glutamina mimetitza els efectes de |'acetilacid. Per exemple, aquest canvi en un lloc

d’acetilacio de la histona H4 fa que aquesta es comporti de la mateixa manera que quan esta
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acetilada (Hecht et al., 1995). A la figura 18 es mostra la similitud estructural entre un residu

de lisina acetilat i I'aminoacid glutamina (Li et al., 2002).

i
. | .
Lys (K) NHa— (CH2)« —(I: —C00
NH3 Figura 18. El canvi lisina < glutamina mimetitza els
e H efectes de I'acetilacié. Representacié esquematica de
CHe h
Acetylated Lys ;'__—rq-i—(cmlc—cl‘. -COo0 la similitud estructural entre els residus de lisina
. bl acetilats i 'aminoacid glutamina. Extret de (Li et al.,
NH2 |'|| 2002).
Gin (Q) _;C ~CH2—CHe—C—C00
d S

Tenint en compte aquesta dada, vam generar el mutant ciclina A 4Q i vam analitzar la seva
vida mitja en comparacié amb la de ciclina A WT i 4R. Com a resultat vam obtenir que la vida
mitja del mutant ciclina A 4Q és inferior a la del mutant 4R, pero una mica més llarga que la de
ciclina A WT. Per tant, aquest mutant no reflecteix prou acuradament el comportament de la
ciclina A acetilada que hem mostrat anteriorment. Aquesta diferéncia podria ser causada per
canvis conformacionals en el mutant 4Q que afectin el seu reconeixement pel proteasoma, per

exemple.

100
e g0 { —~—CYCAWT
s —=-CYCA4R
= P ——CYCA4Q
= 401
20
0 .
0 2 4 6
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Figura 19. Comparacioé de la vida mitja de ciclina A WT, 4R i 4Q. Cel-lules Hela van ser transfectades amb Flag-
ciclina A WT, 4R o 4Q. 24 h post-transfeccié van ser tractades amb cicloheximida durant els temps indicats. Les
mostres dels extractes cel-lulars van ser resoltes en un gel de SDS-acrilamida i analitzades per WB amb anticossos
anti-Flag i anti-CDK2 (aquest ultim va ser utilitzat com a control de carrega). A la figura es mostra la grafica resum
del percentatge de proteina present a les mostres al llarg dels temps indicats de tractament amb cicloheximida. Els

resultats sdn la mitjana + SE de 8 experiments independents.
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Tornant als resultats anteriors mostrats a la figura 17, sembla que I'acetilacié de la ciclina A
podria conduir a la seva degradacié. Com que la ciclina A es degrada via proteasoma, ens vam
plantejar que seria interessant veure si la ubiquitinitzacié i I'acetilacié de la ciclina A es donen
alhora. Si fos aixi, podriem concloure que probablement I'acetilacié de la ciclina actua com una
senyal que comportaria la seva ubiquitinitzacié i posterior degradacié. Per tal d’analitzar
aquesta possibilitat, vam estudiar I'estat d’acetilacié i ubiquitinitzacié de la ciclina A en
diferents estadis del cicle cel-lular. Sabem que la ciclina A s’expressa a partir de l'inici de la fase
S i es degrada a partir de la prometafase mitotica. Per aquest motiu vam decidir transfectar
cél-lules HeLla amb Flag-ciclina A WT i sincronitzar-les al principi de la fase S mitjancant un
doble bloqueig de timidina. També vam tractar les cél-lules amb I'inhibidor del proteasoma
ALLN per tal de permetre I'acumulacié de formes poliubiquitinitzades de la ciclina A. Tot seguit
vam alliberar les cél-lules del bloqueig tot posant-los medi fresc, i vam recollir punts de
cél-lules a diferents temps fins arribar a la mitosi. Vam fer un seguiment per FACS d’aquestes
mostres (figura 20a), i una part la vam utilitzar per a fer experiments d’IP amb anticossos anti-
Flag, seguit de I'analisi per WB de I’estat d’acetilacié i d’ubiquitinitzacié de la ciclina A (figura
20b). En les nostres condicions experimentals, després del doble bloqueig de timidina les
cél-lules es troben en fase S (0h), i a les 4 h de ser alliberades ja es troben a G,/M. Ales 7 h
estan finalitzant la mitosi i comencem a tenir una poblacié cel-lular en G;. Si ens fixem en
I'apartat (b) de la figura, veiem que hi ha un pic d’acetilacié de la ciclina A entre les 4i 6 h,
coincidint amb la seva maxima ubiquitinitzacid. Per tant, aquest experiment recolza la hipotesi

de que l'acetilacid i la ubiquitinitzacié de la ciclina A es donen simultaniament.
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b IP FLAG

+ - 4+ + + 4+ + 4+ + + ALLN
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Figura 20. L’acetilacié i la ubiquitinitzacié de la ciclina A es donen simultaniament. (a) Seguiment per FACS de la
distribucié al llarg del cicle cel-lular de cél-lules Hela transfectades amb Flag-ciclina A WT i sincronitzades amb
doble bloqueig de timidina. A partir del temps 0 h les cél-lules van ser alliberades del bloqueig, recollides als temps
indicats, i després fixades i tenyides amb iodur de propidi segons el protocol descrit a I'apartat “Materials i
Meétodes”. (b) Cel-lules Hela van ser transfectades amb Flag-ciclina A WT, sincronitzades amb un doble bloqueig de
timidina i després alliberades i recollides als temps indicats a la figura. També van ser tractades amb ALLN durant
16 h. Els extractes cel-lulars obtinguts van ser sotmesos a IP amb anticossos anti-Flag o 1gG com a control.
Posteriorment es va realitzar I’analisi per WB de les mostres amb anticossos anti-Flag (panell superior) i anti-acetil-
lisina (panell inferior). Una exposicio curta del WB anti-Flag es mostra al panell del mig, com a control de la carrega
de ciclina A. Al segon carril es mostra un control de cél-lules assincroniques no tractades amb ALLN per comprovar

que la droga funciona.

@ Efecte del mutant 4R sobre el cicle cel-lular

A continuacié vam voler profunditzar en els efectes que podria tenir sobre el cicle cel-lular
la sobreexpressié del mutant no acetilable 4R. Per aixd vam transfectar cel-lules HeLa amb les
construccions CFP-ciclina A WT o CFP-ciclina A 4R. Al cap de 48 h van ser fixades i vam analitzar
per FACS el cicle de la poblacié de cel-lules transfectades (figura 21). En comparacié amb un
cicle control (cél-lules transfectades amb un vector buit), les cel-lules transfectades amb ciclina
A WT presenten un lleuger increment del percentatge de cél-lules que es troben a les fases S i
G,/M. En el cas de les cél-lules que sobreexpressen el mutant 4R aquest increment és molt més
gran, amb practicament un 45% de les cél-lules aturades a la fase G,/M. Per tant, |'estabilitat

del mutant 4R té com a consequéncia I'aturada del cicle cel-lular a G,/M, tal i com succeeix
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emprant mutants de ciclina A no degradables que presenten delecions de la D-box o dels

primers 90 o 171 aminoacids (den Elzen and Pines, 2001; Fung et al., 2005; Geley et al., 2001).

100%
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Figura 21. El mutant 4R provoca l'aturada del cicle cel-lular a G,/M. Cél-lules Hela van ser transfectades amb un
vector buit (control) o bé amb CFP-ciclina A WT o CFP-ciclina A 4R. 48 h després van ser recollides, fixades i
tenyides amb iodur de propidi per marcar el seu contingut en DNA. Finalment van ser analitzades per FACS (panell
inferior). Els percentatges de cel-lules en cada fase estan representats a la grafica. Els resultats mostrats
corresponen a un experiment representatiu de tres experiments independents. A la figura també es mostra un

control dels nivells d’expressié de CFP-ciclina A WT i 4R.

Amb I'analisi per citometria no podem distingir entre les cél-lules que es troben a les fases
G, o M del cicle cel-lular perque en totes dues el contingut de DNA és el mateix (4n, perque ja
s’ha produit la replicacid), per aixo parlem de cél-lules que es troben a G,/M. Per tal de poder
fer aquesta distincid, vam transfectar cél-lules HeLa amb les construccions HA-@, HA-ciclina A
WT i HA-ciclina A 4R i després vam fer tincions per immunocitoquimica per visualitzar les
cél-lules transfectades i les que es trobaven en mitosi. Com s’aprecia a la figura, a les
preparacions on haviem transfectat el mutant 4R hi havia més cél-lules mitotiques (positives
per la tinci6 amb anti-histona H3 fosforilada). Una analisi més acurada ens va permetre
determinar que les cél-lules mitotiques transfectades amb el mutant 4R es trobaven
majoritariament aturades a la metafase. A la taula presentem el resum del comptatge del
nombre de cél-lules transfectades amb les tres construccions que van donar positiu per la

tincié de la histona i el percentatge d’aquestes cel-lules que es trobava en metafase mitotica.

111



Resultats

0,
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(promig £ SD)  (promig + SD) (promig * SD)

HA-@ 4027 1.72+0.45 0.37 £ 0.04 2268 + 3.63
HA-CYC AWT 3066 1.65+0.25 0.59 +0.11 35.05%+1.75
HA-CYC A 4R 3604 4.68 +0.32 3.36 £ 0.24 71.92 £ 0.58
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Figura 22. El mutant 4R provoca un increment del nombre de cél-lules en mitosi. Cel-lules HelLa van ser
transfectades amb les construccions HA-@, HA-ciclina A WT i HA-ciclina A 4R. 24 h després van ser fixades i les
mostres es van analitzar per immunocitoquimica utilitzant anticossos anti-HA i anti-H3 fosforilada. Els nuclis van
ser tenyits amb DAPI. Les fletxes assenyalen cel-lules transfectades en mitosi. A la part superior de la figura es
mostra una taula resum del comptatge de les cel-lules transfectades presents a les mostres. El percentatge de
mitosis i el de metafases estan fets en relacid al total de cél-lules transfectades, mentre que a I'Gltima columna es

presenta el percentatge de metafases en relacié al nombre de cel-lules en mitosi. SD, desviacié estandard.

Mentre que per FACS s’observa que hi ha aproximadament un 45% de cel-lules
transfectades amb ciclina A 4R que s’aturen a G,/M, fent comptatges només veiem un 4,68%

de cel-lules en mitosi. Una explicacié podria ser que aquest mutant, pel fet de ser més estable,
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d’alguna manera provoqués un alentiment en la progressio del cicle de la fase G, cap a M. Una
altra explicacid possible prové de les limitacions de la propia tecnica: les cél-lules mitotiques
son arrodonides i es troben només debilment enganxades a la superficie de la placa de cultiu
(en el nostre cas, dels cobreobjectes). En fer els successius rentats del procés
d’'immunocitoquimica es van perdent cél-lules mitotiques, cosa que no passa quan es recullen
les cel-lules per al seu posterior analisi per FACS. Aquest problema es va veure especialment
aguditzat en el cas de les mostres recollides al cap de 48 h d’expressio, per aixo les imatges
procedeixen de cél-lules recollides al cap de 24 h. Igualment, tot i que el percentatge de
mitosis del mutant 4R sigui petit, continua sent unes tres vegades superior al nombre de
mitosis de les cél-lules control o les transfectades amb ciclina A WT. | pel que fa al percentatge
de metafases, en el cas de la ciclina A 4R és més de cinc vegades superior a les altres dues

condicions.

@ Analisi de la ubiquitinitzacio de ciclina A WT i 4R

Tot seguit vam passar a analitzar les causes de la major estabilitat del mutant 4R. Aquesta
caracteristica podria ser causada per un defecte en la seva ubiquitinitzacid. Per aquest motiu
vam comparar la ubiquitinitzacio in vitro i in vivo de ciclina A WT i 4R. Per fer els experiments
d’ubiquitinitzacid in vitro es van traduir in vitro les construccions Flag-ciclina A WT i 4R, tot
marcant-les radioactivament amb metionina®S. A continuacié es van incubar amb una barreja
que contenia, entre d’altres components, moléecules d’ubiquitina, un enzim activador
d’ubiquitines E1, la E2 Ubch10 i la E3 ubiquitina Iligasa Cdh1. Les reaccions d’ubiquitinitzacio es
van aturar a diferents temps per veure com progressava la generaci6 de formes
poliubiquitinitzades. A la figura veiem que la generacié de formes poliubiquitinitzades en el cas
del mutant 4R comencga més tard que en el cas de la ciclina A WT i que la proporcié d’aquestes

formes és menor.

Figura 23. Ubiquitinitzacid in vitro de ciclina A WT i 4R. Les construccions

CYC A + Cdh1

e —— Flag-ciclina A WT i 4R van ser traduides in vitro i marcades amb
WT 4R

2 510" 2' 5 10’ metionina®>S. Posteriorment van ser incubades amb una mix

d’ubiquitinitzacié que contenia la ubiquitina lligasa Cdhl, Ubch10, E1 i
ubiquitina, entre d’altres components. Les reaccions van ser aturades als
Ub Flag-CYC A temps indicats a la figura. Les mostres es van resoldre en un gel de SDS-

acrilamida que tot seguit es va incubar amb liquids de fluorografia i va ser

assecat. Finalment, el gel es va posar en contacte amb un film
< Flag-CYC A d’autoradiografia i es va realitzar una exposicié de 16 h a -80°C. La figura

correspon al resultat de |'autoradiografia.
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Per comprovar la seva capacitat d’ubiquitinitzacié in vivo, es van transfectar cel-lules Hela
amb les construccions Flag-ciclina A WT o 4R juntament amb HA-ubiquitina. Més endavant
aquestes cel-lules van ser tractades amb l'inhibidor del proteasoma ALLN i finalment es van
realitzar IPs amb anticossos anti-Flag amb aquests extractes cel-lulars. Com es pot apreciar a la
figura 24, als carrils de les mostres transfectades amb ciclina A WT apareixen formes d’elevat
pes molecular que es corresponen amb diferents graus d’ubiquitinitzacié de la proteina,

mentre que el grau d’ubiquitinitzacié de la ciclina A 4R és molt menor.

Input IP FLAG IP FLAG
ALLN: - + + + + - + + + + - + + <+
s O O -
=g 3BEExg B5:% ¢
Ub Flag-CYC A
— —
'- ‘ <Flag-CYC A
WB FLAG WB FLAG WB HA

Figura 24. Ubiquitinitzacio in vivo de ciclina A WT, 4R i 4Q. Cel-lules Hela van ser transfectades amb les construccions
HA-ubiquitina i Flag-ciclina A WT, 4R o 4Q. 24 h post-transfeccié van ser tractades amb I'inhibidor del proteasoma ALLN
durant 16 h. Finalment, es van realitzar IPs amb els extractes cel-lulars utilitzant anticossos anti-Flag o 1gG com a
control. Les mostres van ser analitzades per WB amb anticossos anti-Flag (panell del mig) i anti-HA (panell dret). Al
panell esquerre hi ha una mostra dels extractes on es pot observar que I’ALLN provoca un augment dels nivells de la

ciclina A a causa de la seva capacitat d’inhibir el proteasoma.

