ESTUDI DE LA PRESENILINA 1 COM A
INHIBIDOR DE L'ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL

DE LA B-CATENINA

Imma Raurell Saborit



e/
Universitat Autonoma de Barcelona

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular

Unitat de Biofisica, Facultat de Medicina

ESTUDI DE LA PRESENILINA 1 COM A
INHIBIDOR DE L’ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL

DE LA B-CATENINA

Imma Raurell Saborit
Memoria presentada per optar al grau de Doctora en Bioquimica i Biologia
Molecular per la Universitat Autbonoma de Barcelona.

Abril 2007

Directora de la Tesi Doctoral:

Dra. Mireia Dufiach Masjuan



Siempre es preciso saber cuando se acaba una etapa de la vida. Si
inistes en permanecer en ella mas alla del tiempo necesario, pierdes
la alegria y el sentido del resto. Cerrando circulos, o cerrando
puertas o cerrando capitulos. Lo importante es poder cerrarlos y

dejar ir momentos de la vida que se van terminando.

Paulo Coelho
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1. LA MALALTIA DE L’ALZHEIMER

1.1. Aspectes generals

Ara fa 100 anys, el 1906, 'alemany Alois Alzheimer va descriure per primera
vegada les caracteristiques cliniques i neuropatologiques d’'una inusual malaltia que
anys més tard, Emil Kraepelin la va anomenar la malaltia de I'Alzheimer (AD) (revisat a
[1]).

La malaltia de I'Alzheimer és la patologia més comu de demeéncia senil en el
mon occidental, tant per la seva repercussié actual, ja que representa un 60-70% de
les malalties neurodegeneratives, com pel previsible augment de la seva prevaléncia
degut el constant envelliment de la poblacié. S’estima que cada vint anys es doblara el
nombre de casos de deméncia en els paisos desenvolupats, amb 42 milions de
persones afectades el 2020 i 81 milions al 2040 [2]. Pel qué fa a la incidéncia, es
considera que augmenta de forma exponencial a partir els 65 anys. Actualment té una
incidéncia de I'1% per sota dels 65 anys, del 5-10% a partir dels 65 i d’'un 40% en
persones majors de 85 anys [3].

Clinicament, aquesta malaltia es caracteritza per un deteriorament intel-lectual
progressiu que afecta a la memoria, el llenguatge i I'orientacid, entre altres facultats
mentals, causat per un dany selectiu de les regions cerebrals i dels circuits neuronals
implicats en aquestes funcions, com ara I'escorga cerebral i '’hipocamp [4]. El gran
nombre de casos i el grau de deteriorament dels pacients en els estadis més avancgats
de la malaltia, I'han convertit en un dels problemes sanitaris més importants d’aquest

segle.

1.2. Histopatologia: els cabdells neurofibril-lars i les plagues senils

Pel diagnostic inequivoc de la malaltia de I'Alzheimer es requereix un analisi
histopatologic postmortem del teixit cerebral: s’ha d’observar la preséncia dels cabdells
neurofibril-lars formats per la proteina Tau, i les plaques senils, formades pel péptid -
amiloide (ApB). Perd, unicament els diposits de la proteina p-amiloide apareixen de

forma exclusiva en els malalts de I'Alzheimer. En I'estudi microscopic, també es pot
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veure una reduccié del nombre de neurones i disminucié de la densitat sinaptica en
I’hipocamp, en I'escorga cerebral o en el loci coeruleus.

Els cabdells neurofibril-lars estan formats principalment per la proteina Tau
hiperfosforilada. La Tau és una proteina associada als microtubuls molt abundant en
neurones on té un paper molt important ja que promou la formacié i estabilitzacié dels
microtubuls, regula el transport axonal i intervé en la polaritat neuronal. En el
desenvolupament de I'Alzheimer, la Tau és anormalment hiperfosforilada per diferents
quinases, i com a consequéncia es dissocia dels microtubuls. Una vegada dissociada,
esdevé insoluble i forma unes estructures filamentoses helicoidals. Aquestes
estructures intracel-lulars, que es troben als cossos neuronals i a les neurites, formen

els cabdells neurofibril-lars (veure Figura 1A) [5, 6].

Figura 1. Estudi histopatologic de I’AD. Tincié en plata de les dues
estructures caracteristiques de [l'estudi histopatoldogic: els cabdells
neurofibril-lars i 'ampliacié de les estructures filamentoses helicoidals (A) i les
plaques senils (B). Tret de www.neuropathologyweb.org/.../chapterObAD.html .

Les plaques senils sén unes estructures extracel-lulars formades per un nucli
central amiloide envoltat d’axons i neurites degenerants (veure Figura 1B). Aquest
nucli esta envait de cél-lules glies com les microglies, i més externament d’astrocits, fet
que indica l'existéncia d’'un component inflamatori en el procés de neurodegeneracio

(revisat a [7]).


http://www.neuropathologyweb.org/.../chapter9bAD.html
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Els diposits amiloides sén acumulacions insolubles del péptid p-amiloide (AB).
El peptid B-amiloide es produeix a partir de la proteina precursora del péptid B-amiloide
(APP) mitjangant uns talls proteolitics (veure I'apartat 3.1.2), que generen una série de
péptids AB de longituds variables (39-43 aminoacids). En aquestes estructures
majoritariament es troben les espécies AB(1-40) i AB(1-42). Pero, és el péptid AB(1-42)
(el qual té dos aminoacids hidrofobics extra) el més insoluble i té tendéncia a dipositar-
se i formar uns agregats que serveixen de nucli per al dipdsit d’'altres formes
d’AB (revisat a [1]). A més, estudis in vitro demostren que, un cop s’ha format un nucli,
el creixement de les plaques amiloides és rapid i és un procés termodinamicament
favorable [8]. Alguns estudis indiquen que unicament les formes agregades d’Ap sén
neurotoxiques [9], mentre que altres autors afirmen que la capacitat neurotdxica dels
péptids Ap és independent de I'estat d’agregacié en qué és troben [10, 11]. Estudis
més recents, asseguren que les espécies més citotoxiques sén els oligbmers que és

formen durant el procés d’agregacio [12, 13].

1.3. L’Alzheimer esporadic i I'alzheimer familiar

La malaltia de I’Alzheimer es classifica en:

» Alzheimer esporadic: és el tipus més comu i generalment linici dels

simptomes apareix en edats avancades (després dels 65 anys) i de
desenvolupament lent. La seva causa es desconeguda, tot i que s’han
descrit diferents factors genétics, que augmentarien la susceptibilitat de
desenvolupar la malaltia en preséncia de determinats factors externs o
interns. Com per exemple, mutacions en l'al-lel ¢4 de I'apolipoproteina E
(ApoE).

» Alzheimer familiar: es caracteritza per tenir un clar component genétic.

Generalment és transmet amb una heréncia de caracter dominant amb
una elevada penetrancia i afecta per igual a homes i a dones. Els
simptomes és manifesten abans dels 60-65 anys i es desenvolupa

rapidament.
La majoria dels casos identificats com AD, aproximadament un 95%, sén
esporadics i senils. Mentre que només un 1-3% dels casos tenen un clar component
genétic i son d’aparicio presenil. Aquesta variant minoritaria de I'Alzheimer s’anomena

Alzheimer familiar precog.
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1.4. Gens responsables de I’Alzheimer familiar precog

L’estudi genétic de I'Alzheimer familiar preco¢ durant els ultims 15 anys, ha
permés identificar tres gens responsables d’aquesta variant de I'Alzheimer: el gen de
la proteina precursora B-amiloide (APP) i els gens de les presenilines 1i2 (PS1iPS2)
(veure la Taula 1). Les mutacions presents en el gen de la PS1 sén les responsables

del 50% dels casos d’Alzheimer familiar precog [14].

NUam. de v
. ., . Edat d’inici N
Localitzacié6 | mutacions Referéncies
~descrites (anys)
escrites
Cromosoma
APP 2121 1 27 40-60 [15, 16]
Cromosoma
PS1 1424 3 157 25-64 [17-19]
Cromosoma
PS2 1q42.1 10 40-65 [20, 21]

Taula 1. Resum dels gens implicats en I’Alzheimer familiar precog.

1.4.1. El gen de la proteina precursora B-amiloide (APP)

El primer gen associat a I'Alzheimer familiar precog identificat va ser el gen de
I’APP localitzat en el cromosoma 21, el qual es troba triplicat en el Sindrome de Down.
Per aixd, molts pacients amb Sindrome de Down, manifesten 'AD a edats inferiors als
50 anys. Els analisis postmortem d’aquests individus, es caracteritzen per tenir només
plagues senils i no presenten els cabdells neurofibril-lars, suggerint que els diposits A
son esdeveniments temprants de I'AD (revisat a [22]). Actualment hi ha 27 mutacions
descrites en les diferents families afectades per 'AD. Totes elles presenten mutacions
puntuals que impliquen un canvi d’aminoacid i es troben aprop dels llocs de tall de la
a-, B- i y-secretasa (veure l'apartat 3.1.2). Per tant, aquestes mutacions, com que
afecten a les activitats secretases, tenen un efecte directe en el processament de
'APP i formacio del péptid amiloidogénic AB(1-42) [23]. Totes aquestes mutacions

tenen una penetrancia completa perdo amb una edat d’aparicié molt variable [24].

1.4.2. Els gens de les presenilines

Els gens de les presenilines 1i 2 (PS1 i PS2, respectivament) pertanyen a una

mateixa familia génica i tenen una homologia del 67% en [l'estructura primaria.
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Actualment s’han descrit 157 i 10 mutacions en els gens de la PS1 i PS2
respectivament [25].

Les mutacions en el gen de la PS1, tenen una edat promig de manifestacié
inferior als 50 anys. Totes tenen una penetrancia del 100% a excepcié de la mutacio
1143F trobada en una familia anglesa, la qual t¢ una penetrancia incompleta [26]; i la
mutacioé E318G que es considera un factor de risc, és a dir, juntament amb algun altre
factor desenvoluparia I'AD [27], (revisat a [28]).

Pel que fa al tipus de mutacions, la majoria sén mutacions puntuals que
impliquen un canvi d’'aminoacid, que modifiquen residus conservats entre la PS1 i la
PS2 humanes, i conservats en les presenilines de ratoli, rata entre d’altres [29]. Hi ha
altres mutacions no puntuals identificades en la PS1, sén les anomenades A9 (delta 9)
i A4 (delta 4). La mutacié A9 consisteix en una mutacioé en el lloc acceptor de splicing
de I'ex6 9, i com a consequéncia hi ha la delecié d’aquest ex6 acompanyada de la
substitucié d’'un aminoacid [30]. La mutacioé A4 consisteix en una delecié de la G de la
sequéncia consens donadora de splicing de I'intré 4. Com a consequéncia, es produeix
una maduracié aberrant del RNA missatger i es generen diferents transcrits madurs.
La majoria contenen delecions totals o parcials de I'exé 4 amb una pérdua de la pauta
de lectura [31].

El gen de la PS2, va ser identificat per la seva homologia de seqiéncia amb la
PS1 [21], (revisat a [32]). EI nombre de mutacions descrites en el gen de la PS2 sén
menys freqlents que amb la PS1, i totes elles sén mutacions puntuals que impliquen
un canvi d’'aminoacid. Degut a la baixa incidéncia de les mutacions de la PS2, es creu
que alguns casos podrien passar com a esporadics. A més, aquestes mutacions es
manifesten en edats més tardanes que les mutacions de la PS1. Totes aquestes
dades fan pensar que les mutacions de la PS2 desenvolupen formes molt menys

agressives de I'Alzheimer familiar precog [33].

1.4.3. El gen de susceptibilitat a I’AD: I APOE

L’apolipoproteina E (APOE) és una glicoproteina sintetitzada principalment pel
fetge, per les neurones, pels astrocits del cervell i altres tipus cel-lulars com els
macrofags i mondcits (revisat a [34]). LAPOE actua com a proteina transportadora de
fosfolipids i colesterol en el sistema nervids i participa en la regeneracié nerviosa [35,
36].

L’APOE és el primer factor de risc o gen de susceptibilitat descrit per 'AD. Hi
ha tres isoformes de la proteina: E2, E3 i E4, les quals provenen de tres allels

diferents €2, €3 i ¢4. Diferents estudis, han demostrat 'associacid entre I'al-lel ¢4 i
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formes esporadiques de I'AD (revisat a [34]). La preséncia de I' APOE &4 és
necessaria perd no suficient per desenvolupar I'AD, és a dir, cal associar-se amb altres
factors genétics o ambientals. Els portadors de I'al-lel APOE €4 tenen un major risc a
desenvolupar I'AD depenent de dosi: els homozigots per I'al-lel APOE ¢4 desenvolupen
I’AD en edats molt més precoces que els heterozigots [23]. La preséncia de 'APOE ¢4,
augmenta els dipdsits p-amiloide, perd es desconeix el mecanisme molecular

mitjangant el qual exerceix aquesta funcié amiloidogénica (revisat a [1, 37]).

2. LES PRESENILINES

2.1. Caracteristiques generals de les presenilines

Els gens humans de la PS1 i la PS2 codifiquen per unes proteines de 467 i 448
aminoacids respectivament, d’aproximadament 50 kDa. Aquestes dues proteines
tenen un alt grau d’homologia i el major nimero de divergéncies es localitzen en els
extrems N- i C-terminal i en el gran loop hidrofilic, situat entre el sisé i seté domini
transmembrana (revisat a [38]).

Homolegs de les presenilines s’han descrit en diferents organismes, no només
en mamifers i vertebrats, i mantenen un alt grau d’homologia. La PS1 i la PS2 només
es diferencien en un 57% amb la seva homodloga en Drosophila, DPS [39]. En
Xenopus, la PS-a i la PS-B tenen un 90% i un 86% de similitud amb la PS1 i PS2
respectivament [40].

A més, la funcié de les presenilines esta altament conservada entre els humans
i Caenorhabditis elegans (C.elegans). A partir d’'un screening de supressors d’un
mutant amb guany de funcié de lin-12 (Notch), es va identificar sel-12, la qual té un
48% d’homologia amb la PS1 humana [41]. L’expressié de la PS1 humana en mutants
de C.elegans per sel-12 era capag¢ de recuperar el fenotip de Notch, confirmant que
sel-12 era una PS [42]. A més, C.elegans té una segona PS, hop-1, la qual té un 33%
d’homologia amb la PS1 humana [43] i també pot recuperar el fenotip de Notch en
mutants de sel-12 (revisat a [44]).

Les presenilines son detectades ubiquament en tots els teixits estudiats, i no
només a nivell del sistema nerviés central (SNC) [45], on té una maxima expressié en
neurones. Generalment la PS1, té uns nivells d’expressid més alts que la PS2 (revisat
a [46]).
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Diferents estudis de immunofluorescéncia han demostrat que les presenilines
es localitzen en el reticle endoplasmatic (RE) i en I'aparell de Golgi, ja que colocalitzen
amb proteines del RE com la BiP o calnexina i amb marcadors de I'aparell de Golgi
com la p210 o p58 [47-49]. També s’ha vist una localitzaci6 en els endosomes
primerencs i vesicules citoplasmatiques [50], i en la regié perinuclear [51]. A més, un
petit percentatge de les PS1, es localitzen a la membrana plasmatica [51]. Per tant, es
considera una localitzacié de les presenilines en tota la via secretora fins a la

membrana plasmatica.

2.2. Models animals i cel-lulars de les presenilines

Hi ha diferents models animals per I'estudi fisioldgic i funcional de 'AD. Els
ratolins konck-out per la PS1, moren abans o immediatament després del naixement,
degut a malformacions esquelétiques i neuronals [52, 53]. Aquests ratolins es
caracteritzen per tenir malformacions en la columna vertebral, pes i mida reduida, i una
cua curta degut a que, a partir la regi6é pélvica, no tenen esquelet caudal. Presenten
una severa malformacié a la caixa toracica impedint la correcta funcié mecanica dels
pulmons. Degut a aquest fet, els ratolins moren per una insuficiéncia respiratoria en
néixer. També presenten formes irregulars i una deficient alineacié de les somites,
hemorragies intracraneals i pérdua de progenitors neurals. Aquestes caracteristiques
esquelétiques i de les somites, també s’observen en els ratolins knock-out per Notch-1.
Per tant, la similitud d’aquests fenotips, va fer pensar, que la PS1 estava implicada en
la via de Notch [54], (revisat a [32]).

La reintroduccié de la PS1 wild type o de formes mutades de la PS1 presents
en I'Alzheimer familiar precog, en els ratolins knock-out per la PS1, elimina la mort
embrionaria [55]. A més, els mutants de la PS1 augmenten els nivells del péptid
amiloide AB(1-42) [56], (revisat a [44]).

Estudis en cél-lules en cultiu de cervell de ratolins PS1-/-, indiquen la relacié
entre el metabolisme de 'APP i la PS1. Cél-lules en cultiu procedents d’embrions de
14 dies, mostren una reduccié significativa dels péptids AB, comparat amb cél-lules
procedents d’individus PS1+/+ [53, 57-59]. La produccié residual dels péptids Ap en
aquestes cél-lules PS1-/-, podria ser deguda a la PS2 endogena [53].

Estudis en ceél-lules embrionaries deficients de la PS1, també sén deficients en
I'activitat que allibera el domini intracel-lular de Notch (NICD) [60].

Com que el knock-out per la PS1 és letal, diferents grups van utilitzar la técnica

de Cre/loxP per crear un knock-out condicional, i aixi, poder estudiar les funcions de la
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PS1 en el SNC d’un individu adult [61-63]. A les 6 setmanes de vida, degut a una
inactivacié postnatal, aquests ratolins ja no expressen les presenilines. La pérdua de
lactivitat de les presenilines en un ratoli adult, t¢ com a conseqliiéncia una
degeneracié de la part anterior del cervell, un allargament del tercer ventricle, una
reduccid del gruix del cortex, del corpus callosum i de [I'hipocamp. També
desenvolupen diferents anomalies cel-lulars com atrofia neuronal, astrogliosis,
apoptosi i disminucié de la produccio dels péptids Ap. Aquests resultats indiquen que
les presenilines també estan implicades en el manteniment de les estructures i
funcions corticals [61, 62], (revisat a [46]).

El ratoli knock-out per la PS2, a diferéncia del knock-out per la PS1, és viable,
fértil, no presenta anomalies en el metabolisme de I'APP i aparentment té un fenotip
normal [64]. Amb l'edat, els ratolins PS2-/- presenten fibrosis pulmonars i com a
consequéncia desenvolupen hemorragies pulmonars [65]. Es creu, que es manté el
fenotip degut a la preséncia de la PS1.

El doble knock-out per la PS1 i la PS2, és letal ja en el dia 9.5 del
desenvolupament embrionari i presenta malformacions més severes que el knock-out
PS1-/-. Presenten anomalies molt greus en els pulmons, en el cor, en el tub neural,
deficiéncies en la segmentacié de les somites entre d’altres (revisat a [44]), indicant
que les presenilines sén essencials pel correcte desenvolupament embrionari.

Estudis en cél-lules en cultiu procedents de ratolins PS1-/-:PS2-/-, demostren
que amb la pérdua total de les presenilines hi ha una abséencia de produccio dels
péptids AB i una acumulacié dels seus fragments precursors [60]. Aquests resultats
indiquen una redundancia funcional entre les presenilines. També suggereixen que les
presenilines son el propi enzim y-secretasa o un factor essencial en el tall depenent de

I'activitat y-secretasa, en el processament de 'APP (veure apartat 3.1.2).

2.3. Lapresenilinal (PS1)

2.3.1. Topologiade la PS1

A partir diferents estudis d’analisi d’hidrofobicitat de la seqiiéncia aminoacidica
de la PS1, es van identificar 10 regions hidrofobiques i totes elles eren tedricament
dominis transmembrana. Per tant, es va predir que la PS1 era una proteina integral de
membrana, que podia tenir de 7 a 10 dominis transmembrana (TM). Degut aquesta

ambiguiitat, s’han postulat diferents topologies per la PS1 [66-71].
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La més acceptada és la topologia de vuit dominis TM. Es caracteritza per tenir
els extrems amino i carboxiterminals, aixi com una gran regié hidrofilica entre els
dominis TM VI i VII, tots situats en el citosol (veure la Figura 2). Aquesta prediccio va
sorgir de diferents estudis in vivo en C.elegans de diferents formes truncades de sel-12

fusionades amb p-galactosidasa [72, 73] i per estudis d’immunocitoquimica amb

anticossos envers la PS1 en cél-lules semipermeabilitzades [74], (revisat a [68]).

N-terminal

loop citosolic C-terminal

Figura 2. Representacio de la topologia més acceptada de la PS1. HR,
regio hidrofobica; LH, loop hidrofilic; cercle groc, aspartics conservats.

2.3.2. Modificacions postraduccionals de la PS1
» Endoproteolisi

La PS1 és sintetitzada com un unic polipéptid de 50 kDa aproximadament,
anomenat holoproteina. L’holoproteina és endoproteolitzada en el domini hidrofobic 7,
que forma part del gran loop hidrofilic, a partir d’'unes “presenilinases” no identificades.
Com a consequéncia es generen dos fragments, de 30 i 20 kDa que corresponen a
'extrem N-terminal (NTF) i C-terminal (CTF), respectivament. Aquests fragments NTF
i CTF és mantenen associats formant un heterodimer, amb una estequiometria 1:1 [75,
76] (veure la Figura 3).

En cél-lules transfectades, només una petita part de la PS1 sobreexpressada
es converteix en NTF i CTF; mentre que la majoria de la PS1 sintetitzada de novo, és
rapidament degradada via proteosoma, ja que hi ha un excés d’holoproteina. Aquests
resultats indiquen, que I'acumulacio dels fragments NTF i CTF de la PS1 és un procés
regulat i saturable [77], (revisat a [78]). En ratolins transgénics que expressen la PS1

humana, també es demostra que els nivells de NTF/CTF son saturables i que és
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produeix el fenomen del reemplacament. Aquest fenomen consisteix en la substitucio
dels fragments endogens de la PS1 de ratoli, pels fragments de la PS1 humana que
s’esta sobreexpressant [75], (revisat a [44]). Aquest fet també s’ha observat en
cél-lules en cultiu transfectades amb PS1 exdgena [79]. Aquest reemplagament es
invers a la quantitat de PS1 exdgena expressada [80]. Aquestes dades suggereixen
que la PS1 exogena i enddgena competeixen per un factor limitant, el qual regula la

produccio i/o estabilitzacio dels fragments endoproteolitics [77], (revisat a [44]).

NTF CTF
_A— A
. ~ 7 N
coceve ® 00000 ee

bty

N-terminal

“presenilinases’}

(Serina290) Q OC-terminal

loop citosolic

Caspasa
(Aspartic345)

Figura 3. Esquema de les diferents modificacions postraduccionals de la
PS1. Els cercles taronges, representen els residus serina que son fosforilats
per la PKA, PKC i la GSK3p. El cercle verd clar, representa el residu treonina
fosforilat per la cdk5/p35.

Diferents estudis d’estabilitat, demostren que la vida mitja de I'holoproteina és
de 1-2 hores aproximadament. Mentre que, la vida mitja dels fragments NTF i CTF és
superior a les 24 hores. Per tant, 'heterodimer és la forma estable de la PS1 [81, 82].
El mutant A9 de la PS1 es manté com a holoproteina i té una vida mitja igual que els
fragments endoproteolitzats [82, 83]. Aquests resultats suggereixen, que primer hi ha
una estabilitzacié de I'holoproteina per la unié a un factor limitant, i després es
produeix el procés d’endoproteolisi.

Algunes de les mutacions descrites en el gen de la presenilina 1, en la variant
de I'Alzheimer anomenada Alzheimer familiar precog, tenen com a consequéncia una
pérdua del processament de la PS1. Per exemple, el mutant A9 (mencionat
anteriorment) que consisteix en la delecié de I'exé 9 acompanyada de la substitucio de

la serina 290 per una cisteina amb la consequent pérdua de la sequéncia de tall de les
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“presenilines”, no sofreix I'endoproteolisi. Per tant, no hi ha la formacié dels fragments
N- i C-terminals i es manté com a holoproteina [30].

Altres mutacions artificials com per exemple les mutacions dels residus
altament conservats Asp257 i Asp385, situats en els dominis transmembrana 6 i 7,
respectivament, tampoc generen els fragments N- i C-terminals. A més, totes aquestes
mutacions tenen alterada l'activitat y-secretasa [84, 85]. També s’ha descrit que la
integritat de I'extrem C-terminal és essencial pel correcte processament de la PS1.
Delecions dels ultims aminoacids o la incorporacioé d’un epitop en I'extrem C-terminal,

disminueix el processament de la PS1 [86, 87].

» Processament per les caspases

La PS1 pot tenir un processament alternatiu a I'endoproteolisi, induit per les
proteases de la familia de les caspases [88].

Quan s’activa la via apoptotica, s’activen diferents membres de la familia de les
caspases. Les caspases sbn cisteina proteases, les quals generen un tall entre un
aspartic i una serina. La PS1 és un substrat de la Caspasa 3, la qual talla la PS1 en el
loop hidrofilic, a C-terminal del tall endoproteolitic (veure Figura 3). No se sap si I'accio
de la Caspasa 3 sobre la PS1 és important per regular 'apoptosi o només és un dels
molts substrats innocents de la Caspasa 3, que no estan implicats en la via apoptotica.
Estudis preliminars indiquen que I'extrem C-terminal derivat de la caspasa podria tenir

un efecte antiapoptotic [89], (revisat a [90]).

» Modificacions per fosforilacié

Les presenilines experimenten altres tipus de modificacions postraduccionals,
independents als mecanismes de processament. Fins ara, no s’ha descrit cap
modificacié per glicosilacié en la PS1, pero, si s’han descrit modificacions per
fosforilacio en diferents residus situats en el loop hidrofilic (veure la Figura 3).

La fosforilacié del residu serina 310, situat en el loop hidrofilic, tant in vitro com
en cél-lules en cultiu, és catalitzada per la proteina quinasa A (PKA). Mentre que, la
fosforilacio del residu serina 346, situat en el lloc de reconeixement de les caspases,
és fosforilat per la PKC. Aquesta fosforilacié inhibeix el processament per les caspases
durant 'apoptosi. Per tant, la fosforilacié de la PS1 redueix la progressio de I'apoptosi
[90].

També, s’han trobat diferents dianes consens de fosforilacid per la glicogen

sintasa quinasa 3p (GSK3p) en el loop hidrofilic i en altres regions de la PS1. La
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fosforilacio en el residu serina 397 per la GSK3p, promou la degradacié del CTF [91,
92].

En canvi, tant en estudis in vitro com en cél-lules en cultiu, la fosforilacié del
residu treonina 354, per la quinasa depenent de ciclina 5 (cdk5/p35), estabilitza el
CTF. Aquesta quinasa, és la unica de la seva familia, que és activa en neurones

madures [93].

2.3.3. Interaccio de la PS1 amb altres proteines

Una manera d’estudiar la funcié desconeguda d’una proteina, és la recerca de
les proteines que interaccionen, per aixi poder-la situar en un context cel-lular especific
0 via de senyalitzacio. Les técniques utilitzades en aquests estudis son les del doble
hibrid i assaigs de coimmunoprecipitacié [94], (revisat a [95]). Aquestes técniques han
permés identificar una cinquantena de proteines que interaccionen amb la PS1. A la

taula seglient és mostren algunes d’elles:

Regi6 d'unié Tipus

| Referéncies

en la PS1 d’assaig
APP | Loop hidrofilic |  Co-IP Senyalitzacio | [96]
adhesio
. Sy e Sistema Senyalitzacio i

B-catenina | Loop hidrofilic 2H: co-IP adhesio [97]

Sistema Formacio
NRAP Loop hidrofilic ) d’extensions [98]

2H; co-IP
cellulars
GSK3B Loop hidrofilic Co-IP Senyalitzacié [99]
Tau Loop hidrofilic Co-IP Microtubular [99]
Notch Holoproteina Co-IP Senyalitzacié [100]
Aph-1 HoIonflf)Ftelna Co-IP Complex y-secretasa [101]
Holoproteina Co-IP;
Nicastrina P Interacci6 | Complex y-secretasa [102]
CTF .
directe
Pen-2 Hololz);?;elna Co-IP Complex y-secretasa [103]
Cadherines | Loop hidrofilic Co-IP Adhgsm > [104]
senyalitzacio

N Sistema .

Ubiquilina CTF 2H: co-IP Degradacio [105]

Taula 2. Algunes de les proteines que interaccionen amb la PS1. No totes
les funcions associades a les proteines han estat demostrades. NTF, fragment
N-terminal de la PS1; CTF, fragment C-terminal de la PS1; Co-IP,
coimmunoprecipitacid; sistema 2H, sistema del doble hibrid; APP, proteina
precursora B-amiloide; NRAP, proteina armadillo relacionada amb la plakofilina
neural; GSK3p, glicogen sintasa quinasa 3p; Aph-1, anterior pharynx defective;
Pen-2, presenilin enhancer 2.
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3. FUNCIONS DE LA PS1

3.1. LaPS1: component del complex y-secretasa

3.1.1. El complex y-secretasa

En assaigs de purificacié parcial de lactivitat y-secretasa amb diferents
detergents, es va observar la preséncia dels fragments N- i C-terminals de la PS1 en
uns complexos d’elevat pes molecular, de 200-2000 kDa aproximadament [106-109].
En els ultims anys, a partir d’estudis bioquimics i d’aproximacions genétiques, s’han
identificat quatre components presents en el complex y-secretasa: la presenilina, la
nicastrina, I'aph-1 (anterior pharynx defective) i el pen-2 (presenilin enhancer 2).
Diferents estudis indiquen que restaurar I'activitat y-secretasa, tant en S.Cerevisiae,
que no té activitat y-secretasa enddgena, com en cél-lules Sf9, només depén de la
coexpressio dels quatre components identificats [110, 111]. Per tant, la PS1, la
nicastrina, I'aph-1 i el pen-2 son els responsables de I'activitat y-secretasa. Es creu que
es poden formar quatre o més complexos y-secretasa segons la incorporacié exclusiva
de les subunitats de la presenilina (PS1 o PS2) i de I'aph-1 (aph-1A o aph-1B) [112],
(revisat a [113]).

L’activitat y-secretasa consisteix en el processament, en el domini
transmembrana, de les proteines tipus |. Les proteines transmembrana de tipus | es
caracteritzen per tenir un gran domini N-terminal extracel-lular, un Unic domini
transmembrana i un domini citosolic curt corresponent a I'extrem C-terminal. Els
primers substrats que es van descriure del complex y-secretasa van ser la proteina

precursora -amiloide (APP) i el receptor Notch.

> LaPS1

Hi ha diferents evidéncies que indiquen que la PS1 és la subunitat catalitica de
la y-secretasa, tot i que no presenta les caracteristiques tipiques d’'una proteasa. En
I’Alzheimer familiar precog, la majoria de mutacions presents en la PS1 presenten una
sobreproduccié del péptid amiloide APB(1-42) [114, 115]. Aquests resultats sén la
primera evidéncia que la PS1 facilita I'activitat y-secretasa. La mutacio dels dos residus
aspartics altament conservats en els dominis transmembrana 6 i 7 de la PS1, té com a
resultat una disminucié de la produccié dels péptids Ap [84, 116], (revisat a [117]). A

més, inhibidors i inhibidors analegs ftransitoris d’aspartil proteases s’uneixen
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covalentment a la PS1 i bloquegen la formacié dels péptids AB(1-40) i AB(1-42) [76,
118, 119].

La PS1 és una proteina transmembrana atipica respecte les aspartil proteases
convencionals, ja que no presenta la sequéncia D(T/S)G tipica del centre actiu
d’aquestes proteases (revisat a [120]). No obstant, si té dos residus aspartic (D257 i
D385), essencials pel centre actiu del complex y-secretasa [84, 121]. Estudis recents,
han permés identificar una cavitat hidrofilica entre els dominis transmembrana 6i 7, és
a dir, davant els residus aspartic necessaris per I'activitat y-secretasa [122], (revisat a
[123]). Per tant, en el centre catalitic del complex y-secretasa hi ha molécules d’aigua,
necessaries per la hidrolisi de l'enllag peptidic que duu a terme sobre els seus
substrats. Aquests resultats permeten explicar la controvérsia establerta sobre com
I'activitat y-secretasa podia proteolitzar els seus substrats en un ambient totalment
hidrofobic, és a dir, en el domini transmembrana. Altres proteases com les aspartil
proteasa bacterianes ancorades a la membrana, les proteases prepelines tipus 4 i les
peptidases senyal, també tenen una sequencia aspartil atipica (GxGD) en el centre
actiu. Totes elles tenen una certa homologia amb la PS1. Aquestes proteases
produeixen un tall en el domini transmembrana de proteines tipus | (revisat a [124]).
Aquestes proteines, tant per la topologia com per les caracteristiques atipiques que

presenten, serien un precedent de proteases a la PS1.

» Lanicastrina

La nicastrina va ser descrita com a component del complex y-secretasa quan
es va trobar que coimmunoprecipitava amb la PS1 [102]. Es una proteina
transmembrana de tipus | de 670 aminoacids, amb un gran domini hidrofilic N-terminal,
un domini transmembrana i un domini citosolic C-terminal d’aproximadament 20
aminoacids (veure la Figura 4). Té un pes molecular de 80 kDa que després de passar
per la via secretora, on és glicosilada, es genera la forma madura de 150 kDa [125-
127]. En l'aparell de Golgi és on es troba per primera vegada la forma madura de la
nicastrina que és manté fins a la membrana plasmatica [128]. Cal destacar, que
delecions en I'extrem C-terminal de la PS1 impedeixen avancar en la via secretora i
per tant, hi ha una disminucié de la glicosilacié de la nicastrina [87, 129]. A més,
aquests autors suggereixen que la glicosilacié no és necessaria per interaccionar amb
el fragment CTF de la PS1. Diferents estudis indiquen que la nicastrina es essencial
per la correcta formacio del complex, des del RE, durant el transport intracel-lular i fins
la superficie cel-lular [130]. La nicastrina interacciona amb I'extrem C-terminal de 'APP

i de Notch, ambdds substrats de I'activitat y-secretasa. Per tant, la nicastrina actuaria
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com a receptor pels substrats de la y-secretasa [130, 131]. A més, mutacions o la
inhibicié de la funcié de la nicastrina en Drosophila o en cél-lules en cultiu, t& com a
resultat la pérdua total del tall y-secretasa en 'APP i en Notch. Aquests resultats
indiquen que la nicastrina és un component essencial del complex y-secretasa [132,
133], (revisat a [117]).

s
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Presenilina 1

Extracel.lular/
luminal

Citoplasma

C-terminal

Nicastrina “Presenilinases”
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1
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Figura 4. Components del complex y-secretasa. Representacié de la
nicastrina madura (els hexagons taronges de la nicastrina representen les
molécules de sucres afegides després de la N-glicosilacio). Els cercles grocs
de la PS1 representen els dos aspartics necessaris pel centre actiu. Aph-1,
anterior pharynx defective; Pen-2, presenilin enhancer 2.

» L’aph-1

L’aph-1 va ser identificada a partir d’'un rastreig genétic de mutacions que
afectaven la funcié de Notch o de la PS1 en C.elegans [134]. L’aph-1 és un proteina
de 30 kDa, 308 aminoacids i 7 dominis transmembrana (veure la Figura 4). Existeixen
dues formes homologues, localitzades en el cromosoma 1 i 15, I'aph-1A i I'aph-1B
respectivament [135]. A partir d’'un processament alternatiu d’aph-1A, es generen dues

isoformes. La isoforma més curta és la més abundant en la majoria de teixits, pero la
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seva funcié encara es desconeix. S’ha observat que la delecié de I'aph-1A redueix la
formacio dels péptids AB durant el desenvolupament embrionari [136, 137]. S’ha
descrit que I'aph-1 s’uneix a formes madures i immadures de la nicastrina i de la PS1
[101]. Diferents estudis demostren que la pérdua de I'aph-1 desestabilitza la forma
d’holoproteina de la PS1 [138, 139], (revisat a [95]).

» Pen-2

Pen-2, igual que 'aph-1, va ser identificada per rastreig genétic de mutacions
que afectaven la funcié de Notch o de la PS1 en C.elegans. Pen-2 és una proteina
petita d’aproximadament 12 kDa, 101 aminoacids, que presenta dos dominis
transmembrana amb els extrems N- i C-terminals situats en I'espai luminal del RE
(veure la Figura 4). No presenta homologia amb cap proteina descrita (revisat a [117]).
Pen-2 interacciona amb la nicastrina, 'aph-1 i la PS1. Quan no esta interaccionant és
degradada, possiblement via proteosoma [140]. La perdua de pen-2, redueix
significativament I'endoproteolisi de la PS1 i la produccio dels fragments AP, indicant
que pen-2 és necessari tant per les presenilinases com per 'activitat y-secretasa [135,
141]. El subcomplex format per la nicastrina, I‘aph-1 i la PS1 ha estat identificat en
cél-lules que no expressen pen-2, suggerint que pen-2 és I'Ultim component incorporat
al complex y-secretasa [142]. Evidéncies recents, indiquen que pen-2 és incorporat al
complex a través de la seva interacciéo amb la PS1 [103]. L’endoproteolisi de la PS1 té
lloc en el loop hidrofilic, lluny del domini transmembrana 4 per on interacciona pen-2,
suggerint que el domini d’interaccié de pen-2 no seria responsable del processament
de la PS1. Potser pen-2, només presenta la PS1 a les presenilinases, les quals

podrien ser un altre membre del complex.

