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1.2 Regulacié dels nivells del calci intracel-lular. El calci com a

missatger i la calmodulina com a molécula efectora

Un dels requisits perque un element funcioni com un bon transductor del senyal
és que sigui capag d'unir-se amb gran afinitat i especificitat a les seves molécules
acceptadores. El Ca?* compleix aquests requeriments. Altres ions son presents a
fluids bioldgics (com ara el CI' i el K) perd tenen el radi massa gran i és
impossible trobar-los units de manera estable a proteines. Els ions poliatdmics
com ara el fosfat i el bicarbonat s6n molt més grossos i tampoc poden formar
complexos estables amb les proteines. El radi ionic del Na* és similar al del Ca®",
perd com que t& només una carrega, la unié a les proteines és més debil. El Mg**
i el Ca* son capacos d'interaccionar amb 4-12 atoms d’oxigen, perd normalment
ho fan amb 6 o 8 (107). El Ca®* s'uneix a les proteines acceptadores amb més
afinitat i especificitat que el Mg** perqué és capag d’unir 6 atoms d’oxigen
provinents de residus de glutamat i aspartat (45), a diferéncia del Mg%*, que no pot
fer-ho, i substitueix aquests aminoacids per aigua o oxigens, cosa que fa la unié
més débil i inespecifica (6). Tot aixd fa del Ca®" un dels elements clau en el
sistema de transduccié de senyal.

La concentracié intracel-lular de Ca®" lliure és molt baixa (10"3-10'7) enfront la que
hi ha al medi extracel-lular (10° M). Una de les raons per les quals la céllula ha
de mantenir baixa la concentracié de Ca®* al citoplasma és evitar que precipiti en
forma de fosfat, principal font d’energia de la cél-lula que deixaria d’'estar
disponible. També convé que les concentracions de Ca?* al citosol siguin baixes
per regular els mecanismes que actuen a través de la ruta de la senyalitzacié del
ca®™.

Les cél-lules segueixen dues estratégies per mantenir els nivells baixos de Ca?" al
citosol: d'una banda, I'existéncia de proteines que uneixen i I'ajuden a tamponar i,
de I'altra, la preséncia de bombes de Ca*" dependents d’ATP (presents tant a la
membrana plasmatica com a la del reticle), que dirigeixen I'excés de Ca** cap als
organuls especialitzats (reticle endoplasmatic i, en condicions extremes, cap als
mitocondris) o cap al medi extracel-lular. Hi ha diferencies entre la velocitat de
regulaci6 del nivell del Ca®* nuclear i el citoplasmatic, i la davallada del Ca?" lliure
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del citoplasma és més rapida que la del nucli. Aquest fet suggereix que el
reservori de Ca®* nuclear podria allargar el senyal de Ca* inicial de manera
independent a la del citosol (70) (73).

Les cellules poden integrar els senyals externs, prinicipalment, a partir de dos
tipus diferents de receptors: els units a proteines G, que rebran senyals
inflamatoris i neurotransmissors, i altres de tipus tirosina kinasa que tradueixen la
resposta de factors de creixement (14). Ambdos convergiran en la formacié de
segons missatgers: l'inositol (1,4,5)-trifosfat (1P3) o el diacilglicerol (DAG) derivats
de la hidrolisi d’un lipid precursor (fosfatidilinositol 4,5-bifosfat, PIP2) per accié de
la fosfolipasa C-f (PLCB) o la PLCy, segons el tipus de receptor que s’hagi
estimulat. Tant a la membrana del reticle com a la de I'embolcall nuclear hi ha
receptors d'IP; que en activar-se podran alliberar el Ca®* dels magatzems
intracel-lulars, sigui cap al citosol o cap al nucleoplasma, segons les necessitats
cel-lulars.

La idea classica que no hi havia barreres per a la lliure difusié del Ca®* entre el
nucli i el citoplasma, i que aquests nivells es podien arribar a equilibrar, es
contraposa amb estudis recents que descriuen una regulacié especifica dels
nivells del Ca® al nucli. Aquests canvis en la concentracié de Ca?* tant al nucli
com al citoplasma suggereixen que I'entrada d’aquest i6 al nucli es pot produir a
partir del Ca?* citosdlic a través del porus nuclear o de 'emmagatzemat a I'espai

perinuclear.
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IV fosforilen factors de transcripciéo (CREB). Només s’ha descrit una CaMBP que
sigui fosfatasa, és el cas de la calcineurina que esta implicada en la regulacié de
I'activitat de factors de transcripcio, model que s’explicara més endavant (apartat
3.2.5, figura 13).

Algunes CaMBP també poden tenir un paper estabilitzador d'altres proteines, és
el cas de la familia de les heat shock proteins (112) (193) .

La CaM també té una funcié estructural ja que regula diferents aspectes del
citosquelet. S’ha vist que sobreexpressant-la s'obté una morfologia alterada de la
cél-lula com també una organitzacié anormal dels microfilaments. Intervé en la
unié dels microtubuls a |la proteina associada als mateixos MAP2 i tau.

La CaM pot regular el sistema contractil actina-miosina per mitja de I'associaci6 a
tres CaMBP: «-espectrina, MLCK, i caldesmon (8). La MLCK i la caldesmon sén
les que conjuntament amb l'actina i la miosina formen part del sistema contractil
dependent de Ca?"/CaM en cél-lules no musculars.

El fet d’haver trobat CaM associada a la matriu nuclear fa pensar que podria estar
implicada en l'organitzacié de la cromatina, en la duplicacié i reparacio del DNA, i
en l'apoptosi, com també en la regulacié de I'expressié de determinats gens. Un
gran nombre de CaMBP nuclears han estat descrites, les que destaquen més son
les compostes per factors de transcripcié que pertanyen al grup basic-helix-loop-
helix (bHLH, com per exemple, 'SRF-1 huma i els E2A i Max murins), que
s’'uneixen a les E-boxes reguladores de diferents gens (29). Aquesta unié sera
inhibida per la interaccié de la CaM amb els factors de transcripcié bHLH. Altres
CaMBP estan associades a les ribonucleoproteines (hnRNP: com ara I'A2 i la C)
implicades en el processament de I'RNA. L'autoantigen La/SSB (21) és una
CaMBP que forma part del complex de I'espliceosoma.

Per tal d’ampliar I'estudi de les funcions de la CaM, com també d’identificar noves
proteines que hi interaccionin s’han dissenyat compostos que mimetitzin la unio6
de les CaMBP a la CaM. En I'apartat segient es tracta la manera d’aconseguir la

inactivacio de la CaM.
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cloronaftalé del W-7 interacciona amb quatre metilmetionines i amb residus
aromatics en una zona hidrofobica que seria la responsable d'interaccionar amb
les CaMBP, i s’estableix una competéncia entre la droga i les proteines efectores

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

2. Cicle cel-lular

2.1 Definicié. Factors promotors i mecanismes de vigilancia o

checkpoints

La vida i la mort sén dos temes que sempre han preocupat la humanitat. Van ser
els grecs els que van buscar unitats basiques i forces vitals per explicar la natura
de la vida.

Una idea classica de cicle cel-lular engloba el conjunt d'esdeveniments que han
de succceir a una cél-lula perqué es coordinin els processos que es produeixen
tant al citoplasma com al nucli fins a arribar a donar les cel-lules filles. A la decada
dels vuitanta es va definir com a cicle cel-lular el seguit d’esdeveniments regulars
que succeeixen a les cél-lules mentre es van dividint o creixent. Els processos de
creixement i de divisid no han d’anar necessariament lligats. Per exemple, en els
primers estadis de |'embriogenesi, durant la segmentacid, les cellules es
divideixen sense créixer. No va ser fins a la década dels noranta que no es van
comengar a perfilar les diferéncies que hi havia entre les cél-lules que es dividien i
les que no. A la figura 7 es mostren les principals etapes del cicle cel-lular, en que
es diferencia una fase S que correspon a la replicaciéo del DNA i una etapa de
segregacio dels cromosomes o mitosi (M); els espais temporals o gaps que
separen la mitosi (M) de la fase S es defineixen com G4 i G2 El conjunt de les
fases G4, S i G2 s'anomena interfase. S’hi pot afegir el punt de restriccio ®, del
qual es parlara en I'apartat de senyals externs, que té lloc cap a la fi de la fase Gy,
i que subdivideix aquesta fase G1 en primerenca/mitjana i G1 tardana (136) (200).
La durada del cicle cel-lular varia segons el tipus cel-lular. Els embrions de mosca
tenen un cicle cel-lular curt (8 h), mentre que la majoria de cel-lules somatiques

dels mamifers completen el cicle en 24 h.






36 Introduccié

donen, i s’han observat elements comuns. Aquests elements comuns, descrits
com els motors del cicle cel-lular eucariota sén les cdk (kinases dependents de
ciclines). A més a més, hi ha un mecanisme d'alerta (o checkpoint) que vetlla
perque el metabolisme cel-lular sigui el correcte, perque el genoma estigui intacte
i perque els passos previs al punt on és s’hagin dut a terme adequadament. En
cas de deteccio d'alguna anomalia, el cicle s’aturaria per intentar reparar el dany i,

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

2.2 La maquinaria del cicle cel-lular: kinases depenents de
ciclines (cdk)

Les cdk sén la subunitat catalitica d'un heterodimer. L'activacié depén de
I'associacidé de la cdk amb la seva subunitat reguladora, la ciclina. La primera
ciclina descrita va ser la ciclina B (cicB) dels ous d’ericons de mar. Aquesta
proteina s’acumula durant la interfase i es degrada especificament al final de la
mitosi. Les ciclines tenen una mida i una estructura heterogénia i s'expressen
seqiiencialment durant les diferents etapes del cicle cel-lular. L'estructura de les
ciclines es caracteritza per tenir dos dominis clarament marcats, cadascun esta
format per cinc hélix-«c connectades entre elles per péptids curts. El primer domini
és el que interaccionara directament amb la cdk. Les cdk presenten un domini
situat a la meitat de I'extrem N-terminal anomenat PSTAIRE (41) (42), molt
conservat entre la cdc2, cdk2 i cdk3 d’unio a la ciclina.

En eucariotes superiors, cada etapa del cicle cel-lular es caracteritza per
I'activacié transitoria d’'unes cdk especifiques associades a la seva subunitat
reguladora o ciclina. Les combinacions i associacions de les kinases amb les
ciclines sén multiples: als humans, la cdk2 es pot associar al menys amb tres
ciclines, A, D, i E. La cicA pot associar-se amb la cdk1 o la cdk2. La cicD pot
associar-se al menys amb quatre cdk diferents: cdk2, cdk4, cdk5 i cdk6.
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Complex Moment Possible funcié
Cdk4/cicD Gy Progressié a través de la fase primerenca o
mitjana del G,
Cdk6/cicD G Progressio a traves de la fase G
Cdk2/cicE G4/S Final G4, progressié i inici de la sintesi del DNA.
Cdk2/cicA s Inici i finalitzacié de la sintesi del DNA
Cdc2/cicB G./IM Iniciacié i manteniment de la fase M

Taula 1. Els diferents complexos cdk/cic que actuen en moments concrets del cicle cel-lular.

2.2.1 Nivells de regulacié de les cdk
La regulacio de I'activacié de les cdk és molt complex. Es poden definir diferents
nivells en la regulacioé de l'activitat de les cdk
a) Un primer nivell de regulacié seria la formacié6 o no del complex (cdk-cic).
Aquest punt es veura afectat tant per la sintesi com per la degradacio de la
subunitat reguladora (ciclina). La sintesi de la cicD és dependent de factors de
creixement (167), mentre que la degradacié es fa per reconeixement de la
seqiéncia PEST. Aixi doncs, la cicD és una proteina molt labil (105), la seva
degradacio6 esta regulada per fosforilacié i és dependent d’ubiqitina (37). La cicA
i la cicB contenen la destruction box propera a I'extrem N-terminal, que sera el lloc
d’'ubiquitinitzacié al final de la mitosi (44) (198) (195) (87). En el cas de la
cdk4/cicD s’ha descrit la implicacié d'un possible factor que facilitaria I'acobalment
del complex (106) (90) (27).
b) La presencia de proteines inhibidores es poden englobar en dues families:
b.1) INKds: p15™NK® p16NKIA 118INKIC h1gNK4D que reconeixen la cdk4 i la
cdk6 lliures (166)
b.2) CIP/KIP: p21°®P! p27"P! p57XP2 que s'uneixen als complexos cdk2-cicE,
cdk2-cicA i cdk4/6-cicD i els inhibeixen, efecte mitjangat per un domini homoéleg
a totes les CKI d’aquesta familia, situat a I'extrem amino.

1°™ va ser la d'inhibidora del cicle

Inicialment, la funcié principal atribuida a la p2
cel-lular, accié que duria a terme per mitja de dos mecanismes diferents: de

manera indirecta actuant sobre les cdk propies de la fase G1/S (26) o directament
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per unié al PCNA (cofactor de la polimerasa ) fet que impediria la replicacié del
DNA (101) (189) (94).

Estudis posteriors (90) (106) van ampliar el ventall de les funcions de les
proteines de la familia CIP/KIP. Tindrien la capacitat de promoure la formacié dels
complexos cdk4/cicD tant in vivo com in vifro en funcié de la concentracié de la

1CP1 actuarien com a molécula

p21°"! present. A baixes concentracions de p2
adaptadora del complex actiu cdk4/cicD. Mentre que a altes concentracions
inhibirien I'activitat. Com que els llocs d’unié de la p21°*" als complexos cdk4/cicD
son a I'extrem N-terminal i el senyal NLS al C- terminal, s’ha vist en estudis de
cotransfeccio que la p21°*" podria facilitar el transport de la cdk4/cicD cap al nucli
(90). La perpectiva més recent la déna el treball (27) on es presenta la p21° i |a
pZ?K'P1c:om a elements clau en la formacié del complex cdk4/cicD, a la vegada
que confereixen estabilitat dels complexos al nucli, fet que deixa el tema obert a
nous estudis.

Un dels mecanismes de resposta al dany del DNA durant |la fase G4 és I'activacio
del factor de transcripcié p53, que regula el gen que codifica la p21°*' (188). Els
ratolins knockout per la p21°*! es desenvolupen normalment, perd no responen al
dany al DNA durant la fase G4 (34). A més a més, s’ha vist que I'expressio de
p21°P! també es pot regular independentment de la de p53 (199).

La p27""" pot actuar com a tamponadora evitant I'activacié prematura de les
cdk/cic corresponents a la fase G4 fins que els nivells dels complexos siguin molt
més elevats que els de p27“"! o fins que els nivells de p27""" disminueixin. En
mamifers, la p27"F" i la p21°"' tenen un 42% d’homologia a I'extrem amino.
Aquesta gran similitud fa pensar que tinguin una actuacié semblant sobre les cdk,
tot i que s’han trobat diferencies.

La p27""®! in vitro interacciona amb diferents cdk/cic (cdk1, cdk4, cdk2 i cdk®) i les
inactiva. La p27"' &s un inhibidor més fort per a la cdk2/cicE que per a la
cdk2/cicA. Té més afinitat per la cdk4 que per la cdk2 (145) a diferéncia de la
p21°P! que té més afinitat per la cdk2, perd sembla que no és un bon inhibidor

del complex cdk4/cicD (144)
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La forma cristal-lografica del complex ternari cdk2/cicA/p27"""! suggereix que una
sola molecula de la p27 podria inhibir el complex cdk/cic a diferéncia del que
succeiria amb la p21€™', cas en el qué farien falta més molécules per inactivar el
complex (68) .

En un gran ventall de tipus cel-lulars (Hela, fibroblasts HS68, HL60), el poder
inhibitori de la p27"'"" fluctua, i és al maxim durant la fase G; moment en el qual

els nivells totals de p27""" 7

s6n maxims. La quantitat de p2 va baixant quant
s’entra a la fase S. En altres tipus cel'lulars (entre els quals hi ha les Swiss 3T3),
els nivells de p27X'"' varien molt poc durant el cicle cel-lular. A diferéncia de la
p21°P la p27"! generalment, no es controla a la transcripcio, siné que el control
es produeix a nivell traduccional i de degradacié (via ubiquitina/proteasoma).

Un altre membre de la familia CIP/KIP és la p57%'2 S’'ha demostrat que és capag
d'unir-se a la cdk2, cdk3, cdk4 (93) de manera dependent de ciclina i inhibir les
activitats. La funcié bioldgica de la p57"'F és encara desconeguda. S'ha vist que
sobreproduint-la en cél-lules com ara les SAOS-2 i R-1B/L17 el cicle cel-lular
s'atura a I'entrada de la fase G;.

Tots els membres de la familia INK4 provoquen aturada del cicle, perd ho fan en
condicions fisiologiques diferents, en resposta a estimuls variats. Com a membre
principal de la familia INK4 es pot destacar la p16"N*“@ (166) (149). La p16(NK42
es pot unir in vitro a la cdk4 i a la cdk6, perd no a la cdk2, ni a la cdc2, cdk5 o al
PCNA, i arriba a desplacar la cicD (166). Com que ['tinic substrat conegut de la
cdk4 i de la cdk6 és la pRb (proteina del retinoblastoma), s’entén que la p16N“2
és com un element clau per mantenir la pRb hipofosforilada i, per tant, funcional
(veure apartat 2.3.1). S’han descrit mutacions puntuals de p16™4? a diferents

tipus de tumors. Un altre membre de la familia INK4 és la p15™<“E

, que igual que
la p16™4® t¢ quatre motius anquirina i només és capag d’unir-se a la cdk4 i cdk6.
La sequéncia de la p15 i la p16 té un 44% d’homologia en els 50 primers
aminoacids i un 97% en els 81 aminoacids seglents.

L'expressié de la p15™“E es veu incrementada 30 vegades pel TGF-p a
queratindcits humans. Aquesta propietat també la té la p27"/*".

c¢) Fosforilacié-defosforilacio:
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-Fosforilacions activadores. El residu susceptible de ser fosforilat és la Thr 161,
descrita a la cdc2 humana. Quan aquest residu es fosforila, la unié6 a la cicB
s'estabilitza. A la cdk2, el residu és la Thr 160 i, a la cdk4, la Thr 172. La
defosforilacié d'aquest residu, in vitro, pot inactivar les cdk. La kinasa responsable
d'aquestes fosforilacions en mamifers és la CAK (cdk activating kinase) (174)
(173), la qual esta composta per la cdk7 i la subunitat reguladora cicH (51). Els
nivells de la cdk7 s6n constants durant el cicle cel'lular. La defosforilacié de la
Thr160-161 pot ser catalitzada in vitro per la fosfatasa 2A (PP2A) o per la
fosfatasa associada a la cdk (KAP) (146).

-Fosforilacions inhibidores. Les fosforilacions de la Thr 14 i la Tyr 15 (de la cdc2 i
cdk2 humanes) tenen una funcié inhibidora. La Thr 14 és un lloc exclusiu i tipic
dels eucariotes superiors, mentre que la Tyr 15 es troba també fosforilada en
llevats. Les kinases responsables de fosforilar aquests residus sén la Wee1 i la
Mik1.

La fosfatasa cdc25 actua defosforilant la Thr14 i la Tyr15 | aconsegueix activar les
cdk (només es tenen evidéncies clares per a la cdk2 i la cdc2). En humans, la
cdc25 és codificada per una familia de multigens, la cdc25A, la cdc25B i la
cdc25C. Actuen en diferents moments del cicle cel-lular; la cdc25A té un paper
molt important en la transicidé G4/S, podria ser la responsable de I'activacié de la
cdk4; la cdc25B apareix durant la fase G, tardana i té el pic maxim durant la fase
S; mentre que la cdc25C esta involucrada en la defosforilacié i activacio de les
kinases mitotiques (cdc2/cicB). Recentment s'ha descrit en humans una kinasa, la
Chk1, que fosforila la Ser216 de la cdc25C i la inactiva com a resposta de dany al
DNA (161).

Aquestes fosfatases semblen ser un punt clau en el funcionament dels
mecanismes d’alerta del cicle cel-lular.
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2.3 Regulacio del cicle cel-lular

El concepte de punt de restriccid va ser definit per Arthur Pardee (11), que va
determinar el periode abans del punt de restriccié com el temps durant el qual el
creixement d'una cél-lula depén de la presencia de factors mitogénics en el medi
de cultiu. Va demostrar que aquesta dependéncia només té lloc en les primeres
hores de la fase G1i abans del punt de restriccié ®. Passat el punt ®, la cél-lula és
capac¢ de continuar tot el cicle en abséncia de serum. Aquesta independéncia
respecte dels senyals externs no vol dir que el cicle continui d’'una manera
automatica, ja que hi ha mecanismes d'alerta (checkpoints) (12) que vetllen per
controlar la integritat del material genetic de la cel-lula. Els senyals mitogénics
solubles promouen la progressio a través de la fase G, activant el complex cicD-
cdk4/6 i cicE-cdk2, sigui per increment de la cicD o per la inhibicié de I'expressio
de les proteines inhibidores de les kinases (CKI). El paper de la p21°*" al llarg del
cicle cel-lular pot semblar contradictori, ja que els nivells d’aquesta proteina varien
molt; és inexistent en cél-lules quiescents i augmenta durant el cicle. Es per aixo
que la funcio inhibidora és cada vegada més discutida.

L’adhesio de les cel-lules a un substrat és un requisit en la majoria de les cél-lules
(excepte en algunes linies hematopoetiques) perqué es produeixi la progressioé de
la fase G4 a la S. En concret, I'adhesié cel-lular és requerida per a la induccié de la
cicD1 i per a l'activacié de manera indirecta del complex cicE-cdk2, durant la part
inicial i mitjana de la fase G4 (43), mitjan¢ant la regulacié negativa dels inhibidors
p21°P1 i p27"'"' (201). Per exemple, les céllules de teixits solids que es fan
creéixer en abséncia de substrat es caracteritzen per tenir concentracions altes de
p27"!  baixos nivell de cicD, aixi com una disminucié en la fosforilacid
activadora de la T160 de la cdk2 (43), i per la presencia de complexos cdk2/cicE
inactius (154).

Unes de les molécules importants en la recepcié de senyals emesos per factors
insolubles ubicats a la matriu extracel-lular (74) (86) son les integrines que
interaccionen amb la col-lagena, la fibronectina i la vitronectina. Per aixo és
important la integritat del citosquelet en la progressié del cicle cel-lular (15).
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El contacte cél-lula-cellula també regula la progressié a través de la fase G1. Es
va veure que si hi havia inhibicié per contacte o per haver tractat les cel-lules amb
TGF-B, el cultiu no progressava a través de la fase G1. Aixd es pot deure a un
increment de la p15™%*® que s'uneix a la cdk4 i a una major associacié de la
p27"" amb la cdk2/cicE (145) (144), fet que produeix una inhibicié de les dues

kinases del G;.

2.3.1 Punt de restriccio ® i proteina del retinoblastoma (pRb)

A nivell molecular es creu que el punt de restriccié correspon al moment de la
fosforilacié de la proteina del retinoblastoma (pRb). La forma hipofosforilada de
pRb fa que hi hagi una inhibicié del creixement, ja que segresta els factors de
transcripcié de gens de la fase S i n’evita aixi I'expressio i, per tant, la progressio a
través de la fase S. La pRb inicialment es fosforila per I'accié dels complexos de la
cdk4-6 amb la cicD1, D2 o D3. Recentment, s’ha suggerit que

aquests complexos nomeés iniciarien la fosforilacié. La cdk2/cicE seria el complex
que s’activaria durant el pas a través del punt de restriccié i més endavant. La
durada de linterval de temps que hi ha fins que s’arriba al punt de restriccié
dependra de la capacitat de la cel-lula per activar la cdk4/cicD i la cdk2/cicE. Aixo
depén d'estimuls externs, els quals sén capacgos d'estimular per vies diferents
aquestes kinases.