Tot i que el mutant ciclina A 4Q no acaba de comportar-se exactament igual que la ciclina
acetilada, igualment el vam incorporar en aquest experiment per veure si podia ser
ubiquitinitzat. D’aquesta manera vam comprovar que el mutant 4Q s’ubiquitinitza tant com la
ciclina A WT. Aixi doncs, la manca d’ubiquitinitzacié del mutant 4R ens estaria indicant que cal
que les lisines 54, 68, 95 i 112 estiguin acetilades per tal que posteriorment es pugui

ubiquitinitzar la ciclina A en altres residus de lisina diferents.
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@ Interaccié amb la maquinaria de degradacié

Un possible motiu pel qual el mutant 4R no s’ubiquitinitza gaire és perque la seva
interaccid amb components de la maquinaria degradativa de la cel-lula podria estar afectada
per la manca d’acetilacid. En aquest sentit vam realitzar experiments en els que vam
transfectar cel-lules (ho vam provar amb diferents tipus cel-lulars, sempre amb els mateixos
resultats: Hela, 293T i HCT-116) amb Flag-ciclina A WT o 4R, i a continuacié vam realitzar
experiments d’'immunoprecipitaci6 amb anticossos anti-Flag. Tot seguit vam analitzar les
mostres per WB amb anticossos dirigits contra diferents components de la maquinaria
degradativa de la cel-lula, per veure si hi havia canvis en la interaccié amb ciclina A WT o 4R.
Com s’aprecia a la figura 25a, la interaccid de ciclina A 4R amb Cdc20 i APC3/Cdc27
(components del complex APC/C) no varia, perd en canvi presenta una major interaccié amb
Cdh1 (un altre coactivador d’APC/C) que la ciclina A WT. D’altra banda, la ciclina A 4R també
interacciona molt més que la ciclina A WT amb CDK2, CDK1 i Cks 1/2 (en el cas d’aquesta
ultima, recentment s’ha publicat que és necessaria pel reconeixement del complex ciclina A-

CDK2 per part de Cdc20 (Wolthuis et al., 2008)).

El fet que el mutant no acetilable interaccioni més que la ciclina A WT amb certes
proteines podria estar indicant que |'acetilacid, a part de regular la degradacié de la ciclina A,
esta jugant un paper en la regulacié de les interaccions amb altres proteines, com ara Cdh1 i
les CDKs 1 i 2. La major interaccié de ciclina A 4R amb les Cks 1/2 probablement és una
consequencia indirecta derivada de la major interaccié amb CDK2, ja que les Cks interaccionen
directament amb CDK2 i no amb la ciclina A. L'extrem amino terminal de la ciclina A
(aminoacids 1 al 171) encara no ha estat cristallitzat, i per tant no se sap quina estructura
tridimensional té. Es possible que I'acetilacié (ciclina A WT) o la manca d’acetilacié (4R)
provoquin canvis conformacionals en aquesta regid que acabin afectant la interaccié amb
altres proteines. O bé podria ser senzillament que aquestes lisines siguin llocs importants per
la regulacié de la interaccid amb altres proteines, i la seva abséencia (mutant 4R) faci que

aquestes interaccions siguin més fortes.
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Figura 25. Comparacié de la interaccié de ciclina A WT i 4R amb diferents proteines. (a) Cél-lules 293T

assincroniques van ser transfectades amb Flag-ciclina A WT o 4R i amb els extractes cel-lulars resultants es van

realitzar IPs utilitzant anticossos anti-Flag o IgG com a control. Posteriorment es va realitzar I'analisi per WB de les

proteines precipitades amb anticossos anti-Flag, Cdc20, Cdh1, APC3/Cdc27, CDK1, CDK2 i Cks 1/2. Paral-lelament,
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cél-lules 293T van ser cotransfectades amb Flag-Cdc20 i CFP-ciclina A WT o 4R, o bé amb HA-Cdh1 i Flag-ciclina A
WT o0 4R, i es van fer IPs amb anti-Flag en el primer cas, i anti-HA en el segon, seguides de WB amb anticossos anti-
Flag, GFP i HA. (b) Cel-lules HCT-116 van ser transfectades amb Flag-ciclina A WT o 4R i sincronitzades a la transicio
G,/S o bé a mitosi mitjancant un doble bloqueig de timidina. Amb els extractes cel-lulars es va seguir el mateix
procediment explicat a I'apartat (a). En aquest apartat no es mostra la coprecipitacié de ciclina A WT o 4R amb Cks
1/2 perqué a les ceél-lules HCT-116 aquesta interaccié no es dona. D’altra banda, als panells inferiors només es
mostra la cotransfeccié amb HA-Cdh1 en el cas de la fase S, i amb Flag-Cdc20 a mitosi, ja que és principalment en

aquestes fases quan aquestes proteines es troben presents.

L’experiment mostrat a la figura 25a va ser realitzat en cel-lules assincroniques. Per tal de
saber si la diferencia d’interaccions que mostren ciclina A WT i 4R és dependent de la fase del
cicle cel-lular, es van transfectar cél-lules HCT-116 amb Flag-ciclina A WT o 4R i es van
sincronitzar amb un doble bloqueig de timidina. Es van recollir mostres al principi de la fase S i
a mitosi i es van realitzar experiments d’'immunoprecipitacio, seguits de I'analisi d’interaccions
amb Cdh1, Cdc20, APC3/Cdc27, CDK1, CDK2 i Cks 1/2. Els resultats obtinguts es mostren a la

figura 25b i sén els mateixos que amb cel-lules assincroniques.

A la figura també s’observa que es van transfectar cél-lules amb Flag o CFP-ciclina A WT o
4R al mateix temps que sobreexpressavem Flag-Cdc20 o HA-Cdh1. Aquests experiments es van
fer per a veure més clarament la diferencia d’interaccié entre ciclina A WT o 4R amb Cdc20 i
Cdh1 (ja que fent la IP amb anti-Flag a partir de cel-lules transfectades amb Flag-ciclina A WT o

4R no s’apreciava gaire aquesta diferéncia).

Com que la ciclina A 4R presenta una major interaccié amb CDK2 i 1, vam voler investigar si
aixo es tradueix en una major activitat quinasa d’aquests complexes. Per aquest motiu vam
transfectar cél-lules HeLa amb Flag-ciclina A WT o 4R, i amb els extractes cel-lulars vam
realitzar IPs amb anticossos anti-Flag o bé anti-CDK2. Seguidament es van realitzar assajos
quinasa amb les proteines precipitades. Els resultats es mostren a la figura 26. Obviament, com
que hi ha més interaccio entre la ciclina A 4R i CDK2 que entre ciclina A WT i CDK2, en el primer
cas l'activitat quinasa associada és més gran que en el segon, tal i com ho mostra la imatge de
la fosforilacié de la histona H1. Ara bé, en normalitzar la fosforilacié de la histona H1 per la
guantitat de CDK2 immunoprecipitada, si els complexes formats per ciclina A WT i els formats
per ciclina A 4R fossin igualment actius, no hauriem de trobar diferencies d’activitat. No
obstant, a les grafiques veiem que aquest no és el cas, i que el complexes ciclina A 4R-CDK2

son més actius que els complexes formats per la ciclina A WT. Aquest fet ens indica que quan
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la ciclina A no es pot acetilar, no només forma més complexes amb CDK2, sind que per algun

motiu aquests complexes sén més actius.
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Figura 26. Els complexes ciclina A 4R-CDK son més actius que els formats per ciclina A WT. (a) Cél-lules Hela van
ser transfectades amb Flag-ciclina A WT o 4R, i posteriorment es van realitzar IPs amb anticossos anti-Flag o 1gG
com a control, seguides d’un assaig quinasa amb ATP marcat radioactivament amb 2p (veure “Materials i
Meétodes”). La fosforilacié de la histona H1 va ser detectada amb Phosphorimager i es mostra al panell inferior.
Paral-lelament, una part de les IPs va ser analitzada per WB amb anticossos anti-Flag i anti-CDK2 per a conéixer la
quantitat de ciclina A i CDK2 immunoprecipitada (panells superior i central). A la part inferior de la figura es mostra
una grafica de la normalitzacié de la fosforilacié de la histona H1 en relaci6 amb la quantitat de CDK2
immunoprecipitada. Els resultats mostrats provenen de la normalitzacié de 3 experiments independents + SE. (b)
El mateix que a I'apartat (a), pero fent la IP amb anticossos anti-CDK2. L’asterisc marca bandes inespecifiques

detectades per I'anticos anti-Flag.

2.7. Interaccio de ciclina A amb Histona Deacetilases (HDACs)

Com s’explicava a I'apartat d’Introduccid, I'acetilaciéd de proteines és un procés dinamic,
que in vivo es troba sotmes a les accions oposades de les acetilases i les deacetilases. Per
aquest motiu ens vam interessar en buscar les HDACs que podrien deacetilar la ciclina A. Com
a primera aproximacio, vam fer experiments de pull down on incubavem proteines purificades
(GST, GST-CDK2, GST-ciclina A i GST-p27) acoblades a beads de sefarosa amb extractes de
cél-lules HCT-116. A continuacié, vam analitzar per WB la preséncia de HDAC1 i 2 en els
precipitats. Com mostrem a la figura 27a, la HDAC1 coprecipita amb ciclina A i també amb

CDK2 i p27, mentre que la HDAC2 només coprecipita amb CDK2.
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Per acabar de confirmar si in vivo existeix la interaccié entre ciclina A i HDAC1, es van
cotransfectar cél-lules HCT-116 (i també 293T) amb les construccions HA-ciclina A i Flag-
HDACL. Tot seguit es va realitzar la IP amb anti-Flag, i les mostres van ser analitzades per WB
amb anticossos anti-HA i anti-Flag. A la figura 27b veiem clarament que ciclina A i HDAC1

interaccionen in vivo.

a GST CDK2 CYCA p27 b P
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Figura 27. La ciclina A interacciona amb HDAC1. (a) Experiment de pull down realitzat amb proteines purificades
(GST, GST-CDK2, GST-ciclina A i GST-p27) acoblades a beads de CNBr-sefarosa. Aquestes beads van ser incubades
amb extractes de cél-lules HCT-116. Després de realitzar el pull down (veure “Materials i Métodes”), les mostres es
van resoldre en un gel de SDS-acrilamida i van ser analitzades per WB amb anti-HDAC1 i 2. NB, not bound (fraccié
no unida); B, bound (fraccié unida). (b) Ceél-lules 293T van ser cotransfectades amb Flag-HDAC1 i HA-ciclina A WT.
Seguidament, els extractes cel-lulars van ser sotmesos a IP amb anti-Flag o 1gG com a control, i les mostres es van

analitzar per WB amb anticossos anti-Flag i anti-HA. Imatge cedida per Miriam Vidal-Laliena.

Aguests experiments obren el cami per a futurs estudis sobre el paper de la deacetilacié de
la ciclina A per HDAC1. També podria ser interessant aprofundir en I’estudi de la interaccid de
p27 i CDK2 amb HDACs, i com afecta la interacci6 amb acetilases i deacetilases el

comportament del complex ciclina A-CDK2 i del seu inhibidor, p27.
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3. LA RELACIO ENTRE PCAF | CDK2

3.1. PCAF i CDK2 interaccionen in vivo i in vitro

Al screening inicial d’acetilacié de proteines de cicle cel-lular vam observar que CDK2 (el
component catalitic del complex ciclina A-CDK2) és acetilada in vitro per PCAF. Després d’haver
estudiat els efectes de I'acetilacié de la ciclina A ens vam endinsar en I'estudi de la relacio
entre PCAF i CDK2: com i quan interaccionen i quina és la funcié que es deriva d’aquesta

interaccio.

En primer lloc, vam utilitzar la microscopia de fluorescéncia per determinar si aquestes
proteines colocalitzen dins la cel-lula. A la figura 28 es mostren unes imatges de cel-lules COS-1
cotransfectades amb YFP-PCAF i CFP-CDK2. Com es pot apreciar, totes dues proteines
colocalitzen al nucli, tot i que també és cert que CDK2 no sempre presenta una localitzacié

exclusivament nuclear; en molts casos es troba dispersa a nucli i citoplasma.

Figura 28. CDK2 i PCAF colocalitzen al nucli cel-lular. Cel-lules COS-1 van ser cotransfectades amb YFP-PCAF i CFP-

CDK2. 24 h post-transfeccid van ser fixades per al seu posterior analisi per microscopia de fluorescéncia.

A continuaciéo vam realitzar experiments de pull down per determinar si CDK2 i PCAF
interaccionen in vitro. Vam purificar les proteines GST, GST-HAT (domini catalitic de PCAF) i
GST-PCAF, i les vam acoblar a beads de sefarosa. Tot seguit vam incubar aquestes beads amb
extractes de cel-lules HCT-116, i finalment vam analitzar per WB les proteines precipitades.
D’aquesta manera vam poder determinar, tal i com es veu a la figura 29a, que CDK2

interacciona tant amb la PCAF sencera com amb el seu domini catalitic (HAT).
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També vam fer assajos d'immunoprecipitacid per veure si PCAF i CDK2 interaccionen in
vivo. Amb aquest proposit, vam transfectar cel-lules HeLa amb YFP-PCAF i Flag-CDK2.
Posteriorment vam realitzar IPs amb anticossos anti-Flag, i vam analitzar les mostres per WB

amb anti-Flag i anti-PCAF. Com s’aprecia a la figura 29b, CDK2 i PCAF interaccionen in vivo.
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Figura 29. PCAF i CDK2 interaccionen in vitro i in vivo. (a) Experiment de pull down realitzat amb proteines
purificades (GST, GST-HAT (PCAF) i GST-PCAF) acoblades a beads de CNBr-sefarosa. Aquestes beads van ser
incubades amb extractes de cel-lules HCT-116. Després de realitzar el pull down, les mostres es van resoldre en un
gel de SDS-acrilamida i van ser analitzades per WB amb anticossos anti-CDK2. (b) Cel-lules Hela van ser
cotransfectades amb Flag-CDK2 i YFP-PCAF. Seguidament, els extractes cel-lulars van ser sotmesos a IP amb anti-
Flag o 1gG com a control, i les mostres es van analitzar per WB amb anticossos anti-Flag, PCAF i ciclina A. Una

mostra de I'extracte cel-lular s’ensenya en el primer carril com a control de la transfeccié (input).

Per determinar si la interaccid de CDK2 amb PCAF és directa o indirecta, es van realitzar
experiments de Surface Plasmon Resonance (SPR), on la proteina PCAF purificada s’acoblava a
un xip tipus CM5 i es feia circular una solucié amb CDK2 purificada per sobre d’aquest xip. Si es
produia interaccio entre CDK2 i PCAF, es generaven unes unitats de ressonancia (RU) que eren
detectades i representades en una grafica com la que es mostra a la figura 30. El que ens indica

aquest experiment és que PCAF i CDK2 interaccionen directament.

Figura 30. CDK2 i PCAF interaccionen directament.
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@ -100 per sobre del xip. La interaccid entre les proteines és
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Finalment vam estudiar en quines fases del cicle cel-lular es produeix la interaccié entre
CDK2 i PCAF. Per aix0 vam transfectar cel-lules HeLa amb Flag-CDK2 i YFP-PCAF, i a continuacio
les vam sincronitzar tal i com hem explicat anteriorment en el cas dels experiments per veure
la interaccié de ciclina A i PCAF al llarg del cicle cel-lular. Vam realitzar IPs amb anticossos anti-
Flag i vam analitzar les mostres per WB. Tal i com s’aprecia a la figura 31, CDK2 i PCAF
interaccionen fonamentalment durant les fases S i G,/M, que és quan els nivells de PCAF sén

més alts. Els nivells de CDK2 no canvien al llarg del cicle cel-lular.
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Figura 31. CDK2 i PCAF interaccionen a les fases S i G,/M del cicle cel-lular. Cél-lules HelLa transfectades amb YFP-
PCAF i Flag-CDK2 van ser sincronitzades utilitzant timidina i nocodazol (veure “Materials i Métodes”). Es van recollir
mostres representatives de diferents fases del cicle i els nivells de diverses proteines es van analitzar per WB
(panell esquerre). Els extractes cel-lulars també van ser sotmesos a IP amb anticossos anti-Flag o 1gG com a control,

i 'analisi per WB de les proteines precipitades es mostra al panell de la dreta.