» Formacio6 del complex y-secretasa

La formacio del complex y-secretasa s’inicia a les membranes del RE, on la
nicastrina actua com a proteina adaptadora interaccionant amb I'aph-1 [143] (veure la
Figura 5). Aquest subcomplex és estable i esta format per una nicastrina immadura,
no glicosilada. La PS1, en forma d’holoproteina, és incorporada al complex nicastrina
immadura-aph-1 i promou la translocacié a l'aparell de Golgi, trans-Golgi i fins a la
membrana cel-lular o compartiments endosomals/lisosomals. Amb la incorporacié de la
PS1, la nicastrina és modificada postranscripcionalment (N-glicosilada), ja que es

promou el transport entre RE i Golgi/trans-Golgi.
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Una vegada format el complex nicastrina madura-aph-1-PS1 holoproteina,
s’incorpora pen-2, que promou I'endoproteolisi de la PS1 i la formacié del complex y-
secretasa actiu. Pen-2 també estabilitza els fragments NTF i CTF de la PS1 [144].
Una vegada a la membrana plasmatica, on és localitzen els seus substrats, el
complex y-secretasa ja esta totalment format, activat i a punt per dur a terme la seva
funcié y-secretasa (revisat a [91, 202]).

El complex nicastrina immadura-aph-1 que incorpora la PS1-A9, incapa¢ de
ser tallada per les presenilinases, permet una correcta maduracié de la nicastrina, la
incorporacio de pen-2 i una activacio completa del complex y-secretasa [81, 198]. Per
tant, 'endoproteolisi de la PS1 no sembla imprescindible per I'activacié del complex y-

secretasa.

3.1.2. Processament de I'APP

La proteina precursora B-amiloide (APP) és una proteina transmembrana de
tipus I, molt conservada en l'evolucié. S’expressa ubiquament i presenta diferents
isoformes produides per processaments alternatius, els quals generen péptids de 695
a 770 aminoacids.

Durant la traduccio, 'APP és insertada en el reticle endoplasmatic mitjangant
un péptid senyal. A continuacié, en la via secretora, sofreix diferents modificacions
postraduccionals com els processos de N- i O-glicosilacio, de sulfatacio i fosforilacio
(revisat a [7].

Diferents estudis in vitro, han permés atribuir a 'APP diferents funcions com
adhesiéo i migracio de cél-lules neuronals, creixement axonal, neuroproteccio,
transport de vesicules axonals i transduccié de senyals [145], (revisat a [34]).

El processament de 'APP té lloc en tots els teixits estudiats, no només en
cel-lules neuronals. La formaci6 dels péptids p-amiloide és el resultat de I'actuacié de
diferents proteines secretases sobre I'APP. El processament de I'APP té lloc per dues
vies diferents: la via no amiloidogénica i la via amiloidogénica (revisat en [46]).

La via no amiloidogénica: I'a-secretasa talla el domini AB de 'APP, entre els

residus 16 i 17, i genera un fragment soluble anomenat o-APP que és alliberat al
medi extracellular, i un fragment carboxiterminal de 83 aminoacids que queda
retingut a la membrana. El fragment C83 és processat per l'activitat y-secretasa en
els residus 711 o 713, formant uns péptids de 3 kDa, anomenats p3, de naturalesa

soluble i de caracteristiques no amiloidogéniques (veure la Figura 6A).
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El tall de l'a-secretasa és un procés constitutiu perd regulat per la proteina
quinasa C (PKC) (revisat a [146]). S’han descrit diferents membres de la familia
ADAM (a disintegrin and metalloprotease) que podrien actuar com a o-secretasa;
concretament les metal-loproteases TACE (enzim conversor del factor de necrosi
tumoral o) o ADAM-17, i TADAM-10 [147], (revisat a [28]).

A Via no amiloidogénica
TACE(ADAM17)/ADAM10
™
N[ | —
APP ~;r-siecfetasa
N N
a-APP €83
B c
P3
B Via amiloidogénica
BACE
ETM
N| : g
APP ! £
]
N - | IE=c
B-APP - C99
v-secretasa
Bl T AIcD
AR(1-49)
I
Ap40/42

Figura 6. Esquema de les vies de processament de I'APP. A. Via no
amiloidogénica caracteritzada per 'accié de la a- i y-secretasa sobre 'APP i
formacio dels péptids p3. B. Via amiloidogénica caracteritzada pel
processament de I'APP per lactivitat pB-secretasa (BACE) generant un
fragment ancorat a la membrana anomenat C99. El fragment C99 és substrat
de l'activitat y-secretasa (tall epsilon) generant un fragment ancorat a la
membrana AB(1-49) i un fragment corresponent el domini intracel-lular de
'APP, anomenat AICD. El fragment AB(1-49) és de nou substrat de la y-
secretasa formant el péptid amiloidogénic AB(1-42). El fragment vermell
correspon al domini AB.
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La via amiloidogénica: la B-secretasa talla en I'extrem aminoterminal del

domini Apde I'APP i genera un péptid soluble anomenat B-APP, i un fragment
ancorat a la membrana, C99, de 99 aminoacids (veure la Figura 6B). Aquest
fragment és potencialment amiloidogénic ja que conté la totalitat del domini AB. A
continuacio, el C99 és processat en el residu 49 i es genera un péptid amiloide
anomenat AB(1-49) i un fragment soluble intracel-lular (AICD). Aquest tall s’anomena
g, i depén de l'activitat y-secretasa [148, 149]. El péptid AB(1-49) és de nou substrat
de I'activitat y-secretasa, que talla inespecificament en els residus 40 o 42, generant
la forma curta Ap(1-40) o la forma llarga Ap(1-42), respectivament, dels péptids
amiloides [149, 150], (revisat a [22]).

L’enzim amb activitat p-secretasa és I'aspartil proteasa BACE (g-site APP
cleaving enzyme). En condicions normals, aquesta via amiloidogénica és minoritaria.
Normalment hi ha un produccié d’un 90% del péptid AB(1-40) i només d’'un 10% del
peptid amiloidogenic AB(1-42). Pero totes les mutacions trobades en I'APP, prop dels
llocs de tall de la a-, B- i y-secretasa, tenen com a conseqiiéncia un augment en la

formacio del péptid amiloidogénic AB(1-42) [23], (revisat a [22]).

3.1.3. Processament de Notch

El receptor Notch també és una proteina transmembrana de tipus | implicada
en les fases inicials del desenvolupament embrionari i, en adults, en el manteniment
de 'homeostasi. EI gran domini extracel-lular de Notch, presenta repeticions en
tandem del factor de creixement epidérmic (EGF) i tres llocs d'unié de Ca*. En
mamifers, s’han descrit quatre homodlegs de Notch (Notch1-Notch-4) i cinc lligands
diferents (Delta1, Delta-like3, Delta-like4, Jagged1 i Jagged?2) (revisat a [151]).

Notch és sintetitzat com un precursor de 300 kDa en el RE i processat per tres
activitats proteasa diferents. Durant la via secretora, en el trans-Golgi, aquest
precursor és processat en la part luminal per una convertasa de tipus furina (S1).
Com a consequéncia es generen dos fragments, un fragment extracel-lular i un altre
transmembranal/intracel-lular que es mantenen associats formant un heterodimer
(veure la Figura 7). Aquest heterodimer és la forma majoritaria del receptor Notch a
la membrana cel-lular.

Els lligands de Notch sbn membres de la familia Delta/Serrate/Jagged i també
son proteines transmembrana tipus |. Per tant, la senyalitzacié es realitza per
contacte cel-lula-cel-lula. Una vegada el lligand ha interaccionat amb el receptor

Notch, es produeix l'alliberament del domini extracel-lular de Notch degut a I'accié
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d’'una metal-loproteasa. La proteasa responsable d’aquest tall anomenat S2, és la
TACE/(ADAM17). El fragment restant, anclat a la membrana, és processat a nivell del
domini transmembrana (S3) per acci6 de la y-secretasa (Figura 7). Com a resultat del
tall S3, es genera un fragment corresponent al domini intracel-lular de Notch (NICD).
Aquest fragment pot translocar al nucli on s’associa amb factors de transcripcio de la
familia CSL (C promoter binding factor/Suppressor of Hairless/Lag-1) regulant
I'expressio dels gens diana (revisat a [151, 152]). EI NICD esta implicat en diferents
processos com per exemple la inhibicio de la diferenciacié neuronal, el creixement de
les neurites i la regulacié de la mort neuronal [153].

Aquests talls sequencials, recorden els talls de les diferents secretases que
actuen sobre 'APP [154].

Citoplasma

Espai
extracel-lular

\ Citoplasma
Notch

[ | nico
\

Senyalitzacié nuclear

Figura 7. Esquema del processament sequencial del receptor Notch. El
precursor de Notch és processat per convertases de la familia furina (S1)
formant un fragment extracel-lular i un altre transmembrana que es mantenen
associats no covalentment. Una vegada el lligand ha interaccionat amb
Notch, per accié de TACE (S2) s’allibera el domini extracel-lular de Notch. El
fragment restant ancorat a la membrana és processat per I'activitat y-
secretasa (S3), generant un fragment corresponent al domini intracel-lular de
Notch (NICD).
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3.2. Regulador negatiu de I'activitat transcripcional del complex

Tcf-4-B-catenina

Tal mostra la Taula 2, hi ha evidéncies que indiquen que la PS1 interacciona
amb factors involucrats en la ruta Wnt, com la GSK3p i la B-catenina. L’activacio
d’aquesta ruta origina la translocaci6 al nucli de la B-catenina i I'activacio de gens
depenents del complex Tcf-4-B-catenina. Aquesta ruta de senyalitzacio juga un paper
clau en les etapes inicials del desenvolupament embrionari i es troba alterada en
molts tumors epitelials, especialment de colon. En aquests tumors apareixen
mutacions en elements de la ruta que causen un augment de la vida mitja de la -
catenina i com a consequiéncia un augment en I'activitat transcripcional del complex
Tcf-4-B-catenina [155-157].

3.2.1. La B-catenina
» Caracteristiques generals

L’estructura de la B-catenina (781 aminoacids) consisteix en tres dominis: un
domini N-terminal d’'uns 150 aminoacids, un domini armadillo central de 550
aminoacids i un extrem C-terminal format per uns 100 aminoacids (veure la Figura 8)
[158].

N-terminal Domini armadillo C-terminal
1 141 . 664 781
B-catenina

Figura 8. Representacio esquematica dels dominis de la B-catenina.

L’extrem N-terminal té la zona d’unié a 'a-catenina (120-151 aa) [159], i llocs
de fosforilacié per la GSK33 [160].

Per l'extrem C-terminal interaccionen molts factors de la maquinaria
transcripcional com CREB [161, 162], Sox 17 i 13 [163], SMAD4 [164] entre d’altres.
A més, aquest domini és essencial per la transcripci6 mediada per factors de la
familia Tcf/LEF [165]. Aixi, 'extrem C-terminal de la p-catenina, fusionat a Lef-1, és
suficient per promoure la transactivacio génica [166].

El domini central o domini armadillo, ha estat cristal-litzat [167] i es tracta

d’'una unitat molt estable formada per 12 repeticions de 42 aminoacids cada una.
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Cada repeticidé consta de tres petites helices a. Aquestes hélices formen amb les
helices adjacents, una superhélice cilindrica i molt rigida. La regié armadillo és un
domini d’interaccio proteina-proteina. En el cas de la B-catenina, d’unié a multiples
cofactors com I'E-cadherina, el Tcf-4, la TBP, 'APC i 'axina, amb la majoria dels
quals forma complexos mutuament excloents. Resultats descrits pel nostre grup [168-
170] demostren que els extrems terminals de la B-catenina interaccionen amb el
domini armadillo i aquesta interaccio limita la capacitat de factors, com I'E-cadherina i

la TBP, d’unir-se a aquest domini armadillo.

> Funcié

La B-catenina té dues funcions importants a la cél-lula: estad implicada en
I'establiment i manteniment de I'adhesié cel-lular formant les unions adherents [171]
(veure 'apartat 3.3.1), i té un paper en el nucli com a coactivador transcripcional [172,
173].

La fraccié de B-catenina citosodlica, que no esta formant part de les unions
adherents, té la capacitat de transclocar al nucli. A través de la interacciéo amb factors
de transcripcié de la familia del Tcf/LEF, activa un gran nombre de gens, que
contenen sequiéncies d’unié del complex Tcf-4-B-catenina en els seus promotors.
Diversos gens activats pel complex Tcf-4-B-catenina han estat identificats [173-175] i
la majoria estan relacionats positivament amb proliferacié cel-lular, com per exemple
el gen de la ciclina D1, c-myc, c-jun entre d’altres (veure la Taula 3). A linversa, la
inhibicid del complex Tcf-4-B-catenina estimula la sintesi de linhibidor del cicle
cel-lular p21 [176]. Aquestes i altres evidéncies suggereixen que la transcripcio
mediada per B-catenina és necessaria per mantenir la capacitat proliferativa de les
cél-lules. En molts tumors epitelials (especialment de colon), apareixen mutacions en
'APC o altres elements de la ruta de Wnt que impedeixen la degradacié de la j-
catenina i donen lloc a un augment de I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-p3-
catenina.

Els nivells citosolics de B-catenina estan finament regulats per un complex
multiproteic implicat en la seva degradacié. Aquest complex esta format per 'APC,
'axina, la serina-treonina quinases CKla i la glicogen sintasa quinasa 33 (GSK3p)
[177], (revisat a [178]). La CKlo fosforila la serina 45 de la B-catenina, condicio
indispensable perqué la GSK3p fosforili seqlencialment els residus treonina 41,

serina 37 i serina 33. Com a consequéncia d’aquestes fosforilacions la B-catenina és
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poliubiquitinitzada per la B-TrCP ubiquitina lligasa i degradada pel proteosoma [179]

(veure la Figura 9).
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Figura 9. Regulacié dels nivells de la B-catenina en cél-lules epitelials.
En condicions normals els nivells de la B-catenina estan regulats pel complex
quaternari GSK-3p-axin-p-catenina-APC. La CKla fosforila la serina 45 de la
B-catenina, condicié indispensable perqué la GSK3p fosforili els residus
Thr41 iles Ser37 i 33. A consequéncia d’aquestes fosforilacions la B-catenina
és degradada pel proteosoma. Quan s’activa la via de Wnt o s’altera el
sistema de regulacié dels nivells de B-catenina, aquesta catenina no és
degradada i migra al nucli. Una vegada al nucli interacciona amb el factor
transcripcional Tcf-4 i activa la transcripcié dels gens diana del complex Tcf-

4-B-catenina.

Existeix un mecanisme alternatiu de degradacio de la pB-catenina, que depén
de l'activitat del producte del gen Siah-1. Aquesta proteina, I'expressié de la qual és
activada per la p53, interacciona amb I'extrem carboxiterminal de 'APC i promou la
degradacié de la B-catenina, independent de la fosforilacid per la GSK3p, i sense
necessitat que la B-catenina interaccioni amb la B-TrCP [180, 181].

Quan el sistema de regulacio dels nivells de la B-catenina s’altera o s’activa la
via de Wnt, la B-catenina no pot ser degradada i es transloca al nucli [172, 174] amb

el consequent augment de la seva activitat transcripcional. Recentment, s’ha descrit

26



Introduccid

en humans una proteina, Bcl9-2, que sembla necessaria per estabilitzar la 3-catenina
al nucli [182]. Una vegada al nucli, la B-catenina interacciona a través del seu domini
armadillo amb els membres de la familia dels factors de transcripcié Tcf (T cell
factor)/Lef, Tcf-4 en I'epiteli intestinal [165, 175, 183]. Aquestes proteines s’uneixen al
DNA a partir el seu domini HMG. Pero, necessiten interaccionar pel seu extrem
aminoterminal amb la p-catenina, per poder reclutar tots els coactivadors
transcripcionals necessaris, per activar la transcripcié dels gens diana del complex
Tcf-4-B-catenina (veure Taula 3) (revisat a [184]). Es pot trobar una llista completa
dels gens activats pel complex

Tcf-4-B-catenina a I'adreca:

http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html.

Gen Funcio Referéncia

c-Myc Proliferacio [185]
Ciclina D1 Proliferacio [186]
Tcf-1 Diferenciacio [187]
PPARdelta Diferenciacid/Proliferacio [188]
c-jun Diferenciacio/Proliferacio [189]
Fra-1 Diferenciacio/Proliferacio [189]
uPAR Adhesié/Migracid/Invasid [189]
Matrilisina Invasié/Migracio [190]
Axina-2 Degradacio de la B-catenina [191]
Nr-CAM Adhesié/Proliferacié [192]
ITF-2 Diferenciacio/Proliferacio [193]
Gastrina Proliferacio [194]
CD44 Adhesio [195]
EphB Establiment de limits cel-lulars [196]
BMP4 Diferenciacio [197]
Claudina-1 Adhesid [198]
VEGF Proliferacio [199]

Taula 3. Alguns dels gens activats directe o indirectament pel complex
Tcf-4-B-catenina. No totes les funcions associades als gens han estat
demostrades.

3.2.2. Lavia de senyalitzacié Wnt

La via de senyalitzacié de Wnt intervé en el creixement cel-lular, diferenciacio,
organogénesi i oncogénesi [179]. Aquesta via consisteix en una cascada
intracel-lular, en la qual participen les proteines de secreci6 Wnt (wingless en

Drosophila), els receptors de membrana frizzled i LRP, la proteina dishevelled (Dsh),
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les serina-treonina quinases CKla i GSK3p, I'axina i la p-catenina (veure Figura 10).
Aquesta via va ser caracteritzada per primera vegada en Drosophila i és essencial
per la formacié dels eixos embrionaris tant en vertebrats com en invertebrats [200,
201].

Els factors Wnts, d'uns 350-400 aminoacids, sén una familia de
glicoproteines, de la qual s’han descrit 14 tipus diferents en mamifers. S’ha trobat
homolegs en un nombre elevat d’'organismes i tots ells es caracteritzen per presentar
una seqliéncia rica en cisteines. Els receptors de Wnt estan formats per dos
membres: frizzled i LRP5/6. El receptor frizzled, presenta 7 hélices transmembrana,
una regié extracel-lular de 120 aminoacids rica en cisteines per on interacciona amb
els factors Wnt, i un llarg extrem citoplasmatic amb dominis d’interacci6 PDZ. En
canvi, el coreceptor LRP5/6 és una proteina amb un sol domini transmembrana i

també interacciona amb els factors Wnt pel domini extracel-lular.

Axina
Dsh (h)

oM >
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a -catenina
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Figura 10. Esquema de la ruta de Wnt. Quan el factor Wnt interacciona
amb els receptors frizzled i LRP5/6 aquests s’activen i heterodimeritzen. A
continuacié hi ha una fosforilaci6 de dishivelled (Dsh), la qual promou
l'alliberament de la glicogen sintasa quinasa 33 (GSK3p) del complex
quaternari GSK-3p-axin-p-catenina-APC. Amb I'activacié també es fosforila el
domini intracel-lular del receptor LRP el qual recluta I'axina a la membrana.
Per tant, el complex quaternari no és funcional i la B-catenina no és
degradada i pot translocar al nucli.
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Quan el factor Wnt interacciona amb els receptors frizzled i LRP5/6 aquests
s’activen i heterodimeritzen. Com a consequéncia de I'activacid, s’hiperfosforila
dishevelled que llavors interacciona amb frizzled pel seu domini PDZ. També es
fosforila el domini intracel-lular de LRP5/6 que promou el reclutament de I'axina a la
membrana, on també pot interaccionar amb Dsh [202, 203]. Amb l'axina a la
membrana i l'alliberament de la GSK3p del complex APC-axina-p-catenina-GSK3p3
que promou Dsh, s’anul-la la funcionalitat d’aquest complex. En aquestes condicions,
la B-catenina no pot ser fosforilada en I'extrem N-terminal i per tant s’estabilitza al
citosol (revisat a [178]). La B-catenina lliure té la capacitat de translocar al nucli i

activar els gens diana del complex Tcf-4--catenina (veure la Figura 10).

3.2.3. La PS1 com a regulador negatiu de I'activitat transcripcional del

complex Tcf-4-B-catenina

Diferents evidéncies indiquen que la PS1 interacciona amb factors de la ruta
de Wnt [204], s’ha demostrat que la PS1 interacciona amb la p-catenina i la GSK3p3
[99, 205]. En el moment d’iniciar aquest treball es desconeixia amb certesa 'efecte de
la interaccié entre la B-catenina i la PS1 en la ruta de Wnt. Algunes dades indiquen
que la PS1 és un regulador negatiu de I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-p-
catenina. Mutants en Drosophila deficients de presenilina es caracteritzen per tenir
una acumulacié citoplasmatica d’armadillo/p-catenina [206]. Fibroblasts obtinguts de
ratolins knock-out en PS1, mostren un augment en I'activitat transcripcional depenent
de Tcf-4-B-catenina, del gen de la ciclina D1 [207]. En ratolins transgénics, la pérdua
de la PS1 en queratindcits augmenta la transcripcié via Tcf-4-p-catenina i els animals
desenvolupen hiperplasies epidérmiques i tumors [208]. Finalment, una
sobrexpressiéo de la PS1 facilita la degradacié de la B-catenina i s’observa una
disminucio de l'activitat de la B-catenina [205, 209, 210].

S’ha descrit també que la PS1 promou la degradacio de la B-catenina a través
d'una via independent al complex APC-axina:CKla-GSK3p. En aquest cas, la PS1
actuaria com un proteina adaptadora, formant un complex amb la PKA, la GSK3p i la
B-catenina. En aquest complex la PKA fosforila la serina 45 fet que facilita la seguent
fosforilacié dels residus treonina 41 i serina 37 i 33 per la GSK3p (veure fletxes
negres, Figura 11) [211]. Per tant, la PS1 facilitaria la degradacié de la B-catenina,
una disminucié dels seus nivells citosodlics i com a conseqiéncia menys B-catenina

nuclear.
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No obstant, altres grups han descrit que la formacié de complexos PS1-p3-
catenina podria estabilitzar aquesta ultima proteina [212]. Mentre que també hi ha

autors que no detecten canvis en I'estabilitat de la -catenina [213, 214].
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en Seri Thr

—

¢ APC

Complex RNA pol

_ﬂ |_> Transcripcio de
|

c-myc, cycD1

| Promotor

Figura 11. Esquema de dues vies de degradaci6 de la p-catenina. Les
fletxes vermelles corresponen a la via convencional depenent d’axina. La j-
catenina és fosforilada sequencialment per la CKIl i la GSK3p. Les fletxes
negres corresponen a la via de degradacié depenent de la PS1 i independent
d’axina. En presencia de la PS1 és forma un complex format per la GSK3p, la
PKA, la B-catenina i la PS1. La B-catenina és fosforilada en la Ser45 per la
PKA i seguidament la GSK3p fosforila els residus Thr41 i les Ser37 i 33. Com
a consequeéncia d’aquestes fosforilacions la B-catenina és degradada.

3.3. La PS1 interacciona amb components de les unions

adherents

3.3.1. L’adhesi6 cel-lular: les unions adherents

L’adhesio cel-lular és essencial perqué les cél-lules s’agrupin formant teixits i
per aix0, és necessari que interaccionin entre elles i amb el medi que les envolta
(matriu extracel-lular). La matriu extracel-lular ajuda a les cél-lules i als teixits a

mantenir-se units, i a més, proporciona una superficie per la qual les cél-lules migren.
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Les unions cel-lulars permeten la interaccid cél-lula-cél-lula o cél-lula-matriu
extracel-lular. La funcié de les unions cel-lulars és I'ancoratge, el reconeixement i
'adhesié cel-lular. La seva pérdua facilita la desdiferenciacié i I'adquisicié de la
capacitat invasiva.

Hi ha diferents tipus d’unions en les cél-lules epitelials: les unions estretes, els
desmosomes i les unions adherents. Aquests complexos estan formats per receptors
transmembrana, generalment glicoproteines, que interaccionen amb el citoesquelet
de la cél-lula mitjangant I'associacié amb unes proteines citoplasmatiques.

Les unions estretes (tight junctions) tenen la funcié de prevenir la difusié de

molécules entre les cél-lules adjacents i la migracio lateral de les proteines i lipids de
membrana. A més, estan implicades en la formacié i manteniment de la polaritat
cellular.

Els desmosomes és caracteritzen per mantenir unides les cél-lules de I'epiteli
associant els filaments intermedis de cél-lules veines i proporcionant una alta
resisténcia a la traccié mecanica. Les cadherines desmosomiques, la desmogleina i
la desmocolina, s’associen amb els filaments intermedis a través de la placoglobina,
plakofilina i desmoplakina [215].

Les unions adherents son el tipus més abundant i important dels contactes

cel-lulars. La seva formacié és necessaria per I'establiment de les unions estretes i
els desmosomes [216]. Aquests contactes son essencials per I'arquitectura tissular, la
polaritat cel-lular, el desenvolupament de I'epiteli embrionari, la limitacié del moviment
celllular i de la proliferacié [217]. Aquestes unions depenents de calci, estan
mediades per les cadherines, proteines transmembrana que formen interaccions
homotipiques amb cadherines de les cél-lules veines [218]. Existeixen diferents
membres de la superfamilia de les cadherines: 'E-cadherina n’és la principal del teixit
epitelial i és essencial per la formacié de les unions adherents; la N-cadherina és la
cadherina del teixit neuronal i esta implicada en la formacié dels contactes sinaptics i
la morfologia de les somites i dendrites [219] .

Estructuralment presenten un gran domini extracel-lular format per 5
subdominis en tandem d’'unié a Ca®* (EC1-EC5). El EC1 és el responsable de la
dimeritzaci6 homotipica (veure Figura 12). També presenten un domini
transmembrana i un domini citoplasmatic molt conservat, format per uns 150
aminoacids on es poden diferenciar dues regions:

El Domini juxtamembrana (JMD) de I'E-cadherina és la regio citosolica

immediatament adjacent al domini transmembrana per on s’uneixen la p120-catenina
i la PS1 de manera totalment excloent. La p120-catenina, estructuralment similar a la

B-catenina i a la placoglobina, també té un domini central de repeticions armadillo per
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on interacciona amb I'E-cadherina [220]. Aquesta interaccié no competeix amb la unid
de la B-catenina a I'E-cadherina, la qual té lloc més cap a I'extrem C-terminal de la
cadherina [221]. La uni6 de la p120-catenina, estabilitza I'E-cadherina i impedeix la
seva internalitzacio i degradacio [222, 223]

El Domini d’'unié a les catenines (CBD) per on les cadherines interaccionen

amb la B-catenina o amb la placoglobina, en una proporcié 1:1 i mutuament excloent.

Per la correcta funcionalitat de les unions adherents, I'E-cadherina ha
d’interaccionar amb la B-catenina i aquesta amb I'a-catenina. Sempre s’havia pensat
que l'a-catenina interaccionava directament amb els filaments d’actina. Perd
recentment, s’ha demostrat que I'a-catenina no pot interaccionar simultaniament amb
el complex E-cadherina-B-catenina i el citoesquelet d’actina. Per tant, I'a-catenina tot i
ésser necessaria, no confereix la unidé estable entre les unions adherents i el
citoesquelet d’actina [224-226].

Domini de
reconeixement

homofilic Llocs de glicosilacié

Llocs d’unié a Caz*

Figura 12. Esquema de les cadherines. Les cadherines es caracteritzen per
tenir un domini extracel-lular format per 5 subdominis d'uni6 a ca® (EC1-
EC5), un domini transmembrana (TM) i un domini intracel-lular. EI domini
intracel-lular esta format per dues regions: el domini juxtamembrana (JMD)
per on s’uneix la PS1 i la p120-catenina, i el domini d’unié a les catenines
(CBD) per on s’uneix la p-catenina o la placoglobina.

El domini citosolic de I'E-cadherina no interacciona directament amb I'a-
catenina, sin6 que ho fa a través de la -catenina. Per tant, la p-catenina actua com a
proteina pont entre I'E-cadherina i I'a-catenina (veure la Figura 13). La B-catenina pot
ser substituida a les unions adherents per una proteina homodloga anomenada
placoglobina (o y-catenina), que té un paper especific en els desmosomes.

Els complexos p-catenina-cadherina no son exclusius de les cél-lules

epitelials, sind que també es formen en neurones amb la N-cadherina.
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a-catenina

pl20-catenina

Matriu extracel-lular

Citoplasma

Figura 13. Esquema de les unions adherents. Les molecules d’E-
cadherina de les cél-lules adjacents estableixen contactes homotipics entre si
i mitjangant les catenines (B- o y-) interaccionen amb l'a-catenina. L'a-
catenina tot i ser necessaria per la formacié d’aquests tipus d’unions, no
confereix la uni6 estable entre les unions adherents i el citoesquelet d’actina.

3.3.2. Regulacio de les unions adherents

Les interaccions entre les cél-lules i especialment les unions adherents no sén
estatiques, sind6 molt dinamiques i estan finament regulades per permetre una
correcta funcionalitat dels teixits. Les unions adherents es regulen tant a nivell
transcripcional com també per canvis postranscripcionals (fosforilacions) que alteren
rapidament la funcionalitat de les unions. L’E-cadherina és la principal molécula
d’adhesid i té un paper central en el procés de morfogénesi epitelial. Canvis en la
seva expressio contribueixen a la progressio dels tumors epitelials i a 'adquisicié de
la seva capacitat metastasica [227-229]. Aquesta desregulacié a la baixa d’E-
cadherina que es produeix en les cél-lules epitelials tumorals és deguda a una
inhibicié  transcripcional de I'expressié del gen d’E-cadherina. El repressor snail
bloqueja lactivitat transcripcional del promotor d’E-cadherina [230]. A nivell
postranscripcional s’ha descrit que el domini citosolic de 'Ecadherina potser fosforilat
en residus serina per la CKl i CKII, augmentant I'afinitat per la B-catenina [231, 232].

S’ha demostrat que l'activacié de les quinases Src, el receptor d’EGF i erbB2
esta implicada en la regulacid negativa de les unions adherents [233-235] i
correlaciona amb un augment en la fosforilacié de la B-catenina [233]. Estudis previs
del nostre grup han permeés identificar els residus tirosina especifics que en ser
fosforilats inhibeixen la unié de I'E-cadherina amb la B-catenina, i d’aquesta amb l'a-

catenina, i també com aquesta fosforilacié afecta I'estructura dels diferents dominis
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de la p-catenina implicats en la interaccio. Aixi, la tirosina 654 de la B-catenina,
localitzada en la ultima repeticio armadillo (veure la Figura 42), és important per
modular la seva interaccié amb I'E-cadherina [168, 236, 237]. La fosforilacié d’aquest
residu t¢ com a consequéncia una pérdua d’afinitat amb I'E-cadherina. Aquesta
fosforilacio és catalitzada en cél-lules epitelials per les tirosina quinases com el
receptor EGF o erbB2 i menys eficientment per Src. La fosforilacié de la tirosina 643
de la placoglobina (residu equivalent a la tirosina 654 de la B-catenina) per la quinasa
Src, inhibia la interaccié tant amb I'E-cadherina com amb l'a-catenina, desplagant la
placoglobina de les unions adherents als desmosomes [238].

El grup també va demostrar que la tirosina 142 de la p-catenina esta implicada
en la regulacié de la interacci6 amb l'a-catenina, essent fosforilada especificament
per les quinases Fyn o Fer [239]. Aquestes dues fosforilacions serien necessaries per
tal d’alliberar la B-catenina de les unions i facilitar el seu pas al nucli (Casagolda et
al., resultats no publicats).

Existeix una gran varietat de tirosina fosfatases que s’associen al complex
d’adhesid, moltes d’elles amb activitat sobre la p-catenina (LAR, PTPK) [237, 240,
241]. Cada una d’aquestes fosfatases actua en unes condicions temporals, espaials i
fisiologiques especifiques, amb I'objectiu de mantenir 'adhesié mediada per les

cadherines.

3.3.3. La PSl interacciona amb components de les unions adherents

S’ha descrit que la PS1 interacciona a la vegada amb la -catenina [205, 242]
i amb el domini citosolic de 'E-cadherina, en cél-lules epitelials (veure la Figura 14)
[104]. La interacci6 amb I'E-cadherina es produeix a través del mateix domini
“juxtamembrana” [243], pel qual s’'uneix la p120-catenina. Cal destacar que aquest
mateix domini de la cadherina s’ha descrit que podria estar implicat en el procés
d’'agrupament lateral necessari perqué les unions adherents siguin totalment
funcionals [171].

En un estudi recent, i a diferéncia d’estudis anteriors, els autors defensen la
hipotesi que no hi ha una interaccié directa entre la B-catenina i la PS1, siné que
interaccionen a través de les cadherines [244].

Diferents treballs indiquen que la PS1 estabilitza el complex
cadherina-catenina, promou I'associacié al citoesquelet i estimula les unions cél-lula-
céllula depenents de Ca?' [104, 243]. Perd en determinades condicions, com

d’apoptosi o d’entrada de Ca?*, durant el desenvolupament embrionari o remodelacié
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cel-lular, s’ha descrit que la PS1 desestabilitza les unions adherents [244, 245],
(revisat a [2486]).

Figura 14. Representacié esquematica de la interacci6o entre I'E-
cadherina, la B-cateninai la PS1 en les unions adherents.
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Obijectius

A Tinici d’aquest treball ens vam plantejar com a objectiu determinar el
mecanisme molecular pel qual la PS1 regulava I'activitat transcripcional depenent del
complex Tcf-4-B-catenina i analitzar la rellevancia dels components de les unions

adherents en aquesta inhibicid.
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Resultats

Per tal d’estudiar els efectes de la PS1 sobre la funcionalitat de la B-catenina,
vam utilitzar diferents plasmids que permetien expressar la PS1. Com es pot veure en
la Figura 15, un d’aquests plasmids expressava una forma de PS1 wild type que no
es podia processar (carril 2), donat que I'epitop myc en I'extrem C-terminal impedia el
seu correcte processament, mentre que un altre plasmid expressava una forma de
PS1 wild type (sense cap epitop) que es processava correctament (carril 3). Aquestes
formes de la PS1, la que es pot processar i la que no, seran utilitzades a partir d’ara i

seran anomenades respectivament PS1p i PS1np.

RWP1

PS1 - - +
PS1myc - + -

WB:
50 kDa- e -FL
anti PS1
29 kDa- e -NTF
42 kDa- anti p-actin

Figura 15. Expressi6é de la PS1 en cél-lules epitelials. Es van transfectar
de forma transitoria les cél-lules epitelials de pancrees RWP1 amb 5 ug de
pcDNAS3.1-Myc/His-PS1, pcDNA3.1-PS1 o el vector sol com a control. A les
48h, es van preparar els extractes cel-lulars com es descriu en I'apartat 3.6
dels Materials i Métodes. 50 ug d’extracte total van ser processats per SDS-
PAGE i Western blot. Les diferents formes de la PS1 van ser detectades amb
I'anticos anti-PS1(1-65).

S’havia descrit que la PS1 inhibia I'activitat transcripcional del complex Tcf-
4-B-catenina [207] (revisat en [44]). Es va estudiar si el processament de la PS1 podia
afectar aquesta activitat de la p-catenina en diferents linies cel-lulars. Es van
cotransfectar transitoriament les cél-lules epitelials de colon SW480 i els fibroblast
embrionaris de ratoli (MEF) knock-out per les presenilines (PS1 i PS2), amb diferents
concentracions dels plasmids que expressaven la PS1p i la PS1np, i el plasmid
reporter TOP-FLASH. Aquest plasmid permet determinar I'activitat transcripcional del
complex Tcf-4-B-catenina ja que conté el gen de la luciferasa sota el control d’'un
promotor sintétic que respon a Tcf-4-B-catenina. Aquest promotor té tres copies de la
sequéncia d'unié del Tcf-4 al DNA i ha estat ampliament utilitzat per analitzar aquest

parametre.
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Com mostra la Figura 16, la sobrexpressié de les dues formes de la PS1
inhibeix I'activitat transcripcional Tcf-4-B-catenina. Aquesta inhibicié era depenent de
la concentracio de PS1: aixi, a major concentraci6 de PS1, major inhibicié de
l'activitat transcripcional. Pero, l'efecte inhibidor que s’observava per la PS1np,
sempre era major que la inhibicié induida per la PS1p.

Aquests resultats suggerien, que la PS1 processada i la no processada
podien estar inhibint, per un mecanisme diferent, I'activitat transcripcional de Tcf-4-p3-

catenina.