2.4 Cicle cel-lular i calmodulina

Les primeres evidencies que la CaM regulava l'inici de la duplicacié del DNA es
van obtenir a partir d'assajos fets amb inhibidors com ara el W-7, el W-13, el
calmidazolium i la triofluoperazina, que fan que el cicle de cél-lules proliferants
s'aturi a I'entrada de la fase S (99), i a I'entrada i |la sortida de la mitosi. També
s’ha comprovat per transfeccié cel-lules amb vectors que codifiquen per ’ImRNA
antisentit de la CaM, que la CaM és essencial per a la progressié amb normalitat a
través de la transiciéo G1/S, G2/M (152) i per la sortida de la mitosi.

S’ha proposat que la CaM afecta I'activitat polimerasa mitjancant una proteina
acceptadora de CaM que activaria la polimerasa « (153). Una altra possible

explicacio deriva de la relacio en la CaM i la regulacié I'expressio del proliferating
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cell nuclear antigen (PCNA), el qual és necessari per a l'activacio de la DNA
polimerasa & (97) (98) (99). Fets que ens van fer pensar que la CaM podria
regular I'expressio de gens de fase S (amb promotors dependents d’E2F), per
mitja d'un mecanisme general.

L'efecte de la CaM sobre la sortida de la mitosi és mitjancat per una kinasa
dependent de CaM, la CaM kinasa Il (CaMKIl) (10). En la transicié de la metafase
a l'anafase és necessaria la inactivacid6 del complex MPF (mitosis promoting
factor) format per p34““| ciclina B. La CaMKII regularia la degradacié de la cicB
(100) i, per tant, la inactivacié del complex MPF. Ha estat important la troballa
d'una proteina (p62) acceptadora de CaM, de funcié desconeguda, peré que és
reconeguda per anticossos anti-caldesmon i que pertany a la matriu nuclear
d’hepatocits i astrocits, on forma agregats amb la cromatina condensada i amb la
CaM, aquests complexos es difuminen durant la mitosi. Aquests fets han permes
pensar que la CaM i la p62 podrien estar implicades en processos de condensacio
de la cromatina durant la mitosi (147).

També s’ha implicat la CaM en la regulacié de la reparacié del DNA. Aixo s’ha
estudiat tractant les cél-lules amb agents que causen dany al DNA com ara la
bleomicina (65). S’ha vist que la viabilitat de les cel-lules tractades amb aquesta
droga disminueix quan la CaM és inactiva (23). Altres estudis fets irradiant les
cél-lules amb rajos ultraviolats han suggerit que hi podria haver una activitat
endonucleasica dependent de CaM que seria la responsable de la primera fase en
la reparacio del DNA (25).
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3. El Nucli

Una teoria sobre I'evolucié del reticle endoplasmatic i el nucli es basa en el fet que
alguns bacteris tenen el DNA unit a una invaginaci6 de la membrana (o
mesosoma). Una formacié d'aquest tipus podria haver donat lloc a una cel-lula
eucariota a partir d'una de procariota ancestral. Quan observem una cél-lula
eucariota al microscopi optic de contrast de fases es poden diferenciar clarament
els dos compartiments que la caracteritzen: el nucli i el citoplasma. El limit entre
ambdos esta delimitat per I'embolcall nuclear. Sovint, a l'interior del nucli podem
diferenciar els nucleols.

El coneixement sobre la ultraestructura cel-lular va donar un gran pas quan
s’establiren els fonaments de I'dptica electronica. Es va demostrar que era
possible enfocar un feix d'electrons utilitzant una lent magneética cilindrica.
Aplicant les noves tecnologies a la preparaci6 del material préviament a
I'observacié, es va arribar a coneixer la ultraestructura cel-lular. Si observem una
cel-lula eucariota, degudament tractada i contrastada, al microscopi electronic
(figura 9), podrem diferenciar clarament a l'interior del nucli unes zones de
cromatina condensada properes a I'embolcall nuclear i unes zones de contingut
meés esponjés que corresponen a la cromatina descondesada. Fins i tot podrem
diferenciar que la doble membrana de I'embolcall nuclear presenta unes
discontinuitats, els porus nuclears. La cara externa de la membrana nuclear és
una continuacié de la del reticle endoplasmatic. La membrana nuclear interna
conté proteines especifiques que actuen com llocs d’'unidé a la lamina nuclear,
formada per una xarxa de filaments intermedis. L'espai delimitat per ambdues
membranes s’anomena lumen o espai perinuclear.
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algunes proteines integrals de membrana que uneixen el complex del porus a la
membrana nuclear. A més a més hi ha proteines perifériques o nucleoporines que
representen el 15% de la massa del porus (13) (133). Aquestes es classifiquen en
dos grups segons quina és la seqiiéncia d’aminoacids repetits que tenen: X-F-X-F
i les del grup G-L-F-G (X representa qualsevol aminoacid).

Un model adaptat (fig. 10) a partir del que va ser proposat per Agutter et al. (4)
descriu I'existencia de tres tipus de components diferents en el CPN:

— Un anell central o porus (plug o transporter, de 12 MDa) a través del qual es fa
el transport de molécules i on es diferencien tres tipus de subunitats proteiques:

e Subunitat columnar, que constitueix la paret proteica longitudinal del porus i els
seus components s'agrupen formant un octamer.

e Subunitat anular, a partir del qual surten vuit radis que estan units per un extrem
als components de la subunitat columnar i que per l'altre estan dirigits cap al
centre del porus.

e Un component luminal format per vuit radis que travessen la membrana nuclear.
S’ha de destacar la glicoproteina de transmembrana gp210, que ocupa gran part
d’aquesta zona i que es creu que té un paper molt important en I'ancoratge del
complex a la membrana nuclear. Té la major part de la massa a |'espai
perinuclear i només presenta un unic domini transmembranic i un domini C-
terminal molt curt que forma part de la subunitat columnar.

— Anells periféerics:

¢ N'hi ha un de citoplasmatic que esta unit a la subunitat columnar del component
central del porus. També esta constituit per vuit subunitats (32 MDa) de
composicié i funcié desconeguda.

¢ N'hi ha un altre de nuclear, de composicié semblant al citoplasmatic, peré que
esta format per un nombre menor de proteines i €s més sensible a la protedlisi.

e També s’ha d’assenyalar I'existéncia d'unes fibriles (135) que sobresurten de
I'anell nuclear i del citoplasmatic, que defineixen a la cara nuclear unes cistelles
que tenen una composicidé que és semblant a la dels filaments intermedis. Les
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'RNA. Els diferents tipus de RNA (mRNA, tRNA) hauran d'anar del nucli al
citoplasma (119) perqué puguin ser traduits a proteina.

D’altra banda, la unié dels ribosomes als nucleols requereix la importacié de les
proteines ribosomiques des del citoplasma, la seva incorporacié a les subunitats
ribosomiques i la reexportacié cap al citoplasma.

D'engca que es va descriure que la localitzacié intracel-lular de factors de
transcripci6 (169) (54), morfogens (177) (158) i productes d'oncogens (64) estava
vinculada als canvis intrinsecs de la diferenciacio i a altres estats metabdlics de la
cel-lula eucariota, es va considerar que la importacié de proteines cap al nucli era
un element clau en la regulacié de |'expressié de gens i de la transducci6é de
senyal (78). S’ha demostrat la importancia que té el contingut cel-lular de Ca**
sobre la regulacié del transport. El tractament amb ionofors o inhibidors de la
bomba de Ca** fa que s’aturi el transport passiu a través del porus nuclear (62);
aixo demostra la importancia d'aquest i6 en el transport nuclear.

L'establiment d’'uns canons per al transport de molécules a través del complex del
porus nuclear és motiu de controversia (66) (178) (4) (58) (122). Molécules més
petites de 40-45 kDa es poden difondre lliurement, independentment de I'energia i
de la temperatura, i ho faran utilitzant els canals aquosos periférics d’'uns 9 nm de
diametre; les molecules aixi transportades podran ser retingudes al nucli per
components nuclears insolubles. D’altra banda, proteines més grans de 45 kD
requereixen d’'un senyal de localitzacié nuclear (NLS, nuclear localization signal)
(82) (92) (163), que es caracteritza per tenir una o dues cadenes curtes
d’aminoacids basics (38). Aquest tipus de transport és dependent d’ATP i sensible
a la temperatura (156) (121). L'existencia d’'un senyal d’exportacié nuclear (NES)

regula la sortida de les proteines que la presenten des del nucli cap al citoplasma.
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3.2.1 Model d’importacio i exportacié de proteines portadores de senyals
classics de localitzacié nuclear (NLS

Les proteines destinades a ser importades cap al nucli (proteines cariofiliques)
contenent una sequencia NLS. Malgrat que no hi ha una seqiéncia consensus
per a les NLS (38), les podem agrupar en 2 classes:

— La primera classe consisteix en una série curta d'aminoacids basics (82) (81).
L’exemple tipic és I'antigen T del virus SV40 (PKKKRKV'*?), que estd molt ben
caracteritzat. Se sap que una simple substitucio per una N o T en el residu K'® fa
que la localitzacié sigui citoplasmatica. Atesa la impossibilitat d'establir una
seqliencia consensus, s’han fet estudis d'estructura secundaria (92), i s’ha trobat
que la conformacio és clau per a I'accessibilitat del senyal NLS.

— Les sequencia bipartites, descrites a la nucleoplasmina (157). Formada per dos
grups de residus basics separats per uns 10-12 aminoacids (38). En aquests tipus
de senyals la conformacié o la hidrofobicitat €s molt important perqué puguin ser
reconeguts els dos bracos del NLS.

També han estat descrites altres seqiiencies NLS molt més llargues i complicades
(se’'n parlara més endavant (171) (83) (84) en I'apartat 3.2.3)

La importacié de proteines portadores d'un senyal NLS es du a terme en dues
etapes principals: la primera té lloc al citoplasma i és independent de I'energia i la
temperatura mentre que el pas a través del por nuclear és dependent d'energia
(ATP) i de temperatura. Ambdues etapes requereixen factors citoplasmatics
especifics per a cada pas, els quals poden ser separats bioquimicament en
fraccions diferents (115).

A la figura 12 es descriuen tots els passos proposats per al transport de proteines
amb NLS. Un primer esdeveniment citoplasmatic és el reconeixement i unié de la
importina-a. a la sequéncia NLS (1). Aquest complex, conjuntament amb la
importina-f, podra traspassar el porus nuclear. Hi ha casos en els quals el paper
de la importina o no és imprescindible, ja que el substrat es pot unir directament a
la importina B (59) (191). La importina-f presenta el domini IBB, que és el
responsable de la unié amb la importina-a. i amb altres proteines que poden ser

transportades cap al nucli directament unides a la importina-p. Aixo fa pensar que
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evolutivament la importina-p devia ser el transportador original per a proteines
portadores de sequéencies que reconeguessin al domini IBB de la importa-p.
L'aparicié de les subunitats-oc amplia el ventall de proteines susceptibles de ser
transportades cap al nucli. En tot cas, el pas del trimer (substrat/importina-
o/importina-p) a través del CPN és dependent d’energia i requereix la hidrolisi del
GTP per part de Ran (108). Una vegada el substrat és a l'interior del nucli, es
reciclaran els factors solubles que I'hnan acompanyat per poder tornar a comencar
un altra volta d'importacié. La dissociacié del trimer a l'interior del nucli té lloc
merces a la unié del RanGTP a la importina-p (155) (28) (60). La importina B és
probablement exportada cap el citoplasma formant complex amb el RanGTP, fet
que evita que s’exporti la importina-a. (77). Una vegada al citoplasma, el RanGTP
és alliberat de la importina-f amb I'ajuda del RanBP1, el RanGAP1 (proteina que
activa a la GTPasa) i la importina-a.. D’altra banda, 'exportacié de la importina-a
requereix un receptor especific nuclear, anomenat CAS (89). La importina-o. unida
al RanGTP té més afinitat pel CAS que per la importina-p.

La asimetria en les formes RanGTP/RanGDP (més RanGTP al nucli que al
citoplasma) determina que hi hagi una unié molt forta entre la importina-c. i la g al
citoplasma, pero al nucli la importina-a tindra més afinitat pel CAS. Una vegada
format, el trimer RanGTP/CAS/importina-a. probablement es transferira
directament al citoplasma. Al citoplasma, el RanBP1 provoca la dissociacio del
RanGTP del complex importina-o/CAS/RanGTP, i ho fa de manera irreversible
merces a la hidrolisi del GTP per part del RanGAP1. La forma de CAS sense Ran
té baixa afinitat per la importina-a, I'allibera i aquesta pot formar un complex amb
la importina-p, que pot aixi restablir el trimer i tornar a participar en una volta
d’'importacié. L'exportacio de la importina-p requereix que estigui formant complex
amb el RanGTP, i la seva separacio (al citoplasma) és dependent de RanBP1, de
Ran GAP1 i de la importina-o. Sembla que, per cicle, s’exporten dues molécules
de Ran, pero encara es desconeix com es restableixen els nivells de Ran al nucli.

La direccionalitat en el transport esta determinada en gran part, com ja s’ha
esmentat abans, pel cicle de la Ran GTPasa i, a més a més, per la localitzacié
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cel-lular dels reguladors: 'RCC1 (factor bescanviador dels guanin nucleétids) és
exclusivament nuclear, mentre que I|la RanGAP1 és majoritariament
citoplasmatica. Aixi doncs, al citoplasma, la forma que hi haura sera la Ran-GDP,
mentre que al nucli hi haura la forma Ran-GTP, la qual permetra que s’alliberi la
proteina que carregava al nucleoplasma per dissociacié del complex.

La translocacié del trimer substrat-NLS/importina-a/importina-p pot ser inhibida
tant per la lectin wheat-germ agglutinin (WGA) (1) (47) (32) (111) com per
anticossos contra el motiu X-F-X-F o G-L-F-G de les proteines del complex del
porus nuclear (nucleoporines) (9) (31) (46) (61). Aquest fet indica que el CPN és
I'inica via que tenen les proteines d'entrar al nucli i que les nucleoporines sén
imprescindibles perqué es produeixi el transport, a més a més dels components
citoplasmatics esmentats. La nomenclatura d’aquests factors solubles (170) pot

ser ambigua, és per aixd0 que es recomana consultar la taula 2.
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Sistema Ran

Nom, homodlegs Localitzacié cel-lular Efectes sobre la Efecte sobre la importacié

a diferents sp. RanGTPasa

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

Gspip (ll) També trobada al NPC i al Proporciona l'energia per a la
citoplasma - translocacid; regula la interaccié

entre la importina-cci la p

RCC1(vert.) Nuclear, unit a cromatina Factor intercanviador In vivo és essencial. In vitro no cal
Prp20p (1) GDP/GTP. Estimula l'inter-  perque no es perd en céllules
canvi de nucledtids x 10° permeabilitzades. Genera gradients
cops de Ran-GTP através de I'NE.
RanGAP1(vert.) Soluble al citoplasma i unit als Activa la RanGTPasa Es essencial in vivo; és estimula-dor
Rnaip () filaments de INPC x 10° cops, converteix Ran-  in vitro (no es perd del tot a les
GTP en Ran-GDP cél'lules permeabilitzades). Genera
gradient de Ran-GTP a través de
I'embolcall nuclear i a partir del
Ran-GTP del citoplasma.
RanBP1 (vert.) Citoplasmatic. Exclos del nucli  S'uneix especificament a In vivo és essencial i estimulador in
Yrb1p per un senyal d'exportacio i Ran-GTP, Kp =0,3nM vitro. Contribueix al gradient de

per retencio citoplasmatica bloqueja l'intercanvi de nu- Ran-GTP através de I'NE.
cledtids; estimula x 10 cops

I'activacio de GTPasa per
RanGAP1
Ran BP2(vert)  Al'extrem dels filaments Conté quatre dominis Podria constituir un lloc d'ancorat-
citoplasmatics de I'NPC d'homologia de RanBP1 que ge per al complex NLS-receptor.

es comporten com RanBP1  Probablement és funcional lligat
amb RanBP1. No és equivalent a

Sc
Importina-f, NPC; entra i surt del nucli al S'uneix especificament a Mitjangador clau per la importacio
p97, PTAC 97 citoplasma Ran-GTP (Kp = 1 nM); de proteines amb NLS; essencial
(m) blogueja l'intercanvide nu-  tant in vivo com in vitro.
Kap95p (Il) cledtids; inhibeix 'ATPasa Interacciona amb el GTP per acabar
intrinseca; evita 'activacio la importacio
de la GTPasa per RanGAP1.
Pot formar un trimer
importinap-RanGTP-RanBP1
NTF2 (vert.,Il.)  Solubleial'NPC No té un efecte obvi sobre la Normalment és essencial in vivo. In
RanGTPasa vitro és estimulador

Taula 2. modificacié de (57) (vert.): vertebrats; (ll): llevat; (D). Drosophila; (m): mamifers; (h):
humans.
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3.2.2 Piggy back

Hi ha un gran nombre de proteines més grans de 45 kDa que malgrat no tenir una
NLS funcional sén nuclears. Ho aconsegueixen sent cotransportades per a
proteines amb NLS. Es el cas de la cdc2, que forma complex amb la cicB que té
tres possibles sequéncies NLS: PKKRHA®', SKKRRQP "7 i PKKLKKD'®. La
possibilitat de les cdk per formar complexos amb factors nuclears com ara la
p107R°, la cicA, i 'E2F facilita la variabilitat en les diferents maneres de ser
transportats cap al nucli (12). També s’ha demostrat el procés invers: proteines
que presenten NLS perd que son retingudes al citoplasma per associacid a

proteines citoplasmatiques.

3.2.3 Altres tipus de senyals de transport nuclear

Estudis recents posen de manifest I'existencia d'altres tipus de senyals que
determinen la direccionalitat en el transport actiu d’'una proteina. Es va veure que
la importacié de les U snRNP (110) (49) i algunes glicoproteines no competia amb
el de proteines que contenien un senyal NLS classic, pero el factor involucrat no
va ser caracteritzat. També es va estudiar el transport intracel-lular de la familia
de les ribonucleoproteines (hnRNP), les quals s'uneixen als transcrits naixents de
I'RNA polimerasa Il i influencien sobre el metabolisme d'aquests RNA. En
vertebrats hi ha més de 20 tipus diferents de hnRNP (de I'A a la U), molt
abundants al nucli (40). Els grups més ben estudiats sén els hnRNP C1, C2 i U,
de localitzacié nuclear; es va descriure un factor de retencié nuclear per a la C1
(118) capag de retenir proteines al nucli que normalment serien exportades cap al
citoplasma. Un altre grup de proteines que tant es troben al nucli com al
citoplasma, en continu moviment d'un compartiment a l'altre, s6n les hnRNP A1,
A2, i K, que tenen un paper important en I'exportacié cap al citoplasma de 'mRNA
(142). Va ser en aquest grup, concretament en la hnRNPA1, que es va descriure
un nou tipus de senyal que intervenia tant en la importacié (171) (190) com en
I'exportacié (109). EI domini compost per 38 aminoacids i proper a I'extrem
carboxi terminal va ser anomenat M9. Es diferencia de la classica NLS en el fet

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

La transportina té un 35% d’homologia amb la proteina del llevat YBR0224, i
ambdues sén un 25% homologues amb la importina-f. Aixi doncs, la importina-p i
la transportina podrien tenir un paper similar en el transport de les proteines
portadores de senyals (NLS o M9, respectivament) cap al nucli.

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

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

3.2.4 Chaperones

Les chaperones sén aquelles proteines que formen complexos amb d’altres
durant els canvis conformacionals, només sén necessaries per a la uni6 i el
replegament, pero no formen part de I'estructura madura. Actuen com a molecules
estabilitzadores, preveuen possibles errors en la conformacié i la seva actuacié
representa una despesa d'energia. Les chaperones son necessaries durant el
transport de proteines pels diferents compartiments cel-lulars, és per aix6 que
s’han fet grans esforgos en la identificaci6 de proteines unides al senyal NLS
(NLSBP) .

Diferents treballs (197) (130) (150) parlen de la possible implicacié en el transport
cap al nucli d'unes proteines de la familia de les d’estrés HSP 70, les quals sén
capaces d’unir-se directament a la seqiiéncia NLS.

3.2.5 Factors de retencié citoplasmatics i emmascarament del senyal

A part dels senyals intrinsecs a una proteina s’han de tenir en compte els
provinents de I'exterior. La cél-lula induira a transportar uns determinats tipus de
proteines cap el nucli, principalment factors de transcripcio, quan rebi els estimuls
necessaris, com poden ser els hormonals. S’ha descrit retencié citoplasmatica per
a c-fos (159) i per al receptor dels glucocorticoides. En abséncia de I'hormona
(glucocorticoide) la heat shock protein Hsp90 retindra al citoplasma el receptor de
glucocorticoides (56) (139) (140). També s’ha descrit la retencié citoplasmatica



58 Introduccié

per a la cicB, la qual és capa¢ de translocar al nucli al final de la fase Gz (141),
pero les darreres tendencies parlen més de regulacié de I'exportacié (196) (185).
Un altre aspecte que cal tenir en compte és I'emmascarament de senyals NLS.
Per exemple, la fosforilacié per part de la cdc2 a la Thr'** adjacent a el NLS del T-
Ag fa que es redueixi el transport cap al nucli malgrat tenir el NLS. Com s’ha
esmentat abans, I'accessibilitat del senyal &s un factor clau en la funcionalitat dels
senyals de transport nuclear. El grau d'accessibilitat pot estar alterat per la
interaccié amb altres proteines i per fosforilacions que també podrien afectar a la
funcionalitat, en alguns casos estimulant el transport de proteines cap al nuclii en
d’altres inhibint-lo.

Un altre exemple, esquematitzat a la figura 13, és el cas de I'NF-AT, que quan és
al citoplasma presenta un senyal NLS criptic. Mercés a I'actuacié del Ca**/CaM
que activa a la calcineurina (CnA i CnB), les serines presents a I'extrem N-
terminal de I'NF-AT es defosforilen i s’arriba a exposar el NLS. Aquesta forma
defosforilada es transportara al nucli, on se sotmetra a 'accié d'una kinasa (la
kinasa NF-AT4), aixi tornara a emmascarar el NLS i deixara exposada la NES
(168) (162). D’aquesta manera és com I'NF-AT tornara cap al citoplasma. La unié
i I'accid continuada de la calcineurina, permet que I'NF-AT romangui al nucli

durant més temps.
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3.2.6 Els senyals d’exportacio nuclears ( nuclear exportation signals: NES) i
regulacio

Les primeres evidéncies que les proteines podien sortir del nucli es van trobar
estudiant proteines marcades radioactivament en nuclis d'amebes. Quan aquests
eren trasplantats a amebes no marcades es podia veure que la marca apareixia a
la céllula receptora. Actualment, técniques com ara la injeccié d'oocits de
Xenopus, la microinjeccié de nuclis de cellules somatiques i assajos amb
heterocarions han permeés estudiar I'exportacié de proteines des del nucli cap al
citoplasma i s’ha caracteritzat com a actiu i dependent de temperatura. D’altra
banda, la major part de 'RNA que se sintetitza al nucli té la seva funcié al
citoplasma (com, per exemple, 'mRNA, I'"'RNA, I'tRNA) o ha de madurar al
citoplasma abans que sigui reimportat al nucli ('snRNA-small nuclear- de
I'espliceosoma és exportat com un complex de proteina-RNA o RNP).

