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CK2: Casein Kinase 1

CRM1: Chromosome Region Maintenance 1
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E-box: Caixes E, Ephrubusi box-like motif
EMT: Transicid Epiteli-Mesénquima
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LCT: Lactacistina

LMB: Leptomicina B

MBP: Maltose Binding Protein
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1. La transicid epiteli mesénquima

1.1. Caracteristiques generals

L'anomenada transicid epiteli-mesenquima (EMT, de I'angles
“Epithelial-Mesenchymal transition”) fa referéncia al canvi molecular i en
conseqliencia fenotipic que pateixen certes cél-lules epitelials en resposta a
diferents senyals, i que les indueix a adoptar una morfologia mesenquimal.
Les cel-lules experimenten canvis tant en larquitectura com en el
comportament cel-lular, que es veuen reflectits en les diferencies en la
morfologia, I'arquitectura cel-lular, I'adhesié i la capacitat de migracié (Hay,
1995).

Un epiteli tipic esta format per una capa de cel-lules, sovint una
monocapa, amb cel-lules epitelials individuals contiglies les unes amb les
altres en una disposicidé uniforme. Les cél-lules tenen una polaritzacié apico-
basolateral, es troben associades a una lamina basal i unides entre elles per
unions laterals, formades per estructures especialitzades de la membrana
com ara les unions estretes (“tight junctions”), les unions adherents

(“adherent junctions”) i els desmosomes (Figura IR1).
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Figura I1. Estructura de les cél-lules epitelials. Les cel-lules epitelials presenten polaritat
apicobasal, amb una cara apical i unides a la lamina basal. En la Figura I s’esquematitzen els
diferents tipus d’unié cel-lula-ceél-lula, assenyalats a la dreta en una fotografia presa amb

microscopi electronic.



La seva disposicio localitzada i regularment espaiada dins la cél-lula
permet la formacié d'un anell lateral on el citoesquelet d’actina es troba
polaritzat, de manera que manté les cel-lules fortament unides i inhibeix el
moviment de ceél-lules individuals fora de la monocapa epitelial. En
condicions normals, les céel-lules ni es desenganxen ni migren tot i que
tenen certa capacitat motriu, sempre, pero, dins la capa epitelial. Aquesta
forta adhesivitat interna permet que la monocapa epitelial delimiti un espai
tridimensional i li doni definicid estructural i rigidesa mecanica (Thiery and
Sleeman, 2006).

Les cel-lules mesenquimals estan més esteses, tenen una forma més
allargada, comparant-les amb les cel-lules epitelials, tenen polaritat fron-
cua, filipodis, i capacitat motriu invasiva. Les adhesions entre cel-lules
mesenquimals veines tenen lloc per contactes focals, que sdn menys fortes
que les que tenen les seves homologues epitelials, i no estan associades a

una lamina basal, de manera que permeten una major capacitat migratoria.

Figura I2. Fenotip de les cél-lules mesenquimals. Les cel-lules mesenquimals presenten un
fenotip allargat i polaritat front-cua. Només formen contactes de manera transitoria i
secreten certs enzims que els permeten degradar la matriu extracel-lular per la qual es

mouen.

La migracido és mecanisticament diferent al moviment epitelial. Com
que generalment no presenten unions intracel-lulars fortes ni s’estructuren
de forma alineada, formen estructures irregulars no uniformes en la seva

estructura i densitat. Aquesta estructura irregular del mesenquima, al



contrari que l'estructura epitelial, no permet una especialitzacié topologica
rigida. En cultiu, les cel-lules mesenquimals tenen forma de fus, amb una
morfologia semblant als fibroblasts i amb tendéncia a ser molt motrius, tot i
que /in vivo no ha de ser aixi. De fet, hi ha forga plasticitat en la migracié i
s’han descrit diferents maneres de migrar de les cel-lules mesenquimals /in
vivo: migren juntes formant una cadena, com a cel-lules soltes, ja sigui per
lliscament (“crawling”), de forma ameboidea o per cicles de translocacié de
tipus extensid-adhesidé-retraccié (Friedl, 2004).

Aixi doncs, en el procés de canvi que transforma una cel-lula epitelial
en una de mesenquimal, I'EMT, les cel-lules experimenten un canvi d’un
fenotip polaritzat i epitelial a un d’altament motriu i fibrolastoide que inclou
alteracions en I'adhesid cél-lula-cel-lula, en la interaccio cél-lula-substrat, en
la degradacié de la matriu extracel-lular i en la reorganitzacié del
citoesquelet. Tots aquests canvis fan augmentar la seva capacitat
migratoria i invasiva, aixi com també la resistencia a |'anoikis/apoptosi, de
manera que permeten que la cél-lula es desplaci a teixits llunyans (Huber et
al., 2005). A nivell molecular, aquests canvis fenotipics es tradueixen en la
baixada de marcadors epitelials, com I'Ecadherina, la Desmoplaquina i la
Citoqueratina, i en la pujada de marcadors mesenquimals, com ara la N-
Cadherina, la Vimentina i la Fibronectina, la localitzacié nuclear de B-
Catenina, i I'augment en la produccié de factors de transcripcié tals com
Snail, Slug, Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2, i/o E47 (Lee et al., 2006). A nivell
cel-lular aquest procés inclou dos passos diferents associats a la pérdua
total de la polaritat cel-lular epitelial: 1. Davallada en I'adhesio intercel-lular
(per dissociar-se de les capes cel-lulars epitelials) i 2. Increment en la
motilitat (per migrar cap a teixits connectius) (Figura I3).

Perd, tot i que I'EMT engloba una un ampli espectre de canvis
intercel-lulars i intracel-lulars, no sempre es poden observar tots durant una
transici6, de manera que es poden obtenir diferents “subtipus” d’EMT.
Aquestes EMT poden ser induides per diferents agents o combinacions
d’aquests, sén sovint depenents d’'un model cel-lular en particular, poden
ser reversibles, i poden induir o reprimir la progressié del programa
d’expressié genica de la cél-lula epitelial vers una gran diversitat de fenotips
(Huber et al., 2005). Entre tots aquests possibles canvis que tenen lloc

durant I’'EMT, podem definir que té lloc una “EMT complerta” quan el fenotip
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1.2. Rellevancia fisiologica

Aixi doncs, I'EMT és el mecanisme de canvi pel qual cel-lules epitelials
(immobils, adherides entre elles i a la matriu extracel-lular) generades en
una regié particular es poden dissociar de I'epiteli i migrar com a cél-lules
individuals per dirigir-se a diferents localitzacions. Aquests tipus de
processos tenen lloc tant en fases clau del desenvolupament embrionari
com en diferents processos patologics, com la fibrosi i la progressid

tumoral.

1.2.1. Desenvolupament

Durant el desenvolupament embrionari, I'ectoderma és el teixit més
primerenc i forma capes de cel-lules fortament unides entre elles per les
unions adherents. Aquestes capes de ceél-lules epitelials contiglies estan
unides fermament a una matriu extracel-lular situada inferiorment i que

conté Col-lagen IV i Laminina, coneguda com a membrana o lamina basal



(Hay, 2005). El primer moment en queé té lloc un procés d’EMT és quan en
I'estadi de blastula I'endoderma presumptiu s’invagina i es delamina per
donar lloc a cel-lules mesenquimals migradores en el procés de gastrulacio.
La migracié d'aquestes cel-lules de I'epiblast permetra la formacido de
I'endoderma i del mesoderma (Wolpert, 1998). Aixi doncs, durant el
desenvolupament dels metazous I'EMT és requerida per als moviments
morfogenétics subjacents a la formacié de I'endoderma parietal i la
gastrulacié, pero també durant la formacié d’'una amplia gamma d’organs i
teixits, tals com la cresta neural, el cor, el sistema mucoesqueletic,

estructures craneofacials i el sistema nervids periféric (Thiery, 2002).

1.2.2. Fibrosi

Els principals efectors de la fibrosi en diferents organs, coma ara en
ronyons, pulmons i fetge, sén els fibroblasts intersticials que deriven de
cel-lules de I'epiteli danyat del propi organ i que han patit una EMT (Iwano
et al., 2002). En els processos inflamatoris que tenen lloc com a resposta a
dany en el ronyd, hi ha un augment de certs factors, com TGFB, EGF i FGF2
que poden induir I'EMT de les cél-lules epitelials tubulars (Kalluri and
Neilson, 2003). Aquesta induccié ha estat comprovada en models animals
de malaltia renal, tot i que no reflecteixen acuradament el procés que té lloc
durant la malaltia en humans. Tot i aix0 també s’han fet observacions
similars en fibrosis renals d’humans (Rastaldi et al., 2002). La dialisi renal
causa dany en el teixit mesotelial de la cavitat peritoneal, que provoca una
EMT d’aquestes cel-lules i un inici de fibrosi, molt probablement com a
resultat de la producci6 de TGFB (Aguilera et al., 2005). Aquests
esdeveniments s’han demostrat en models animals (Margetts et al., 2005).
En malalties pulmonars fibrotiques, com ara la fibrosi pulmonar idiopatica,
s’han observat uns nivells de TGFB elevats, que provoquen una EMT de les
cel-lules alveolars epitelials (Willis et al., 2005;Yao et al., 2004). A més a
més, s’ha vist que les EMTs induides per TGFB tenen un paper important
durant la formacié de cataractes i la fibrosi capsular en la lent induida per
dany (de Iongh et al., 2005).

Aixi doncs, sembla que els mateixos mediadors d’inflamacié produits
com a resposta al dany, son els causants de I'EMT que provoca fibrosi en els

ronyons, el peritoneu, els pulmons, i en la formacid de cataractes. La



importancia del TGFB en la patogenia de les malalties fibrotiques
dependents de les EMT queda reflectida pel fet que ratolins Smad3-/- sén

resistents a la induccié de malalties fibrotiques (Flanders, 2004).

1.2.3. Cancer

Diverses observacions donen suport a la idea que I'EMT té un paper
important en la progressié tumoral, ja que és molt evident que les cél-lules
pateixen canvis fenotipics que els permeten abandonar una capa epitelial
organitzada i iniciar un procés metastasic que conduira a I'extensié de la
malaltia (Savagner, 2001). Les metastasis tumorals tenen lloc a través
d’'una seérie de passos seqiencials, mostrats en la Figura I3, que
comprenen: el creixement tumoral local, on les cel-lules epitelials acaben
formant un carcinaoma; la invasié i transmigraci6 a traves de les
membranes basals i del teixit hoste no tumoral; intravasacioé cap als vasos
sanguinis; disseminacid i supervivencia dins el corrent sanguini;
extravasacio, i restabliment en llocs distants del tumor primari. En alguns
tumors I'EMT és transitoria, té lloc en els fronts d'invasid de carcinomes
primaris metastasics, i pot ser revertida després de l'establiment de la
metastasi, on les cél-lules pateixen una transicid6 mesenquima-epiteli (MET,
de lI'anglés mesenchymal-epithelial transition) (Figura 14).

Durant aquesta progressid cap a competéncies metastasiques, les
cel-lules dels carcinomes perden les caracteristiques epitelials i adquireixen
patrons d’expressid génica i propietats mesenquimals. De forma
concomitant hi ha canvis en les propietats d’adhesio i s’activen la protedlisi i
la motilitat, de manera que les cel-lules tumorals sén capaces de migrar i
establir tumors secundaris en altres teixits distants, de manera que inicien
un nou focus tumoral. Tot i aixd, també s’ha suggerit que l'adquisicid de
marcadors i propietats mesenquimals durant la progressid tumoral
simplement reflecteix inestabilitat genomica i que I'EMT no succeeix en
tumors (Tarin et al., 2005). Respecte a aix0 s’ha argumentat que és poc
probable que els patrons d’expressié génica complexos i coordinats
requerits perque cel-lules tumorals metastatitzin puguin apareixer per
mutacions a l'atzar com a resultat de la inestabilitat genomica, i que de fet
és més probable que la inestabilitat genomica canvii I'expressidé de factors

importants que regulen I'EMT (Thiery and Sleeman, 2006).
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Figura I4. El procés de I'EMT durant la progressié tumoral. En aquesta figura s’observen els
passos que tenen lloc quan un epiteli normal es transforma i pateix una transicié epiteli-
mesenquima durant la progressid tumoral, que permet que les cel-lules transformades
migrin cap a altres teixits i formin metastasis.

1.3. Induccié i regulacié de I'EMT

L'EMT és un procés dinamic que engloba moltes vies de regulacio
entrecreuades, aixi com altres esdeveniments intracel-lulars i intercel-lulars.
Els mecanismes moleculars que regulen I'EMT es solapen considerablement
amb aquells que controlen l'adhesié cel-lular, la invasio, la motilitat, la
supervivencia i la diferenciacio.

Estudis en cultius cel-lulars /n vitro mostren les constatacions
seglents: 1) Hi ha molts activadors extracel-lulars que inicien I'EMT, 2)
Existeix un entrecreuament entre les diferents vies de senyalitzacié que
activen i reprimeixen I'EMT i 3) La majoria de vies que activen I'EMT tenen
“finals de ruta” comuns, com pot ser la regulacié a la baixa d’E-cadherina o
I'expressié de certs gens associats a les EMT, com ara Snail (Thiery and
Sleeman, 2006). Per altra banda, estudis /in vivo demostren la importancia
del context fisiologic i com cada EMT en particular és regulada per un grup
concret d’activadors i repressors (Zavadil and Bottinger, 2005).

Els inductors inicials de I'EMT poden ser tant components de la matriu
extracel-lular (colagen, acid hialuronic (Zoltan-Jones et al., 2003) com
factors solubles (HGF, TGFB,... (Nakamura et al.,, 1989;Stoker and

Perryman, 1985)). La resposta a aquests senyals, mitjancant els seus



receptors de membrana, déna lloc a I'activacié d’efectors intracel-lulars que
orquestren el desmembrament dels complexos d’unié cel-lula-cel-lula i els
canvis en el citoesquelet que tenen lloc durant I'EMT. L'activacié de les
diferents vies de senyalitzacid6 també ddéna lloc a l'activacié de reguladors
transcripcionals (com ara Snail o Slug) que modulen els canvis en els
patrons d’expressié genica associats a I'EMT. La diana principal d’aquests
reguladors transcripcionals és I'E-cadherina, una proteina que, com es
descriu tot seguit, és fonamental per a |'estabilitat dels contactes i la
regulacido a la baixa de la qual (fins i tot per mutacions, com té lloc en
alguns cancers, (Peinado et al., 2004b)) té conseqliéncies importants de

gran rellevancia en I'EMT.

1.4. Paper de I'Ecadherina en 'EMT

L'E-Cadherina, la molécula d’adhesié prototipica de les unions
adherents, té funcions importants en |I'embriogenesis i en l'arquitectura
cel-lular, ja que és necessaria per a la formacié de les unions intercel-lulars i
I'establiment de la polaritat cel-lular. Com podem veure en la Figura I5, és
una molecula transmembrana que forma part de les unions adherents (AJ],
de l'anglés “Adherent Junctions”), que estableix unions homotipiques
depenents de calci. En la seva part intracel-lular es troba unida a B-

Catenina, que s'uneix a a-Catenina, i

plasma formen un complex essencial per a
— membrane

'estabilitat dels filaments d’‘actina del

citoesquelet cel-lular (Drees et al.,
2005;Kemler, 1993;Yamada et al., 2005).

Les AJ determinen la polaritat cel-lular

epitelial i desapareixen durant la transicid

p-catenin epiteli-mesénquima (Ikenouchi et al.,,
a-catenin

\ 2003).