3.2. PCAF inhibeix I'activitat quinasa dels complexes formats per

CDK2

Vam voler analitzar les conseqiiencies que podria tenir la interaccié de CDK2 amb PCAF.
Com que CDK2 és una quinasa, en primer lloc ens vam proposar estudiar si PCAF podria alterar
la seva activitat enzimatica. A més, com que la familia de les CDKs es caracteritza perque els
seus membres tenen seqléncies molt conservades, també vam voler analitzar si PCAF podria
afectar I'activitat d’altres CDKs diferents. Amb aquests objectius, vam realitzar assajos quinasa
on vam posar en contacte concentracions creixents de PCAF amb concentracions constants
dels complexes ciclina D3-CDK®6, ciclina E-CDK2, ciclina A-CDK2 i ciclina B-CDK1. Com es pot
observar a la figura 32, la preséncia de PCAF provoca la inhibicié de I'activitat quinasa

especificament dels complexes formats per CDK2.
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Figura 32. PCAF inhibeix especificament els complexes que tenen CDK2. (a) Es van incubar concentracions
constants de complexes ciclina-CDK comercials (purificats i activats per CAK; vam utilitzar les quantitats
recomanades pel fabricant per assolir la meitat de I'activitat quinasa maxima) amb concentracions creixents de
GST-PCAF, i es van realitzar assajos quinasa (veure “Materials i Métodes”). (b) Controls per demostrar que a les
mateixes concentracions de GST-PCAF, GST no inhibeix I'activitat dels complexes. Els valors d’activitat quinasa

mostrats a les grafiques son percentatges d’activitat referits a I'activitat maxima dels complexes tots sols (100%).

Per saber si PCAF també és capa¢ de produir aquest efecte in vivo, vam transfectar
cél-lules HeLa amb YFP-PCAF. Vam realitzar IPs amb anticossos dirigits contra la CDK2
endogena, i vam fer assajos quinasa amb les proteines precipitades. El resultat es mostra a la
seglient figura, on s’aprecia que a les cel-lules transfectades amb YFP-PCAF I’activitat quinasa
de CDK2 és menor (hi ha quasi un 40% de disminucié de la fosforilacié de la histona H1). En el
WB de control de carrega de les IPs (figura 33, esquerra) podem veure com PCAF coprecipita

amb CDK2 a les cél-lules transfectades.
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Figura 33. PCAF inhibeix I'activitat quinasa dels complexes que tenen CDK2 in vivo. Cél-lules Hela van ser
transfectades amb vector buit (control, Ctrl) o amb YFP-PCAF. 24 h després es van lisar i es van realitzar IPs amb els
extractes cel-lulars utilitzant anticossos anti-CDK2 o IgG com a control. Una part de les IPs va ser utilitzada per a
realitzar assajos quinasa (panell de fosforilacié de la histona H1 i grafica) i I'altra va ser analitzada per WB amb
anticossos anti-CDK2 i anti PCAF (esquerra). A la grafica es representa la normalitzacié de la fosforilacié de la
histona H1 en relacié a la quantitat de CDK2 immunoprecipitada. Els resultats presentats sén la mitjana de 3

experiments independents + SE. L’asterisc indica significacié amb p-valor <0,05.

@ Identificacié dels dominis de PCAF responsables de la inhibicié

Tot seguit ens vam centrar en la caracteritzacié de la inhibicié de ciclina A-CDK2 per PCAF a
través de la realitzacidé de diversos experiments in vitro. En primer lloc, vam voler determinar
quina regidé de PCAF és la responsable de la inhibicié de 'activitat quinasa del complex ciclina
A-CDK2. Per aix0 es van purificar fragments de la proteina PCAF (figura 34a) i es van realitzar
assajos quinasa per determinar el seu efecte sobre I'activitat d’aquest complex. A la figura 34b
es mostra que la regié amino terminal de PCAF no té cap efecte sobre I'activitat de ciclina A-
CDK2, mentre que la regié carboxi terminal provoca una inhibicid de l'activitat quinasa
semblant a la que fa la PCAF sencera. La forma C terminal AHAT presenta una petita delecié
d’uns 20 aminoacids dins del domini catalitic HAT. El fet que aquesta proteina inhibeixi ciclina
A-CDK2 de la mateixa manera que ho fa la proteina wild type ens indica que aquests residus no
soén importants per la inhibicid, i que una PCAF que no pot acetilar igualment pot inhibir
aquests complexes per interaccié. A 'apartat (c) veiem que, per separat, els diferents dominis
de I'extrem carboxi terminal de PCAF no sén capagos de causar una inhibicid significativa de

ciclina A-CDK2; cal una combinacié de tots ells, la qual esta representada pel fragment carboxi
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terminal. Aquests dominis de I'extrem carboxi terminal tenen funcions conegudes: HAT és el
domini catalitic de PCAF i presenta I'activitat acetiltransferasa; ADA és la regié per on PCAF
s’uneix al cofactor ADA2 (un component de complexes multiproteics amb activitat acetilasa), i
Bromo és el domini d’interaccié amb altres proteines acetilades. A I'extrem amino terminal de
PCAF s’hi troben les regions responsables de la seva activitat E3 ubiquitina lligasa, descrita

recentment (Linares et al., 2007).
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Figura 34. La regio C terminal de PCAF és la minima necessaria per inhibir I’activitat quinasa del complex ciclina

A-CDK2. (a) Esquema dels fragments de PCAF utilitzats en aquests experiments. (b) Assaig quinasa on es mostra
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|’'efecte de concentracions creixents de PCAF sencera, la regié carboxi terminal de PCAF (Cterm) o bé I'amino
terminal (Nterm) sobre una concentracié constant (400nM) del complex ciclina A-CDK2 (purificat al laboratori, no
comercial). (c) Assaig quinasa mostrant I'efecte dels diferents fragments purificats pertanyents a I’extrem carboxi
terminal de PCAF sobre I'activitat quinasa de ciclina A-CDK2. Aquest complex va ser utilitzat a una concentracié
constant de 400nM, i els fragments a les concentracions creixents mostrades a la grafica. Totes les proteines
emprades en aquests experiments estan fusionades a GST, per aquest motiu es van fer controls amb GST a la
concentracié maxima (2uM), i es va comprovar que no afectava I'activitat quinasa del complex ciclina A-CDK2. Els
valors d’activitat quinasa mostrats a les grafiques son percentatges referits a I'activitat maxima del complex ciclina

A-CDK2 sol.

@ Caracteritzacié del mecanisme d’inhibicié

A continuacié vam intentar determinar el mecanisme pel qual PCAF inhibeix el complex

ciclina A-CDK2. Existeixen diverses possibilitats:

® PCAF podria interferir en 'arribada d’ATP al centre catalitic de CDK2, i aixi impedir que
aquesta fosforili el substrat utilitzat en els assajos, que és la histona H1.

® PCAF podria competir amb el substrat, ja sigui perqué s’uneix al complex ciclina A-CDK2
per la zona d’interaccié amb els seus substrats, o bé perqué segresta la histona H1 i
impedeix que aquesta arribi al centre catalitic de la CDK2. Aquesta Ultima possibilitat la
podriem descartar perque en principi la histona H1 no és substrat de PCAF, siné que ho
son les histones H3 i H4.

@& PCAF s’uneix directament a ciclina A i a CDK2, tal i com demostren els estudis de SPR.
Potser inhibeix el complex a través de provocar la separacié dels seus components, tot i
que aquesta possibilitat no és gaire creible, ja que I'afinitat de ciclina A per CDK2
probablement és molt més gran que la que tenen aquestes proteines per PCAF.

® Finalment, i aquesta possibilitat és la més dificil de demostrar, podria ser que PCAF, en
unir-se al complex ciclina A-CDK2, provoqués un canvi en la conformacié del complex que

tindria com a conseqiiéncia la pérdua d’activitat.

Per estudiar totes aquestes possibilitats, en primer lloc vam fer una cinética per comprovar
si existia competencia entre PCAF i I’ATP. Per aix0 vam incubar una concentracié fixa de ciclina

I”

A-CDK2 amb concentracions creixents d’ATP (mostres “control”), o bé vam incubar una
concentracié fixa de ciclina A-CDK2 juntament amb una concentracié fixa de PCAF, en

preséncia de concentracions creixents d’ATP (mostres “+PCAF”). Els valors obtinguts van ser
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sotmesos a la transformacié de Lineweaver-Burk i es va obtenir el resultat mostrat a la figura
35. Quan les rectes es tallen a I'eix d’abscisses vol dir que I'inhibidor utilitzat a I'assaig no és
competitiu. Per tant, PCAF no competeix amb I’ATP i aixd0 vol dir que no interfereix en

I'arribada d’ATP al centre catalitic de CDK2.
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Figura 35. PCAF és un inhibidor de ciclina A-CDK2 no competitiu amb I’ATP. Es van realitzar assajos quinasa
incubant una mostra control (400 nM ciclina A-CDK2) amb concentracions creixents d’ATP. La mostra “+PCAF”
consistia en 400 nM ciclina A-CDK2 + 800 nM PCAF, incubades també en preséncia de concentracions creixents
d’ATP. Totes les reaccions es van dur a terme durant 30 min a 30°C (veure “Materials i Métodes”). Els resultats
obtinguts van ser sotmesos a la transformacié de Lineweaver-Burk (es va fer la inversa dels valors) i es van

representar a la grafica.

Tot seguit vam comprovar si PCAF podria competir amb la histona H1 per la unié a ciclina
A-CDK2. En aquest cas, vam incubar una concentracié constant de ciclina A-CDK2 (400 nM)

|”

amb quantitats creixents d’histona H1 (“control”), o bé vam incubar la barreja de 400 nM
ciclina A-CDK2 + 800 nM PCAF també en presencia de quantitats creixents d’histona H1
(“+PCAF”). Després de sotmetre els resultats a la transformacié de Lineweaver-Burk, vam
obtenir la grafica de la figura 36, la qual mostra que PCAF és un inhibidor de ciclina A-CDK2 que
no competeix amb la histona H1. Per tant, PCAF no esta interferint en la interaccié del substrat

histona H1 amb el complex ciclina A-CDK2.
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Figura 36. PCAF és un inhibidor de ciclina A-CDK2 no competitiu amb el substrat histona H1. Es va realitzar un
assaig quinasa incubant una mostra control (400 nM ciclina A-CDK2) amb quantitats creixents d’histona H1. La
mostra “+PCAF” consistia en 400 nM ciclina A-CDK2 + 800 nM PCAF, incubats també amb quantitats creixents
d’histona H1. Totes les reaccions es van dur a terme durant 30 min a 30°C. Els resultats obtinguts van ser sotmesos

a la transformacio de Lineweaver-Burk (es va fer la inversa dels valors) i es van representar a la grafica.

Finalment, per saber si PCAF podria estar interferint en la interaccié de ciclina A amb
CDK2, vam realitzar assajos quinasa on incubavem una concentracié fixa de CDK2 (“control”) o
de CDK2 + PCAF (“+PCAF”) amb concentracions creixents de ciclina A. En aquest cas el resultat
també indica que PCAF és un inhibidor que no competeix amb la ciclina A. Per tant, PCAF no

inhibeix el complex ciclina A-CDK2 a través de separar els seus components.

% 0,00025-

; 0,0002 =

= 0,00015-

T

T » control
2 m + PCAF
L(E

T

15 0,5 0,5 15
1/[CYC A] (uM)-?

I
3

Figura 37. PCAF és un inhibidor de ciclina A-CDK2 que no actua trencant aquest complex. Es van realitzar assajos
quinasa incubant una mostra control (400 nM CDK2) amb concentracions creixents de ciclina A. La mostra “+PCAF”
consistia en 400 nM CDK2 + 800 nM PCAF, incubats també amb concentracions creixents de ciclina A. Totes les
reaccions es van dur a terme durant 30 min a 30°C. Els resultats obtinguts van ser sotmesos a la transformacié de

Lineweaver-Burk i es van representar a la grafica.
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Amb els resultats obtinguts en aquests experiments podem concloure que la PCAF no
sembla inhibir el complex ciclina A-CDK2 per cap dels mecanismes estudiats, i per tant ho ha
de fer d’una altra manera. Una possibilitat podria ser que la unié de PCAF al complex ciclina A-
CDK2 induis un canvi conformacional d’aquest complex que acabaria afectant a la seva

activitat.

3.3. Lasobreexpressid de PCAF altera el cicle cel-lular

L'acetiltransferasa PCAF és coneguda principalment com a coactivador transcripcional de
molts gens, pero a I'actualitat hi ha un nombre creixent de publicacions on es demostra que
participa en molts processos cel-lulars: resposta a dany al DNA, diferenciacio, proliferaci6 i
apoptosi. Nosaltres ens vam proposar estudiar els efectes de la sobreexpressié de PCAF en
diferents tipus cel-lulars i si aquests efectes es donaven a través de la inhibicié de I'activitat

quinasa del complex ciclina A-CDK2.

@ PCAF afecta la proliferacioé cel-lular

En primer lloc vam realitzar experiments per comprovar si PCAF afecta la capacitat de
proliferacié de les cel-lules. Per tal d’estudiar aquesta possibilitat, vam transfectar cél-lules
NIH3T3 amb la construccié Flag-PCAF o un plasmid buit com a control. Vam escollir les cél-lules
NIH3T3 perqué no expressen PCAF endogena (Wiper-Bergeron et al., 2007), de manera que els
efectes que hi poguéssim detectar serien causats exclusivament per la PCAF transfectada. Com
s’observa a la figura, les cél-lules que sobreexpressen PCAF proliferen significativament menys

que les cel-lules control.
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Figura 38. PCAF provoca una disminucio de la proliferacio cel-lular. Cel-lules NIH3T3 van ser transfectades amb un
vector buit o bé amb Flag-PCAF. Després de la transfeccid es van ressembrar en plaques de 6 pous posant 50.000

cél-lules per pou. Es van realitzar comptatges per triplicat a les 24, 48 i 72 h post-transfeccid, i les dades es van
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representar a la grafica. El resultat presentat és la mitjana de 3 experiments independents + SE. Al panell de
I'esquerra es mostra un WB amb els nivells d’expressié de PCAF en els extractes cel-lulars al llarg del temps. Un

asterisc indica significacié amb p-valor <0,05 i 3 asteriscs corresponen a un p-valor <0,001.