Sovint es classifiquen els senyals d’exportacioé nuclear (NES) en tres tipus:

— Els senyals rics en leucines: seqieéncia inicialment identificada en l'inhibidor de
la proteina kinasa A i en la proteina Rev del virus HIV-1 (69). Per analogia amb
els senyals NLS, el transport de les proteines amb aquest tipus de senyal és
saturable (50), aixd indica que hi ha receptors especifics (transportines) que
reconeixen aquestes sequéncies NES. Una d'aquestes transportines és la
proteina anomenada CRM1 (52) (120) (5).

HIV-iRev 73 LQLPPLERLT L 83
PKI 37 LALK - LAGLDL 46

La cicB1 i la cdc25 son exemples de proteines amb aquest tipus de senyals de
gran implicacié en la regulacié del cicle cel-lular.

La cicB1 s’acumula al citoplasma durant la transicié G2/M i transloca al nucli
durant la profase (185). El tractament de cellules Hela amb drogues que
inhibeixen directament el receptor del senyal NES, com ara la leptomicina B
(LMB), fa que la cicB1 s’acumuli al nucli durant la fase Go..
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La cdc25 , a S. pombe , és exportada del nucli en resposta al dany ocasionat al
DNA. La kinasa Chk1 s’activa i defosforila la cdc25, i li facilita la uni6 a la Rad 24,
que sera la responsable de I'exportacié de la cdc25 al citoplasma. El complex
cicB/cdc2 (ubicat al nucli) romandra en la forma inactiva (fosforilada) i les cel-lules
no podran entrar en mitosi fins que el dany al DNA hagi estat reparat (96).
Recentment (179) s’ha postulat un model sobre la regulacié de la localitzacio
subcel-lular de la p53. Es basa en la capacitat que te la p53 de formar monomers,
dimers i tetramers i en 'emmascarament dels senyal NES. Els subtrats optims per
ser transportats al citoplasma sén els monomers o els dimers, mentre que els
senyals d'estrés faciliten la formacio dels tetramers, i el senyal NES queda
amagat amb la conseglient retenci6 de la p53 al nucli. L'existéncia d'una proteina
amb senyal NES que s’'uneix a la p53, la MDM2 podria facilitar I'exportacié de la
p53 al citoplasma.

— La seqiiencia M9 de hnRNP A1 (introduida en 'apartat 3.2.3) (109). La
transportina també és una bona candidata per fer de receptor a aquest tipus de
proteines :

HNRNPA1: 268 NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY 305

L’exportacié de proteines amb senyal M9 es bloca a 4°C, malgrat produir-se la

interaccio proteina-receptor pero es bloqueja el pas del complex a través del CPN.
Aquest fet indica que M9 podria servir com senyal en el transport facilitat de
macromolécules. Podent mitjangar tant I'exportacié com la importacio.

— Els 24 aminoacids trobats en hnRNP K anomenats KNS (119) (55)
hnRNP K 338 GFSADETWDSAIDTWSPSEWQMAY 361
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El fet que la CaM/Ca®" fos necessaria per a l'activacié de diversos enzims
replicatius com, per exemple, la DNA pol «, DNA pol & i I'expressio d’altres
proteines implicades en la replicaci6 com ara el PCNA (vegeu la tesi de la Dra.
Antonia Lopez Girona) ens va fer plantejar la hipotesi de treball que la CaM estava
implicada en la progressié a traves de la fase G4 del cicle cel-lular i en la transicid
de la fase G1 a la S. Aquest paper regulador de la CaM/Ca*" s'integraria en
I'actuacio d’'un mecanisme motor del cicle cel-lular.

Per tant, ens vam proposar estudiar:

i) Si la CaM/Ca®" era necessaria per a l'activacio de les

kinases depenents de ciclina durant la fase G1.
En el cas que el punt (i) fos cert, es procediria a estudiar:

i) Per quin mecanisme tindria lloc aquesta regulacio.
iii) Quina o quines eren les CaMBP implicades.
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1. Models cel-lulars

La gran majoria de linies cellulars que s’han utilitzat en aquest estudi s’han
obtingut de la col-leccié ATCC :

i) NRK-49F (normal rat kidney). Linia immortalitzada de fibroblasts
obtinguts a partir de rony6 de rata.

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

iii) Namalwa: linia limfoblastoide derivada de limfocits B humans

També s’ha fet servir un cultiu primari:

iv) Fibroblasts humans.

1.1 Rutina de cultiu i subcultiu de ceél-lules

Tot el material que s'utilitza ha de ser estéril. Les dissolucions s’han de pre-
escalfar a 37°C abans de ser emprades.

Les cel'lules NRK s’han de mantenir subconfluents, en cas contrari arribarien a
transformar-se. Es fan créixer en un incubador amb un 5% de CO; i a 37°C.

El medi utilitzat pel cultiu de les cél-lules NRK i Hela va ser el Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium (DMEM, Biological Industries) per les NRK i, el MEM (Modified
Essential Medium, Biological Industries) per a les Hela; ambdés suplementats
amb:

2 mM de L-glutamina (MERCK)

1% d’'aminoacids no essencials (Biological Industries)

5% de sérum fetal bovi (foetal calf serum, FCS, de Biological Industries)

antibiotics (penicil-lina:estreptomicina, 1:1, de Biological Industries).

1 mM d’acid pirtvic (SIGMA)

El FCS s'emmagatzema congelat i abans d'utilitzar-lo s’ha de desactivar durant
20-30 min a 56°C.

Les Namalwa creixen en suspensi6 (1 x 10° cél-lules/ml) en el medi RPMI 1640
(Flow Laboratories) suplementat amb 10% de FCS (Biological Industries), 2 mM
de L-glutamina i 50 pg/ml de gentamicina (Biological Industries).
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El subcultiu de la lina limfoblastoide és molt més simple que les que creixen
adherides a un substrat. Tan sols s’ha de procedir a una dilucié del cultiu original.
La teécnica emprada per desengaxar les cel-lules que creixen adherides a un
substrat es detalla a continuacio:

— Tripsinitzaci6: aquest métode de disgregacié cel-lular mitjangant agents
quimics com ara la Tripsina-EDTA (Gibco BRL) s'utilitza per desenganxar les
cel-lules del substrat al qual creixen adherides i poder procedir a subcultivar-les.

¢ Els cultius subconfluents es tripsinitzen posant un volum de la solucié 1x de
tripsina que cobreixi la superficie del flasco o de la placa.

e S’incuba a l'interior de I'estufa de cultius fins que les cél-lules s’alliberin del
substrat.

e S’inactiva la tripsina mitjancant FCS. S’ha d’afegir la mateixa quantitat de medi
suplementat amb el doble de FCS (respecte el percentatge de FCS que s'utilitzi
per fer créixer les cel-lules) que de tripsina.

e S’aplica la dilucié que haguem calculat com I'adequada per al subcultiu o per a
I'experiment. Normalment, les NRK se subcultiven en una dilucié 1:6.

També es van utilitzar com a cél-lules de control els fibroblasts normals obtinguts

de pell humana. Aquestes cél-lules es tracten de la mateixa manera que les NRK.

1.2 Congelacié i descongelacié de cél-lules

Les cel-lules que s’hagin de congelar es fan créixer fins el 50% de confluéncia.

— Es tripsinitzen (en el cas que creixin adherides al subtrat, tal com s’ha descrit
en l'apartat anterior) i es compta el nombre de cel-lules en una cambra de
Neubaer. Se’n pren el volum necessari per congelar-ne 1,5 x 10° cél-lules/criotub
de 2 ml.

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

— S’afegeixen 200 pl de DMSO al 50% meés 800 ul de medi al 10% de FCS. La
quantitat de FCS i DMSO pot variar segons el tipus cel-lular que es pretengui
congelar, sempre s’ha d’arribar a un compromis entre la toxicitat del DMSO i la
seva funcio crioprotectora. En el cas de les Namalwa la proporcié és de 0,5 ml de
DMSO al 20% i 0,5 mi de FCS.
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¢ A continuacio es congelen en neu carbonica i es posen els tubs a -80°C on es
mantenen durant 2 dies, despreés ja es poden emmagatzemar en N2 liquid fins que
s’hagin de descongelar.

e La descongelaci6 ha de ser gradual. Després d'haver tret els criotubs que
contenen les cél-lules de I'N2 liquid es posen en neu carbonica.

Per descongelar les cel-lules NRK i Hela, es prepara DMEM 10% FCS a 37°C que
s'anira afegint gota a gota sobre les cel'lules congelades, i es barreja bé
traspassant-ho a un falcon de 15 ml.

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

e Es treu el sobrenedant i es resuspenen les cél-lules amb DMEM amb un 10% de
FCS per eliminar les restes de DMSO, que és molt toxic.

e Es deixen reposar les cellules en una placa de 60 mm a l'incubador, a 37°C i
amb un 5% de CO; fins que estiguin a un 75% de confluéncia, moment en el qual
les diluirem i les mantindrem en DMEM 5% de FCS.

El procediment de la descongelacié de cel-lules pot tenir variants; per exemple,
els limfocits es descongelen aplicant al contingut del criotub una dissolucié de 50
ml d’un 20% de FCS en PBS. Es fan 2 rentatges del mateix volum i finalment es
resuspenen les cel-lules amb el medi adient.

1.3 Sincronitzacio de cél-lules en fase Gy

Per dur a terme estudis fisiologics i bioquimics és important tenir la poblacié
cel-lular tan homogénia com sigui possible.

Poder aturar a la nostra conveniéncia la divisié cel-lular és de gran ajuda. Els
fibroblasts no transformats establerts en un substrat solid deixen de créixer quan
arriben a la confluencia. Aquesta inhibicié per contacte (175) els du a la fase Go.
Un altre factor que cal tenir en compte per aconseguir que les NRK arribin a
aquesta fase Go és suprimir I'aportacié de factors de creixement (en els marges
permisius de viabilitat cel-lular). Per aquest motiu, les NRK es mantenen en
confluéncia durant 3 dies en DMEM suplementat només amb un 0,5% de FCS.
Perqué tornessin a entrar en el cicle cel-lular es van reactivar diluint-les (1:3) en
medi fresc suplementat amb un 5% de FCS.
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2. Tecniques electroforétiques

2.1 Electroforesi en una dimensio

La separaci6 de proteines segons la mida es du a terme mitjangant gels de SDS-
poliacrilamida.

L'SDS és un detergent que es posa tant en el tampé de mostres on se solubilitzen
les proteines com en el gel (matriu inert d’acrilamida, de tamany de porus variable
segons les necessitats) on es fan correr les proteines. L'SDS confereix carrega
negativa a totes les proteines, i fa que aquestes migrin cap el pol positiu quan sén
sotmeses a una diferéncia de potencial eléctric. Aixi s'aconsegueixen separar les
proteines, tedricament, en funcié d’'una sola variable: la seva mida.

Els gels utilitzats consten de dues parts, la part superior o gel concentrador conté
poca concentracio d'acrilamida (4%) i t&é un pH acid (6,8). Aquest gel fa que les
proteines s’empaquetin. La part inferior, o gel separador, amb la concentracié
d’acrilamida desitjada per poder separar les proteines (del 6 fins al 20%) té el pH
més basic (pH 8,8). La velocitat de migracio de les proteines en aquests gels és
inversament proporcional a la seva grandaria.

— Solucié 1 — Solucié 3

0,75 M de Tris-HCI pH 8.8 0,25 M de Tris-HCI, pH 6,8
0,29% de SDS 0.2% de SDS

— Solucié 2 — Tampé electrolit

30% d’acrilamida 25 mM de Tris HCI, pH 8,3
0.8% de bis-acrilamida 192 mM de glicina

0,1% de SDS

— Tamp6 de mostres x4 (Laemml)
40 mM de NaP;, pH 6,8

40% de glicerol

9% de SDS

2 mg/ml de DTT

0,5 mg/ml de blau de bromofenol
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El gel separador és el que esta situat a la part inferior i el que es fa primer.
S’afegeixen les solucions segons la taula segtient, tenint present que el persulfat
amonic (PSA) és I'agent polimeritzador i que el TEMED és el catalitzador de la
reacci6é. Dependent del tipus d'aparell que es faci servir i dels separadors, el
volum final variara. En el cas dels minigels de Bio-Rad, i utilitzant els separadors

d’'1,5 cm, les relacions que cal tenir en compte son les que es detallen a la taula 3.

% Acrilamida

7% 8% 10% 12% 15%
Solucié 1 (ml) 25 25 2,5 25 25
Solucié 2 (ml) 1 14 1.7 2 25
H,0 (ml) 1,5 1,1 08 05 -
TEMED(pI) 7 7 7 7 7
13% PSA (ul) 25 25 25 25 25
TOTAL 5ml 5mil 5mil 5mi 5ml

Taula 3. Relacié entre els components per a la polimeritzacié de gels de SDS.

Una vegada barrejats els components, la solucié resolutiva es col-loca entre els
vidres del muntatge. Per sobre del gel resolutiu, s’hi apliquen unes gotes d'aigua o
d’isopropanol, per impedir el contacte del gel amb 'O, que dificulta la
polimeritzaci6 del gel.

Una vegada polimeritzat i abans de preparar el gel empaquetador, es decanta
I'aigua o I'isopropanol.

Quan s’hagi polimeritzat el gel resolutiu, es prepara el gel empaquetador i s’aplica

sobre I'altre:

Empaquetador
Solucié 3 (ml) 2
Solucié 2 (ml) 0,48
H,0 (ml) 16
TEMED (ul) 10
13% PSA (ul) 40
TOTAL 4mi

Taula 4. Proporcions del diferents components del gel empaquetador
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Abans que es polimeritzi el gel empaquetador, es col-loca una pinta amb pous que
ens permetra carregar la mostra. Una vegada aplicada la mostra (uns 30-60 ug)
de proteina total per WB i en preséncia de 1x de tampé de mostres, se sotmet al
camp eléctric en preséncia del tampé electrolit.

Les proteines s’empaqueten aplicant un camp electric de 100 V fins que el front
ha creuat el gel empaquetador. Després, les proteines se separen amb un
voltatge de 150 V.

2.2 Tenyiment de blau de Coomassie per a 1D

Després de separar les proteines els gels es tenyeixen amb una solucié de
Coomassie Brillant Blue G 250. El procediment consisteix a mantenir el gel amb el
colorant amb agitacié suau durant 10-20 min i després decolorar el gel amb el

destenyidor.

— Solucio6 de tenyiment — Soluci6 destenyidora
50% de metanol. 50% de metanol

2,5 mg/ml de Coomassie G 250. 10% d’acid acetic.

10% d’acid acetic.

2.3 Electroforesi bidimensional (2D-PAGE)

Adaptacié feta a partir d'O'Farrell et al. (1975; 1977) (127) (128).

L'aparell utilitzat va ser el Mini-protean Il 2-D de Bio-Rad. Aquesta tecnica permet
separar les proteines segons dues propietats: el pes molecular (PM) i el seu punt
isoeleéctric (pl). Combinant aquestes propietats es pot aconseguir identificar
proteines diferents perd de pes molecular igual o modificacions posttraduccionals
d’'una mateixa proteina, la qual cosa no s'aconsegueix aplicant els gels
convecionals en una dimensio.

Es poden diferenciar dues etapes:

— una primera dimensio o isoelectroenfocament (IEF)

— una segona dimensio, electroforesi SDS/acrilamida a partir de la primera
dimensio.

En la primera dimensié (IEF) se separen les proteines segons els seu punt
isoeléctric.
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Es va utilitzar aquesta técnica perqué permet separar proteines d’'un pl entre 4i 7.
Els tampons necessaris per preparar els gels en la primera dimensié es detallen a
continuacio:

— Solucié de lisi

9.8 M d'urea

2% de NP40 (v/v)

2% d’amfolits pH 7-9 (Serva/Bio-Rad)
100 mM de DTT

— Solucié d'acrilamida
28,38% d’acrilamida

1,62% de bisacrilamida

— Solucié de recobriment — Solucié NP40
8M d'urea 10% NP40 en H>0
1% d’amfolits pH 7-9

5% de Nonidet P-40

100 mM de DTT

— Tampé de mostres

2% de SDS

0.5mM de MgCl;

50mM de Tris-HCI pH 6.8

10% de glicerol

0.625M de Tris-HCI pH 6.8

— Tamp6 electrolit superior ( - ) — Tamp6 electolit inferior ( +)
20 mM de NaOH 10 mM de H3PO4

Ambdues solucions s'han de desgasificar

—Tampé d'equilibratge

0,625M de Tris-HCL pH 6,8
2.3% de SDS

10% de glicerol

10 mM de DTT
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2.3.1. Preparacio dels gels

Els gels es fan polimeritzar en tubs de 15 cm de llarg i 6 mm de diametre. El gel
representa 13 cm del tub i a |la part superior es carrega una sola mostra; per tant,
s'han de preparar tants gels com mostres tinguem.

Es dissolen els components segiients en un erlenmeier de 25 ml, evitant que
quedin restes de la solucié a les parets:

5,5 gr d'urea (Bio-Rad), representen un concentracio final de
9.2M
1,98 ml d'aigua milliQ
2 ml de Nonidet al 10 % (SIGMA), concentracio final: 2%
1,33 ml de solucié fresca d'acrilamida (28,38% d'acrilamida,
1,62% de bisacrilamida) (Bio-Rad).
Una vegada s'ha dissolt el gel ( a temperatura inferior de 60°C i evitant la formacié

de bombolles) s'han d'afegir:

— 500 pl d'amfolits (Serva, pH 3-10), concentracioé final: 2%

—10 pl de TEMED (Bio-Rad)

—15ul de PSA (MERCK)
Es disposen els capil-lars en el suport de polimeritzacié, s'omplen 2/3 parts del
suport amb la solucié del gel (evitant la formaci6 de bombolles) i es deixa
polimeritzar durant 1 h a temperatura ambient.
L'eleccié dels amfolits dependra del pl de la proteina que es vulgui investigar. Els
amfolits 3-10, serveixen per obtenir mapes generals del patré proteic de les
mostres.
Quan ja veiem que el gel s’ha polimeritzat a l'interior dels capillars s'ha de
procedir a retirar-los del suport, es netegen amb aigua destil-lada eliminant les
restes d'acrilamida, es prepara el sistema del capilar i es col.loquen a la gradeta
on es resoldra I'electroforesi.
2.3.2 Preparacio del suport i “pre-running”
Una vegada s'han preparat els capil-lars a sobre del suport, es va omplint la part
de sota de cada capil-lar amb una gota de solucié inferior amb I'ajuda d'una pipeta
Hamilton i, per la part superior (per sobre del gel), ho farem amb la solucié
superior. Seguidament s'ha d’omplir la cubeta amb solucié inferior, introduir el
suport evitant la formacié de bombolles i omplir-lo amb la solucié superior. Tot
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seguit s’han de connectar els eléctrodes i fer el pre-runnig de 10 min a 200 V, 15
min a 300 V, i de 15 min a 400 V. Un cop fet el pre-running se substitueixen les
solucions superior i inferior de la cubeta, i del suport com la de linterior dels
capil-lars.

2.3.3 Preparacio de la mostra

La mostra s'ha de barrejar amb la solucié de lisi en una proporcié 1:1 i s'escalfa 2
min a 100°C. Es carreguen els capil-lars i perqué la mostra no estigui en contacte
directe amb el tampd electrolit superior, s'afegeixen 25 pul de la soluci6 de
recobriment sobre cadascuna de les mostres (a l'interior del tap perforat, perd
sense arribar al coll del capil-lar).

2.3.4 IEF i conservacio dels gels

Una vegada les mostres s’han carregat, connectarem els eléctrodes a 500 V
durant 10 min, i de 2 a 3 h a 750 V. Passat aquest temps, es treu el gel de dins
del capillar, es diposita sobre un parafim i se summergeix en el tampd
d'equilibratge durant 10 min a temperatura ambient.

Els gels aixi tractats es podran resoldre en la segona dimensi6 (tal com s'ha
descrit en l'apartat d'electroforési en 1D) o emmagatzemar-se a -80°C. L'Unica
diferéncia és que, si procedim a aplicar I'electroforesi en la segona dimensid, no
posarem cap pinta en el gel empaquetador ja que es diposita directament el gel
(en forma de cilindre) a sobre del vidre, fixant-lo amb una solucié d'agarosa I'1% i
al 0,002% de blau de bromofenol en tampé d'equilibratge. El blau de bromofenol

ens assenyalara el front quan el gel estigui sotmés al camp eléctric.

2.4 Determinacié de la concentracio de proteina

La concentracié de proteines solubilitzades en tampons sense SDS (i altres
agents que distorsionin la valoracid) es du a terme pel métode de Bradford.

La solucié de Bradford reacciona amb les proteines i déna una coloracié que és
mesurable a 595 nm. Es pren com referéncia (estandard, STD) la concentracié
coneguda d'una proteina (BSA) s’extrapola i aixi podem determinar la
concentracio proteica de les mostres.
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Es pipetegen les quantitats de BSA o mostra, aigua i reactiu de Bradford en tubs
de 3 ml. Després s'esperen 10 min a temperatura ambient i ho llegim en un
espectofotometre a 595 nm.

STD BSA (0,1 mg/ml} H,O (ul) Solucié de
enpl Bradford en pl
Oug 0 800 200
1ug 10 790 200
2ug 20 780 200
4ug 40 760 200
8ug 80 720 200
16 pug 160 640 200
mostra  x 800-x 200

Taula 5.Corba estandard per al métode de Bradford

El métode de Bradford resulta molt practic per la brevetat i per la gran sensibilitat
en la deteccio de proteines. Tanmateix es pot optar per altres procediments en la
quantificacié de proteina; el més emprat per nosaltres, si la mostra conté SDS, és
la valoracio mitjancant el Lowry:

Abans de procedir a la quantificacié se sotmet la mostra a una sonicacié (en fred)
per disminuir la viscositat conferida pel DNA .

—— Reactius de Lowry

— Solucié1 — Solucié 2
2% de Na>CO3z en 0,1N NaOH 0,5% de CuS0O,4
— Solucié 3 — Solucié 4

1% de tartrat de sodi i potasi Reactiu de fenol (Folin-Ciocalteu)

—Solucié 5
Estandard de BSA

——SOLUCIONS de treball

—Solucié6 A: Cal mesclar en la proporcié (1:48:1) les Solucions 3, 1 i 2,
respectivament. Cal tenir en compte que calen 2,5 ml per mostra.

— Soluci6 B: dilucié Folin (1:1) amb H20 MilliQ
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——PROCEDIMENT (per duplicat):
e Es fa la corba estandard amb BSA (0,1ug/ul).