[ I PS1np C_IPS1p]

SW480 MEFs PS(-/-)

100 -

80 4

60 4

40 4

Promoter activity
(percent of control)

20 4

0l
PS1 + ++ + ++

Figura 16. La PS1p i la PSlnp inhibeixen I'activitat transcripcional
depenent de Tcf-4-B-catenina. Les cél-lules SW480 i MEFs PS(-/-), es van
cotransfectar amb el plasmid pcDNA3.1-Myc/His-PS1 (PS1np) i pcDNAS.1-
PS1 (PS1p) (+,150ng; ++, 300ng), el plasmid TOP-FLASH (50ng) i el
plasmid pTK-Renilla (20ng). Després de 48 h, es va determinar I'activitat
luciferasa relativa de cada mostra com es descriu en l'apartat 3.7 dels
Materials i métodes. El percentatge d’activitat es va calcular comparant els
nivells d’activitat luciferasa obtinguts després de la transfeccié amb el vector
sol. Els segments indiquen la desviacié estandard de quatre transfeccions
independents.

La PS1 forma part d’'un complex multiproteic que té activitat y-secretasa i la
PS1 és el centre catalitic d’aquest complex. L’'activitat y-secretasa consisteix en tallar
proteines transmembrana de tipus | pel seu domini transmembrana. Per aixd ens vam
plantejar si les diferéncies en I'efecte inhibidor de la PS1 sobre [lactivitat
transcripcional de la B-catenina, podien ser originades per una activitat y-secretasa

diferent de les formes processada i no processada de la PS1.
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Per abordar-ho es van fer diferents assaigs d’activitat transcripcional en les
linies cel-lulars SW480 i MEFs. Es van cotransfectar transitoriament les ceél-lules
SW480 i les MEFs PS(-/-) amb els plasmids que expressaven la PS1p ola PS1npii el
plasmid TOP. Les cél-lules MEFs PS(+/+) no es van transfectar amb PS1 perqué ja
expressaven constitutivament la PS1p (veure la Figura 17A), és a dir, son una font
de PS1p enddgena. Aquestes linies cel-lulars, es van tractar o no amb un inhibidor de
I'activitat y-secretasa, L-685,458 [247], durant 24 hores. A continuacié, es va
determinar I'activitat del complex Tcf-4-p-catenina, utilitzant el promotor sintétic TOP.

A
MEF PS(-/-)

PS1p - -+
PS1np - + -

MEF PS(+/+)

WB:
50 kDa- — R— -FL

anti PS1

29 kDa- — -NTF

42 kDa- anti 3-actin

[ PS1np I PS1p|
SW480 MEFs PS(-/-) MEFs PS(+/+)

T

100 4

80 1 ] 1 _T

60 4

40 4

Promoter activity
(percent of control)

204

PS1 + + + +
L-685.,458 % + # + o +

Figura 17. Només la forma processada de la PS1 inhibeix I'activitat
transcripcional de Tcf-4-B-catenina per un mecanisme depenent de
I'activitat y-secretasa. (A) Es van transfectar de forma transitoria diferents
linies cel-lulars amb 5 ug de pcDNA3.1-Myc/His-PS1 (P1np), pcDNA3.1-PS1
(PS1p) o el vector sol com a control. A les 48h, es van preparar els extractes
cel-lulars. 50 ng d’extractes totals van ser processats per SDS-PAGE i
Western blot. Les diferents formes de la PS1 van ser detectades amb
I'anticos anti-PS1(1-65). (B) Diferents linies cel-lular es van cotransfectar amb
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pcDNA3.1-myc/His-PS1 (PS1np), pcDNA3.1-PS1(PS1p) (300ng) o el vector
buit com a control, el plasmid TOP-FLASH (50ng) i el plasmid pTK-Renilla
(20ng). 24h postransfeccio, es van tractar les cél-lules amb L-685,458
(Calbiochem) 5uM, durant 24h. Els nivells d’activitat es van referir als de les
cel-lules transfectades amb el vector sol. Els segments indiquen la desviacio
estandard de quatre transfeccions independents. -, abséncia; +, preséencia.

Es va observar que l'inhibidor y-secretasa, només revertia I'efecte inhibidor de
I'activitat transcripcional depenent del complex Tcf-4-B-catenina en el cas de la PS1p,
mentre que no tenia cap efecte sobre la inhibicié induida per la PS1np (veure la
Figura 17B).

Aquests resultats, suggerien que la PS1p i la PS1np, inhibien l'activitat
transcripcional d’una forma diferent. Mentre que la inhibicié causada per la PS1p era
depenent de [lactivitat y-secretasa, la inhibicié originada per la PS1np era
independent d’aquesta activitat.

Per aix0, en aquest treball és presenten dues parts. Una primera part
dedicada als efectes de la forma processada de la PS1 i una segona dedicada a la
forma de PS1 que no pot ser processada. A cada part, s’estudia el mecanisme pel

qual cada forma de la PS1 reprimeix I'activitat transcripcional de la B-catenina.
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1. LA PS1lp MODULA ELS NIVELLS DE LES CADHERINES, I
INDIRECTAMENT EL D'ALTRES PROTEINES DE LES UNIONS
ADHERENTS

Ens vam plantejar com la PS1p, a través de la seva activitat y-secretasa,
podia inhibir I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina. Els substrats de
I'activitat y-secretasa son proteines transmembrana de tipus I, a les quals processa
en el seu domini transmembrana. Per tant, el processament d’aquestes proteines
genera uns fragments intracel-lulars, que podrien ser la causa de I'efecte inhibidor de
la PS1p. Les cadherines sén proteines transmembrana de tipus | que interaccionen
amb la PS1, per tant, sén possibles substrats de I'activitat y-secretasa. Com a
consequéencia de I'accié de la y-secretasa (que processaria a les cadherines en el
domini transmembrana), hi hauria una disminucié dels nivells de I'E-cadherina
sencera.

Per aixd, vam voler estudiar els nivells de les cadherines en un sistema que
expresses constitutivament la PS1p, utilitzant els fibroblast embrionaris de ratoli que
expressaven tant la PS1p com la PS2p (MEF PS(+/+)), i els MEF knock-out per les
dues presenilines (MEF PS(-/-)). Amb la utilitzacié d’aquest knock-out, s’elimina la

redundancia funcional de les presenilines.

MEFs
PS(4) PS(+H)

we
120 kDa- | N

anti E-cadherin
130 kDa- S s anti N-cadherin

80 kDa-
e ot plakoglobin

115 kDa- S s anti p120catenin

L S anti PS1

42 kDa- S s 2nti p-actin

Figura 18. La PS1p regula els nivells de les cadherines. 50 ng d’extractes
totals (veure apartat 3.6 dels Materials i métodes) van ser processats per
SDS-PAGE i Western blot. Les diferents proteines van ser detectades amb
els anticossos especifics corresponents.
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Com s’observa en la Figura 18, la preséncia de la PS1p disminuia els nivells
de les cadherines, i concretament, disminuia més drasticament els d’E-cadherina que
els de N-cadherina. Com que les cadherines son les responsables de la correcta
formacid de les unions adherents, també es va analitzar els nivells daltres
components de les unions. Els nivells de la B-catenina i principalment de la
placoglobina, disminuien en preséncia de la PS1p. En canvi, no variaven els nivells
de la p120-catenina (veure la Figura 18B).

Per tant, aquests resultats suggerien que la PS1p regulava els nivells de I'E- i
N-cadherina, i també els d’altres components de les unions adherents, com la

placoglobina i la -catenina.

1.1. Ladisminucio dels nivells de I'E-cadherina no és deguda a un

efecte transcripcional

Tot i que pensavem que la disminucio dels nivells d’E-cadherina era deguda al
processament d’aquesta proteina per accié de I'activitat y-secretasa de la PS1p; no
es podia descartar la possibilitat que fos deguda a un efecte de la PS1 a nivell
transcripcional. Per aix0, es van realitzar diferents estudis de nivells de RNA.

Es va extreure el RNA de les MEFs PS(-/-) i de les MEFs PS(+/+), i es va
realitzar un assaig de RT-PCR semiquantitativa. Com mostra la Figura 19A, no
s’observaven diferéncies quantitatives del mRNA de I'E-cadherina entre les MEFs
PS(-/-) i les MEFs PS(+/+). Els nivells del mRNA de 'HPRT van ser utilitzats com a
control, per verificar que les possibles diferéncies existents entre el mMRNA de I'E-
cadherina, no fossin degudes a un error en la quantitat inicial de RNA.

Per acabar de confirmar que la PS1p, no tenia un efecte a nivell
transcripcional, es va realitzar una PCR a temps real (PCR quantitativa). La quantitat
de mRNA de 'E-cadherina en les MEFs PS(+/+), era menor que en les MEFs PS(-/-)
(veure la Figura 19B), pero aquesta diferencia no es va considerar significativa (és
significativa quan la diferéncia és major del 40%).

Per tant, la disminucié dels nivells de I'E-cadherina que s’observava en
preséncia de la PS1p (MEFs PS(+/+)), no era deguda a un efecte a nivell

transcripcional.
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Figura 19. La PS1p no modifica els nivells del mRNA de I'E-cadherina.
(A) Gel d’agarosa per resoldre la RT-PCR semiquantitativa del mRNA de I'E-
cadherina (35 cicles). (B) PCR a temps real del mRNA de I'E-cadherina
(veure l'apartat 1.2.3 dels Materials i métodes).

1.2. La disminucié dels nivells de I'E-cadherina és deguda a

I"activitat y-secretasa

Una vegada descartat que I'efecte de la PS1p no era a nivell transcripcional,
es va analitzar si la disminucié dels nivells de I'E- i N-cadherina era originada per
I'activitat y-secretasa. L’activitat y-secretasa processaria les cadherines pel domini
transmembrana, hi hauria una disminucié de la forma sencera i es generarien uns
fragments que correspondrien al domini citosolic de les cadherines, anomenats CTF2
o cadh/CTF2. S’ha descrit que les cadherines també poden ser processades pel
domini extracel-lular per metal-loproteases presents en la matriu extracel-lular. Per
accié d’aquestes metal-loproteases es generen uns fragments ancorats a la
membrana (cadh/CTF1), els quals també son substrats de l'activitat y-secretasa [248,
249]. En preséncia de linhibidor de lactivitat y-secretasa, la PS1p no podria
processar les cadherines i com a consequéncia esperariem veure un augment en els
nivells de I'E- i N-cadherina senceres i una disminucié dels fragments citosolics
cadh/CTF2.

Per tal de comprovar-ho, es van tractar les cel-lules MEFs PS(-/-) i les MEFs
PS(+/+) amb o sense I'inhibidor de l'activitat y-secretasa, L-685,458. Es va observar
que en preséncia de l'inhibidor, les MEFs PS(+/+) recuperaven els nivells de I'E- i N-

cadherina sencera i al mateix temps disminuien els fragments citosolics de I'E- i N-
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cadherina (CTF2) (Figura 20, veure els dos panells superiors). També es va
constatar un augment dels fragments E-cadh/CTF1 i N-cadh/CTF1 ja que l'activitat y-
secretasa no els podia processar. Per tant, I'activitat y-secretasa de la PS1 semblava
la responsable de la disminucié dels nivells de les cadherines, i de la generaci6 del
fragment cadh/CTF2. En preséncia de la PS1p, les cadherines eren processades per
I'activitat y-secretasa, i com a consequéncia es produiria una desestabilitzaci6 de les
unions adherents. La B-catenina i la placoglobina, unides o no al fragment CTF2
generat, quedarien lliures al citosol, fet que podria facilitar la seva degradacié via
proteosoma. Aixd podia explicar que en preséncia de la PS1p, s’observés també una
disminucio dels nivells de la B-catenina i de la placoglobina (veure la Figura 18 i 20).
El tractament de les cél-lules amb l'inhibidor de I'activitat y-secretasa, impedia
que la PS1p pogués processar les cadherines, i per tant, les unions adherents
s’estabilitzaven. Per aixd, com a conseqléncia d’aquesta estabilitzacié, també
augmentaven els nivells de la placoglobina i de la B-catenina (Figura 20, panells 3 i
4). Aquestes dades, suggerien que els nivells de les cadherines, i indirectament els

de la B-catenina i placoglobina, eren dependents de l'activitat y-secretasa.

MEFs
PS(--)  PSHH)
L-685458 - - 4

wB
120 kDa — D S . -

anti E-cadherin

37 kDa — S s s —CTF1
33 kDa— — —CTF2

130 kDa — [T S S L

anti N-cadherin

39kDa — SR s e —CTF1
35 kDa — o e —CTF2

95 kDa— S s S anti p-catenin
80 kDa — e . s anti plakoglobin
29kDa — S s anti PS1(NTF)

42 kDa —  summe® S S anti g-actin

Figura 20. Els nivells de les cadherines estan regulats per I'activitat y-
secretasa de la PS1p. Les cél-lules MEFs PS(-/-) i MEFs PS(+/+) es van
tractar amb L-685,458 (5 uM) durant 24 h. Després es van fer extractes
cel-lulars totals i 50 pg van ser processats per SDS-PAGE i Western blot.
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1.3. L’E-cadherina és menys estable en les cél-lules MEFs PS(+/+)
que en les MEFs PS(-/-)

Per estudiar amb més detall la disminucié d’E-cadherina originada per la
PS1p, es van fer assaigs d’estabilitat. En aquests assaigs s’estudiaven els nivells d’E-
cadherina al llarg del temps, tractant o no les cél-lules amb un inhibidor de la sintesi
proteica, la cicloheximida. Per tant, en preséncia de cicloheximida, els nivells de la
proteina a estudiar, només depenien de la seva vida mitja (degradacio) o possibles
processaments.

Es va estudiar els nivells de 'E-cadherina en les cél-lules MEFs PS(-/-) i MEFs
PS(+/+) que expressen constitutivament la PS1p. Cada tipus cel-lular es va exposar a
diferents temps de tractament amb cicloheximida. En les cél-lules que no expressen
la PS1p, s’observava un 50% de la disminucié d’E-cadherina a les 24 hores de
tractament amb cicloheximida (CHX) (Figura 21A i B, veure el panell superior
esquerre), mentre que en les MEFs PS(+/+) els nivells d’E-cadherina sencera
disminuien a la meitat després de 10 hores de tractament (veure el panell superior
dret). Donat que la quantitat inicial d’E-cadherina en les MEFs PS(+/+) és molt menor
que la de les MEFs PS(-/-), per poder tenir nivells inicials d’E-cadherina comparables
en els dos sistemes cel-lulars, es va posar 6 vegades més quantitat d’extractes de les
MEFs PS(+/+) que de les MEFs PS(-/-). Aquests resultats indicaven que en preséncia
de la PS1p hi havia una menor estabilitat de I'E-cadherina, degut al seu
processament per accié de I'activitat y-secretasa.

Pel qué fa al fragment citosolic de I'E-cadherina (CTF2), a mesura que van
disminuint els nivells d’E-cadherina sencera pel processament de la y-secretasa,
haurien d’augmentar els nivells del fragment CTF2. Perd s’observava una disminucié
d’'aquest fragment similar a 'E-cadherina sencera (Figura 21A, veure el panell 2).
Segurament, aquesta disminucié era deguda a la rapida degradacio, ja que es tracta

d’'un fragment molt petit.
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MEFs PS(-/-) MEFs PS(+/+)
CHX TO T2 T4 76 T8 T15T24T48 TO T2 T4 T6 T8 T15T24 T48 WE:
120 KD2 — s s s v o e e i —— —FL

1 0.5 1.03 1.05 1.02 0.730.53 0.20 1 0.98 0.91 0.63 0.57 0.41 0.240.06  anti E-cadherin
33 kDa — e P N i —CTF2

1 0.96 0.88 0.410.40 0.29 0.18 0.15

29 kDa — A S e e s anti PS1(NTF)

A2 KDA — e e - —— —— — T G G S G - anti p-actin

1.2
A MEFs PS(--)

A MEFs PS(+/+)

Full-length E-cadherin
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Time (hours)

Figura 21. L’estabilitat de I'E-cadherina sencera és menor en les MEFs
PS(+/+). (A) Les cél'lules MEFs PS(-/-) i PS(+/+) es van tractar amb 25
ug/mL de CHX (Sigma) durant diferents temps. A continuacid, es van fer els
extractes cel-lulars. 10 i 60 ng de MEFs PS(-/-) i PS(+/+) respectivament, van
ser processats per SDS-PAGE i Western blot. Les diferents proteines van ser
detectades amb els anticossos especifics corresponents. Els valors indicats
sota cada figura, representen la quantitat de proteina que s’expressa en cada
temps, referida a la quantitat de proteina observada en el temps inicial. (B)
Representacié grafica dels valors relatius obtinguts per I'estabilitat de I'E-
cadherina en cada linia cel-lular.

1.4. LaPS1p regulal’estabilitat de I'E-cadherina

Es va analitzar a continuacio si els dos plasmids de PS1, el que expressava la
PS1 que es processava i la que no es podia processar, tenien un comportament
similar en I'estabilitat de I'E-cadherina.

Es van cotransfectar transitoriament les cél-lules MEFs PS(-/-) amb uns
plasmids que expressaven I'E-cadherina, la PS1p o la PS1np i es van tractar en
preséncia o no de l'inhibidor de l'activitat y-secretasa L-685,458. L'expressi6 de I'E-

cadherina exdgena es podia seguir per Western blot, ja que esta fusionada a CFP (26
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kDa) i té un pes molecular més elevat que la proteina enddogena. En preséncia de la
PS1p, hi havia una disminucié dels nivells de 'E-cadherina exdgena (E-cadherina-
CFP; 145 kDa) (Figura 22; comparar els carrils 2 i 3, del panell superior esquerre),
que es recuperaven quan les cél-lules estaven exposades a l'inhibidor de I'activitat y-
secretasa (veure el carril 4). Els mateixos resultats s’havien observat per I'E-
cadherina endogena (veure la Figura 20).

En canvi, quan les cél-lules es van cotransfectar amb el plasmid de la PS1np,
els nivells de 'E-cadherina exdgena no disminuien comparats amb la condicié control
(comparar els carrils 2 i 3, del panell superior dret). L’inhibidor de [l'activitat y-

secretasa, tampoc va produir canvis en els nivells de 'E-cadherina exdgena (veure el

carril 4).
E-cadherin-CFP - + + + - + + +
PS1np - - . . - - + +
PS1p - - + + ” " .- .
L-685.458 - - - + - - & +
i - v
- (i : _
120 kD2 — s T s A — “ anti E-cadherin
50 kDa — PR |
anti PS1(NTF)
2R — -

A2 KD B — e e —— e —— 2N1i -actin

Figura 22. La PS1p és la responsable de la disminuci6 dels nivells d’E-
cadherina. Les cél-lules MEFs PS(-/-) es van cotransfectar amb 2,5 ug del
plasmid pECFP-N1-E-cadherina, de pcDNA3.1-PS1 (PS1p) o de
pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np). 24h postransfecci6 es van tractar les
cel-lules amb abséncia o preséncia de L-685,458 (5uM) durant 24h. A
continuacié es van realitzar extractes cel-lulars totals i 50 pg van ser
processats per SDS-PAGE i Western blot. Les diferents proteines van ser
detectades amb els anticossos especifics corresponents. +, preséncia; -,
abséncia.

Aquests resultats mostraven que la PS1p i la PS1np tenien un comportament
diferent en el processament de I'E-cadherina. Mentre que la PS1p disminuia els
nivells de I'E-cadherina, la PS1np no els modificava. Per tant, vam concloure que
només la forma processada de la PS1 era la responsable del tall de I'E-cadherina,

induint la generacié d’un fragment citosolic (CTF2).
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1.5. La PSlp interacciona amb I'E-cadherina in vitro i en linies

cel-lulars en cultiu

Per tal que la PS1p induis el processament de I'E-cadherina, era necessari
que aquestes dues proteines formessin part del mateix complex. Es va analitzar la
interaccié entre la PS1p enddgena i I'E-cadherina. Ambdues proteines van
coimmunoprecipitar en les cél-lules MEFs PS(+/+), tal com es mostra a la Figura
23A. Evidentment, en les MEFs PS(-/-), no es va observar cap complex PS1p-E-
cadherina, ja que aquestes cél-lules no expressaven les presenilines.

La interaccié de la PS1p enddogena amb el fragment citosolic de I'E-cadherina
(E-cadh/CTF2), també va ser detectada in vitro per assaigs de pull-down (Figura
23B, veure els carrils 4 i 8 del panell superior). Aquesta interaccié també es produia
entre la PS1p exdgena (transfectada en les MEFs PS(-/-)) i el fragment citosolic de
I'E-cadherina, I'E-cadh/CTF2 (Figura 23B, veure els carrils 3 i 7 del panell superior).
En canvi, no es va detectar cap interaccio entre la PS1np exdgena i I'E-cadh/CTF2
(Figura 23B, comparar els carrils 2 i 6).

A Input IP: anti PS1
MEFs PS(4) PS@H) PS(/) PSH+H)

WB:
120 kDa— anti Ecadherin
B
Inputs MEFs GST-E-cadhICTF2 GST
PS(-) T PS(-) T PS(-)
PS1p - - + L = A W = *
PSinp - + s 2 -+ - 4 -
50 kDa— WB:
anti PS1
20 kDa —
54 kDa —
anti GST
26 kDa —

Figura 23. La PS1p interacciona amb I'E-cadherina. (A) 500 ug de cada
tipus cel-lular van ser immunoprecipitats amb I'anti-PS1(303-316) (veure
apartat 2.3.3 dels Materials i métodes). Les mostres van ser processades per
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SDS-PAGE i Western blot. L’'E-cadherina associada a la PS1p es va detectar
amb [l'anticos especific anti-E-cadherina. (B) Es van transfectar
transitoriament cél-lules MEFs PS(-/-) amb 15 pug de pcDNA3.1-PS1 (PS1p),
de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np). 1 mg d’aquests extractes cel-lulars es
van incubar amb 15 pmols de GST-E-cadh/CTF2 o GST com a control. Els
complexos formats es van purificar amb glutatié-sepharosa i es van analitzar
per SDS-PAGE i Western blot. La quantitat de PS1np i PS1p associada a la
E-cadh/CTF2, es va detectar amb l'anticos especific anti-PS1(263-407). Es
va reanalitzar la membrana amb I'anti-GST per comprovar nivells similar de la
proteina recombinant en cada condicid. Input: 5% de I'extracte cel-lular total.
+, preséncia; -, abséncia.

Aquests resultats indicaven, que només la PS1p interaccionava amb I'E-
cadherina. A més, permetien explicar les dades obtingudes en l'apartat anterior
(Figura 22), en el sentit que la PS1p és la responsable del processament de I'E-
cadherina perqué es capag d’interaccionar directament amb aquesta ultima o de
formar part del mateix complex. Mentre que, la PS1np no modifica els nivells d’E-

cadherina, ja que aquestes dues proteines no interaccionen.

1.6. La pl20-catenina competeix amb la PS1p i regula I'estabilitat

de I'E-cadherina

La p120-catenina és un membre de la familia de les proteines armadillo, que
interacciona amb I'E-cadherina pel mateix domini juxtamembrana per on s’uneix la
PS1. Per assaigs de pull-down, es va analitzar si la p120-catenina competia amb la
PS1p per unir-se a I'E-cadherina. Com es mostra en la Figura 24, el fragment
citosolic de I'E-cadherina (E-cadh/CTF2) que manté el domini juxtamembrana,
interaccionava amb la PS1p present en les cél-lules MEFs PS(+/+) (veure el carril 2
del panell superior). La preincubacié del fragment E-cadh/CTF2 amb la p120-
catenina, disminuia la quantitat de PS1p unida al fragment E-cadh/CTF2 (comparar
els carrils 2 i 3 del panell superior), indicant que la PS1p i la p120-catenina competien

per unir-se al mateix domini de 'E-cadherina.
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Figura 24. La p120-catenina competeix amb la PS1p per unir-se a I'E-
cadherina. 1,3 mg d’extractes cel-lulars MEFs PS(+/+) es van incubar amb
22 pmols d’E-cadh/CTF2, els quals van ser preincubats o no amb 20 pmols
de p120-catenina. Els complexos formats es van purificar amb glutatio-
sepharosa i es van analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La quantitat de
PS1p associada a 'E-cadh/CTF2, es va detectar amb I'anticds especific anti-
PS1(303-316). Es va reanalitzar la membrana amb 'anti-GST per comprovar
nivells similars de la proteina recombinant. Amb l'anti-p120-catenina per
comprovar que la p120-catenina estava present en els complexos. Input: 5%
de I'extracte cel-lular total. -, abséncia; +, preséncia.

A continuacié, es va plantejar la possibilitat de que en preséncia de la p120-
catenina, com que hi hauria menys PS1p unida a I'E-cadherina, aixd comportaria un
menor processament de I'E-cadherina, i per tant, no disminuirien els nivells d’E-
cadherina. Per tal de comprovar-ho, es van cotransfectar transitoriament les cél-lules
MEFs PS(-/-) amb un plasmid que permetia expressar I'E-cadherina fusionada amb
CFP (E-cadherina-CFP), i amb els plasmids que expressaven la PS1p i/o la p120-
catenina. En preséncia de la PS1p disminuien els nivells de I'E-cadherina exdgena
(Figura 25, comparar els carrils 2 i 3 del panell superior), com ja s’havia observat
anteriorment. En canvi, quan les cél-lules estaven transfectades amb la p120-
catenina sola o en preséncia de la PS1p, no s’observava disminucié dels nivells d’E-
cadherina (comparar els carrils 2, 4 i 5). A més, es mantenien uns nivells d’E-
cadherina més elevats que quan només es transfectava la PS1p (comparar els carrils
3i5).

Per tant, la p120-catenina, desplacava la PS1p de la seva unid6 a I'E-
cadherina, disminuint llavors el processament de I'E-cadherina. Es va concloure, que

la p120-catenina estabilitzava I'E-cadherina.
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Figura 25. La pl20-catenina regula I'estabilitat de I'E-cadherina. Les
cel-lules MEFs PS(-/-) es van cotransfectar amb 2 ug de pECFPN1-E-
cadherina, de pcDNA3.1His-p120-catenina i/o de pcDNA3.1-PS1 (PS1p). 24
h postransfeccio es van fer extractes cel-lulars totals. 50 ug d’extractes van
ser processats per SDS-PAGE i Western blot. Els nivells d’expressio de I'E-
cadherina es van detectar amb I'anticds anti-E-cadherina. L’anti-PS1(1-65) i
anti-p120 es van utilitzar per comprovar la transfeccié, i I'anti-B-actina per
normalitzar les diferents condicions.

2. L'EFECTE INHIBIDOR DE LA PS1lp EN L'ACTIVITAT
TRANSCRIPCIONAL DEL COMPLEX TCF-4-B-CATENINA, ES
DEGUT A LA FORMACIO DELS FRAGMENTS CADH/CTF2

2.1. Els fragments cadh/CTF2 inhibeixen |'activitat transcripcional

depenent de Tcf-4-B-catenina

Els resultats obtinguts mostraven que la PS1p era la responsable de la pérdua
d’estabilitat de I'E-cadherina. A més, tant I'estabilitat de les cadherines com la
formacio dels fragments citosolics (cadh/CTF2) i també I'efecte inhibidor de la PS1p
en l'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina, eren depenents de I'activitat
y-secretasa.

Per tant, I'estabilitat de les cadherines i la inhibicid de I'activitat transcripcional
semblaven dependre de la mateixa causa. Es a dir, que la disminucié dels nivells de

les cadherines senceres i el consequent augment dels fragments cadh/CTF2 fos la
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causa de l'efecte inhibidor de la PS1p en lactivitat transcripcional. A més, els
homolegs dels fragments cadh/CTF2 d’altres proteines transmembrana de tipus |,
com el fragment de Notch o de 'APP s’havia descrit que tenen capacitat de translocar
al nucli, on regulen I'expressié de diferents gens [250, 251]. Aixo ens va fer pensar
que els fragments CTF2 de les cadherines, podien estar regulant la transcripcio
depenent de Tcf-4-B-catenina.

Es van realitzar diferents assaigs d’activitat transcripcional en les cél-lules
MEFs PS(-/-) cotransfectades amb diferents concentracions dels plasmids que
expressaven els fragments citosolics de les cadherines (E-cadh/CTF2 i N-
cadh/CTF2), i el plasmid TOP-FLASH, el qual té el promotor TOP sensible a Tcf-4-3-
catenina. Es va utilitzar aquesta linia cel-lular perqué en ser knock-out per les
presenilines, les cél-lules no generen els fragments citosolics de les cadherines. Si
realment I'efecte inhibidor de la PS1p era degut a la formacié d’aquests fragments,
esperavem trobar una disminucié de I'activitat transcripcional en aquestes cél-lules.
Efectivament, s’observava una disminucié de [lactivitat transcripcional Tcf-4-3-
catenina en preséncia, tant del fragment E-cadh/CTF2 com del N-cadh/CTF2 (veure
la Figura 26). A més, aquesta inhibici6 era depenent de la concentracié dels
fragments citosolics. A major concentracié d’aquests fragments, més inhibicié de

I'activitat transcripcional. Per tant, I'efecte inhibidor de la PS1p semblava dependre de

la formaci6 dels fragments E-cadh/CTF2 [ N-cadh/CTF2.
1004 Figura 26. Els fragments cadh/CTF2
inhibeixen I'activitat transcripcional
depenent de B-catenina. Cél-lules
&= RO MEFs PS(-/-) es van cotransfectar
= § amb  pEGFPC1-E-cadh/CTF2 o
S o pcDNA3.1-N-cadh/CTF2 (150-300 ng)
£.2. Bl o el vector buit com a control, el
a8 ° plasmid TOP-FLASH (50ng) i el
EE plasmid pTK-Renilla (20ng). L’activitat
o @ . .
5 e 404 luciferasa relativa de cada mostra es
a2 va determinar 48 h després de la
s transfeccio. Els nivells d’activitat es
20. van referir als de les ceéllules
transfectades amb el vector buit. Els
segments indiquen la desviacio
0 estandard de quatre transfeccions
Ecadh/CTF? - "1 a independents.-,absencia.
Ncadh/CTF2 - - ]
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Per acabar de concloure que la formacié del fragment E-cadh/CTF2 era
responsable de la inhibicié per la PS1p de l'activitat transcripcional de la B-catenina,
es va plantejar la seglent hipotesi:

Si la p120-catenina estabilitzava I'E-cadherina, com a consequéncia, no es
generaria el fragment E-cadh/CTF2. Per tant, no hi hauria disminucié de I'activitat
transcripcional del complex Tcf-4-p3-catenina.

Es van fer assaigs d’activitat transcripcional cotransfectant transitoriament les
cel-lules MEFs en preséncia o no dels plasmids que expressaven la PS1p i/o la p120-
catenina, i amb el plasmid TOP-FLASH. Es pot observar a la Figura 27, que la p120-
catenina era capacg de revertir la inhibicid de l'activitat transcripcional depenent del

complex Tcf-4-B-catenina originada per la PS1p (tant per la PS1p endogena com

exogena).
140 ;
I MEFs PS(--)

120 ] [ MEFs PS{+H+)
‘::' ——
z e
= £ 100 -
- o
L o
E ° 80
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o o 60 .
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|_
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201
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p120-catenin - - + - +

Figura 27. La pl120-catenina reverteix la inhibici6 mediada per la PS1lp
de l'activitat transcripcional depenent del complex Tcf-4-B-catenina.
Cél-lules MEFs es van cotransfectar amb pcDNA3.1Myc/His-PS1p (150 ng),
i/lo pcDNA3.1His-p120-catenina (150 ng), el plasmid TOP-FLASH (50ng) i el
plasmid pTK-Renilla (20ng). Després de 48 h, es va determinar l'activitat
luciferasa relativa de cada mostra. Els nivells d’activitat es van referir als de
les cél-lules transfectades amb el vector buit. Els segments indiquen la
desviacio estandard de quatre transfeccions independents. -,abséncia;
+,preséncia.
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2.2. Per que els fragments E-cadh/CTF2 inhibeixen [I'activitat

transcripcional de Tcf-4-B-catenina?

2.2.1. La pB-catenina facilita la localitzacio nuclear del fragment
E-cadh/CTF2

Una vegada comprovat, que l'efecte inhibidor de la PS1p era degut a la
generacié dels fragments citosolics de les cadherines (cadh/CTF2), es va intentar
esbrinar com aquests fragments podien inhibir I'activitat transcripcional depenent de
la B-catenina. El fragment citosolic de I'E-cadherina manté el domini d’interacci6 a la
B-catenina. Es va plantejar la possibilitat que la formacié del complex E-cadh/CTF2-j-
catenina, segrestés a la B-catenina al citoplasma, impedint la seva translocacié al
nucli i per tant la seva funcié com a coactivador transcripcional.

Per estudiar la localitzacié cel-lular del fragment E-cadh/CTF2, es van realitzar
assaigs de fluorescéncia. Es van transfectar transitoriament les cél-lules MEFs PS(-/-)
amb el plasmid que expressava el fragment E-cadh/CTF2 fusionat amb GFP, en
preséncia o no del plasmid de la pB-catenina wild type. El fragment E-cadh/CTF2 es
localitzava al citoplasma (veure la Figura 28A). Quan es cotransfectava amb la j-
catenina predominava la localitzacio nuclear (Figura 28B).

Aquest efecte que s’observava en preséncia de la B-catenina, va ser
comprovat cotransfectant el plasmid del fragment GFP-E-cadh/CTF2 amb un plasmid
que expressava la p-catenina fusionada amb CFP. La construccié CFP-B-catenina
permetia confirmar, si la localitzacié nuclear del fragment E-cadh/CTF2 era facilitada
per la B-catenina. Esperariem veure una localitzacié nuclear de I'E-cadh/CTF2,
nomeés en les cél-lules que expressessin també la CFP-B-catenina. Com mostra la
Figura 28C, es van observar dues poblacions cel-lulars amb diferent localitzacié del
fragment E-cadh/CTF2. Un grup de cél-lules en les que 'E-cadh/CTF2 tenia una
localitzaci6 citoplasmatica (fletxa vermella), i un altre grup cel-lular on 'E-cadh/CTF2
tenia una localitzacié nuclear (fletxes blanques). La localitzacié citoplasmatica de I'E-
cadh/CTF2, corresponia a cél-lules que no havien incorporat la CFP-B-catenina (fletxa
vermella de la Figura 28D). Mentre que, les cél-lules amb localitzacidé nuclear eren
les que s’havien transfectat a la vegada amb la CFP-B-catenina (fletxes blanques).
Aquests resultats suggerien, que la pB-catenina facilitava la translocacié del fragment
E-cadh/CTF2 al nucli. Per tant, I'E-cadh/CTF2 no segrestava la [B-catenina al

citoplasma, siné que el complex E-cadh/CTF2-B-catenina localitzava al nucli.
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Figura 28. La B-catenina facilita la localitzacio nuclear de I'E-cadh/CTF2.
Les cél-lules MEFs PS(-/-) es van transfectar amb pEGFP-E-cadh/CTF2
(250ng) (A), amb pEGFP-E-cadh/CTF2 (250ng) i pcDNAS3.1His-B-catenina
wild type (wt) (250ng) (B) i amb pEGFP-E-cadh/CTF2 (250ng) i pECFPc1-$-
catenina wt (625ng) (C i D). Visualitzacié en verd de la GFP-E-cadh/CTF2 (A,
B i C)ien blau de la CFP-B-catenina wt (D) .

2.2.2. El fragment E-cadh/CTF2 no impedeix la interaccié Tcf-4-B-catenina

Si el complex E-cadh/CTF-B-catenina és localitzava al nucli, vam pensar que
podia inhibir I'activitat transcripcional impedint la interaccié entre la B-catenina i el Tcf-
4. Per aix0, es va immunoprecipitar la p-catenina tant de les cél-lules MEF PS(-/-)
com de les MEF PS(+/+), i es va analitzar la preséncia de Tcf-4. No s’observaven
diferéncies d’interaccid entre la p-catenina i el Tcf-4 en preséncia del fragment
citosolic de I'E-cadherina (E-cadh/CTF2) (Figura 29, comparar els carrils 3 i 4, del
panell 2), indicant que aquesta tampoc era la causa de I'efecte inhibidor de I'activitat
transcripcional de la -catenina.

L’E-cadherina sencera, el fragment E-cadh/CTF1 i [I'E-cadh/CTF2
interaccionaven amb la p-catenina, ja que tots aquests fragments mantenien el

domini d’'unié a la B-catenina (veure el panell superior).
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Input MEFs IP:p-catenin
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Figura 29. L'E-cadh/CTF2 no impedeix la interaccio entre el Tcf-4 i la B-
catenina. 800 ug d’extractes cel-lulars totals de les cél-lules MEFs, es van
immunoprecipitar amb I'anti-B-catenina (veure I'apartat 2.3.3 dels Materials i
métodes). Els diferents fragments d’E-cadherina i el Tcf-4 associats es van
analitzar per Western blot amb els anticossos especifics corresponents. Per
verificar que nivells similars de pB-catenina s’havien purificat, es va reanalitzar
la membrana amb I'anti-B-catenina. Input: 7,5% de I'extractes cel-lulars total.
-, abséncia; +, preséncia.

2.2.3. El fragment E-cadh/CTF2 interacciona amb la CBP

El grup de Marambaud i col-laboradors [252] va demostrar recentment que el
fragment N-cadh/CTF2 interaccionava amb el factor transcripcional CBP i promovia la
seva degradacié via proteosoma, inhibint la transcripcié depenent de CRE.