(} Figura I5. Les unions adherents (AJ). Esquema
T implificat on es mostren els complexos protei
simplificat on es mostren els complexos proteics que
actin tenen lloc en les unions adherents. L'E-Caderina
forma complexos homotipics entre molécules de dos

cel-lules veines. En la seva part intracel-lular es

troba unida a la B-Catenina, que s’uneix a l'a-

Catenina, i eestabilitzen els filaments d’actina.
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Els nivells d’E-cadherina esdevenen limitants per a la integritat
epitelial, ja que la perdua de la seva expressid dbéna lloc, primer, a la
perdua de les unions adherents i de la unio6 intercel-lular depenent de calci i
segon, a l'alliberament de la B-Catenina citoplasmatica, que pot anar al nucli
i incrementar la via de Wnt, de manera que activi la regulacid
transcripcional mitjancada per LEF/TCF-4 (Thiery and Sleeman, 2006). En
diversos treballs s’ha comprovat com en cel-lules epitelials, la pérdua de les
adhesions cel-lula-cel-lula mediades per I'E-cadherina les dota de capacitats
invasives (Behrens et al., 1989). Molts autors han demostrat que la
transfeccié de I'E-Cadherina en cél-lules mesenquimals reverteix el seu
fenotip cap a un de més epitelial (Behrens et al., 1991;Hay and Zuk,
1995; Takeichi, 1995). A més a més, la produccié de novo d’E-Cadherina en
cel-lules mesenquimals normals o transformades pot induir la formacié de
contactes cél-lula-cél-lula estables i I'aparici6 d’unions adherents. En
cel-lules epitelials els contactes primerencs també sén mediats per
molécules d’E-Cadherina que s’agrupen en petits complexos d’unid
(“junctional complexes”), que s’estenen per establir unions adherents
estables i promoure la formacié dels desmosomes (Adams and Nelson,
1998;Garrod et al., 1996). Precisament, s’ha comprovat que I'E-Cadherina
és necessaria per al manteniment d’aquestes unions adherents estables, ja
que anticossos anti E-Cadheina poden desfer els contactes i induir un
fenotip mesenquimal (Imhof et al., 1983)). Per tant /n vitro s’ha observat
una correlacié directa entre la perdua de I’'E-Cadherina i la pérdua del
fenotip epitelial, i un revertiment parcial o total del fenotip mesequimal i
invasiu si s'expressa constitutivament o ectopicament |'E-Cadherina
(Behrens et al., 1998;Navarro et al., 1991;Vleminckx et al., 1991). In vivo
també s’ha comprovat com hi ha una pérdua en l'expressioé de I'E-Cadherina
en les EMT que tenen lloc durant el desenvolupament (formacié de
I'endoderma parietal en ratoli i durant la gastrulacié en Drosophila, pollastre
i ratoli) i processos patologics (Thiery, 2002). Tant en linies cel-lulars com
en tumors hi ha una correlacié directa entre la pérdua d’E-Cadherina i la
perdua del fenotip epitelial. Per tant 'EMT requerix la regulacié a la baixa de
I’'E-Cadherina.

Durant la progressié tumoral, I'E-Cadherina pot ser silenciada de

maneres diferents, ja sigui per control posttraduccional o per regulacié a la
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baixa de la seva expressid, que pot tenir lloc per mutacions somatiques, per
hipermetilacié del promotor i/o, com succeeix en la major part de vegades,
per repressid transcripcional directa (Peinado et al., 2004b). Per tant, el
procés de repressid de I'E-Cadherina, i la conseqient induccié de I'EMT, ja
sigui en processos tumorals com durant el desenvolupament embrionari, és
dut a terme per un mateix grup de factors de transcripcid, on, entre
d’altres, cal esmentar Slug (Hajra et al., 2002), E47 (Perez-Moreno et al.,
2001), Zebl i Zeb2 (Comijn et al., 2001), Twist (Yang et al., 2004) i Snail
(Batlle et al., 2000;Cano et al., 2000).

Diferents evidéencies han demostrat que Snail és el principal
responsable de la davallada en la transcripcid d’E-Cadherina (Batlle et al.,
2000;Cano et al., 2000). De fet, ratolins mutants per a Snail moren durant
la gasrulacid, a causa d’'una EMT deficient i una expressid sostinguda d’E-
Cadherina (Carver et al., 2001).

2. El factor transcripcional Snail
2.1. La superfamilia d’Snail

Snail va ser identificat inicialment en una recerca a gran escala de
gens essencials per al desenvolupament en Drosophila. Des d'aleshores
s’han descrit homolegs a diversos grups d’animals: vertebrats, anelids,
insectes, mol-luscs, nematodes, procordats (Nieto, 2002) aus, amfibis,
peixos i mamifers (Hemavathy et al., 2000). Fins ara s’han descrit més de
50 membres de la familia en metazous (Barrallo-Gimeno and Nieto,
2005; Nieto, 2002).

Els membres de la familia d'Snail actuen com a reguladors
transcripcionals. Una de les seves principals caracteristiques és la presencia
de dits de zenc del tipus C,H, en la part carboxiterminal de la proteina.
Aquests poden variar en niumero de quatre a sis depenent de la familia i de
I'espécie, perd perque la proteina sigui funcional en son requerits un minim
de quatre (Fuse et al., 1994;Nakayama et al., 1998). Els dits de zinc
funcionen com a dominis de reconeixement i unid a una seqléncia
especifica de DNA. S'ha descrit que la seqiéncia palindromica de
reconeixement és 5'-CACCTG-3' dreta o inversa (Mauhin et al., 1993) i que
correspon a una caixa E2, E-box a la qual també s’hi poden unir altres

factors de transcripcid del tipus bHLH (basic-helix-loop-helix) amb els quals
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hi pot haver una hipotética competici6 (Kataoka et al., 2000). Pero la
capacitat repressora d'Snail no només depen de la regié carboxiteminal. En
vertebrats aquesta activitat és depenent del domini anomenat SNAG
(Grimes et al., 1996), que consta dels set primers aminoacids de la proteina
i que és necessari per al reclutament de deacetilases d’histones (Peinado et
al., 2004a). En altres organismes, com ara en Drosophila, Snail té un
domini d’unié al cofactor CtBP, amb el qual interacciona per desenvolupar la
seva tasca com a repressor transcripcional (Nibu et al., 1998). Tant el
domini SNAG en vertebrats com el domini d’'unié a CtBP en Drosophila es
troben en la regié aminoterminal de la proteina, regié no conservada entre
les diferents espécies. Aixi doncs, es proposa (Nieto, 2002) que la capacitat
repressora d’Snail esta evolucionalment conservada, pero pot usar diferents
mecanismes, ja sigui reprimint directament mitjancant el domini SNAG,
usant un cofactor (CtBP), o bé de les dues maneres en conjuncid.

En base a la comparacié de seqliéncia dels dits de zinc entre les
diferents espécies, s'ha proposat una divisié del que seria la superfamilia
d'Snail en dos grups filogenétics de gens separats pero relacionats: Snail i
Scratch. Els membres d'aquestes dues families tenen seqléncies
conservades comunes que les engloba dins la superfamilia d'Snail, pero
també en tenen d’especifiques que en permeten la classificacid en una de

les dues families (Manzanares et al., 2001;Nieto, 2002).

Snag _ﬂ:gL] Figura 16. Classifica-

_ CTT LA ci6 dels membres de

seail | snall - (3 = anra | la superfmilia d’Snail.
tamily damain Esquema on es
| S a (RS « [B]8] « ] L?S;:riamlly mostren les diferents
j‘ﬁ;::;?: regions responsables

Scratch family (=) () ey | de la subclassificaci6

dels membres de la
[j Snail supertamily D Scratch family

) srail family () siug subtamily

superfamilia d'Snail.

En mamifers hi ha tres membres de la familia d’Snail (Snail, Slug i

Smuc) i dos de la familia d’Sratch (Scratchl i Scratch2 (Barrallo-Gimeno
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and Nieto, 2005)). A més a més, en humans, s’ha descrit I'existencia d’'un
retrogen de Snail (Locascio et al., 2002;Paznekas et al., 1999).

Snail retrogen

Familia Snail Snail

Slug

Superfamilia Snail Smuc

Scratch1

Familia Scratch Sratch?2

Scratch3

Taula 1. La superfamilia d’Snail. Taula on es mostra la classificacié i nomenclatura dels
diferents gens de la superfamilia d’Snail. En quest cas es mostren les proteines descrites en

vertebrats, tot i que el retrogen només ha estat descrit en humans.

2.2. Snail participa en processos de desenvolupament, fibrosi i cancer

La funcié més coneguda per als gens de la familia d’Snail és la
induccié de I'EMT, parcialment deguda a la repressié de I'E-Cadherina. Com
podem veure en la Figura 14, en tots els processos de EMT estudiats, ja
sigui durant la formacié del mesoderma, la delaminacié de la cresta neural,
com en tumors invasius o fins i tot en cél-lules en cultiu, les cél-lules que
pateixen la transformacié expressen els gens de la familia d’Snail (Nieto,
2002).

Pero els gens d’aquesta familia, no només participen en I'EMT
reprimint la E-Cadherina o regulant altres gens relacionats amb I'adhesid
cel-lular i la migracid, sind que s’ha vist que també actuen sobre altres
funcions, que poden ser importants per a una correcta EMT, pero que també
poden ser desenvolupades independentment d’aquesta transicié. S’ha
constatat que Snail pot regular la proliferacio cel-lular i I'apoptosi, protegint-

ne la cel-lula d’aquesta (Vega et al., 2004).
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Introduccio

Mesoderm formation Neural-crest delamination

Primitive streak

Early mesoderm Neural tube! ———_~

O

Emboryonic development
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Snail transfection  Tumour progression
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Invasive cells Tumour cells
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Figura I7. Snail indueix la transicid epiteli-mesénquima durant el desenvolupament
embrionari i la progressi6 tumoral. L'EMT induida per Snail té lloc durant el
desenvolupament embrionari, més concretament durant la formacié del mesoderma i la
delaminacid de la cresta neural, i durant processos tumorals. L'expressio d’Snail en cél-lules
epitelials en cultiu també produeix una EMT equivalent a la que succeeix en els altres casos
mostrats en la figura.

2.2.1. Desenvolupament

Els membres de la familia d’Snail tenen un paper important en la
morfogenesi de diferents animals vertebrats i invertebrats durant el
desenvolupament embrionari, on s’han vist implicats en la formacié de
diferents teixits. Inicialment Snail es va identificar en Drosophila com un

gen essencial en la formacié del mesoderma. Posteriors estudis d'expressié i
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funcid van evidenciar el seu paper especificador en el mesoderma
prospectiu, on reprimeix |'expressidé de gens neuroectodermics, com ara
rhomboid i single-minded (Nieto, 2002). Sembla que, en totes les especies
on s'han descrit homolegs d’Snail, el paper d'aguest gen en |'especificacid
del mesoderma es troba conservat (Nieto, 2002), excepte en sangoneres
(Goldstein et al., 2001) i lapes (Lespinet et al., 2002), on el patrd
d'expressi® no sembla correlacionar-se amb aquesta funcié. Perdo Snail
també s’expressa en organismes diploblastics (amb dos fulls embrionaris,
que no tenen mesoderma), i ho fan en lI'’endoderma, que es forma per
invaginacio de l'ectoderma. A més a més, en certs animals triploblastics
(amb tres fulls embrionaris) com ara en mol-luscs (Lespinet et al., 2002) i
aranyes (Yamazaki et al., 2005), Snail no s’expressa en el mesoderma, siné
en els teixits ectodermics que pateixen canvis en l'estructura cel-lular o
moviments morfogenetics. Per tant, alguns autors han suggerit que la
funcid d’Snail esta més relacionada amb la regulacié de l'adhesié i els
moviments cel-lulars que amb la de determinar el desti cel-lular (Barrallo-
Gimeno and Nieto, 2005). De fet, ratolins deficients per a Snail moren en
I'estadi de gatrulacid6 i mostren deficiencies en I'EMT, on la capa
mesodermica formada és capag d’expressar certs marcadors mesenquimals.
Perd les cel-lules presenten polaritat apico-basal i unions adherents, es a
dir, la no-preséncia d’Snail fa que no es reprimeixi I'E-Cadherina, fet que
s’ha vist essencial per a una correcta entrada en la gastrulacié (Carver et
al., 2001). Els mutants KO d’Snail en Drosophila mostren el mateix defecte
en l'estadi de gastrulacié: els embrions amb perdua de funcié mostren
defectes en la invaginacié del mesoderma presumptiu i retraccié de la
banda germinal (Hemavathy et al., 2000).

En vertebrats, Snail no només s’expressa durant la formacid del
mesoderma, sind que també s’ha vist que participa en el desenvolupament
de la cresta neural. En pollastre i Xenopus, les espécies on més s’han
estudiat els gens de la familia (Snail i Slug), s’ha vist que Slug participa tant
en l'especificacid com en el desenvolupament d’aquesta cresta neural (Del
Barrio and Nieto, 2002;Nieto, 2002). En canvi, en ratoli el paper d’Snail i
Slug en la formacié de la cresta neural és més controvertit (Murray and
Gridley, 2006). Tant en ratoli com en pollastre, Snail participa en

I'establiment de |'asimetria dreta-esquerra (Isaac et al., 1997;Murray and

16



Gridley, 2006;Patel et al., 1999). Un cop les cel-lules, ja siguin del tub
neural com del mesoderma, s’han especificat, cal que es “delaminin” i
migrin, i aquest procés implica un canvi fenotipic on les cel-lules epitelials
prenen un fenotip mesenquimal i poden migrar. Snail participa en aquest
procés d'EMT.

Cal mencionar que en pollastre i ratoli, i durant aquests estadis
inicials del desenvolupament, molts dels llocs d’expressié d’Snail i Slug
estan invertits. Sembla que hi ha hagut una inversié en |'expressié que té
lloc entre Snail i Slug entre les dues espécies en certs moments i teixits
(cresta neural premigratoria, mesoderma primerenc i durant la formacid
primerenca de les somites) on, quan la repressid d'E-Cadherina és
necessaria, en una especie s'expressa Snail i en l'altra s'expressa Slug. En
altres moments del desenvolupament, quan els membres de la familia
participen d'altres funcions, com ara la generacié d’asimetria bilateral,
I'expressid i funcid d'Snail i Slug respectivament s’han conservat entre les
dues espécies durant I'evolucié (Locascio et al., 2002;Nieto, 2002).

A més a més, s’ha constatat que Snail participa en altres processos
que tenen lloc durant el desenvolupament, com ara la diferenciacié de
condrocits, on regula I'expressid del col-lagen tipus II i de lI'agreca (Seki et
al., 2003); la regulacidé del cicle cel-lular, en que inhibeix I'expressio de la
Ciclina D2 (Vega et al., 2004) i PCNA (Park et al., 2005); la divisié
asimetrica en neuroblasts (Ashraf and Ip, 2001), i l'establiment de
I'asimetria dreta-esquerra (Murray and Gridley, 2006). Snail també participa
en la morfogeénesi del pel, expressant-se en les cél-lules de l'epiteli que
perden |'expressié d’E-Cadherina i s’invaginen per formar els bulbs
fol-liculars (Jamora et al., 2005), i en el tancament del paladar, que déna
lloc a una correcta separacid entre les cavitats nasal i bucal (Martinez-
Alvarez et al., 2004).

2.2.2. Fibrosi

Snail esta activat en les cel-lules mesotelials de pacients durant la
fibrosi secundaria que esta associada a una dialisi prolongada (Yanez-Mo et
al., 2003). TGFB1 pot induir aquests mateixos efectes tant en cel-lules
mesotelials en cultiu com en rates que reben una injeccid intraperitoneal

amb un vector adenoviric que transfereix TGFB actiu (Margetts et al., 2005).
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La Fibrosi també apareix en els ronyons de manera concomitant amb
I'expressié d’Snail després de patir dany. L'obstruccié uretral unilateral, que
causa fibrosi renal i pot arribar a causar una fallada renal cronica, déna lloc
a una EMT mediada per Snail i desencadenada per TGFB. L'expresié de TGF(
pot mimetitzar aquest efecte tant /n vitro com in vivo (Sato et al., 2003).
L'expressié d’Snail podria ser una resposta general al dany en cel-lules
epitelials, ja que assaigs de tancament de ferida en ratolins mostren
expressié d’'Snail en fibroblastes activament migradors (Franci et al., 2006).
Snail també apareix en les cel-lules epitelials de la lent que pateixen una
EMT com a resposta a dany durant I'extraccié de cataractes (Saika et al.,
2004).