STD BSA (0,1 mg/ml) H,0(ul) Tampé de lisi(pl)
en ul
0pg/ml 0 480 10
5 ug/mi 50 440 10
10 pg/mi 100 390 10
20 pg/ml 200 290 10
40 ug/ml 400 90 10
Mostra X 500 - x 10

Taula 6. Corba estandard pel Lowry.

e S’agafa un volum prudent (segons com sospitem que estigui de concentrada la
mostra, sera de 5 a 20 pl) i s’hi afegeix H.O MilliQ fins a 500 pl.

e S’hi afegeixen 2,5 ml de solucié A. Fer vortex. S’ha d’incubar durant 10 min a
temperatura ambient.

o S’hi afegeixen 0,25 ml de solucié B. Fer vortex. Incubar a temperatura ambient
durant 30 min

e Es llegeix I'absorbancia a 750.

2.5 Tranferéncia a membranes

——Tampons

—Tamp6 de Transferéncia —Tampé TBST

25 mM deTris HCI pH 8.3 0,05 % de Tween en TBS

192 mM de glicina Tampo6 TBS :

0,1 % de SDS 50 mM deTris HCI pH 7,4

10 % de metanol 200 mM de NaCl

—Solucié de blocatge —Solucié d'incubacié dels anticossos
5 % de llet en pols desnatada 1% de BSA en TBST

en TBST 0,5 % de llet en pols desnatada

0,1 % d’'azida sodica
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3. Purificacio de la calmodulina

Hem de partir d'una font rica en CaM com ara el cervell de vaca o bou.

—— SOLUCIONS:
Reines:

— DEAE cel‘lulosa

— Phenyl Sepharose®

— Tampé de descongelacié (D)
0.9% de NaCl

— Tamp6 d’equilibratge (E)
50 mM deTris-HCI pH 7.4
50 mM deNaCl

— Tampé d’extraccié de CaM (T)
50 mM de Tris-HCI pH 7,4
600 mM de NaCl

— Solucid de resuspensio 2 (A)
10 mM de bicarbonat amonic

— Tamp6 d’equilibrament 2 (Q)
50mM d’Hepes, pH 7,1

0,1'mM de CaCl;

1 mM de B-mercaptoetanol

500 mM NacCl

— Solucié mare de CaCl,0,1M

— Solucié 2 mM d'EGTA

— Tampé d’homogenitzacio (H)
50 mM de TrisHCI pH 7,4

2,5 mM d'EGTA

0,5 mM de PMSF

— Tampo de rentat (R)
50 mM de Tris-HCI pH 7,4
150mM de NaCl

—Tamp6 de resuspensié 1 de CaM (C)
10 mM de bicarbonat amoénic
50 uM de CaCl;

— Solucié de rentat de la columna de
Phenyl Sepharose® (P)

8M  d'urea

— Tampo6 d’equilibrament 3 (S)

50 mM d’Hepes pH 7,1

0,1 mM de CaCl;

1 mM de B-mercaptoetanol

e Es descongelen els cervells de vaca (obtinguts de I'escorxador just després
d’haver sacrificat I'animal) en presencia de 0,9% NaCl (tampé D).

e Es talla el cervell en trossos petits.

e S’homogeneitza el cervell amb 1 | de tampé H durant 1 0 2 min

e Es centrifuga durant 30 min a 12.500 rpm.

e Es recull el sobrenedant i el sediment es resuspén amb el mateix tampdé H i es
torna a homogeneitzar durant 1 o0 2 min. Es torna a centrifugar a 12.500 rpm,
durant 30 min

e Es recol-lecta aquest segon sobrenedant i s'ajunta al primer. El sediment es

llenca.
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¢ Els sobrenedants es filtren fent servir quatre capes de gasa i es posen a l'interior
d'un got de precipitat de 2 | a on haviem posat DEAE-cel-lulosa préviament
equilibrada amb tampdé E. Abans d’afegir el sobrenedant, la cel.lulosa s’ha de
filtrar per eliminar el tamp6 E. Després d’afegir el sobrenedant s’ha de mesurar el
pH i ajustar-loa 7 4.

e La barreja es remena suament amb I'ajuda d’una cullera durant 30 min

e Es filtra i es renta diverses vegades amb el tampd E fins que veiem que ha
desaparegut el color vermell de 'hemoglobina, o sigui, fins que tinguem una
solucio transparent.

« Es renta dues vegades la reina (que té retinguda la CaM), cada cop amb 1 | de
solucié R.

e Es posen 700 mi de tampd T i es filtra. El filtratge s’ha de guardar perque conté
la CaM.

e Es repeteix I'extraccio amb 700 ml de tamp6 T i es torna a filtrar i a recollir.

e Ambdoés filtratges s’ajunten en un got de precipitats de 2 |. (El volum recollit és
d'1,41)

e Es pesen 351 g de sulfat amonic per litre de soluci6 filtrada i recollida. Amb
I'ajuda d’'un morter es desfan els grumolls. Es va afegint a poc a poc sobre la
mostra mentre es va agitant.

¢ Es deixa 1 h en agitacié.

¢ Es centrifuga durant 30 min a 12.500 rpm.

¢ Es recullen els sobrenedants i s’hi addicionen 472 g de sulfat amonic.

e Es deixa en agitacié durant 1 h.

e Es centrifuga la mostra durant 30 min a 12.500 rpm.

« El sediment, que conté la CaM, es resuspén en poc volum de tamp6é C (menys
de 100 ml), es diposita en una bossa de dialisi (de mida de por adequat, de 3500)
i es dialitza amb 5| de tamp6 C durant tota la nit.

e Es canvia la solucié de dialisi per una que contingui Unicament bicarbonat

amonic a 10 mM (solucio A) i es deixa 4 h mes.
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e Es recol-lecta el contingut de la bossa de dialisi, que es pot congelar a —80°C o
es liofilitza durant tota una nit.

e Mentrestant es prepara la columna de Phenyl-Sepharose® (2,5 x 15 cm). La
columna s’ha de netejar amb 100 ml 8 M d’'urea (solucié P). i després s’ha
d’equilibrar amb tampé Q.

e E| liofilitzat es dissol amb el tampé Q, utilitzant el menor volum possible. La
solubilitzacié és lenta. Una vegada dissolt, s’afegeixen 50 pul de 500 mM CaCl,.

¢ A continuacié es carrega la columna amb la mostra (que s’aspira amb l'ajuda
d’'una bomba peristaltica). Després de la mostra s’afegeix tampé Q. Separem 100-
200 pl de mostra per fer una electroforesi.

e S’esperen 15 min i es comenga a detectar amb el colllector la sortida de
proteines. Quan el pic gran de proteines ja ha baixat, es canvia el tampd per un
altre d’igual pero que conté 500 mM de NaCl (tampé S) i es deixa eluir tota la nit
(60 de la bomba). Aixi s’eliminen les proteines que s’hagin unit per forces
electrostatiques a la reina.

¢ L'elucio de la CaM es fa aplicant 2mM EGTA.

4. Acoblament de la calmodulina a Sepaharose 4B
Procediment s’ha extret de V, Niggli et al. (1979) (123). Aquesta técnica s’aplica

per identificar possibles CaMBP o altres proteines que s’unirien directament o

indirectament a la que s’hagi immobilitzat covalentment a la reina.
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——SOLUCIONS

—Tampd6 d’'uni6_(Borat per la CaM)

0,1M d’acid boric pH 8,2 (temperatura ambient)
0,4M de NaCl

0,05mM de CaCl;

—Solucié d’activacié de la Sepharose4B
1 mM de HCI

—Tamp6 acid
0,1M d’acetat sodic (pH 4)
0,5M de NaCl

—Solucié de saturacié
1 M deTris HCI, pH 8,0

—Tampé basic

100 mM de Tris HCI pH 8,0
500 mM de NaCl

1 mM de MgCl;

——PROCEDIMENT

e Es pesa la quantitat de reina seca necessaria per unir la proteina, tenint en
compte que 1 g de reina seca equival a 3,5 ml de reina inflada, i que a 1 ml de
reina inflada s’hi pot unir 1 mg de proteina.

La Sepharose® 4B-CNBr activada és un gel subministrat per Pharmacia Biotech
on s’ha aconseguit immobilitzar lligands amb amines primaries utilitzant el métode
de Bromide cyanogen.

« Es pesa la quantitat de reina necessaria per unir la concentracio de proteina que
desitgem fer servir, respectant els marges recomenats.

e La proteina que pretenem unir ha d'estar dissolta en un tampé basic adequat,
que no presenti cap component amb grups amino susceptibles d'unir-se a la
reina. Aixi doncs, el tampd meés adequat en el cas de la CaM és el borat, perd per
a altres proteines podria ser el tampé bicarbonat (0,1M de NaHCOs3;, pH 8,3 amb
0,5 M de NaCl). La preséncia d'una alta concentraci6 de sals en el tampé
d’acoblament evita la formacié d'agregats.
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e Es renta la reina durant 15 min amb 1 mM de HCI (pH 2-3), I'excés de clorhidric
s'elimina per filtracié en un Buchner connectat al buit. Aquesta reina es resuspén
en tampé borat pH 8,2, a temperatura ambient tenint en compte la relacié entre la
reina inflada d’'aquesta manera i el contingut de proteina (1 mg de proteina per
1ml de reina inflada).

e S’incuba la reina amb la proteina durant 2 h a temperatura ambient, en agitacio
molt suau.

e La reina es renta amb tampé borat (fent servir un volum 10 vegades superior a
la quantitat de reina emprada).

e Es resuspén en 2 volums de Tris, pH 8,2 (temperatura ambient), respecte dels
utilitzats de reina per bloquejar els grups actius remanents.

¢ S'incuba la barreja durant 16 h a 4°C en agitacié suau.

e S’aplica a la reina una série de rentatges (4 voltes), alternant el tampé acetat a
0,1M (pH 4) seguit d'un rentatge amb tampé Tris-HCI (pH 8), ambdés tampons
han de tenir NaCl a 0,5 M. Aquests rentatges ciclics de pH diferent asseguren que
no romangui cap lligand lliure unit ionicament al lligand unit covalentment a la

reina.

5. Expressio i purificacié de proteines de fusié GST

Procediment extret de D.B. Smith, D.B. et al. (1988). Ref.(172); WG-Kaelin (1991)
ref. (80); J.V. Frangioni (1993) ref (53).

—— SOLUCIONS

—NETN — Tamp6 d’elucié

20 mM de Tris pH 8 50 mM de Tris pH 9,6
100 mM de NaCl 120 mM de NaCl

1 mM d’EDTA 20 mM de glutatié reduit
0,5% de Nonidet P-40

—— PROCEDIMENT

e Per tal d'estudiar in vitro possibles interaccions proteina-proteina i d'identificar a
CaMBP, es va procedir a expressar en plasmides d’expressio procariota pGEX-
KG les principals proteines reguladores de la transicido G4/S, i aixi es van poder
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aplicar sobre una columna de Sepharose a on se li havia unit CaM bovina
(purificada, segons es detalla a I'apartat 3.)

e Les proteines recombinants fusionades a GST (glutation S transferasa) van ser
la p21°P la ciclina D1, la cdk4 , la p27" "' i la pRb.

e El primer pas que cal fer és la clonacié del cDNA emprant el vector d’expressio
procariota pGEX-KG. La GST té la particularitat d'unir-se a la glutatié reduida, fet
que ens permet utilitzar aquesta propietat per poder purificar per cromatografia
d'afinitat aquelles proteines recombinants amb GST.

El plasmide d’expressié utilitzat va ser el pGEX-KG. Mitjan¢ant técniques de
biologia molecular, es clona el fragment que s’ha d’expressar en frame amb la
proteina GST.

» Es transforma la linia bacteriana BL 21-Lys E

0,5 ug de DNA plasmidic s’incuben 30 min a 4°C amb 100 nul de bacteris
competents de la soca E coli BL 21-LysE.

La internalitzacié del DNA es fa per xoc termic a 42 °C durant 45 segons.

e Després es mantenen els bacteris en un medi ric durant 1 h a 37°C.

e Se sembren els bacteris en plagues LB suplementades amb I'antibiotic
corresponent (50 pg/ml d’ampicil‘lina i/o 10 ug/ml de cloramfenicol) i es deixen
tota la nit.

e Una de les colonies es fa créixer en medi LB + 50 pg/ml d’ampicil-lina + 10 pg/ml
cloramfenicol tota la nit a 37°C i amb agitaci6 (200 rpm).

e Es dilueix 1:100 amb el mateix medi i es fa créixer fins a saturacio.

o S'afegeix 0,5 mM d'IPTG i es deixa 16 h a 37°C amb agitacié. A les 4 h es pot
afegir una altra vegada 0,5 mM d’IPTG.

e Es recullen els bacteris centrifugant 10 min a 3.000 x g i es resuspenen amb
tamp6 NETN amb inhibidors de proteases (1 mM de PMSF, 1 ug/ml d’aprotinina).
e Se sonica 3 x 10 segons per trencar els bacteris, tot i que aquesta soca presenta
els plasmides Lys que li impedeixen formar una paret bacteriana normal i es
poden trencar per congelacié i descongelacio.
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e Se centrifuga durant 20 min en un rotor SS-34 a 15.000 rpm durant 20min i
guardem el sobrenedant. Segons el sediment que quedi, es pot fer una altra
extraccié amb NETN afegint un 0,5 % de sarcosyl.

e Els sobrenedant es fa servir per aillar les proteines GST recombinants, emprant
la seva capacitat d'unir-se a la glutatié. S’afegeix un 0,5 % de llet en pols en
NETN a les boles de Sepharose 4-B-glutationa i s'incuba amb I'extracte obtingut
dels bacteris durant 15 min a 4°C.

e Es fan tres rentatges amb tampd NETN (50 ml cada un) i s’elueix amb 5 ml de
tampo6 d’elucié incubant-ho durant 5 0 10 min a 4°C en rotacié. A partir d’aqui se

sol dialitzar la proteina amb el tamp6 que es vulgui i es congela a -80°C.

6. IMMUNODETECCIO

6.1 Aplicacions de la utilitzacié d’anticossos en el reconeixement

de proteines

La deteccio de proteines es fa emprant les propietats que tenen els anticossos.
Els anticossos van ser descoberts per Emil von Behring i Shibasaburo Kitazato el
1890, pero no va ser fins al 1960 que no se’'n va determinar I'estructura. Els
estudis estructurals iniciats per Gerald M. Edelman i R. R. Porter van fer que
guanyessin el premi Nobel el 1972.

La majoria d'anticossos que s'utilitzen per detectar proteines sén
immunoglobulines de tipus G (IgG) i, menys freqiientment, de tipus IgM. Les
molécules d’lgG tenen un pes molecular de 160.000 D. Interaccionen amb
I'antigen pels llocs Fab (part variable) composta per una cadena lleugera (Cy) i
una de pesada (Cy). El fragment Fc només esta format per cadenes pesades i no
té capacitat d'unié als antigens, perd si a altres molécules (proteina A,
complement).



Materials i Métodes 93

COOH

Fragment Fc

Reconeixement per la pepsina

Wi P - Reconeixement per la papaina

A5 S

Fragment F(ab)

~ Fragment Fab

Cadenes pesades

NHa

Cadenes lleugeres

Figura 19. Estructura de les IgG

El primer factor que cal tenir en compte per tenir éxit en la deteccié d’'un antigen
és I'especificitat de I'anticos.

Els anticossos primaris poden ser monoclonals en cultiu, liquid ascitic o purificats;
policlonals en serum o purificats. S’aconsella purificar les IgG amb proteina A-
Sepharose o, per afinitat, amb I'antigen, ja que d’aquesta manera s’eliminen els
enzims sérics i les proteines que poden produir soroll de fons.

El sistema de marcatge que s’ha utilitzat és I'indirecte, que es fonamenta en el fet
que l'anticos primari reconeixera I'antigen contra el qual ha estat dirigit i sera
reconegut per un de secundari (després de la incubacié amb I'anticés primari),
especific contra les immunoglobulines de I'espécie en la que s'ha obtingut
I'anticos primari i desenvolupat en una especie diferent que la que s’ha utilitzat per
obtenir el primari. L’anticds secundari pot estar acoblat a un enzim (és el cas de la
peroxidasa i la fosfatasa) o a un fluorocrom (FITC, TRITC). Els anticossos
conjugats amb peroxidasa o fosfatasa necessiten la preséncia d'un substrat
especific perque es produeixi la reaccié colorimétrica que ens permetra localitzar
indirectament a I'antigen. Els marcats amb fluorescéncia s'utilitzen per a

immunocitoquimiques.
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6.2 Western blot (WB)
Aquest métode s’aplica a la membrana procedent de la transferéncia d'un gel
SDS-PAGE (1D o 2D), en que s’ha resolt un lisat cel-lular per esbrinar I'existéncia

0 no d'una proteina.

——PROCEDIMENT

e S'ocupen els llocs d'unié inespecifica de la membrana aplicant una solucié de
blocatge (5% de llet desnatada en pols en TBST), durant 1 h a temperatura
ambient, per impedir la unié no especifica dels anticossos a la membrana.

e S’incuba durant 1 h el primer anticds a la diluci6 adequada en solucié
d’incubacio.

e Es fan tres rentatges de 10 min amb TBST.

¢ S’incuba durant 1 h amb el segon anticos que reconeix el primer (anticonill, porc,
cabra o be) en la dilucié en solucié d’incubacié. Normalment s’ha fet servir la
fosfatasa alcalina, per6 també se'n poden utilitzar que estiguin lligats amb
peroxidasa.

e Es fan tres rentatges de 10 min amb TBST.

e Es revela per detectar I'activitat fosfatasica alcalina amb 5 ml de CDS afegint-hi
33 ul de NBT i 16,5 ul de BCIP (nitroblue tetrazodium 50 mg/ml) (5-bromo, 4-cloro-
3 indonyl phospate 50 mg/ml) o ECL (Amersham) en el cas que l'anticos
secundari estigui conjugat amb peroxidasa.

e S’atura la reaccié amb H20.

A les taules 13 i 14 es detallen les referencies dels diferents anticossos emprats i
també les dilucions o concentracions de treball.

6.3 Immunoprecipitacions (IP) i assaig kinasa

La coimmunoprecipitacié es basa en la capacitat que té un anticos per reconeixer
un antigen en el qual romanen en complexos les proteines associades. Les
condicions d’incubacié hauran de ser prou permisives per evitar trencar els
possibles complexos proteics. L'immunoprecipitat pot ser sotmés a un assaig
d’activitat kinasa tal com es descriura a continuacio.
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—— SOLUCIONS

— Solucié C (tampé de lisi general):

50 mM de Tris-HCI, pH 7.4
0.1% de Trité X-100

5 mM d’EDTA

250 mM de NaCl

50 mM de NaF

0,1 mM de N33V04.

1 mM de PMSF

10 pg/mi de leupeptina

10 pg/mi d’aprotinina

— Solucié D (tampé de lisi adaptat per a la deteccié de complexos associats a la
CaM)

50 mM de Tris-HCI, pH 7,4
100 mM de NaCl

1% de Trité X-100
0,1 mM de CaCl;
5mM de NaF
0,1mM de NazVO,,

1 mM de PMSF

10 pg/mi de leupeptina
10 pug/mi d’aprotinina

— Tamp6 kinasa (1)10x

200 mM d’'HEPES, pH 7.4
100 mM de clorur de magnesi

10 mM de DTT
200 uM d’ATP
100 mM de B-glicerolfosfat

—— PROCEDIMENT:

e Les cél-lules (5-10 x 107) es lisen amb 1 ml de solucié C.

e Es sonica dues vegades el lisat (mantingut en gel) durant 10 segons.

e Se centrifuga 10 min a 10.000 rpm i a 4°C.

e Es pren el sobrenedant i es valora la quantitat de proteina (mitjangant el métode

de Bradford, vegeu apartat 2.4 )
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e S'incuben de 3 a 5 mg de proteina obtinguda del lisat amb I'anticos dirigit contra
la proteina problema o amb 0.5 ul de sérum normal de conill (fet servir de control)
durant 2 h a 4°C.

e Se segresten els immunocomplexos afegint 15 pul de proteina A-Sepharose®
(Pierce), si I'anticos és un anti-conill o amb proteina G-Sepharose ® (SIGMA) si

I'anticos emprat €s monoclonal, durant 1h a 4°C.

Especie Afinitat per la proteina A Afinitat per la proteina G
Humana ++++ ++++
Cavall e .
Vaca ++ e,
Porc pe— R
Ovella +- -
Cabra - AT
Conill 4 &
Pollastre = i
Hamster + i
Conillet d'indies o+ -+
Rata +/- 5%
Ratoli -+ o~

Taula 7. Afinitat de la proteina A/G pels anticossos obtinguts a diferents espécies (extret de
Antibodies. A laboratory Manual, Ed. Harlow & David Lane)

e Es recol-lecta la reina per centrifugacio (pols curt).

» S’apliquen dos rentatges amb el tampé C.

e Per alliberar els complexos formats de la Sepharose®, s'apliquen 30 ul de
tampé de mostres amb DTT, dues vegades concentrat i es bullen durant 3 min

Les proteines aixi immunoprecipitades sé6n sotmeses a una electroforesi i
transferides a una membrana d’Immobilon-P (Millipore) seguida de transferéncia
Western. Paral-lelament es correr un lisat total de cél-lules NRK per fer-lo servir
com a control de mobilitat de cadascuna de les proteines.

Per estudiar si la CaM coimmunoprecipita amb la cdk4 i la cicD1 s’ha d’adaptar la
composicié del tampo6 de lisi C, s’ha d'utilitzar la solucio D. Es bloca la proteina A-
Sepharose ® amb albimina procedent de serum bovi (2mg/mi de BSA en tampoé
B).
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Per dur a terme l'assaig kinasa, les immunoprecipitacions es fan de la mateixa
manera que s'acaba de descriure, perd s'utilitzen 5 x 10 © cél-lules per assaig, i el
lisat es preadsorbeix amb 30 pl de NRS (serum normal de conill) i 50 ul de
proteina A-Sepharose®.

Els immunoprecipitats es renten amb tampé kinasa x1 i seguidament sén incubats
amb tamp6 kinasa amb 20 pM de [y-*?PJATP (2-4 x 10* cpm/pmol) i 2,5 pg
d’histona H1 (per a la cdk2), o 1 ug de la proteina pRb fusionada amb GST (GST-
pRb (379-792)) en el cas de |la cdk4 durant 20 min a 30°C, en un volum final de 35
ul (106). La GST-pRb (379-792), l'expressié i la purificaci6 d'aquestes

construccions s'ha detallat en I'apartat 5 .

6.4 Immunocitoquimica per a I'observacié amb microscopi optic

o confocal

Engloba I'estudi de la localitzacio6 intracel-lular de proteines. S’han d’analitzar un
seguit de factors critics per al resultat de la immunocitoquimica.

Per preservar i estabilitzar 'estructura cel-lular, i evitar que els antigens difonguin
del seu lloc original, s’ha de procedir a aplicar la fixacié de les cel-lules. La fixacié
que s'utilitzi haura d'arribar a tenir un compromis entre I'estabilitzaci6 de les
estructures i la conservacié de l'antigenicitat. Els agents quimics més utilitzats
com a fixadors han estat els aldehids de cadena curta que reaccionen amb les
proteines, principalment amb els grups € i o amino dels aminoacids que les
integren (I'utilitzat per nosaltres és el 3% paraformaldehid en PBS). Hi ha epitops
que sén malmesos o emmascarats pel paraformaldehid, llavors hem optat per
altres fixadors com ara el metanol previament refredat a -20°C (I'aplicacié es fa
sobre gel), que, a més a més de fixar, permeabilitza les membranes.