@ PCAF provoca I’aturada del cicle cel-lular

La disminucié de la proliferacié de les cel-lules pot tenir lloc com a conseqiiéncia de
I'aturada en alguna fase del cicle cel-lular o perque les cel-lules es morin. Per distingir entre
aquestes possibilitats, vam transfectar cél-lules HeLa amb YFP-PCAF i vam analitzar el cicle de
les cél-lules transfectades. Vam utilitzar aquest tipus cel-lular perquée presenta una alta
eficiencia de transfeccié. Com es veu a la figura, la sobreexpressi6 de PCAF en aquestes
cel-lules causa fins a un 20% de mort cel-lular, juntament amb la disminucié a la meitat de les
poblacions en fases S i G,/M en relacié amb cél-lules control (transfectades amb un vector
buit); és a dir, la majoria de les cel-lules estan mortes o aturades a la fase G;. Vam voler
comparar |'efecte de PCAF amb el de I'inhibidor de deacetilases TSA. A la figura s'observa que
el TSA provoca I'aturada del cicle cel-lular a la fase G; (aquesta poblacié puja un 10% respecte
al control). Quan es combinen PCAF i TSA, és a dir, incrementem |'acetilacié de proteines per
PCAF i inhibim la deacetilacio, tornem a trobar un increment de la poblacié de cél-lules mortes
(30%), tot i que en aquest cas la poblacié en fase S es manté com al control i disminueixen les
poblacions en G; i G,/M. La conclusié que podem extreure d’aquests experiments és que en
aquest tipus cel-lular, la sobreexpressié de PCAF condueix a una disminucio de la proliferacié

perque provoca que la majoria de les cél-lules s’aturin a la fase G; o morin.
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Figura 39. La sobreexpressié de PCAF en cél-lules HeLa provoca mort i aturada a la fase G,. Cel-lules Hela van ser
transfectades amb un vector buit o YFP-PCAF. 24 h post-transfeccio les cel-lules van ser recollides, fixades i

tenyides amb iodur de propidi i es van analitzar per FACS. A I'esquerra es mostra la grafica resum del percentatge
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de cél-lules que es troben a cada fase del cicle cel-lular. A la dreta s’ensenyen els perfils de cicle obtinguts per

FACS. La poblacié “SubG;” correspon a les cel-lules mortes.

També vam transfectar cel-lules HeLa amb les construccions GFP-carboxi terminal WT o
AHAT de PCAF amb l'objectiu de veure si la mort i I'aturada a G, provocades per PCAF sén
dependents de la seva activitat acetilasa. Es va procedir a I'analisi per FACS de les cel-lules
transfectades i, com es pot apreciar a la figura 40, la PCAF que no té activitat acetilasa provoca
el mateix efecte que la PCAF activa (mort cel-lular i aturada a G;). Per tant, PCAF provoca
alteracions en el cicle cel-lular independentment de si és o no capag d’acetilar altres proteines.
Aquest resultat recolza els experiments in vitro que hem mostrat anteriorment on PCAF

inhibeix I'activitat quinasa del complex ciclina A-CDK2 simplement per interaccid.
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Figura 40. PCAFAHAT també atura el cicle cel-lular a G; en cel-lules Hela. Cél-lules Hela van ser transfectades
amb un vector buit o bé GFP-C terminal WT o GFP-C terminal AHAT PCAF. 24 h post-transfeccio, les cel-lules van
ser recollides, fixades i tenyides amb TOPRO-3 per tal d’analitzar el cicle cel-lular per FACS. L’analisi de les cél-lules

transfectades es mostra a la grafica.

Per corroborar que PCAF provoca l'aturada en la fase G; a cel-lules Hela, es van fer
experiments de transfecci6 amb YFP-PCAF seguits d'un pols d’incorporacié de
Bromodeoxiuridina (BrdU). La BrdU és un analeg de la timidina que és incorporat al DNA de les
cel-lules que es troben a la fase de replicacié. Pot ser detectada per immunocitoquimica
utilitzant anticossos especifics. Com es pot apreciar a les figures 41a i b, les cel-lules
transfectades amb PCAF no poden incorporar BrdU, ni després d’un pols de 2 h ni d’un
tractament de 24 h. Per tant, quan sobreexpressem PCAF les cel-lules resten majoritariament

aturades a la fase G; i no poden entrar en la fase S.
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Un altre marcador de fase S és la proteina PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), la
qual participa en el procés de replicacié ja que és un cofactor de la DNA polimerasa 8. Es van
realitzar immunocitoquimiques amb cél-lules Hela transfectades amb YFP-PCAF per detectar si
quan s’expressa PCAF hi ha PCNA al nucli. Tal i com es pot veure a la figura 41c, no es van
trobar cel-lules transfectades que presentessin PCNA al nucli, indicant un altre cop que les

cél-lules que sobreexpressen PCAF majoritariament no es troben en fase S.

YFP-PCAF

YFP-PCAF

Figura 41. Les cél-lules HelLa que sobreexpressen PCAF no entren en la fase S. Cél-lules Hela van ser transfectades
amb YFP (a) o bé YFP-PCAF (b) i posteriorment van ser incubades en medi amb BrdU durant polsos de 2 o 24 h.
Després del pols amb BrdU les cél-lules van ser fixades i incubades amb anticossos anti-BrdU segons el protocol
indicat a “Materials i Métodes”. Finalment, les mostres van ser analitzades per microscopia confocal. (c) Cél-lules
Hela van ser transfectades amb YFP-PCAF. 24 h post-transfeccid les ceél-lules van ser fixades i incubades amb

anticossos anti-PCNA. Finalment, les mostres van ser analitzades per microscopia confocal.

@ PCAF pot tenir un paper en la mort cel-lular

En els experiments de FACS mostrats en apartats anteriors (figures 39 i 40) haviem
detectat un increment de la mort cel-lular com a conseqiiencia de la sobreexpressié de PCAF.
Uns experiments que vam realitzar per veure |'efecte de la cotransfeccié de PCAF i ciclina A ens

van donar pistes sobre la manera com PCAF podria estar causant la mort de les cél-lules. En
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aquests experiments vam transfectar cel-lules COS-1 amb YFP-PCAF i CFP-ciclina A. Vam
utilitzar aquestes cel-lules perque tenen un volum i una morfologia optims per a I'observacio al
microscopi. 24 h després de la transfeccié vam gravar el comportament de PCAF i de ciclina A
dins les cél-lules durant 16 h amb I'ajut d’un microscopi confocal Leica SP5. Als fotogrames de
la figura 42 mostrem només el que ocorre amb YFP-PCAF. Observem com a partir d'un
determinat moment la quantitat de PCAF al nucli cel-lular comenga a incrementar, a
continuacié surt del nucli i la cél-lula emet unes prolongacions del citoplasma cap a I'exterior
fins que finalment esclata. La ciclina A es comporta de manera semblant a la PCAF pero els
seus nivells comencen a augmentar una mica més tard. Aquests experiments ens aporten la
informacid de que la sobreexpressid de PCAF podria estar causant apoptosi, perdo no sabem
quin és el factor detonant de I'increment de la concentracié de PCAF dins la cel-lula. Tampoc
no sabem fins a quin punt la sobreexpressié de ciclina A contribueix a aquest fenotip, pero
altres experiments realitzats al laboratori cotransfectant cél-lules amb PCAF i p27 donen el

mateix resultat.

‘ 1‘H'.imnl

Figura 42. La sobreexpressio de PCAF pot causar la mort cel-lular. Cel-lules COS-1 van ser transfectades amb YFP-
PCAF i CFP-ciclina A. 24 h post-transfeccid es va procedir a gravar el comportament d’aquestes proteines
mitjangant un microscopi confocal Leica SP5. A la figura es mostren fotogrames de la localitzacié de PCAF en

diferents moments de la gravacid.

@ PCAF exerceix els seus efectes a través de la inhibicio de CDK2

Amb els experiments mostrats fins ara hem demostrat que PCAF afecta la progressio del

cicle cel-lular i fins i tot pot provocar la mort de les cél-lules. No obstant, no tenim proves de

que aquests efectes els provoqui directament a través de la inhibicié de I'activitat quinasa de
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CDK2. Per aquest motiu ens vam plantejar utilitzar cél-lules procedents de ratolins CDK2”" per
veure si, en absencia de CDK2, PCAF pot provocar alteracions en el cicle cel-lular. EI Dr. M.
Malumbres ens va proporcionar MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) immortalitzats
procedents de ratolins WT i CDK27". Nosaltres els vam transfectar amb YFP (control) o YFP-
PCAF i vam intentar analitzar per FACS el cicle de les cél-lules transfectades. No vam tenir gaire
exit amb aquesta aproximacié perque per una banda el percentatge de transfeccié era molt
baix, i per I'altra els MEFs CDK2” costaven de passar pel citometre i a més presentaven un
cicle cel-lular estrany amb 3 pics en lloc dels 2 que apareixen en un cicle normal (G; i G,/M).
Problemes técnics apart, semblava que els MEFs WT transfectats amb PCAF presentaven una
disminucié del percentatge de cel-lules en fase S respecte al control (MEFs WT transfectats
amb YFP), mentre que els MEFs CDK2”" eren refractaris a aquest efecte. Aquesta observacié
podria suggerir que PCAF hauria d’actuar a través de CDK2 per tal de produir una aturada del

cicle, pero no és suficient.

Aixi doncs, vam plantejar una altra aproximacié per veure si PCAF exerceix la seva funcié
de parada del cicle a través de CDK2. En aquest cas, vam transfectar cel-lules HCT-116 només
amb PCAF, només amb CDK2 o bé amb totes dues proteines alhora. Si PCAF provoca I'aturada
de cicle a través de CDK2, la sobreexpressié de CDK2 en cel-lules transfectades amb PCAF
hauria de revertir I'efecte causat per la PCAF tota sola. Es van transfectar, doncs, cél-lules HCT-
116 amb YFP-PCAF i com podem apreciar a la figura 43, en analitzar el cicle de les cél-lules
transfectades vam veure que en aquest tipus cel-lular la PCAF provoca una aturada significativa
del cicle a les fases S i G,/M (que és justament on actuen els complexes ciclina A-CDK2). Es
possible que I'increment del nombre de cél-lules aturades en aquestes fases sigui causat per
un alentiment en la progressid del cicle perque PCAF esta inhibint I'activitat del complexes
ciclina A-CDK2. D’altra banda, la transfeccié de CFP-CDK2 no altera significativament el cicle
d’aquestes cel-lules. Quan transfectem conjuntament YFP-PCAF i CFP-CDK2, el cicle torna a ser
normal, o fins i tot podriem parlar d’un increment de la poblacié aturada a G;. Per tant, en
aquest cas CDK2 esta revertint la parada de cicle provocada per PCAF. Aixo confirma que PCAF
podria estar aturant el cicle a través de provocar directa o indirectament la inhibicié de CDK2, i
per aix0 una sobreexpressid de CDK2 permet recuperar la normalitat. Es va provar de fer el
mateix experiment amb cel-lules 293T i es van obtenir resultats similars, tot i que els canvis en

el cicle provocats per PCAF i CDK2 no eren tan accentuats com a cel-lules HCT-116 (figura 43c).
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Figura 43. PCAF atura el cicle de les ceél-lules HCT-116 i CDK2 fa que es recuperi el cicle normal. (a) Cél-lules HCT-
116 van ser transfectades amb YFP-PCAF, CFP-CDK2 o totes dues. 48 h després les cel-lules van ser recollides,
fixades i tenyides amb TOPRO-3 per tal d’analitzar el cicle de les cél-lules transfectades per FACS. A la grafica es
mostren les proporcions de cel-lules a cada fase del cicle cel-lular depenent de la transfeccié. A la dreta es troben
les analisis per FACS de les mostres. Els resultats corresponen a un experiment representatiu de 3 experiments
independents. (b) Control dels nivells d’expressié de cadascuna de les construccions. (c) Grafica representativa del

comportament de les cél-lules 293T davant els mateixos tractaments explicats a I'apartat (a).

3.4. Paper de la interaccio entre CDK2 i PCAF en la regulacio de la

resposta a progesterona

A la introduccié vam comentar com recentment s’ha descrit el paper del complex ciclina A-
CDK2 en la resposta a progesterona (Narayanan et al., 2005a). Basicament, aquest complex pot
fosforilar el receptor de la progesterona (PR) i també I'acetilasa SRC-1, fent que aquesta sigui
reclutada pel PR als promotors. Llavors SRC-1 acetila la histona H4 i aixi promou I'activacio

transcripcional dels gens de resposta a progesterona. Nosaltres vam voler comprovar si la
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preséncia de PCAF podia afectar la transcripcio de gens de resposta a progesterona a través de

la seva accid inhibitoria sobre I'activitat quinasa del complex ciclina A-CDK2.

Per realitzar aquests estudis, en primer lloc vam comprovar si en les nostres condicions es
reproduien els resultats publicats. Vam transfectar cel-lules NIH3T3 amb les construccions
seglients: PR-B (isoforma B del PR), MMTV-Luc (gen reporter que codifica per la Luciferasa,
sota el control d’un promotor de resposta a progesterona) i concentracions creixents de HA-
ciclina A. Per fer tots aquests experiments, les cel-lules es van fer créixer en medi blanc (sense
Phenol-Red, que pot tenir efectes estrogénics) suplementat amb serum xarcolitzat (sense
hormones) durant 24 o 48 h, per tal d’assegurar-nos que els efectes observats serien
conseqiencia exclusivament de I'agonista de la progesterona (R5020) que nosaltres
incorporavem al medi. La figura 44a mostra com, en presencia de R5020 i en resposta a
concentracions creixents de ciclina A, va augmentant la transcripcid del gen reporter. Aixo vol
dir que I'expressio de gens de resposta a progesterona és dependent de la quantitat de ciclina
A a la cel-lula. A més, per confirmar si la resposta a progesterona en el nostre sistema era
dependent o no de I'activitat CDK2, vam tractar les cel-lules transfectades amb PR-B i MMTV-
Luc amb Roscovitina (inhibidor de CDK2 i altres CDKs). A la figura 44b veiem que en presencia
de Roscovitina disminueix molt la transcripcié genica en resposta a la progesterona, indicant

que l'activitat quinasa del complex ciclina A-CDK2 és necessaria perque es doni aquest procés.
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Figura 44. La resposta a progesterona és dependent de ciclina A-CDK2. (a) Cél-lules NIH3T3 van ser sembrades i
tractades amb medi blanc suplementat amb seérum xarcolitzat. 24 h després van ser transfectades amb PR-B,
MMTV-Luc i concentracions creixents de ciclina A. També es va transfectar el plasmid que codifica per la proteina
reporter Renilla per tal d’utilitzar-la com a control de transfeccié. 5-6 h després de la transfeccié es va canviar el
medi i es va afegir medi fresc suplementat amb R5020 (10 nM) durant 16 h. Finalment les cel-lules van ser
recollides i tractades amb el kit de Promega Dual-Luciferase® Reporter Assay System i les senyals de luciferasa i
renilla es van mesurar amb un LAS-3000. A la grafica es mostra com varia la senyal de luciferasa en funcié de la
quantitat (ng) de ciclina A transfectada. RLU, relative light units; Ren, renilla. (b) Cel-lules NIH3T3 van ser

transfectades amb PR-B i MMTV-Luc. 5-6 h després de la transfeccid, es va canviar el medi i es va afegir R5020 (10
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nM) i roscovitina (30 M) en els casos indicats. Finalment, les cél-lules van ser recollides i tractades tal i com
s’explica a (a). A la grafica es mostra la senyal de luciferasa en resposta a diferents condicions. En aquest cas la
senyal luciferasa es va normalitzar per la quantitat de proteina de cada mostra (vam haver de procedir d’aquesta

manera perque el control de transfeccid renilla no funcionava correctament).