Els dominis citosdlics de la N-cadherina i 'E-cadherina tenen una elevada
homologia, per aixd, ens vam plantejar la possibilitat que el fragment E-cadh/CTF2
també pogués interaccionar amb la CBP. Es van realitzar assaigs de pull-down amb
els fragments N- i E-cadh/CTF2 fusionats a GST i extractes cel-lulars de MEFs
PS(-/-). Com mostra la Figura 30, I'E-cadh/CTF2 també interaccionava amb la CBP
(veure el carril 2). Aquestes proteines de fusié van ser fosforilades per la serina
treonina quinasa CKI, que s’havia descrit que tenia activitat sobre I'E-cadherina. Es
va observar que la fosforilacio, tant del fragment N-cadh/CTF2 com de I'E-
cadh/CTF2, disminuia la seva afinitat per la CBP (comparar els carrils 2-3 i 4-5),
indicant que aquesta interaccidé estava regulada per fosforilacid en residus serina-

treonina de les cadherines.
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Figura 30. L'E-cadh/CTF2 interacciona amb la CBP. 1.2 mg d’extractes
cel-lulars MEFs PS(-/-) es van incubar amb 22 pmols de GST-E-cadh/CTF2,
GST-N-cadh/CTF2 o GST com a control, préviament fosforilats o no amb
CKI8 durant 40 minuts a 30°C. Els complexos formats es van purificar amb
glutatio-sepharosa i es van analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La
quantitat de CBP associada a la N- i E-cadh/CTF2, es va detectar amb
I'anticds especific anti-CBP. Es va reanalitzar la membrana amb I'anti-GST
per comprovar nivells similar de la proteina recombinant en cada condicid.
Input: 5% de I'extracte cel-lular total. +, preséncia; -, abséncia.

2.2.4. L’E-cadh/CTF2 inhibeix I'activitat transcripcional a través de la CBP

La interaccié de la pB-catenina amb el Tcf-4 és imprescindible per tal que es
reclutin totes les proteines necessaries per activar la maquinaria transcripcional, entre
elles la CBP. La CBP és un coactivador transcripcional que interacciona directament
amb la pB-catenina. Si el fragment N-cadh/CTF2 interaccionava amb la CBP i
promovia la seva degradacio, potser I'E-cadh/CTF2, com que també interaccionava
amb aquest coactivador transcripcional, també podria facilitar la seva degradacio.
Llavors, la disminucio dels nivells de la CBP, podrien ser responsables de disminuir
I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina.

Com que la PS1p genera els fragments citosolics de les cadherines, es van
realitzar assaigs d’activitat transcripcional cotransfectant les cél-lules MEFs amb els
plasmids que expressaven la CBP, la PS1p i el plasmid TOP-FLASH (sensible a Tcf-
4-B-catenina). Com ja haviem observat, la PS1p disminuia I'activitat transcripcional,
depenent de dosi (Figura 31, carrils 2 i 3). En preséncia de CBP augmentava
l'activitat transcripcional tant en les MEFs PS(-/-) com en les PS(+/+) (carrils 4 i 8),
mentre que la cotransfecci6 amb la PS1p disminuia I'activitat transcripcional

(comparar carrils 4, 5 i 6), pero menys que amb la PS1p sola. Aquests resultats
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suggerien que I'efecte inhibidor de la PS1p era a través de la CBP. Perd no podiem
descartar si era degut a la generacié de 'E-cadh/CTF2 o N-cadh/CTF2, ja que la

PS1p genera els dos fragments citosolics de les cadherines.

MEFs PS(/) MEFs PS(+/+)

s

120 4

100 4

80 4

60 4

Promoter activity
(percent of control)

40 4

20 4

0
PS1p - e . e L
- + +

CBP - - +

- +

Figura 31. La PS1p inhibeix I'activitat transcripcional del complex Tcf-
4.B-catenina a través de la CBP. Les cél-lules MEFs es van cotransfectar
amb pcDNA3.1-PS1(PS1p) (125-250ng), pcDNA3.1-CBP (250ng) o el vector
buit com a control, el plasmid TOP-FLASH (50ng) i el plasmid pTK-Renilla
(10ng). 48h postransfeccio, es va determinar I'activitat luciferasa relativa de
cada mostra. Els nivells d’activitat es van referir als de les céllules
transfectades amb pcDNA3.1 sol. Els segments indiquen la desviacio
estandard de quatre transfeccions independents. -, abséncia; +, preséncia.

Per analitzar si I'efecte repressor de la PS1p era degut tant a la generacio del
fragment E-cadh/CTF2 com a la de N-cadh/CTF2, es van fer diferents assaigs
d’'activitat transcripcional. Es van cotransfectar les cel-lules MEFs PS(-/-) amb els
plasmids que expressaven la CBP, els fragments E-cadh/CTF2 o N-cadh/CTF2, i el
plasmid TOP-FLASH. Com mostra la Figura 32, els fragments citosolics de les
cadherines inhibien I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina (veure els
carrils de I'1 al 4), mentre que la CBP l'augmentava (veure el carril 5). Aquest
augment era degut que les cél-lules MEFs PS(-/-) no generen els fragments E- i N-
cadh/CTF2, i per tant la CBP no era degradada. En canvi, 'activitat transcripcional
disminuia lleugerament en preséncia dels fragments citosolics de les cadherines
(veure els carrils del 5 al 9) ja que no hi havia suficient quantitat d’E-cadh/CTF2 o N-
cadh/CTF2 per contrarestar els efectes de la CBP. Aquests resultats suggerien que la
repressid produida pels fragments E- i N-cadh/CTF2, transfectats o generats per
accio de l'activitat y-secretasa de la PS1p, tenia lloc a través de la CBP, possiblement

augmentant la seva degradacio.
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Figura 32. El fragment E-cadh/CTF2 inhibeix I'activitat transcripcional
del complex Tcf-4-B-catenina a través de la CBP. Cél-lules MEFs PS(-/-) es
van cotransfectar amb pEGFPC1-E-cadh/CTF2 o pcDNA3.1-N-cadh/CTF2
(125-250 ng), pcDNA3.1-CBP (250ng) o el vector buit com a control, el
plasmid TOP-FLASH (50ng) i el plasmid pTK-Renilla (10ng). L’activitat
luciferasa relativa de cada mostra es va determinar 48 h després de la
transfeccio. Els nivells d’activitat es van referir als de les céllules
transfectades amb el vector buit. Els segments indiquen la desviacio
estandard de quatre transfeccions independents. -, abséncia.

En les cél-lules MEFs PS(+/+), que expressaven la PS1p i per tant es
generaven els fragments E- i N-cadh/CTF2, hi havia una disminuci6 dels nivells de
CBP totals (Figura 33A, comparar els carrils 1 i 2). Aquests nivells es recuperaven en
tractar les cél-lules amb l'inhibidor de 'activitat y-secretasa (comparar els carrils 2 i 3),
ja que no hi havia formacié dels fragments citosolics de les cadherines. Per estudiar
amb més detall aquesta disminucié dels nivells totals de CBP, es van preparar
extractes citosolics i extractes nuclears de les cél-lules MEFs PS(-/-) i de les PS(+/+)
tractades o no amb l'inhibidor de I'activitat y-secretasa. En les cél-lules MEFs PS(+/+),
els nivells de CBP estaven clarament disminuits en la fraccié nuclear comparat amb
les PS(-/-) (Figura 33B, comparar els carrils 4 i 5 del panell superior), i aquests
nivells es recuperaven en preséncia de I'inhibidor y-secretasa (veure els carrils 5 i 6).
Mentre que en la fraccio citosolica els nivells de CBP eren similars (veure els carrils
1,2i3).
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Figura 33. Disminucié dels nivells de CBP en preséncia de la PS1p. (A)
50 pg d'extractes totals de les cél-lules MEFs PS(-/-) o PS(+/+) van ser
processats per SDS-PAGE i Western blot. Les diferents proteines van ser
detectades amb els anticossos especifics corresponents. (B) Cél-lules MEFs
van ser fraccionades amb la fraccié citosodlica o la fraccié nuclear. 55 ug de
cada fraccié cel-lular van ser processats per SDS-PAGE i Western blot. Les
diferents proteines van ser detectades amb els anticossos especifics
corresponents. Les cél-lules MEFs PS(+/+) es van tractar amb inhibidor L-
685,458 (5uM) durant 24 h a les condicions que ho indica. -, abséncia; +,
presencia.

Ja haviem comentat que els nivells totals de -catenina eren menors en les
cél-lules MEFs PS(+/+) que en les PS(-/-) (Figures 18). Es va observar que aquests
nivells totals de B-catenina es recuperaven en tractar les cél-lules MEFs PS(+/+) amb
un inhibidor del proteosoma (Figura 34, carrils 3-4 del panell 2). Per tant, aquests
resultats suggerien que la disminucié dels nivells de B-catenina en preséncia de la
PS1p, era deguda a un augment en la degradacié d’aquesta catenina via
proteosoma. En la Figura 33B, podem observar que aquesta disminucié només era
de la B-catenina present en la fraccio citosolica (comparar els carrils 1-2 i 4-5 del
panell 2), ja que els nivells de la B-catenina nuclear es mantenien iguals. Aquests
resultats indicaven que I'efecte inhibidor de la PS1p no era degut a una disminucio

dels nivells de B-catenina nuclear, sind que era degut a una disminucié dels nivells
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nuclears del factor transcripcional CBP. Cal destacar que els fragments E- i N-
cadh/CTF1 i CTF2 tenien una localitzacio citosolica (Figura 33B, veure el panell 3 i
4), indicant que l'efecte que produien sobre la CBP era citosolic, segurament

afavorint una degradacio via proteosoma.

MEFs PS(+)  MEFs PS{+/+4)

CHX (25pg/ml) + + + +

MG132 (20pM) - + - + WE

80 kDa_ ——
—_—— S anti plakoglobin
95 kDa—
2= ot -catenin
120 kDa— [ Sl S . anti E-cadherin

A2 kD3 " S i (-actin

Figura 34. La PSlp facilita la degradacié de la B-catenina i de la
placoglobina via proteosoma. Les cél-lules MEFs PS(-/-) i PS(+/+) es van
tractar amb un inhibidor de la sintesi proteica, cicloheximida (CHX) i amb un
inhibidor del proteosoma, MG132, a les condicions que ho indica. 50 ug
d’extractes cel-lulars totals van ser processats per SDS-PAGE i Western blot.
Les diferents proteines van ser detectades amb els anticossos especifics
corresponents. -, abséncia; +, preséncia.

El conjunt de resultats obtinguts en I'estudi de I'efecte inhibidor de la forma
processada de la PS1 sobre l'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina
permetia concloure que: I'efecte inhibidor era degut a la formacié dels fragments E-
cadh/CTF2 i N-cadh/CTF2 per accié de l'activitat y-secretasa de la PS1p. Aquests
fragments interaccionaven amb el factor transcripcional CBP afavorint la seva
degradacié. Com a consequéncia disminuien els nivells nuclears de CBP i hi hauria

una menor activitat transcripcional de Tcf-4-B-catenina.
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1. LA PSlnp INHIBEIX L’ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL DEL
COMPLEX TCF-4-B-CATENINA

1.1. LaPSilnp inhibeix I'activitat dels promotors TOP i LEF-1.

Generalment, la PS1 esta processada i es forma un fragment amino i un
carboxiterminal que es mantenen associats a la membrana [253]. Haviem observat, a
linici d’aquest treball, que la sobrexpressido d’'una forma de PS1 que no pot ser
processada (PS1np) en les cellules SW480, inhibia l'activitat transcripcional del
complex Tcf-4-B-catenina de manera dosi depenent (Figura 16) i aquesta inhibicio
tenia lloc per un mecanisme diferent al de la PS1 que si es pot processar (PS1p)
(Figura 17). Ja que alguns malalts d’Alzheimer familiar preco¢ presenten mutacions
especifiques en la PS1, que impedeixen el seu correcte processament (veure apartat
2.3.2 de la Introduccié). Ens vam plantejar estudiar el mecanisme pel qual aquesta
forma no processada de la PS1 (PS1np) reprimia l'activitat transcripcional de la -
catenina.

Es va estudiar si aquesta inhibicio també s’observava utilitzant un fragment
del promotor huma de LEF-1 (-1874/+85), que tenia els elements d’unié a Tcf-4.

La sobrexpressi6 de la PS1np en céllules SW480 inhibia [lactivitat
transcripcional dels dos promotors sensibles al complex Tcf-4-B-catenina (Figura 35).
La inhibicié sobre el promotor LEF-1, també era depenent de la concentracié de
PS1np: aixi, a major concentraci6 de la PS1np, major inhibici6 de [Iactivitat
transcripcional induida pel complex Tcf-4-p3-catenina.

Aquesta inhibicié per part de la PS1np també es va observar en altres linies
cel-lulars epitelials, com sén les cél-lules pancreatiques MiaPaca i les cél-lules de
colon SW620 (veure la Figura 35). Cal destacar, que la linia cellular pancreatica
RWP1, presentava una major resisténcia als efectes de la PS1np (veure la Figura
35).
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Figura 35. La PS1np inhibeix I'activitat transcripcional depenent de B-
catenina. Les cel-lules SW480 es van cotransfectar amb pcDNA3.1-Myc/His-
PS1 (+,150ng; ++, 300ng), el plasmid TOP-FLASH (50ng) o el LEF-1-pGL3
(50ng) i el plasmid pTK-Renilla (50ng). Després de 48 h, es va determinar
I'activitat luciferasa relativa de cada mostra com es descriu en l'apartat 3.7
dels Materials i métodes. El percentatge d’'activitat es va calcular comparant
els nivells d’activitat luciferasa i els nivells obtinguts després de la transfeccio
amb pcDNAS3.1-Myc/His sol. Els segments indiquen la desviacié estandard de
quatre transfeccions independents.

1.2. LaPSlnp disminueix els nivells de la proteina c-myc

En els ultims anys s’han identificat més de 50 gens regulats pel complex Tcf-
4-B-catenina, implicats en el desenvolupament embrionari i en processos tumorals.

Si la PS1np inhibeix I'activitat transcripcional del complex Tcf-4--catenina,
també esperariem una disminucié en I'expressio dels gens diana de Tcf-4-B-catenina,
com per exemple c-myc [185]. Aquest gen és responsable de que les cél-lules
tumorals proliferin més rapidament i no siguin susceptibles a processos de
diferenciacio terminal [176, 254].

Es van transfectar les cél-lules SW480 (linia cel-lular en la que s’observa un
clar efecte inhibidor de la PS1 en lactivitat transcripcional) amb el plasmid que
expressava la PS1np i es van analitzar els nivells d’expressié de la proteina c-myc.
Tal com s’esperava i es mostra en la Figura 36, es va observar una disminucié de
I'expressio de la proteina c-myc en cél-lules transfectades préviament amb la PS1np

(veure el panell superior).
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Figura 36. Disminucié de I'expressi6é de la proteina c-myc en preséncia
de la PSlnp. Es van transfectar cellules SW480 amb 5 pnug de
pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np) o el vector sol com a control. A les 48 h, es
van preparar els extractes cel-lulars. 25 ug d’extracte total van ser processats
per SDS-PAGE i Western blot. La c-myc va ser detectada amb I'anticos anti-
c-myc. La membrana es va estripar i reanalitzar amb 'anti-PS1(303-316) per
verificar la transfeccié i la preséncia de la PS1np. -, abséncia; +, preséncia.

2. L’EFECTE INHIBIDOR DE LA PS1np NO ES DEGUT A CANVIS
EN ELS NIVELLS DE LA PB-CATENINA EN CEL-LULES
EPITELIALS

Una vegada comprovat que la PS1np inhibia l'activitat transcripcional del
complex Tcf-4-B-catenina en diferents linies cel-lulars epitelials, es va plantejar
esbrinar el mecanisme pel qual la PS1np podia estar inhibint.

La capacitat de la B-catenina de migrar al nucli depén dels nivells d’aquesta
proteina lliures al citosol. El control dels nivells citosolics de la B-catenina esta
finament regulat per un complex multiproteic format per I'APC, I'axina, la B-catenina,
la CKla i la GSK3p, entre altres (veure I'apartat 3.2.1 de la introduccio). La fosforilacio
de la serina 45 de la pB-catenina per part de la CKla, provoca que la GSK3p fosforili
diferents residus de I'extrem N-terminal de la B-catenina. La fosforilacié de la serina
33 facilita la unié de la B-Trcp ubiquitina lligasa i la posterior degradacié de la j-
catenina via proteosoma [255] (veure la Figura 9 de la introduccio).

S’ha descrit que la PS1 indueix la degradacié de la pB-catenina a través d’un
mecanisme independent de I'estimulacio per axina de la fosforilacié per GSK3p dels
residus Thr 41 i Ser 37 i 33 [211]. Per tant, es va estudiar si la inhibicié per la PS1np
de l'activitat transcripcional de la B-catenina en les cél-lules SW480, podia ser deguda
a una desestabilitzaci6 de la B-catenina (augment de la degradacid) com a

consequéncia de la fosforilacio en el seu extrem N-terminal. Es va transfectar
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transitoriament cél-lules SW480 amb els plasmids que expressaven la PS1np o TAPC
i es van tractar amb un inhibidor del proteosoma, MG132, en les condicions que ho
indica. Aquest inhibidor bloqueja la via de degradacié depenent d’ubiquitina-

proteosoma, per tant, la B-catenina no és degradada i es pot estudiar el seu estat de

fosforilacio.
A -  PS1np APC
WE:
B kha —— N — anti p-catenin
e — anti PS1
120 kba — anti E-cadherin
B + MG132
- PS1np APC
95 kDa —— SRS S s anti B-catenin
50 kDa — anti PS1

anti p-catenin
95 kDa — PSer33 PSer37 PThrd41

120 kDa — anti E-cadherin

Figura 37. La PS1np no disminueix els nivells enddgens de la B-catenina
en les cel-lules SW480. (A) Cél-lules SW480 es van transfectar amb 5 ug
de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np), de pCMV-APC o del vector sol. A les 48
h es van preparar els extractes cel-lulars com es descriu en I'apartat 3.6 dels
Materials i Métodes. 20 ng d’extractes totals van ser analitzats per SDS-
PAGE i Western blot amb els anticossos especifics envers la B-catenina, la
PS1np i 'E-cadherina com a control. (B) Les cél-lules es van transfectar igual
que en el panell A, perd van ser tractades, abans de la preparacio dels
extractes cel-lulars, durant 6 hores amb I'inhibidor del proteosoma MG132 a
una concentracio final de 10 uM. Els extractes van ser analitzats per Western
blot envers els mateixos anticossos que en el panell A, més lanticos
especific pels residus Ser33, Ser37 i Thr41 fosforilats.

Com es mostra en la Figura 37A (comparar els carrils 1 i 2 del panell
superior), la PS1np no disminuia els nivells de B-catenina enddgena. A més, la
fosforilacio en els residus Ser-33, Ser-37 i Thr-41 de la B-catenina no augmentava en
les céllules transfectades amb la PS1np, tot i en preséncia de linhibidor del
proteosoma (Figura 37B, carril 1-2, panell 3). En canvi, tal com era d’esperar, 'APC
disminuia els nivells de B-catenina enddgena (Figura 37A; comparar carrils1 i 3 del

panell superior) i augmentava la fosforilacié en els residus situats en l'extrem
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aminoterminal de la B-catenina (Figura 37B; carril 3 del panell 3). L'APC és utilitzat
com a control ja que és un component del complex multiproteic de la via de
degradacié de la pB-catenina depenent d’axina. Per tant, en preséncia d’APC
s’afavoreix la fosforilacié de I‘extrem aminoterminal i la degradacio de la B-catenina.
Aquests resultats permetien concloure que la inhibicié per la PS1np de
l'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina, no era deguda a una
degradacié de la B-catenina, ja que ni augmentava la fosforilacid dels residus
modificats per la GSK3p, ni disminuien els nivells de pB-catenina en preséncia de la

PS1np.
També vam estudiar, si la PS1np podia desestabilitzar els nivells exdgens de

la B-catenina. Es van cotransfectar transitoriament cél-lules SW480 amb els plasmids
que expressaven la B-catenina, la Rho (com a control de transfeccid) i la PS1np o bé
I'APC, totes elles en pcDNA3.1/His, excepte 'APC. Es va purificar la B-catenina per

niquel-agarosa i es van analitzar els nivells d’aquesta proteina.

Ni2*-agarose (SW480)

p-catenin(His) + + +
Rho(His) + + +
PS1np (His) = + =
APC ~ = +
95 kDa- : c
anti p-catenin
50 kDa-
anti PS-1
19 kD& anti Rho

Figura 38. La PS1np no disminueix els nivells exdgens de B-catenina. Es
van cotransfectar cél-lules SW480 amb 7 pg de pcDNAS3.1/His-B-catenina, 6
ug de pcDNAS3.1/His-Rho(K27T) i 10 ug de pcDNA3.1/His-PS1 (PS1np), de
pCMV-APC o del vector sol. A les 48 h es van preparar els extractes
cellulars. 300 ug d’extractes van ser incubats amb la niquel-agarosa per la
purificacié dels productes transfectats, els quals s’expressen amb una cua
d’histidines. Les mostres van ser processades per SDS-PAGE i Western blot.
La quantitat de B-catenina i PS1np ectopica purificada, va ser detectada amb
I'anticos especific anti-B-catenina i anti-PS1(303-316). La quantitat de Rho
purificada i detectada amb I'anti-Rho, era un control per verificar que
I'experiment de la niquel agarosa havia funcionat per igual en les diferents
condicions. +, preséncia; -, abséncia.

Es pot comprovar com la PS1np tampoc afectava els nivells de la B-catenina
ectopica purificada (Figura 38, comparar carrils 1 i 2 del panell superior), mentre que

I’APC introduida com a control, si que disminuia els nivells de p-catenina (comparar
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carrils 1 i 3 del panell superior), ja que accelera la seva degradaci6. La GTPasa Rho
també va ser purificada per niquel-agarosa i es va utilitzar com a control de la
transfeccio per tal d’assegurar que les possibles diferéncies detectades en els nivells

de B-catenina, no fossin degudes a errors en la purificacio per la niquel-agarosa.

3. LA PSlnp INTERACCIONA AMB LA B-CATENINA | LA
PLACOGLOBINA

3.1. Interacci6 de la PS1np amb la B-catenina i la placoglobina en

cel-lules en cultiu

Es va investigar la possibilitat de que I'efecte inhibidor de la PS1np fos degut a
la interaccié PS1-B-catenina en els complexos de les unions adherents. Ambdues
proteines van coimmunoprecipitar, en les cél-lules epitelials SW480 i també en les
cél-lules RWP1, tal i com es mostra a la Figura 39A. També es va detectar que la
PS1np podia interaccionar amb la placoglobina (o y-catenina), un homdleg de B-

catenina, en aquestes dues linies cel-lulars (Figura 39B).

A IP: p-catenin
PS1np = + - +
50 kDa- — B WE:
anti P81
95 kDa- [ antiﬁ-catenin
SW480 RWP1
B IP: Plakoglobin
PS1np - + - +
B WB:
" R R e
80 kDa- — “  anti plakoglobin
SW480 RWP1

Figura 39. La PS1np s’associa amb la B-catenina i amb la placoglobina
en les cel-lules epitelials. Ceél-lules SW480 i RWP1 van ser transfectades
transitoriament amb 15 pug de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np) o amb el
vector buit com a control. A les 48 h es van preparar els extractes cel-lulars.
300 pg de cada tipus cellular van ser immunoprecipitats amb I'anti-B-
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catenina i I'anti-placoglobina. Les mostres van ser processades per SDS-
PAGE i Western blot. La PS1np associada a la B-catenina i a la placoglobina
es va detectar amb I'anticos especific anti-PS1(303-316). +, preséencia; -,
abséncia.

3.2. Interaccio in vitro de la PSlnp amb la B-catenina i la

placoglobina

La placoglobina és una proteina homologa a la B-catenina, que pot formar part
de les unions adherents substituint a la B-catenina, pero té un paper especific en els
desmosomes.

La B-catenina i la placoglobina estan formades per tres dominis clarament
diferenciats. Un domini central anomenat armadillo amb un 83% d’homologia en la
sequéncia aminoacidica i de caracter basic. | els extrems N- i C-terminals els quals
sén més diferents ja que només comparteixen un 57% i un 15% d’homologia,
respectivament (Figura 40) i sén de caracter acid. La poca similitud que presenten
els extrems terminals de la placoglobina i de la B-catenina, i el fet que aquests
dominis terminals estan implicats en la regulacié de les interaccions d’aquestes
proteines amb altres factors, podria explicar les diferencies funcionals d’ambdues

proteines [170].

N-terminal Domini armadillo C-terminal
1121314516/ 7.8[1911011/12] -COOH

1 141 B-catenina 664 781

57% | 83% P 15%
nH- [ 1 (231415167819 101112 M-cooH

1 136 659 744

placoglobina

Figura 40. Esquema de la B- i y-catenina (placoglobina). La seva
estructura primaria consta d’'un extrem aminoterminal, un domini central
format per 12 repeticions de 42 aminoacids anomenat domini armadillo, i un
extrem carboxiterminal. Els tant per cents indiquen el grau d’homologia de
'extrem N-terminal, del domini armadillo i de [I'extrem C-terminal,
respectivament, entre la B-catenina i la placoglobina.

La interaccio entre la PS1np i la B-catenina també va ser detectada in vitro per
assaigs de pull-down. Vam detectar que aquesta forma de la PS1, també era capa¢
d’unir-se a la placoglobina amb una afinitat similar a la de la B-catenina (veure Figura

41, comparar els carrils 2 i 3).
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Figura 41. Interaccié in vitro entre la PSlnp-B-catenina i la

PS1np-placoglobina. Es van transfectar transitdriament cél-lules RWP1 amb
15 ug de pcDNA3.1Myc/His-PS1(PS1np). 500 pg d’aquests extractes
cellulars es van incubar amb 10 pmols de GST-B-catenina, GST-
placoglobina o GST. Els complexos formats es van purificar amb glutatio-
sepharosa i analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La quantitat de PS1np
associada a la proteina recombinant es va detectar amb I'anticos especific
anti-PS1(303-316). Es va reanalitzar la membrana amb ['anti-GST per
comprovar nivells similars de les proteines recombinants. Els valors indicats a
sota cada figura, representen la quantitat relativa de PS1np unida a la
proteina recombinant. Input: 10% de I'extracte cel-lular total.

3.3. La PSlnp interacciona amb les ultimes repeticions armadillo

de la B-catenina

Resultats descrits pel nostre grup [168, 169] indiquen que els extrems
terminals de la B-catenina interaccionen amb el domini armadillo i aquesta interaccio
limita la capacitat de factors, com I'E-cadherina i la TBP, d’unir-se a aquest domini
armadillo.

Aquestes dades ens van fer plantejar la possibilitat que la interaccio entre la -
catenina i la PS1np, també pogués estar regulada pels extrems terminals de la j3-
catenina. A més, es va determinar el lloc d’'uni6 de la PS1np en la B-catenina.

Es van realitzar assaigs de pull-down de la PS1np amb diferents mutants
delecionats de la p-catenina (veure la Figura 42), expressats com a proteines
recombinants fusionades a GST. Es van utilitzar extractes cel-lulars RWP1
transfectats amb la forma no processada de la PS1. Els resultats van mostrar (Figura
43, comparar els carrils 2-3) que la PS1np té major afinitat pel domini armadillo
central de la B-catenina que per la proteina sencera. Aquest comportament ja s’havia

descrit per altres proteines que interaccionen amb la B-catenina a través del domini
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armadillo [168, 169], i suggeria que els extrems terminals de la B-catenina competien
amb la PS1np per unir-se al domini central de repeticions armadillo de la B-catenina.

Per tant, els extrems terminals de la B-catenina dificulten la uni6 entre la PS1np i la

B-catenina.
Domini armadillo

B-catenina

(1-781) N 753:1

Tyrl42 Tyr654

(1663 e 12 [3TAT5 6 T7 T8 TO TTOMITToN
(1-683) 1 683
AN-tail -
(120-end) 1oomedl 20314 (5 (6 [ 71 8]9[1011[12] 281
Arm —T 5
(120-683) 100kt 2031415 (6] (1819 1011120 .-
(12043 RLT2T3TAT5T6]
(120-422) 120 422
Arm7-12 0 0 \
(422-683) 422 bl O LI IO T2 (oo
Arm10-12
(575-696) m

575 696

Figura 42. Diagrama de la pB-catenina i dels diferents mutants
delecionats utilitzats. Els rectangles taronges representen els extrems
terminals de la B-catenina. El domini central esta format per 12 repeticions
armadillo on s’indiquen les tirosines més rellevants. La Tyr142 fosforilada per
les quinases Fyn i Fer i la Tyr654 fosforilada pel receptor ’EGF (EGFR), que
regulen la unié a 'a-catenina i a I'E-cadherina, respectivament.

Vam observar, que la PS1np s’associava amb un fragment de la p-catenina
que contenia les ultimes repeticions armadillo (7-12), amb una afinitat similar al
domini armadillo sencer (Figura 43, comparar carrils 3 i 6). A més, el fragment de la
B-catenina que conté les primeres sis repeticions armadillo practicament no
interaccionava amb la PS1np (comparar els carrils 3 i 5). Per tant, son les ultimes
repeticions armadillo, entre els aminoacids 422 i el 683, les responsables de la
interacciéo amb la PS1np.

A la mateixa figura s’observava com la interaccid entre la PS1np i la AN-B-
catenina (construccié que li manca lI'extrem N-terminal i sabem que potencia la
interaccié de I'extrem C-terminal al domini armadillo [169]), €s menor que la interacci6
amb la AC-B-catenina (construccié que li falta 'extrem C-terminal) (comparar els
carrils 2, 8 i 9). Per tant, aquests resultats indicaven que I'extrem C-terminal de la -

catenina és el que dificultava la unié entre la PS1np i la B-catenina.
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Figura 43. La PS1np interacciona amb les Ultimes repeticions (7-12) del
domini armadillo de la B-catenina. Es van transfectar transitoriament
celllules RWP1 amb 15 pg de pcDN3.1Myc/His-PS1(PS1np). 500 ng
d'aquests extractes cel-lulars es van incubar amb 10 pmols de GST-B-
catenina o0 amb els diferents mutants delecionats també expressats amb
GST. Els complexos formats es van purificar amb glutatié-sepharosa i es van
analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La quantitat de la PS1np associada a
la proteina recombinant es va detectar amb I'anticos especific anti-PS1(303-
316). Es va reanalitzar la membrana amb I'anti-GST per comprovar nivells
similars de les proteines recombinants. Els valors indicats a sota cada figura,
representen la quantitat relativa de PS1np unida a la proteina recombinant.
Input: 10% de I'extracte cel-lular total.

3.4. La fosforilacio de la Tyr654 de la B-catenina, disminueix

I"afinitat de la PS1np per la B-catenina

Estudis anteriors del grup havien demostrat que la fosforilacié de diferents
residus tirosina de la B-catenina, regulaven la seva interaccié amb diferents factors de
les unions adherents. Concretament, la fosforilacio de la tirosina 654 de la B-catenina,
catalitzada en cél-lules epitelials per tirosina quinases com el receptor EGF (EGFR) o
erbB2 i menys eficientment per Src, disminuia la interaccioé entre la -catenina i I'E-
cadherina [236], donant lloc a una desestabilitzacioé i pérdua de les unions adherents.
D’altra banda la fosforilacié addicional de la tirosina 142 per les quinases Fer o Fyn,
inhibia la interaccié entre la B-catenina i I'a-catenina [239], facilitant el pas al nucli de
la B-catenina.

Es van utilitzar els mutants puntuals de la Tyr654 i la Tyr142 de la B-catenina
a glutamic, mutants que mimetitzen les formes fosforilades d’aquestes tirosines, per
estudiar si la fosforilacié d’aquests residus podia regular la interaccié entre la PS1np i

la B-catenina. Assaigs de pull-down amb les proteines recombinants fusionades a
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GST (GST-B-catenina wild type, GST-B-cateninaY654E i GST-B-cateninaY142E) i
extractes cel-lulars RWP1 transfectats transitdoriament amb la forma no processada
de la PS1, van mostrar que el mutant de la Tyr654 (Y654E) disminuia la interaccio
entre la B-catenina i la PS1np (Figura 44). Es va observar també, que la interaccio
entre la PS1np i la construccié de la p-catenina que només té el domini central
armadillo amb el residu Tyr654 mutant a glutamic (Glu), també es veu disminuida
(Figura 43, comparar carrils 3 i 4).

En canvi, amb el mutant de la B-catenina Tyr142 a Glu (Y142E) no es va

observar cap efecte en la interaccié entre aquestes dues proteines.

GST-p-catenin

WB

anti PS1

50 kDa— e

1 0.94 0.24

120 kDa — . .
anti p-catenin

Figura 44. La fosforilaci6 de la tirosina 654 de la B-catenina afecta
I'afinitat per la PS1np. Es van transfectar transitoriament cél-lules RWP1
amb 15 pg de pcDN3.1Myc/His-PS1 (PS1np). 500 pug d’aquests extractes
cel-lulars es van incubar amb 10 pmols de GST-B-catenina (WT), amb els
mutants puntuals (Y142E, GST-B-cateninaY142E i YG654E, GST-f-
cateninaY654E) o GST com a control. Els complexos formats es van purificar
amb glutatié-sepharosa i es van analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La
PS1np associada a la proteina recombinant (mutants puntuals) es va detectar
amb l'anticos especific anti-PS1(303-316). En el panell inferior es va
reanalitzar la membrana amb I'anti-GST per comprovar que els nivells dels
diferents mutants puntuals de la B-catenina eren similars. Els valors indicats a
sota cada figura, representen la quantitat relativa de PS1np unida a la
proteina recombinant. Input: 10% de I'extracte cel-lular total.

3.5. La PSlnp interacciona amb la placoglobina d’'una manera

diferent a com ho fa amb la B-catenina

Després d’haver observat per primera vegada una interaccid entre la
placoglobina i la PS1np vam voler caracteritzar-la. Malgrat la similitud entre la -
catenina i la placoglobina, ambdues interaccionaven de manera diferent amb la
PS1np.
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Figura 45. Diagrama de la placoglobina i de les diferents construccions
delecionades utilitzades. Els rectangles verd fosc representen els extrems
terminals de la placoglobina. EI domini armadillo central esta format per 12
repeticions armadillo i on s’indiquen les tirosines més importants. La Tyr133
(posiciod equivalent a la tirosina 142 de la B-catenina) és fosforilada per la
quinasa Fyn. La Tyr549 (una fenilalanina en la B-catenina) és fosforilada per

les quinases Fer i Fyn. Finalment, la Tyr643 (equivalent a la tirosina 654 de la
B-catenina) és fosforilada per la tirosina quinasa Src.

Assaigs de pull-down de PS1np amb diferents mutants delecionats de la
placoglobina (veure Figura 45), expressats també com a proteines recombinants
amb GST, van mostrar que a diferéncia del que passava amb la f-catenina, el domini
armadillo de la placoglobina tenia menys afinitat que la placoglobina sencera (Figura
46, comparar els carrils 2 i 3 del panell superior); indicant que els extrems amino i
carboxiterminals de la placoglobina estaven regulant, de manera positiva, aquesta
interaccié. Concretament, era I'extrem N-terminal el que participava en I'associacié a
la PS1np, ja que la interaccio entre la construccio que li falta 'extrem aminoterminal
(AN-tail) i la PS1np, era menor que amb la construccid que li falta I'extrem
carboxiterminal (AC-tail) (Figura 46, comparar els carrils 6 i 7). El domini d’interaccio
involucrat en la unié a la PS1np es va caracteritzar a les sis primeres repeticions
armadillo, ja que la construccié que correspon a les ultimes repeticions armadillo
(arm7-12) no interaccionava amb la PS1np (comparar els carrils 3, 4 i 5).

Aquests resultats suggerien que la interacci6 de la PS1np amb la
placoglobina tenia lloc més cap a I'extrem aminoterminal del domini armadillo que en
el cas de la B-catenina. Aquest és un resultat curids, ja que ambdues proteines tenen

el domini armadillo molt similar.
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Figura 46. La PSlnp interacciona amb les repeticions (1-6) del domini
armadillo de la placoglobina. Es van transfectar transitoriament cél-lules
RWP1 amb 15 ug de pcDN3.1Myc/His-PS1 (PS1np). 500 ng d’aquests
extractes cellulars es van incubar amb 11 pmols de GST- placoglobina o
amb els diferents mutants delecionats també expressats amb GST. Els
complexos formats es van purificar amb glutatié-sepharosa i es van analitzar
per SDS-PAGE i Western blot. La PS1np associada a la proteina
recombinant es va detectar amb l'anticos especific anti-PS1(303-316). En el
panell inferior es pot comprovar que els nivells de les proteines recombinants
eren similars. Els valors indicats a sota cada figura, representen la quantitat
relativa de PS1np unida a la proteina recombinant. Input: 10% de I'extracte
cel-lular total.

3.6. La fosforilacié de la Tyr643 de la placoglobina augmenta

I"afinitat per la PS1np

El grup ha descrit que la placoglobina és fosforilada en residus tirosina
especifics i que en ser modificats, regulen la interaccié de la placoglobina amb els
altres components de les unions adherents i dels desmosomes [238].