98 Materials i Métodes

—— SOLUCIONS:
— Fixador: Metanol fred o 3% paraformaldehid en PBS

— PBS (pH 7,2) — Solucié de permeabilitzacié
140 mM de NaCl 0, 2% de trité6 X-100 en PBS
5SmM de Na;HPO4

1,5mM de KH>PO4

— Soluci6 de blocatge
1% d’ovoalbumina en PBS

S’han d'utilitzar tant anticossos secundaris conjugats amb fluorescéncia com amb
peroxidasa. En el cas d'utilitzar peroxidasa, I'observacié es fara en un microscopi
optic convencional. Cal dir que es va optar per la peroxidasa en els casos en que
preteniem fer un estudi quantitatiu, ja que la fluorescéncia s'esvaeix a mesura que
s’irradien les preparacions.

A la pagina seguent es detallen els dos procediments d'immunocitoquimica.

En ambdoés casos les cél-lules es fan créixer sobre cobreobjectes de vidre i es
processen amb molta cura per no confondre la cara on hi ha les céllules

adherides.
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Immunofluorescéncia

« 3x rentatges dels cobreobjectes amb PBS

» Fixacio (segons taula 8)

« 2 rentatges de 10 min amb PBS

« Permeabilitzacié (per a la fixacié amb PF,
consulteu-ne el tipus a la taula 8)

 Blocatge dels lloc d'unié inespecifics amb
1% ovoalbumina en PBS durant 10 mina T*
ambient

¢ 3 rentatges amb PBS

¢ Incubacié durant 1 h a 37°C amb una
dilucié d'anticds primari (consulteu la dilucio
a la taula) en cambra humificada

« 2 rentatges amb PBS de 10 min

e |ncubaci6 amb la diluci6 de [Ianticos
secundari (diluit 1:100) durant 45 min
(protegit de la llum) i en una cambra
humidificada

» 2 rentatges amb PBS de 10 min cadascun
« Muntatge amb Mowiol

« Observacio al microscopi de fluorescéncia

Immunoperoxidasa

¢ 3 rentatges dels cobreojectes amb PBS

e Fixacioé (segons taula 8)

« 2 rentatges de 10 min amb PBS

» Permeabilitzacio (consulteu-ne el tipus a la
taula 8)

« Blocatge dels llocs d'uni6 inespecifics amb
un 1% d’'ovoal-bumina en PBS durant 15 min
a temperatura ambient

-Eliminaci6 o blocatge de la peroxidasa
endogena amb un 2% de H;O; en PBS
durant 20-30 min

e 3 rentantges amb PBS

e Incubacié durant 1 h a 37°C amb una
diluci6 d'anticés primari (consulteu-ne la
dilucio a la taula) en cambra humificada.

« 2 rentatges amb PBS de 10 min

e Incubaci6 amb la diluci6 de Ianticos
secundari conjugat amb peroxidasa (diluit
1:250) durant 45 min en una cambra
humidificada

e 2 rentatges amb PBS de 10 min

¢ Revelatge amb 0,25 mg/ml de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) + 0,1% H.0, (cal
anar molt en compte amb el DAB que és
molt téxic).

« 1 rentatge breu amb H,O MilliQ.

¢ Muntatge en mitja aqués i observacié al

microscopi optic
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Anticos Fixacié Permeabilitzacié

cdk4 (Sta. Cruz) | MetOH —-20°C, 2 min sobre gel No

cicD1 (UBI) MetOH —20°C, 2 min sobre gel No

p21*" (St. Cruz) | 3% PF/PBS, 20 min a temperatura ambient | 0,2% trité X-100/PBS, 10 min, T* ambient
Nucleolina 3% PF/PBS, 20 min a temperatura ambient | 0,2% trit6 X-100/PBS, 10 min, a temperatura ambient
hnRNPA2 (A2) 3% PF/PBS, 20 min a temperatura ambient | 0,2% trité X-100/PBS, 10 min, a temperatura ambient

Taula 8. Tractament de fixacié i permeabilitzacio aplicat a les IC (immunocitoquimiques).

Quan s'utilitza la fixaci6 amb paraformaldehid, s’han d‘afegir a totes les
dissolucions 10 mM de glicina per evitar que les restes de carregues negatives del
fixador puguin facilitar el marcatge inespecific.

6.4.1 Quantificacio del marcatge obtingut per immunoperoxidasa

Les preparacions destinades a la quantificacié6 del marcatge nuclear es van
processar al mateix temps.

L’'absorbancia de l'area total corresponent al nucli va ser mesurada amb un
analitzador d'imatges (KS 100 Kontron Imaging System software). Els nuclis es
van considerar positius quan la relacié entre I'absorbancia i I'area era major de
0,1. Aquest valor era el corresponent al marcatge que hi havia al citoplasma. Es a
dir, només es van considerar positives aquelles cel-lules que presentaven el nucli
més intens que el valor del citoplasma.

6.5 Immunocitoquimica per a l'observaci6 amb microscopi

electronic

6.5.1 Preparaci6 de les célllules per aplicar la immunocitoquimica per
microscopia electronica

6.5.1.a Englobacié en Lowicryl K4M

Es va aplicar aquesta técnica per tal de detectar la possible col-localitzacié entre
cdk4/cicD1 en ceél-lules activades i a les 7 h després de l'activacié. Préviament a
I'englobacié amb Lowicryl es va procedir a la fixacio de les cél-lules.
——SOLUCIONS

— Fixacié: 3% Paraformaldehid + 0.1% de glutaraldehid en 0,1 M de tampo fosfat.
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— Tampo6 fosfat: 0.1M de HNa0PO4 afegint la quantitat necessaria de
0.1MH2NaPO fins que el pH sigui de 7,4

—— PROCEDIMENT:

e Es van fer 2 rentatges amb PBS.

e Fixacié amb 3% de paraformaldehid i 0,1% de glutaraldehid en 0,1 M de tampé
fosfat durant 1 h a temperatura ambient.

e 2 rentatges amb PBS

e Cal alliberar les cel-lules de la placa, rascant-les.

e Centrifugar-ho a 2.500 g durant 15 min a temperatura ambient.

—Inclusié en Lowicryl

Una vegada fixada la mostra s’ha de procedir a deshidratar-la: deshidratacié a
baixa temperatura (PLT, progressive lowering of temperature technique) (113).
Aquesta teécnica es basa en la relacié inversament proporcional entre I'agent
deshidratant i la temperatura. Tant en la deshidratacié com a la inclusié s’ha de
treballar sota una campana d'extracci6 de gasos, ja que els vapors que es
desprenen s6n molt toxics, també s’ha de tenir la precaucié de treballar amb
guants.

Es van aplicar els passos que s'indiquen a la taula 7, en agitacié constant.

Etanol (vol %) Temperatura (°C) Temps (min)
30% 4° 15
50% -20° 30
70% -35° 30
95% -35° 60
100% -35° 30
100% -35° 30

Taula 9. Passos que cal seguir en la deshidratacio de les mostres (PLT).
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— Preparaci6 de la reina i infiltracioé
e Composicio

El Lowicryl K4M consta de 3 components:

Components
Crosslinker A 2.70 (casa comercial) 36g
Monomer B 17.30 (casa comercial) 16.4g
Iniciador C* 010g 0.10g

Taula 10. Proporcié en la preparacio del Lowicryl K4M. Si es treballa a temperatura ambient,
l'iniciador ha de ser substituit per la mateixa quantitat de benzoin ethylether.

L’'oxigen dificulta la polimeritzacié de la reina, per aixo s’ha d’anar en comte a no
formar bombolles. A més a més, aplicarem N2 (gas) amb una pipeta Pasteur.

e Infiltracié

Una vegada s’ha preparat la reina s’ha de posar a -35°C.

Els passos que cal seguir es detallen a continuacio (taula 9)

Reina:etanol (vol.: vol.) Temperatura Temps (min)
(°C)
1:3 -35 60
2:2 -35 60
3:1 -35 60
Reina pura -35 Tota la nit

Taula 11. Procediment de la inclusié de la mostra amb la reina, segons el tipus de mostra els
temps podran variar.

e Polimeritzacio

La polimeritzacié es du a terme en el mateix receptacle on s’ha fet la infiltracio.
Per fer els blocs s'utiltizen capsules de gelatina.

e S'omplen les capsules fins dalt de tot amb la reina (evitant que quedi aire). Es
transfereixen les mostres amb ['ajuda d'una pipeta Pasteur (préviament
refredades) i es tanquen les capsules. S’esperen de 15 a 30 min i es connecta el
llum ultraviolat durant un minim de 24 h per tal de facilitar la polimeritzacié.

¢ Es treuen les mostres del congelador i es contiua la polimeritzacié amb el llum
ultraviolat durant 2-3 dies a temperatura ambient. A partir d'aquest moment els
blocs queden a punt per obtenir-ne talls semi i ultrafins sobre reixetes d'or i per a
I'aplicacié posterior de la immunocitoquimica.
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Una vegada feta la immunocitoquimica es procedeix a fer el contrast amb acetat
d’uranil.

6.5.1.b Metode de Slam Freezing
Per preservar I'antigenicitat maxima i la ultraestructura de les cel-lules NRK a

I'hora d’estudiar la possible col-localitzacié entre la CaM i la p21©¥

es va aplicar la
técnica de la criofixacid6 pel metode de Slam Freezing (186). Els avantatges
d’aquesta tecnica és que preserva molt I'antigenicitat i les membranes queden
intactes.

Les cél'lules NRK es van fer créixer sobre transwells (posant 2 ml de medi al
receptacle inferior i 0.5 ml al superior) i es van portar a la quiescéncia tant per
supressioé de factors de creixement com per inhibicié per contacte. Les NRK, que
es pretenien recol-lectar a les 7h després de l'activacid, es van sincronitzar (en
quiescencia) en flascons i, posteriorment, es van reactivar i es van traslladadar
sobre transwells, on es van fixar a les 7 h després de la reactivacié de la
proliferacié.

Les etapes del processament de les mostres es detallen a continuacio:

e Criofixacié: que es basa en la projeccié de la mostra contra un bloc de coure
refredat per N2 liquid (a —196°C) en un cryovacuumblock (Reichert-Jung). A
continuacio es procedeix a la criosubstitucié.

e Criosubstitucié_en acetona i 0,5% d’acetat d'uranil a =90°C durant 3 dies.

e Infiltracio i inclusio en Lowicryl HM20 a -50°C.

e Polimeritzacio sota el llum ultraviolat durant 10 dies a —=50°C.

e Talls uitrafins sobre reixetes d’or amb membrana de formvar.

A partir d'’aquest moment ja es pot aplicar el protocol dimmunocitoquimica
convencional que detallo a continuacié, tenint en compte que el contrastat es fara
amb acetat d'uranil al 2% en aigua durant 30 min
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6.5.2 Doble immunocitoquimica per a microscopia electronica

Per estudiar la possible col-localitzacio entre dues proteines es va procedir a
aplicar la immunodeteccié per microscopia electronica. Aquesta teécnica deriva de
la convencional per a microscopia optica amb un seguit d’adaptacions.

Es important preservar la ultraestructura, evitar la desaparici6 o difusié dels
antigens, i el marcador ha de ser dens als electrons.

El procediment que es va aplicar sobre les reixetes que contenien els talls ultrafins
de les cél-lules que s’havien d’ estudiar va ser el seglent:

e Tant els rentatges com les incubacions es fan sobre gotes de la soluci6é adient
que es dipositen sobre un parafilm, tal com s’indica a la fugura. 18. S’ha de vigilar

en tot moment no perdre I'orientacié de la reixeta.

——SOLUCIONS

—Solucié de blocatge —PBS (pH 7,2)

0,02M de glicina 140 mM de NaCl

0,1% de BSA 5mM de Na;HPO4

0,1% de Tween 5mM de Na;HPO,4

en PBS 1.5mM KH2PO4

—Solucié dels anticossos —Soluci6 de rentatge (R)

0,02M de glicina 0,1% de BSA en PBS pH
0,1% de Tween 7,2

e Cal fer un rentatge de 10 min amb PBS a temperatura ambient.
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Reixeta que conté la mostra

. Gota de Solucio

Parafilm V

Figura 20. Disposicié de les gotes i reixetes en les incubacions.

e S’'incuba amb la disolucié de blocatge per tapar als possibles llocs d'unid
inespecifics durant 5 min a temperatura ambient.

e Es preparen les dilucions dels anticossos utilitzant la solucié dels anticossos.
Per facilitar el procediment d’'una immunocitoquimica doble, i sempre que es pugui
segons la disponibilitat, €s recomenable escollir un anticés monoclonal i un altre
de policlonal per minimitzar les reaccions creuades. La incubacié dels dos
anticossos primaris (un de monoclonal i I'altre de policlonal) es fara conjunta a la
diluci6 adequada (vegeu la taula 13) en tampd de blocatge durant 1 h a
temperatura ambient.

e S’apliquen 4 rentatges amb solucié R de 5 min cadascun.

e S’incuben conjuntament els dos anticossos secundaris conjugats amb or
coloidal de diferents mides (combinacions de 5 =10 nm o 15 — 5 nm).

e Es renta amb solucié R durant 10 min. Es renta 4 vegades durant 5 min amb
PBS. Es renta durant 30 min amb H20 MilliQ.

e Jet-Wash: s’aplica un rentatge amb I'ajuda d’'una pipeta Pasteur, deixant anar el

raig directament sobre la reixeta.

7. Cromatografia d’afinitat a la calmodulina-Sepharose®

El fet de tenir unida de manera covalent la CaM a un suport com ara la reina de
Sepharose® i el gran coneixement de les condicions que afavoreixen la unié de
les CaMBP a la CaM (preséncia de Ca®, que fa exposar els dominis hidrofobics
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de la CaM) ens facilita I'estudi de les possibles proteines acceptadores de CaM.
Les elucions de les fraccions unides a la CaM es fan per aplicacié de rentatges en
preséncia d’'EGTA (que provoca un canvi conformacional de la CaM i arriba a
alliberar les proteines que hi tenia unides).

A partir d'un lisat total de cél-lules NRK

e Eliminacié de la CaM endogena: per evitar que la CaM endogena tregui
rendiment a la columna de CaM-Sepharose® es procedeix a eliminar la CaM
endogena del lisat.

—— SOLUCIONS:
—Tampo E

50 mM de Tris-HCI, pH 7,5
1% tritd de X-100

1 mM de DTT

200mM de NazVO4

0,1 mM de PMSF

1,5 UM de pepstatina
2 ug/ml de leupeptina
4 ug/ml d’aprotinina
5mM d’EGTA

Es lisen 2 x 107 cél-lules en 500 pl de tampé E. Les proteines aixi solubilitzades (1
mg) s'apliquen sobre 300 ul de columna DEAE-Sephacel preequilibrada amb
tampd E. La fraccié que no s’hi uneix es recol-lecta i s’hi aplica el WB (a-cdk4),
mentre que la CaM endogena del lisat esta unida a la columna de DEAE-
Sephacel.

——Cromatografia d’afinitat a la CaM. A la fraccié que conté la cdk4, s’hi afegeix
el volum adient de 100 mM de CaCl; perqué quedi una concentracio final de CaCl
» de 7mM, seguidament es posa en contacte amb 300 ul de CaM-Sepharose®
preequilibrada amb solucié E conjuntament amb 2 mM de CaCl,. La columna es
renta tres vegades amb el tampo6 E i finalment s’elueixen les CaMBP aplicant el
tampé E amb 5 mM d'EGTA. Les fraccions aixi eluides se sotmeten a una
electroforesi i una transferencia Westemn posterior.
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8 Pull down en columnes de calmodulina

Aquests experiments tenen els mateixos principis basics que les columnes
d’afinitat, amb la diferéncia que ja en la incubaci6 es facilita la uni6 especifica a la
CaM per la preséncia de Ca®, i paral-lelament s'incuba en preséncia d'EGTA
(control). A més es recupera totalment la fraccié unida a la CaM, ja que es fa per
aplicacio de tamp6 de mostres amb SDS (Laemmli) directament a la columna de
CaM.

8.1 Mitjangant proteines purificades i fusionades amb -GST
——SOLUCIONS

—Tampé de columna (amb Ca?") —Tampo6 de columna (amb EGTA)

50 mM de Tris-HCI pH=7 .4 50mM de Tris-HCI pH=7 4
100 mM de NaCl 100mM de NaCl

1% Tritdé X-100 1% de Tritdé X-100
1mM de CaCl; 5 mM d’EGTA

Els experiments de pull down es van dur a terme tal com es descriu a continuacio:
e Es preincuba la columna CaM-Sepharose® amb tampd de columna + EGTA
durant 10 min a 4°C.

e Es posa en contacte 1 ug de cadascuna de les proteines de fusi6 amb GST amb
20 pl de la columna de CaM-Sepharose® (1:1, proporcié de reina seca i de
tampd) en preséncia o no de Ca?".

¢ S’ incuba en agitacié suau durant 2 h a 4°C.

« Es recol-lecta la fracci6 no unida a la columna.

e Es fan 2 rentatges de 1ml en tampé de columna + EGTA

e S'aplica tamp6 de mostres amb SDS per alliberar la fraccié que s’havia unit a la
columna.

e Es carrega la fraccié unida i la no unida (sobrenedant) sobre un gel d’acrilamida
i se sotmet a una electroforesi.

8.2 A partir d’un lisat

El procediment que cal seguir és el mateix que el descrit a I'apartat anterior (8.1),
pero en lloc de posar en contacte les proteines purificades amb la CaM, s'incuba
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un lisat total en preséncia de Ca?* o EGTA i s’elueix amb tamp6 de mostres

Laemmli.

9. Microinjecci6

Aquesta metodologia es va aplicar per corroborar els resultats obtinguts en
I'aplicacié de drogues anti-CaM sobre la localitzacié subcel-lular de la cdk4. En
aquest cas es va utilitzar el péptid sintétic corresponent al domini d’'uni6 a la CaM
de la CaMKIl (aminoacids 290-309). Microinjectant aquest péptid al citoplasma de
les cél-lules NRK a les 5-8h després de la reactivacidé a proliferar, s’ocupen els
llocs hidrofobics de la CaM que reconeixen les CaMBP per mitja de les quals
actua. Una vegada finalitzada la microinjeccié i després d'esperar el temps
prudencial perque el peptid interaccioni amb la CaM, es procedeix a I'estudi de la
localitzacié de la cdk4 mitjan¢ant la immunocitoquimica.

L'equip que es va utilitzar per dur a terme les microinjeccions citoplasmatiques va
ser el de la marca Zeiss (AlS) acoblat a una bomba Eppendorf 5246 tranjector. El
fragment de la CaMKIl corresponent als aminoacids 290-309 (137) en solucié
aquosa es barreja amb dextra de 155.000 D conjugat amb rodamina (SIGMA) en
PBS per fer-lo servir com a marcador de microinjeccié. La concentracié final de
péptid utilitzada per microinjectar va ser de 240 uM i 1% de dextra conjugat amb
la rodamina. Per les cél.lules control, la solucié injectada constava tnicament d’'un
1% de dextra conjugat amb la rodamina.

Les cél-lules NRK utilitzades per microinjectar procedien d’'un cultiu sincronic i
quiescent reactivat sobre cobreobjectes de vidre.

Els cobreobjectes es transfereixen, just abans de la microinjeccié (5-8 h després
de l'activacié proliferativa), a DMEM modificat amb HEPES (SIGMA) suplementat
amb un 5% de FCS.

Una vegada finalitzada la microinjeccié, els cobreobjectes es transfereixen i
s'incuben en un medi nou (DMEM 5% de FCS) durant 1 h (en una atmosfera al
5% de CO; i a 37°C), abans de ser fixats continuar amb la immunocitoquimica i
per detectar si el marcatge nuclear de la cdk4 estava alterat. Per detectar si
s'estava inhibint la sintesi de DNA es van incubar les cél-lules fins a les 21h
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postactivacié. La fixacié i la immunocitoquimica per detectar la cdk4 es va realitzar
com s’ha explicat a 'apartat 6.3.

El control de que realment s’estava inhibint la sintesi del DNA per efecte de la
inhibicié de la CaM, es va realitzar mesurant I'index de marcatge obtingut de la
immunocitoquimica bromodeoxiuridina («c-BrdU). El comptatge de nuclis marcats
que corresponien als positius per immunocitoquimica «-BrdU a les 21h després
de I'activacio.

—— PROCEDIMENT

« S’afegeix al medi BrdU (3 pg/ml) a les 19 h després de I'activacio proliferativa.

e S'incuba durant 2 h.

e Es fixen les cél-lules durant 30 min en preséncia d’etanol i acétic (95:5). La BrdU
es detecta amb un anticos primari contra la bromodesoxiuridina (Amersham
Pharmacia Biotech),I'anticos secundari que s’utilitza és monoclonal i esta conjugat
amb fluoresceina (1:100, Boehringer Mannheim).

e La quantificaci6 del marcatge nuclear per la cdk4 es va valorar utilitzant la
camera Zeiss ZVS-47DE CCD i es va utilitzar el software KS 100 Kontron Imaging
System. La meangreen (mitjana del valor densitometric del canal verd) superior a
100 unitats era considerada com a marcatge positiu.

10. Conjugacio de proteines amb fluorocroms

10.1 Conjugacié amb derivats de I'isotiocianat

Els fluorocroms que deriven de [lisotiocianat tenen la particularitat de establir
enllagos covalents amb els grups amino de les proteines amb les quals poden
conjugar-se.
La reacci6 que té lloc s’especifica a continuacio:

S
R'N=C=S + R:NH,———— R'NH-C-NHR

Isotiocianat Tiourea
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10.1.1 FITC

Aquest fluorocrom és un derivat de la fluroresceina (Fluoresceina isotiocianat)
(FITC). EI FITC té un pes molecular de 531,7 i una absorbancia maxima a 492 nm
i 'emissio és maxima a 513 nm.

—Reactius

CALBIOCHEM ® FITC Labeling Kit # 343210
Aquest kit conté:

FITC 5x0,85mg
Dissolvent (DMF) 4 mi

Tampo carbonat (100x) 100 ml

PBS (10x + 1% de NaN3) 100 mi

La reconstitucié del FITC es fa amb 850 pul del dissolvent per vial de FITC. La
concentracié del FITC aixi obtinguda és d'1mg/ml.

Els passos que cal seguir son els seglents:

e Cal tenir la proteina que s’ha de marcar dissolta en tampé carbonat, aixo es pot
fer dialitzant-la enfront d’aquest tamp6é en un sac de dialisi de mida de por
adequat. Per al marcatge de la cicD-GST, la cdk-GST i la nucleoplasmina es van
utilitzar els de SIGMA D-9277.

e S’ha de portar la proteina a una concentracié de 2 mg/ml.

e Es reconstitueix al FITC fins a 1 mg/ml

e S’ha de barrejar la proteina amb el FITC. La relacié ha de ser 2,5 mg de
proteina per 500 ul de FITC (1 mg/ml) . Es fa un vortex durant uns instants i es
deixa incubar-ho a temperatura ambient durant 2 h en un rotor.

e Cal dialitzar-ho en PBS durant 2 dies a 4°C, per eliminar el FITC lliure.

e S’emmagatzema a 4°C i preservat de la llum.

10.1.2 TRITC

El TRITC (Tetrametilrodamina Isotiocianat; CALBIOCHEM #588406) és un derivat
de la rodamina, té un pes molecular de 443,5 D. Una exitacié maxima a 554 nm i
una emissié maxima a 573 nm.