Després de fer aquestes comprovacions, vam concloure que amb les nostres condicions
experimentals podiem reproduir els resultats publicats per (Narayanan et al.,, 2005a). Tot
seguit vam intentar veure |'efecte de PCAF sobre la transcripcié de gens de resposta a
progesterona utilitzant uns clons de NIH3T3 amb expressié induible de PCAF. Aquests clons
son linies estables de cél-lules NIH3T3 a les quals es va incorporar un plasmid que contenia el
gen que codifica pel domini carboxi terminal de PCAF sota el control d’'un element regulador
de la transcripcié en resposta a tetraciclina (sistema Tet-off). Aquestes linies es mantenen en
cultiu en presencia de tetraciclina, i quan es vol expressar la PCAF es retira la tetraciclina del
medi. L'avantatge que representen les linies estables en comparacié amb les céel-lules
transfectades és que totes les cel-lules expressen la construccié. Malgrat aixo, els nivells i els
patrons d’expressid de PCAF varien a cada clon, i a més, al llarg del temps aquestes cél-lules
deixen d’expressar PCAF (potser perqué els resulta toxica, ja que disminueix la proliferacié
cel-lular). Vam transfectar diferents clons que expressaven PCAF WT o AHAT amb PR i MMTV-
Luc i vam analitzar I'activitat luciferasa en absencia o preséncia de PCAF. A la figura 45 es pot
apreciar que quan PCAF s’expressa hi ha una disminucid de la transcripcié génica en resposta a
progesterona. | a més, I'analisi del clon 4AHAT ens indica que aquesta baixada de I'activacio
transcripcional és independent de I'activitat acetilasa de PCAF, ja que en aquest cas la PCAF no

és activa.
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Figura 45. PCAF provoca una disminucié de I’activacié transcripcional en resposta a progesterona. Clons amb
expressio induible de PCAF van ser cultivats en medi blanc suplementat amb serum xarcolitzat i tetraciclina durant
24 h. Després van ser transfectats amb PR-B i MMTV-Luc. Posteriorment es va afegir R5020 al medi per activar la

resposta a progesterona, i també es va treure la tetraciclina del medi en els casos en qué es volia induir I'expressié

137



Resultats

de PCAF. Passades 16 h des de I'inici d’aquests tractaments, les cel-lules van ser recollides i tractades amb el kit de
Promega Dual-Luciferase® Reporter Assay System i la senyal de luciferasa es va mesurar amb un LAS-3000. La
quantitat de proteina es va mesurar per Bradford. A la grafica es mostra la senyal de luciferasa presentada per
cada clon en abséncia o presencia de PCAF. Les dades d’activitat luciferasa van ser normalitzades per la quantitat

total de proteina analitzada.

Aquests resultats ens indiquen que, sota les nostres condicions, la preséncia de PCAF
acaba provocant la disminucié de la resposta a progesterona, perd no podem saber si ho fa a
través del seu efecte inhibitori directe sobre el complex ciclina A-CDK2 o si ho fa indirectament
per altres vies. En moltes publicacions es considera que PCAF és un element coactivador en
I'activacid transcripcional en resposta a progesterona, ja que és reclutada pels promotors als
pocs minuts d’incorporar R5020 al medi. Els nostres resultats ens fan pensar que potser la
preséncia sostinguda de PCAF en aquests promotors (causada perque nosaltres deixem que
PCAF s’expressi durant 16 h en els clons) podria arribar a tenir un efecte inhibidor sobre la

transcripcid.

3.5. CDK2 és un substrat acetilable per PCAF in vitro

A la primera seccié de I'apartat “Resultats” vam mostrar un experiment d’acetilacié que
indicava que CDK2 és acetilada in vitro per PCAF (figura 3c). A diferéncia del cas de la ciclina A,
no hem pogut realitzar un estudi exhaustiu sobre |'acetilacié de CDK2 in vivo perqué no hem
trobat cap anticOos anti-acetil-lisina que reconegui de manera fiable i reproduible la CDK2
acetilada. En aquest apartat presentarem tots els experiments que es van fer relacionats amb
I'acetilacié de CDK2 perque, encara que no haguem pogut demostrar consistentment
I'acetilacié in vivo d’aquesta proteina, els resultats in vitro no deixen de ser interessants i de

proporcionar-nos pistes sobre els efectes que podria tenir I'acetilacié de CDK2 dins la cél-lula.
En primer lloc, per confirmar el resultat de la figura 3c, vam repetir els experiments

d’acetilacio in vitro de CDK2 utilitzant com a acetilases PCAF, CBP i Tip60. Com es mostra a la

figura 46 CDK2 és acetilada in vitro per PCAF, pero no per CBP ni Tip60.
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Figura 46. CDK2 és acetilada in vitro per PCAF. Vam realitzar diferents reaccions d’acetilacié utilitzant GST o GST-
CDK2 com a substrat i les acetilases GST-HAT (domini catalitic de PCAF), GST-CBP i GST-Tip60 com a enzims. Vam
utilitzar acetilCoA™C com a cofactor de les reaccions per poder detectar les acetilacions per autoradiografia. GST
es va utilitzar com a control negatiu de les reaccions d’acetilacid. L'autoacetilacié de PCAF i de Tip60 son controls
positius de I'activitat d’aquests enzims. En el cas de CBP, |'acetilacié d’histones és el control de la seva activitat. Les
reaccions es van dur a terme durant 30 min a 30°C i es van aturar mitjangant I'addicié de tampd de mostra. Les
mostres es van resoldre en un gel de SDS-acrilamida que després va ser transferit a una membrana de
nitrocel-lulosa. La membrana es va posar en contacte amb un film d’autoradiografia i es va realitzar una exposicid
de 2 dies a -80°C. A la part superior de la figura es mostra el resultat de "autoradiografia. A la part inferior hi ha el

control de carrega de les proteines utilitzades per I'experiment tenyit amb blau de Coomassie.

Tot seguit vam purificar tres fragments de CDK2 d’uns 100 aminoacids de longitud que
comprenien tota la seqiiencia de la proteina. Vam realitzar experiments d’acetilacid in vitro
utilitzant PCAF com a acetilasa i aquestes construccions com a substrats. A la figura 47 es

mostra que només s’acetila el fragment que conté els aminoacids 1 al 106.
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Figura 47. Els residus de CDK2 acetilats per PCAF es troben a la regié compresa entre els aminoacids 1 i 106.

Esquerra de la figura, autoradiografia. Dreta, control de carrega de les proteines tenyit amb blau de Coomassie.

Per identificar els residus de lisina de CDK2 que sén acetilats per PCAF vam recérrer, com en el cas

de la ciclina A, a la técnica de spot-mapping. Es van dissenyar 14 peptids de 10 aminoacids amb les

seqliencies de CDK2 que presentaven una o dues lisines a la part central, es van col-locar sobre una

membrana de cel-lulosa, i es van sotmetre a un assaig d’acetilacié in vitro per PCAF. El resultat es mostra

a la figura: la lisina 33 de CDK2 és el residu acetilat per PCAF.
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Figura 48. CDK2 s’acetila a la lisina 33. (a) Seqliéncies dels péptids utilitzats per la técnica de spot-mapping. Un

péptid de la histona H3 va ser utilitzat com a control positiu de la reaccié d’acetilacid. (b) Autoradiografia que

mostra que els péptids que s’acetilen sén els que contenen la lisina 33.
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Per confirmar que la lisina 33 és el residu acetilat per PCAF en I'entorn de la proteina
sencera, es va generar el mutant CDK2 K33R per mutagenesi dirigida. A la figura 49 podem

veure que el mutant CDK2 K33R no s’acetila, mentre que la proteina wild type si que ho fa.

PCAF  + - + o+ PCAF  + - + 0+

CDK2 GST WT WT K33R CDK2 GST WT WT K33R

66— _ . - GST—HATPCAF 66— R 3 GST‘HATPCAF
! . « GST-CDK2 < GST-CDK2

45—

< GST

Figura 49. El mutant CDK2 K33R no és acetilat per PCAF. Esquerra: autoradiografia corresponent a |'acetilacid in
vitro de CDK2 WT i K33R per PCAF. Es va utilitzar GST com a control negatiu i I'autoacetilacié de PCAF com a control
positiu de les reaccions d’acetilacié. Dreta: control de carrega de les proteines utilitzades per I'assaig tenyit amb

Red Ponceau.

A la figura seglient presentem alguns dels resultats obtinguts en intentar detectar
I'acetilacié de CDK2 in vivo. Cél-lules Hela van ser transfectades amb Flag-CDK2. 24 h post-
transfeccio es van realitzar IPs amb els extractes cel-lulars utilitzant anticossos anti-Flag o 1gG
com a control, seguit de I'analisi per WB de les proteines precipitades amb anti-Flag i anti-
acetil-lisina. A la figura 50a es veu com utilitzant el mateix anticos anti-acetil-lisina que
funcionava perfectament per a la deteccié de la ciclina A acetilada, només detectem una
banda molt ténue d’acetilacié de CDK2. A més, aquest resultat era dependent de la quantitat
de proteina utilitzada en la IP: com més mil-ligrams d’extracte cel-lular, més senyal en el WB
anti-acetil-lisina. A la figura 50b mostrem el mateix tipus d’experiment, perd en aquest cas
vam fer servir pel WB un anticOs sintetitzat per nosaltres dirigit contra la CDK2 acetilada a la
K33. Amb aquest anticos obtenim una bona senyal suposadament d’acetilacio, pero d’altra
banda també veiem que el mutant K33R s’acetila practicament tant com la CDK2 WT. Aquest
fet ens podria estar indicant que in vivo CDK2 s’acetila a altres residus a part de la lisina 33. Per
espectrometria de masses haviem vist que possiblement la CDK2 es podria acetilar a la K34, i
per aquest motiu vam decidir crear el mutant K33,34R. En experiments posteriors vam veure
qgue aquest mutant també s’acetilava tant com la proteina WT. Tots aquests resultats ens van
fer arribar a la conclusié de que, almenys de moment, no disposem d’un bon sistema per a la

deteccio de la CDK2 acetilada in vivo
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Figura 50. Intents de determinar I'acetilacié de CDK2 in vivo. (a) Cél-lules Hela van ser transfectades amb Flag-
CDK2. 24 h post-transfeccid van ser recollides i lisades. Es van utilitzar 2 mg d’extracte cel-lular per fer IPs amb anti-
Flag o IgG com a control. Tot seguit es va realitzar I'analisi per WB de les proteines precipitades amb anticossos
anti-Flag i anti-acetil-lisina. (b) EI mateix que a (a), pero en aquest cas les cél-lules van ser transfectades amb Flag-
CDK2 WT o K33R. Per detectar I'acetilacié de CDK2 per WB en aquest cas es va utilitzar 'anticos sintetitzat per

nosaltres contra la CDK2 acetilada a la lisina 33.

@ L’acetilacié de la lisina 33 inhibeix I’activitat quinasa de CDK2

La lisina 33 de CDK2 és un residu molt conservat a la familia de les CDKs que es troba dins
el centre catalitic de la quinasa i és imprescindible per a la interaccié amb les molécules d’ATP.
Quan es muta aquest residu, CDK2 és inactiva i no pot fosforilar els seus substrats. De fet, els
mutants CDK2 K33R ja s’havien fet servir en diversos estudis on es requeria disposar d’una

CDK2 cataliticament inactiva (Moreau et al., 1998; Picard et al., 1996).

CDK2 26 TGEVVALRKI 35

CDK1 26 TGQVVAMEKI 35 Figura 51. La lisina 33 de CDK2 és un residu conservat a la
CDK4 28 SGHEVALRSV 37 familia de les CDKs. Alineament de les sequencies
CDKS 26 THEIVALERV 35
CDK6& 36 GGRFVALERRV 45
CDK7 34 TNQIVAIRKI 43
CDKS 45 DDKDYALKQI 54 interacciona amb I’ATP.

d’aminoacids dels centres catalitics de diferents CDKs,

mostrant en vermell la conservaci6 de la lisina que

CDK9 41 TGOQKVALEEKV 50

Donada la importancia de la lisina 33 de CDK2 en la seva activitat catalitica, vam decidir
intentar purificar CDK2 acetilada i determinar la seva activitat quinasa. Per tal de fer aixo, vam
seguir I'exemple del treball de (Mukherjee et al., 2006) i vam cotransformar E. coli amb els
plasmids d’expressié de GST-CDK2 i 6His-PCAF. Si dins dels bacteris PCAF pot acetilar CDK2,
hauriem de ser capacgos de purificar CDK2 acetilada. Tal com es veu a la figura 52 (part
superior), la CDK2 purificada a partir de bacteris que només sobreexpressen aquesta proteina

es troba una mica acetilada. En canvi, la CDK2 purificada a partir de bacteris que coexpressen
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CDK2 i PCAF es troba molt acetilada, i la CDK2 K33R purificada en les mateixes condicions no
s’acetila gens.

A continuacid, vam realitzar assajos quinasa amb les CDK2 purificades en abséncia o
preséncia de PCAF. Els resultats es mostren a la figura 52 (part inferior), i indiquen que la CDK2
més acetilada té una activitat menor que la CDK2 normal. La diferéncia d’activitat entre les
dues proteines no és més gran perque probablement no tota la CDK2 que vam purificar en
presencia de PCAF estava acetilada. Per obtenir un 100% de proteina acetilada hauriem de fer

servir altres sistemes de purificacié més acurats.
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Figura 52. La CDK2 acetilada té menor activitat quinasa que la CDK2 no-acetilada. Les proteines CDK2 WT i K33R
van ser sobreexpressades en soques BL-21 de E. coli i purificades utilitzant beads de glutationa sefarosa (veure
“Materials i Metodes”). Es va recollir 1ug de proteina purificada en cada condicid i les mostres es van resoldre en
un gel de SDS-acrilamida, seguit de I'analisi per WB amb I'anticos anti-acetil-lisina de Cell Signaling #9441 (part
superior). A continuacid es van realitzar assajos quinasa utilitzant diferents concentracions de complexes formats
per ciclina A juntament amb CDK2 purificada en condicions normals o en condicions d’acetilacié (és a dir, en
preséncia de PCAF). La grafica mostra la fosforilacio del substrat histona H1 en aquestes diferents condicions (part

inferior).

Com en el cas de la ciclina A, vam generar el mutant pseudo-acetilat CDK2 K33Q per veure
quin efecte tenia sobre I'activitat quinasa d’aquesta proteina. Vam realitzar assajos quinasa
amb proteines purificades i també a partir de la immunoprecipitacié de les construccions Flag-
CDK2 WT, K33R o K33Q, previament transfectades a cel-lules Hela. En tots dos casos veiem

gue el mutant pseudo-acetilat es comporta igual que el mutant K33R.
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Figura 53. Efecte dels mutants CDK2 K33R i K33Q sobre I'activitat quinasa. (a) Es van purificar les proteines CDK2
WT, K33R i K33Q. A continuacid es van incubar amb ciclina A i es van realitzar assajos per a comprovar I'activitat
quinasa d’aquests complexes. Totes les proteines es van utilitzar a una concentracié de 400 nM. A la grafica es
mostra la fosforilacié del substrat histona H1 en cada condicié. (b) Ceél-lules Hela van ser transfectades amb Flag-
CDK2 WT o K33R o0 K33Q. 24 h post-transfeccio es van lisar les cel-lules i es van realitzar IPs utilitzant anti-Flag o 1gG
com a control. Les proteines immunoprecipitades van ser analitzades per WB amb anticossos anti-Flag (panell
superior), i també es va determinar la seva activitat mitjangant assajos quinasa (al panell inferior es mostra la
fosforilacié de la histona H1 realitzada per cada tipus de CDK2. Imatge obtinguda amb Phosphorimager). La grafica

representa la quantificacio del resultat de I'assaig quinasa.