Es van utilitzar els mutants puntuals de la placoglobina que mimetitzen les
formes fosforilades de la Tyr133 (posicié equivalent a la tirosina 142 de la fB-
catenina), de la Tyr549 (una fenilalanina en la B-catenina) i de la Tyr643 (equivalent a
la tirosina 654 de la B-catenina), per estudiar si la fosforilacié en alguna d’aquestes
tirosines podia regular la interaccié entre la PS1np i la placoglobina. Assaigs de pull-
down van mostrar que la interaccié entre la PS1np i els mutants puntuals Tyr133 a
Glu (Y133E) i el Tyr549 a Glu (Y549E) no es veia afectada (Figura 47). En canvi, el
mutant Tyr643 a Glu (Y643E) augmentava l'afinitat per la PS1np, al contrari de
I'efecte produit per la fosforilacié de la tirosina equivalent (Tyr654) en la pB-catenina

(Figura 44). Aquests resultats reforcen la conclusié d’una regulacio diferent de la
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interaccio entre la placoglobina-PS1np i la B-catenina-PS1np, tot i ser dues proteines

molt similars.
GST-plakoglobin
Input  WT Y133E Y549E Y643E GST
50 kDa — WB
anti P$1
1 109 095 1.7
105 kDa —

anti plakoglobin

Figura 47. La fosforilacié de la tirosina 643 de la placoglobina afecta
I'afinitat per la PS1np. Es van transfectar transitoriament cél-lules RWP1
amb 15 ug de pcDNA3.1Myc/His-PS1(PS1np). 500 ug d’aquests extractes
cel-lulars es van incubar amb 11,4 pmols de GST-placoglobina (WT), els
mutants  puntuals (Y133E, GST-placoglobinaY133E; Y549E, GST-
placoglobinaY549E; Y643E, GST-placoglobinaY643E) o GST com a control.
Els complexos formats es van purificar amb glutatio-sepharosa i es van
analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La quantitat de PS1np associada a la
proteina recombinant (mutants puntuals) es va detectar amb [I'anticos
especific anti-PS1(303-316). Es va reanalitzar la membrana amb I'anti-GST
per comprovar nivells similar dels diferents mutants puntuals de la
placoglobina. Els valors indicats a sota cada figura, representen la quantitat
relativa de PS1np unida a la proteina recombinant. Input: 10% de I'extracte
cel-lular total. -, abséncia; +, preséncia.

Dades del grup indicaven que el receptor dEGF (EGFR) fosforilava I'extrem
carboxiterminal de la placoglobina [238], confirmant resultats de Gaudry i
col-laboradors, on descriuen que tres residus tirosina del domini carboxiterminal de la
placoglobina (Tyr693, 724 i 729) eren fosforilats després de I'estimulacié del EGFR
[256]. Per estudiar si aquestes fosforilacions podien regular la interaccié entre la
placoglobina i la PS1np, vam tractar les cél-lules epitelials IEC-18 (linia cel-lular
immortalitzada no tumorigénica) en preséncia o no, del factor de creixement
epidermic EGF, el qual estimula el receptor dEGF. A continuaci6 es va
immunoprecipitar la PS1 i com mostra la Figura 48, el tractament amb EGF
augmentava la interaccio entre la placoglobina i la PS1np (comparar els carrils 3 i 4).
Aquests resultats suggerien que com a minim una d’aquestes tres tirosines situades
en el domini carboxiterminal de la placoglobina fosforilades pel receptor d’EGF,
també estaven regulant d’'una manera positiva la interaccié entre la placoglobina i la
PS1np.
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Input IP: anti PS1
EGF - + - +
WB:

80 kDa— iy WS anti plakoglobin
50 kDa— S S s e anti PS1

Figura 48. L’estimulacié del receptor d’'EGF augmenta I'afinitat entre la
placoglobina i la PS1np. Cél-lules IEC-18 es van transfectar amb 15 pg de
pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np). 40 hores postransfeccio, es van tractar les
celllules en abséncia o preséncia d’EGF (50ng/mL) durant 3 hores. A
continuaci6 es van fer extractes cellulars totals i 350 pg es van
immunoprecipitar amb I'anti-PS1(303-316). Els immunocomplexos van ser
analitzats per SDS-PAGE i Western blot. La quantitat de placoglobina unida a
la PS1np es va detectar amb I'anti-placoglobina. Per verificar que nivells
similars de la PS1np s’havien purificat, es va reanalitzar la membrana amb
I'anti-PS1(303-316). Input: 10% de l'extracte cellular total. -, abséncia; +,
preséncia.

Resumint, les nostres dades indicaven que la PS1np interaccionava tant amb
la B-catenina com amb la placoglobina a través dels seus dominis armadillo. Tot i
'elevada homologia entre aquests dominis, la unié tenia lloc per regions diferents;
amb B-catenina era més carboxiterminal per les repeticions armadillo 7-12, mentre
que, la placoglobina utilitzava les sis primeres repeticions armadillo. Per tant,
I'especificitat de la interaccio amb la PS1np ve donada per les diferéncies existents
en els extrems terminals de la B-catenina i de la placoglobina.

Totes dues interaccions, B-catenina-PS1np i placoglobina-PS1np, es regulen
per fosforilacié en tirosines especifiques. Aixi, mentre que la fosforilacié de la Tyr654
de la B-catenina inhibia la interaccié amb la PS1np, la fosforilacié de la tirosina
equivalent en la placoglobina (Tyr643), la facilitava. A més, la fosforilacio de tirosines
situades en el domini carboxiterminal de la placoglobina també regula positivament la

interaccio entre aquesta catenina i la PS1np.

4. L’EFECTE INHIBIDOR DE LA PSinp NO ES DEGUT A LA
INTERACCIO DIRECTA AMB LA B-CATENINA

Després d’haver estudiat com es regulava la interaccié entre la -catenina i la
PS1np, vam plantejar-nos la possibilitat de que la interaccié directa d’aquestes dues

proteines a les unions adherents, fos la causant de I'efecte inhibidor de I'activitat
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transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina. Es a dir, que la interaccié de la PS1np i
la B-catenina a la membrana plasmatica, estabilitzés aquesta ultima a les unions
adherents, impedint el seu pas al nucli on desenvoluparia la seva funcié com a
coactivador transcripcional.

Per comprovar aquesta hipdtesi es van transfectar les cél-lules epitelials
RWP1 amb la B-catenina perqué aixi, la repressié per la PS1np de [lactivitat
transcripcional depenent de la B-catenina es trobava incrementada. Aixo era degut a
que aquest tipus cellular era el menys sensible a I'efecte inhibidor de la PS1np
(veure Figura 35). Es va transfectar transitoriament la p-catenina wild type i els
mutants puntuals de la B-catenina (Tyr142 a Glu, Tyr654 a Glu i el doble mutant
Tyr142 i 654 a Glu) insertats en el pcDNA3.1/His, en preséncia o no del plasmid que
expressava la PS1np. Es va determinar lactivitat del complex Tcf-4-B-catenina
utilitzant I'assaig d’activitat transcripcional amb el promotor sintétic TOP sensible a

Tcf-4-B-catenina.

RWP-1

200 [ T

150 | L =

100 b L

TOP promoter activity
(percent of control)

[2a]
=2
-

PS1np =+ - + - % - + - +

p-catenin WT  Y142E Y654E Y142E
Y654E

Figura 49. L’efecte inhibidor de la PS1np no és degut a la interaccié amb
la B-catenina. Ceél-lules RWP1 es van cotransfectar amb la pB-catenina wild
type, i/lo diferents mutants puntuals de la f-catenina insertats en
pcDNA3.1/His (150 ng), el plasmid TOP-FLASH (50ng), el plasmid pTK-
Renilla (50ng) en abséncia o preséncia de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np)
(150ng). Després de 48 h, es va determinar I'activitat luciferasa relativa de
cada mostra. Els nivells d’activitat es van referir als de les cél-lules
transfectades amb pcDNA3.1/His i pcDNA3.1Myc/His sols. Els segments
indiquen la desviacio estandard de quatre transfeccions independents. WT:
His-B-catenina wild-type; Y142E: His-B-cateninaY142E; YG54E: His-p-
cateninaY654E; Y142E/Y654E: His-B-cateninaY142E/YB54E. -,abséncia;
+,preséncia.
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Com mostra la Figura 49, la B-catenina wild type va estimular l'activitat
transcripcional 1,5 vegades respecte el control. Aixd s’explica perqué hi ha més -
catenina lliure i capa¢ d’anar al nucli. En preséncia de la PS1np aquesta activitat
disminuia, ja que la PS1np esta actuant com a regulador negatiu de I'activitat
transcripcional depenent de p-catenina. El mutant puntual Tyr142 a Glu es
comportava igual que la p-catenina wild type, tant en abséncia com en preséncia de
la PS1np. Aquests resultats eren esperables, ja que aquest mutant es comportava
igual que la B-catenina wild type, pel que fa a la interaccié amb la PS1np. El mutant
puntual Tyr654 a Glu de la B-catenina augmentava l'activitat del promotor TOP
aproximadament 1,8 vegades respecte el control. El resultat també era ldgic, ja que
aquest mutant no interaccionava ni amb I'E-cadherina ni amb la PS1np, i com a
consequéncia hi havia una pérdua de B-catenina a les unions adherents i un augment
de la B-catenina citosolica capag d’anar al nucli. Perd, en preséncia de PS1np també
vam observar una disminucié de l'activitat transcripcional. Aquesta inhibicid era
similar a l'observada amb la p-catenina wild type. No esperavem trobar una
disminucié de I'activitat transcripcional, ja que aquest mutant (Y654E) interaccionava
amb molt poca afinitat amb la PS1np i per tant, la PS1 no hauria d’afectar els nivells
de B-catenina nuclear. El doble mutant Tyr142 i 654 a Glu de la B-catenina també
augmentava ['activitat del promotor TOP. EIl resultat era esperable, ja que no
interaccionava ni amb I'E-cadherina ni amb l'a-catenina, i com a consequéncia
augmentava la f-catenina citosodlica capag¢ d’anar al nucli. La preséncia addicional de
PS1np també inhibia I'activitat transcripcional.

Vam concloure que [l'efecte inhibidor de la PS1np sobre [lactivitat
transcripcional de la B-catenina, no era degut a la interaccié directa de la forma no

processada de la PS1 amb la B-catenina en les unions adherents.

5. L’EFECTE INHIBIDOR DE LA PSinp ES DEGUT A UNA

DISMINUCIO DE LA UNIO DEL TCF-4 AL DNA

5.1. LaPSlnpiel Tcf-4 formen part del mateix complex

S’havia descrit per altres membres del grup, que la B-catenina i la

placoglobina s’unien al Tcf-4 en dominis diferents [257]. La conseqliéncia d’aquestes
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interaccions tenia efectes oposats: mentre la unié Tcf-4-B-catenina augmentava el
reclutament dels cofactors transcripcionals necessaris per l'activacié de gens diana,
la unio Tcf-4-placoglobina inhibia la unié del Tcf-4 al DNA. Per tant, la placoglobina al
nucli reprimia I'expressio dels gens diana activats pel complex Tcf-4-B-catenina.

Donat que la PS1np s’unia tant a la B-catenina com a la placoglobina i que
totes dues interaccionaven amb el Tcf-4, vam voler comprovar si la PS1np interferia
en la interaccié de la B-catenina o la placoglobina amb el Tcf-4; o si al contrari, la
PS1np i el Tcf-4 podien formar part del mateix complex.

Com mostra la Figura 50, la PS1np i el Tcf-4 coimmunoprecipitaven tant en
les cél-lules RWP1 com en les SW480 (veure carrils 4 i 9 del panell superior). Amb
aquests resultats podiem afirmar que aquestes dues proteines formaven part del
mateix complex. Vam observar que en preséncia de PS1np augmentava la quantitat
de placoglobina present en 'immunocomplex (Figura 50, carrils 3-4 i 8-9 panell 3).
Aquest augment era major en les cél-lules SW480 que en les RWP1. La B-catenina
també era immunoprecipitada amb el Tcf-4. La PS1np també augmentava la
interaccié entre el Tcf-4 i la B-catenina (veure carrils 3-4 i 8-9 panell inferior), perd
menys que el que observavem per la placoglobina i només en les cél-lules SW480.

Aquests resultats indicaven que la PS1np facilitava la interaccié entre la

placoglobina i el Tcf-4 amb més afinitat que entre la B-catenina i el Tcf-4.

Input IP: anti Tef4  control Input IP: anti Tcf-4  control
Tef-4 wt + + + + + + + + + +
PS1np - + - + + - + - + +

WB:

Pokpa: . - — 4 = anti PS1

80 kDa - T D — — — — | . anti Tcf4

B0 KDa - e s— — —
T — anti plakoglobin

95 kDa - | S . — A m— e — anti p-catenin

RWP1 SW480

Figura 50. La PS1np i el Tcf-4 formen part del mateix complex i la PS1np
facilita la interaccié Tcf-4-placoglobina. Es van cotransfectar cél-lules
RWP1 i SW480 amb 7.5 ng de pcDNA3.1/His-Tcf-4 en preséncia o no de 8.5
ug de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np). A les 48 h es van preparar els
extractes cel-lulars. 500 pg d’extractes totals es van immunoprecipitar amb
'anticos anti-Tcf-4. La PS1np, la placoglobina i la B-catenina associades es
van analitzar per Western blot amb els anticossos especifics corresponents.
Per verificar que nivells similars de Tcf-4 s’havien purificat, es va reanalitzar
la membrana amb lanti-Tcf-4. Input: 10% de l'extracte cel-lular total. -,
abseéncia; +, preséncia; control: extractes cel-lulars amb proteina A-agarosa.
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5.2. Laplacoglobina és la mediadora de la unié entre la PS1np i el
Tcf-4

Ja que la PS1np augmentava la interaccié entre la placoglobina i el Tcf-4, i
que junt amb la B-catenina, formaven part del mateix complex, vam voler estudiar
amb més detall, com es regulava aquesta interaccio.

Es van transfectar transitoriament les cél-lules RWP1 amb el plasmid que
expressava la PS1np i assaigs de pull-down ens van permetre analitzar la interaccio
de la PS1np amb diferents fragments del Tcf-4 fusionats amb GST. Com s’observa a
la Figura 51, la PS1np interaccionava amb el Tcf-4 a través de la mateixa regi6 (aa
1-53) per on s’uneix la B-catenina. La PS1np també interaccionava amb el fragment
que conté el domini d’'uni6 a la placoglobina, Tcf-4 (aa 51-110) (veure carrils 2 i 5 del
panell superior). Aquestes dades indicaven que la PS1np s’unia al Tcf-4 a través de

la mateixa regio utilitzada per la interaccié amb la B-catenina o la placoglobina.

p-catenin o + = o + =
Plakoglobin - - + - - +
GST-Tef4 153 163 183 51110 51110 51110
Input
; WB:
50 kDa — i QDD G - ———-
anti PS1
95kDa —— - - - —— Bl proatanin
+ PS1np
80 kDa — | M- s— SR s . R anti plakoglobin
S T T — S S W 21 GST
95 kDa — p— anti p-catenin
80 kDa — | S . M anti plakoglobin | - PS1np
32kDa — T e s TR SR anti GST

Figura 51. La B-catenina i la placoglobina s6n mediadores de la unié
entre la PSlnp i el Tcf-4. Cellules RWP1 van ser transfectades
transitoriament amb 15 pg de pcDNA3.1Myc/His-PS1(PS1np). 500 ug
d’aquests extractes cel-lulars es van incubar amb 30 pmols de GST-Tcf-4(aa
1-53) o GST-Tcf-4(aa 51-110), els quals van ser preincubats o no amb 60
pmols de B-catenina o placoglobina. Els complexos formats es van purificar
amb glutatié-sepharosa i es van analitzar per SDS-PAGE i Western blot. La
quantitat de PS1np associada a la proteina recombinant es va detectar amb
l'anticos especific anti-PS1(303-316). Es va reanalitzar la membrana amb
anti-p-catenina i anti-placoglobina per analitzar la quantitat d’ambdues
proteines presents en els complexos. També amb I'anti-GST per comprovar
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nivells similars dels diferents mutants delecionats del Tcf-4. Input: 10% de
I'extracte cel-lular total. -, abséncia; +, preséncia.

La preincubacio dels fragments GST-Tcf-4 (aa 1-53) i GST-Tcf-4 (aa 51-110)
amb B-catenina o placoglobina, respectivament, augmentava la quantitat de PS1np
unida al Tcf-4 (Figura 51, comparar els carrils 2-3 i 5-7 del panell superior), suggerint
que, tant la B-catenina com la placoglobina feien de mediadors de la interaccié entre
la PS1np i el Tcf-4. De tota manera I'efecte era molt més evident en el cas de la
placoglobina (comparar carrils 3 i 7), indicant que la interaccié entre la PS1np i el Tcf-
4 era mediada principalment per la placoglobina. A més, la placoglobina també
interaccionava millor amb el Tcf-4 quan hi havia la PS1np (Figura 51, comparar el
carril 5 dels panells 3 i 6), reforgcant aixi, la conclusié de I'experiment de la figura

anterior (Figura 50).

5.3. La PSlnp anul-la I'especificitat d’unié de la placoglobina al
Tcf-4

Vam continuar estudiant I'efecte de la PS1np en I'associacié de la p-catenina i
la placoglobina al Tcf-4 wild type i a un mutant de Tcf-4 on la serina 60 s’havia
substituit per un glutamic. Aquest mutant puntual mimetitza la fosforilacié produida
per la proteina quinasa CKIl. Com a consequéncia d’aquesta fosforilacié s’inhibeix la
unié entre la placoglobina i el Tcf-4, mentre que no es veu alterada la interaccié entre
la B-catenina i el Tcf-4 [257].

Es van transfectar transitoriament les cél-lules SW480 amb el plasmid que
expressava el Tcf-4(aa 1-80) wild type o el mutant Tcf-4(aa 1-80)S60E, en preséncia
o no, del plasmid que expressava la PS1np. Aquest fragment del Tcf-4 conté tant el
domini d’'unié a la B-catenina (aa 1-51) com el de la placoglobina (aa 51-80). A
continuacio, es va immunoprecipitar el Tcf-4 i es van analitzar les proteines unides a
immunocomplex. La transfeccio de la PS1np augmentava la quantitat de p-catenina
unida al Tcf-4 wild type (Figura 52, comparar els carrils 5-6 del panell 2; i com ja
haviem vist en la Figura 50) i de manera més modesta al mutant Tcf-4S60E (carrils 7
i 8) (recordar que aquest mutant no regula la interaccié entre la B-catenina i el Tcf-4).
La PS1np estimulava molt més la unié de la placoglobina al Tcf-4 wild type (Figura
52, comparar els carrils 5-6 del panell superior), com ja haviem observat

anteriorment. Com s’esperava, no es va detectar interaccio entre la placoglobina i el
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mutant Tcf-4S60E (veure el carril 7), ja que la fosforilacié en aquesta posicié inhibeix
la unié entre la placoglobina i el Tcf-4. El resultat més sorprenent va ser, observar
que la PS1np afavoria la interaccié entre el mutant Tcf-4S60E i la placoglobina (veure
el carril 8), indicant que la PS1np modificava la interaccié entre la placoglobina i el

Tcf-4 i la feia insensible a la fosforilacié en el residu serina 60.

Input IP: anti Tcf-4
Tcf-4 (1-80) WT WT S60E S60E WwT WT S60E S60E
PS1np - + - + - + - +
S0kDa — [ :
W —— — — "~ anti plakoglobin
S5 kDa — W e m— — - anti p-catenin

50 kDa —

l  anti P81
18kDa — e W e S S D S S ontiTcra

Figura 52. La PS1np anul-la I'especificitat d’'uni6 entre la placoglobina i
el Tcf-4. Les cél-lules SW480 es van cotransfectar amb 7.5 ug del Tcf-4(1-
80) wt o el S60E insertats en el pcDNA3.1/His en preséncia o abséncia de
8.5 ng de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np) o el vector buit. A les 48 hores es
van preparar els extractes cellulars. 350 pg d’extractes cel-lulars totals van
ser immunoprecipitats amb [l'anti-Tcf-4. Els immunocomplexos van ser
analitzats per Western blot amb els anticossos especifics corresponents. Per
verificar que nivells similars de Tcf-4 s’havien purificat, es va reanalitzar la
membrana amb ['anti-Tcf-4. Input: 10% de [lextracte cel-lular total. -,
abséncia; +, preséncia.

Com ja s’ha mencionat, treballs del grup, mostraven que els extrems terminals
de la B-catenina i la placoglobina regulaven la interaccié de diferents cofactors als
dominis armadillo d’ambdues proteines [168-170]. Aquests extrems terminals eren els
responsables de la diferent especificitat d’'unié a Tcf-4: al domini Tcf-4 (aa 1-51) (en el
cas de la B-catenina) o al domini Tcf-4 (aa 51-80) (per la placoglobina). Construccions
de la B-catenina i placoglobina desprovistes d’aquests extrems terminals perdien
completament I'especificitat: el domini armadillo de la placoglobina i de la B-catenina
podien interaccionar indistintament amb les dues sequiéncies d’uni6 del Tcf-4 (Figura
3 de [170]). Basant-nos en aquest coneixement previ sobre la regulacié de la B-
catenina i placoglobina pels seus extrems terminals, vam plantejar la possibilitat que
la PS1np (interacciona per les 6 primeres repeticions armadillo de la placoglobina)
pogués produir un canvi conformacional dels extrems terminals de la placoglobina,
deixant el domini armadillo més accessible als seus cofactors. Es a dir, postulavem

que en preséncia de la PS1np com que el domini armadillo de la placoglobina

93



PS1 no processada Resultats

quedaria més lliure dels extrems terminals, perdria especificitat i podria unir-se tant al
seu propi domini d’'uni6 de Tcf-4 (aa 51-80) com també al domini d’'unio propi de la -
catenina (Tcf-4 aa 1-51). Aquest fet explicaria perqué en preséncia de la PS1np, la
placoglobina podia interaccionar amb el mutant S60E, ja que s’uniria al Tcf-4 pel
domini d’uni6 propi de la B-catenina, a través dels aminoacids de I'1-51.

En els assaigs de pull-down de la Figura 53, es pot comprovar que el domini
armadillo de la placoglobina s’unia al Tcf-4 amb major afinitat que la proteina sencera
(comparar els carrils 3 i 5 del panell superior), suggerint que els extrems terminals
estaven interferint en la interaccio de la placoglobina al Tcf-4. La PS1np augmentava
la quantitat de Tcf-4 unida a la placoglobina (Figura 53, comparar els carrils 3 i 4), en
canvi, no afectava la interaccié de Tcf-4 al domini armadillo de la placoglobina (carrils
5i6).

Aquests resultats suggerien que I'efecte de la PS1np consistia en eliminar les

restriccions imposades pels extrems terminals de la placoglobina.

GST-plakoglobin
Input  Full-length Arm domain  GST

Tcf-4(1-80) - - + + + + o+ o+
PS1tnp - + - + - + - +
WB:
18 kDa — — —— — anti Tcf4
50 kDa— . — anti PS1
105 kDa —
85 kDa—
anti GST
26 kDa — T a—

Figura 53. La PS1np elimina les restriccions imposades pels extrems
terminals en la interaccié placoglobina-Tcf-4. 11 pmols de GST-
placoglobina o GST-armadillo de la placoglobina es van preincubar amb 23
pmols de Tcf-4(1-80). A continuacié es va realitzar un assaig de pull-down
amb 500 ug d’extractes cellulars transfectades transitoriament amb 15 ug de
pcDNAS3.1Myc/His-PS1 (PS1np) o amb el vector buit. Els complexos formats
es van purificar amb glutatié-sepharosa i es van analitzar per SDS-PAGE i
Western blot. La quantitat de Tcf-4 associat a la proteina recombinant es va
detectar amb l'anticos especific anti-Tcf-4. Es va reanalitzar la membrana
amb anti-PS1(303-316) com a control de la transfeccié i amb anti-GST per
comprovar nivells similar de les proteines recombinants. Input: 5% de
I'extracte cel-lular total. -, abséncia; +, preséncia.
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5.4. LaPSlnp impedeix la unio del Tcf-4 al DNA

Com s’ha mencionat a I'apartat 5.1, la unié de la placoglobina al Tcf-4 impedia
la unié de Tcf-4 al DNA. Vam examinar aleshores si la unié de la PS1np al Tcf-4
també anava acompanyada d’una disminucio de la unié del Tcf-4 al DNA.

Es van incubar extractes cel-lulars totals de cél-lules SW480 (cotransfectades
amb Tcf-4, en preséncia o no de la PS1np), amb un oligonucledtid que contenia la
sequéncia d’'unié a Tcf-4 del promotor de c-myc, un dels gens diana del complex Tcf-
4-B-catenina, i també amb un oligonucleotid que contenia la sequéncia d’uni6 al Tcf-4
del promotor del plasmid TOP-FLASH (ulititzat en assaigs d’activitat transcripcional
del complex Tcf-4-B-catenina). Aquests oligonucleotids estaven marcats amb biotina
per facilitar la seva purificacié per estreptavidina-agarosa.

En abséncia de la PS1np en els extractes, el Tcf-4 s’unia tant a
I'oligonucleodtid que tenia la seqiieéncia del promotor c-myc com al que tenia la
sequéncia del promotor TOP (Figura 54, carrils 3 i 5 del panell superior). En canvi, la
PS1np disminuia la uni6 de Tcf-4 al DNA (comparar els carrils 3-4 i 5-6). A més, com
ja esperavem, detectavem [-catenina en els complexos on el Tcf-4 interaccionava
amb el DNA, en canvi, no hi havia preséncia de placoglobina (veure els carrils 3,4 i 5

dels panells 2i 3).

Input Oligo PrTOP  Oligo Priyec  Oligo Cont
PS1np - + - + - + . +
WB:
S0 kDA — e omm—  — Cmme—
anti Tcf-4
60 kDa —— S — anti plakoglobin
95 kDa — S S anti p-catenin
50 kDa — — anti PS1

Figura 54. La PS1np inhibeix la uni6é del Tcf-4 al DNA. Céllules SW480
van ser cotransfectades amb 7 ug de pcDNA3.1/His-Tcf-4 en preséncia o no
de 9 ug de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np). A les 48 h es van preparar
extractes cel-lulars totals. 200 ng de [loligo biotinilat que contenia la
sequéncia d'unié al Tcf-4 del promotor de c-myc (ProMyc) o la seqgiiéncia
sintética del promotor TOP (ProTOP) es van incubar amb 300 ug d’extracte
celllular de les SW480 transfectades. L’oligo biotinilat es va purificar per
cromatografia amb estreptavidina-agarosa. El Tcf-4 associat es va analitzar
per Western blot amb I'anticds anti-Tcf-4. La membrana va ser reanalitzada
amb els anticossos especifics per la B-catenina, la placoglobina i la PS1np.
Input: 10% de I'extracte cel-lular total. Cont: control amb oligo no especific; -,
abseéncia; +, preséncia.
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Vam concloure que la PS1np facilitava la interaccié entre la placoglobina i el
Tcf-4 i com a conseqliéncia s’inhibia la interaccié del Tcf-4 al DNA. Degut a aquesta
inhibicio, també disminuia la transcripcid dels gens diana del complex Tcf-4-f-

catenina.

5.5. La interaccié de la PS1np amb la placoglobina estabilitza al

Tcf-4 fora del nucli

El mecanisme pel qual la PS1np inhibia la uni6é del Tcf-4 al DNA podia ser
degut a un efecte inhibidor intrinsec de la PS1 o de la placoglobina en el complex que
I'exclouria de la seva interaccio al DNA o una distribuci6 subcel-lular alterada del Tcf-
4.

Per tant, es va analitzar la localitzacio cel-lular del Tcf-4 i de la PS1np per
immunofluorescencia. Es van cotransfectar les cél-lules SW480 amb els plasmids que
expressaven el Tcf-4 i la PS1np, en preséncia o no de la placoglobina. Com mostra la
Figura 55, la PS1np es localitzava al citosol amb una clara distribucié perinuclear i
excluida totalment del nucli (panell esquerre inferior). En canvi, el Tcf-4 es detectava
en els dos compartiments cel-lulars: citosol i nucli (panell esquerre superior). La
localitzacioé del Tcf-4 era especifica, ja que no es trobava alterada per I'expressio
ectopica de la PS1np, excepte quan es transfectava simultaniament amb la
placoglobina. En aquestes cél-lules, s’observava una disminucié del Tcf-4 nuclear
(comparar els panells superiors).

Aquests resultats suggerien que la PS1np interaccionava amb el Tcf-4 en un
compartiment extranuclear, perd només en preséncia de la placoglobina, i aquesta
interaccié placoglobina-PS1np retenia el Tcf-4 fora del nucli, impedint aixi la seva

unié als promotors diana.
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- plakoglobin + plakoglobin
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Figura 55. La PS1np estabilitza el Tcf-4 fora del nucli. Cél-lules SW480
van ser transfectades amb 200 ng de pcDNA3.1/His-Tcf-4, de pcDNA3.1Myc-
His-PS1 (PS1np) i amb pcDNA3.1/His-placoglobina quan s’indica. La
localitzacio del Tcf-4 va ser detectada amb I‘anticos anti-Tcf-4 clon 6H5-3 de
ratoli (secundari conjugat amb fluoresceina; verd), i de la PS1np amb I'anti-
PS1(303-316) de conill (secundari conjugat amb Alexa 488; vermell) Els
controls sense l'anticos primari no van donar senyal. -, abséncia; +,
preséncia.

5.6. La sobrexpressié de Tcf-4 anulla I'efecte inhibidor de la

PS1np en I'activitat transcripcional depenent de la B-catenina

Els resultats anteriors indicaven que la PS1np, a través de la seva associacio
amb la placoglobina, impedia que el Tcf-4 s’unis al DNA. Per tant, el factor limitant de
I'activitat transcripcional depenent de la B-catenina, en cél-lules transfectades amb la
PS1np, era el Tcf-4.

Aquesta conclusié va ser confirmada duent a terme assaigs d’activitat del
promotor TOP en les cél-lules SW480 cotransfectades amb diferents quantitats dels
plasmids que expressaven la PS1np i el Tcf-4. Com es mostra a la Figura 56A, en
preséncia de Tcf-4 exogen, el promotor TOP no estava afectat per I'expressio de la
PS1np, ja que hi havia un excés de Tcf-4. En canvi, si que s’observava una inhibicid
de l'activitat transcripcional per PS1np quan només hi havia Tcf-4 endogen (Figura
56A).

A més, la cotransfecci® amb la placoglobina permetia que les cél-lules

recuperessin la sensibilitat a I'efecte inhibidor de la PS1np (Figura 56B, veure les
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tres ultimes condicions). La repressid per la PS1np era més accentuada que en les
cél-lules control, segurament degut a I'estimulacié de l'activitat TOP que s’observava
en expressar placoglobina. En aquest cas, la PS1np podia unir-se a la placoglobina
exdgena i augmentar I'afinitat pel Tcf-4 fora del nucli, contrarestant aixi I'excés de
Tcf-4 exogen.

El conjunt de resultats obtinguts per la PS1 no processada permeten explicar
que el seu efecte inhibidor de I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-p-catenina,
es produeix per una disminucié de la uni6 del Tcf-4 al DNA, deguda a un augment de
la interaccid Tcf-4-placoglobina facilitada per la PS1np, en un compartiment

extranuclear; retenint el Tcf-4 fora del nucli.

A

150

100 r ™ - A

| I.
1]
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TOP promoter activity
{arbitrary units)

PS1np = . =

Tcf4 - + o+ ++ ++

w

3001 us _L

200

Ll

TOP promoter activity
(arbitrary units)

PS1np - =
Tef4 - - + + ++++ - + +
Plakoglobin - - - - - -+ + +

Figura 56. La sobrexpressié de Tcf-4 anul-la I'efecte repressor de la
PS1lnp en l'activitat Tcf-4-B-catenina. (A) Les céllules SW480 es van
transfectar amb pcDNA3.1/His-Tcf-4 (+, 150 ng; ++, 300 ng) (columnes
grises), amb pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np) (150-300 ng) (columnes
negres) o amb els vectors buits (columnes blanques) i amb els plasmids
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TOP-FLASH (50ng) i pTK-Renilla (50ng). En el panell B, es va transfectar les
mateixes quantitats que en A i es va afegir pcDNA3.1/His-placoglobina (+,
150 ng) a les condicions que ho indica. Després de 48 h, es va determinar
l'activitat luciferasa relativa de cada mostra. Els nivells d’activitat es van
referir als de les cél-lules transfectades amb els vectors buits. Els segments
indiquen la desviacié estandard de quatre transfeccions independents. -,
abseéncia; +, preséncia.

6. LA PSinp TE MES AFINITAT PER LA B-CATENINA |
PLACOGLOBINA QUE LA PS1p

Per confirmar que aquest mecanisme de repressio en I'activitat transcripcional
de Tcf-4-B-catenina només depenia de la PS1 que no era capag¢ de processar-se
correctament, es va analitzar si la PS1 que si era processada podia modificar la
interaccid entre la placoglobina i el Tcf-4. Es va utilitzar com a font de PS1
processada les cél-lules MEFs PS(+/+) que expressaven aquesta forma de PS1 de
manera enddogena. Com mostra la Figura 57A, el fragment carboxiterminal de la PS1
(PS1p) (20 KkDa) interaccionava amb menys afinitat amb la p-catenina
(aproximadament 5 vegades menys, veure la Figura 57B) i amb la placoglobina
(unes tres vegades menys) que la PS1np (comparar els carrils 2-9 i 3-10). La
interaccié d’aquest fragment carboxiterminal de la PS1p amb el Tcf-4 era indetectable
(Figura 57A, carril 4). Resultats similars es van obtenir en barrejar extractes cel-lulars
que tenien la forma processada de la PS1 (MEFs PS(+/+)) amb extractes transfectats
amb el plasmid que expressava la PS1np. Tot i que la banda maijoritaria corresponia
al fragment C-terminal de la PS1p, era la banda corresponent a la PS1np (50 kDa) la
que tenia més afinitat tant per la GST-p-catenina com per la GST-placoglobina (veure
la Figura 57A, tres ultimes condicions). En aquestes condicions la PS1np
s’associava entre 4 i 5 vegades millor que la PS1p, a la -catenina i a la placoglobina,
respectivament.

Aquests resultats suggerien que la interacciéo amb Tcf-4 estava restringida a la
PS1 que no es processava perqué I'afinitat per la placoglobina i la B-catenina era

major.
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Figura 57. La PS1p té menys afinitat per la placoglobina, la B-catenina i
el Tcf-4 que la PS1lnp. (A) Es van fer assaigs de pull-down incubant 10
pmols de GST, GST-B-catenin, GST-placoglobina o 30 pmols de GST-Tcf-4
(aa 1-110) amb 1,5 mg d’extractes totals de les MEFs PS(+/+), 300 ug
d’extractes RWP1 transfectats amb 15 pg de pcDNA3.1Myc/His-PS1 (PS1np)
0 una barreja formada per 200 ng d’extractes de RWP1-PS1np i 1mg
d’'extractes de MEFs PS(+/+). Quan s’indica, el Tcf-4 va ser preincubat amb
60 pmols de B-catenina o de placoglobina. Els complexos formats es van
purificar amb glutatié-sepharosa i es van analitzar per SDS-PAGE i Western
blot amb [l'anticos especific anti-PS1(303-316), anti-placoglobina, anti-p-
catenina. Es va reanalitzar la membrana amb I'anti-GST per comprovar
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nivells similars de la proteina recombinant. Input: 10% de I'extracte cel-lular
total de les MEFs, un 3% de RWP1 i un 4% d’extracte barrejat. (B) Valors
obtinguts de la quantitat de PS1p o PS1np unida a la B-catenina (barres
grises) o a la placoglobina (barres negres), respecte els corresponents inputs.

7. MUTANTS DE LA PS1 DE L'ALZHEIMER FAMILIAR PRECOC
ES COMPORTEN COM LA PS1np

A continuacié vam analitzar el comportament de dos mutants de la PS1
presents en alguns malalts d’Alzheimer familiar precog, pel que fa a lactivitat
transcripcional depenent del complex Tcf-4-B-catenina. Els mutants M146L i H163R
de la PS1 inhibien l'activitat transcripcional d’'una manera similar a com ho feia la
PS1np (veure la Figura 58). Es a dir, inhibien I'activitat transcripcional en un 45%
aproximadament, i a més, era independent de l'activitat y-secretasa, ja que en
preséncia de linhibidor de [l'activitat y-secretasa no es recuperaven els nivells

d’activitat.
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Promoter activity
{percent of control)
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0
PS1 wt(np) M146L H163R wit(p) wt(np) M146L H163R wt(p)
L-685,458 - 5 g = # -

Figura 58. Els mutants M146L i H163R de la PS1 inhibeixen I'activitat
transcripcional de B-catenina. Cél-lules SW480 es van cotransfectar amb
pcDNA3.1Myc/His-PS1, pcDNA3.1-PS1M146L, pcDNA3.1-PS1H163R i
pcDNA3.1-PS1 (300ng), el plasmid TOP-FLASH (50ng), el plasmid pTK-
Renilla (50ng). A les 24h, es van tractar amb L-658,458 (Inhibidor y-
secretasa) 5uM durant 24h. Es va determinar I'activitat luciferasa relativa de
cada mostra. Els nivells d’activitat es van referir als de les cél-lules
transfectades amb el vectors sols. Els segments indiquen la desviacio
estandard de quatre transfeccions independents. Wt(np): PS1 wild type no
processada; M146L: mutant M146L de la PS1; H163R: mutant H163R de la
PS1; Wi(p): PS1 wild type processada.-,abséncia; +,presencia.
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Nosaltres pensavem que aquestes caracteristiques d’inhibicié eren degudes a
la forma no processada de la PS1. Per tant, si aquests mutants es comportaven com
la forma de PS1 que no es podia processar, esperavem observar una manca
d’endoproteolisi de la PS1 i també del processament de 'E-cadherina. Per aix0, vam
transfectar les cél-lules epitelials RWP1 amb els plasmids que expressaven la PS1np,
els mutants M146L i H163R i la PS1p. La Figura 59A (panell superior) mostra que
aquests mutants puntuals de la PS1 no es processaven. A més, aquests mutants
tampoc eren capacos de generar el fragment corresponen al domini citosolic de I'E-
cadherina, E-cadh/CTF2 (Figura 59A, panell del mig).