2.2.3. Cancer

Com ja hem mencionat anteriorment, la induccié de I'EMT constitueix
el primer pas en la cascada metastassica, i diverses observacions apunten a
una relacié entre l'aparicid d'Snail i una baixada d'expressié d'E-Cadherina
que duu a aquesta EMT necessaria per a la progressid tumoral cap a
metastasi. In vitro s’ha observat que la transfeccido d’Snail en cél-lules que
expressen E-Cadherina ddéna lloc a que aquesta proteina es perdi i que
s’'indueixi I'EMT (Batlle et al., 2000;Cano et al., 2000). Aquest fenomen
també es dona en diverses linies cel-lulars derivades de carcinomes
hepatocel-lulars (Jiao et al., 2002), aixi com en les derivades de melanomes
(Poser et al., 2001). In vivo també s'ha observat aquesta correlacié inversa
en els tumors induits a ratolins (Cano et al., 2000), en tumors gastrics
humans (Pena et al., 2006;Rosivatz et al., 2002), en cel-lules de
carcinomes de mama (Blanco et al., 2002;Elloul et al., 2005;Fujita et al.,
2003;Moody et al., 2005;Yokoyama et al., 2001), de colon (Palmer et al.,
2004;Pena et al., 2005), d'ovari (Elloul et al., 2005), hepatocel-lulars (Jiao
et al.,, 2002;Sugimachi et al., 2003), de cel-lules esquamoses orals
(Yokoyama et al., 2001) i en melanomes (Poser et al., 2001). Aquesta
correlacié inversa, fins ara observada a nivell d’'mRNA, comenga a ser
confirmada a nivell de proteina (Franci et al., 2006).

Pero el paper d’Snail en la progressié tumoral no es limita a la
repressié de la transcripcido de I'E-Cadherina, sind que, tal i com succeeix

durant el desenvolupament embrionari, també és el responsable de la
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davallada i de I'augment de l'expressié d’altres proteines importants, tant
durant el procés d’EMT com en les altres funcions que se li atribueixen.
(apoptosi, supervivencia....). Aquestes altres funcions permeten a les
cel-lules adquirir propietats migratories i invasives a través de canvis en el
citoesquelest, la induccié6 de metaloproteinases i proteccié en front la mort
cel-lular induida per la perdua de factors de supervivencia o bé per estimuls
proapoptotics. La resisténcia a la mort cel-lular mediada per Snail
proporciona a les cél-lules un avantatge selectiu a les cel-lules per migrar i
colonitzar altres teixits, és a dir, formar metastasis (Barrallo-Gimeno and
Nieto, 2005).

2.4. Vies de senyalitzacié que indueixen |I'expressié d’Snail

Com ja hem mencionat anteriorment, I'EMT pot ser iniciada per
diferents molécules senyalitzadores tals com EGF, FGF, HGF, TGF(3, BMPs,
WNTs, i Notch.... Totes aquestes molecules poden activar Snail en diferents
contexts cel-lulars (De Craene et al., 2005b). Per tant, podriem dir que la
induccié d’Snail és un punt important de convergencia per aquells factors
que indueixen I'EMT durant diferents moments del desenvolupament
embrionari i durant la progressié tumoral.

De totes les vies que augmenten |'expressié d’Snail, I'activada pels
membres de la superfamilia de TGFB ha estat la més ben caracteritzada,
tant in vivo com in vitro i en diferents sistemes: en hepatocits (Spagnoli et
al., 2000;Valdes et al., 2002), en el tancament del paladar (Martinez-
Alvarez et al., 2004), en cél-lules epitelials (Peinado et al., 2003) i
mesotelials (Margetts et al., 2005;Yanez-Mo et al., 2003) i durant el
desenvolupament de la pell en ratoli (Jamora et al., 2005). In vitro s’ha vist
que la induccié de I'expressié d’Snail mediada per TGFB1 depen de l'activitat
de PI3K i MAPK, molt probablement a través de |'activacié de Ras en el cas
d’aquesta ultima (Peinado et al., 2003). En alguns casos TGFB1 pot
cooperar amb altres inductors, com Raf (Janda et al., 2006) FGF2 (Peinado
et al.,, 2003), H-Ras (Janda et al., 2002) o Notch (Grego-Bessa et al.,
2004;Timmerman et al., 2004;Zavadil et al., 2004). In vivo s’ha descrit que
la via de FGF mitjancant el receptor FGFR1 és necessari per a |'expressio
d'Snail durant el procés de gastrulacid en ratolins (Ciruna and Rossant,

2001). L'EGF pot induir Snail, i per tant I'EMT, de manera que promou
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I'endocitosi de I'E-Cadherina dependent de caveolines (Lu et al., 2003). Un
altre membre de la familia EGF, Cripto, també s’ha vist implicat en
I'expressié d’Snail. Ceél-lules provinents dels tumors i les hiperplasies
derivades de ratolins que expressen Cripto en la glandula mamaria, han
patit una EMT i presenten nivells elevats d’Snail (Strizzi et al., 2004). Altres
factors i estimuls que poden activar Snail sén la hipoxia (Imai et al., 2003)
per via del factor autocri de motilitat (AMF) (Tsutsumi et al., 2004), VEGF
(Yang et al., 2006), la via de Sonic Hedgehog mitjancant Gli-1 (Li et al.,
2006), les especies reactives d’oxigen (ROS) (Radisky et al., 2005),
I’'hnormona anomenada péptid associat a I'hormona paratiroidea (PTHrP)
(Veltmaat et al., 2000), la via de Wnt (Bachelder et al., 2005), les BMP i les
integrines (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005).

La via dels receptors d’estrogens (ER) també esta implicada en la
regulacié d'Snail, en aquest cas inhibint-ne la seva expressié per mitja de la
seva diana MTA3, un membre del complex Mi-2/NuRD que participa en la
repressid transcripcional d’Snail (Fujita et al., 2003).

Cal recordar que tots aquests estimuls i vies s’entrecreuen, i uns o

altres estaran actius depenent de I’'entorn fisioldgic de cada moment.

Snail genes are a convergence point in EMT induction
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Figura I8. Vies involucrades en la regulacié d'Snail. Esquema on es mostren els diferents
estimuls capacos de regular I'expressié d’Snail.
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2.3. Funcions moleculars d’Snail

Diferents experiments demostren que altres gens a part d’E-
Cadherina son regulats per Snail, i que no es poden considerar un efecte
secundari a la pérdua d’E-Cadherina, ja que la seva transfeccid no és
suficient per revertir el fenotip mesenquimal altre cop cap a epitelial (Cano
et al., 2000). Aixi mateix, s’'ha comprovat que membres de la familia
d’'Snail sén capacos de regular els tres tipus d’unié que formen les cel-lules
epitelials: les unions adherents, les unions estretes i els desmosomes, que
constitueixen el que podriem anomenar complex juncional epitelial
(Ikenouchi et al., 2003). Les unions adherents son modificades regulant a la
baixa I'E-Cadherina (Batlle et al., 2000;Cano et al., 2000). Respecte a les
unions estretes, en cel-lules EpH4 estables per Snail s'ha observat que els
nivells de proteina claudin-3 i occludina sén indetectables (Ikenouchi et al.,
2003). Tot i que la majoria de treballs han descrit que la repressiéo de
I’Ocludina té lloc a nivell transcripcional, certs autors han suggerit que Snial
podria tenir també un efecte a nivell posttranscripcional (Ohkubo and
Ozawa, 2004). Pel que fa als desmosomes, s'ha constatat que la presencia
d'Slug causa una baixada de Desmoplkina i Desmogleina, i causa una
deslocalitzacié o reordenament dels filaments de Citokeratina en cel-lules
NBT-II (Savagner et al., 1997).

Snail no només actua directament sobre proteines de les unions entre
cel-lules, sind que també regula a la baixa el nivell d'altres proteines
tipicament epitelials i que baixen o desapareixen en presencia d’Snail com
la Citoqueratina-18 (Guaita et al., 2002;Ikenouchi et al., 2003) i MUC-1
(Guaita et al., 2002). Altres dianes d’Snail com a repressor transcripcional
son el Receptor de Vitamina D (Palmer et al., 2004), la subunitat beta de la
Na/K-ATPasa, relacionada amb la motilitat cel-lular (Espineda et al., 2004),
la p53 (Kajita et al., 2004), la CDK4 i les Ciclines D1 i D2, relacionades les
tres darreres amb |'aturada en la proliferacio cel-lular (Vega et al., 2004). A
més a més diferents treballs mostren la capacitat d’Snail d’activar gens, tot
i que no ha estat determinat encara si aqueta activitat és directa o bé esta
mitjancada per altres proteines o factors. Exemples de gens regulats a l'alga
per Snail son els marcadors tipicament mesenquimals Vimentina (Cano et
al., 2000) i Fibronectina, els factors de transcripcié LEF1 i ZEB1 (Guaita et

al., 2002), les proteases de la matriu extracel-lular, que permetran a la
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cel-lula una major motilitat, la p21waf/CIP, també relacionada amb el cicle
cel-lular (Vega et al., 2004) i el factor Wnt3a.

Recentment han aparegut dos estudis d’expressié diferencial en
cel-lules que expressen o no Snail, un en cel-lules de carcinoma de colon
que expressen hSnail de forma induible (De Craene et al., 2005a), i l'altre
en cel-lules MDCK de ronydé de gos estables per a Snail (Moreno-Bueno et
al., 2006). Tot i que aquests treballs presenten poques similituds en els
gens que es veuen regulats per Snial, atribuible al diferent disseny
experimental i la plataforma “d’arrays” emprada, confirmen la implicacié
d'Snail en la regulaci6 de gran diversitat de gens. Aquests es troben
implicats en diversos processos cel-lulars, on entre d’altres cal destacar
I'adhesié cel-lular, la diferenciacioé epitelial, el metabolisme cel-lular, el cicle

cel-lular i la transduccié de senyals.

Downstream targets of Snail

Snail genes
Epithelial Proliferation Mesenchymal Changes in cell shape Survival
markers markers Cell movements, invasion
V E-cadherin V¥ Cyclins D \ Fibronectin \ RhoB V¥ Caspases
WV VE-cadherin W CDK4 A Vitronectin . MMPs V¥ p53
V¥ Claudins V¥ Rb phosphorylation ¥ BID
V¥ Occludins A p21 ¥ DFF40
¥ Desmoplakin A XR11
V¥ Cytokeratins A PI3K activity
W¥ Mucin-1 . ERKSs activity

Figura 19. Gens diana d’Snail. Esquema on es resumeix sobre quines proteines actua Snail,
quines activa i quines reprimeix.

Aixi doncs, sembla que un gran nombre de proteines els gens de les
quals sén diana per Snail, ajuden a desenvolupar el seu paper central en la
induccié de I'EMT. En tot cas el gen diana “estrella” en aquesta funcié és I'E-
Cadherina que, com ja hem dit abans, és essencial en el manteniment de la

integritat cel-lular i la seva desaparicid sembla suficient perque cel-lules
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epitelials perdin el seu fenotip polaritzat i esdevinguin mesenquimals, amb
capacitats migratories i invasives.

Tot i que s’ha descrit que diferents factors de transcripcid sén
capacos de reprimir el promotor d’E-Cadherina tant /n vivo com in vitro,
sembla demostrat que el seu principal modulador és Snail, i que la seva
presencia és suficient /n vitro per inhibir I'expressié d’E-Cadherina i induir
les cél-lules a una EMT (Nieto, 2002).

Malgrat les evidencies de la manca d’E-Cadherina quan les cel-lules
expressen Snail, dades obtingudes per Hajra i col-laboradors (Hajra et al.,
2002) i del nostre grup, mostrades en l'apartat de resultats, apunten a una
possible coexisténcia d’Snail i E-Cadherina en certes linies tumorals. Aquest
fet planteja la qlestié de si la preséncia d'Snail sempre correlaciona amb la
seva activitat o si [l'activitat d'aquest factor pot estar regulada

postranscripcionalment.

Aixi doncs, la implicacié d’Snail en la repressido de I'E-Cadherina ha
estat ampliament descrita. Tenint en compte que, en estudis previs
realitzats tant en el nostre laboratori com en d’altres, s’observava que
I'esperada correlacid inversa entre |'expressié d’E-Cadherina i Snail no
sempre tenia lloc, 'objectiu d’aquest treball fou I'estudi de la funcionalitat
d’Snail en aquelles cel-lules on hi havia una coexistéencia de mRNA de tots
dues proteines, enfocant la qlesti6 a wuna possible modificacié

posttraduccional d’Snail que regulés la seva activitat transcripcional.
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Cultius cel-lulars

Totes les linies cel-lulars utilitzades van ser mantingudes en medi
modificat de Dulbecco (DMEM, Life technologies), suplementat amb
penicil-lina/estreptomicina, glutamina i 10% de serum fetal bovi. Es van
mantenir a 37°C en una atmosfera humida al 5% de CO,. Les linies
epitelials sén immortalitzades o provenen de tumors primaris d'humans,
ratoli i rata, de diverses localitzacions: MDCK (epiteli tubular renal de gos),
HT29- M6 (adenocarcinoma de colon huma, seleccionada partir de la linia
parental HT29 amb metrotexat a una concentracié de 10°® M, amb un
fenotip mucosecretor), CaCo2 (adenocarcinoma de colon huma amb fenotip
absortiu), SW480 (adenocarcinoma de codlon huma), HCT116
(adenocarcinoma de colon huma), MIAPaCa (adenocarcinoma ductal de
pancrees huma), RWP1 (carcinoma ductal de pancrees huma), MCF7
(carcinoma ductal de mama huma), EpH4 (carcinoma ductal de mama de
ratoli), NIH-3T3 (fibroblastsdérmics immortalitzats de ratoli) i MDA 231
(cancer de mama huma).

Els clons d'MDCK que expressen establement Snail-WT van ser
generats pel nostre grup (Batlle E. et al., 2000 i Guaita S. et al., 2002). Els
clons MDCK-SNA-SA (mutant d’Snail no fosforilable) i MDCK-SNA-SD
(mutant d’Snail que mimetitza l'estat fosforilat de la proteina) van ser
obtinguts de manera analoga, transfectant els mutants en cel-lules MDCK
mitjancant el meétode habitual en el laboratori (vegeu I'apartat
corresponent) i seleccionant-les amb 500 pg/mL de Genaticina (Gibco)
durant dues setmanes. Els clons individuals foren aillats i la seva expressid
de proteina analitzada per Western Blot.

En els assajos de localitzacid cel-lular d’Snail per inhibir I'export
nuclear, les cel-lules transfectades amb Snail o els seus mutants foren
tractades durant dues hores previament a la seva fixacio amb Leptomicina
B (LMB, Sigma) a una concentracié final de 5 ng/mL, diluida en etanol
absolut.

En els assajos d’estabilitat les cel-lules (transfectades o no) van ser
tractades durant cinc hores amb MG132 (Sigma) a una concentracié final de
50 uM, Lactacistina (Sigma) a 10 puM i/o Cicloheximida (Sigma) a 25 pg/mL.
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Constuctes

mmSnail fou clonat tal i com és descrit en Batlle et al., 2000, i
mmSlug va ser clonat de manera analoga, és a dir, per RT-PCR (kit One-
Step RT-PCR System, Invitrogen, amb Platinum Taq polimerasa) a partir d’'1
ug d’RNA total de cel-lules NIH-3T3 mitjancant oligonucleotids especifics per
a les zones 5’ i 3’ a partir de les seqliencies exposades al GenBank
(Snail:gi: 675558; Slug:gi:6755586). L'ATG d’inici es conservava, mentre el
codd d’'Stop s’eliminava, per tal de mantenir la fusid amb I'etiqueta HA. Les
dianes BgIIIl i EcoRV foren afegides als extrems 5’ i 3’, respectivament.
L'oligonucleotid 5’ inclou una seqliencia Kozak (5'CCACC3’) que precedeix el
codd ATG d'inici, per a millorar-ne la traduccié.