@ L’acetilacié afecta la interaccié de CDK2 amb altres proteines

Finalment vam fer una analisi de les interaccions de les diferents formes de CDK2 amb
altres proteines. Per aquest motiu vam transfectar cel-lules 293T amb les construccions Flag-
CDK2 WT, K33R o K33Q i vam realitzar IPs amb anticossos anti-Flag. Tot seguit vam analitzar

per WB les proteines que coprecipitaven amb aquestes construccions. Tal i com es mostra a la
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figura 54, el mutant pseudo-acetilat interacciona menys amb la ciclina A. Aquest fet ens podria
estar indicant que I'acetilacié de CDK2 no sols impedeix la unié amb I'ATP, sind que també
podria conduir al trencament del complex ciclina A-CDK2, assegurant d’aquesta manera la
completa inhibicid de I'activitat quinasa associada a aquest complex. Com que CDK2 K33Q
perd interaccié amb la ciclina A, també la perd amb Cdh1 i Cdc20, que sén activadors del
complex APC/C encarregats de la degradacié de ciclina A. D’altra banda, el mutant pseudo-
acetilat també perd interaccié amb l'inhibidor de complexes ciclina-CDK p27. p27 inhibeix
I’activitat de CDK2 a través de la interaccié amb la lisina 33, de manera que impedeix que I’ATP
tingui accés a aquest residu. Sembla que I'acetilacié de la CDK2, com que també té lloc a la
lisina 33, no permet que ni ’ATP ni la p27 hi puguin accedir. De fet, com que I'acetilacié ja té
un efecte inhibidor, la seva preséncia podria fer que ja no sigui necessaria I'accié de p27.
D’altra banda, CDK2 K33Q també interacciona poc o gens amb les proteines Cull, Skp1 i Skp2,

Skp2

que formen part del complex SCF™ encarregat de la degradacié de p27 via proteasoma.

Aquesta poca interaccid probablement és una conseqiiéncia de la disminucid de la interaccié

amb p27.
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Figura 54. Analisi de les interaccions de CDK2 WT, K33R i K33Q amb diferents proteines. Cel-lules 293T van ser
transfectades amb les construccions Flag-CDK2 WT, K33R o K33Q. 24 h post-transfeccid, les cel-lules es van lisar i es
van realitzar IPs amb anti-Flag o IgG com a control, seguit de I'analisi per WB de les proteines immunoprecipitades

i els seus interactors.

145






Science without religion is lame,
religion without science is blind.
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Discussio

Els complexes ciclina A-CDK2 estan implicats en la progressio de les fases S i G, del cicle
cel-lular. Per una banda fosforilen els reguladors de Gy i G; pRb, p21, p27 i Cdh1, inactivant-los
o estimulant la seva degradacié. Per una altra, permeten l'inici de la replicacid i limiten la
iniciacio a un sol cop per cicle (bloqueig de la re-replicacié) a través de fosforilar components
dels complexes replicatius com ara les proteines ORC, Cdc6, Cdtl, MCM2-7, DNA polimerasa o
i 8, i PCNA. A més, al principi de la mitosi els complexes ciclina A-CDK1 participen en la
condensacié dels cromosomes, la duplicacié dels centrosomes i el trencament de la coberta
nuclear. Estem davant, doncs, d’'uns components molt importants de la maquinaria del cicle
cel-lular, la regulacié dels quals ha de ser molt fina per tal que el cicle progressi

adequadament.

Fins ara els mecanismes de regulacid coneguts dels complexes ciclina A-CDK2 eren els
seguents:

@ Interaccié de la CDK amb la ciclina

@ Fosforilacions i defosforilacions, activadores i inhibidores

& Interaccié amb CKls

Aguesta tesi afegeix un nivell més en la regulacié dels complexes ciclina A-CDK2 a través

de la interaccid i acetilacio per part de I'acetiltransferasa PCAF.

1 L’acetilasa PCAF

L'acetilasa PCAF (p300/CBP associated factor) pertany a la superfamilia GNAT (GCN5-
related N-acetyltransferase) (Neuwald and Landsman, 1997), dins la qual es troben altres
proteines com ara GCNS5, Hatl, Elp3 i Hpa2. Els membres d’aquesta familia contenen un
domini N terminal de longitud variable, un domini catalitic anomenat HAT molt més conservat,
una regid que interacciona amb el cofactor Ada2 i, a I'extrem carboxi, presenten un

Bromodomini, el qual interacciona amb residus de lisina acetilats (figura 1).
Els membres de la familia GNAT sén importants per a la regulacié del creixement cel-lular i

el desenvolupament. En el ratoli, el fenotip del knockout de GCN5L és letal embrionari. En els

llevats es requereix GCN5 per a la progressido normal del cicle a la transicio G,/M i per a

149



Discussio

I'expressié de gens mitotics. La importancia de les proteines d’aquesta familia esta relacionada

amb el seu paper en la transcripcié genica i la reparacid del DNA (Carrozza et al., 2003).

179 282

yHat1 [ — 374 aa
253 280
149 227 / 332 419
yGen5 [ "Nl B 440aa
Ada2
86 361 551 628 733 820
hGen5L —— | 837 aa
74 351 546 623 728 815
hPCAF | —— I | 832 aa
PCAF homology DAB BrD
HAT

Figura 1. Diagrama que mostra els dominis funcionals de la familia GNAT (Carrozza et al., 2003). La mida de cada
proteina s’indica a la dreta i la localitzacié dels dominis funcionals la indiquen els nimeros d’aminoacids que hi ha
sobre cada proteina. En groc es mostra la regid6 d’homologia amb PCAF que es troba a la majoria de GNATs
presents a metazous. En vermell es representa el domini acetiltransferasa (HAT), i en negre unes seqléencies

conservades d’aminoacids (D, A i B). En blau trobem la regié d’interaccié amb Ada2 i en verd el bromodomini (BrD).

PCAF va ser descrita per primer cop I'any 1996 com a proteina associada a les HATs
(histona acetiltransferases) p300 i CBP, amb activitat HAT intrinseca, i que competia amb
I’'oncoproteina viral E1A per la unié a p300/CBP (Yang et al., 1996). PCAF i E1A presenten
efectes oposats sobre la regulacio del cicle, suggerint que PCAF té un paper en la inhibicié de la
progressié del cicle cel-lular i que I'accié mitogenica d’E1A té lloc a través de la disrupcio de la

interaccié de PCAF amb p300/CBP.

La funcid principal que s’ha atribuit a I'acetilasa PCAF és la de coactivador transcripcional, i
s’ha descrit el seu paper en el procés de miogénesi i en I'activacié transcripcional mitjancada
per receptors nuclears i factors de creixement (revisat a (Sterner and Berger, 2000)). Tot i que
inicialment va ser descrita i caracteritzada com a HAT, actualment es coneixen moltes
proteines no-histones que sén acetilades per PCAF. Entre aquestes es troben les proteines
associades a cromatina HMG17 i HMG [(Y) (Herrera et al., 1999; Munshi et al., 1998), factors
de transcripcié relacionats amb el cicle cel-lular com p53 (acetilada en resposta a dany en el
DNA) (Liu et al., 1999) i E2F (Martinez-Balbas et al., 2000), el factor implicat en la diferenciacio

muscular MyoD (Puri et al., 1997), la proteina del virus d'immunodeficiéncia adquirida Tat
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(Kiernan et al., 1999), i els factors de transcripcié generals TFIIE i TFIIF (Imhof et al., 1997). Tot
plegat ens indica que les funcions de PCAF no es limiten Unicament a |'acetilacié d’histones i
per tant, I'activacié transcripcional, sind que participa en la regulacié de molts processos

cel-lulars.

La majoria de HATs formen part de complexes multiproteics. La major part de components
d’aquests complexes ajuden a determinar I'especificitat de substrat de la HAT i permeten, per
exemple, el reconeixement de cues d’histones especifiques dins els nucleosomes substrat. A
humans, el complex que conté PCAF s’assembla al complex SAGA de llevat, i esta format per
les proteines hAda2, cinc proteines TAF, o relacionades amb TAF, i la proteina TRRAP. Aquesta
Ultima és membre de la familia d’ATM i regula I'activitat d’E2F i c-Myc (McMahon et al., 1998).
A més, diversos estudis han demostrat recentment que TRRAP participa en el checkpoint de
fus mitotic tot regulant la transcripcié de gens que participen en aquest procés, com ara Mad1l
i Mad2 (Li et al., 2004). Aquests descobriments semblen indicar que existeix una estreta relacié

entre |'acetilacié i el control del cicle cel-lular.

Com que pertanyen a la mateixa familia, en ocasions s’ha postulat que PCAF i GCN5 tenen
funcions redundants. De fet, existeixen importants similituds i diferencies entre aquestes
proteines. En primer lloc, en cél-lules humanes aquestes proteines formen part de complexes
multiproteics diferents (les subunitats dels quals, per una altra banda, sén molt semblants)
(Ogryzko et al., 1998). A més, les GCN5 humana i de ratoli interaccionen també amb p300/CBP,
suggerint la similitud funcional amb PCAF (Xu et al., 1998). Finalment, tant PCAF com GCN5
s’expressen ubiquament en ratoli, pero els seus nivells en diferents teixits sén molt diferents.
En conclusié, caldran més estudis en el futur per acabar de determinar si aquestes proteines

son funcionalment redundants o diferents.

A part de la seva activitat com a acetiltransferasa, recentment s’ha descrit que PCAF pot
actuar també com a E3 ubiquitina lligasa tot regulant els nivells de la proteina Hdm2 (I'ortoleg
huma de MDM?2), i per tant les funcions de p53 (Linares et al., 2007). L’activitat E3 de PCAF és
critica per accelerar la degradacio de Hdm2 induida per agents genotoxics com la
neocarzinostatina a temps curts. A temps llargs predomina I'autoubiquitinitzacié de Hdm?2. Les
regions responsables de I'activitat E3 de PCAF es troben dins el seu domini N terminal, i sembla
gue aquesta activitat és, almenys parcialment, independent de la seva activitat HAT, ja que
Hdm2 no és acetilada per PCAF. No obstant, cal la integritat del domini HAT de PCAF per

aconseguir la maxima degradaciéo de Hdm2 in vivo. Aquest no és el primer cop que es descriu
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que una acetilasa pot exercir un paper en la ubiquitinitzaci6 de proteines. Anteriorment
s’havia descrit una activitat E4 poli-ubiquitinitzadora associada a les proteines p300/CBP
(Grossman et al., 2003), i la proteina TAF1 de Drosophila (un component del factor de
transcripcié general TFIID) a part de la seva capacitat acetilasa també posseeix una activitat
E1/E2 intrinseca (Pham and Sauer, 2000). Aquestes i altres observacions ens indiquen que
existeix una estreta relacié entre I'acetilacié i la ubiquitinitzacié de proteines. De fet, la
magquinaria d’acetilacié s’esta revelant, cada cop més clarament, com a un element

determinant en el control de les activitats proteolitiques de la cél-lula.

2 PCAF interacciona amb la ciclina A i I’acetila

En aquesta tesi demostrem que la ciclina A és acetilada als residus K54, 68, 95i 112, i que
aquestes lisines sén els principals llocs d’acetilacié tant in vitro com in vivo. PCAF és la principal
acetilasa responsable de l'acetilacié de ciclina A tal i com ho demostren els experiments
d’acetilacidé in vitro i la transfeccié fent servir el siRNA de PCAF. No obstant, no podem
descartar que altres acetilases també puguin acetilar la ciclina, ja que en deplecionar els nivells
de PCAF I'acetilacid de ciclina A disminueix molt, perd encara en queden uns nivells minims. Si
gue podem dir que la GCN5 no sembla que faci aquest paper, ja que en provocar la disminucié
dels seus nivells amb siRNA I'acetilacié de la ciclina A no queda afectada; pero encara queda
una llarga llista d’acetilases que podrien participar en I'acetilacié de ciclina A. Existeixen
nombroses publicacions on es demostra que una mateixa proteina pot ser acetilada per més
d’una HAT, tot i que amb diferents eficiéncies i generalment en lisines diferents, indicant que
aquests enzims poden tenir funcions redundants (Martinez-Balbas et al., 2000; Sabo et al.,

2008).

Els nivells de PCAF oscil-len al llarg del cicle de manera similar als de ciclina A. Sén baixos a
la fase G;, augmenten durant la fase S i es mantenen alts durant G, i al principi de la mitosi,
fins que finalment disminueixen abans de la metafase. Com que la disminucié de ciclina A és

cd20 g comportament

causada per la seva interaccid i ubiquitinitzacid pel complex APC/C
similar de PCAF suggereix que també podria ser substrat d’aquesta ubiquitina lligasa. Aquesta
és una teoria que potser caldria investigar. Alternativament, i donat que PCAF també presenta
activitat E3 ubiquitina lligasa, podria ser que la seva degradacié es produis per auto-

ubiquitinitzacid, la qual podria ser induida d’alguna manera al principi de la mitosi.

152



Discussio

La ciclina A interacciona amb PCAF durant la fase S i aquesta interaccié es manté fins el
principi de la mitosi on, abans de la metafase, aquest complex es desfa. Paral-lelament a la
seva associacié amb PCAF, la ciclina A és acetilada, i una analisi més detallada del procés ens
indica que l'acetilacié augmenta cap al principi de la mitosi, simultaniament amb la seva
ubiquitinitzacié. Aquestes dades apunten a que I'acetilacié de la ciclina A per PCAF podria

conduir a la seva degradacid.

3 L’acetilacio afecta I’estabilitat de la ciclina A

La ciclina A i la ciclina B sén degradades en diferents moments del cicle: la ciclina A a la
prometafase i la ciclina B més tard, a la metafase. A més aquestes dues proteines tenen una
sensibilitat diferent enfront del checkpoint de fus mitotic: mentre la ciclina B és protegida
contra la degradacid, la ciclina A és degradada. Aquests fets ens indiquen que han d’existir
mecanismes especifics que regulin I'estabilitat d’aquestes proteines i I'acetilacié podria ser un

d’ells.

Els residus que hem identificat com a acetilables per PCAF sén K54, 68, 95i 112, i es troben
al domini N terminal de la ciclina A, on també se situen els dominis importants per determinar
I’estabilitat de la proteina (den Elzen and Pines, 2001; Geley et al., 2001). Dues d’aquestes
lisines (K54 i K68) ja van ser descrites com a llocs importants per a la ubiquitinitzacié i
degradacié de la ciclina A. Especificament, els autors d’aquell treball defensaven que la
substitucid de les lisines 37, 54 i 68 per arginines déna lloc a una ciclina A més estable perque
no pot ser ubiquitinitzada en aquests residus (tot i que a les figures s’aprecia que aquest
mutant encara pot ser ubiquitinitzat (Fung et al., 2005)). En aquesta tesi demostrem que la
mutacio de les lisines K54, 68, i 95 i 112 a arginines genera una ciclina A encara més estable i
amb un defecte molt més important en la seva capacitat de ser ubiquitinitzada, indicant que

els residus 95i 112 també soén crucials en I'estabilitat de ciclina A.

A més, els nostres resultats ens inclinen a pensar que l'acetilacié d’aquestes lisines és
necessaria per a la subseglient ubiquitinitzacid i degradacié de la ciclina A (la ubiquitinitzacié
es donaria en altres residus diferents, o potser en aquests mateixos si poden ser deacetilats i
després ubiquitinitzats). Les dades que ens porten a aquesta conclusié son diverses. En primer

lloc, el tractament amb inhibidors de deacetilases provoca un augment de I'estat d’acetilacio
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de la ciclina A i una disminucié de la seva vida mitja. En segon lloc, I'acetilacid i la
ubiquitinitzacié de la ciclina A es donen simultaniament cap a G,/M, i finalment, el mutant
mimetic d’acetilacié (4Q) es pot ubiquitinitzar igual que la ciclina A WT, mentre que el mutant
no acetilable (4R) no s’ubiquitinitza. Si I'acetilacié i la ubiquitinitzacié de ciclina A fossin dos
fenomens excloents i que competissin entre si, haurien de tenir lloc en moments o fases del

cicle diferents, i el mutant pseudo-acetilat 4Q no s’hauria de poder ubiquitinitzar.