A

PS1 wt(np) M146L H163R wt(p)
WB:

50 kDa-

anti PS1(NTF)

anti E-cadherin

42 kDa— S S S S anti p-actin

Input GST-p-catenin
PS1 wit(np) M146L H163R wt(p) wt(np) M146L H163R wit(p) WEB:
50 kDa - =
anti PS1
20 kDa - —CTF

Figura 59. Els mutants M146L i H163R de la PS1 no es processen ni
generen [I'E-cadh/CTF2. (A) Cellules RWP1 es van transfectar
transitoriament amb 5ug de pcDNA3.1Myc/His-PS1, pcDNA3.1-PS1M146L,
pcDNA3.1-PS1H163R i pcDNA3.1-PS1. A les 48h, es van preparar els
extractes cel‘lulars i 50 pug d’extracte total van ser processats per SDS-PAGE
i Western blot. Les diferents formes de la PS1 van ser detectades amb
I'anticos anti-PS1(1-65). (B) Cél-lules RWP1 es van transfectar amb 15 pg
dels mateixos plasmids que en el panell A. 500 ug d’aquests extractes
cel-lulars es van incubar amb 10 pmols de GST-B-catenina. Els complexos
formats es van purificar amb glutatio-sepharosa i analitzar per SDS-PAGE i
Western blot. La quantitat de PS1np i PS1p associada a la proteina
recombinant es va detectar amb I'anticds especific anti-PS1(263-407). Es va
reanalitzar la membrana amb I'anti-GST per comprovar nivells similars de les
proteines recombinants. Input: 10% de I'extracte cel-lular total. Wt(np): PS1
wild type no processada; M146L: mutant M146L de la PS1; H163R: mutant
H163R de la PS1; wi(p): PS1 wild type processada.
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Una altra caracteristica de la forma no processada de la PS1 era que tenia
més afinitat per la B-catenina que la PS1 processada. Per tant, vam analitzar la
interacci6 entre la B-catenina i els mutants M146L i H163R de la PS1 amb assaigs de
pull-down. Com mostra la Figura 59B, la interaccio entre la B-catenina i els mutants
de la PS1 era del mateix ordre que la PS1np i molt menor que amb la PS1p.

Els resultats obtinguts amb els mutants M146L i H164R de la PS1 presents en
malalts d’Alzheimer familiar precog, permetien reforcar que el mecanisme d’inhibicié
de l'activitat transcripcional a partir la pérdua d’interaccié entre el Tcf-4 i el DNA, era

depenent de la forma no processada de la PS1.
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Discussio

La presenilina 1 (PS1) és una holoproteina que a més d’estar implicada en la
generacié de la malaltia d’Alzheimer, modula negativament 'activitat transcripcional del
complex Tcf-4-B-catenina [206-208].

Aquest efecte inhibidor de la PS1 es dona tant per la PS1 que es processa
correctament (PS1p) com per la PS1 que no s’endoproteolitza (PS1np), i depén de la
concentracid; aixi una major concentracié de PS1 correlaciona amb una major inhibicié
de lactivitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina. Com a conseqiéncia
d’aquesta inhibicié hi ha una menor expressié dels gens diana d’aquest complex, gens
implicats en proliferacié cel-lular (Figura 36). La PS1np mostra una major inhibicié
d’aquesta activitat transcripcional (Figures 16 i 35), a més aquest efecte inhibidor és
independent de l'activitat y-secretasa (Figura 17) a diferéncia de la inhibicié produida
per la PS1p. Aquestes dades indicaven que les dues formes de la PS1 inhibien de

manera diferent I'activitat transcripcional de la B-catenina.

1. EFECTE INHIBIDOR DE LA FORMA PROCESSADA DE LA PS1
SOBRE L'ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL DE LA B-CATENINA

En preséncia de la forma processada de la PS1 s’observa una disminucié dels
nivells de les cadherines (Figura 18). Aquesta disminucio tant de 'E-cadherina com de
la N-cadherina és consequéncia de l'activitat y-secretasa (Figura 20). L’activitat y-
secretasa consisteix en processar proteines transmembrana de tipus |, en el domini
transmembrana. Aquest tipus de proteines es caracteritzen per tenir un domini
extracel-lular, un Unic domini transmembrana i un domini intracel-lular petit. A linici
d’aquest treball, només s’havien descrit dos substrats de l'activitat y-secretasa, el
receptor Notch i la proteina precursora B-amiloide (APP). Aquestes dues proteines
transmembrana de tipus |, son processades per diferents activitats proteases, una de
les quals és I'activitat y-secretasa generant un fragment intracel-lular corresponent al
domini C-terminal (Figures 6 7).

Les cadherines son proteines transmembrana de tipus |, i per tant susceptibles
de ser substrats de l'activitat y-secretasa. Diferents evidéncies indicaven que podien
ser substrats d’aquesta activitat, ja que els nivells de les cadherines es recuperaven en
preséncia d’'un inhibidor de I'activitat y-secretasa, i a més desapareixia el fragment
d’aproximadament 35 kDa (Figura 20). Nosaltres pensavem que aquest fragment

podia correspondre al fragment originat com a consequéncia de I'activitat y-secretasa
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en el domini transmembrana. Altres grups han descrit recentment que efectivament I'E-
cadherina és un substrat de I'activitat y-secretasa i que es genera un fragment citosolic
corresponent al domini intracel-lular anomenat E-cadh/CTF2 d’aproximadament 35
kDa [245], com nosaltres observavem. Fa poc temps, també s’ha publicat per altres

grups el mateix processament per la N-cadherina [252] (veure la Figura 60).

Extracel-lular Transmembrana Intracel-lular
...GSNK GAI IGLMVGGV\X AvTV I VITYVML KKKQ... APP
...LPSQ LHLMYVAAAAFVLLFFVGCG'VLLS RKRR... Notch
..GLQI PAILGILGGILALLILIL LLLLFLvRRRA... E-cadherina
v

...GT GAIIAILLCIIILLILVLMFVV W MKRRD.. N-cadherina

v
...PQPE WL IILASL LALAL ILAVCIAVNS RRRC... CD44

Figura 60. Comparacié dels dominis transmembrana i identificacié dels
llocs de tall de I'activitat y-secretasa. Els triangles vermells son els llocs de
tall de I'activitat y-secretasa per la formacié dels fragments intracel-lulars, i els
triangles blaus els llocs de tall per la generacié dels péptids AB. Adaptat de
[117].

Actualment ja s’han descrit més d’'una quinzena de proteines transmembrana
de tipus |, substrats de I'activitat y-secretasa. A la Taula 4 és mostren els substrats
coneguts fins el moment. Entre ells s’hi troben diferents receptors de membrana com
per exemple el receptor tirosina quinasa ErbB4, molécules d’adhesi6 com les
cadherines i el CD44 i també lligands com I'efrinaB. Com a consequéncia de I'acci6 de
I'activitat y-secretasa sobre aquests substrats es genera un fragment que correspon al
domini intracel-lular anomenat ICD o CTF2. Aquests fragments estan involucrats en
diferents vies de ftransducci6 de senyals que regulen I'expressié génica, la
senyalitzacio i el desenvolupament. A la majoria d’ells se’ls hi atribueix una funcié a
nivell transcripcional. Per exemple, el fragment intracel-lular (SICD) format per accio de
la y-secretasa sobre el substrat sindecan3, regula negativament el coactivador
transcripcional CASK [258]. Més endavant també es fa referéncia a la funcié
transcripcional dels productes intracel-lulars NICD i AICD dels substrats Notch i APP,

respectivament.
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Substrat Productes generats Referencia
Alcadeina AlcICD [259]
APP Pe/‘itl'g%AB 53, 260]
CD44 CD44-ICD [261]
DCC DCC-ICD [262]
Delta(1) CTF2(DICD); DII1' [263, 264]
E-cadherina E-cadh/CTF2 [245]
EfrinaB2 EfrinaB2/CTF2 [265]
ErbB4 B4-ICD [266]
GluR3 GluR3s [267]
Jagged(2) CTF2; JICD [263, 264]
LAR LICD [268]
LRP LRP-ICD [269]
N-cadherina N-cadh/CTF2 [252]
Nectina-la NE-ICD [270]
Notch NICD [271, 272]
p75NTR p75-1CD [273]
Sindecan3 SICD [258]

Taula 4. Substrats descrits de la y-secretasa. APP, proteina precursora f3-
amiloide; CD44, molécula d’adhesié que uneix acid hialuronic; DCC, cancer
colorectal delecid; Deltal i Jagged son lligands del receptor Notch; EfrinaB,
ligand del receptor d’efrines; ErbB4, receptor tirosina quinasa; GIuR3, receptor
de glutamat subunitat 3; LAR, receptor tirosina fosfatasa LAR; LRP, receptor
de lipoproteines de baixa densitat; Nectina-1a, membre de la superfamilia de

les immunoglobulines; Notch,

receptor Notch; p75NTR, el receptor de

neurotrofines p75; sindecan 3, proteoglica. La nomenclatura del fragment
intracel-lular generat per accié de I'activitat y-secretasa és la inicial del substrat
seguit de ICD (domini intracel-lular) o CTF2.

Diferents estudis demostren que la PS1 interacciona amb la B-catenina i I'E-
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cadherina, estabilitzant aquest complex [104, 243]. Per aquests autors, la inhibicié de
l'activitat transcripcional de la B-catenina podria ser deguda a una estabilitzacié del
complex E-cadherina-p-catenina per part de la PS1, que faria que la pB-catenina es
localitzés preferentment a la membrana plasmatica. Nosaltres també hem observat
que la PS1p interacciona amb I'E-cadherina (Figura 23). Perd a diferéncia d’aquests
autors, les nostres dades indiquen que la PS1p desestabilitza I'E-cadherina degut al
seu processament en el domini transmembrana per accié de I'activitat y-secretasa
(Figures 20 i 21). Per tant, en generar-se un fragment citosolic d’E-cadherina, ja no es
podria retenir la B-catenina a la membrana. Els nostres resultats també demostren que

aquest tall de 'E-cadherina només el genera la forma processada de la PS1 (Figura
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En preséncia de la PS1p, també s’observa una disminuci6 dels nivells de la -
catenina i de la placoglobina (Figures 18 i 20). Degut a aquesta disminucié de la B-
catenina és logic pensar que hi hauria menys -catenina nuclear i una disminucié en la
formacié del complex Tcf-4-B-catenina i com a consequéncia una menor activitat
transcripcional depenent d’aquest complex. Aquest fet podria explicar I'efecte inhibidor
de la PS1p. Hi ha altres grups que donen suport a la hipotesi que la PS1 facilita la
degradacié de la pB-catenina, fet que comportaria una disminucié de [activitat
transcripcional de B-catenina [205, 209, 210]. Experiments de fraccionament cel-lular
mostren que la disminucié de B-catenina que s’observa en preséncia de la PS1p, té
lloc només en la fraccio citosodlica, mentre que la -catenina nuclear no varia (Figura
33B). Per tant, la disminucio dels nivells de B-catenina no sembla ser la causa de
I'efecte inhibidor de la PS1, almenys en el sistema cel-lular emprat. La disminucio de la
B-catenina citosodlica s’explicaria com a consequéncia del processament de I'E-
cadherina. Degut a aquest processament la [-catenina i també la placoglobina
s’alliberarien de les unions adherents i quedarien lliures al citosol, fet que facilitaria la
seva degradacio via proteosoma. Per aix0, s’observen nivells més baixos d’aquestes
catenines en preséncia de la PS1p, i que es recuperen en tractar les cél-lules MEF
PS(+/+) amb un inhibidor del proteosoma (Figura 34).

Aquestes conclusions estan recolzades per diferents estudis. S’ha descrit que
en determinades situacions com per exemple, durant la remodelacié dels contactes
intercel-lulars, la morfogénesi, la reparacio tissular, la migracié i la mort cel-lular, es
necessari un desensamblatge de les unions mediades per les cadherines [173]. Les
principals activitats catalitiques implicades en la degradacié de les cadherines en
aquestes condicions son les de les metal-loproteases de la matriu extracel-lular i de
I'activitat y-secretasa. Per tant, en condicions de dissociacié cel-lular, les cadherines
(PE-cadherina de 120 kDa i la N-cadherina de 135 kDa) sén processades en el domini
extracel-lular per una metal-loproteasa, TADAM10, una desintegrina metal-loproteasa
de la familia de proteines transmembrana depenents de Zinc [248, 249]. Amb l'accio
de 'ADAM10 es genera un fragment C-terminal ancorat a la membrana anomenat
cadh/CTF1 de 38-40 kDa (veure la Figura 61). Aquest fragment manté la interaccio
amb la PS1, la B-catenina i indirectament amb I'a-catenina. El fragment cadh/CTF1 és
processat per I'activitat y-secretasa de la PS1 generant un fragment corresponent al
domini citosolic de les cadherines, cadh/CTF2 de 33-35 kDa. Aquest fragment és
soluble i es dissocia de la PS1 i del citoesquelet d’actina. Per tant, hi ha un augment
citosolic de la B-catenina unida al fragment cadh/CTF2 [245] (revisat a [246]). En els

nostres experiments també observem un fragment d’'un pes molecular més elevat que
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el fragment citosolic (cadh/CTF2), que correspondria al fragment cadh/CTF1. Els
nivells d’aquest fragment també augmenten quan es tracten les cél-lules amb
inhibidor de l'activitat y-secretasa, ja que és substrat d’aquesta activitat (Figura 20).
Actualment, no se sap si el processament de I'E-cadherina és sequencial, és a dir,
primer actua 'ADAM10, i una vegada format 'E-cadh/CTF1 seria el substrat de la y-
secretasa, o bé si aquesta activitat pot ser independent de l'activitat ’ADAM10 [245,
274]. El processament de la N-cadherina, en canvi és sequencial. Per tal que la y-
secretasa porti a terme la seva funcio, és imprescindible la formacié prévia del
fragment N-cadh/CTF1 per acci6 de I'ADAM10 [274]. Aquest processament
sequencial, també s’observa en el processament d’'una altra proteina transmembrana
tipus |, CD44 [275].

-

ADAM10
V o

Y-Secretasa

—

a-catenina

Figura 61. Representaci6 esquematica del processament de les
cadherines. Les cadherines sén processades en el domini extracel-lular per la
metal-loproteasa ADAM10, generant un fragment anomenat cadh/CTF1 que es
manté ancorat a la membrana i associat a la PS1 i B-catenina. Aquest
fragment es substrat de l'activitat y-secretasa, la qual actua en el domini
transmembrana, formant el fragment cadh/CTF2. El fragment cadh/CTF2 es
dissocia de la PS1 i del citoesquelet i és alliberat al citosol formant un complex
amb la pB-catenina.

S’ha descrit que els fragments citosolics de Notch i de 'APP, el NICD i 'AICD
respectivament, formats per accioé de l'activitat y-secretasa, tenen capacitat de migrar
el nucli on regulen I'expressié de diferents gens. Per exemple, ’AICD interacciona al
nucli amb la p65, una proteina adaptadora que actua com a cofactor transcripcional, i

amb la Tip60 (una proteina que forma part d’'un complex multiproteic amb activitat
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histona acetiltransferasa) [250]. Recentment, s’atribueix al fragment E-cadh/CTF2 un
paper protector de la produccié dels péptids AB. La preséncia d’aquest fragment
promou la degradacio lisosomal/endosomal dels derivats transmembrana de I'APP (el
C99 i el C83) [276]. El fragment C99 és substrat de I'activitat y-secretasa generant els
fragments AP i el fragment corresponent al domini intracel-lular d’APP, AICD (veure la
Figura 6). En preséncia d’E-cadh/CTF2 disminueixen els nivells del fragment C99 i
com a consequéncia també disminueix la produccié dels péptids AP i del fragment
AICD. Per tant, 'E-cadh/CTF2 inhibeix la produccié dels péptids B-amiloides i del
fragment intracel-lular AICD de I'APP [276]. Aquests resultats podrien indicar una
competecié entre els diferents substrats de I'activitat y-secretasa. Per exemple que
l'activitat y-secretasa talli a I'E-cadherina i en canvi no processi a I'APP, aixo
significaria que el complex multiproteic amb activitat y-secretasa tindria una afinitat
diferent per cada un dels seus substrats.

En canvi, no s’ha descrit cap paper a nivell nuclear per 'E-cadh/CTF2. Degut a
la similitud amb els fragments NICD i AICD, vam estudiar si els fragments cadh/CTF2
podien ser els responsables de la inhibicid de 'activitat transcripcional del complex Tcf-
4-B-catenina. Els nostres resultats indiquen que aquests fragments citosolics d’E-
cadherina inhibeixen I'activitat transcripcional de la B-catenina (Figura 26). A més,
aquesta inhibicid és revertida per la p120-catenina (Figura 27). La reversié produida
per la p120-catenina, és logica ja que aquesta catenina competeix amb la PS1p per
unir-se al domini juxtamembrana de I'E-cadherina (Figura 24). Per tant, en preséncia
de la p120-catenina, es detecta menys PS1p unida a I'E-cadherina i un menor
processament d’aquesta cadherina (Figura 25). La disminucié en el processament de
I'E-cadherina comporta una menor formacié del fragment citosolic E-cadh/CTF2, el
qual és el responsable de la inhibicié de I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-3-
catenina.

Alguns autors han descrit que el fragment cadh/CTF2 interacciona amb la B-
catenina en el citosol [245]. Nosaltres pensavem que aquesta interaccié potser podia
retenir la B-catenina en aquest compartiment impedint el seu pas al nucli i que pogués
actuar com a coactivador transcripcional. No obstant, els nostres resultats
d'immunofluorescéncia mostren que aquest complex E-cadh/CTF2-B-catenina pot
localitzar-se al nucli (Figura 28) i per tant, el fragment CTF2 no reté la B-catenina al
citoplasma.

El nostre grup, havia descrit que la p-catenina interaccionava pel domini
armadillo, concretament per les repeticions de la 3 a la 10, amb els 50 primers

aminoacids del Tcf-4. En canvi, I'associacio entre I'E-cadherina i la B-catenina té lloc
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practicament en la totalitat de les dotze repeticions armadillo de la B-catenina. Com
que els dominis dinteraccid estan solapats, aixd0 suggeria que el complex E-
cadh/CTF2-B-catenina, que té capacitat de translocar al nucli, podia interferir en
I'associacio entre la B-catenina i el Tcf-4. El Tcf-4 requereix la unié amb la B-catenina,
ja que aquesta ultima proteina recluta altres factors transcripcionals essencials per
activar la transcripcié. A diferéncia del qué pensavem, el complex E-cadh/CTF2-3-
catenina tampoc altera la interaccio entre la B-catenina i el Tcf-4 (Figura 29). Diferents
possibilitats permeten explicar perqué el fragment E-cadh/CTF2 no modifica la
interaccié entre la B-catenina i el Tcf-4. L’'E-cadherina i el Tcf-4, tot i unir-se al domini
de repeticions armadillo de la B-catenina, podrien interaccionar per superficies
diferents. Aquest fenomen passa amb altres factors, com per exemple 'E-cadherina i
la proteina d’'unié a la caixa TATA, TBP. Aquestes dues proteines interaccionen amb la
B-catenina per la mateixa zona perd a través de superficies diferents [168]. Aix0 es
podria explicar si la B-catenina, el fragment E-cadh/CTF2 i el Tcf-4 és localitzessin en
el mateix compartiment cel-lular. Tanmateix, mitjangcant assaigs de fluorescéncia i de
fraccionament cel-lular, s’ha observat una localitzacié citosolica i no nuclear del
fragment E-cadh/CTF2. Per tant, queda lluny la possibilitat d’'un complex entre les tres
proteines en condicions fisioldogiques. A més, I'afinitat entre la B-catenina i el Tcf-4 és
més elevada que entre la B-catenina i el fragment E-cadh/CTF2, per aixo la B-catenina
va al nucli encara que hi hagi CTF2.

La funcio de la CBP (coactivador del factor transcripcional CREB) és al nucli,
on regula I'expressio de diferents gens que contenen sequiéncies CRE en el seus
promotors, per exemple c-fos. A més, la CBP també és un dels coactivadors que
recluta la pB-catenina en interaccionar amb el Tcf-4, per tal d’activar la maquinaria
transcripcional i activar els gens depenents del complex Tcf-4-B-catenina. S’ha descrit
recentment per Marambaud i col-laboradors que el fragment N-cadh/CTF2, format per
acci6 de l'activitat y-secretasa sobre la N-cadherina, interacciona amb la CBP i la reté
al citoplasma. La formacié del complex N-cadh/CTF2-CBP promou la degradacio de la
CBP pel sistema d’ubiquitina-proteosoma [252] (revisat en [246]). Per tant, aquests
autors detecten una disminucié de I'expressié dels gens depenents de CRE i de Tcf-
4-B-catenina [252, 277]. Nosaltres hem observat que el fragment E-cadh/CTF2 també
té la capacitat d’interaccionar amb la CBP (Figura 30). A més, la inhibicioé de 'activitat
transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina per I'E-cadh/CTF2 és revertida per la
CBP, d’una manera similar a com passa amb el fragment N-cadh/CTF2 (Figura 32). Si
la inhibicié de l'activitat transcripcional de p-catenina per N-cadh/CTF2 és deguda a un

augment de la degradacié de la CBP [252], i 'E-cadh/CTF2 es comporta d’'una manera
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analoga al fragment citosolic de la N-cadherina, era possible que I'efecte inhibidor de
'E-cadh/CTF2 també fos degut a un augment de la degradacio de la CBP. Tal com
indiquen els resultats obtinguts en aquesta tesi (Figura 33A), es demostra que en la
linia cel-lular utilitzada, la qual expressa constitutivament la PS1 processada, hi ha
nivells menor de CBP. Per tant, la generacid dels fragments citosolics de les
cadherines per accié de l'activitat y-secretasa de la PS1p, comportaria una degradacio
de la CBP i com a conseqiéncia una disminucié de [l'activitat transcripcional del
complex Tcf-4-B-catenina, a més de I'expressié dels gens depenents de CRE.
Resultats de diferents grups reforcen aquesta conclusié. Aixi, un mutant de la
PS1 present en malalts d’Alzheimer familiar precog, PS1(L286V), augmenta l'activitat
transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina. Aquest mutant no és capag de processar
la N-cadherina i per tant, no es genera el fragment N-cadh/CTF2 responsable de la
degradacié de la CBP. Per aix0, en preséncia de la PS1(L286V) s’observa un augment
dels nivells de CBP i com a conseqliéncia un augment de l'activitat transcripcional
depenent de Tcf-4-B-catenina-CBP [277]. Les nostres dades i també les obtingudes per
Marambaud i col-laboradors [252] i Teo i colllaboradors [277], comentades
anteriorment, son diferents als resultats descrits per Saura i col-laboradors [63].
Aquests darrers autors observen que els ratolins doble knock-out condicionals per les
presenilines tenen nivells proteics (totals i nuclears) i nivells de mRNA de la CBP,
menors que els ratolins control. Aquest grup demostra que la pérdua de les
presenilines produeix una disminucioé dels nivells de CBP i per tant, una disminucié de
I'expressio dels gens depenents de CRE, com el gen c-fos. Aquesta discrepancia de
resultats és podria explicar de diferents maneres: degut a una diferéncia de
metodologia o sistema experimental ja que aquest grup utilitza teixits cerebrals de
ratolins adults, mentre que nosaltres utilitzem un sistema de cultius cellulars;
considerant que la interaccié entre la CBP i el fragment cadh/CTF2 pugui estar
regulada per algun altre factor, que fos limitant segons el sistema cel-lular emprat. Els
nivells de cadh/CTF2 en altres sistemes no fossin suficients ni capacos de regular la
CBP. Es a dir, segons els nivells inicials de les cadherines i dels components proteics
que formen el complex amb activitat y-secretasa, hi hauria més o menys formacio6 dels
fragments cadh/CTF2 responsables de la degradacié de la CBP. També es possible
que en determinades condicions la fosforilacié de I'E-cadherina per CKI, que hem vist
que disminueix I'afinitat per la CBP, es pogués produir; fet que evitaria que la CBP es
degradés i per tant, que disminuis l'activitat transcripcional de la p-catenina. A més, la
CBP és un factor transcripcional necessari perqué el complex Tcf-4-B-catenina activi la

transcripcié. Si un déficit de les presenilines disminueix els nivells de CBP, com
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postulen Saura i col-laboradors, no es podrien explicar altres dades que indiquen que
la PS1 és un regulador negatiu de l'activitat transcripcional del complex Tcf-4-3-
catenina [206-208].

El conjunt dels resultats obtinguts per la PS1p, ens permet proposar un model
d’inhibicié de l'activitat transcripcional depenent de Tcf-4-B-catenina. L’efecte inhibidor
de la PS1p no pensem que sigui per una regulacié a la baixa dels nivells de (-
catenina. Tal com mostra la Figura 62, la PS1p interacciona amb I'E-cadherina i la
processa generant un fragment citosolic anomenat E-cadh/CTF2. El fragment CTF2
generat manté el domini d’interacci6 amb la B-catenina, perd no impedeix que la -
catenina transloqui al nucli, ni que interaccioni amb el factor transcripcional Tcf-4.
L’efecte inhibidor de I'activitat transcripcional sembla ser degut a la interaccio entre I'E-
cadh/CTF2 i la CBP en el citosol. La formacié d’aquest complex E-cadh/CTF2-CBP
afavoriria la degradacié de la CBP via proteosoma. En disminuir els nivells del
coactivador transcripcional CBP, es produiria una devallada de [Iactivitat

transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina.

PS1p ' ’

Activitat

y-secretasa

B-catenina \
P 1
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B-catenina

[ Promotor |

Figura 62. Model proposat de I'efecte inhibidor de la PS1p en I'activitat
transcripcional mediada pel complex Tcf-4-B-catenina. Per acci6 de
l'activitat y-secretasa de la PS1p es processa I'E-cadherina i es genera el
fragment corresponent al domini intracel-lular anomenat E-cadh/CTF2. L’E-
cadh/CTF2 interacciona amb el cofactor transcripcional CBP i promou la seva
degradacio via proteosoma. Degut a la devallada de CBP hi ha una disminucié
de l'activitat transcripcional de Tcf-4-pB-catenina.
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2. EFECTE INHIBIDOR DE LA FORMA NO PROCESSADA DE LA
PS1 EN L’ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL DE LA B-CATENINA

Ja s’ha comentat que I'efecte inhibidor de la PS1 no processada sobre I'activitat
transcripcional mediada per Tcf-4-B-catenina és diferent a I'efecte inhibidor de la PS1
processada. Diferents resultats obtinguts ens permeten suggerir un mecanisme de
repressié diferent en l'activitat transcripcional segons la forma existent de PS1. (i)
L’efecte inhibidor de la PS1 no processada és independent de I'activitat y-secretasa
(Figura 17) i (ii) existeix una interaccié molt débil entre la forma no processada de la
PS1 i 'E-cadherina (Figura 23B). Com a conseqiéncia d’aquesta debil interaccio, la
PS1np processa ineficientment a I'E-cadherina (Figura 22). Per aixd, aquesta forma
de la PS1 no esta implicada en l'estabilitat de I'E-cadherina. El fet que la PS1p
interaccioni amb [I'E-cadherina i la PS1np no, podria ser degut a un canvi
conformacional de la PS1 quan s’endoproteolitza, el qual afavoriria 'associacio entre la
PS1 i 'E-cadherina.

S’ha descrit que en determinades condicions, la PS1 podria actuar com una
proteina adaptadora, facilitant la fosforilacié de la B-catenina per la proteina quinasa A
(PKA) i seguidament per la quinasa glicogen sintasa 3p (GSK3p). Aquest mecanisme
sequencial de fosforilaciéo de la B-catenina és independent a la preséncia de I'axina,
proteina necessaria per acoblar la quinasa CKI al complex multiproteic encarregat de
fosforilar la B-catenina [211]. La PKA, en el cas de la PS1, i la CKI, per 'axina, son les
responsables de la fosforilacio inicial de la B-catenina, i aixi, permetra la seguent
fosforilacié per accié de la GSK3p, la qual desestabilitza a la proteina. Nosaltres hem
detectat una disminucié de lactivitat transcripcional depenent de la B-catenina en
cél-lules epitelials (Figura 35), perd no és acompanyada d’una disminucio dels nivells
totals de la B-catenina. En preséncia de la PS1np, la quantitat de p-catenina en la
céllula es manté (Figura 37 i 38). Per tant, la PS1np no estaria implicada en la
regulacié6 de la degradacié de la B-catenina, ja que la céllula tindria la mateixa
quantitat de B-catenina amb capacitat de migrar al nucli i actuar com a coactivador
transcripcional.

Altres estudis demostren que la PS1 interacciona amb la B-catenina i I'E-
cadherina i estabilitza aquest complex [104, 243]. Nosaltres hem observat que la PS1
no processada (PS1np) també interacciona amb la B-catenina. Aquesta interaccio es
produeix a través del domini central anomenat armadillo, concretament per les ultimes

6 repeticions armadillo d’aquest domini (Figura 43). La interacci6 amb el domini
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armadillo és major que la interaccié amb la proteina wild type, indicant que els extrems
amino i carboxiterminals estan dificultant aquesta interaccio. Concretament, és I'extrem
carboxiterminal el responsable de disminuir la interaccié entre la PS1np i la B-catenina,
ja que el AC-B-catenina (construccié que li falta I'extrem C-terminal) interacciona millor
amb la PS1np que la construccié que li manca I'extrem N-terminal (Figura 43). El fet
que l'extrem carboxiterminal dificulti la interaccié entre la PS1np i la B-catenina
s’explicaria per la capacitat que té aquest extrem d’interaccionar amb les ultimes
repeticions del domini central de la propia p-catenina [169]. Aquest extrem interacciona
per la mateixa zona per on interacciona la PS1np, per tant, dificultaria la interacci6é de
la PS1np amb la B-catenina. A més, la interaccié entre la PS1np i la B-catenina és
regulada per fosforilacié en residus tirosina. La interaccié entre ambdues proteines és
bloquejada quan es substitueix la tirosina 654 (situada en la part final del domini
armadillo) per un glutamic (Figura 44), amb la finalitat de mimetitzar la fosforilacio
produida en aquest residu pel receptor de EGF. Aquesta pérdua d’afinitat quan
s’incorpora el glutamic en el residu 654, confirma que la interaccié entre la PS1np i la
B-catenina té lloc per la part final del domini armadillo i que aquest residu és important
per aquesta interaccié. Membres del nostre grup també havien observat un fet similar
entre la B-catenina i 'E-cadherina. La interaccioé entre aquestes dues proteines té lloc
practicament per la totalitat de les 12 repeticions armadillo de la catenina, pero la
fosforilacio d’aquest residu regula negativament la interaccié entre ambdues proteines
[236]. Per tant, la tirosina 654 de la pB-catenina és important per la regulacié de la
interaccié entre aquesta catenina i altres cofactors, com per exemple, la PS1 i I'E-
cadherina.

Els autors anteriors que demostren que la PS1 interacciona amb la B-catenina i
'E-cadherina i estabilitza aquest complex [104, 243], també afirmen que amb
I'estabilitzacié de les unions adherents, s'impedeix que la B-catenina es transloqui al
nucli, condicié indispensable perqué desenvolupi la seva activitat transcripcional. Els
nostres resultats mostren que la PS1np també té la capacitat d’'inhibir I'activitat
transcripcional del mutant de la pB-cateninaY654E tot i que aquest mutant no
interacciona ni amb I'E-cadherina ni amb la PS1np (Figures 44 i 49). Aquesta dada és
contradictoria als autors anteriors, i ens permet reforcar la nostra conclusié que I'efecte
inhibidor de la PS1np en lactivitat transcripcional depenent de la B-catenina és
independent de la interaccio entre la PS1np i la B-catenina.

La discrepancia dels nostres resultats dels descrits per altres autors que
relacionen a la PS1 en la degradaci6é de la B-catenina, es podria explicar de diferents

maneres: que l'activitat de la PKA en les nostres cél-lules epitelials, sigui baixa i
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incapac de fosforilar el residu serina 45 de la B-catenina, tot i la preséncia de la PS1np.
En les linies cel-lulars utilitzades, el gen de 'APC no és funcional. No s’ha descrit la
rellevancia de I'APC en la degradacié de la B-catenina induida per la PS1, pero, si
actua com l'axina, la PS1 només podria degradar a la B-catenina quan formes un
complex juntament amb I'APC. Es possible que l'efecte de degradacié sobre la B-
catenina fos depenent del processament de la PS1. Es a dir, s'observés una
degradaci6 de la B-catenina en preséncia dels fragments amino i carboxiterminals de
la PS1. Es va considerar que aquesta possibilitat era poc probable, ja que la PS1np té
una major afinitat per la pB-catenina, que la PS1p (comparar els carrils 2 i 9, de la
Figura 57). Perd podia ser certa, tot i la baixa afinitat entre la B-catenina i la PS1p, si
aquesta ultima (la PS1p) fos la responsable de la unié entre la PKA i la B-catenina. | de
fet, en les cél-lules MEFs PS(+/+) que expressen constitutivament la PS1 processada
tenen nivells menors de B-catenina reforgant la idea que els nivells de B-catenina
només estan regulats per la PS1p (Figura 18). Perd aquesta disminucioé de p-catenina
correspon a la B-catenina citosolica, mentre que els nivells de p-catenina nuclear
responsables de l'activitat transcripcional, no es modifiquen (Figura 33). Aquests
resultats indiquen que els nivells de B-catenina tampoc sén la causa de l'efecte
inhibidor de la PS1p ni de la PS1np en el nostre sistema cel-lular emprat.

Hem descrit que la PS1np també pot interaccionar amb la placoglobina amb
una afinitat similar a la de la pB-catenina (Figures 39 i 41). La placoglobina, també
anomenada y-catenina, és una proteina molt similar a la -catenina, especialment en el
domini central armadillo per on interacciona la PS1np. Pero, tot i tenir un domini
armadillo molt similar (un 83% d’homologia), les dues proteines no s’associen a la
PS1np en residus equivalents. Mentre que la p-catenina s’uneix per les ultimes
repeticions armadillo, la PS1np interacciona per les sis primeres repeticions de la
placoglobina (Figura 46). La interaccio de la PS1np amb la placoglobina, és major
amb la proteina wild type que amb la construccid que només té el domini central
armadillo de la placoglobina (Figura 46). Aquest resultat indica que en aquest cas els
extrems N- i C-terminals afavoreixen la unié entre ambdues proteines, al contrari del
qué passava amb la interaccié entre la PS1np i la B-catenina. Aqui es torna a posar de
manifest que la unié de la pB-catenina o de la placoglobina a un mateix cofactor, és
diferent degut als extrems terminals. Es a dir, 'especificitat d’unié a la PS1np, igual
com passa amb altres factors, vindria donada pels extrems N- i C-terminals de les
catenines [170]. Concretament, és I'extrem aminoterminal el que afavoreix la unié
entre la PS1np i la placoglobina, ja que la interaccié entre el AC-placoglobina

(construccio que li falta I'extrem C-terminal) és major que la interaccié amb el AN-
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placoglobina (construccié que li manca I'extrem N-terminal). A més, la regulacié per
fosforilacions en residus tirosina també és diferent. La interaccio entre la PS1np i la B-
catenina, és disminuida quan es modifica el residu tirosina 654. En canvi, la fosforilacié
en el residu equivalent de la placoglobina, la tirosina 643, no redueix sindé que
augmenta la interaccio entre la PS1np i la placoglobina (Figura 47). Per tant, factors
de creixement que modulen la fosforilacié en aquests residus tirosina de les dues
catenines, pot modular la interaccié de la PS1np a una o a I'altra catenina. L’adici6 del
factor de creixement epidérmic en cél-lules epitelials augmenta la interaccié entre la
PS1np i la placoglobina (Figura 48). Per tant, I'associaciéo entre la PS1np i les
catenines potser regulada per senyals extracel-lulars.