La meitat N-terminal (SNA(1-151)) fou obtinguda eliminant la meitat
carboxiterminal i aprofitant la diana BglIl situada al nucledtid 455 de
mmSnail i la diana BamHI del MCS de peGFP-C1 (clontech), i relligada
posteriorment. La meitat C-terminal fou reclonada a peGFP-C2 (Clontech) i
a pGEX-6P1 (Promega) mitjancant les dianes BamHI que hi havia alli.

La meitat C-terminal (SNA(152-264)) per expressié en cel-lules
eucariotes fou clonada per amplificacié del cDNA sencer amb oligonucleotids
especifics on el sentit anellava en els 18 parells de bases (bp) a partir de la
diana BgIII (nuclootid 455) i incloia la seqiéncia kozak i el codé d'inici ATG.

L'Snail sense I'Ultim dit de zinc (SNA(1-236)) fou amplificat per PCR
d'alta fidelitat i oligonucleotids especifics. L'oligonucledtid antisentit 3’
anellava a la seqliencia d'mmSnail evitant I'4ltim dit de zinc (aminoacids
237-264), i a l'extrem 3' s'hi va afegir una diana EcoRV per poder posar
I'etiqueta HA en pauta. La sequéncia era: 5'CCGGATATCCGTATCTCTTCACAT
C3'.

El fragment C-terminal sense I'Ultim dit de zinc (SNA(151- 236)) en
pGEX-6P1 (Promega) es va obtenir a partir del sencer i per digesti6 amb
BglIl, on la porcié N-terminal es descarta.

El mutant Snail A90-120 (delecié del domini ric en Serines) es va fer
mitjancant la lligacié de les meitats N (1-90) i C-terminals (121-264) fora
de la regidé rica en Serines, afegint una diana Sacl a I'oligonuclootid
antisentit de I'extrem N-terminal (5'CAATGAGCTCAGCTCTACGGCCTTGGGGC
TCTCCCGCAG3") i al sentit de I'extrem C-terminal (5'CCGTTAGAGCTCCGCC
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GAGGCCTTCATC3'). La fusié d’'ambdues dianes Sacl afegeix dues Serines a
la molécula, que es varen considerar poc significatives, donada la delecié.
Per tant, la nova seqiéncia aminoacidica en aquesta regido fou
5'KAVELSSAEAFI3', quan |'esperada eliminant selectivament el domini sense
afegir dianes hauria estat 5'KAVELTLEAEAFI3'.

Els mutants puntuals (SNA-LA) (mutacid al senyal d'export), SNA-Nt-
LA i SNA-119SA es van obtenir per amplificacié per PCR d'alta fidelitat sobre
pcDNA3-mmSnail-HA mitjancant dos oligonucleotids complementaris en
seqléencia. L'LA sentit era:
5'GGCCAACTTCCCAAGCAGGCGGCCAGGGCCTCGGTGGCCAAGGACCCCCAGSI!.
L'LA antisentit era:
5'CTGGGGGTCCTTGGCCACCGAGGCCCTGGCCGCCTGCTTGGGAAGTTGGCCT'.
El 119SA sentit era: 5'CCACCTCGGCCGCCTCCC3’ i I'antisentit era:
GGGAGGCGGCCGAGGTGG3’' que abastaven una seqliéncia equivalent en
nombre de pb flanquejants als llocs de mutacié puntual. Es va seguir el
protocol del sistema Quick-Change (Stratagene) amb petites modificacions.

En els mutants Serines-a-Alanines (SNA-SA) i Serines-a-Aspartats
(SNA-SD), per tal de mutar la totalitat de serines (perd no la Treonina 119)
presents en el domini ric en serines, es va fer la sintesi dirigida de dos nous
dominis (Sigma-Genosys). Els oligonucleotids, complementaris, engloben
els nucleodtids 268 a 350 de la seqiéncia d’Snail a ratoli. Per mantenir la
pauta de lectura en els nous constructes, es varen afegir nucleotids
addicionals a la seqliéncia sintetica (C a 5', i CT a 3'). Els codons codificants
per serines havien estat canviats per codons modificats que codifiquessin
per alanines o aspartats, selectivament, i es va mantenir la resta de la
seqliencia original i només en un cas es modifica un dels codons per un
homoleg per tal d’evitar la creacié d'un codd d'stop no desitjat. Les dues
cadenes complementaries sintetitzades per a cada mutant es varen anellar
mitjancant desnaturalitzacid a 94° per 5' i renaturalitzacid progressiva a
temperatura ambient en un tampd amb Tris 10 mM, pH 7.4, i EDTA 1 mM.
Els extrems 5' dels oligonucleodtids estaven fosforilats. Els dominis sintetics
obtinguts eren de marges roms. Es varen insertar en el constructe
SnailA90-120, després d'obrir la diana Sacl central a la deleci6 amb I'enzim
EcoICRI, isosquizomer que talla pel mateix punt perd deixa extrems roms.

Aix0 permetia afegir un nou domini ric en serines, ara mutat, sense alterar
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massa la proteina, afegint Unicament una nova leucina: 5'VELS-nou domini
sintetic-LSAEA3'".

Els constructes GFP-SNA-(108-151) i GFP-SNA-(82-138) van ser
obtinguts en el nostre laboratori a partir del mutant GFP-SNA(82-151). En
breu, per obtenir el mutant GFP-SNA-(108-151), es va subclonar en el
vector pEGFP el resultat de digerir el mutant GFP-SNA(82-151) amb els
enzims Nael i Smal. De manera analoga el mutant GFP-SNA-(82-138) es va
obtenir per la digestié amb els enzims BstXI i Smal.

GFP-TCF4 i GFP-Zeb1 foren clonats com és descrit a Miravet et al.,
2002 i Guaita et al., 2002 respectivament.

AKTa-Myr fou amablement cedit pel laboratori del Dr. Larue (Institut

Curie d'Orsay, Franga).

Analisi per RT-PCR

L'RNA total fou aillat de les diferents linies cel-lulars utilitzant
procediments estandards. 1 pug d’aquest RNA va ser analitzat per la reaccidé
de transcripcid revessa seguida de la reaccié de la polimerasa en cadena
(RT-PCR) en un sol tub mitjacant el sistema comercial One-Step RT-PCR
System” (Invitrogen). Els oligonucleotids emprats i el niumero de cicles
foren: E-cadherina humana 5'-TTCCTCCCAATACATCTCCCTTCACAGCAG
(nuclectids 1977-2006) i 5'-CGAAGAAACAGCAAGAGCAGCAGAATCAGA
(nucleotids 2287-2316), 32 cicles; Snail huma, 5'-
TTCCAGCAGCCCTACGACCAG-3' (104-125) i 5'-GCCTTTCCCACTGTCCTCATC-
3" (290-310), 35 cicles i Ciclofiina A per a normalitzar, 5'-
ATGGTCAACCCCACCGTG (posicions 45-62) i 5'-TGCAATCCAGCTAGGCATG
(690-708), 32 cicles.

Immunofluorescencia

Els estudis per immunofluoresceéncia de cel-lules adherides es varen
realitzar sobre cel-lules crescudes en cobreobjectes i préviament fixades
amb paraformaldéhid (PFA) al 4% durant 12 minuts a temperatura ambient,
i rentades en PBS (tampd fosfat-sali) tres cops. Després de la fixacio les
cel-lules varen ser permeabilitzades en Tritdé X-100 al 0'2% durant cinc
minuts o amb SDS 1% durant deu minuts, i rentades de nou amb PBS. A

continuacid, es va fer un bloqueig amb BSA dissolta a 1'1% en PBS i 0.1%
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de Saponina durant una hora. Posteriorment, els cobreobjectes es varen
incubar sobre una gota de la dilucié 1:10 de I'anticos anti-Snail en el mateix
tampd de bloqueig en una cambra humida i fosca durant tota la nit a 4°C
(deteccié d’Snail exogen) o a temperatura ambient (deteccié d’Snail
endogen). Després de rentar de nou els cobreobjectes en PBS, es van
incubar amb la diluci6 de I'anticos secundari conjugat a fluoresceina
(isotiocianat de fluoresceina, FITC, 1:20, Dako) o Alexa 495 (espectre
similar a la Rhodamina, 1:50, Alexa) durant 45 minuts-una hora en la
mateixa cambra. Un cop rentats els cobreobjectes de nou en PBS, foren
muntats en Mowiol-DABCO i visualitzats al microscopi.

Els assaigs d’'inmunofluorescencia amb cel-lules no adherides foren
realitzats tripsinitzant les cél-lules i posteriorment fixant-les i
permeabilitzant-les amb etanol al 70% durant 30 minuts. El protocol de la
inmunofluorescéncia és el mateix que per a cél-lules adherides, pero
realitzant tots els passos en eppendorffs i centrifugant a 400xg durant cinc
minuts després de cada incubacid.

Per a la contratincié de nuclis, foren emprats iodur de propidi (durant
30 minuts, dissolt en PBS a 5 pyg/mL i amb preséncia d'RNAsa A 100 U/mL),
o bé el compost TOP-Ro, a una dilucié 1:1000 de l'estoc, durant cinc
minuts. Tots dos en aquestes condicions tenen afinitat per I’ADN.

Les imatges de microscopia confocal foren captades per un sistema
de Microscopia Confocal Invertida Leica TCS-SP2, amb el programari
pertinent. El contrast i la intensitat del senyal foren retocats ocasionalment

mitjancant programes de processament d'imatge (Adobe Photoshop 6.0).

Transfeccions transitories

Els vectors d'expressio pEGFP o pcDNA3 on hi havia subclonat Snail i
els diferents mutants, foren transfectats en les diverses linies cel-lulars
utilitzant el sistema Lipofectamine-Plus Reagent d'Invitrogen en medi
OptiMEM (Invitrogen). La mescla de transfeccid es deixava sobre les
cel-lules de quatre a sis hores (segons fossin RWP1, NIH-3T3 en el primer
cas, o la resta de linies en el segon), per després rentar-les i afegir medi
DMEM amb 10% de serum fetal bovi. En funcié del tipus d’assaig el temps
d'expressié fou variable. En el cas dels assaigs amb GFP per estudiar la

localitzacié de la proteina, es deixava les cel-lules expressar durant 16-18
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hores; per a l'estudi d’estabilitat d’Snail i els seus mutants, es deixaven
expressar cinc hores; en els experiments reporters, entre 24 i 36 hores; i
pels assaigs de marcatge amb fosfor o pulldown, 36-48 hores.

La quantitat d'ADN, Plus i Lipofectamina utilitzats per a cada
transfeccié era variable depenent de la superficie del pou a transfectar i el
tipus cel-lular, i d’acord amb les instruccions del fabricant i protocols
establerts al nostre grup. El nombre de cel-lules sembrades depenia de la
linia cel-lular i la superficie del pou, per tal que la confluencia final s'apropés
al 50-70% de la superficie total.

En el cas dels estudis de localitzaci6 amb GFP, les cél-lules havien
estat sembrades sobre cobreobjectes de vidre de 20x20mm que havien
estat préviament esterilitzats amb etanol absolut, 24 hores abans de la
transfeccié. Les quantitats de plasmid transfectades eren variables
depenent de la linia (750 ng per a RWP1, NIH-3T3, MIAPaCa i SW480; 1 ug
per a MCF7, MDCK; i 1.5 ug per a HT29-M6, CaCo2). Aquests cobreobjectes
eren després fixats en paraformaldéhid al 4% a temperatura ambient,
durant 12 minuts abans del muntatge en Mowiol-DABCO sobre

portaobjectes i la visualitzacié al microscopi.

Analisi de les modificacions posttraduccionals d’Snail

Per a l'analisi de les modificacions posttraduccionals d’Snail es van
emprar cel-lules MDCK estables per Snail (Cl6 1X). Per a la comparacid
entre cel-lules adherides i no adherides es van sembrar plagues de 10 cm
(Nunclon) amb 1.5-2x10° cél-lules per placa. Les plaques corresponents a
les cel-lules adherides eren incubades 30 minuts en gel amb medi de cultiu
per a posteriorment rentar-les tres cops amb PBS fred i rascar-les. Les
cel-lules corresponents a la placa de cel-llules no adherides eren
tripsinitzades durant 20 minuts i, un cop eliminada la tripsina per
centrifugacié (900 rpm, cinc minuts), resuspeses en medi i incubades 30
minuts en gel, per posteriorment realitzar tres rentats amb PBS fred amb
centrifugacions de 3000 rpm 3 minuts. Tot seguit les cel-lules foren lisades
amb Tampod de Lisi Pipes (Pipes 80 mM pH 7.0, NaCl 10 mM, EGTA 1 mM
més inhibidors de proteasses i fosfatasses) durant 30 minuts en gel.
Després de centrifugar a 14000 rpm 15 minuts a 4°C, el sobrenedant era

descartat i el sediment resuspeés amb tampd de carrega. Un cop bullit a
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950C i pipetejat diverses vegades per eliminar la viscositat, era carregat en
un gel desnaturalitzant del 15% d’acrilamida per a un posterior analisi per
Western Blot.

Per a I'analisi amb la fosfatassa alcalina, cél-lules MDCK estables per
Snail foren lisades amb tampd de Lisi (Tris 25 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA i 1% SDS) i posteriorment aquest lisat diluit 1:10 en 25 mM
Tris pH 7.9, 100 mM NaCl, 1% Trit6 X-100, 10 mM MgCl,, inhibidors de
proteases (leupeptina 1pg/mL, pepstatina 1 pg/mL, pefabloc 50 mM i
aprotinina 10 pg/mL), i incubat en un volum final de 350 ul amb (o sense)
fosfatasa alcalina durant 6 hores a 37°C. Passat aquest temps s’afegia a la

mostra tampo de carrega per a un posterior analisi per WB

Marcatge amb fosfor radioactiu (y*2P-ATP)

Per als assaigs de marcatge amb fosfor i immunoprecipitacié per a
analitzar la fosforilacié o no d’Snail “wild type” i els diferents mutants, 1.5
milions de cel-lules NIH-3T3 i RWP1 eren sembrades en pous de 60 mm
(Nunclon), i es transfectaven transitoriament amb entre 1.5 i 2 ug de
constructe salvatge o mutants d’Snail en pcDNA3 i es deixava 36 hores
d'expressié. En el cas de I'analisi comparativa entre cel-lules adherides o
suspeses, cel-lules MDCK estables per a Snail eren sembrades en plaques
de 25 cm i usades en l'assaig passades 24 hores.

El medi DMEM-FCS 10% usual fou reemplacat per un medi sense
fosfats (DMEM sense fosfats, FCS dialitzat durant 48 hores), i les cel-lules
foren incubades durant 3 hores en condicions normals. Aquest medi era
suplementat amb 50 mM d'HEPES-K, pH 7.6 com a tamponador en
I'abséncia de CO, en la fase de marcatge. Després d’aquestes tres hores es
va reafegir aquest mateix medi perd amb *?P (Amersham) (300 pCi/mL).
Les cel-lules en aquest medi foren incubades durant tres hores més a 37°C i
posteriorment lisades.

Per a la lisi, les cél-lules eren rentades 3 cops en PBS (tampd sali-
fosfat) fred després de descartar el medi de cultiu original, i es rascaven
(cel-lules adherides) o tripsinitzaven (cel-lules no adherides) per

desprendre-les de la placa, sobre gel. En el cas de les cél-lules no

33



adherides, primer foren tripsinitzades durant 20 minuts i posteriorment
tractades com les altres.