——PROCEDIMENT

« Cal dialitzar la proteina (1-2 mg) en tamp6 borat o carbonat.
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e Es disolen 3 mg de TRITC en 1 ml de DMSO i s’afegeixen 100 ml de tampo
borat.

e Es dialitza la proteina en aquesta dissolucié de TRITC durant tota una nit a 4°C.
e Es fan varis canvis del tampd borat durant 2 dies.

e S’'emmagatzema a 4°C i preservat de la llum.

10.1.3 Conjugacio de proteines amb B-ficoeritrina (BP)

Aquest tipus de fluorocrom es caracteritza per la seva mida gran (PM 240.000 D) i
per tenir una absorbancia maxima a 546 nm i una emissié maxima a 576 nm.
S'uneix a la proteina problema mitjancant una molécula que fa de pont o
crosslinker (sulfo-SIAB). El fet d’escollir aquest fluorocrom va ser perque el tipus
de conjugacié preservava molt més I'estructura de la proteina que s'havia de

marcar.
—— MATERIAL

B-Phycoerythrin  Molecular Probes #P-800

Sulfo-SIAB Pierce #22327G

PBS

Columnes PD-10 Pharmacia #17-0851-01

Centricon Amicon (que dicriminin bé la proteina que s’ha de marcar).

El protocol que s’ha d’aplicar és el segient:

¢ Es preequilibren amb 50 ml de PBS dues columnes PD-10 per a cada marcatge
que es vulgui dur a terme.

e S'apliquen 300 ul de BP a una columna PD-10 i es renta amb PBS per eliminar
el dissolvent.

« Es recull directament amb un centricon el que surt de la columna (color rosa).

e Es centrifuga a 3.000 rpm a 4°C durant 25 min en un rotor fix Sorvall.

e S'inverteix el tub i es torna a centrifugar per recollir el que s’ha retingut.

e Es transfereix a un tub i s’afegeixen 8 ug/ml de sulfo-SIAB (preparat del dia). La
reacci6 és optima a pH 7, perd ens convé mantenir-la a 8 per afavorir els passos
seglents.

e Es fa rodar (tapat de la llum) durant 2 h a 25°C.
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Després de I'experiéncia obtinguda fent els assajos de transport in vitro, es
recomana marcar la proteina problema amb dos tipus de fluorocroms diferents i
aplicar el procediment que es descriu per al sistema de transport in vitro.
Confrontant els resultats obtinguts emprant un marcatge o un altre sabrem si el
fluorocrom interfereix el transport o no i si el marcatge és especific. Una altra
precaucié que s’ha de tenir é€s passar la proteina conjugada amb el fluorocrom per
una PD-10 (Pharmacia) per tal d’eliminar la fluoresceéncia lliure, que podria donar
un marcatge inespecific. e Es purifica en una PD-10 i es concentra tal com s’ha fet
abans.

e Es transfereix al tub que contingui la proteina que s’ha diluit préviament amb
400 ul aproximadament de PBS (el pH ha de ser de 8,3).

» Es deixa rodar tota la nit a 4°C, preservat de la llum.

A I'endema:

e Es preequilibra amb 50 ml de PBS, una PD-10 per a cada conjugacié que es
vulgui fer.

¢ Se centrifuga el conjugat proteina-BP, es concentra en un centricon i es dilueix
amb 200 pul de PBS.

e S'aplica el conjugat sobre una columna PD-10 i es renta amb PBS (s’ha
d’intentar que el PBS no dilueixi directament la mostra).

e Es recull directament el pic de color en un centricon.

e Es quantifica tot fent una dilucié 1:100 en PBS i llegint 'absorbancia a 568

( Ases) x(100)/(9.65)= mg/mi

( mg/ml) x (1000)/(240) = uM conjugat

11. Assaig in vitro d’mportacié nuclear en cél-lules

permeabilizades amb digitonina

Protocol modificat a partir d’Adam et al. (1990; 1992) (2) (3).
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L’'objectiu d’aquesta tecnica és veure si una proteina problema afegida
exdgenament i marcada fluorescentment pot ser transportada al nucli en cel-lules
permeabilitzades amb digitonina.

Les celllules es tracten amb digitonina, detergent selectiu que provoca porus
unicament en aquelles membranes riques en contingut de colesterol com ara la
membrana plasmatica. D'aquesta manera, obtindrem ceél-lules amb el contingut
nuclear intacte. Aquest sistema ens permetra estudiar la regulacié de la
importacié cap al nucli d'una proteina exdégena degudament marcada amb un

fluorocrom.

——Tampons

—Tampé A (10x)

Reactiu Concentracio mare Concentracio a I'assaig
HEPES, pH 7,3 200 mM 20 mM

Acetat de potasi 1.1M 110 mM

Acetat de sodi 50 mM 5 mM

Acetat de magnesi 20 mM 2 mM

Taula 12. Composici6 del tampé A (concentrat 10 vegades).
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—Tampé B (10x)

140 plde DTT

70  pl d’inhibidors de proteses |
70  pl d'inhibidors de proteases Il
6720 pl d’H20 MilliQ

—Tamp6 de rentatge

5 ml de tamp6 A
5 ml de tampé B
40 ml d’H20 MilliQ

—Tampo de permeabilitzacio

500 ul de tampé B 10x
500 ul de digitonina
3.990 pl de H20MilliQ

— Fosfat de creatina (100x)
500 mM de fosfat de creatina (CALBIOCHEM®) en H20 MilliQ

— Creatina kinasa (10x)
200U/ml en 10 mM de glicina, pH 8,9, 25% de glicerol (CALBIOCHEM®)

— Solucié de BSA al 10% en H20

— Solucié de Digitonina (500x)
20 mg/ml de digitonina en DMSO (CALBIOCHEM®)

—Solucié de GTP
100 mM en H20, pH 7 (SIGMA)

—Solucié DTT (500x)
1 M ditiothreito/ en H20
MgATP-EGTA
100 mM de magnesium ATP
50 mM d’EGTA

—Inhibidors de proteases | (1000x en H20)
1mg/ml de leupeptina
1mg/ml d’aprotinina

— Inhibidors de proteases Il (1000x en DMSO)
1 mg/ml pepstatina
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— Tampé de fixacio

300 pl de tampé A 10x

300 pl de tampo B 10x

1,4 ml de H20

1 ml de 20% de formaldehid (de bona qualitat)

——Extractes citoplasmatics d’'Hela

oEs rasquen les cél-lules (per acci6 mecanica amb l'ajuda d’'un scrapper) de la
placa de cultiu on estaven creixent fent servir tampé de rentatge.

¢ Se sonica en fred.

e Se centrifuga a 4°C a la ultracentrifuga de sobretaula a 100.000 rpm durant 15
min.

« Es recull el sobrenedant que correspon a la fraccié citoplasmatica.

—Tampé d'importacié

100 pul de tampd A

100 pl de tamp6 B

100 ul decreatina kinasa

100 plde BSA 10%

10  pl de creatina fosfat

10  plde MgATP-EGTA

10  pl de soluci6é de GTP

10  ul d’extractes citoplasmatics d’Hela
xul deW13 o0W12

X ul de proteina problema conjugada amb el fluorocrom
X ul d'H20 fins a arribar a 550 pl

—DROGUES: W13 i1 W12 (SIGMA)

Concentracié mare W13 i W12 = 10 mg/ml (28.6 mM)
Concentracio de treball = 30 - 50 uM

Thapsigargin (SIGMA)

Concentracié mare = 1 mM

Concentraci6 de treball = 10 uM

—— PROCEDIMENT

Les cel-lules es van fer créixer sobre cobreobjectes de vidre fins a un 60% de
confluéncia durant 48 h abans de I'experiment.
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e S’aplica 1 ml de tampé de rentatge fred, 3 vegades.

e S'incuba cada cobreobjectes (en un placa de 24 pous) amb 400 pul de tampé de
permeabilitzacié a temperatura ambient

e Es fan 4 rentatges (d’1 ml cadascun) amb el tampé de rentatge.

e S'incuba cada cobreobjecte (cara amunt) amb 25 ul de tampé d’'importacié en
una cambra humidificada (protegida de la llum) a 37°C, durant 30 min.

¢ Es decanta el liquid de sobre els cobreobjectes.

e Se submergeixen els cobreobjectes durant 10 s a l'interior de la solucié de
fixacio.

e Es disposen els cobreobjectes sobre un portaobjectes aplicant 3 ul de mowiol.
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Anticos Font wB IP Immunocitoquimica (IC)
primari. Optica electronica
cdk2 UBI (C) #06-505 3ug/mi - - -
cdc2 UBI (C) #06-194 3ug/mi - .
cdk4 Trans. Lab (M) #C-18720 . - Dil (1:20) -
(0,25mg/ml)
cdk4 Clontech (R) #3516-1 100ug/mi =
cdk4 Santa Cruz #sc-260-R 0,5 pg/ml 4,9 20 ug 40 ug
cicA UBI #06-138 7 ng/mi - - -
cicE Santa Cruz #sc-198 1 pg/ml J n =
cicD1 UBI (C) # 06-137 0,2 pg/ml 4ug Dil. (1:50) Dil. (1:100)
pRb Santa Cruz (C) #sc-50 2 pg/ml = £ -
p21°™" Calbiochem (M) # OP64 = 50 = .
R b Santa Cruz #sc-397 2ug/mi 5ug 20 ug
[ p27 " Dr. J. Massagué (C) Dil. (1:500) - - -
CaM UBI (M) # 05-173 Dil. (1:2000) - - -
(1.2ug/ul)
CaMm Dr. Sacks (M) (1.9 mg/ml) 0,25 pg/ml 5ug - Dil. (1:250)
Hsp80 StressGen # SPA-830 Dil (1:500) 449
(M) (80 pg/ml)
Nucleolina Dr. L. Ghisolphi-Nieto - Dil. (1:200) - -

Taula 13. Relaci6 d'anticossos primaris utilitzats per IP, WB i IC.; UBI = Upstate Biotechnology; (C) = policlonal «c-
(M) = monoclonal, «-ratoli; Dil. = dilucié utilitzada.

conill;

Anticos Font WB 1P Immunocitoquimica

Facurdes Optica electrénica
ac-conill-PA Promega # 1:10.000 Dil (1:250) -
oc-conill-HRP Bio-Rad 1:2000 - =
a«-conill-FITC SIGMA # F-1262 - Dil. (1:100) -
«-mouse-TRITC BM - Dil. (1:100) -

«-(C)<G) Biol. Ind. - . 125
a-(M)-(G) Biol. Ind. - = 135

Taula 14. Relaci6 d'anticossos secundaris utilitzats per WP, IP i IC.

PA = conjugat amb fosfatasa

HRP = conjugat amb peroxidasa

BM = Boehringer Mannheim

(G) = conjugat amb or de 10 nm o de 5 nm
Biol. Ind. = Biological Industries
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1. La calmodulina és essencial per a l'activacié de la
kinasa 4 depenent de la ciclina (cdk4) i per a ’'acumulacio
nuclear de la ciclina D1 i la cdk4 durant la fase G1

El cicle cel-lular de les cel-lules NRK va ser caracteritzat per Lépez-Girona et al.
(99) (17). Es va observar que un cultiu sincronic de NRK que s'havia activat a
proliferar a partir de la quiescéncia, comengava a sintetitzar el DNA a les 12 h
després de la reactivacio i arribava al maxim a les 18-20 h. Estudis posteriors van
demostrar que aplicant drogues anti-CaM 5 h després de l'activacié (primera
meitat de la fase G4) es provocava una aturada del cicle abans de la fase S a
causa de la inhibicié de la DNA polimerasa a. i § i de la inhibicié de I'expressié de
I'antigen de proliferacié nuclear (PCNA, cofactor de la DNA pol 3) (99) (97) (98).
Es va comprovar que I'addicié de les drogues en estadis més avancats de la G4
tenia menys efecte sobre la inhibicié de la sintesi del DNA. La droga anti-CaM que
es va utilitzar en aquest estudi va ser el W13, la qual ha estat molt emprada tant
per la seva gran especificitat en les dosi emprades (22) (99) (97) (98) com per
I'existéncia d’'una molécula de control, el W12, de natura similar al W13 perdé amb
molta menys afinitat per la CaM.

Aquests estudis previs ens han permes plantejar-nos noves hipotesis de treball,
com ara que la CaM podia ser essencial durant la fase G4 perqué tingués lloc un
esdeveniment comu en I'expressioé de diferents gens de la fase S. Tal com s’ha
explicat en la introduccio, un fet essencial per a I'expressio dels gens de fase S és
I'activacio de la cdk4, de la cdk2 i la fosforilacié de |la proteina del retinoblastoma.
Els resultats que s'exposen a continuacié ens van permetre confirmar aquesta
hipotesi i revelar els nivells sobre els quals la CaM regulava I'entrada i la

progressio de la fase Gy.
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1.1 L’aturada del cicle cel-lular a la fase G4 produida per la

inhibicié de la calmodulina és reversible

El fet d’haver utilitzat drogues anti-CaM per a I'estudi de la implicacio d’aquesta
sobre el cicle cellular, ens va dur a fer els controls per assegurar-nos que no
s’estava causant a les cél-lules un dany irreversible.

Tal com s’ha detallat en I'apartat “Materials i metodes”, les cel-lules NRK es van
sincronitzar per supressio parcial dels factors de creixement (es van fer créixer en
DMEM al 0,5% durant 3 dies) i per inhibicié per contacte (cultiu confluent).

Les concentracions de W12 i W13 utilitzades en aquest estudi van ser de 15 pg/ml
(28,6 uM) i es van afegir al medi de cultiu a les 5 h d'haver reactivat les cel-lules a
partir de la quiescéncia. Per veure que l'efecte de la droga era revesible es van
tractar les ceél-lules durant 2 h amb W13 o W12 (control). Trascorregut aquest
periode de temps es va fer un canvi de medi, substituint-lo per medi nou amb un
5% FCS. Es va mesurar la incorporaci6 de timidina tritiada durant 1 h
subministrant polsos a diferents temps (a les 18 h, 20 h, 22 h i 24 h) sobre les
cellules tractades amb W13, amb W12 i cél-lules sense tractar. Tant les cél-lules
de control (no tractades) com les tractades amb la droga de control (W12)
presentaven un maxim d'incorporacié de timidina a les 20 h, mentre que les
cel-lules tractades amb W13 assolien el mateix maxim a les 22 h (fig. 21 ). Aixo
demostrava que l'aplicacié de la droga durant 2 h provocava l'aturada del cicle
cel'lular abans de la fase S, i que era susceptible de ser revertit, perqué canviant
el medi es veia que les cél-lules entraven sincronicament a la fase S amb un
retard de 2 h respecte de les control i de les no tractades. El fet que
I'endarreriment coincidis amb el temps de tractament indicava que la droga no feia
retornar les cél-lules a la quiescencia (Gg) siné que només hi havia un retard en

I'assoliment del maxim en la sintesi del DNA.
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1.2 La inactivacio de la calmodulina durant la primera part de la
fase G4 evita la fosforilacié de pRb i I'activacio de la cdk4 i la

cdk2

Un dels esdeveniments clau en la progressié de la fase G4 a la S és |'activaci6 de
la cdk4 i de la cdk2 i la consegiient hiperfosforilacié de la pRb. Es per aixd que a
continuacié es va analitzar I'estat de fosforilaci6 de pRb sota els efectes de la
droga anti-CaM. La droga va ser suministrada a les 5 h després de l'activacio
proliferativa del cultiu. La forma hiperfosforilada de |la pRb (pRb-P) t¢ menys
mobilitat en un gel de poliacrilamida-SDS (18), i es pot diferenciar aixi de la
hipofosforolada (més lleugera). A les cellules quiescents, la pRb estava
hipofosforilada. A les 5 h ja es posava de manifest la forma fosforilada i a les 20 h
la forma majoritaria a les cel-lules de control era la hiperfosforilada; mentre que a
les ceél-lules tractades amb W13, la forma més abundant a les 20 h era la
hipofosforilada, (vegeu fig. 22A). Aixo ens indicava que la inhibicié de la CaM
evitava la fosforilacié de la proteina Rb.

Com que la pRb és el substrat de la cdk4 i cdk2, es va estudiar si el W13 estava
afectant l'activitat d'aquestes kinases. Les cél-lules quiescents no presentaven ni
activitat cdk4 ni cdk2. La cdk4 estava activada a les 5 h després de l'estimulacié
proliferativa de les cél-lules i romania alta durant la fase G1 (més enlla de les 10
h). La cdk2 s'activava més tard que la cdk4: a les 5 h l'activitat de la cdk2 era
baixa, s'incrementava a les 7 h i era alta a les 15 h (fase S). A les cél-lules
tractades amb W13 es va trobar que tant l'activitat de la cdk4 com la de la cdk2
estava clarament inhibida en tots el temps estudiats, si bé hi havia una certa
reversio de 'activitat de la cdk2 amb temps llargs.

Tal com s'ha explicat en la introduccié, I'activitat de les kinases pot ser regulada a
diferents nivells. Es per aixd que a continuacié es mostra l'efecte de la inhibicié de

la CaM sobre els principals punts susceptibles de ser regulats.
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1.3 Efecte de la inhibicio de la calmodulina sobre els nivells totals

de les ciclines i de les kinases depenents de ciclines (cdk)

Per estudiar com la CaM regulava l'activitat de les cdk, es va analitzar amb
transferéncia Western la quantitat total de les cdk i ciclines tant en extractes totals
de cél-lules quiescents com de céllules proliferants tractades amb el W13 i el
W12 (control) a les 5 h després de l'activacié. En les cél-lules quiescents ja es
detectaven nivell considerables de cdk4 i cdk2. Després de |'activacio, els nivells
de cdk4 romanien constants mentre que els de la cdk2 s’incrementaven ales 5hi
es mantenien fins a les 20 h. Aixi doncs, l'addicié del W13 als cultius a les 5 h
després de l'activacié no afectava els nivells totals ni de cdk4 ni de cdk2. (vegeu
fig. 23).

La cdc2 no s'expressava en cellules quiescents i els seus nivells eren
menyspreables fins al voltant de les 10 h (fig. 22). L’addicié del W13 a les 5 h de
la reactivacidé provocava una disminucié dels nivells de la cdc2 a les 15 20 h,
respecte a les cel-lules de control.

La cicE i la cicA no es van detectar en les cel-lules quiescents. Els nivells maxims
de cicE es van observar a les 10 i 15 h, corresponents al final de la fase G4i al
principi de la fase S; tanmateix, els nivells de cicA s'incrementaven a les 15-20 h.
El tractament amb W13 no afectava la cicE, pero si que provocava una disminucié
en la quantitat de cicA (fig. 23). Axi doncs, el tractament dels cultius amb el W13 a
les 5 h de l'activacié induia un decrement de la cicA i de la cdc2, mentre que els
nivells de la cicE, la cdk4 i la cdk2 no quedaven afectats. La davallada de la cicA
podria ser la responsable de la disminucid de I'activitat de la cdk2 observada a les
15 h en les cél-lules tractades amb el W13. Per tant, d’acord amb els resultats de
fosforilacio de la pRb, els nivells de les proteines que eren codificades pels gens
dependents d’E2F (cicA i cdc2) eren baixos. En estar la CaM inactiva, 'E2F
estaria segrestat per la forma hipofosforilada de la pRb, que impediria d’aquesta
manera l'estimulacié dels promotors dels gens depenents del factor de
transcripcié E2F.
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1.4 Efecte de la inhibicié de la calmodulina sobre les quantitats

de p21°™! i p27P!
Les cél-lules responen a estimuls negatius incrementant la quantitat de proteines
inhibidores associades a les cdk (per exemple, p21°*! j p27<™
inhibir I'activat (85). Per aquest motiu es va analitzar si la inactivacié de la CaM
podria afectar els nivells totals de p21°" i p27"®'. Es va observar que els nivells
de p21°P" eren baixos en céllules quiescents i que augmentaven després de

) i poden arribar a

I'addicié del sérum; els nivells romanien constants fins a les 5 h-15 h d’haver fet
I'activacié. La quantitat de p27""! a les cél'lules quiescents era alta i disminuia

després d’haver afegit el serum. D'altra banda, el tractament amb W13 no alterava

1CIP1 7KIP1’

ni els nivells de p2 ni de p2
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1.5 La inactivacio de la calmodulina no afecta el patré

electroforétic bidimensional de la cdk4

El patré bidimensional de la cdk4 obtingut de I'electroforesi en dues dimensions i
Western blot posterior «-cdk4 de les mostres procedents de cél-lules quiescents,
de les recollides a les 5 hi ales 7 h de l'activacié (tractades amb W13 o W12, a
les 5 h després de l'activacid), posava de manifest algunes marques (pl 5,3-5,9)
(fig. 24). La variabilitat en la mobilitat de la cdk4 es podria de a diferents graus de
fosforilacié.

Els canvis d’intensitat de les marques només es produien entre les corresponents
ales 5 hi 7 h després de l'activacié proliferativa, sense trobar diferéncies
significatives entre les corresponents a les obtingudes amb el tractament amb
W12 i W13.

Per tant, s'observava que en activar les cél-lules a proliferativament hi havia un
canvi en el patré6 de mobilitat electroforetica de la cdk4, i probablement en el seu
estat de fosforilacié. Tanmateix, la inhibicié de la CaM no provocava cap canvi en
aquest patré.









132 Resultats

1.7 La calmodulina és essencial per a 'acumulacié nuclear de la
cdk4 i de la cicD1

Tant la cdk4 com la cicD1 s’han descrit com a nuclears durant la fase G4 (11),
coincidint amb la localitzacié nuclear de la pRb, que és el principal substrat
conegut de la cdk4. L'analisi immunocitoquimica va posar de manifest que la
proporcié de cél-lules quiescents amb marcatge nuclear de la cdk4 i de la cicD1
era molt baixa (corroborant el que es descriu en la referencia (11)). El percentatge
de nuclis marcats era més alt a les 5 h després de I'activacié proliferativa, arribant
a ser a les cél-lules de control (W12 i céllules sense cap tractament) quasi la
totalitat dels nuclis positius. Després del tractament amb W13, el percentatge de
cel-lules amb marcatge nuclear de la cdk4 i la cicD1 a les 7 h va disminuir
drasticament fins a assolir practicament els nivells de les cél-lules quiescents (fig.
26A).

La davallada del marcatge nuclear per a la cdk4 i la cicD1 estava correlacionada
amb un increment de marcatge citoplasmatic en ambdéds casos (fig. 27), fet que
suggeria que la CaM era essencial per a I'acumulacié de la cdk4 i la cicD1 a
I'interior del nucli. Els mateixos resultats es van obtenir utilitzant altres anticossos
contra la cdk4 i altres tipus cel-lulars com ara els fibroblasts normals obtiguts de
pell humana.

L'efecte de la droga anti-CaM sobre I'acumulacié de la cdk4 i la cicD1 al nucli era
reversible, ja que se substituia el medi que contenia la droga després de 2 h
d’'haver-lo deixat actuar per un de normal s'obserbava que la cdk4 tornava a ser
nuclear (el 90% del nuclis presentaven una relacié d’absorvancia respecte de
l'area > 0,1). Altres drogues anti-CaM es van ser assajar per tal assegurar que
I'efecte era especific. Tal com es mostra a la figura 26B es van utilitzar quatre
drogues: el W13, el W7, el J8 i el calmidazolium (CMZ), les quals induien una
disminuci6 ( depenent de |a dosi) del marcatge nuclear de la cdk4.