La fosforilacié del Tcf-4 per la quinasa CKIl ha permés al nostre grup identificar
dues zones diferents d’interaccié de la B-catenina i de la placoglobina al factor de
transcripcié Tcf-4 [257]. Aquests dos dominis d’unid a les catenines estan localitzats en
dues sequéncies adjacents: de 'aminoacid 1-51 del Tcf-4 s’uneix la p-catenina i de
I'aminoacid 51-80 s’uneix la placoglobina. La interaccié entre la placoglobina i el Tcf-4
és anul-lada per la fosforilacié del residu serina 60 del Tcf-4. La unié d’aquestes dues
proteines al Tcf-4 no és excloent, és a dir, totes dues es poden unir simultaniament al
Tcf-4. La uni6 de la placoglobina al Tcf-4 inhibeix 'activitat transcripcional depenent de
B-catenina bloquejant la unié entre el Tcf-4 i el DNA. Ben-Ze'ev i col-laboradors [278]
van suggerir que els extrems N- i C-terminals de la placoglobina estaven implicats en
aquesta repressio, ja que els dominis armadillo de la B-catenina i de la placoglobina
sén molt similars. Resultats més recents publicats pel nostre grup [170], demostren
que aquesta diferencia d’especificitat d’'uni6 a Tcf-4 ve modulada pels extrems
d’ambdues proteines.

En aquest treball hem demostrat que en preséncia de la PS1np, la placoglobina
augmenta l'associacié amb el Tcf-4 i s’anul-la la pérdua d’interaccié quan el residu
serina 60 esta fosforilat per la CKIl (Figures 50 i 52). Aquests resultats suggereixen,
que la PS1np modifica les caracteristiques d’unié entre la placoglobina i el Tcf-4. El
Tcf-4 interacciona amb el domini armadillo de la placoglobina i de la B-catenina, i
aquesta associacié esta afectada pels extrems terminals d’aquestes catenines. Com
es mostra en la Figura 53, i també s’ha descrit per altres cofactors que s’uneixen a la
placoglobina i a la B-catenina [170, 239], el domini armadillo de les catenines s’uneix
millor al Tcf-4 que la proteina wild type. En preséncia de la PS1np augmenta la
interaccid entre la placoglobina i el Tcf-4, mentre que no es veu afectada la interaccio
entre el domini armadillo de la placoglobina i el Tcf-4. Aquests resultats indiquen que

I'efecte que produeix la PS1np és anul-lar la inhibicié induida pels extrems terminals.
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En el nostre grup s’havia descrit que la unié de diferents factors al domini
armadillo de la placoglobina i de la B-catenina és cooperativa. Es a dir, la interaccio
d'un primer factor, per exemple, la unié de la placoglobina a I'E-cadherina, potencia
'associacid d’'un segon factor, I'a-catenina [238]. Aquest efecte és degut a canvis
conformacionals dels extrems terminals de les catenines. En condicions normals, els
extrems terminals de les catenines estan interaccionant amb el domini armadillo i entre
ells. Perd amb la interaccio del primer factor es produeix un canvi conformacional d’'un
dels extrems terminals que provoca un canvi en l'altre extrem, facilitant la interaccié del
segon factor.

En aquest treball, proposem una acci6 similar per part de la PS1 no processada
(veure la Figura 63). La interaccié de la PS1np en les primeres repeticions del domini
armadillo de la placoglobina, provocaria un canvi de conformacié de I'extrem
aminoterminal que comportaria a un altre canvi conformacional de [I'extrem
carboxiterminal d’aquesta catenina. Com a conseqiéncia el lloc d’'unié del Tcf-4
quedaria més accessible. Per tant, la interaccié de la PS1np potencia I'associacié del
Tcf-4 a la mateixa zona de la placoglobina, perd probablement a través d’'una
superficie diferent. A més, amb la interaccié de la PS1np a la placoglobina, es perd
I'especificitat d’unié d’aquesta ultima proteina al Tcf-4. Es a dir, el Tcf-4 s’uneix a la
placoglobina pel seu domini d’interaccié (51-80), perd també es pot unir pel domini
d’interaccio de la -catenina (1-51) (veure les Figures 50 i 52).

Com ja s’ha mencionat, I'associacié de la placoglobina al Tcf-4 bloqueja la
interaccié d’aquesta ultima proteina al DNA. Hem observat que el Tcf-4 s’'uneix menys
al DNA (Figura 54), degut molt possiblement a laugment de la unié Tcf-
4-placoglobina, induit per la PS1np. Com a consequéncia d’aquesta major associacio
Tcf-4-placoglobina, s’inhibeix la unié del Tcf-4 al DNA, produint una disminucié de
I'activitat transcripcional mediada per Tcf-4-B-catenina. A més, aquesta inhibicié de la
interaccio entre el Tcf-4 i el DNA, és degut que en preséncia de la PS1np una gran
part del Tcf-4 esta present en algun compartiment extranuclear (Figura 55), per tant,
no es localitza al nucli i no pot actuar com a factor transcripcional.

Aquests resultats recolzen els treballs d’altres autors que indiquen que la
placoglobina és un repressor de la proliferacié en cél-lules epitelials, i que aquest
efecte no és degut a una estimulacié a nivell de les unions intercel-lulars [279]. Pero
també s’han descrit efectes positius de la placoglobina en l'activitat transcripcional
depenent de la B-catenina (Figura 56). La placoglobina desplaga a la B-catenina de les
unions adherents, augmentant els nivells citosolics de la B-catenina, facilitant el pas al

nucli i augmentant I'activitat transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina [280]. Per
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tant, I'efecte positiu o negatiu de la placoglobina en l'activitat transcripcional mediada
per B-catenina, depén de la interaccié amb el Tcf-4, la qual és modificada degut a la

preséncia de la PS1np.

Plakoglobina

PS1np

Tcf-4 (1-80)

Figura 63. Model proposat d’'interaccio entre la placoglobina, la PS1lnpi el
Tcf-4. Els extrems terminals de les catenines estan interaccionant amb el
domini armadillo i entre ells. Els cilindres grocs corresponen al domini
armadillo, i les cintes grogues els extrems N- i C-terminals de la placoglobina.
Amb la interaccié d’'un primer factor, en aquest cas la PS1 no processada (el
cercle marrd), és produeix un canvi conformacional de I'extrem aminoterminal
de la placoglobina. El canvi conformacional de I'extrem N-terminal comporta un
canvi també conformacional de I'extrem C-terminal. Com a consequéncia el
lloc d’'unié del segon cofactor (cilindre blau que correspon al Tcf-4 1-80 aa)
queda més accessible.

Els mutants M146L i H163R de la PS1 presents en 'Alzheimer familiar precog,
no s’endoproteolitzen en les cél-lules epitelials utilitzades (Figura 59). Aquests mutants
tenen una comportament similar a la PS1np wild type tant en lafinitat amb que
interaccionen amb la B-catenina (Figura 59), com en l'efecte inhibidor de I'activitat
transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina ja que també és independent de 'activitat
y-secretasa (Figura 58). Aquests resultats recolzen que el mecanisme d’inhibicié de
I'activitat transcripcional és diferent segons I'estat d’endoproteolisi de la PS1. S’ha

establert una controversia sobre la capacitat que tenen aquests mutants
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d’endoproteolitzar-se. Diferents autors han observat un déficit en el processament
d’aquests mutants, mentre que d’altres veuen un correcte processament i generacio
dels fragments N- i C-terminals. Aquesta diferéncia podria ser deguda a la quantitat
dels altres components del complex y-secretasa (nicastrina, aph i pen-2) presents en
cada tipus cellular utilitzat. Es possible que si hi ha poca quantitat d’aquests
components, part de la PS1 que es sobrexpressa no forma part del complex y-
secretasa i no pot ser processada.

Cal recordar, que la majoria dels resultats sobre la inhibicié de la PS1np en
I'activitat transcripcional depenent del complex Tcf-4-B-catenina, es van dur a terme en
cel-lules epitelials. A més, la interaccié entre la PS1 i la placoglobina o la B-catenina
depeén de modificacions postranscripcionals (fosforilacions) d’aquestes catenines i del
processament de la PS1 (Figura 57). Aquests dos parametres sén molt diferents en
cada tipus cel-lular i circumstancies. Per aix0, la contribucié de la placoglobina en la
modulacié de la via transcripcional depenent de la B-catenina, pot ser diferent en

neurones, en fibroblast o en cél-lules epitelials.

Els nosaltres resultats permeten proposar un model per explicar l'efecte
inhibidor de la PS1np en lactivitat transcripcional de la B-catenina, i que seria el
seglent (veure la Figura 64):

A part de la localitzacié a la membrana formant part de les unions adherents, la
B-catenina també es localitza al citosol i al nucli. Els nivells de B-catenina en el citosol
estan regulats per la via de senyalitzacié de Wnt. Quan la via esta activada, s’inhibeix
la degradacié de la B-catenina pel proteosoma, per tant, augmenta la concentracio de
B-catenina lliure el citosol i la consequent translocacio al nucli. Una vegada en el nucli,
la B-catenina interacciona amb el factor de transcripcid Tcf-4 i activa els gens
depenents del complex Tcf-4-B-catenina. En preséncia de la PS1 no processada,
aquesta interacciona amb la placoglobina provocant un canvi conformacional dels
extrems terminals de la placoglobina. Degut a aquest canvi conformacional augmenta
I'afinitat entre la placoglobina i el Tcf-4 en un compartiment extranuclear. Per tant, com
a consequeéncia de la interaccié PS1np-placoglobina-Tcf-4 hi ha una retencié de Tcf-4
al citosol, perd no es pot descartar la possibilitat que hi hagués una sortida de Tcf-4 del
nucli. En aquestes condicions, degut a la retencidé extranuclear del Tcf-4 hi ha una
menor formacié nuclear del complex Tcf-4-B-catenina i una disminucié de l'activitat

transcripcional mediada per aquest complex.
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Figura 64. Model proposat de I'efecte inhibidor de la PS1 no processada
en l'activitat transcripcional depenent del complex Tcf-4-B-catenina. En
condicions normals la B-catenina forma part de les unions adherents. Quan la
B-catenina esta lliure al citosol pot migrar al nucli on activa els gens depenents
dels complex Tcf-4-B-catenina. En preséncia de la PS1 no processada
(PS1np), aquesta interacciona amb la placoglobina i augmenta I'afinitat entre la
placoglobina i el factor transcripcional Tcf-4. La localitzacid del complex
PS1np-placoglobina-Tcf-4 té¢ lloc en wun compartiment extranuclear.
Probablement hi ha una retencié del Tcf-4 fora del nucli, perd no es pot
descartar una possible sortida de Tcf-4 desde el nucli. De totes maneres, amb
la localitzacié extranuclear de Tcf-4, hi ha una disminucid de [l'activitat
transcripcional depenent de Tcf-4-B-catenina.
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Conclusions

La conclusié principal d’aquesta tesi doctoral és que la PS1 inhibeix I'activitat

transcripcional del complex Tcf-4-B-catenina per un mecanisme diferent segons si es

troba en forma processada o en forma d’holoproteina (no processada). A partir d’aqui

es deriven altres conclusions més especifiques:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La PS1 processada interacciona amb I'E-cadherina i la desestabilitza. Es a
dir, 'E-cadherina és processada per I'accid de l'activitat y-secretasa de la
PS1p en el domini transmembrana. Com a conseqiiéncia es genera un
fragment anomenat E-cadh/CTF2, el qual correspon al domini intracel-lular
de I'E-cadherina. Per tant, en preséncia de la PS1p hi ha una disminucio

dels nivells d’E-cadherina sencera.

La p120-catenina competeix amb la PS1 processada per unir-se a I'E-

cadherina i per tant, regula I'estabilitat d’aquesta cadherina.

L’efecte inhibidor de la PS1 processada sobre l'activitat transcripcional del
complex Tcf-4-B-catenina, és degut als fragments E-cadh/CTF2 i N-
cadh/CTF2 generats per accié de I'activitat y-secretasa de la PS1. Aquests
fragments interaccionen amb el coactivador transcripcional CBP i

afavoreixen la seva degradacio.

La PS1 no processada no interacciona amb I'E-cadherina. Per aquest
motiu, la forma no processada de la PS1 no modifica I'estabilitat d’aquesta

cadherina.

La PS1 no processada interacciona tant amb la B-catenina com amb la
placoglobina pels dominis armadillo. Tot i 'elevada homologia entre aquests
dominis, la unié té lloc per regions diferents; amb la pB-catenina té lloc per
les ultimes sis repeticions, mentre que la placoglobina utilitza les sis
primeres repeticions armadillo. Per tant, I'especificitat de la interaccié amb
la PS1np ve donada per les diferéncies existents en els extrems terminals

de la B-catenina i de la placoglobina.
Aquestes dues interaccions, B-catenina-PS1np i placoglobina-PS1np també

estan regulades per la fosforilacié en tirosines especifiques. La fosforilacio

de la Tyr654 de la B-catenina inhibeix la interaccié amb la PS1np, mentre
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7)

8)

que, la fosforilacié de la tirosina equivalent en la placoglobina (Tyr643) la

facilita.

La placoglobina és la mediadora de la interacci6 entre la PS1 no

processada i el Tcf-4.

La PS1 no processada quan interacciona amb la placoglobina provoca un
canvi conformacional dels extrems amino i carboxiterminals d’aquesta
catenina. Degut a aquest canvi conformacional augmenta I'afinitat entre la
placoglobina i el Tcf-4. Aquesta interaccié (PS1np-placoglobina-B-catenina)
té lloc en un compartiment extranuclear, retenint el Tcf-4 fora del nucli. Com
a consequéncia hi ha una menor formacié nuclear del complex Tcf-4-3-
catenina i una disminucié de l'activitat transcripcional depenent d’aquest

complex.
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Materials i Métodes

1.

1.1.

TECNIQUES RELACIONADES AMB LA MANIPULACIO DELS
ACIDS NUCLEICS

Tecniques relacionades amb la manipulacio del DNA

1.1.1. Preparacio de bactéries competents i transformacié

La soca utilitzada durant la realitzacié d’aquest treball va ser la DH5a de

Escherichia coli. Aquesta soca es caracteritza per ser deficient d’endonucleases

(endA), fet que augmenta el rendiment de la minipreparacié de DNA i també per ser

deficients en recombinacié (recA) i aixi augmentar I'estabilitat del nostre insert.

» Preparaci6 de cél-lules competents

Es va créixer una unica colonia de E.coli DH5a procedent d’'una estria (LB-
agar) en 5 mL de LB durant 8 h a 37°C.

A continuacio, es va diluir 1/50 en SOB acabat de preparar i es va créixer a
18°C fins a una ODgy=0.6.

Després es va deixar 10 min en gel i seguidament es va centrifugar
suaument a 2.500 xg durant 10 min a 4°C.

Es va decantar el medi i el pellet es va resuspendre amb 80 mL de TB
fresc.

Es va centrifugar novament a 2.500 xg, 10 min a 4°C i es va resuspendre el
pellet amb 20 mL de TB fresc.

Es va afegir DMSO a una concentracio final del 7%.

Després de mantenir-les 10 min en gel es van aliquotar, congelar amb

nitrogen liquid i guardar a -80°C.

» Transformacio6

Es va barrejar 100 pul de DHS5a competents (acabades de preparar o
descongelades lentament a 4°C) amb el DNA.

Es va incubar la barreja de DNA-cél-lules durant 30 min en gel.
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— Seguidament es va procedir a fer el xoc térmic posant la barreja 90 segons
a 42°C, seguit de 90 segons a 4°C.

— Després es va afegir 0,9 mL de LB i es va incubar 1 hora a 37°C amb
agitacié. En aquest pas LB és sense ampicil-lina per permetre que els
bacteris transformats poguessin desenvolupar la resisténcia a l'antibidtic
que esta codificada en el vector.

— Es va centrifugar a 1500 xg durant 5 min per descartar part del volum del
sobrenedant. Uns 100 uL de bacteris es van sembrar en una placa de LB-

agar amb ampicil-lina i es va incubar durant 16 h a 37°C.

1.1.2. Aillament del DNA plasmidic

A partir de 5 ml d’'un cultiu liquid saturat de bacteris, es pot aillar el seu DNA
plasmidic per ser digerit, subclonat, transformat o transfectat. Es va utilitzar el kit
comercial de minipreps de Promega i es va seguir el seu protocol basat en el métode

de la lisi alcalina.

1.1.3. Analisi del DNA en gels d’agarosa

L’analisi, la identificacid i la separacié de fragments de DNA es va realitzar
mitjangcant electroforesi convencional en gels dagarosa en condicions no
desnaturalitzants. Generalment es va utilitzar una concentracié d’agarosa del 0.8-2%
depenent de la mida dels fragments de DNA a estudiar. Es va utilitzar TAE 1x com a
tampd d’electroforesi i la detecciéo del DNA es va realitzar mitjangant la tincio amb
bromur d’etidi (BrEt) afegint-lo al gel (0.25-0.5 ug/ml). L’estimacié de la mida dels
fragments de DNA a estudiar es va realitzar a partir una comparacié amb el marcador
de pes molecular conegut de DNA del fag A digerit amb Hind lll. Per la purificacié de
fragments de DNA en gels d’'agarosa (veure apartat 1.1.4 dels Material i Métodes) el
gel es va tenyir posteriorment amb una solucié de TAE 1x que contenia BrEt (0.5
ug/ml). A continuacié el gel es va posar sobre una font de llum UV i 'emissio de llum

es va captar amb una camera fotografica o de video.

1.1.4. Construccio de plasmids

Moltes de les construccions utilitzades en aquest treball es van realitzar

mitjangant el subclonatge d’un fragment de DNA en un vector plasmidic.
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» Preparacié del vector

Digestid6 amb enzims de restriccid

Es van digerir 2-3 ng de DNA en un volum final de 20-50 ul. La quantitat
d’enzim, el tampd a utilitzar, la temperatura i el temps de reaccié van ser a cada cas

els especificats pel fabricant (New England Biolabs).

Desfosforilacié del vector

La desfosforilacio es realitza quan es digereix el vector amb un sol enzim de
restriccid, per evitar que el vector linealitzat es recircularitzir. Es va afegir 0.5 unitats de
fosfatasa alcalina d’intesti de vaca (Biolabs, New England) per ung de DNA i es va
incubar durant 1 hora a 37°C. Posteriorment es va inactivar la fosfatasa incubant 15
minuts a 70-75 °C. Es va aillar el DNA de la mescla utilitzant el kit GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (Amersham) seguint el protocol del fabricant. EI DNA es va

resuspendre en TE.

» Preparacio de lI'insert

A. Mitjancant enzims de restriccio

Digestié amb enzims de restriccio

Es van seguir els mateixos passos que per la digestidé del vector. Perd
en aquest cas es van digerir 2-5 ug de DNA en un volum final de 20-50 pl. Els
productes de digestié es van resoldre en un gel d’'agarosa per ser purificats

posteriorment.

Generacio d’extrems roms: reomplert amb la polimerasa Klenow

El DNA procedent de la digestio (2-5 ug) es va tractar amb 2 unitats de
Klenow per ug de DNA i 25 uM de dNTPs a 37°C durant 1 hora en un volum
final de 50 pl. Finalment el DNA es va purificar utilitzant el kit GFX™ PCR DNA

and Gel Band Purification (Amersham).

Purificacié de fragments de DNA en gels d’agarosa

La banda corresponent al fragment d’interés es va retallar del gel
d’agarosa i es va aillar seguint les instruccions del kit GFX™ PCR DNA and Gel

Band Purification (Amersham).
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B. Mitjancant amplificacio per PCR
La reacci6é en cadena de la polimerasa (PCR) es va realitzar generalment en un
volum final de 50 ul. Es va barrejar 10-50 ng de DNA motlle amb tampé de reaccid 1x,
1mM MgCI2, 10 mM de dNTPs (Invitrogen), 0.3 uM de cada un dels oligonucleotids
(dissenyats perqué hibridin al principi i al final del fragment que volem amplificar), 1-2.5
unitats de la polimerasa Pfx (Invitrogen) i aigua autoclavada fins als 50 pl.

La PCR es va dur a terme en un termociclador (Perklin-Elmer) i les condicions

de la reaccio van ser:

— 95°C durant 3 minuts.

— Desnaturalitzacié: 95°C durant 15 segons per separar les dues cadenes de
DNA.

— Anellament: 38-60°C (segons la temperatura dels oligonucleodtids) durant 30
segons per permetre la unié dels oligonucleotids (o primers) a la cadena
motlle.

— Elongacié: 68°C, perd en aquest cas el temps depén de la longitud del
fragment a amplificar. La Pfx amplifica a una velocitat de 1 Kb/min. Els
passos 1, 2 i 3 es van repetir durant 20-25 cicles per obtenir 'amplificacio
exponencial del DNA diana.

— Cicle d’extensi6 final a 68°C durant 2 minuts per permetre I'elongacio de

qualsevol fragment que pugui no estar acabat de sintetitzar.

C. Mitjancant amplificacié per RT-PCR
Per la realitzacié d’algunes construccions va ser necessari 'amplificacié de
fragments de DNA a partir del RNA. Es va utilitzar el “SuperscriptTM one-step RT-PCR

System” (Life Technologies) (veure apartat 1.2.1 dels Materials i métodes).

> Lligacié

Una vegada purificats el vector i I'insert, ambdds es troben linealitzats i amb els
extrems compatibles per ser lligats. Es va barrejar una relacié molar vector:insert de
1:3 si els extrems generats pels enzims de restriccio eren cohesius. Si els extrems del
vector i insert eren roms, es va augmentar la relacié molar vector:insert de 1:10. La
reaccio es va dur a terme en un volum final de 10 ul, afegint 1 unitat de T4 DNA lligasa
(Roche) en un medi que contenia tampod de lligacié (amb 1 mM d’ATP). Es va incubar
tota la nit a 16°C.
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1.1.5. Mutagénesi dirigida

Altres plasmids utilitzats en aquest treball es van generar per mutagénesi
dirigida amb la finalitat de generar mutants puntuals d’'un aminoacid. Es va fer servir el
kit comercial QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) seguint les
instruccions del protocol del kit. Tots els mutants que es van obtenir amb aquest
meétode van ser comprovats per sequenciacio.

En la seguent taula (Taula 5) es mostren els mutants puntuals que s’han

utilitzat per la realitzacié d’aquest treball i també els oligonucleodtids que es van emprar.

Mutacio Oligonucleotids utilitzats (5'-3")

B-catenina
el TTGATTAACGAGCAGGATGAC

p-catenina GGCGTGGCAACAGAAGCAGCTGCTGCTGTCC
Tyr-654—>Glu
Placoglobina CATCTCATCAACGAACAGGACGATGCC
Tyr-133—>Glu
Placoglobina GGCACTGCCACCGAAGCTGCTGCCGTC
Tyr-549—-Glu
Placoglobina ACACAGCAGCCCGAAACGGATGGTGTG
Tyr-643—>Glu

Tci-4 TCAAAACAGCTCCGAAGATTCCGAGGCGGA

Ser-60—Glu

Taula 5. Oligonucleotids utilitzats per la generacié dels mutants puntuals.

Es va hibridar els oligonucleotids que tenien la mutacié desitjada amb el DNA
de doble cadena (en forma de supercoil) i desnaturalitzat de les formes wild type de B-
catenina, placoglobina i Tcf-4 clonades a pGEX. A continuacié es va fer una PCR
obtenint un nou vector, de doble cadena, que tenia el gen d’interés alterat en les bases
adequades. Per eliminar de la barreja el vector parental es va afegir Dpn |, enzim de
restriccio que digereix el DNA metilat i hemimetilat. EI nou vector generat in vitro, al no

presentar cap tipus de metilacid, no va ser digerit.

1.1.6. Sequenciacio del DNA

Es va utilitzar el dRhodamine terminador cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) i

uns oligonucleotids proxims a la mutacié a analitzar (maxim a 500 bp de distancia).
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1.2. Tecniques relacionades amb la manipulacié del RNA

Per I'obtencié de RNA total purificat es va fer una extraccié de RNA utilitzant el
GenElute ™ Mammalian Total RNA kit (Sigma).

1.2.1. RT-PCR

Per la realitzacié d’algunes construccions va ser necessari 'amplificaciéo de
fragments de DNA a partir del RNA. Es va utilitzar el “Superscript™ one-step RT-PCR
System” (Life Technologies). A partir de 0.5 ug de RNA total de cél-lules NIH-3T3, es
va afegir al medi un parell d’oligonucleotids els quals hibriden al principi i al final del
fragment a amplificar, reactiu per RT-PCR el qual conté els dNTPs, aigua autoclavada
i tractada amb llum UV (per provocar la dimeritzacié de timidines d’'un possible DNA
contaminant i evitar que sigui amplificat), la Transcriptasa reversa (RT) i la DNA
polimerasa Taq. Les reaccions de la RT-PCR es van realitzar en un termociclador
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) i les condicions van ser les seguents:

— Transcripcié reversa: 50°C, temperatura a la qual la RT és activa i

retrotranscriu el RNA a DNA, durant 30 minuts.

— 94°C durant 3 minuts per provocar la separacié de les cadenes de DNA i
inactivar la RT.

— 94°C durant 15 segons, també per separar les dues cadenes de DNA.

— Anellament: 52.5°C durant 30 segons per permetre la hibridacié entre el
DNA i els oligonucledtids.

— Elongacié: 72°C amb un temps variable segons la mida del fragment a
amplificar. En aquest cas la polimerasa Taq amplifica el DNA a una
velocitat de 1 Kb/min. Els passos 3, 4 i 5 es van repetir durant 40 cicles per
aconseguir 'amplificacié exponencial del DNA.

— Cicle d’extensio final a 72°C durant 4 minuts.

1.2.2. RT-PCR semiquantitativa

Tots els analisis de RT-PCR semiquantitativa es van realitzar a partir de 300 ng
de RNA total purificat i utilitzant el kit SuperScript ™ One-Step RT-PCR with Platinum®
Taq (Invitrogen).

Els parells doligonucledtids (sense/antisense) i els numeros d'accés al

kTM

GenBank ™ van ser els seguents:
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Nom del M)
Oligonucledtids (sense/antisense) d’accés
gen
GenBank

<E-cadherina | _5-TTCCTCCCAATACATCTCCCTCACAGCAG-3 | yoooc.
5-CGAAGAAACAGCAAGAGCAGCAGAATCAGA-3
5-GGCCAGACTTTGTTGGATTTG-3
HPRT 5-TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT-3 BC083145

Taula 6. Oligonucleotids utilitzats per la realitzacié6 de la RT-PCR
semiquantitativa i quantitativa.

1.2.3. RealTime-PCR (quantitativa)

Tots els analisis de RT-PCR quantitativa es van realitzar a partir de 300 ng de
RNA total purificat i utilitzant el kit Quantitect® SYBR® Green RT-PCR (Quiagen).

La RT-PCR i l'obtencié de les dades es va realitzar amb un ABI PRISM
7900HT. Totes les quantificacions es van normalitzar amb controls interns de HPRT. El
valor de quantitat relativa per a cada gen analitzat es va expressar com a 2 ¢+¢9 (Ct i
Cc so6n les mitges de les diferéncies dels triplicats dels cicles obtinguts després de
normalitzar amb HPRT). Els parells d’oligonucleotids (sense/antisense) utilitzats van

ser els mateixos que per la RT-PCR semiquantitativa.

2. TECNIQUES RELACIONADES AMB LA MANIPULACIO DE
PROTEINES

2.1. Extracci6 o purificacio de proteines

2.1.1. Expressio i purificacié de proteines recombinants en E.coli

Per I'expressié i purificacié de les proteines de fusio en E.coli, es va utilitzar uns
vectors d’expressié anomenats pGEX (Amersham, veure Figura 65), els quals
permeten generar una fusi6 aminoterminal de la proteina d’interés de la proteina
glutathione-S-transferasa (GST). A més contenen un promotor induible per isopropil-$-
D-tiogalactosid (IPTG).

Una vegada generades aquestes construccions es van transformar en cel-lules
competents DH5a. i es va procedir a la preparacié del cultiu cel-lular. Un petit volum

d’aquest cultiu es va créixer fins a la saturacié en LB amb ampicil-lina, després es va
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diluir amb 50% en glicerol i es va guardar a -80°C. La purificacié es va realitzar
mitjancant una cromatografia d’afinitat amb la resina Glutathione-Sepharose™4B
(Amersham).

Durant aquest treball es van expressar i purificar diferents proteines de fusié a
GST. Per totes elles es va seguir basicament el mateix protocol variant Unicament, en
alguns casos, les temperatures i temps d’induccié depenent de la solubilitat i de la
tendéncia a la degradacio de les diferents proteines de fusio; els volums del cultiu
bacteria utilitzat, en funcié dels nivells d’expressi6 i del rendiment de la purificacio de
cada proteina i en funcié de les quantitats a utilitzar en cada experiment. La unié, els
rentats i I'elucié de la proteina de fusid (quan va ser necessari) de la resina es va

realitzar seguint un métode en batch.

» Cultiu i preparaci6 de I'extracte cel-lular

— Una petita aliquota de stock de -80°C es va créixer tota la nit a 37°C amb
agitacié (220 rpm) en 20 ml de LB-ampicil-lina (125 mg/L).

— A continuaci6 es va diluir 1:10 en LB-ampicil-lina acabada de preparar i es
va mantenir en agitacio (220 rpm) a 37°C fins arribar a una ODg=0.6-0.8
(aproximadament 1-1.5 hores) indicant que el cultiu estava en la fase de
creixement exponencial.

— Es va afegir IPTG (a una concentracié final de 0.1 mM) i es van mantenir
les condicions de creixement durant 2 hores més.

— Es van centrifugar les cél-lules (8000 rpm, 4°C, 10 min.)

A. Extracte cel-lular de proteines de fusié de facil solubilitzacio (B-catenina,

pl20-cateninai Tcf-4)

— Després de la centrifugacio el pellet es va resuspendre en PBS 1x.

— A continuacid, es van lisar els bacteris sotmeten la mescla a sonicacio
durant 15 segons en petites aliquotes.

— Es va afegir Tritd X-100 (Sigma) a una concentraci¢ final de I’ 1% per ajudar
a solubilitzar les proteines de fusio.

— Es va centrifugar (10000 rpm, 4°C, 10 min.) i es va recollir el sobrenedant.
El pellet es va descartar perqué conté els fragments de membrana i altres

restes cel-lulars.
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B. Extracte cel-lular de proteines recombinants de dificil solubilitzacié

(placoglobina)

— En aquest cas el pellet es va resuspendre amb 10 mL de STE
complementat amb lisozim.

— Es va deixar 15 minuts en gel i seguidament es va afegir DTT (ditiotreitol) a
una concentracio final de 5mM.

— A continuacio es va afegir el Sarcosil a una concentracio final del 1%.

— Seguidament, es van lisar els bacteris sotmeten la mescla a sonicacié
durant 15 segons en petites aliquotes (aproximadament 500 pl).

— Es van ajuntar totes les aliquotes i es va afegir Trit6 X-100 (Sigma) a una
concentracio final de I’ 1% per ajudar a solubilitzar les proteines de fusio.

— Es va vortexar durant 1 minut i centrifugar a 11000 rpm, 4°C durant 20 min.

— Es va recuperar el sobrenedant, es va afegir Trit6 X-100 (Sigma) a una

concentracio final del 3% i es va vortexar durant 2 minuts.

» Unio de la proteina de fusio a Glutathione-Sepharosa

— Es va agafar 250 ul (200 ul de resina efectiva) de la barreja de Glutathione-
Sepharosa (subministrada per la casa Amersham al 80% en etanol) i es va
centrifugar (600 xg, 5 min., T2 ambient) i eliminar el sobrenedant. Aquesta
sepharosa té unida glutatié i aixi permet la unié especifica de la GST.
D’aquesta manera, en un solt pas de cromatografia, la proteina de fusio
amb GST es retinguda, mentre que la resta de proteines son descartades.

— Laresina es va centrifugar i rentar amb PBS 1x tres vegades. Finalment es
va resuspendre amb 200 ul de PBS 1x.

— A continuaci6 es va afegir a la resina els 10 ml d’extracte bacteria soluble i
es va incubar durant 1 hora a T2 ambient en un agitador orbital.

— Es va centrifugar (600 xg, 5 min., T® ambient) i es va descartar el
sobrenedant. La resina, que portava unida la nostra proteina d’interés, es

va rentar 3 vegades amb PBS 1x.

> Aillament de la proteina

A. Mitjancant I'’elucio6 de la proteina unida a GST
— Es vaincubar la resina amb 10 mM de glutatié reduit (GEB) (Sigma) durant
20 minuts a T® ambient. En aquest pas es va aconseguir separar la proteina

de fusidé unida a GST de la Glutathione-Sepharose (ja que la GST té més
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afinitat pel glutatio reduit de la fase mobil que pel glutatié oxidat immobilitzat
en la resina).

— Es va centrifugar (600 xg, 5 min., T# ambient) i recuperar el sobrenedant.

— La proteina obtinguda es va diluir al 50% en glicerol, dividir en aliquotes i es

va conservar a -20°C.

B. Mitjangant un tall entre la GST i la proteina recombinant
— La proteina unida a la resina es va incubar amb tampd de dialisi i es va
afegir 1 unitat de PreScission (PS) per cada 100 ug de proteina de fusié.
— Es vaincubar a 4°C durant 4-16 hores amb agitacio.
— Es va centrifugar (600 xg, 5 min., T? ambient) i el sobrenedant es va

guardar a -20°C en 50% de glicerol.

El rendiment de la purificacié es va comprovar analitzant en un gel de SDS-
PAGE aliquotes de la proteina purificada i també aliquotes separades durant el procés
de purificacié de la proteina (induccio, solubilitzacié). La visualitzacié de la proteina es
va realitzar mitjangant la tincié del gel amb blau de Coomassie (20 minuts en solucio
de tenyir i un parell d’hores amb solucié de destenyir, destainer). La quantitat de
proteina obtinguda es va estimar comparant la intensitat de les bandes amb quantitats
conegudes d’albumina de sérum bovi (BSA), analitzades en paral-lel (en el mateix gel)
amb la proteina.

Aquestes condicions estandards van ser aplicades amb éxit sobre totes les
proteines clonades en els vectors pGEX-6P, obtenint en cultius de volums entre 20-

200 mL un rendiment de 0.1-2 ug de proteina/ mL de cultiu.

2.1.2. Obtencio de proteines a partir cultius cel-lulars

Les cél-lules cultivades en el laboratori es van sotmetre a un procés de lisis per
'obtencié de proteines cel-lulars utilitzades en experiments posteriors. EI métode

utilitzat en la lisis es explicat en I'apartat 3.6 dels Materials i Métodes.
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2.2. Tecniques electroforétiques per I'estudi de proteines

2.2.1. Electroforesi SDS-PAGE (Métode de Laemmli)

En aquest treball es va utilitzar els sistemes de Mini-Protean Il i Mini-Protean Il
(Bio-Rad) per I'electroforesi monodimensional en gels de poliacrilamida en condicions
desnaturalitzants (SDS-PAGE). Es van utilitzar gels de 1.5 mm de gruixut amb un
percentatge d’acrilamida (en el gel separador) entre el 8 i el 16.5 % segons el pes
molecular dels fragments proteics a estudiar. En canvi, en el gel concentrador la
concentracié d’acrilamida era del 4%. En tots els casos es va mantenir una relacio
acrilamida:bisacrilamida de 37.5:1.

Per la preparacié de les mostres se’ls va afegir tamp6 de carrega Lammeli 5x
(veure I'apartat 4 dels Materials i métodes) i es van bullir entre 40 segons i 4 minuts.

Els gels es van cérrer a voltatge constant durant 1-2 hores i les mostres es van
visualitzar mitjancant la tincio Coomassie com ja s’ha explicat anteriorment.

El marcador de pes molecular utilitzat va ser el Kaleidoscope (Bio-Rad).

2.2.2. Electrotransferéncia de proteines. Western blot.

Les proteines separades per SDS-PAGE es van transferir a una membrana de
nitrocel-lulosa (0.45 um Protran, Schleicher & Schuell) mitjangant electrotransferéncia
en un sistema humit, utilitzant el sistema Mini Trans-blot (Bio-Rad).

Generalment la transferéncia es va realitzar en fred i amb agitaci6 a un
amperatge constant de 400 mA durant 90 minuts. Una vegada finalitzada la
transferéncia, es va comprovar que les proteines havien estat transferides tenyint les
membranes amb vermell Pounceau (1-2 minuts) i es van rentar amb H,O per eliminar

I’excés de colorant.

2.2.3. Immunodetecci6

La deteccio de les proteines d’interés es va dur a terme mitjangant la hibridacié
sequencial de la membrana amb un anticds primari especific per la proteina (veure la
Taula 7) i posteriorment amb un anticos secundari conjugat amb HRP (peroxidasa de
rave):

— Es va bloquejar la membrana amb 1% de BSA en TBS-T durant 1 hora a T2

ambient amb agitaci6 o durant 16 hores a 4°C.
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— A continuacio, es va incubar la membrana de nitrocel-lulosa amb la dilucio
adequada descrita pel fabricant de I'anticos primari en TBS-T amb 0.1% de
BSA durant 1-4 hores a T? ambient i amb agitacio.

— Es va rentar la membrana tres vegades durant 10 minuts amb TBS-T per
eliminar I'excés d’anticos primari.