El sediment de cel-lules obtingut després d'una breu centrifugacié de
cinc minuts a 4°C i 1000 rpm, era resuspes en 2.5 volums de tampd de lisi
no desnaturalitzant per a immunoprecipitaciéo (50 mM Tris pH 7.6, 150 mM
NaCl, 1% Trité X-100, 0'5% NP- 40/Nonidet, 1 mM MgCI2, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, ditiotreitol 1 mM com agent reductor, inhibidors de proteases
(leupeptina 1 pg/ml, pepstatina 1 pg/ml, pefabloc 50 mM i aprotinina 10
Mg/mL) i inhibidors de fosfatases (NaF 5 mM, ortovanadat sodic 1 mM,
beta-glicerofosfat 2 mM). Aquest mateix tampd s'utilitzava durant la
immunoprecipitacio i els rentats.

Les cél-lules resuspeses en aquest tampd eren incubades durant 30
minuts a 4°C en agitacio, després el lisat era passat per una xeringa de 20
gauge 10 cops, i la solucid resultant centrifugada a 15000 rpm durant 15
minuts a 49°C. El sobrenedant obtingut era considerat "lisat total en
condicions natives". Un cop obtinguda d’una petita aliquota de 50 pL (sobre
1 mL de lisat), els lisats eren preabsorbits durant quatre hores a 4°C i en
agitacio constant amb 30 pL efectius de resina proteina-G-agarosa,
previament equilibrada en tampd de lisi-immunoprecipitacid. Després de
centrifugar a 14000 rpm, durant 2 minuts a 4°C, el sobrenedant ja
preabsorbit era incubat amb 1 ug d'anticos primari especific contra la
proteina a immunoprecipitar (essencialment, HA (1 pg). La incubacié amb
I'anticos es feia durant tota una nit a 4°C i en agitacié constant. L'endema
s'afegien 30 pL efectius de proteina-G-agarosa neta, i es deixava incubant
la reaccid en les mateixes condicions durant tres hores. El sediment de
resina procedent d'aquesta incubacié conté I'immunoprecipitat. Després de
descartar el sobrenedant (lisat postimmunoprecipitacid), la resina era
rentada 4 cops (10 minuts d’incubacié a 4°C en agitacié i centrifugacio
posterior de un minut) en 500 pL de tampé d'immunoprecipitacid. Finalment
era resuspesa en tampo de carrega i després de bullida la mostra, se'n feia
I'electroforesi i immunodeteccié per Western Blot.

Els immunoprecipitats foren rentats abundantment en tampo
d'immunoprecipitacid, resolts en una electroforesi usual SDS-PAGE en gels
del 12% de poliacrilamida, i aquests, un cop rentats en 30%Metanol-10%

Acetic en aigua durant 90 minuts (amb canvis cada 15 minuts) per fixar les
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proteines a la poliacrilamida i extreure I'ATP no fixat, foren assecats amb
buit i calor i després exposats a films autoradiografics Agfa-Curix entre 16
hores i 2 dies a -80°C.

En paral-lel es varen realitzar les immunoprecipitacions de pous
transfectats de manera similar en els quals el medi afegit durant el temps
de marcatge era medi DMEM+FCS 10% usual, sense ATP marcat, per tenir
una mesura aproximada de la relacié entre la proteina expressada,

immunoprecipitada, i la intensitat del marcatge.

Assaigs Reporter d’activitat transcripcional

Els constructes reporters emprats foren els seglients: el fragment
-178/+92 del promotor del gen homoleg huma d’E-cadherina clonat en el
vector pGL3 (Promega) ja descrit en Batlle E. et al., 2000, i el fragment
-637/+92 del promotor huma de Fibronectina cedit pel grup del Dr. Baulida.
25 ng del constructe reporter eren co-transfectats amb 0.5 ng de pRL-SV40
i 1 ng (per a E-Cadherina) o 25 ng (per a Fibronectina) de les formes
salvatges o mutants d’Snail clonats en pcDNA3 sobre cel-lules RWP1
sembrades en plaques de 24 pous, en nombre equivalent per pou. Les
transfeccions transitories es varen realitzar amb el sistema Lipofectamina-
Plus (Invitrogen). Després de 48 hores d’expressid, els pous eren rentats
tres cops amb PBS i les cel-lules lisades en 200 pl de tampé de lisi passiva
(Invitrogen), per després mesurar-ne l'activitat en un luminometre amb el
sistema "“Dual-Luciferase Reporter Assay” d’Invitrogen, d’acord amb les
instruccions del fabricant. Les mesures de l'activitat de Luciferasa de cuca
de llum (Firefly) corresponent als reporters eren normalitzades amb les
mesures de l'activitat d'un reporter control amb la luciferasa de Renilla
reniformis, transfectat a quantitat equivalent en tots els pous. Aix0 ens
permetia relativitzar les dades depenent de l'eficiencia de transfeccié en
cada pou, i per tant comparar alhora entre diversos experiments. En tots els
assaigs reporter les quantitats d’ADN transfectat foren enrasades amb

vector buit en el cas de treballar amb quantitats d’efector variables.

Preparacié de proteines de fusié amb GST
En cultius a mitjana escala, es va afegir un subcultiu de 20 ml de

medi LB (Luria-Bertani) crescut durant la nit a 37°C, a un cultiu major de
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180 ml, crescut durant dues hores, afegint IPTG (isopropil-1-tio-
BDgalactopiranosid) a una concentracié final de 0.1 M per induir I'expressio
de la proteina. El cultiu es va mantenir en fase d’induccié durant tres hores.
Es varen prendre mostres de la mostra prévia a la induccié i després
d’aquesta. El cultiu fou centrifugat 10 min a 4000xg a 4°C. El pellet va ser
resuspes en PBS fred. En l'obtencié de la proteina de fusi6 GST-mSnail(1-
264), al PBS se li afegi 0.1 mg/ml de lisozima i 1.5% de sarkosyl per tal de
solubilitzar la proteina.

Després de la lisi dels bacteris per sonicacié en gel, en 5 polsos de 1
segons a mitja potencia (35%), es va afegir Tritd X100 a una concentracié
final de I'l%. Es deixava el lisat durant 30 minuts a 4°C en rotacio
constant, per tal de solubilitzar la proteina.

Després de centrifugar l'extracte durant 5 minuts a 20000xg i
temperatura ambient o bé 20 minuts a 4°C i 10000xg, es recuperava el
sobrenedant, que era purificat (en cultius a gran escala) per cromatografia
d’afinitat a través d'una columna amb resina amb Glutatié conjugat (GS4B,
Amersham); o bé en “batch” (incubaci6 a petita escala amb 300 pl efectius
de la mateixa resina en eppendorfs, durant 30 minuts a temperatura
ambient en rotacid, o bé durant 16 hores a 4°C). Després de tres rentats
amb PBS fred (1 mL per rentat en els “batch”, o 10 cops el volum de la
columna en el cas dels cultius a gran escala), la proteina fou alliberada de la
columna amb 1 mL d’un tampd a pH 8.0 en presencia de Glutatiéo ((50 mM
Tris-Cl, pH 8.0, +10 mM Glutatié per a la majoria de proteines de fusio:
mutants SA, SD); o bé un tampdé amb 100 mM Glutatié per eluir la fusid
GST-mShnail (1-264), que incloia 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 200 mM NacCl, 250
mM EDTA, i 0.02% Tween 20, donada la baixa eficiéncia d’elucié d’aquesta
fusio); o finalment amb 6M urea per eluir la fusi6 GST-mSnail(1-151),
especialment dificil d’obtenir).

La proteina era el-luida amb 350 pl de tampd d’elucié durant deu
minuts, en recuperar el sobrenedant després d’una breu centrifugacié de
dos minuts a temperatura ambient i 14000 rpm. L’el-luit de la proteina N-
terminal es dialitzava durant tota la nit a 4°C en TBS (2 L), en una
membrana de dialisi de porus petit, per després concentrar-la mitjancant la

deshidratacié amb polietilenglicol 4000 solid durant uns minuts.
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La concentracié de proteina de fusié als el-luits fou quantificada visualment
per comparacid6 amb una corba de concentracions de BSA, en un gel de
poliacrilamida, després de tenyir les proteines del gel amb blau de
Coomassie, i reverificada amb la determinacié de concentracions pel

metode de Lowry.

Assaigs de "Pull-Down"

En els experiments de “pull-down” per avaluar interaccions entre els
dominis de la proteina, es varen transfectar cel-lules RWP1 en plaques de
100 mm amb el protocol usual, i 4 ug d'ADN de les construccions d’'mSnail-
HA corresponents al fragment C terminal (152-264 i 152-236) subclonats
en pcDNA3. Després de 36 hores d'expressid, les cél-lules es varen lisar en
un tampd no desnaturalitzant (TrisCl pH 7.4, 50 mM, NaCl 150 mM,
Ditiotreitol 1 mM, 1 mM EGTA, MgCl, 1 mM, 0'5% NP-40, i inhibidors de
proteases usuals). El lisat de cada placa, obtingut de forma similar als fets
per a immunoprecipitacid, fou preaclarit amb 30 pL efectius de resina
glutatid-sefarosa (GS4B, d'Amersham) durant tres hores a 4°C en agitacié
constant o en el seu defecte, 30 minuts a temperatura ambient. El
sobrenedant es va utilitzar per a lI'experiment. Una aliquota de 20 uL de
cada lisat fou desada com a control de carrega. 80 uL de lisat preabsorbit
(aproximadament 250 upg de proteina total) foren incubats amb 2 pg de la
proteina de fusié GST-Nterminal Snail normal o bé el mutant SD. La reaccid
d'interaccid6 es completava afegint tampd de lisi sense detergent, i
inhibidors de proteases fins a un volum final de 200 pL.

Després de dues hores a 4°C o 30 minuts a temperatura ambient i en
agitacio, es va afegir a les reaccions 30 L efectius de resina GS4B neta i es
va deixar incubar la reacci6 30 minuts més a temperatura ambient en
presencia d'etilenglicol al 10%, per a evitar la unié inespecifica de I'Snail a
la resina (sabem que aix0 ocorre). La reaccid fou centrifugada a 15000 rpm
durant dos minuts i els sobrenedants descartats. La resina resultant del
"pull-down" fou rentada tres cops en tampd de lisi abundant (500 uL), i
després bullida en tampd de carrega i resolta per SDS-PAGE en gels del

14%, per després fer els Western-Blot pertinents.
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Analisi de proteines per electroforesi desnaturalitzant de poliacrilamida
(SDS-PAGE) i Western Blot

Les electroforesis de proteines es van realitzar en minigels en
condicions desnaturalitzants de poliacrilamida al 12% (assajos quinasa),
14% (pull-down) o al 15% (per una correcta visualitzacié de la doble banda
corresponent a Snail modificat posttraduccionalment). Les mostres
proteiques havien estat bullides préviament en tampé de carrega, o de
Laemmli (Tris 10 mM, SDS (1%) i en condicions reductores (preséncia de
beta-mercaptoetanol) i blau de bromofenol (colorant) i glicerol (10%)). El
gels van ser resolts en un tampé balancejat de Tris i Glicina, en un protocol
classic. La immunodeteccié de les proteines transferides a una membrana
de nitrocel-lulosa es va realitzar amb un protocol de Western Blot usual:
incubacié de una hora en solucid de bloqueig (Tampd Tris-Sali, Tween al
0,2% (TBS-t), llet en pols desnatada al 5%). En aquesta mateixa solucidé de
bloqueig fou diluit I'anticos primari especific. Per detectar I'epitop HA es va
utilitzar un anticos monoclonal de rata (Roche Pharmaceuticals) en una
dilucié 1:1000 per Western Blot. Per la GST, un de cabra policlonal (BD
Biosciences/ Transduction Laboratories) en una dilucié 1:2000 per Western
Blot. L'anticds primari era incubat amb la membrana durant dues hores a
temperatura ambient en lleu agitacié. Després de fer cinc rentats de cinc
minuts a temperatura ambient i abundant solucié de bloqueig, es procedia a
realitzar la incubacié amb l'anticos secundari conjugat a peroxidasa de rave
(HRP), especific contra |'espécie originaria del primari, durant 45-60 minuts
i a temperatura ambient, a una dilucié d'1:2000 (anticabra per a GST) o
1:1500 (antirata per a HA) diluit en tampd de bloqueig amb llet al 5%.
Després de nous rentats amb solucié Tris-Sali+Tween (TBS-t), es revelava
la reacci6 amb un substrat especific per a I'HRP, quimioluminiscent
(Enhanced ChemiLuminiscence, ECL, Amersham-Pharmacia) durant un
minut, per després exposar diferents temps la membrana a pel-licules

autoradiografiques Agfa-Curix.
Assaig quinasa

Per realitzar els assaigs quinasa es van utilitzar les proteines GST-

Snail i els seus mutants obtinguts com és explicat en I'apartat d’obtencié de
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proteines de fusi6 amb GST. Les quinases emprades (CK1, CK2 i GSK3p),
de New England Biolabs, eren subministrades amb el tampdé 10X
corresponent.
Tampd 1X CK2: 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM MgCI2, pH 7.5
Tampd 1X GSK3B: 20 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl2, 5 mM Dithiothreitol, pH
7.5
Tampd 1X CK1: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl2, 5 mM Dithiothreitol, pH 7.5

Els diferents assajos es van realitzar en el tampd adient per a cada
quinasa, amb 75 Unitats d’aquesta, 1 ug de proteina recombinant, 200 uM
d’ATP fred i 3000pmols de y*’P-ATP per reaccid. Les reaccions es van
realitzar en un volum final de 20 pL, a 30°C durant 30 minuts. La reaccid
fou aturada afegint tampd de carrega per a una posterior resolucié en una
electroforesi SDS-PAGE en gels del 12% de poliacrilamida. Les proteines
foren fixades al gel i tenyides amb el colorant Comassie Brillant Blue R250
en una solucid 30% Metanol-10% Acetic en aigua. Un cop rentats els gels
en la mateixa solucié sense el colorant durant 90 minuts (amb canvis cada
15 minuts) per acabar de fixar les proteines a la poliacrilamida i extreure
I'ATP no fixat, foren assecats amb buit i calor. Després foren exposats al
phosphoimager, o bé a films autoradiografics Agfa-Curix entre 16 hores i 2
dies a -80°C.

En el cas de l'assaig de fosforilacions successives, la primera reaccio
(amb la CK2) es va realitzar com s’ha descrit per a la resta d’assaigs
quinasa pero sense fosfor radioactiu. La segona reaccié (amb la GSK3B) es
va realitzar en un volum final de 50 uL emprant tot el volum de la primera
reacci® com a substrat, en preséncia de y**P-ATP i heparina a una

concentracio final de 3 ug/mL.

Assaig d’estabilitat

Per a estudiar el fragment responsable de la degradacié nuclear d’'Snail, es
van transfectar cél-lules MDCK sembrades en plaques de sis pous amb
200.000 cel-lules/pou. Les transfeccions es varen realitzar amb el sistema
Lipofectamina-Plus (Invitrogen) durant sis hores. Després de tres hores
d’expressié amb medi fresc, es van tractar les cél-lules amb MG132 (Sigma)
(concentracié final 50 uM) i Cicloheximida (Sigma) (Concentracio final 25

ug/mL) per a per a ser lisades posteriorment amb una solucié a I'1% SDS i
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25 mM Tris pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA suplementat amb inhibidors de
proteases (leupeptina 1 pg/ml, pepstatina 1 pg/ml, pefabloc 50 mM i
aprotinina 10 upg/mL) i inhibidors de fosfatases (NaF 5 mM, ortovanadat
sodic 1 mM, beta-glicerofosfat 2 mM). Els lisats foren xeringats i bullits
durant cinc minuts per a ser posteriorment centrifugats 15 minuts a 13.000
rpm. Finalment foren resolts en un gel d’'acrilamida i analitzats per Western
Blot.