També es va estudiar I'efecte del tractament amb W13 sobre la localitzacié
intracel-lular de la nucleolina (143) i la hnRNPA2. Ambdues proteines sén
conegudes per |la seva alta mobilitat entre nucli i citoplasma (16) (142) i, tal com
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es mostra a la figura 24, la inhibicié de la CaM provocada pel tractament amb el
W13 no afectava la localitzacié nuclear ni de la nucleolina ni de la hnRNPA2.
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Figura 26: Efecte del tractament amb drogues anti-CaM sobre la localitzacié de la cdk4 i la cicD1.
Es van subcultivar céllues NRK quiescents (Q) sobre cobreobjectes i es van activar
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proliferativament per I'addicié de serum al mateix temps. A les 5 h de I'activacio, es van aplicar les
diferents drogues anti-CaM, i a les 7 h les céllules es van fixar per dur a terme les
immunocitoquimiques anti-cdk4 i anti-cicD1 utilitzant anticossos secundaris conjugats amb
peroxidasa, el procediment s'explica a “Materials i métodes”. Les quantificacions es van dur a
terme fent servir un equip Olympus d'analisi d'imatge. Es van considerar positius els nuclis que
tenien una relacié entre la densitat optica i I'area > 0,1. Els resultats presentats aqui sén la mitjana
de tres experiments diferents. Per a cadascun dels experiments es van comptar més de 200
nuclis. A. Les barres plenes indiquen el percentatge de nuclis positius per a la cicD1, i les barres
buides indiquen el percentatge de nuclis positius per la cdk4. La concentraci6 final de W12 i W13
va ser de 15 pg/ml. B. Representa el percentatge de nuclis marcats per la cdk4 després de
I'addicié de W12, W13, J8 i calmidazolium (CMZ) a les concentracions que s'indiquen o sense
haver fet cap tractament de drogues (C).
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Ja s’havia descrit (164) la importancia de la integritat del citosquelet perque es
produis el transport al nucli de la kinasa C que no conté un senyal classic de
localitzacié nuclear. També és conegut que la CaM pot regular les proteines del
citosquelet, és per aixd0 que es va trobar adient valorar I'efecte de drogues
capaces d'afectar I'organitzacié dels filaments d’actina i microtibuls sobre la
localitzacié de la cdk4 i de la cicD. Aplicant citocalasina D (1 pg/ml) o nocadazol (1
ug/ml) a les 5 h de I'activacio proliferativa es va veure que no s’afectava gens a la
localitzacié nuclear de la cdk4 (dades no mostrades).

El resultat d’analitzar la quantitat de cdk4 i cicD1 present en una fraccié de nuclis
purificats no va ser positiu. Tots els metodes provats (tant utilitzant tampons sense
detergents com fent servir tampons hipotonics) no van ser capacgos de retenir
aquestes proteines a la fraccié nuclear. Més del 70% d’ambdues proteines es van
trobar fora del nucli, en la fracci6 soluble. Aquest problema técnic va impossibilitar
I'estudi per fraccionament cel-lular de I'efecte de la inhibicié de la CaM sobre
I'acumulacié nuclear de la cdk4 i cicD1.

Per corroborar els resultat obtinguts mitjangant la utilitzacié6 de drogues anti-CaM
sobre la diferent localitzacié de la cdk4, es va procedir a fer estudis utilitzant la
tecnica de microinjeccié d'un péptid anti-CaM.

Tal com ja s’ha esmentat en la introduccié, la CaM executa les seves funcions
d’'una manera indirecta. Ho fa a través de proteines que s’hi uneixen (CaMBP). La
utilitzacié de péptids sintétics corresponents als dominis d'unié a la CaM de les
CaMBP fa que s’estableixi una competéncia pels llocs hidrofobics de la CaM de
manera especifica. El péptid que es va escollir per ser microinjectat va ser el
corresponent al domini d’'unié a la CaM de la CaMKIl (péptid que compren de
I'aminoacid 290 al 309). Aquest peptid es va barrejar amb dextra conjugat amb un
fluorocrom (TRITC) per poder identificar les céllules que s’havien microinjectat.
D'aquesta manera es podia estudiar si el tractament tenia un efecte sobre la
localitzacié subcel-lular de la cdk4 i sobre la sintesi del DNA. Es va tenir la
precaucio de fer els controls que ens van permetre assegurar que s’estava inhibint
la CaM. Aquests controls es basaven en
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comprovar que cél-lules que s’havien microinjectat amb el peptid tenien la sintesi
del DNA inhibida. La quantificacié de la sintesi del DNA es va determinar fent un
recompte de les cel-lules microinjectades que incorporaven BrdU a les 18-20 h
després de l'activacié proliferativa. Els nuclis positius per la sintesi de DNA van
ser detectats per immunofluorecéncia posterior a la incorporacié de BrdU. Els
anticossos secundaris que es van emprar per a la deteccié de la cdk4 i la BrdU
estaven conjugats amb FITC, per distingir les cél-lules microinjectades (peptid +
dextra-TRITC) de les que donaven positiu a la immunocitoquimica (cc-cdk4 o oc-
BrdU)

Les microinjeccions van ser dutes a terme sobre cél-lules reactivades (5-8 h
després de I'activacio) tal com s’indica a material i métodes.

Els resultats que es mostren a continuacié (taula 15) representen la mitjana d'un
minim de dos experiments independents. Un minim de 80 ceéllules van ser
comtades per quantificar I'efecte del peptid sobre la localitzacié de la cdk4 i un

minim de 40 cel-lules per a les microinjectades amb dextra sol com a control.

Microinjeccid Microinjeccio
péptid CaMKIl 2229 Dextra-TRITC (control)
a-BrdUr 21+ 7% 50 £ 2%
a~cdk4 42 + 10% 85+ 3%

Taula 15. Efecte de la microinjeccié citoplasmatica de la CaMKII****® sobre la localitzaci6 nuclear

de la cdk4 (valorada per immunocitoquimica a-cdk4) i la sintesi de DNA (valorada per incorporacio
de BrdU i posterior immunocitoquimica «-BrdU). Van ser considerats com a nuclis positius pel
marcatge amb anticossos contra la cdk4 els que tenien una meangreen > 100 (mitjana del valor
densitometric del canal verd).

Els resultats van demostrar una clara inhibicié de la sintesi del DNA, reflectit en
una disminucié de l'index de marcatge nuclear («<-BrdU) després d'haver
microinjectat el péptid de la CaMKII®%3%) (resultats mostrats a la taula 15). Es va
trobar que el 21 + 7% de les cel-lules microinjectades amb el péptid CaMKI|(?%%3%9)
eren positives a I'hora d'aplicar un assaig d’incorporacio de BrdU, respecte del 50

+ 2% de les ceél-lules de control. Per tant hi havia de I'ordre d’'un 53% d'’inhicié en
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el nombre de cél-lules que sintetitzaven DNA sota els efectes de la microinjeccié
del peptid anti-CaM.

D’altra banda, i sota les mateixes condicions, es va procedir a microinjectar al
citoplasma el peptid anti-CaM i, amb una immunocitoquimica «-cdk4 posterior es
va estudiar I'efecte que tenia sobre la localitzacié subcel-lular d’aquesta proteina 2
h després de la microinjeccié. Tal com es mostra a la taula 15 es va trobar un 42 +
10% de les céllules microinjectades amb el péptid de la CaMKII®%*® que
presentaven la cdk4 nuclear (meangreen > 100) respecte del 85 + 3% de les
cel-lules de control. Aixi doncs, la inhibicié en el marcatge nuclear de la cdk4 era

del 50% després d’haver microinjectat el peptid anti-CaM.

1.7 Paper de la CaMKIl i la calcineurina en I'acumulacio de la cdk4
al nucli

Un altre abordatge per esbrinar possibles factors implicats en la localitzacio
diferencial de la cdk4 i la cicD1 al nucli va ser veure si I'efecte de la CaM sobre la
ubicacié d’aquestes proteines era mitjangat per una CaMBP coneguda. Com que
en algunes proteines se sabia que la fosforilacié podia regular el transport de
proteines cap al nucli, vam pensar en dues possibles candidates: la calcineurina
(fosfatasa) i la CaMKII (kinasa). Subministrant ciclosporina A (0,6-2,4 ug/ml) a les
5 h després de l'activacié proliferativa, s'inhibia la calcineurina; o aplicant en
aquest mateix moment el KN93 (5-10 uM) s’inactivava la CAMKII (com a control
de la darrera es va utilitzar el KN92 en la mateixa dosi que el KN93). Es va
observar que el tractament amb aquestes drogues anti calcineurina i anti-CaMKI|
no afectava la localitzacié nuclear de la cdk4 ni de la cicD1 (dades no
presentades). Aixd indicava que aquestes CaMBP no estaven implicades en
I'acumulacié nuclear de la cicD1 ni de la cdk4 durant la fase G;.
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1.8 Estudi de la possible interaccio de la cicD1 i cdk4d amb la

calmodulina

Pe estudiar si I'efecte de la CaM sobre la localitzacié nuclear de la cicD1 i la cdk4
era mitjancada per una CaMBP associada al complex, es va estudiar I'afinitat de
la cdk4 i la cicD1 a una columna de CaM. Es va eliminar la CaM endogena dels
lisats procedents d’'un cultiu ciclant de cél-lules NRK, passant-los en presencia
d’EGTA per una columna de DEAE-Sephacel. La cdk4 apareixia en la fraccidé no
unida a la DEAE-Sephacel, i la CaM s’eluia amb 600 mM de sal (dades no
mostrades). Després d’haver afegit Ca?* a la fraccié no unida a la DEAE-Sephacel
es va barrejar amb una reina de CaM-Sepharose®. Tal com es mostra a la figura
28A, la cdk4 i la cicD1 s'unien a la CaM-Sepharose® en preséncia de Ca®" i
s’eluien especificament quan s’afegia EGTA a la columna. També es va detectar
en l'eluci6 amb EGTA de la columna de CaM-Sepharose® una CaMBP; era la
Hsp90, la qual s’ha descrit recentment (33) (112) (176) que esta associada a la
cdk4. Cap de les proteines s’unia a la columna de control de Sepharose®.

Vam procedir també a fer experiments de pull down (fig. 28B). La fraccié lliure de
CaM endogena que corresponia a la que no s’havia unit a la columna de DEAE-
Sephacel (en un tampé amb 5mM EGTA) va ser dividida per tal de afegir-hi Ca®** o
EGTA, i a continuacié es va afegir 20 ul de CaM-Sepharose®. Després de 2 h
d’incubaci6 es va centrifugar i recol-lectar la fraccié no unida (sobrenedant). Es va
rentar la reina amb el mateix tampo de lisi (en preséncia de Ca®** o EGTA). Les
proteines que s’hi van unir van ser eluides directament amb tampé de mostres
(que contenia SDS). Una replica de la mostra va ser posada en contacte amb
Sepharose® de control. Tal com es mostra a la figura. 28B, la unié de la cdk4 i la
cicD1 a la CaM-Sepharose® era més gran en preséncia de Ca®* que en presénca
d’EGTA. No hi va haver unié de cap de les proteines a la reina de control.
Aquestes evidencies sobre la interaccié entre la cdk4, la cicD1 i la CaM ens van
portar a fer coimmunoprecipitacions per veure si interaccionaven en condicions
semblants a les condicions que es donen in vivo. Es va observar que la CaM
coimmunoprecipitava amb la cdk4 i la cicD1 (fig. 28C).
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D’altra banda, es va comprovar que a les céllules NRK també hi havia
coimmunoprecipitacio de la cdk4 i la Hsp90 (fig. 28C).

Tal com es va descriure per Pratt et al. (148), la Hsp90 podria estar regulant el
tranport intracel-lular d'algunes proteines estabilitzant-les en moments primerencs
de la seva traduccié. Per tant, era una bona candidata a ser la CaMBP implicada
en el transport dels complexos cdk4/cicD1 al nucli.

Es van tractar les cél-lules amb la geldanamicina, un antibiétic que inactiva la
Hsp90, i es va veure que tenia el mateix efecte sobre la localitzaci6 de la cdk4 i la
cicD1 que quan s’inhibia la CaM. Subministrant la geldanamicina (GA) (2 uM) a
les cél-lules NRK a les 5 h després de I'activacié proliferativa durant un periode de
2 h produia una clara reduccié en el marcatge nuclear de la cicD1 i de la cdk4 (fig.
29), sense alterar gens la quantitat total de cdk4 (dada no mostrada).
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2. La calmodulina s’uneix a la p2 i regula la seva

translocacio al nucli

Fruit de la recerca sobre el paper de la CaM en la regulacié de la transicié G4/S
del cicle cel‘lular, s’ha descrit en I'apartat anterior la importancia que té la CaM
sobre I'activitat i localitzacié subcel-lular de la cdk4 i la cicD1. El fet d’haver
observat, mitjancant cromatografia d'afinitat a partir d'un lisat, que tant la cdk4
com la cicD1 estaven unides a la CaM de manera dependent de Ca®* ens va
portar a aprofundir I'estudi sobre quina altra proteina o proteines feia de pont. La
Hsp90 al fer de mediadora en el transport de la cdk4 i la cicD1 en el seu cami cap
al nucli, peré en nombrosos estudis s’ha descrit aquesta proteina com un element
estabilitzador de la cdk4 just després de la seva traduccié. Una vegada format el
complex cdk4/cicD1, la Hsp90 s’alliberaria de la cdk4.

En aquest segon bloc de resultats ens vam plantejar estudiar si alguna de les
proteines conegudes presents al complex cdk4/cicD1 podria fer d'intermediaria en
la unié a la CaM.

2.1 La p21°™' coimmunoprecipita amb la calmodulina

1°P1 coimmunoprecipitava amb la CaM, es van fer

Per analitzar si la p2
immunoprecipitacions utilitzant cel-lules Namalwa. Es va procedir a fer les
coimmunoprecipitacions utilitzant I'anticos a-CaM (anticos cedit pel Dr. Sacks), el
resultat es va tranferir i la membrana es va sotmetre a una transferéncia Western
(WB) per detectar tant la p21°"! (fig. 30) com la CaM (dada no mostrada).

La coimmunoprecipitaci6 en sentit contrari es va aplicar utilitzant un anticos
monoclonal dirigit contra la p21°*" (Calbiochem) i es va analitzar per WB amb oc-
p21°P'(dada no mostrada) o «-CaM (fig. 30). Es va observar que la CaM i la
p21°P! formaven part del mateix complex (fig. 30); mentre que quan es feia la
immunoprecipitacié utilitzant un anticos policlonal dirigit contra I'extrem carboxi de

la p21 CIP1

no es detectava la CaM (dades no mostrades). Aquest fet ens va
suggerir una possible zona d'interaccié entre la p21°"' i la CaM. A l'apartat 3

s'estudien més detalladament els possibles dominis d'interaccié.
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una posterior tinci6 amb blau de Coomassie o a un transferencia Western per
cadascuna de les proteines que preteniem detectar, va ser contundent.

Ni la p27""" ni la cicD1 s’unien de manera directa a la CaM-Sepharose, només ho
feia una petita fraccié de la cdk4, mentre que la majoria de la p21°™' s'unia
especificament a la CaM-Sepharose de manera dependent de Ca®. A la figura 31
es pot veure com la p21°"' &s present en el sobrenedant de la mostra que prové
de la incubacié6 amb EGTA i en la fraccié eluida amb tampé de mostres de la
mostra incubada en preséncia de Ca?*, fet que indica que la p21°""! s’havia unit a
la columna de CaM de manera dependent de Ca®".

A més a més es van fer estudis de I'especificitat de la unié de la p21°** a la CaM-
Sepharose . Es van dur a terme experiments de pull down en preséncia de Ca®
perd preincubant 20 ul de reina (CaM-Sepharose 1:1) amb diferents dosi del
peptid corresponent al fragment 290-309 de la CaMKIl. La quantitat de reina que
es va utilitzar, diluida en tampé de lisi (1:1), corresponia a 3-5 nmols de CaM, la
qual es va posar en contacte amb amb diferents dosi (4-15 nmols) del péeptid
esmentat. Finalitzada la incubacié de la CaM-Sepharose amb les diferents dosis
de peptid, es va afegir 1 pg de p21“"'-GST purificada (0,025 nmols), es va
analitzar la quantitat de p21°"" unida i no unida a la CaM-Sepharose i es va
comparar amb la no preincubada amb el péptid (fig.32).

Es va corroborar, amb aquest altre sistema, que la uni6 de p21°*" era especifica,
ja que les mostres procedents de la preincubacio de la CaM amb el péptid i la
posterior incubacié amb la CaM-Sepharose en preséncia de Ca®* tenien la major

1¢"" al sobrenedant (en ambdues concentracions de péptid provades);

1CIP1

part de p2
és a dir, que el péptid estava competint amb la p2
ala CaM.

pels llocs hidrofobics d’unio
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1°'"! és dependent de CaM

1CIP1

2.4 La localitzacio nuclear de la p2
2.4.1 Les drogues anti-CaM inhibeixen I"'acumulacié nuclear de la p2
Al primer bloc de resultats s’exposa el paper essencial de la CaM en el transport
de la cdk4 i la cicD1 al nucli. | després d’haver trobat una interaccioé tant de
manera indirecta com directa de la p21°"" amb la CaM, es va estudiar I'efecte de
les drogues anti-CaM, subministrades a les 5 h després de |'activacio, sobre la
localitzacié subcellular de la p21°"" a les 7 h després de la reactivacié de les
cél-lules NRK.

Es va trobar una clara disminucié en el marcatge nuclear per la p21CPt

en les
cél-lules que havien estat tractades a les 5 h amb W13 (15 pg/ml), calmidazolium
(CMZ) (5 uM), W7 (10 pg/ml) , i J8 (7 pg/ml) i que s’havien fixat a les 7h. A la
figura 35 es mostren els resultats obtinguts pel tractament amb W12 (control),
W13 i CMZ. Amb la resta de les drogues el patr6 de marcatge obtingut va ser
similar al del W13 (dades no mostrades). Paral-lelament es va posar de manifest

un augment del marcatge al citoplasma.
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2.4.2 La p21°™ es transporta al nucli de manera dependent de CaM en
cel-lules Hela permeabilitzades amb digitonina

Estudis previs fets pel grup del Dr. Hanover (NIH a Bethesda) utilitzant un sistema
de transport in vitro en cél-lules Hela permeabilitzades amb digitonina, va
permetre postular I'existéncia de dues vies d’entrada al nucli d’'un péptid amb NLS
(fig. 14). Una via d’entrada dependent de CaM, funcional a altes concentracions
de Ca® citoplasmatiques i independent de GTP, i una altra via activa a baixes
concentracions de Ca®" al citoplasma (caracteristica de cél-lules quiescents),
independent de CaM i dependent de GTP.

Nosaltres vam aplicar aquest model de transport in vitro per estudiar quina de les
proteines expressades (cdk4-GST, cicD1-GST, p21°P-GST) i afegides
exogenament a cel-lules Hela permeabilitzades amb digitonina era capag¢, en
preséncia d'un extracte citoplasmatic, de translocar-se al nucli, i com s'afectava el
transport d’alguna d’elles sota la presencia durant I'assaig de drogues anti-CaM.
En un principi es va marcar la cicD1 amb FITC i la cdk4 amb TRITC. En fer els
assajos de transport in vitro cap de les dues es translocaven al nucli. A voltes
apareixia una marca als nucléols, senyal inespecific que es va eliminar en passar
les proteines marcades per una columna PD-10. Aquest tipus de columnes sén
molt utils per eliminar les restes de fluorocrom lliure. Es va pensar que el tipus
d’'enllag covalent que s’'estava establint entre el fluorocrom i aquestes proteines
purificades podia estar dificultant el reconeixement o I'associaci6 amb altres
proteines que farien de cotransportadores. Per aquest motiu es va decidir
conjugar la cicD1 i la p21“F'amb la B-ficoeritrina (BP). Sota aquestes condicions,
ambdues proteines eren capaces de translocar-se al nucli (fig. 36). El transport al
nucli de la cicD1 i la p21°"" era dependent de la temperatura, que s'inhibeix
totalment a 4°C.

Paral'lelament a cada assaig dut a terme amb les proteines problema, es va
realitzar un altre amb les proteines control nucleoplasmina-FITC (dades no
mostrades) i SV40-BP, que posseeixen un senyal clar de localitzacié nuclear
(NLS) i els respectius controls a 4°C (fig. 37).
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Tal com ja s’ha esmentat abans, el marcatge amb FITC podria interferir el
reconeixement de la zona critica per al transport de les proteines (evitant-ne
I'associacié amb d’altres). Per aix0, després d’'analitzar els resultats preliminars es
va decidir fer la resta de I'estudi amb proteines conjugades amb BP. D’altra
banda, entre la cdk4, la cicD1 i la p21°"!, aquesta ultima és la que presenta uns
motius NLS més ben definits. Per aquest motiu es va continuar la resta de I'estudi
del transport amb I'esmentada proteina.

1CIP1

Es va analitzar I'efecte del W13 sobre el transport de la p2 al nucli i es va

observarque tant en preséncia d’una concentracié alta de Ca®* (100 mM durant
I'assaig) com baixa (1 mM) el W13 era capag d'inhibir la translocacié de la p21“"™
al nucli (fig. 38). Es va observar que en els assajos de control (utilitzant W12) el
transport al nucli de la p21°*'era del 70%, mentre que els assajos realitzats amb
W13 (15 pg/mi final) hi havia un 27% de transport. Aixi doncs, el transport de la
p21°P! al nucli era dependent de CaM, fins i tot en les condicions classiques

d’assaig (1 mM CaCly).
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la p21°"" amb Ca?* o0 EGTA, que ens confirmava que la unié de la p21°*' a la
CaM era dependent de Ca?*. Si s'observa la figura 32 (dos primers carrils) es pot
veure una clara diferéncia entre la fraccié de p21°"' unida a la CaM-Sepharose
en preséncia de Ca®* o en preséncia d’EGTA. L’altre control d’especificitat que es
va dur a terme va ser la preincubacié de la CaM amb el péptid de la CaMKIIZ**
%8 Es va veure que la fraccié de p21°"'estava unida a la CaM-Sepharose era
equivalent a la que es detectava en presenca d'EGTA en la incubacié de la

p21°P! amb la CaM-Sepharose (fig.32)
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Actualment s’accepta que la CaM és essencial per al transcurs de la progressio
de la fase G i de la transici6 de la fase Gy ala S. Tot i aixi romanen poc clars els
passos especifics de la fase G1sobre els quals actua la CaM.