En aquest sentit, recentment han estat publicats diversos treballs on es parla de
I'acetilacié com a senyal que podria portar a la ubiquitinitzacié i posterior degradacio de
diversos substrats. Es el cas d’E2F1 (Galbiati et al., 2005), HIF-1c. (Jeong et al., 2002), I’antigen
T de SV40 (Shimazu et al., 2006) i pRb (Leduc et al., 2006). Aquests descobriments expandeixen
la visio inicial que considerava que, com que l'acetilacié i la ubiquitinitzacié de proteines es
donen sobre el mateix tipus d’aminoacid (els residus de lisina), el fet que una lisina sigui
acetilada la “protegeix” de la ubiquitinitzacio, i per tant, I'acetilacié de proteines els confereix
estabilitat. A més a més, a part de controlar I'estabilitat proteica, la ubiquitinitzacié també
controla altres funcions cel-lulars, com la transcripcid i el transit intracel-lular (Aguilar and
Wendland, 2003; Hicke and Dunn, 2003; Schnell and Hicke, 2003), de manera que és possible
que el balang acetilacié-ubiquitinitzacid estigui regulant alguns d’aquests processos no

relacionats amb la degradacid de proteines.
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Figura 2. Mecanismes implicats en el control de I'estabilitat proteica que es donen després de I'acetilacié (Caron

et al.,, 2005). (A) Estabilitzacié de proteines basada en la competéncia acetilacié-ubiquitinitzacié. En algunes
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proteines com ara p53, les mateixes lisines sén llocs d’acetilacid i d’ubiquitinitzacid. L’acetilacié d’aquestes lisines
bloquejaria la seva ubiquitinitzacié i estabilitzaria la proteina. Les HDACs en canvi alliberarien els llocs acceptors
d’ubiquitines i prepararien la proteina per a la seva ubiquitinitzacié i degradacié via proteasoma. El descobriment
d’un complex format per MDM2 (una E3) i HDAC1 indica que les HDACs podrien potenciar la ubiquitinitzacié de
proteines. De manera similar, probablement les HATs en associacié amb proteases especifiques d’ubiquitina (USPs)
podrien assegurar I'estabilitat de les proteines deubiquitinitzades a través de protegir les lisines diana contra
I’accié de les E3s. (B) L'acetilacié d’una lisina especifica podria crear un lloc d’unié per al reclutament d’un complex
que contingui una E3, la qual aleshores podria ubiquitinitzar la proteina substrat (esquerra). Alternativament, una
lisina acetilada podria atraure un “company”, que aleshores emmascararia altres lisines tot protegint-les contra
I'activitat d’E3s (dreta). (C) L’acetilacio de lisines podria portar a la dissociacié d’'un complex de manera que els
seus components quedarien exposats a la maquinaria degradativa de la cel-lula. La Hsp90 i les proteines amb qui

interacciona en sén un exemple.

Com a curiositat també esmentarem que I’estabilitat de proteines en alguns casos pot ser
regulada per I'acetilacié d’altres residus que no sén lisines. Es el cas de la N-acetiltransferasa
NAT1, la qual acetila els seus substrats mitjancant un mecanisme anomenat “ping pong bi bi”.
El primer pas de la reaccié consisteix en I'acetilacid d’una cisteina que es troba al centre actiu
de I'enzim, seguida de la transferéncia del grup acetil al substrat. L'intermediari NAT1 acetilat
és una proteina estable, i la seva deacetilacié dependent de substrat comporta la rapida
degradacié de la proteina a través del sistema ubiquitina-proteasoma (Butcher et al., 2004). A
part d’aixo, la poliubiquitinitzacié a I'extrem N terminal de les proteines esta emergint com
una altra de manera de “marcar” les proteines per la seva posterior degradacié via
proteasoma, i aixd implicaria que l'acetilacié de grups a-amino que té lloc a I'extrem N
terminal de moltissimes proteines quan sén sintetitzades és un mecanisme protector contra
aquest tipus particular de poliubiquitinitzacié i posterior degradacié (Ciechanover and Ben-

Saadon, 2004).

Les cél-lules que sobreexpressen el mutant de ciclina A 4R experimenten una aturada del
cicle cel-lular a G,/M, amb un increment del nombre de cél-lules aturades a la metafase
mitotica. Aquest fenotip d’aturada del cicle cel-lular just abans o al principi de I'anafase ja
havia estat descrit anteriorment fent servir essencialment mutants de ciclina A que
presentaven delecions a la regié N terminal (Parry and O'Farrell, 2001; Sigrist et al., 1995). En
aquesta tesi per primer cop es descriu que la mutacié de tan sols quatre lisines de I'extrem N

terminal de la ciclina A és capag de provocar I'aturada del cicle cel-lular.
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Un dels motius pels quals es creu que una ciclina A més estable produeix aquest efecte és
per la inhibicié de la separasa. En cel-lules de vertebrats esta descrit que la separasa és un
substrat de ciclina A-CDK, i cal que sigui defosforilada i per tant activada abans de I'anafase.
Aleshores la separasa degrada la securina i es produeix la separacié de cromatides germanes.
La fosfatasa que defosforila la separasa encara no es coneix. Una ciclina A més estable podria
implicar que els complexes ciclina A-CDK siguin actius durant més temps, de manera que la
separasa estaria constantment fosforilada i inactiva, i no es podria produir la segregacio dels

cromosomes.

Per tal de poder ser degradada, la ciclina A ha d’estar unida a la subunitat CDK, la qual al
seu torn ha d’estar unida amb les proteines Cks1/2. Aleshores el complex ciclina A-CDK-Cks és
reclutat per APC/C? fosforilat i actiu a través de les subunitats Cks (Wolthuis et al., 2008).
Cdc20 permetra la ubiquitinitzacid i degradacié de la ciclina A independentment de que el
checkpoint de fus mitotic estigui activat o no. Una possible explicacié de que el mutant 4R no
sigui ubiquitinitzat podria ser que les lisines K54, 68, 95 i 112 fossin importants per la
interaccid de ciclina A amb algun component de la maquinaria degradativa de la cel-lula.
Malgrat aixo, I'analisi de les interaccions entre la ciclina A 4R i les proteines del complex
d’ubiquitinitzacié APC/C indica que aquest mutant conserva la capacitat d’unir-se a totes les
proteines del complex: APC3, Cdh1, Cdc20 (i CDKs i Cks). Per tant, el fet que el mutant 4R no
s’ubiquitinitzi no es deu a una disminucié de la seva capacitat per formar complexes amb la
magquinaria de degradacid. Una possible explicacié d’aquests resultats podria ser que cal que
s’acetilin les lisines K54, 68, 95 i 112 perque tingui lloc una correcta incorporacié de molécules

d’ubiquitina en altres llocs especifics de la ciclina A.

4 L’acetilacio afecta la interaccio de ciclina A amb altres

proteines i ’activitat de complexes ciclina A-CDK

Un resultat inesperat va ser I'observacié de que els nivells de Cdhl, CDK2, CDK1 i Cks
associades amb la ciclina A 4R eren molt superiors als nivells d’associacié d’aquestes proteines
amb la ciclina A WT. Aquests resultats semblen indicar que la ciclina A 4R té una major afinitat
per aquestes proteines que la ciclina A WT (en el cas de les Cksl i 2, pero, com que aquestes
proteines no interaccionen directament amb la ciclina A sind amb les CDKs, probablement la

major interaccié de ciclina A 4R amb elles sigui conseqiiéncia de la seva major afinitat per les
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CDKs). Un fenomen similar a aquest ha estat descrit en un treball recent, on es va generar un
mutant de Cdc20 amb totes les lisines mutades a arginines i va resultar que presentava una
major afinitat per la proteina Mad2 durant el checkpoint de fus mitotic (Nilsson et al., 2008).
En aquell cas, atribuien l'increment d’afinitat al fet d’haver mutat algunes lisines molt
conservades en els dominis d’interaccié de Cdc20 amb Mad2. Aixo ens porta a la conclusié que
a la regié N terminal de la ciclina A s’hi podrien trobar llocs d’interaccio amb Cdh1 i les CDKs
molt conservats, que encara no han estat descrits, i que es podrien veure afectats per
I'acetilacié. De fet, no s’ha aprofundit gaire en I'estudi d’aquesta regio de la ciclina A perqué

encara no ha pogut ser cristal-litzada amb éxit.

A més, I'increment d’afinitat del mutant 4R per les CDKs va acompanyat d’'un augment de
I'activitat quinasa d’aquests complexes en comparacié amb els formats per ciclina A WT. Una
possible explicacié d’aquest fenomen podria ser un canvi conformacional en el complex ciclina
A 4R-CDK2 que el fes més actiu a forca de millorar la interacci6 amb substrats, per exemple?
Seria interessant aprofundir en el futur en les causes d’aquest increment d’activitat i saber si

juga algun paper en el bloqueig de la ubiquitinitzacid de la ciclina A 4R.

En conclusid, els resultats obtinguts de I'estudi dels efectes de I'acetilacié de la ciclina A
per PCAF revelen que l'acetilacié de lisines especifiques podria ser un nou mecanisme que
condueixi a la degradacié de la ciclina A al principi de la mitosi. A més a més, també hem
trobat un possible nou mecanisme de regulacié de I'activitat dels complexes ciclina A-CDK2

que depén de la integritat d’aquestes quatre lisines.

5 PCAF interacciona amb CDK2 i inhibeix la seva activitat

quinasa

En aquesta tesi hem demostrat que PCAF colocalitza i interacciona directament amb la
proteina CDK2. Aquesta interaccid es tradueix en la inhibicié de I'activitat quinasa dels

complexes ciclina-CDK2 in vitro i in vivo.
Les analisis cinetiques de I'activitat dels complexes ciclina A-CDK2 en preséncia o abséencia
de PCAF ens indiquen que PCAF és un inhibidor que no competeix amb I’ATP ni amb el substrat

histona H1, ni tampoc trenca el complex ciclina A-CDK2. Com que PCAF interacciona
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directament tant amb la ciclina com amb la CDK, és probable que aquesta doble interaccid
alteri d’alguna manera I'associacid entre ciclina A i CDK2, produint una disminucié de
I'eficiencia enzimatica del complex. El fet que es necessiti la integritat d’un llarg fragment de
PCAF (C terminal, aa 352-832) per inhibir I'activitat dels complexes ciclina A-CDK2 recolza
aquesta teoria. Alguns dominis especifics que es troben dins de la regié C terminal de PCAF
com ara HAT, ADA i Bromo no poden inhibir per si sols I'activitat ciclina-CDK. Per tant,
probablement el fragment C terminal (que inclou els tres dominis anteriors) deu agrupar tots
els llocs d’interaccié amb la ciclina Ai la CDK2. La identitat d’aquests llocs putatius d’interaccid,

pero, encara ens és desconeguda.

En els experiments de sobreexpressié de PCAF in vivo hem vist que |'activitat quinasa dels
complexes ciclina-CDK2 es veu disminuida. Tanmateix, no podem assegurar que aquest fet
estigui ocasionat Unicament per la interaccié directa de PCAF amb els membres del complex, ja
que dins la cél-lula PCAF fa multiples funcions. Una possibilitat podria ser que PCAF, a través de
I'acetilacié i estabilitzacid de p53, indueixi I'expressié de p21, la qual pot inhibir ciclina A-CDK2.
Ara bé, en les nostres condicions experimentals no hem detectat un augment de p21 paral-lel a

la transfeccio de PCAF, aixi que la inhibicio de ciclina A-CDK2 es devia donar per altres vies.

6 Lasobreexpressio de PCAF atura el cicle cel-lular a través de

CDK2

La sobreexpressio de PCAF atura la progressid del cicle en punts diferents segons el tipus
cel-lular. Com que treballem amb diverses linies cel-lulars tumorals, les diferéncies moleculars
gue aquestes puguin presentar justificarien els efectes diferents derivats de la sobreexpressio
d’aquesta proteina. En el cas de cél-lules HelLa, hem observat que PCAF indueix mort cel-lular i
aturada a la fase G;, la qual cosa concorda amb el fet que PCAF sigui capa¢ d’inhibir els
complexes ciclina E/A-CDK2 que permetrien que el cicle cel-lular avancés cap a les fases Si G,.
En canvi, a cél-lules HCT-116, PCAF provoca un increment del nombre de cel-lules a les fases S i
G,/M. Encara que aquests efectes puguin semblar discordants, una possible explicacié podria
ser que les cel-lules HCT-116 siguin menys sensibles a I'efecte inhibitori de PCAF. Llavors
I’augment del nombre de cél-lules a les fases S i G,/M seria causat per un alentiment en la
progressio del cicle cel-lular ocasionat per la inhibicid d’una part dels complexes ciclina E/A-

CDK2.
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A HCT-116 també hem observat que es produeix la reversié de I'aturada del cicle quan
coexpressem PCAF i CDK2. Aquest resultat indica que PCAF podria estar afectant la
disponibilitat de CDK2 a la cél-lula i, si incrementem el pool de CDK2, les cel-lules poden
superar I'aturada. Pel que fa a les cel-lules Hela, encara no ho hem comprovat pero en un
futur proper es faran els experiments per determinar si la sobreexpressié de CDK2 és capag de

revertir I’aturada a la fase G;.

També és interessant el fet que la PCAFAHAT, que presenta una petita delecié d’'uns 20
aminoacids dins el centre catalitic de manera que és inactiva, també és capag d’aturar el cicle
cel-lular (com indiquen els experiments de FACS i comptatges fets amb clons amb expressié
induible de PCAFAHAT). Aquestes observacions recolzen la idea de que PCAF podria exercir
funcions independents de la seva activitat com a acetilasa (com en el cas dels experiments on

PCAF inhibeix in vitro i només per interaccid els complexes ciclina A-CDK2).

Com hem explicat anteriorment, una de les funcions atribuides a PCAF és la de participar
en l'activacid transcripcional en resposta a progesterona. Les publicacions relacionades amb
aquest tema presenten experiments de ChlIP (chromatin immunoprecipitation) per demostrar
que PCAF és reclutada pels promotors al cap de poc temps d’incorporar progesterona al medi,
i assumeixen que fa la funcié de coactivador transcripcional. Nosaltres, perd, hem observat
que I'expressié de PCAF provoca una disminucié de I'activacid transcripcional en resposta a
progesterona. Aquests resultats potser son causats perque en les nostres condicions
provoquem una presencia sostinguda de PCAF als promotors. Podria ser que en principi PCAF
col-laborés amb SRC-1 en I'acetilacié d’histones i I'activacid de la transcripcio, pero al cap del
temps, i com a conseqiiencia de la preséncia d’un nombre elevat de molecules de PCAF al
nucli, acabés predominant la seva funcié d’inhibicié dels complexes ciclina A-CDK2. L’activitat
de ciclina A-CDK2 es requereix per a la fosforilacié del PR i I'activacié de SRC-1, i quan aquest
complex no és actiu, disminueix I'activacid transcripcional. La resposta a progesterona implica
I'expressié de gens que estimulen la progressié del cicle cel-lular, i si esta inhibida el cicle
probablement es veura afectat. Aquesta podria ser una altra possible via a través de la qual
PCAF comporta I'aturada del cicle cel-lular: impedint I'expressié de gens de progressio del cicle

regulats per ciclina A-CDK2.
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7 CDK2 és acetilada per PCAF

Hem observat que la CDK2 és acetilada in vitro per PCAF a la lisina 33. Aquesta lisina és
essencial per a I'activitat de CDK2 ja que és un lloc d’interaccid amb les molécules d’ATP, i la
seva acetilacié té com a conseqiiéncia la inhibicié de I'activitat quinasa del complex ciclina A-
CDK2. Un fenomen molt similar ha estat descrit per CDK9. Recentment s’ha publicat un treball
on es demostra que aquesta proteina pot ser acetilada per GCN5 i PCAF a la lisina 48, que és
I’equivalent a la K33 de CDK2 (Sabo et al., 2008). CDK9 esta implicada en transcripcio (Peterlin
and Price, 2006), i els autors demostren que I'acetilacié d’aquesta quinasa inhibeix

especificament 'activitat transcripcional dependent de CDK9.