Per estudiar l'estabilitat de les proteines Snail, Snail-SA i Snail-SD
dels clons estables per a aquestes en MDCK, es van sembrar plaques de sis
pous amb 200.000 cel-lules/pou. Les cel-lules foren tractades amb les
drogues i lisades com ha estat explicat anteriorment per a l'estudi del

fragment responsable de la degradacidé nuclear d’Snail en clons MDCK.
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Resultats



1. Snail es localitza al nucli i al citosol de diferents linies tumorals

En estudis previs realitzats, tant en el nostre laboratori com en
d’altres, es va observar que l'esperada correlacié inversa en linies tumorals
entre I'expressié d’E-Cadherina i Snail no sempre té lloc. Com es pot veure
en la figura R1, tot i que en la majoria de les linies analitzades la correlacié
entre les dues proteines era inversa, en certes linies epitelials tumorals,
concretament en les EpH4, les MCF-7, les CaCo2 i les HCT-116, es podien
detectar per RT-PCR transcrits (mRNA) de totes dues proteines alhora. Per
intentar comprendre aquesta expressid simultania d’Snail i E-Cadherina, i
tenint en compte la capacitat repressora d’Snail sobre el promotor de I'E-
Cadherina, es va voler estudiar l'expressid i la localitzacid subcel-lular

d’Snail en diferents linies cel-lulars.

EpH4 NWIH-3T3  MDA-33]1 EWP-1 MCF-7 CaCe-l HCT-116 -ET

Snail
E-cadherina

Ciclofilina

Figura R1. mRNA d'Snail i E-Cadherina coexisteixen en certes linies epitelials. Els nivells
d’expressié d’'Snail i E-Cadherina enddgens foren analitzats mitjancant la técnica de RT-PCR
emprant 1ug de RNA total, obtingut mitjancant procediments estandards, i els
oligonucledtids i nimero de cicles per a Snail i E-Cadherina descrits en I'apartat de materials
i métodes. Es va emprar la Cilofilina per normalitzar la quantitat de RNA. Les linies cel-lulars
NIH-3T3 i MDA-231 expressaven Snail i no E-Cadherina, i RWP-1 expressava E-Cadherina i
no Snail. La resta (EpH4, MCF-7, CaCo-2 i HCT-116) expressaven tots dos mRNAs.

Per determinar aquesta localitzacid subcel-lular, es van realitzar
assaigs d'immunofluorescéncia amb un anticos policlonal de conill anti-Snail
produit en el nostre laboratori. Com es pot veure en la figura R2, hi ha linies
cel-lulars (NIH-3T3) on s’obtenia un marcatge majoritariament nuclear, tot i
gue es detectava I'Snail al citosol. En d’altres (CaCo2, HCT116) la tincié era
majoritariament citoplasmatica.

Per comprovar aquests resultats i facilitar I’'analisi, es van transfectar
transitoriament diferents linies cel-lulars amb un cDNA que permetia

expressar la proteina exdgena per a una posterior visualitzacid per
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immunofluorescéncia amb I'anticds policlonal (figura R3A), o bé com a
proteina de fusi6 amb la proteina verda fluorescent (GFP) per a una

visualitzacio directa (figura R3B).

HCT-116 NIH-3T3

Figura R2. L'Snail endogen es localitza tant al nucli com al citoplasma. La preséncia de I'Snail
endogen al nucli o al citoplasma en les linies cel-lulars emprades, NIH-3T3, HCT-116 i CaCo-
2, fou analitzada per immunofluorescéncia amb un anticos primari anti-Snail de conill i el

secundari FITC-anti-conill (verd). El nucli fou contratenyit amb iodur de propidi.

A)
RWP1 SW-480 MIAPACA MDCK MCE-7 HT29-M6 HCTI1l16

5 RWP1 SW-480 MIAPACA MDCK MCF-7 HT29-M6 HCTI116

Figura R3. L'Snail exogen també es localitza dins i fora del nucli. L'estudi de la localitzacié de

I’'Snail exdgen es va realitzar A) per immunofluorescéncia de diferents linies cel-lulars
sembrades sobre cobreobjectes, transfectades amb PCDNA3-SNA, fixades i incubades amb un
anticos primari anti-Snail de conill i un secundari FITC-anti-conill (verd). En el panell inferior
podem veure els nuclis, que foren contratenyits amb TopRo (blau). B) Les mateixes linies
cel-lulars foren sembrades sobre cobreobjectes, transfectades amb GFP-SNA i fixades després
de 16-18 hores d'expressié. En el panell inferior es poden observar els nuclis contratenyits

amb iodur de propidi.
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Com es pot veure en la figura R3, en tots dos casos el resultat obtingut
va ser el mateix que en l'analisi de Ila proteina endogena per
immunofluorescéncia, és a dir, que el marcatge positiu per a Snail no només
es restringia al nucli, sind que també s’observava al citosol. De la mateixa
manera que en la figura R2, aquesta distribucié dins la cel-lula depenia de la
linia cel-lular. S'observava que en les linies on s’havia vist I'expressid d’Snail i
d’E-Cadherina per RT-PCR, com ara les cél-lules MCF-7 i HCT-116, tenien
marcatge predominantment citoplasmatic (figura R3).

Tenint en compte que Snail és un factor de transcripcio i que per tant
n‘esperavem una localitzacié citoplasmatica, es va voler comparar aquesta
localitzacié d’Snail amb la d’altres factors de transcripcié també units a GFP,
entre ells un altre membre de la familia d’Snail, Slug. Es van transfectar
cel-lules RWP1 amb les proteines de fusid6 GFP-Slug, GFP-Tcf-4 i GFP-Zebl i
es va comprovar que l|'expressié d'aquests factors de transcripcid es
restringia al nucli. Aixi doncs es va poder descartar que I'observacié d'Snail
al citoplasma fos deguda a una sobreexpressié de la proteina, i confirmar

que aquesta localitzacié era especifica d'Snail (figura R4).

GFP-Slug GFP-Tcf-4 GFP-ZEB1

GFP-Snadl

Figura R4. Slug, Tcf-4 i Zebl es localitzen exclusivament al nucli, mentre que Snail es
localitza tant al nucli com al citoplasma. L'analisi de la localitzacié subcel-lular d'Snail-GFP i
altres factors de transcripcié (GFP-Slug, GFP-Tcf-4 i GFP-Zebl) es va realitzar transfectant-
los en cél-lules RWP1 sembrades sobre cobreobjectes. Les cél-lules foren fixades després de
16-18 hores d'expressidé. Per a Snail es mostren tant la localitzacié citoplasmatica com la

nuclear.
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2. Dos dominis diferents de la proteina (aminoterminals i caboxiterminals)
son els responsables de la localitzacié subcel-lular alternativa d’Snail

Per intentar esbrinar quin o quins dominis de la proteina eren els
responsables de la diferent localitzacié subcel-lular d’Snail, es van construir
dues proteines de fusid unint les meitats carboxiterminal (Ct, aminoacids
152-264) o aminoterminal (Nt, aminoacids 1-151) de la proteina a GFP
(proteines de fusi® GFP-SNA-Ct i GFP-SNA-Nt, respectivament). Es van
transfectar transitoriament les dues proteines de fusid, que en expressar-se
es localitzaven alternativament al nucli amb un marcatge difés i deixant els
nucleols exclosos (meitat carboxiterminal), o al citosol amb el nucli
totalment exclos (meitat aminoterminal). Aquest marcatge era independent
de la linia on eren transfectades, i en cap cas difés com GFP (figura R5).
D’aquests resultats se’'n va concloure que en la meitat carboxiterminal hi
devia haver alguna seqiéncia que dirigia la proteina al nucli, mentre que en
la meitat més aminonterminal n’hi devia haver alguna que la dirigia al

citoplasma.

0000

GFP-SNA-Nt (1-151) GFP-SNA-Ct (152-264)

Figura R5. Diferent localitzacié cel-lular dels constructes Nterminal i Cterminal d’Snail.

Cél-lules MDCK van ser transfectades amb els constructes carboxiterminal (151-264) i
aminoterminals (1-151) units a GFP per visualitzar la seva localitzacié cel-lular
(Constructes GFP-SNA-Ct i GFP-SNA-Nt respectivament). Després de 16-18 hores
d’expressié les cél-lules foren fixades i analitzades amb el microscopi confocal. El nucli fou

tenyit amb iodur de propidi.
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3. Una seqiiéncia rica en leucines és la responsable de l’export nuclear
d’Snail mediat per CRM1

Com ja s’'ha dit abans, s’esperava que Snail, com a factor de
transcripcid que és, es trobés al nucli, on exerceix la seva funcié repressora.
Perd en certes linies cel-lulars s’observa una exclusié practicament total de
la proteina del nucli (per exemple en les céel-lules MCF7, figura R3). La
localitzacié d'una proteina nuclear al citosol pot ser el resultat de tres
processos diferents. Primer, podria succeir que |'exclusié nuclear fos deguda
a una retencié de la proteina al citosol per unid a altres proteines de
manera que el seu import fos inhibit. Una segona possibilitat fora que el
propi sistema d’import de la proteina estigués inhibit, per un canvi
posttraduccional, o bé per la falta d'un cofactor. Aquests dos mecanismes
impedirien que la proteina pogués entrar al nucli (ser importada). Una
tercera possibilitat seria que la capacitat d’entrada al nucli no s’hagués
perdut pero el procés d’export fos tan rapid respecte al d'import que com a
balang s’observés la proteina fora del nucli. L'existencia de drogues que
bloquegen l'export permet discriminar, d’'una manera facil, si la localitzacid
citoplasmatica observada és deguda a una rapida sortida o a la manca
d’entrada al nucli. La majoria de processos d’export de proteines del nucli
impliquen el que el complex CRM1-RanGTP reconegui una zona hidrofobica
rica en leucines de la proteina susceptible a ser exportada (Fornerod et al.,
1997;Fukuda et al., 1997;Ullman et al., 1997). La formacié d’aquest
complex és impedit per la Leptomicina B (LMB) (Kudo et al., 1999), un
compost que en unir-se covalentment a CRM1 bloqueja, de forma
especifica, I'export de proteines mitjancant aquest sistema. Aixi doncs, es
van tractar amb LMB les cel-lules transfectades transitoriament amb GFP-
Snail i es va observar com en aquestes cel-lules la localitzacid d’Snail es
restringia al nucli, cosa que indicava que el seu export era bloquejat, i que
tenia lloc a través del complex CRM1. De la mateixa manera, el constructe
GFP-SNA-Nt també era retingut al nucli (figura R6). Aquest fet assenyalava
gue no hi havia cap impediment per a la import sind que, tant I'Snail com el

seu extrem aminoterminal, s’estaven exportant rapidament.
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GFP-SNA GFP-SNA-Nt (1-151)

+LMB +LMB

-LMB

Figura R6. L'export nuclear d'Snail és dependent del sistema Exportinal/CRM1. L'inhibidor de
I'export nuclear LMB és capac de retenir Snail al nucli. El tractament de cél-lules RWP1

transfectades amb la proteina sencera GFP-SNA o amb la meitat aminoterminal GFP-SNA-Nt i
tractades amb LMB (5ng/mL) fa que el seu export sigui impedit i quedin retingudes al nucli.
En el cas del GFP-SNA, una cél-lula amb localitzacié citoplasmatica fou seguida durant el

tractament amb LMB per visualitzar el canvi de localitzacié de la proteina.

Un cop conegut el mecanisme de sortida, calia trobar la seqiiéncia
d’Snail implicada en aquest export, la seqiéencia d’export nuclear (NES, de
I'anglés “Nuclear Export Sequence”). D’acord amb els nostres resultats,

aquesta seqiéncia havia de trobar-se en la meitat aminoterminal d’Snail.

N-terminal C-terminal

SNAG Dits de Zinc

151 236 264

1 9 82
NH2 -:: COOH

Regio Conservada

20 120 146
mmSNA  SLSDEDSGKSSQPPSPPSPAPSSFSSTSASSLEAEAFIAFPGLGOQLPKQLARLSVAK

Regio rica en Serines i Prolines LXXLXXXLXXL
WES (consens)
Figura R7. Representacié de l'estructura primaria d'Snail. Representacié esquematica de la
proteina Snail on es mostra com es situen els diferents dominis de la proteina. La meitat
aminoterminal comprén les regions conservades entre els aminoacids 1-9 (domini SNAG), i
90-146 (regions rica en serines i d’export). En la meitat carboxiterminal es situen els dits de

zinc.
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Una analisi més acurada d’aquest domini ens indica la preséncia d’una
regid hidrofobica rica en leucines que encaixava amb la seqiéncia consens
de reconeixement del CRM1 (figura R7). Aquesta seqliencia consens (NES)
és LX(-3LX1-3LXL, on L s6n leucines (en la majoria de casos) o valines,
isoleucines, fenilalanines o metionines; i X qualsevol aminoacid (Lischka et
al., 2001). La sequeéencia trobada en I'Snail muri (mmSNA aminoacids 130-
146) és PGLGQLPKQLARLSEAK (figura R7), i es troba conservada en els
homolegs de mamifers coneguts.

Per veure si aquesta sequéncia putativa d’export era realment la
responsable de I'exclusié d’Snail del nucli, es va fer un mutant puntual on
dues de les leucines (L139 i L142), necessaries en la teorica seqliencia
consens de reconeixement NES, es van mutar a alanines. En transfectar
aquest mutant (GFP-SNA-LA) en cel-lules RWP1 (Figura R8), s’‘observa que,
efectivament, es perdia quasi en la seva totalitat la capacitat de la proteina
a ser exportada, la qual cosa indicava que l'export d'Snail era mediat per
una sequéncia hidrofobica on almenys dues de les leucines eren
completament necessaries. També el mutant GFP-SNA-Nt, de localitzacié
citoplasmatica, es tornava nuclear si es mutaven a alanines les dues
mateixes leucines que en el mutant GFP-SNA-LA (mutant GFP-SNA-LA-Nt)

(Figura R8), i acabava de confirmar la importancia d'aquests dos
aminoacids.
=-0000  Mm—=3-0000 Wems—
GFP-SNA GFP-SNA-LA GFP-SNA-LA Nt

Figura R8. Snail té una seqliéncia de reconeixement per al seu export. La mutacié a

alanines de dues leucines d'una putativa seqliéncia consens per a l'export (mutacio
LA) impedeix la sortida del nucli d'Snail. Cél-lules MDCK foren transfectades amb GFP-
SNA, GFP-SNA-LA o bé GFP-SNA-LA-Nt i fixades després de 16-18 hores d’expressio

per a I'analisi de la seva localitzacié subcel-lular.
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4. La fosforilacié d’'un domini ric en serines regula I'export nuclear

S’observa que en algunes de les linies cel-lulars hi havia una distribucio
subcel-lular d’Snail no homogeénia, és a dir, que en una mateixa preparacio
es podien observar diferents patrons d’expressio, i que dues cel-lules veines
no tenien sempre patrons d’expressié idéntics. Per aix0 es va pensar que hi
havia quelcom que regulava la localitzacié subcel-lular d’Snail. Una
possibilitat féra que aquest control tingués lloc per una modificacio
posttraduccional, probablement per fosforilacié en la seqliencia adjacent a
la seqliencia d’export (regio rica en serines i prolines mostrada en la figura
R7).

A la figura R7 es pot veure que la seqliencia NES es troba entre l'inici
dels dits de zinc i la seqléncia rica en serines i prolines amb forca dianes
hipotétiques per a la fosforilacid. Per tant, és plausible que la fosforilacid
podria estar modulant la funcionalitat de la NES.

Una primera dada que indicava que Snail podia estar patint una
modificacié post-transcripcional, i que aquesta podria ser la fosforilacid, va
ser l'observaciéo d'una doble banda en analitzar per “Western-blot” (WB)
extractes cel-lulars de clons MDCK estables per a Snail-HA fent servir gels
d’acrilamida d’alt percentatge (15%) (figura R9A). Com es pot veure en la
figura R9B, si aquests extractes eren tractats amb una fosfatasa alcalina
recombinant (CIP, de "“Calf Intestinal Phosphatase”) la banda de pes

molecular més alt, que correspondria a la proteina fosforilada, desapareixia.