— Es va incubar amb l'anticds secundari, anti IgG, diluit en TBS-T amb 0.1%
de BSA durant 1-1.5 h a T2 ambient i amb agitacid.

— Després es va rentar la membrana tres vegades durant 10 minuts per
eliminar I'excés d’anticos secundari.

— L’anticos es va detectar mitjangant un sistema quimioluminiscent, utilitzant
el kit comercial SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate
(Pierce) i pellicules fotografiques Kodak X-Omat (Sigma), seguint les

instruccions del fabricant.

En alguns casos, una vegada revelada, la membrana de nitrocel-lulosa es va

estripar submergint-la en Stripping buffer durant 30 minuts a 55°C. Posteriorment es va

tornar a bloquejar i incubar amb altres anticossos.

Anticos primari Organisme Epitop | Casa comercial
a-catenina, clon 5 ratoli 729-906 (final) BD Trigz(;uctlon
B-actina ratoli
i ' (liquid N-terminal Sigma
clon AC-15 ascitic)
B-catenina, clon 14 ratoli 571-781(final) | S0 Trﬁgzguc“on
ratoli :
c-Myc, clon 9E10 (liquid C-terminal BD Transduction
oy Labs
ascitic)

E-cadherina, clon 36 ratoli 735-883(final) BD Trﬁgzguctlon
Fosfo-B-catenina : Pser33/Pser37 : .
(Ser33/37/Thra1) conill PThr41 Cell Signaling

y-catenina (Placoglobina), ratoli 553-738 BD Transduction
clon15 Labs
GST, 27-4577 cabra no. Amersham
caracteritzat Pharmacia
NAECINEIe) ratoli aa 802-819 BD Biosciences
clon 32
. . aa 790- BD Transduction
pl120-catenina, clon 98 ratoli 911(final) Labs
Presenilina 1 . .
(Ab-2) conill aa 303-316 Calbiochem
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Anticos primari Organisme Epitop | Casa comercial
Presenll_ma 1 conill aa 1-65 Calbiochem
(N-terminal)

Presenilina 1 conill aa 263-407 Calbiochem

(Loop Domain)

Rho, clon 55 ratoli aa 1-155 BD Transduction
Labs

Tcf-4, clon 6H5-3 ratoli aa 31-331 _ Upstate

biotechnology

Tcf-4, clon N-20 cabra N-terminal Saf‘ta Cruz

biotech.

Anticos secundari Organisme | Casa comercial
Immunopure Goat Anti-

Mouse IgG-HRP cabra Pierce
Peroxidasa-conjugated conill Dako
Rabbit Anti-Goat 1gGs

Peroxidasa-conjugated Goat
cabra Dako

Anti-Rabbit IgGs

Taula 7. Llista detallada dels anticossos utilitzats.

2.3. Assaigs d’interacci6 proteina-proteina

En el desenvolupament d’aquest treball es van realitzar diferents assaigs
d’interaccio entre proteines que es poden classificar en tres grups:
Pull-down: incubacié d’'una proteina recombinant amb extractes cel-lulars
totals.

Assaig de purificaci6 amb niquel-agarosa: expressié d’'un gen en cél-lules i

purificacié proteica posterior.

Coimmunoprecipitacié: purificacié selectiva d’'una proteina endogena d’un

extracte cellular per analitzar la seva associacid a diferents proteines cel-lulars

d’interés.

2.3.1. Assaig de Pull-Down

Aquest tipus d’assaig es una aproximacié més fisiologica a I'estudi de les
interaccions que una proteina estableix amb la resta de proteines cel-lulars. Es a dir, la
proteina recombinant fusionada a un epitop (generalment fusionada a GST) s’incuba
amb extractes cellulars. Els complexos formats es purifiquen per cromatografia
d’'afinitat i s’analitzen les proteines d’interés que hagin copurificat amb la proteina
recombinant. Aquest tipus d’assaigs es van utilitzar per comparar el comportament de

proteines wild type, mutants puntuals i delecionats.
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2.3.2.

Es van incubar entre 10-30 picomols de la proteina d’interés unida a GST o
de GST com a control amb 0.5-1.5 mg d’extractes cel-lulars totals (veure
apartat 3.6 dels Material i Métodes) en un volum final de 200-250 ul de
tampé de binding, durant 40-45 minuts, a T? ambient i agitacié.

Els complexos formats es van aillar afegint 20 uL de Glutathione-Sepharose
4B®, la qual té afinitat per la GST, i es van incubar 25 minuts a 25°C.
Després es va rentar la reina dues vegades amb 800 uL de tampd de
binding per eliminar les proteines cel-lulars no unides a la proteina GST. Els
complexos units a la reina es van solubilitzar afegint tampoé de carrega
d’electroforesi (5x) i les mostres es van bullir 40 segons.

Els complexos solubilitzats es van analitzar per electroforesi de
poliacrilamida, SDS-PAGE. Posteriorment el gel es va transferir a una
membrana de nitrocel-lulosa per ser analitzada per Western blot amb els
anticossos monoclonals o policlonals envers la proteina desitjada en cada

assaig.

Assaig de purificacié amb niquel-agarosa

Un altre tipus d’experiment desenvolupat consisteix en la transfeccidé de

diferents productes, clonats en el pcDNA3.1/His, en cél-lules expressant aixi la

proteina d’interés amb una cua d’histidines. Aprofitant I'afinitat de les histidines per la

unié al 6 niquel, els complexos formats es van poder purificar cromatograficament.

300-500 nug d’extractes de la linia cel-lular SW480 es van incubar amb un
volum final de 200 uL de tampé de Lisis (veure apartat 4 dels Materials i
métodes) sense EDTA amb 60 uL d’una suspensio al 50% (p/v) de niquel-
NTA-agarosa® (Qiagen) durant 90 min a 4°C.

Després es van fer dos rentats de la reina amb 500 uL de tampd de Lisi
sense EDTA, més un rentat de tampd de Lisis sense EDTA amb un
suplement de 30 mM Imidazol i 10-50 mM NaCl, per eliminar les unions
inespecifiques a la niquel-agarosa. Les proteines unides a la reina van ser

solubilitzades en tampd de carrega d’electroforesi i sotmeses a SDS-PAGE.
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2.3.3. Co-immunoprecipitacio

Es van immunoprecipitar les proteines endogenes o transfectades
transitoriament d’extractes cel-lulars i es va analitzar I'associacio a diferents proteines
cel-lulars d’interes.

— Es va incubar de 300-500 pug d’extracte cel-lular total (preparats com es
descriu en l'apartat 3.6 dels Material i Métodes) amb 4 ug/mL de I'anticos
corresponent durant 16 hores a 4°C i amb agitacio.

— Després es va centrifugar breument a 12000 rpm per eliminar el material
insoluble.

— El sobrenedant es va incubar durant 90 minuts a 4°C amb 40 pL (d’'una
solucio al 50% p/v) de proteina A-agarosa (Sigma).

— El material immunoprecipitat es va rentar dues vegades amb 800 ulL de
tampo de Lisis.

— Els complexos proteics es van eluir directament amb el tampé de carrega

d’electroforesi i van ser analitzats per Western blot.

2.4. Assaig d’interaccio proteina-DNA

Per dur a terme els assaigs d’interaccio entre el Tcf-4 (proteina) i el DNA es
van dissenyar els oligonucleodtids corresponents a la zona del promotor de c-myc que
té una alta afinitat pel Tcf-4 [185], i els oligonucledtids corresponents al promotor
sintétic TOP, el qual té tres sequéncies d’uni6 de Tcf-4. Aquests oligonucleotids (sens i
antisens) es van sintetitzar marcant I'extrem 5 amb biotina per facilitar la seva
purificacio.

— Es van incubar 200 ng d’oligonucleotid marcat amb 300 ug d’extracte total

(preparats com es descriu en l'apartat 3.6 dels Materials i Métodes) de
cél-lules SW480. Les incubacions es van realitzar en un volum final de 200
uL de tampd de Binding d’extractes (veure I'apartat 4) durant 45 minuts a
4°C amb agitacio.

— Els complexos Tcf-4/DNA es van aillar incubant 40 uL d’estreptavidina-

agarosa (Sigma) durant 45 minuts a 4°C i amb agitacié.

— A continuacié es va rentar la reina tres vegades amb 500 uL del tampd de

Binding d’extractes per eliminar les proteines no unides.
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— Els complexos proteina/DNA formats es van eluir afegint tampd de carrega
d’electroforesi. Les mostres es van analitzar per SDS-PAGE i Western blot

amb I'anticos especific envers el Tcf-4.

3. CULTIUS CEL-LULARS

3.1. Linies cel-lulars utilitzades

Ak Origen Caracteristiques
cel-lular
IEC-18 Epitel '?;?:tmal de Linia immortalitzada, no tumorigénica.
MEF . , . . . . . ,
PS1PS2 wi Embrions de ratoli | Fibroblast primaris embrionaris de ratoli.
Fibroblast primaris embrionaris de ratoli,
MEF PS-/- Embrions de ratoli knock-out per la presenilina 1 la
presenilina 2.
, Presenta contactes cel-lulars poc definits i
: Carcinoma 3 o g
Miapaca o . té una deficient expressio de
pancreatic huma E :
-cadherina.
Carcinoma Linia epitelial amb unions adherents ben
RWP1 " . -
pancreatic huma definides.
Presenta contactes cel-lulars poc definits i
Adenocarcinoma baixa expressié de E-cadherina. Hi ha
SwW480 primari huma de | poca B-catenina retinguda a la membrana
colon i una alta activitat transcripcional
mitjangada pel complex Tcf-4/B-catenina.
Linia epitelial amb poca B-catenina
Adenocarcinoma | retinguda a la membrana i tenen una alta
SW620 N 2 o s
huma de colon activitat transcripcional mitjangcada pel
complex Tcf-4/B-catenina.

Taula 8. Linies cel-lulars utilitzades.

3.2. Condicions dels cultius cel-lulars

Les diferents linies cel-lulars es van mantenir en DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Life Technologies, Inc.) amb un suplement del 10% de sérum de
fetus bovi (FCS) (Biological Industries). A aquest medi també se li afegeix piruvat
sodic, L-glutamina i penicil-lina/estreptavidina (Life Technologies, Inc.). Es van créixer

a 37°C amb una atmosfera que conté un 5% de CO, i quan les cél-lules van arribar a la
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confluéncia adient van ser tractades amb Tripsina (Life Technologies, Inc.) i

ressembrades.

3.3. Recompte de cel-lules

Per determinar el nombre de cél-lules presents en suspensid, es va recérrer a
I'ajuda d’'un microscopi optic i una camera de Neubauer, d’un volum conegut. Aixi, es
van poder visualitzar i comptar les cél-lules presents en un determinat volum de
solucio. L’adici6 de Trypan Blue (Sigma) a la barreja aplicada a la camera de
Neubauer, va permetre controlar la integritat i supervivéncia cel-lular, descartant

sempre els cultius que presentaven tincions positives superiors al 5%.

3.4. Congelacié i emmagatzematge

Per conservar les linies cel-lulars per un llarg periode de temps, es van
resuspendre uns 4-8 milions de cél-lules en 900 uL de DMEM/10% FCS i es van posar
en un criotub, el qual contenia 100 uL de dimetilsulfoxid (DMSO) (Sigma), a 0°C.
Suaument es va homogeneitzar la barreja a temperatura ambient. El criotub es va
congelar en etapes successives passant varies hores a -20°C, -40°C, -80°C i finalment

es van dipositar en el tanc de nitrogen liquid.

La descongelacié de cél-lules emmagatzemades en el tanc de nitrogen liquid
es va dur a terme de forma immediata sotmetent els criotubs a un bany de 37°C fins
gairebé la completa descongelacié del seu contingut. Rapidament es va diluir 10-20

vegades en DMEM/10%FCS i es va dur a terme un processament normal.

3.5. Transfeccions transitories

Totes les transfeccions realitzades van ser de forma transitoria.

Es van solubilitzar, comptar i sembrar 2-5:10* cél-lules/cm? en plaques de
diferent mida segons I'experiment. Les cél-lules es van incubar entre 16-24 h fins
aconseguir una confluéncia del 50-75%.

Seguint les instruccions del fabricant, es van barrejar uns 0,2 ug de DNA/cm?
(del plasmid adient), 2-5 pL de LipofectAMINE™ i Plus™ per ug de DNA en Opti-MEM®
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(tots de Life Technologies). La barreja de transfeccié es va afegir a les cél-lules i es
van incubar durant 4-5 h.

Una vegada transfectades, les cél-lules es van reincubar amb DMEM/10%
FCS durant unes 24-48 h per permetre I'expressié dels productes d’interés. Després
d’aquest temps les cél-lules van ser lisades per 'obtencié d’extractes cel-lulars o per la

realitzacié dels assaigs d’activitat transcripcional.

3.6. Preparaci6 d’extractes cel-lulars

— Les cél-lules es van rentar en PBS 1x fred per eliminar el medi de cultiu.

— A continuacié es va afegir 1 ml de PBS 1x fred sobre la monocapa de
cél-lules i es van aixecar de la placa de forma mecanica amb I'ajuda d’'una
rasqueta.

— La suspensio de cél-lules en PBS es va centrifugar (2500g, 5 min., 4°C) i es
va eliminar el sobrenedant.

— El pellet de ceél-lules es va resuspendre en tampo de lisis (homogeneitzant
amb una xeringa d’insulina) i es va deixar 15 minuts en gel.

— Es va centrifugar (14000 rpm, 5 min., 4°C) i es va descartar el precipitat
cel-lular.

— El sobrenedant es va quantificar amb el kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)
basat en el métode desenvolupat per Bradford (1976), i es va

emmagatzemar a —20°C fins a un posterior Us.

3.7. Assaig d’activitat transcripcional

Per analitzar I'activitat transcripcional mitjangada per la B-catenina, diferents
linies cel-lulars (30.000-50.000 cel-lules/pou en una placa de 96 pous) van ser
cotransfectades amb els plasmids TOP-FLASH o LEF-1-pGL3 (50 ng), el pTK-Renilla
luciferase (50-5 ng) i amb diferents proteines d’interés segons cada assaig (maxim 300
ng de DNA).

Els plasmids TOP-FLASH tenen un promotor sintétic amb tres copies de la
sequéncia d’unio del Tcf-4 al DNA, un promotor minim de Fos, i a continuacié (cap el
3’) hi ha el gen de la luciferasa de Firefly.

Els plasmids LEF-1-pGL3 tenen el fragment del promotor Lef-1 huma (-
1874/+58) insertat en pGL3 [281].
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Els plasmid pTK-Renilla tenen el gen de la luciferasa de Renilla sota el control
d’'un promotor constitutivament actiu de la timidina quinasa.

48 h després de la cotransfeccio, les cél-lules es van lisar i es van exposar a
diferents substrats, els quals sén processats per cada una de les luciferases, seguint
les instruccions del fabricant (Dual Luciferase Reporter Assay System, Promega).

L’activitat de les luciferases va ser seguida amb el lumindbmetre FB-12 (Berthold
Detection Systems). L’activitat relativa de la luciferasa de Firefly va ser normalitzada
respecte a la de la luciferasa de Renilla en cada cas per evitar disparitat de resultats
degut a la diferent eficiéncia de la transfeccié entre mostres. Cada transfeccio es va

repetir quatre vegades i es va calcular la mitja i la desviacié estandard.

3.8. Preparaci6 de les céllules per fluorescencia o

immunofluorescencia

Quan volem fer fluorescéncia o immunofluorescéncia les cél-lules no es
sembren en plaques sind que es sembren sobre cubres. El protocol que es va seguir

va ser el segient:

» Preparaci6 dels cubres (aquests passos es van realitzar dins la campana de flux

laminar; condicions estérils).

— Es van agafar els cubres (3-4 cubres per condicié de transfeccid) i es van
posar dins d’'una placa de Petri que contenia etanol el 70% durant 5 minuts
per tal d’esterilitzar-los.

— Es van rentar els cubres amb PBS 1x estéril dues vegades durant 5 minuts
per eliminar les restes d’etanol i es van deixar assecar sobre una gassa
esteril.

— Una vegada els cubres van ser secs, es van col-locar en plaques de 24
pous (1 cubre per pou) que contenia DMEM.

— Es van sembrar 50.000 cél-lules per pou. El dia seguent es van transfectar

les cél-lules seguint el protocol de plus-lipofectamina.

» Fixacio dels cubres per fluorescencia (no es necessari mantenir condicions

esterils).

24 hores postransfeccid es van fixar les céllules als cubres de la seglient

manera:
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Es van rentar els cubres un parell de vegades amb PBS 1x pH= 7.4
(aquest pH evita que les cél-lules es desenganxin) durant 5 minuts.

Una vegada rentats amb PBS es van posar 20 minuts a T# ambient amb
PFA 4% (paraformaldehid).

Es van fer un parell de rentats amb PBS 1x pH= 7.4 durant 5 minuts.
Finalment es van fer dos rentats de 3 minuts amb aigua destil-lada.

Quan els cubres van estar secs, es va posar una gota de moviol (medi de
muntatge) sobre un portaobjectes i es va deixar caure el cubre poc a poc
amb la cara que té les cél-lules tocant el moviol.

Es va deixar assecar durant 20 minuts i es van observar les mostres al
microscopi confocal RM-IRE2 Leica. Les mostres fixades es poden guardar
15 dies a 4°C.

» Fixacié i permeabilitzacié dels cubres per immunofluorescencia (no es

necessari mantenir condicions estérils).

48 hores postransfeccio (o les hores que siguin més adients segons I'assaig) es

van fixar les cél-lules als cubres.

Es van rentar els cubres un parell de vegades amb PBS 1x pH= 7.4
(aquest pH evita que les cél-lules es desenganxin) durant 5 minuts.

Una vegada rentats amb PBS es van posar 30 minuts a T# ambient amb
PFA 4% (paraformaldehid).

Es van fer un parell de rentats amb PBS 1x pH= 7.4 durant 5 minuts.

A continuacié es van permeabilitzar les cél-lules amb 1% SDS durant 10
minuts molt exactes a T? ambient.

Es van rentar quatre vegades amb PBS 1x pH=7.4 durant 5 minuts per
eliminar tot el SDS i evitar que interfereixi amb I'anticos.

Es van bloquejar els cubres amb PBS 1x, 0.1% saponina i 1% BSA durant
una hora a T? ambient.

Es van fer les dilucions dels anticossos corresponents en TBS 3% BSA. Pel
queé fa la presenilina es va fer una dilucio 1/25 i pel Tcf-4 una dilucié 1/20.
Es va preparar 20ul per cada cubre. La immunofluorescéncia que es
presenta en aquest treball els dos anticossos es van poder posar a la
vegada perqué tenien diferent anticds secundari.

En una placa de Petri gran es va posar parafilm al fons i es van dipositar les

gotes de 20ul (tantes com cubres teniem).
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Es van agafar els cubres i es van posar amb la cara que tenien les cél-lules
tocant la gota. Es va deixar tota la nit a 4°C. Els cubres que servien de
control del secundari (cubres que no s’incuben amb el primari i aixi restar el
soroll de fons a la mostra) es van deixar tota la nit amb PBS 1x amb el 3%
de BSA.

Es van agafar els cubres mantenint les cél-lules cap amunt i es van rentar 5
vegades amb PBS 1x durant 5 minuts.

Es va fer una dilucié 1/500 dels anticossos secundaris en PBS 1x. En el
nostre cas vam fer servir l'anti-mouse conjugat amb fluoroscein
isothiocyanate (Dako) per detectar el Tcf-4, i I'anti-rabbit conjugat amb
Alexa 488 (Molecular Probes) per detectar la PS1np. 20 ul del mix de
secundaris es va posar en un parafilm net i es van posar a sobre els cubres
i es van deixar una hora a T? ambient.

Es van agafar els cubres mantenint les cél-lules cap amunt i es van rentar 5
vegades amb PBS durant 5 minuts.

Es va posar una gota del medi de muntatge Fluoromont sobre el
portaobjectes i es va deixar caure el cubre poc a poc amb la cara que té les
cél-lules tocant el Fluoromont.

Es van observar les mostres al microscopi confocal TCS-SP2 Leica.

REACTIUS | TAMPONS UTILITZATS

Agarosa
Type I-A; Low EEO (Sigma)

Bromur d’etidi

BrEt 10 mg/ml en H,O (Sigma)

BSA

Abumina de serum bovi (Sigma)

Cicloheximida

Cycloheximide ready made (Sigma)
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Coomassie Blue
40 % Metanol (v/v)
10 % Acid acétic (v/v)
0.1 % (p/v) Brilliant Blue R (Sigma) en H,O

Destainer
40 % Metanol (v/v)
10 % Acid acétic (v/v) en H,O

DMSO

Dimetilsulfoxid (Sigma)
Glutatio reduit (GEB)
50 mM Tris pH 8

20 mM glutatioé reduit

IPTG

IPTG (B-D-isopropil-tiogalactopiranosit) 100 mM en H,O (Sigma)

L-685,458

y-secretase Inhibitor X (L-685,458) (Calbiochem)

LB (medi de cultiu Luria-Bertani)
10 gr/l triptona
5 gr/l llevat
5 gr NaCl
Es va ajustar a pH 7 amb NaOH

Marcador de pes molecular de DNA
1 Kb DNA ladder (Biolabs)

Marcador de pes molecular de proteines

Kaleidoscope (Bio-Rad)

MG132
MG132 (Sigma)
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PBS 10x (Tampd fosfat sali)
1.4 M NaCl
27 mM KCI
100 mM Na,HPO,
18 mM KH,PO,
pH 7.3

Plaques LB-Agar
Agar 1.5 % (w/v)
Ampicil-lina (125 mg/ml)

Pounceau
0.5 % (p/v) Pounceau S (Sigma)
1 % Acid acétic en H,0O

Sarcosil
Lauroylsarcosine (Sigma)

Dissolt amb tampo STE

SOB
2 % (wlv) triptona
0.5 % (w/v) llevat
10 mM NaCl
2.5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
pH 6.7-7.0

Stripping buffer

2 % (p/v) SDS (dodecilsulfat sodic)

62.5 mM Tris
100 mM B-mercaptoetanol
pH 6.8
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TAE 50x
250 mM Tris pH 8.5
50 mM acetat
100 mM EDTA (etilendiaminotetraacetat de sodi)

Tampo d’electroforesi
25 mM Tris pH 8.3
192 mM glicina
0.1 % SDS (p/v)

Tampé d’interaccio in vitro de proteines (Binding buffer)
3 mM MgCl,
50 mM Tris pH 7.8
1 mM EDTAiDTT
150 mM NacCl
0.1 % (p/v) Trit6 X-100

Tampo de Binding d’extractes (interacci6 proteina-DNA)
20 mM HEPES pH 7.6
150 mM KCI
3 mM MgCl,
10% glicerol
0.3 mg/mL BSA

Tampo de carrega d’electroforesi (Lammeli) 5x
20 % glicerol (v/v)
10 % SDS (v/v)
500 mM Tris pH 6.8
0.32 % (v/v) de p-mercaptoetanol

20 mg Bromofenol Blue
Tampo de carrega d’electroforesi de DNA 5x

0.25 % Bromofenol Blue (p/v)
40 % glicerol en H,O
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Tampo de dialisi
50mM Tris-HCI
120 mM NacCl
1 mM EDTA
1mMDTT
pH 8.3 (tampd de carrega) o pH 7 (tampd de PreScission)

Tampo de Lisi (extractes cel-lulars)
25 mM Tris HCI pH 7.6
150 mM NaCl
1 mM EDTA (etilendiaminotetraacetat de sodi)
1% Digitonina
1 mM NaF
0.3 uM Aprotinina
1 uM Leupeptina
1 uM Pepstatina
1mM Pefabloc

Tampé de transferéncia
20 mM Tris pH 8
150 mM glicina
20 % Metanol (v/v)

Tampo STE
10 mM Tris pH 8
150mM NaCl
1mM EDTA

mg/mL lisozim (Sigma)

B
10 mM Pipes
55 mM MnCl,
15 mM CaCl,
250 mM KCI

Es va ajustar a pH 6.7 abans de la incorporacié del MnCl,
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TBS
25 mM Tris-HCI pH 7.5
136 mM NaCl
4 mM KCI

TBS-T
TBS + 0.1 % (p/v) Tween 20 (Bio-Rad)

TE
10 mM Tris-HCI pH 7.5
1 mM EDTA

5. PLASMIDS

En aquest apartat s’indiquen tots els plasmids que es van utilitzar durant la
realitzacié d’aquest treball, i es descriu breument I'estratégia de clonatge d’aquells que

es va dur a terme en el nostre laboratori.

5.1. Vectors d’expressio en procariotes

Com a vehicle d’expressid de les diferents proteines recombinants es van
utilitzar els vectors pGEX-6P, amb les seves tres pautes de lectura 1, 2 o 3
(Amersham-Pharmacia). Aquest tipus de vector permet expressar qualsevol producte
clonat com a proteina de fusi®6 amb GST (Glutathione-S-transferasa). Les
caracteristiques principals d’aquests vectors son:

— Origen propi de replicacio.

— Gen per la resisténcia a ampicil-lina (Amp").

— Gen codificant per la GST controlat pel promotor Tac (resultat de la fusio del
promotor lac i Trp) que permet una alta expressid6 de forma induible
quimicament amb IPTG.

— Una sequéncia amb multiples llocs de tall per enzims de restriccio
“polilinker” o MCS, a continuacié del gen de la GST per facilitar el clonatge

unidireccional del producte d’interés.
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— Preséncia d’'una sequéncia especifica entre la GST i la nostra proteina, per
la proteasa PreScission (PS) (Amersham-Pharmacia) i aixi poder separar la

proteina de la GST.

BspM |

Nar |

EcoRV
BssH II

Tth111 1
Aatll

pSj10ABam7 Stop?

Pst|

pGEX
~4900 bp

AlwN |

Apa |

BR322
BstE Il P! ol

Miu |

Figura 65. Vector d’expressi6 procariota.

Nom de la

Origen/ obtenci6 de I’ insert

Insertat en

construccio

A. B-catenina
(aa 1-781)

cDNA cedit pel Dr. R. Kemler, digerit
amb BamHI.

pGEX-6P-3 obert
amb BamHI.

B. B-cateninaY142E

Per PCR amb oligonucleodtids que
contenien la mutacio.

C. B-cateninaY654E

Per PCR amb oligonucleotids que
contenien la mutacio.

D. AN B-catenina
(aa 120-781)

Digestié de A amb Sacl i Not,
purificacié de la banda de =660 bp.

pGEX-6P-3 arm
(120-683) tallat
amb Sacl i Notl.

E. AC B-catenina
(aa 1-683)

Digestié de A amb BamHI i Sacl,
purificacié de la banda de 1750 pb.

pGEX-6P-3 arm
(120-683) obert
amb BamHI i Sacl.

F. p-catenina
armadillo
(aa 120-683)

Per PCR a partir de A. Els primers
tenien les dianes BamHI i Xhol.
Purificacié de la banda de =1689 pb.

pGEX-6P-3 obert
amb BamHI i Xhol.

G. B-catenina
armadillo
(aa 120-683)Y654E

Per PCR amb oligonucleotids que
contenien la mutacio.

H. B-catenina 1-6
armadillo
(aa 120-422)

Digestio de F amb BamHI i EcoRl,
purificacié de la banda de = 906 bp.

pGEX-6P1 obert
amb BamHlI i
EcoRI.

|. B-catenina 7-12
armadillo
(aa 422-683)

Digesti6é de F amb EcoRI i ECoRV,
purificacié de la banda de = 790 bp.

pGEX-6P2 obert
amb EcoRlI i
EcoRV.

J. B-catenina 10-12
armadillo
(aa 575-696)

Digestio de pGEX-B-catenina (aa
575-782) amb Bglll i Notl.
Reomplert amb la polimerasa
Klenow i relligar.
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Nom de la
construccié

Origen/ obtenci6 de I’ insert

Insertat en

K. Placoglobina
(aa 1-744)

pBKS-placoglobina cedit per Dr. A.
Ben-Ze'ev. Digestio amb EcoRl i
purificacié de la banda de =3200 pb.

pGEX-6P2 obert
amb EcoRlI i
desfosforilat.

L. Placoglobina
Y133E

Per PCR amb oligonucleotids que
contenien la mutacio.

M. Placoglobina

Per PCR amb oligonucleotids que

Y549E contenien la mutacio.
N. Placoglobina Per PCR amb oligonucleotids que
Y64 3E contenien la mutacio.

O. AN placoglobina
(aa 111-744)

Per PCR a partir de cDNA huma. Els
primers tenien les dianes BamHI i
Xhol. Es va purificar la banda de

=1900 pb.

pGEX-6P2 obert
amb BamHI i Xhol.

P. AC placoglobina
(aa 1-672)

Per PCR a partir de cDNA huma. Els
primers tenien les dianes BamH] i
EcoRV. Es va purificar la banda de

~2200 pb.

pGEX-6P3 obert
amb BamHI i Smal.

Q. Placoglobina
armadillo
(aa 111-672)

Per PCR a partir de K. Els primers
tenien les dianes BamHI i EcoRV.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHI i Smal.

R. Placoglobina 1-6
armadillo
(aa 111-385)

Per PCR a partir de K. Els primers
tenien les dianes BamHI i EcoRV.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHI i Smal.

S. Placoglobina 7-12
armadillo
(aa 380-672)

Per PCR a partir de K. Els primers
tenien les dianes BamHI i EcoRV.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHI i Smal.

T. cyto-E-cadherina
(aa 732-883)
“regio citosolica”

Per PCR a partir de cDNA muri total.
Els primers tenien les dianes BamHI
i EcoRI.

pGEX-6P-3 obert
amb BamHI i
EcoRI.

U. cyto-N-cadherina
(aa 746-906)
“reqgid citosolica”

Per RT-PCR a partir RNA total de
ratoli. Els primers tenien les dianes
BamHlI i Xhol. Purificacio de la
banda de =500 pb.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHlI i Xho.

V. Tcf-4
(aa 1-597)

Per RT-PCR a partir RNA huma
total. Els primers tenien les dianes
BamHI i EcoRV.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHlI i
Smal.

X. Tcf-4
(aa 1-110)

Per PCR a partir de V. Els primers
tenien les dianes BamHI i Xhol.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHI i Xhol.

Y. Tcf-4
(aa 1-53)

Per PCR a partir de V. Els primers
tenien les dianes BamHI i Xhol.

pGEX-6P-1 obert
amb BamHI i Xhol.

Z. Tcf-4
(aa 51-110)

Per PCR a partir de V. Els primers
tenien les dianes EcoRlI i Xhol.

pGEX-6P-1 obert
amb EcoRI i Xhol.

AA. p120-catenina-1
(aa 1-911)

Digestio del pcDNA-p120-catenina
(1-911) amb EcoRlI i Notl.

pGEX-6P-3 obert
amb EcoRI i Notl.

Taula 9. Caracteristiques de les construccions utilitzades.
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5.2. Vectors d’expressio en eucariotes

5.2.1. pcDNA 3.1, pcDNA 3.1 His, pcDNA 3.1 Myc-His (Invitrogen)

Els vectors utilitzats per expressar les diferents proteines (tan les natives com
els mutants puntuals) en eucariotes van ser la familia dels pcDNA3.1. Les principals
caracteristiques son:

— Alt nivell d’expressio6 ja que tenen el promotor CMV.

— Permeten generar la proteina d’interés fusionada amb diferents epitops:
una cua d’histidines i I'epitop Xpress™ (localitzats en I'extrem N-terminal de
la nostra proteina en el cas del pcDNA3.1/His), o I'epitop Myc-His (localitzat
en I'extrem C-terminal en el cas del pcDNA3.1Myc-His).

— La cua d'histidines permet una posterior purificacié de la proteina per

cromatografia de niquel-agarosa (i6 amb afinitat per 'histidina). Els epitops

Xpress™ i Myc sén facilment detectables mitjangant un anticos.

pcDNA3.1/
Myc-His (+)
A,B,C

Figura 66. Vectors d’expressio en eucariotes.
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Nomiae I‘?‘, Origen de l'insert Insertat en
construccio
A. B-catenina Digestié de pGEX-B-catenina | pcDNA3.1/His(C) obert
(aa 1-781) amb BamHI. amb BamHI.
: Digestio de pGEX-f- pcDNA3.1/His(C) obert
B. peateninaY142E | - ioninaY142E amb BamHI. amb BamHI.
: Digestio de pGEX-f- pcDNA3.1/His(C) obert
C.peateninaY6S4E | ;ioninaY654E amb BamH. amb BamHl.
. Digestio de pGEX-f- .
D.BcateninaY142E, . pcDNA3.1/His(C) obert
Y654E cateninaY142E, Y654E amb amb BamHI.

BamHlI.

E. Tcf-4 wt sencer
(aa 1-597)

Digesti6é de pGEX-Tcf-4 amb
BamHI i Xhol i es va purificar la
banda de = 1800 pb.

pcDNA3.1/His(C) obert
amb BamHI i Xhol.

F. Tcf-4 (aa 1-80)

Digestio de E amb Bglll i Smal.
Es va purificar la banda de =
1100 pb.

pcDNA3.1/His(C) obert
amb Bglll i EcoRV.

G. Tcf-4 S60E
(aa 1-80)

Digestio de pcDNA3.1/HisC-

Tcf-4 S60E amb Bglll i Smal.

Es va purificar la banda de =
1100 pb.

pcDNA3.1/His(C) obert
amb Bglll i EcoRV.

H. Placoglobina
(aa 1-744)

Digestio de pGEX-placoglobina
amb EcoRI. Purificacié de la
banda de = 3200 pb.

pcDNA3.1/His(A) obert
amb EcoRl i
desfosforilat.

|. Presenilina-1His
(aa 1-467)

Per RT-PCR a partir RNA total
de ratoli. Els primers tenien les
dianes BamHI i EcoRV.
Purificacié de la banda de
=1400 pb.

pcDNA3.1/His(C) obert
amb BamHI i EcoRV.

J. Presenilina-1 Myc
(aa 1-467)

Digestio de | amb BamHI i
EcoRV. Purificacié de la banda
de 21400 pb.

pcDNA3.1Myc/aHis (A)
amb BamHI i EcoRV.

K. hPS1wt

Presenilina-1 humana. Cedit
pel Dr. C. Saura.

pcDNAS3.1 obert amb
Kpnl i BamHI.

L. cyto-N-cadherina
(aa 746-906)

Digesti6é de pGEX-cyto-N-
cadherina amb BamHI i Xhol.
Purificacié de la banda de =500
pb.

pcDNAS3.1 obert amb
BamHI | Xhol.

M. p120-catenina-1

CAS-1-pcDNA cedit per Dr. A.
Reynolds, digerit amb EcoRlI i

pcDNA3.1/His obert

(aa 1-911) Kpnl. Reomplert amb la amb EcoRV
polimerasa Klenow.
Digestio de pGEX-RhoA(K27T) .
N. RhoA amb BamHI i EcoRl. Purificaci | PCONAS-1/His(C) obert

de la banda de =700 pb.

amb BamHI i EcoRl.

Taula 10. Relaci6 de les construccions en pcDNA3.1.
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5.2.2. Vectors peEGFP i pECFP

Aquests vectors permeten obtenir la proteina d’interés fusionada amb GFP o
CFP i aixi poder visualitzar la seva localitzacié cel-lular mitjancant la utilitzacié d'un
microscopi de confocal.

Perd també es poden fer servir pel seguiment de la proteina en un Western blot

ja que obtens la proteina fusionada a un epitop (GFP o CFP).

Asel
(8)

Apal | 3362 SnaB | 341)

MCS
(591-671)

Eco0109 1
(3856]

HSVTK
PVA  pECFP-N1
4.7kb

ECFP

SV4o -

poly A
SV40 ori Jrll
Psvaoe P ’

Dralll 1574)

BsiG 1 (1389)

Not | (1402)

Afl 1 (1640)

Stul
(2579)

Eco47 1l (597)
Age (501)

PCM‘\." IE

Eco0109 |
(3854)

BsrG 1 (1323)

Svdo

poly A MCS
(1330-1417)
Miu| 1842)
Dralll 1s72)
Stu |
(2577)
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Nhe | (592)
Ecod? Il 597)
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P

, AfI 1l (1529

Stul
(2577)

Figura 67. Vectors de fluorescéncia.

Nom de I‘?‘, Obtenci6 de I'insert Insertat en
construccio
. Digestio de pGEX-cyto-E-
L GFI;:y;%-ZE_-chg)herma cadherina amb BamHl i pPEGFP-C1 obert amb
EcoRI. Es va purificar la Bglll i EcoRI.

regio citosolica banda de ~453 pb.
2. E-cadherina-CFP pBATEM2 digerit amb Bglll i | pPECFP-N1 obert amb

(aa 1-885) Hindlll. Bglll i HindlIl.
3. CFP-B-catenina Digestié de pGEX-B-catenina | pPECFP-C1 obert amb
(aa 1-781) amb BamHI. BamHl.

Taula 11. Construccions en GFP i CFP.

5.2.3. Altres

Nom de I".", Obtencio
construccio

vp16-Tcf-4 Cedit
pCMV-APC Cedit
TOP-FLASH Cedit
pTK-Renilla Cedit
LEF-1-pGL3 Cedit

Taula 12. Construccions varies.
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