La K33 de CDK2 i la K48 de CDK9 sén residus molt conservats que es troben al centre
catalitic no tan sols de tots els membres de la familia de les CDKs, siné també d’altres quinases.
Per aquest motiu podriem especular que I'acetilacié d’aquests residus de lisina podria ser un

mecanisme molt general de regulacié de |'activitat quinasa a la cel-lula.

A més, I'analisi d’interaccions del mutant mimeétic d’acetilacio de CDK2 (CDK2 K33Q) ens
indica que I'acetilacié d’aquest residu no tan sols afecta I'activitat de I'enzim, sind també la
seva capacitat d’interaccionar amb altres proteines, com ara p27 i ciclina A. En el cas de p27,
un dels llocs pels quals interacciona amb el complex ciclina A-CDK2 és a través del seu domini
RXL, pero també interacciona amb la lisina 33 de CDK2 i aixi impedeix que hi arribi I’ATP
(provocant la inhibicid de I'activitat quinasa) (Russo et al.,, 1996). Com veiem, el mimétic
d’acetilacio CDK2 K33Q perd la interaccido amb p27, indicant que I'acetilacié pot interferir en
aquesta associacid. En canvi, aquest mutant no perd la interacci6 amb p21, possiblement
perque p21 no deu interaccionar amb la lisina 33 de CDK2, i només s’uneix a aquest complex a
través dels seus dominis RXL. Com a conseqiiéncia de la pérdua d’interaccié amb p27, CDK2
K33Q tampoc no interacciona amb Skp1-Skp2-Cull, ja que aquestes proteines interaccionen
directament amb p27 per tal de portar-la a degradar. El fet que el mutant pseudo-acetilat de
CDK2 perdi interacciéo amb la ciclina A podria suggerir un altre aspecte més de la inhibicié del
complex ciclina A-CDK2 per PCAF: PCAF interacciona amb el complex i acetila la CDK2 inhibint
la seva activitat quinasa i separant-la de la ciclina A, la qual també és acetilada i a continuacié
ubiquitinitzada i degradada via proteasoma. La pérdua d’unié amb la ciclina del mutant CDK2
K33Q també justifica que no interaccioni amb Cdh1 ni Cdc20, ja que aquestes proteines son

activadors del complex APC/C que interaccionen directament amb la ciclina A.
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La inhibicié del complex ciclina A-CDK2 per PCAF podria donar-se en un cicle normal a la
transicid G,/M per tal de garantir la inactivacié d’aquests complexes ciclina-CDK i la correcta
degradacié de la ciclina A, elements necessaris per a la progressid del cicle cel-lular. Pero
també hi ha altres circumstancies on es podrien produir aquests fets. Per exemple, PCAF juga
un paper molt important en el checkpoint de resposta a dany al DNA a través d’acetilar p53 i
E2F1. Després de que es produeixi un “insult” al DNA, PCAF s’uneix a E2F1, l'acetila i
I’estabilitza. Aquests complexes es relocalitzen i passen d’estar a promotors de gens de
progressié del cicle a promotors de gens pro-apoptotics (lanari et al., 2004). En condicions de
dany al DNA PCAF també acetila p53 a la lisina 320 i indueix I'expressio de gens regulats per
p53 com ara PIG3 i NOXA (Liu et al., 1999; Terui et al., 2003). Els resultats presentats en
aquesta tesi ens permeten hipotetitzar que una altra manera com PCAF podria participar en la
resposta a dany al DNA seria inhibint els complexes ciclina-CDK2 per tal d’aturar la progressio
del cicle. Aixi, I'activacié de PCAF després del dany podria induir I'acetilacié de ciclina A i CDK2,

conduint a la inhibicié de 'activitat CDK2 i I'aturada del cicle cel-lular.

8 Enresum

Els mecanismes classics de regulacio de I'activitat dels complexes ciclina-CDK inclouen la
interacciéo amb la ciclina (la qual estimula I'activitat quinasa de la subunitat CDK), la interaccio
amb CKls (que, per contra, inhibeix I'activitat quinasa), i la fosforilacid, que també regula
positiva i negativament lactivitat de les CDKs. Ultimament, perd, estan emergint nous
mecanismes que regulen I'activitat d’aquests complexes. Per exemple, la proteina SET
(oncogen i proteina remodeladora de la cromatina) inhibeix I'activitat de ciclina B-CDK1 tot
associant-se amb aquest complex (Canela et al., 2003). Un altre exemple és |’acetilacié de la

lisina 48 de CDK9 per GCN5 i PCAF, la qual inactiva aquest enzim (Sabo et al., 2008).

El nostre treball demostra que PCAF interacciona directament i acetila la ciclina A tot
estimulant la seva degradacié al principi de la mitosi, amb la conseqient inactivacio dels
complexes ciclina A-CDK2. A més, aquesta acetilasa controla I'activitat quinasa de CDK2 per un
mecanisme que inclou la unié directa amb el complex ciclina A-CDK2 (que d’alguna forma
afecta la seva activitat) i I'acetilacid d’una lisina essencial situada dins el centre actiu de la

quinasa. L'acetilacié de CDK2 podria ser també una estratégia per garantir que, un cop se

161



Discussio

separi de la ciclina A, romangui inactiva tot i que es pogués unir a una altra ciclina (E o B, per

exemple).

Altera
complexes
y BH(Z ciclina-CDK2
? \ Inhibicio de
I'activitat
A ciclina-CDK

AiK33de
CDK2

Figura 3. Esquema resum dels mecanismes pels quals PCAF inhibeix el complex ciclina A-CDK2.

9 Importancia des del punt de vista terapeéutic

A part dels resultats obtinguts en aquesta tesi, altres estudis recents subratllen la
comunicacio entre la maquinaria reguladora de cicle i les proteines que regulen I'acetilacid
d’histones i de substrats no-histona (HATs i HDACs). Per exemple, pRb s’uneix a E2F i a HDACs,
i aguestes Ultimes tenen un paper important en les funcions de supressié de tumors i la
repressio transcripcional mitjancades per pRb. Per una altra banda, el complex ciclina E-CDK2
fosforila les HATs p300/CBP, estimulant aixi la progressio del cicle cel-lular, i també fosforila
NPAT, la qual promou la progressio del cicle en abséncia de pRb i contribueix a I'expressio
dependent de cicle dels gens que codifiquen per histones. L'acetilaciéd d’histones per part
d’algunes HATs també juga un paper molt important en la coordinacié de I'expressid génicaila
progressié del cicle cel-lular. Finalment, molts factors de transcripcié han estat identificats com
a substrats de HATSs, i mutacions en els llocs d’acetilacio s’han associat amb la seva activacio
constitutiva i I'estimulacié de la proliferacid cel-lular, suggerint un paper molt important de
I'acetilacié tant en la repressié com en |'activacid transcripcional. En conjunt, tots aquests
estudis proporcionen un model en el que quinases reguladores de cicle poden fosforilar i
inactivar HDACs, coordinar I'expressié dels gens que codifiquen per histones i unir-se a histona

acetilases.
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Aquestes evidéncies de que hi ha una comunicacidé entre quinases dependents de cicle i
I'expressié genica d’histones o la regulaci6 de HATs suggereixen que els agents
quimioterapeutics que tenen com a diana l'acetilacié d’histones podrien tenir efectes
complexes i possiblement complementaris amb els agents que tenen com a dianes les CDKs.
Per exemple, el butirat de sodi és un inhibidor de HDACs que provoca l'aturada del cicle
cel-lular i reverteix el fenotip d’algunes cél-lules transformades. Un dels mecanismes a través

dels quals provoca aquest efecte és induint I'expressié de CKls.

Intentant aplicar aquests coneixements als resultats d’aquesta tesi, podriem pensar que en
els tumors caracteritzats per una hiperactivacié del complex ciclina A-CDK2 (per exemple, els
melanomes), I'Gs d’inhibidors de HDACs com a agents quimioterapeutics podria estar molt
indicat. La inhibicid de la deacetilacié generaria un panorama on els substrats acetilats per
PCAF no serien deacetilats, i per tant el complex ciclina A-CDK2 quedaria molt inhibit.
Probablement I'administracié simultania de farmacs que inhibeixen les CDKs encara
potenciaria més aquest efecte. També cal tenir en compte, com ja vam esmentar a la
introduccid, que els ratolins knockout de CDK2 sdén viables i aixo indica que I'activitat de CDK2
no és essencial per a poder desenvolupar un cicle normal. No obstant, les cél-lules tumorals
sembla que si que podrien ser més dependents de I'activitat CDK2 per tal de mantenir un ritme
de divisi6 molt elevat, i justament aquesta diferencia podria permetre que els farmacs
orientats a inhibir les CDKs (tant els inhibidors només de CDKs com els inhibidors de HDACs)

tinguessin efecte només sobre les cél-lules tumorals i no sobre les cel-lules sanes.

10 Perspectives de futur

A partir del treball presentat en aquesta tesi es plantegen tot un seguit de questions en les
quals caldria aprofundir. En primer lloc, ja que els nostres resultats semblen indicar que
I'acetilacié de les lisines K54, 68, 95 i 112 de ciclina A conduiria a la ubiquitinitzacié de la
proteina, seria interessant determinar quins sén els residus que s’ubiquitinitzen. Aixi podriem
tenir una idea clara de tot el procés que porta a la degradacid de la ciclina A, el qual encara no

es coneix prou bé.

En segon lloc, seria molt rellevant I'estudi de la importancia de les lisines K54, 68, 95 i 112

en la interaccié amb Cdh1, CDK1 i CDK2. Fins ara hem observat que quan aquestes lisines es
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muten a arginines, la interaccid augmenta. Per quée passa aixd? | a més, els complexes que
forma el mutant 4R amb les CDKs sdn més actius; quin sentit té? Es genera algun canvi
estructural que fa que la CDK sigui més activa? O és que aquest complex no pot interaccionar
amb CKls o altres inhibidors? La regié N terminal de ciclina A que comprén els aa 1 al 171, que
és on es troben aquestes lisines encara no ha pogut ser cristal-litzada. Posar esforgos en la
determinaciod de 'estructura d’aquesta part de la ciclina A ens aportaria moltissima informacié

per resoldre les quiestions que acabem de plantejar.

D’altra banda, hem observat que la ciclina A interacciona amb HDAC1, i CDK2 amb HDAC1 i
2. Tindria un enorme interés determinar quan i on es produeixen aquestes interaccions i quin
sentit tenen: podria ser que la HDAC1 deacetilés els residus que son acetilats per PCAF? Si fos
aixi, es deixaria de degradar la ciclina A? | que passaria amb la CDK2? La interaccié amb HDACs
deacetilaria la K33 de CDK2, tot activant I’'enzim? Una altra possibilitat podria ser que la
interaccid del complex ciclina A-CDK2 amb HDACs tingués sentit des del punt de vista
transcripcional, i afectés I'expressid dels gens regulats per ciclina A-CDK2 (com ara els de

resposta a progesterona).

També seria interessant invertir més esforcos en intentar desenvolupar un anticos que
reconegui la CDK2 acetilada in vivo. Ja que els autors del treball sobre I'acetilacié de la K48 de
CDK9 van tenir (suposadament) éxit en aquesta empresa, potser ho hauriem de tornar a
provar. El fet de disposar d’una eina aixi ens permetria situar el moment i les circumstancies en
les quals es produeix I'acetilacido de CDK2. | per exemple podriem provar si és certa la hipotesi
de que PCAF podria acetilar CDK2 en situacions de dany al DNA. Per no dir que també es
podrien fer estudis de localitzacié subcel-lular i immunoprecipitacions per comprovar els canvis

en les interaccions amb altres proteines.

Per tal d’assegurar que la reversié dels fenotips d’aturada del cicle provocats per PCAF té a
veure amb la interaccié directa de PCAF amb CDK2, es podrien generar mutants de CDK2 que
no interaccionin amb PCAF. Aquests mateixos mutants es podrien fer servir en els assajos de
resposta a progesterona, per tal de veure si PCAF esta provocant la inhibicié de la transcripcio
a través d’interaccionar i inhibir el complex ciclina A-CDK2. De fet, com que PCAF també
interacciona directament amb la ciclina A, potser seria interessant generar mutants de PCAF
gue no interaccionin ni amb CDK2 ni amb ciclina A, de manera que PCAF no pogués continuar
inhibint el complex a través de la unié amb ciclina A. | seguint amb el tema de la resposta a

progesterona, podriem analitzar si la presencia de PCAF impedeix que ciclina A-CDK2 fosforili
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SRC-1 (I'acetilasa que es requereix per a I'activacié de la transcripcié dels gens de resposta a

progesterona).

A part de tot aix0, també hem observat que CDK1 i ciclina E podrien ser acetilades in vitro

per PCAF. La confirmacié d’aquests resultats podria complementar el treball realitzat en

aquesta tesi i iniciar noves linies d’investigacié al laboratori.
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Science is a wonderful thing
if one does not have to earn one’s living at it.
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Conclusions

10.

La ciclina A és acetilada per I'acetiltransferasa PCAF a les lisines K54, 68, 95 i 112.

La interaccid entre ciclina A i PCAF és directa, i es déna a les fases S i G,/M del cicle

cel-lular.

L'acetilacié de la ciclina A comporta la seva posterior degradacid: provoca una
disminucié de la vida mitja de la ciclina A, i es déna simultaniament a la seva

ubiquitinitzacid.

El mutant de ciclina A que no es pot acetilar (4R) no s’ubiquitinitza, és més estable que

la ciclina A WT i provoca I'aturada del cicle a G,/M.

La major estabilitat del mutant 4R no es deu a que es vegi afectada la seva interaccio

amb la maquinaria degradativa de la cél-lula.

Les lisines K54, 68, 95 i 112 sdon importants per regular la interaccié de ciclina A amb

Cdh1 i CDKs, i també per a la regulacio de I'activitat quinasa associada a ciclina A.

CDK2 també interacciona directament amb PCAF a les fases S i G,/M del cicle cel-lular.

La interaccié de PCAF amb CDK2 provoca la inhibicié de la seva activitat quinasa per un
mecanisme desconegut que probablement afecta la conformacié del complex ciclina

A-CDK2.

La sobreexpressié de PCAF afecta la progressio del cicle i provoca una disminucié de la
proliferacié cel-lular. La coexpressid de CDK2 reverteix aquest fenotip, indicant que

aquests efectes es produeixen a través de CDK2.

CDK2 és acetilada in vitro per PCAF a la lisina 33 i queda inactiva, probablement perquée

perd la interaccié amb I’ATP. El mutant mimetic d’acetilacié CDK2 K33Q també perd la

interaccié amb la ciclina Ai p27.
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The Roots of Violence:

Wealth without work,
Pleasure without conscience,
Knowledge without character,
Commerce without morality,
Science without humanity,
Worship without sacrifice,
Politics without principles.

Mahatma Gandhi
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