A) B)
HT-29M6 MDCK
SNA Ctol Ctol SNAI SNA2 -CIP +CIP
ar T e T

Figura R9. Snail és modificat posttraduccionalment. A) Analisi per “Western-blot”
d’extractes cel-lulars obtinguts amb tampé 1% SDS de cél-lules HT-29M6 i MDCK
estables per a Snail usant un gel d'alt percentatge d'acrilamida (15%) on es veu
una doble banda per Snail, i B) La banda superior desapareix en tractar
I'extracte, en aquest cas de les cél-lules MDCK, amb una fosfatasa alcalina

recombinant (CIP, Calf intestinal phosphatase).
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Per comprovar que Snail es fosforilava es van realitzar assaigs de
marcatge metabodlic (figura R10). Aquests assaigs van poder confirmar que,
efectivament, I'Snail sencer incorporava grups fosfat, mentre que un mutant
que no tenia aquesta regié rica en serines (SNAA(90-120)) no ho feia.
Aquest resultat indicava que Snail era fosforilat, i que aquesta fosforilacio
tenia lloc dins la regid situada entre els aminoacids 90 i 120. Altres resultats
del laboratori van confirmar que aquesta fosforilacié tenia lloc en residus

serina.

Figura R10. Snail es fosforila en una regié rica en serines.

Estudi de la regié de fosforilacié d'Snail en cel-lules MCF7 i
SNA SNA SNA

A90-120 RWP1 que foren transfectades amb el vector PCDNA-Snail-
‘ E;HA HA sencer o sense la regid rica en serines i marcades amb
a T fosfor radioactiu. posteriorment Snail-HA fou

= _— immunoprecipitat usant anticossos anti-HA. El fosfor
l.' — 'WB:HA incorporat fou analitzat amb I'autoradiografia del gel
M.:F_?l m- (panell superior). Paral-lelament es va immunoprecipitar

Snail-HA de cél-lules no tractades amb radioactivitat com a

control (panell inferior).

5. La fosforilacié d’'un domini ric en serines modula la interaccié entre els
fragments carboxiterminals i aminoterminals de la proteina

La seglent pregunta que es va plantejar va ser com podria la
fosforilacié del domini ric en serines adjacent a la seqliencia NES regular-la.
Una hipotesi era que la proteina tingués dos estats conformacionals, de
manera que si es trobés plegada sobre si mateixa la NES quedés amagada,
no accessible al complex CRM1/Exportinal, i per tant no pogués ser
exportada. Aquesta conformacié estaria estabilitzada per la interaccié de la
cua aminoterminal amb la carboxiterminal. Quan tingués lloc la fosforilacié
en la regio rica en serines, I'augment de carrega negativa podria produir un
desplegament de la proteina, i es descobriria la NES de manera que

permetria el seu export (figura R11).
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Nucli

)

Fosforilacid
del domini
ric en serines

Citoplasma

Figura R11. Hipotesi de com la fosforilacié pot modular I'export nuclear d'Snail. La proteina
no fosforilada es trobaria plegada sobre si mateixa estabilitzant la conformacid amb
interaccions entre les dues meitats de la molécula. La fosforilacié en el domini ric en serines
causaria una acumulacié de carrega negativa que donaria lloc a la inestabilitzacio de
I'estructura plegada de manera que s'obriria i deixaria al descobert la seqliéncia d'export

nuclear, NES, i permetria la seva sortida del nucli al citoplasma.

Per comprovar si la hipotesi era certa, es van construir dos mutants
que simulaven |'estat fosforilat i no fosforilat de la proteina on les 14 serines
de la regié rica en serines (aminoacids 90-120) van ser substituides per
alanines (mutant SNA-SA, no fosforilable) o per aspartics (mutant SNA-SD,
que mimetitza la fosforilacié). Primerament es va fer un assaig de
marcatge metabolic amb Snail i els mutants generats per comprovar que
aquests no es fosforilaven i aixi reconfirmar que era sobre aquestes serines

on tenia lloc la fosforilacio (figura R12).

SNA SA  SD Figura R12. Els mutants SNA-SA i SNA-SD no es fosforilen.
=-. Li i Assaig de marcatge metabolic amb y-32-ATP i posterior
np immunoprecipitacié amb un anticds anti-HA on s’observa

en la autoradiografia del gel que els mutants modificats en
‘ o PHA la regidé rica en serines mimetitzant els estats no fosforilat
-_ WB:HA (PCDNA3-SNA-SA-HA) i fosforilat (PCDNA3-SNA-SD-HA)

perden la capacitat de ser fosforilats.
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Un cop constatat que, efectivament, no es fosforilaven, calia veure la
seva distribucié subcel-lular. En transfectar transitoriament aquests mutants
en cel-lules RWP1, es va veure (figura R13) que el mutant GFP-SNA-SA era
nuclear, mentre que el mutant GFP-SNA-SD es trobava al citosol. Si es
tractava el mutant GFP-SNA-SD amb LMB, aquest era retingut al nucli, i
indicava que la preseéncia d’aquest al citoplasma era deguda a una alta

eficiencia en I'export i no a una entrada al nucli impedida.

fm—=--0000 Ifm—E--0000
SNA

SNA-SA

SNA-SD sSD+LMB

Figura R13. Diferents estats de fosforilacié regulen la localitzacié d'Snail. Estudi de la

localitzacié citoplasmatica dels mutants en la regié rica en serines en cél-lules RWP1
transfectades amb els mutants GFP-SNA-SA i GFP-SNA-SD. Es deixaven expressar 16-18
hores i s’‘observa que aquets es localitzaven al nucli i al citosol respectivament. Si el
mutant GFP-SNA-SD era tractat amb LMB (5ng/mL), aquest es relocalitzava al nucli, la
qual cosa indicava que no havia perdut la capacitat de ser importat sind que la mutacio
augmenta la seva taxa d’export.

Aquestes dades concordaven amb la hipotesi, ja que el mutant que
simulava la proteina fosforilada i que, per tant, estaria en la conformacié

desplegada amb la NES accessible, s'observava al citoplasma, mentre que
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el mutant que simulava un estat no fosforilat, i per tant es trobaria en la
conformacio plegada amb la NES no accessible, es veia al nucli.

Altres dades suggerien que l'extrem més carboxiterminal d’Snail era
rellevant per al manteniment de la proteina al nucli, molt probablement
mitjancant la interaccidé entre les dues meitats de la proteina. L'expressio
en cel-lules RWP1 del mutant GFP-SNA(1-236), al qual se li havia suprimit
I'G4Itim dit de zinc, era majoritariament citoplasmatica (figura R14). Aquest
fenomen era revertit en tractar les cel-lules amb LMB. En conjunt, aquests
resultats confirmaven que I'Ultim dit de zinc, juntament amb el domini ric

en serines, eren essencials en la regulacié del plegament i en conseqiéncia

de la localitzacio subcel-lular d’Snail.

*-:=chm

GFP-SNA(1-236)
-LMB +LMB

Figura R14. L'Ultim dit de zinc és important en la localitzacié cel-lular. Estudi funcional de
I"4ltim dit de zinc en la localitzacié subcel-lular d’Snail, mitjangant la transfeccié en cél-lules
RWP1 del mutant d’Snail sense I'Ultim dit de zinc (GFP-SNA(1-236)) i tractades o no amb
LMB (5ng/mL) durant dues hores.

Per verificar la interaccié entre els dos dominis es van realitzar assaigs
de “pull-down” Jin vitro amb proteines recombinants purificades de
bacteries, on la meitat aminoterminal d’Snail fusionada a GST era incubada
amb la meitat carboxiterminal unida a MBP. Si realment existia interaccié
entre les dues meitats, en utilitzar-ne una com a esquer purificant-la amb la
resina adient, s’hauria de poder detectar l'altra meitat. Les resines
emprades per immobilitzar les proteines de fusié van ser glutatié-sefarosa
per immobilitzar GST-SNA-Nt, detectant MBP-SNA-Ct amb un anticos anti-
MBP; i sefarosa-maltosa per immobilitzar MBP-SNA-Ct, detectant GST-SNA-
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Nt amb l'anticos anti-GST. En la figura R15A i 15B es mostren els “Western-
blots” on s’observa que en tots dos casos una de les proteines s’unia a
I'altra, i en cap cas a la resina sola (control negatiu). Aix0 indicava que

realment les meitats carboxiterminals i aminoterminals interaccionaven

entre elles.
A B

Esquer.GST-Snail (1-151) Esquer:MPB-Snail (152-264)
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Figura R15. Les meitats aminoterminals i carboxiterminals interaccionen entre elles. Analisi
de la interaccid entre les dues meitats d’Snail mitjangant assaigs de “Pull down” /n vitro
realitzats amb GST-SNA-Nt (A i C) o bé amb MBP-SNA-Ct (B) com a esquers. A A) s'ha
incubat la meitat aminoterminal (GST-SNA-Nt) immobilitzada amb les meitats
carboxiterminal (MBP-SNA-Ct) o carboxiterminal sense I'Gltim dit de zinc (MBP-SNA(152-
236)), mentre que a B) s’ha incubat la meitat carboxiterminal (MBP-SNA-Ct) immobilitzada
amb I'aminoterminal (GST-SNA-Nt). En tots dos casos es veu com les dues meitats de la
proteina interaccionen i sén detectades amb els anticossos adients. En C) s’ha transfectat el
constructe PCDNA3-SNA-Ct-HA en cél-lules RWP1 i els extractes s’han incubat amb GST-
SNA-Nt o bé GST-SNA-SD-Nt-HA immobilitzats.
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Per corroborar la importancia de I'Gltim dit de zinc en la interaccid, es
va fer el mateix perd amb el constructe carboxiterminal sense I'Gltim dit de
zinc (MBP-SNA(152-236)), i es va veure que la interaccié entre aquest
constructe i la meitat aminoterminal (GST-SNA-Nt) era molt lleu (figura
R15A i 15B).

Per analitzar el paper de la fosforilacid en la interaccié6 de les dues
meitats de la proteina es va realitzar un assaig de "pull down" incubant el
fragment GST-SNA-Nt o bé GST-SNA-SD-Nt (mutant que mimetitza la
fosforilacid) amb extractes cel-lulars de céel-lules transfectades amb SNA-Ct-
HA. En la figura R15C es mostra com, si la meitat aminoterminal de la
proteina es trobava en un estat equivalent a la fosforlacid (GST-SNA-SD-
Nt), no hi havia interaccid6 amb la meitat carboxiterminal (SNA-Ct-HA).

Aqguestes dades suggerien que, efectivament, la fosforilacid del domini
ric en serines pertorbaria el plegament i impediria la interaccié entre les
dues meitats de la proteina. En aquesta interaccid I'Gltim dit de zinc
esdevindria essencial ja fos a nivell funcional (per la seva implicacié en la
unio directa a la meitat aminoterminal) o a nivell estructural (necessari per
al correcte plegament dels dits de zinc).

Per acabar de confirmar que aquest plegament, on hi intervenien tant
el domini ric en serines com I'Ultim dit de zinc, tenia lloc /n vivo i tenia la
capacitat de modular la localitzacié subcel-lular d’Snail, es van cotransfectar
les dues meitats de la proteina (aminoterminal i carboxiterminal) com a
proteines de fusid amb la GFP (proteina verda fluorescent) i la RFP (proteina
vermella fluorescent) respectivament (mutants GFP-SNA-Nt i SNA-Ct-RFP).
En la figura R16, en el panell esquerre superior es pot veure com en
aquelles cél-lules on no hi havia hagut cotransfeccid, i per tant en el panell
inferior no es veu la meitat carboxiterminal (en vermell), la localitzacié de
GFP-SNA-Nt (en verd) era totalment citoplasmatica. En canvi en aquelles
cel-lules on si que hi havia hagut cotransfeccid, i per tant en el panell
inferior es detecta la meitat caarboxiterminal, GFP-SNA-Nt es localitzava al
nucli. Aixi doncs, en aquelles cel-lules on s’expressaven les dues meitats
d’'Snail (cél-lules indicades amb fletxes grogues), la meitat carboxiteminal
era capac¢ de modificar la localitzacié de I'aminoterminal. Probablement la
interacciéo entre les dues meitats de la proteina deixa la seqliencia NES

inaccessible i impedeix el seu export.
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Es va realitzar el mateix assaig, perd cotransfectant la meitat
carboxiterminal (SNA-Ct-RFP) amb la meitat aminoterminal, on les serines
de la regié rica en serines havien estat mutades a acids aspartics per
simular la seva fosforilacio (GFP-SNA-Nt-SD) (figura R16, panells drets).
S’observava com la coexpressid de les dues meitats d’Snail (cél-lules
indicades amb fletxes grogues) no revertia la localitzacié citoplasmatica de
la meitat aminoterminal, la qual cosa indcava que s’havia perdut la

capacitat d’interaccionar entre les dues meitats i, per tant, Ila

carboxiterminal no era capag d’evitar I'export de la meitat aminoterminal.

OO0  -0o00E

SNA-Ct-RFP (152-264) SNA-Ct-RFP (152-264)

Figura R16. La coexpressié de les dues meitats d’Snail dirigeix la meitat
aminoterminal de la proteina al nucli. Per a visualitzar la interaccié que té lloc /n
vivo entre les dues meitats de Snail on cél-lules RWP1 foren cotransfectades
amb els mutants GFP-SNA-Nt (panell esquerre) o GFP-SNA-Nt-SD (panell dret) i
SNA-Ct-RFP. Després de 16-18 hores d’expressio, les cél-lules foren fixades i
analitzades amb el microscopi confcal. En els panells superiors es mostra les
imatges obtingudes pel canal verd, corresponents a GFP, mentre que en els

inferiors les obtingudes pel vermell, corresponents a RFP.

6. La localitzacié d’'Snail modifica la seva funcionalitat
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Per valorar la funcionalitat d’Snail com a factor transcripcional es va
provar la capacitat d’Snail de modular els promotors de dos gens diana, I'E-
Cadherina i la Fibronectina. Per aix0 es van realitzar assaigs de transfeccié
transitoria amb els corresponents promotors i el gen de la luciferasa com a
gen reporter. Es va emprar un promotor proximal de 300pb d’E-Cadherina
huma, que conté tres caixes E-box, a les quals ja s’havia descrit que Snail
s’hi unia ((Batlle et al., 2000;Guaita et al., 2002), fragment -178/+92), i un
fragment del promotor de Fibronectina (-637/+92).

Com es mostra en els grafics de la figura R17, la capacitat
transcripcional d’Snail, repressora sobre el promotor d’E-Cadherina o
activadora sobre el promotor de Fibronectina, era mantinguda en aquells
mutants que es localitzaven al nucli, mentre que aquells que es situaven al

citoplasma no eren eficients a I’hora de modular I'activitat transcripcional.
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Figura R17. L'activitat d'Snail com a factor de transcripcié depen de la seva localitzacié
cel-lular. Mesura de l'activitat transcripcional d’Snail mitjangant un assaig reporter sobre els
promotors d’E-Cadheina i Fibronectina. L'assaig fou realitzat amb ceél-lules RWP1
cotransfectant 25 ng del promotor proximal de I'E-Cadherina humana (panell esquerre) o bé
del promotor de Fibronectina (panell dret) en el vector PGL3, amb 1 ng o 25 ng
respectivament dels diferents mutants d’Snail en PCDNA3. 0.5 ng de SV40-Renilla foren
cotransfectats com a control. Després de 24 hores posttransfeccid les cél-lules foren lisades i
les activitats luciferasa i firefly mesurades. Els mutants que es localitzen al nucli (SNA-LA i
SNA-SA) mantenen la capacitat repressora i activadora d'Snail, mentre que els mutants que
es localitzen al citoplasma (SNA-SD i SNA (1-236)) perden aquesta capacitat.
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Aixi, els mutants SNA-SA (no fosforilable) i SNA-LA (amb la seqliéncia
d’export mutada) bloquejaven o activaven els promotors d'E-Cadherina i
Fibronectina respectivament de manera semblant a la proteina salvatge,
mentre que els mutants sense I'Gltim dit de zinc (SNA(1-236) i el mutant
gue mimetitza la fosforilaci6 (PCDNA3-SNA-SD) no presentaven activitat o
ho feien molt pitjor.