Treballs previs duts aterme pel nostre grup van demostrar que en cél-lules NRK,
la inhibicio de la CaM durant la primera part de la fase G4 provocava la inhibici6é de
I'expressid dels enzims involucrats en la replicacié del DNA (99). D'altra banda,
en aquest treball demostrem, en concordancia amb el publicat per Takuwa et al.
(181), que té lloc també una inhibicié de la fosforilacié de la pRb quan s'inhibeix la
CaM durant |la fase G4 primerenca. En emprar les drogues anti-CaM per I'estudi
del paper d’aquesta proteina sobre el cicle cel-lular, s’havia de tenir en comte que
la inhibicié6 de I'entrada a la fase S produida per aquestes drogues podia ser
també deguda al fet que en inhibir la CaM, hi hagués un efecte toxic per a les
cel-lules o que les cel-lules sortissin del cicle cel-lular (tornessin a la fase Gg). El
fet que les céllules es recuperessin del tractament amb les drogues anti-CaM
(durant dues hores), quedava reflectit en el retardament en dues hores de la
sintesi del DNA. La coincidéncia entre el temps de tractament i el retard en assolir
el maxim de sintesi del DNA, ens demostrava que la droga no feia tornar les
celllules a Gp, sin6 que provocava una aturada a la fase G4. Aixi doncs, les
cellules continuaven el seu cicle en el punt on s’havien quedat a I'aplicar les
drogues. En el cas que s’hagués produit una tornada a Gy, el retard en I'entrada a
la fase S hauria estat molt més llarg. Per tant, es va demostrar que
aproximadament a les cinc hores després de la sortida de la fase Gg (primera
meitat de la fase G1) hi havia algun esdeveniment dependent de la CaM que era
essencial per a la fosforilacié de la pRb i per a I'expressié d'enzims replicatius, i
en conseqiiéncia per a I'entrada a la fase S. Ens vam plantejar que la CaM podia
ser essencial per a l'activitat de la maquinaria de la fase G1 del cicle cel-lular.

Per aprofondir sobre quins nivells de regulacié de la maquinaria motora (les cdk)
del cicle cel-lular estarien afectats per la CaM, es va analitzar I'activitat de les
kinases que actuen durant la transicié de la fase Gy a la S. Tant I'activitat de la
cdk2 com la de la cdk4 de cél-lules NRK sincronitzades i tractades amb els
inhibidors de la CaM a les 5 h després de I'activacié proliferativa i, recollides a les
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La inhibicié de la CaM si que provocava una disminucié de I'expressié de la cdc2 i
de la cicA, perod no de la cicE. L'expressi6é d'aquests tres gens és regulada per la
unié d’E2F al seu promotor. D'aquesta manera, la inhibicié de I'expressio de la
cicA i la cdc2 quedava justificada per la hipofosforilacié de la pRb, mentre que es
descrivia en aquest tipus cel-lular una nova via de regulacié de I'expressio de la
cicE no dependent d'E2F.

Per tant, la davallada de l'activitat de la cdk2 (a les 15 h) quan la CaM esta
inactiva es justifica pel decrement del nivell de la cicA, subunitat reguladora que
s’hi associa en moments tardans. L’activitat minvada de la cdc2, pel tractament
amb W13 a les cél-lules, quedava justificada tant per la manca de la subunitat
catalitica com per la de la reguladora.

Es va pensar que I'activitat de la cdk4 estava modulada per canvis de fosforilacio
com a efecte de la inhibicid de la CaM. De l'estudi de la mobilitat en gels
bidimensionals d’'un lisat cel-lular procedent d'un cultiu quiescent, de 5hode 7 h
(tractat o no amb W13), després de la reactivacio i la posterior transferencia
Western contra la cdk4, tan sols es va detectar una nova forma que apareixia a la
mostra corresponent a les 5 h després de I'activacio proliferativa, perd no hi havia
cap canvi en el patr6 de la cdk4 quan s’inhibia la CaM.

En aquest punt, el nivell de regulacié sobre el qual se'n sabia més poc era el
mitjancat per la localitzacié intracel-lular diferencial de les kinases i ciclines que
entraven en joc durant l'etapa que s’estudiava. Com que la proteina del
retinoblastoma és eminentment nuclear, es va considerar adient estudiar la
localitzacié de la cdk4 i de la cicD1 sota els efectes de la droga anti-CaM.
L'existéncia d’estudis previs sobre la translocacié de les kinases i ciclines des del
citoplasma al nucli i viceversa donava més émfasi a la importancia d'aquest nivell
de regulacié. Paral-lelament als estudis que duiem a terme en cel-lules NRK, al
nostre laboratori, se'n van fer d’altres en un model diferent. el fetge normal
(quiescent) o posthepatectomia (PH). (79). En aquest cas, en les ceél-lules
quiescents es van trobar la cicD3 i la cdk4 al citoplasma, mentre que la cicD1 era
nuclear. A les cinc hores, després de I'hepatectomia parcial es va trobar que la

cicD3 i la cdk4 ja eren al nucli, a les 13 h posthepatectomia la migracié cap al
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nucli era molt més considerable. Aixd estava demostrant I'existéncia d'una
regulacié de la translocacié de les cdk i cilines cap al nucli, al llarg del cicle
cel-lular.

A més a més, el treball de Depoortere et al. (35) també demostrava la importancia
de la localitzacié nuclear de les cdk i ciclines després de l'activacié proliferativa.
Descriuen dues respostes diferents en I'acumulacié nuclear de la cicD1, la cicD2 i
la D3 (durant la transicié del Go fins a la fase S) segons els tipus de senyal que
rebien les cél-lules d’un cultiu primari de I'epiteli de la tiroide de gos. Els mitdgens
independents del cAMP com ara 'EGF més sérum, el factor de creixement dels
hepatocits (HGF) i el 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetat (TPA) induien
I'acumulacié nuclear de la cicD1 i la cicD2 i inhibien I'expressié basal de la cicD3
durant la fase prereplicativa. Mentre que si la via que s'estimulava era la de la
tirotropina (TSH), I'acumulacié de la cicD1 i la cicD2 no es produia; perd hi havia
una acumulacié nuclear de la cicD3. S’arribava a la conclusié que la cicD3 era la
necessaria perque es produexi la progressié durant la fase G1, en aquest tipus
cel'lular i en resposta a la TSH. La cdk4 acabava acumulant-se al nucli
independentment de quin fos I'estimul proliferatiu.

En aquest treball hem demostrat que, en céllules NRK quiescents, tant la cdk4
com la cicD1 eren al citoplasma, mentre que a les 5-7 h després de |'activacio
proliferativa ambdues proteines es localitzaven al nucli. La inhibicié de la CaM a
les 5 h després de l'activacié implicava una sortida del nucli a les 7 h després de
I'activacié tant de la cdk4 com de la cicD1, aquest moment correspondria a la
meitat de la fase Gy; i la pRb estaria hipofosforilada. Per comprovar que la droga
anti-CaM no afectava un mecanisme general de transport de proteines cap al
nucli, es van fer immunocitoquimiques contra proteines que es coneix que estan
en continu moviment entre el nucli i el citoplasma. A més a més, es van escollir de
dos grups diferents: una que tingués el classic senyal NLS, la nucleolina la qual
sera reconeguda per la importina; l'altra, 'hnRNPA2, com a representant del
domini M9 capag¢ d’'unir-se a un receptor, la transportina, i aixi entrar i sortir del
nucli. No es va trobar alterat el transport d’aquestes proteines sota els efectes de

la droga anti-CaM. Aixo reforgava la idea que la CaM participa en la regulacio de
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I'acumulacié de la cdk4/cicD1 al nucli, perd que no ho fa mitjangant un mecanisme
general de bescanvi de proteines entre els dos compartiments.

El fet que la cdk4/cicD1, en inhibir la CaM, romangui al citoplasma no explica que
la cdk4 estigui inactiva. Pero, si que es justifica que la pRb estigui hipofosforilada,
ja que la barrera espacial entre la pRb (al nucli) i la cdk4/cicD1 (al citoplasma)
impossibilita la fosforilacio del seu substrat.

En definitiva, el fet de trobar que tant I'activitat de la cdk4 com la de la cdk2
disminuida no era efecte d'un canvi en les quantitats de les kinases (cdk4, cdk2),
ni de les ciclines, ni del contigut del complex, ni de les proteines inhibidores
associades, ens fa pensar que la localitzacié de la cdk4/cicD1 al nucli &€s essencial
perque la cdk4 romangui activa. Cal destacar que no es van provar les proteines
inhibidores que actuen sobre les kinases lliures: la p16 i la p15, perqué no tenen
un efecte sobre el complex cdk4/cicD1.

Una explicacié als resultats obtinguts seria que, en inhibir la CaM, la cdk4 migrés
al citoplasma, quedés lluny de poder ser fosforilada per la CAK (cdk-activating
kinase) i quedés inactiva. L'estudi del patré de la mobilitat de la cdk4, en dues
dimenssions, no va suggerir que en inactivar la CaM hi hagués cap canvi de
fosforilacié en la cdk4. També s’ha de considerar la possibilitat que la fosforilacio
estigués regulant altres proteines desconegudes que formessin part del complex.
Aquestes proteines, en forma fosforilada, serien necessaries per a 'activitat de la
cdk4 al nucli i per a la seva inactivacié al citoplasma. D’altra banda, Mahony et al.
(102) van mostrar com els complexos actius de la cdk6 eren de manera
majoritaria al nucli dels limfocits T. ElI pes molecular (170 kD) d’aquests
complexos s’ha determinat mitjangant cromatografia de gel filtracio; fet que
demostra que la cicD forma part del complex conjuntament amb altres proteines
no identificades (102).

En el moment en el que vam obtenir aquests resultats, el mecanisme de transport
de les cdk i ciclines cap al nucli estava poc estudiat. Era conegut que la cdk7
(subunitat catalitica de la CAK —cdk activating kinase-) es translocava al nucli
gracies a la presencia d'un senyal classic de localitzacio nuclear (NLS) (91) (182).
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D’altra banda, també s’han descrit casos com ara el de la cicA, que malgrat no
presentar un senyal NLS es transloca al nucli quan s’associa amb la cdk2 (103).
Tant la cdk4 com la cicD1 no tenen senyals classics NLS, perd recentment s’han
trobat motius basics (possibles NLS) per a la cdk4 (*®RRKP) i per a la cicD1
(®*PVKKSRL). Per tant, podrien unir-se a receptors del tipus importina i ser
transportades al nucli. Si més no, hi ha la possibilitat que necessitin altres
proteines encara no conegudes.

Un trencament dels esquemes classics sobre les possibles funcions de les
proteines de la familia KIP/CIP es va comencar a donar a (90), on es postulava
que aquesta familia de proteines reconegudes originariament com a inhibidores
podien estar implicades en la formacié del complexos cdkd/cicD i en la seva
translocacié al nucli, ja que presenten senyals classics NLS (27) (36). Els nostres
resultats demostren que no n’hi ha prou amb la formacié del complex cdk4/cicD
perqué aquest sigui transportat al nucli.

En aquest estudi es proposen dos camins per explicar com la inhibicié de la CaM
indueix I'alliberament de la cdk4 i de la cicD del nucli:

» El complex kinasa/ciclina és retingut al nucli de manera dependent de la CaM
(model |, figura 43).

e La kinasa esta en moviment continu entre el nucli i el citoplasma, i la CaM és
imprescindible per la seva entrada al nucli.

Respecte a la primera possibilitat, s’ha de fer émfasi en el fet que en cél-lules
proliferants és tipica la localitzacié al nucli de moltes CaMBP, com també la
preséncia nuclear de la CaM lliure (7). Per aix0, la CaM podria unir-se a traves
d'una CaMBP als complexos cdk4/cicD o podria participar en una modificacio
posttraduccional dels complexos (com podrien ser les fosforilacions i les
desfosforilacions) que en provoqués la retencié al nucli. Un exemple molt clar
d’aquest tipus de regulacio per part de la CaM sobre el factor de transcripcio NF-
AT4 ha estat descrit per F. Shibasaki et al (168).
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La presencia de I'NF-AT4 al nucli depén de la seva associacié amb la calcineurina
(fosfatasa dependent de la CaM). L’associaci6 de la CaM a la calcineurina permet
mantenir a I'NF-AT4 al nucli en la seva forma defosforilada. En aquesta forma, el
senyal NLS queda exposat i el NES, amagat (168).

Respecte a la segona possibilitat, s’ha de recordar que Sweitzer et al. (180) van
decriure un transport al nucli que era actiu en concentracions altes de calci
(cél-lules en estadi proliferatiu) i de manera dependent de CaM i independent de
GTP. Aixi doncs, les proteines amb senyal NLS podrien tenir el seu transport
afectat en estar inhibida la CaM. Com que el transport de la nucleolina i la
hnRNPA2 no quedava afectat pel tractament amb W13, en el nostre cas el
mecanisme no hauria de ser tan general.

Atés que s’ha trobat CaM coimmunoprecipitant amb la cdk4/cicD1 en un lisat
cel-lular i que ni la cdk4 ni la cicD1 s’'uneixen directament in vitro a la CaM, es va
pensar en la possible implicacié d'una CaMBP en la translocacio de la cdk4/cicD1
al nucli. Es va provar tant una kinasa (la CaMKIl) com una fosfatasa (la
calcineurina), de les quals es disposa d’antagonistes: la ciclosporina A (inhibidor
de la calcineurina) i el KN93 (inhibidor de la CaMKIl). Cap de les dues estava
implicada en el transport de la cdk4/cicD1 al nucli. S’han descrit altres CaMBP
com ara la Hsp90, implicada en el trafic de proteines com ara el receptor de
glucocorticoides (148). La Hsp90, a més a més de ser una CaMBP, s’ha suggerit
que pot estabilitzar la cdk4 just després de la seva traduccid. La disponiblitat de
I'antibiotic geldanamicina, que quan se subministrava a dosis de 2 uM durant 2 h
era capag de blocar la Hsp90 sense alterar els nivells totals de la cdk4, ens va
permetre estudiar el patré de localitzacio de la cdk4 i la cicD1. Es va observar que
la localitzacié tant de la cdk4d com de la cicD1 estava afectada pel
subministrament d’aquesta droga i que coincidia amb el patré de localitzacio
observat quan s’utilitzaven les drogues anti-CaM. Per aquest motiu, vam proposar
un segon model en el qual la Hsp90 feia de mediadora en el transport de la cdk4 i
la cicD1 al nucli (model Il, figura 43).
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Analitzant més profundament les diferents possibilitats, i ates que altres autors
proposaven que la Hsp90 podia unir-se només a la cdk4 (estabilitzant-la | actuant
com a chaperone per aconseguir la conformacioé adequada de la cdk4 perque es
produis la unié a la cicD1) i no al complex cdk4/cicD1, ens vam pensar que la
Hsp90 podia ser essencial per a I'acumulacié al nucli de la cdk4 en un moment
anterior al que nosaltres estavem desvetllant en aplicar les drogues anti-CaM a
les 5 h. Per aquest motiu, es va continuar estudiant la possible implicaci6 d’altres
proteines conegudes i presents al complex cdk4/cicD1 i el seu paper sobre la

translocacié d'aquest complex al nucli.

El segon bloc de resultats (IV.2) sén els que vinculen la p21°*" a la CaM tant
d'una manera indirecta com directa. Cal recordar que la p21°"™
coimmunoprecipitava amb la CaM en ambdoés sentits i que, de les proteines
conegudes que coimmunoprecipitaven amb la cicD1, només la p21“*'-GST s'unia
de manera dependent de calci i directament a la CaM; la unié de la cdk4-GST era
menyspreable i ni la p27"'-GST, ni la cicD1-GST s’unien a la CaM. A més a
més, es va observar que la CaM era essencial per a 'acumulacié de la p21°*" al
nucli en céllules en estat proliferatiu, i que en preséncia de W13 la p21“"™
conjugada amb la B-ficoeritrina (BP) in vitro deixava d'importar-se al nucli.

Tal com s’ha descrit en la primera part dels resultats (IV.1) es va observar que la
p21°P! s'associa als complexos cdk4/cicD1, perd el paper que té sobre la
regulacid de I'activitat de la cdk4 encara no és clar. Els primers treballs sobre el
tema presenten la p21°"' com una proteina merament inhibitoria (67) (192),
mentre que recentment han sorgit noves tendéncies que sén partidaries de do-
nar-li rellevancia sobre la regulacié de la formacié del complex cdk4/cicD i la seva
translocacié al nucli (90) (27) (20). Aquesta dicotomia en la funcionalitat de la
p21CP1
o de l'associaci6 amb altres proteines. Atés que no s’han trobat canvis en les

pot ser dependent del nombre de molecules unides al complex cdk4/cicD,

quantitats de proteines inhibidores associades al complex cdk4/cicD1, fa pensar
que l'efecte de la inhibici6 de la CaM recau sobre passos posteriors. Una
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possibilitat seria que alguna de les proteines (que s’havien trobat unides al
complex cdk4/cicD1) tingués un paper cotransportador.

21" en el

Les evidéncies que hem trobat que donen suport a la implicacié de la p
transport de la cdk4/cicD cap al nucli de manera dependent de CaM s’enuncien a
continuacio:

e La p21°"" purificada s'uneix in vitro a la CaM.

e La p21°"! coimmunoprecipita amb la CaM en un extracte cel-lular.

e En un sistema de transport in vitro, la p21°*' es transloca al nucli de manera
dependent de CaM.

1°P1 amb la

e S’ha detectat col-localitzacié per microscopia electronica de la p2
CaM.

D'altra banda, s’ha observat que la p27<

, d’'estructura molt semblant a la
p21°"P! no s'uneix in vitro a la CaM. Aixd ens fa pensar en I'existéncia de dues
rutes diferents de regulacié per a les funcions de la p21°*' i per la p27<7".

Els dominis d’interaccié de la p21°F! amb les ciclines i cdk se situen a 'extrem a
N-terminal de la molecula (els aminoacids 21-26 serien els reconeguts per la
ciclina; i del 49 al 71, per la cdk). Aquesta regid és precisament la més
conservada entre la p21°"" i la p27"""'. La segona meitat de la molécula conté
diferents motius de localitzacié nuclear (NLS) (139-142, 160-163, 140-162, 141-
158), també hi ha el lloc on s’uneix el PCNA (124-164) i un nou domini d'uni6 a la
cicA (160).

Per analitzar els possibles llocs d'interaccié entre la CaM i la p21°™" es van
dissenyar tres péptids diferents que mimetitzaven diverses zones de la p21°*' i es
va assajar la capacitat que tenien per competir per la unié a la CaM (vegeu la
figura 40). El peptid Il (145-164) va ser el que va donar millor resultat en I'estudi
de competeéncia. Aquest péptid conté dominis basics i hidrofobics (vegeu la figura
40) clarament segregats i definint una helix-o amfipatica. Aquesta regié amfifilica
es una bona candidata per ser el domini que s’uneix a la CaM. Aquest domini no
és present a la p27"'"", resultat que esta d’acord amb el fet que aquesta proteina
no s’uneixi a la CaM.
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Com ja s’ha esmentat abans, és molt nova la idea del paper regulador de la
p21°"" en la formacio dels complexos cdk4/cicD i del seu transport al nucli (90)
(27) (20). La Baer et al. (90) demostra que, quan es transfecten cél-lules amb una
p21°®" truncada que només presenta la part N-terminal, aquesta proteina
continua sent capag de formar els complexos amb la cdk4 i la cicD1, pero aquests
no es troben al nucli. Aquest fet suggereix que la 21°%" facilita el transport del
complex cdk4/cicD1 al nucli gracies el senyal NLS que posseeix. En un principi
semblaria contradictori el fet d’haver trobat en cél-lules p21“*"/ p21°"" |a cdk4 |

7! com la proteina suplent

la cicD1 al nucli, si més no es podria pensar en la p2
que aportaria igualment el senyal NLS necessari per poder conduir al complex al
nucli.

« Després de 'examinacid dels resultats obtinguts en estudiar el paper de la CaM

1%%P1 i en veure que el transport cap al nucli d'aquesta

en el transport de la p2
proteina era inhibit quan s’inactivava a la CaM, podem postular que la CaM és
necessaria per a I'exposicié i la funcionalitat del senyal NLS de la p21°F". Si
integrem aquests resultats amb els obtinguts a la primera part de I'estudi, que
demostren que la CaM és essencial per a la translocacio i retencié del complex
cdk4/cicD1 al nucli (183), es pot arribar a postular el model |l que s’esquematitza
a la figura 45. Aquest model ens permet tenir una visié global de la regulacié del
tranport del complex cdk4/cicD1/p21“F! cap al nuli en resposta del senyal de
Ca”.

e Haver suggerit aquest model (fig. 45) no treu pas rellevancia als resultats
obtinguts de la inhibicié de la Hsp90 (la CaMBP que haviem trobat associada a la
cdk4). Quan se subministrava la geldanamicina (en la dosi i durant el periode
adequat), es va veure que la cdk4 i la cicD1 romanien al citoplasma (183). En
aquest cas, la Hsp90 estaria actuant propiament de chaperone procurant que la
conformacio de la cdk4 fos I'adequada per poder formar el complex amb la cicD1 i

1CIP1

la p2 i, com a conseqiiéncia es donaria el transport del complex cap al nucli.
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1. L'efecte de la inhibicié de la CaM sobre la inhibicié de la sintesi del DNA per
mitja de I'aplicacio del W13 a un cultiu sincronic de cel-lules NRK és reversible.

2. La proteina del retinoblastoma es detecta hipofosforilada a les 20 h en un
cultiu sincronic de NRK que havia estat tractat amb el W13 a les 5 h de la seva

reactivacio proliferativa.

3. Lainhibicié de la CaM en un cultiu sincronic de cél-lules NRK a les 5 h després
d'haver estat activat provoca una disminucié de I'activitat kinasa de la cdk4 i de
la cdk2, després de la reactivacié proliferativa.

4. La inactivacio de la calmodulina durant la primera part de la fase G4 en un
cultiu sincronic de cel-lules NRK no afecta els nivells totals de la cdk4, ni de la
cdk2, ni de la cicD1, ni de la cicD2, ni de la cicE; pero si que afecta als nivells
de la cdc2ila cicA a les 15 h després de la reactivacié proliferativa. Tampoc hi

ha cap canvi en la quantitat de p21“"*" y G

i de p2
5. La disminucié tardana de I'activitat de la cdk2 sota els efectes de la inhibicié de
la CaM és provocada per un nivells més baixos de la seva subunitat

reguladora associada en aquest moment, la cicA.

6. L'associacié de la p21°™!, de la p27"""", de la cicD1 i de la cdk4 tant a la cicD1
com a la cdk4 no es veu afectada per la inactivacié de la CaM (durant la

primera part de la fase G1) en un cultiu sincronic de cél-lules NRK.

7. El tractament amb el W13 a les 5 h després de la reactivacié, no afecta el
patrd electroforétic bidimensional de la cdk4 a les 2 h després d’haver afegit la
droga anti-CaM.

8. La inactivacio de la CaM durant la primera meitat de la fase G d’'un cultiu
sincronic de cel-lules NRK i de fibroblasts normals provoca una major retencié
dels complexos cdk4/cicD1 al citoplasma a les 7 h de I'estimul proliferatiu.
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9. La inactivacié de la Hsp90 durant la primera meitat de la fase G4 d'un cultiu
sincronic de cellules NRK provoca una localitzaci6 majoritariament
citoplasmatica de la cdk4 i la cicD1 a les 7 h de I'estimul proliferatiu.

10.La cicD1 i la cdk4 i la p21°"" interaccionen in vivo amb la CaM (detectat per
coimmunoprecipitacio i col-localitzacié per microscopia electronica).

11. La p21°P'-GST expressada en bacteris i purificada s’uneix in vitro a la CaM
de manera dependent de calci. La cdk4-GST ho fa en poca mesura i ni la
p27""-GST ni la cicD1-GST s’hi uneixen.

12.’acumulacié de la p21°*" al nucli és dependent de la CaM.

13.Se suggereix com un possible domini d'unié de la p21°"' a la CaM el

corresponent als aminoacids 145-164 de la p21°"*".

A partir d’'aquests resultats es postula un possible paper cotransportador i
dependent de CaM per part de la la p21°™" sobre I'acumulacié del complex
cdk4/cicD1 al nucli.
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