Aixi doncs, semblava que, com calia esperar, la funcionalitat d’Snail
com a factor de transcripcid estava condicionada a la seva localitzacié

cel-lular.

7. La fosforilacié d’Snail i la seva distribucié subcel-lular esta regulada per
les unions de la cél-lula a la matriu extracel-lular

Un cop s’havia vist com Snail entrava i sortia del nucli de forma
regulada mitjangant el canvi conformacional produit per la fosforilacié en un
fragment ric en serines, calia veure quina o quines eren les quinases
responsables d’aquesta fosforilacié i quins senyals la induien.

Les unions cel-lulars a la matriu extracel-lular sén capaces d’afectar les
caracteristiques de les cel-lules epitelials, ja que les seves proteines son
capaces de regular, mitjancant la familia de les integrines i les molécules
associades a elles, com ara la quinasa associada a les integrines (ILK, de
I'anglés Integrin-Linked Kinase), processos tan diversos com la
diferenciacio, la migracidé o la supervivencia (Dedhar, 2000). Per comprovar
si les unions cel-lulars a la matriu podrien estar afectant la capacitat
transcripcional d’Snail modulant la seva fosforilacid, es va realitzar un
assaig de marcatge metabolic amb cél-lules MDCK transfectades
establement amb Snail i sembrades en plaques a les quals es podien o no
adherir. Per aix0 en alguns casos les cél-lules van ser tripsinitzades durant
20 minuts abans de lisar-les, amb la finalitat d’eliminar la seva interaccid

|Il

amb la matriu (cél-lules suspeses). Un altre “pool” cel-lular va ser lisat
directament sobre la placa (cél-lules adherides). Tal i com es pot veure en
I'autoradiografia del gel, en la figura R18A del panell inferior, la fosforilacid
d’Snail en les cél-lules suspeses era superior al de les cel-lules adherides.

En el panell superior es mostra com aquesta diferéencia en la
fosforilaci6 quedava també reflectida en analitzar la relacid d’Snail

fosforilat/Snail no fosforilat dels extractes cel-lulars en un gel d’alt
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percentatge d’acrilamida (15%). Aixi mateix, aquesta diferéncia també era
evident quan comparavem cel-lules crescudes sobre plaques de -cultiu
comunes (cel-lules adherides) o cél-lules crescudes sobre plagques no

tractades a les quals no es poden adherir (cél-lules suspeses) (figura R18B).
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Figura R18. Les cél-lules que creixen en suspensié tenen més Snail fosforilat. A) Western
Blot (panell superior) i marcatge metabolic (panell inferior) d’'un clon de MDCK estable per a
Snail on es mostra la diferéncia en el grau de fosforilacié d’Snail entre lisats de cel-lules
lisades sobre la placa (ADH) o tripsinitzades durant 20 minuts abans de ser lisades, per
simular I'estat de suspensié (SUSP). B) Western Blot on es veu com les cél-lules crescudes
en suspensido (SUSP) tenen una relacié d’Snail fosforilat/Snail no fosforilat major que els
extractes de cél-lules crescudes adherides sobre una placa (ADH). SNA1 i SNA2 representen

dos clons deiferents de cel-lules MDCK estables per a Snail.

Per comprovar si aquest major grau de fosforilacié de la proteina en les
cel-lules en suspensié es traduia en el seu major export, tal i com haviem
vist amb els mutants que la mimetitzaven, es va analitzar la localitzacié
d’'Snail per immunofluorescencia (figura R19).

Les cél-lules adherides als cobreobjectes presentaven un marcatge
d'Snail principalment nuclear, mentre les cél-lules suspeses el tenien
predominantment citosolic, la qual cosa confirmava que /in vivo, |'export

d’Snail del nucli es trobava regulat.
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Figura R19. L'adhesio cel-lular a la matriu modula I'estat de fosforilacié i en conseqliéncia la
localitzacié d'Snail. Immunofluorescéncia amb un anticos anti-Snail de cel-lules d'un clo
MDCK estable per a Snail crescudes sobre cobreobjectes (cél-lules adherides) o
tripsinitzades (cél-lules suspeses) on es fa evident que la diferéncia en el grau de fosforilacié
comporta un canvi en la localitzacio cel-lular. L'estudi de la localitzacié es va realitzar amb
un microscopi confocal sobre el pla horitzontal (XY) i el vertical (XZ). Els nuclis foren tenyits

amb iodur de propidi.

Es va voler determinar si la regulacié de la fosforilacié d’Snail per
I'adhesié era un procés rapid i reversible. Cel-lules MDCK estables per a
Snail foren sembrades en plaques i lisades després de 6 hores, temps
necessari perque aquestes cel-lules es tornessin a adherir. El seu estat de
fosforilacid va ser indirectament determinat per “Western-blot”, comparant
I'abundancia relativa de les bandes corresponents a Snail i Snail fosforilat
(figura R20). La fosforilacid que presenten aquestes cel-lules (figura R20,
punt 6L) és I'equivalent a la de les cel-lules adherides (figura R20, punt 48L,
cel-lules lisades 48 hores després de la seva sembra), i diferent a les
cel-lules tripsinitzades (punt 48T, tripsinitzades després de 48 hores de ser
sembrades) o no adherides (punt 48S, cél-lules mantingudes en plaques on

no es podien adherir, passades 48 hores després de la sembra). Aquest
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experiment indicava que les cél-lules, passades sis hores, que era el temps
necessari perque es tornessin a adherir al substrat, recuperaven |'estat de

fosforilacid basal, és a dir, el que tenien quan estaven adherides a la placa.

Figura R20. L'augment en l'estat de
6L 488 48L

fosforilacio de les cél-lules suspeses es

48T
‘HA
‘ Snail-P 3
,. = - . I3 perd tan bon punt les cél-lules es

tornen a adherir. Estudi de la

WB

reversibilitat en la fosforilaci6 per Western Blot d’extractes cel-lulars totals de
cel-lules MDCK on 6L i 48L corresponen a les cél-lules crescudes adherides durant 6 i
48 hores respectivament i lisades directament sobre la placa. 48T correspon als
extractes de ceél-lules crescudes adherides durant 48 hores, pero tripsinitzades
durant 20 minuts abans de ser lisades (simulant ['‘estat de suspensid). 48S

correspon a cél-lules crescudes durant 48 hores en suspensio.

Aixi doncs, es podia afirmar que les unions cel-lulars a la matriu
regulaven la fosforilacid d'Snail en un procés reversible que modulava la

seva localitzacid i en conseqlieéncia la seva capacitat transcripcional.

8. Snail és fosforilat /n vitro per les quinases GSK3 i CK2

El seglent pas era descriure la quinasa o quinases responsables de la
fosforilacid causada per la regulacié de les unions a la matriu. Com ja hem
mencionat anteriorment, les integrines poden mediar el senyal entre la
matriu extracel-lular i els efectors intracel-lulars que canvien el patrd
d'expressié cel-lular. La quinasa associada a les integrines (ILK) és
estimulada rapidament i de forma transitoria per la unié de les integrines a
la matriu extracel-lular (Dedhar, 2000). Aquesta activacié, per un costat, és
capac de regular a la baixa l'expressié de I'E-Cadherina (Somasiri et al.,
2001;Tan et al., 2001) i per l'altre pot induir la fosforilacié de la GSK3pB
(Delcommenne M. Et al., PNAS 1998) i causar-ne la seva inhibicid. En
condicions on la cél-lula perd els contactes amb la matriu extracel-lular, la
ILK s’inactiva i deixa de fosforilar la GSK3p, que d’aquesta manera perd la
seva repressié per fosforilacié i torna a estar activa. Aixi doncs, una de les
hipotesis de treball fou que, en abséncia de contactes, la GSK3B podria
estar fosforilant Snail, i causar-ne el seu export i, per tant, la perdua de la

seva capacitat com a factor de transcripcio.
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Per comprovar si la GSK3B podia fosforilar Snail, es va realitzar un
assaig quinasa /n vitro utilitzant la GSK3B recombinant comercial i la
proteina de fusié GST-Snail. Es va poder comprovar com, efectivament, la
GSK3p fosforilava /in vitro a Snail-GST i ho feia més eficientment sobre dues
de les bandes de degradacié de la proteina que sobre la proteina sencera
(figura R21).

GSK3p

® GST SNA @ GST SNA
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Figura R21. GSK3p fosforila SNA /n vitro. Assaig quinasa /n vitro realitzat amb la GSK3p i
les proteines GST-Snail i GST (emprat com a control), en preséncia de y-32P-ATP. La
reaccié fou duta a terme tal i com es descriu en 'apartat Materials i métodes. A la figura
es mostren el gel tenyit amb blau de comassie (esquerra) i I'autoradiografia d’aquest gel
(dreta).

Aguestes bandes de degradacié molt probablement corresponien a la
part més aminoterminal de la proteina, unida a GST, i serien el resultat de
la perdua progressiva de fragments situats en I'extrem més carboxiterminal.
Aix0 suggeria que la fosforilacié era més eficient quan la proteina es trobava
en una conformacié desplegada o oberta.

La GSK3B, amb alguna excepcié (Li et al., 2006), fosforila residus de
proteines que han patit una fosforilacié encebadora quatre aminoacids més
cap a la cua carboxiterminal del residu a fosforilar de la proteina diana (Fiol
et al., 1987). Es a dir, la GSK3pB té una especificitat de substrat que
requereix una fosforilacid previa d’aquest substrat en un context del tipus
SXXXS(p), on S és el residu a fosforilar per la GSK3B i S(p) és el residu
encebador fosforilat (en la figura R22 es mostren dos exemples, el de la
Glicogen sintasa i el de la B-Catenina).

Es va voler, doncs, cercar quina altra quinasa podia estar fosforilant
Snail de manera que afavoris la fosforilacié feta per la GSK3B. En diversos
treballs s’ha descrit com tant la CK2 com la CK1 poden realitzar aquesta

tasca.
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Figura R22. La GSK3pB presenta una especificitat de substrat que requereix una fosforilacid
prévia. Representacié esquematica on es mostra com la majoria de substrats de la GSk3p
necessiten ser fosforilats préviament per una altra quinasa en una serina o una treonina
situada quatre residus més cap a l'extrem carboxiterminal de la proteina. En la figura es
mostren dos exemples (la glicogen sintasa i la B-Catenina) on la fosforilacio per part de la
CK2 o la CK1 respectivament de la Serina en posicié 1 permet la fosforilacié duta a terme per
la GSK3p sobre la serina o la troenina en posicié 2, que alhora permet la fosforilacié de la

Serina en posicid 3, i aixi successivament.

En la figura R22 es troben esquematitzats dos exemples, el de la B-
Catenina, que requereix la fosforilacié de la CK1, i el de la glicogen sintasa,
que requereix la fosforilaci6 de la CK2 perque puguin ser fosforilades
posteriorment per la GSK3pB. Els assaigs quinasa /n vitro realitzarts amb les
quinases CK1 i CK2 mostraren (figura R23) que de les dues quinases
provades, només la CK2 podia fosforilar Snail-GST, amb la qual cosa es

descarta la CK1 com a possible quinasa encebadora.
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Figura R23. GST-Snail és fosforilat /n vitro per la quinasa CK2, perod no per la CK1. Assaig
quinasa /n vitro realitzat amb les quinases CK2 i CK1 i les proteines GST-Snail i GST en
preséncia de y-32P-ATP. A la figura es mostren el gel tenyit amb blau de comassie (esquerra)
i I'autoradiografia d’aquest (dreta), on podem veure com la proteina és fosforilada per CK2,

perd no per CK1.
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Tal com succeia amb la GSK3B, la CK2 també fosforilava amb major
eficiéncia I’'Snail parcialment degradat; per tant, semblava que en tots dos
casos una conformacié oberta afavoriria la fosforilacio.

Com es pot apreciar en la figura R24, on es mostren les cinetiques
corresponents a les reaccions de fosforilacié d’Snail per la CK2 i la GSK3B, la
fosforilacid és maxima després d’'una hora d’incubacié. Dades preliminars
sobre la quantitat de fosfat incorporat en la reacci6 amb la CK2 indiquen

qgue la estequiometria de la reaccid seria d’un fosfat per molécula d’Snail.
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Figura R24. La fosforilacié d’Snail de la CK2 i la GSK3B augmenta amb el temps. Assaig
quinasa /n vitro realitzat amb les quinases A) GSK3p i B) CK2 sobre GST-Snail en presencia
de y-3?P-ATP, aturant la reacci6 a diferents temps. En la figura es mostren el gel tenyit amb

blau de comassie (esquerra) i la seva autoradiografia (dreta).

9. CK2 estimula la fosforilacié d'Snail per GSK3p

Per comprovar si la fosforilacié d’Snail per la CK2 afavoria la
fosforilacid posterior per la GSK3pB, es va realitzar un assaig quinasa amb la
CK2 sobre GST-Snail, pero utilitzant ATP no radioactiu, de manera que
aquesta fosforilaci6 no fos detectable en [l‘autorradiografia del gel.
Seguidament es va inhibir la CK2 amb heparina per evitar la seva accié en
el pas segient, un segon assaig quinasa sobre el mateix substrat i amb la
GSK3B en preséncia de y-*°P-ATP, de manera que el senyal obtingut en
I'autoradiografia del gel només fos degut a la fosforilcid6 de GST-Snail per

part de la GSK3B. En la figura R26, si es comparen els senyals obtinguts en
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I'autorradigrafia del gel corresponents al tercer carril (reaccié de fosforilacid
seqliencial de la CK2 i la GSK3p) i al quart o cinque carril (on no hi havia
hagut la fosforilaci6 de la CK2), es pot apreciar un augment en la
fosforilacid de GST-Snail per part de la GSK3B quan havia tingut lloc la pre-
fosforilacid per la CK2. Aquesta augment en la fosforilaci6 no es podia
atribuir a una activitat residual de la CK2 ja que, com es pot veure en el
segon carril, I'heparina l'inhibia practicament en la seva totalitat. Aquest
resultat indicava que la CK2 estava afavorint la fosforilacié feta per la
GSK3B.
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Figura R26. La quinasa CK2 promou la fosforilaci6 de GST-Snail per la quinasa GSK3p /in
vitro. Estudi de la fosforilacié encebadora de GSK3p per part de la CK2 mitjancant un assaig
quinasa seqliencial de GST-SNA amb les quinases CK2 i GSK3B. Primer es va realitzar un
assaig quinasa amb la CK2 en preséncia d’ATP no radioactiu. Seguidament es va inhibir la
CK2 amb heparina (3 pg/mL) per a dur a terme un segon assaig quinasa amb la GSK3pB en
preséncia de y-3?P-ATP. En la figura es mostren el gel tenyit amb blau de comassie
(esquerra) i la seva autoradiografia (dreta), on es veu com la fosforilacié d’Snail per la CK2

afavoreix la fosforilacio feta per la GSK3p (carril 3).

Per intentar acotar la regié de fosforilacié d’Snail duta a terme per la
CK2 i la GSK3B, es van realitzar assaigs quinasa utilitzant els mutants
corresponents a les meitats carboxiterminal i aminoterminals de la proteina
unides a GST (GST-SNA-Ct i GST-SNA-Nt, respectivament). Com es pot
veure en la figura R27, la GSK3p fosforilava la meitat aminoterminal d’Snail,
pero ho feia amb menys eficiencia que sobre la proteina sencera. Per altra
banda, la CK2 podia fosforilar totes dues meitats de la proteina tot i que,

com en el cas de la GSK3B, ho feia també amb poca eficiencia. Aquesta
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dada indicava que regions compreses en ambdues meitats eren importants

perque la CK2 i la GSK3p realitzessin la fosforilacié de forma eficient.
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Figura R27. Fosforilacio de les dues meitats d’Snail per les quinases GSK3B i CK2. Analisi de
la fosforilacié de les meitats aminoterminal (GST-SNA-Nt) i carboxiterminal (GST-SNA-Ct)
per mitja d’un assaig quinasa realitzat com ja s’ha descrit anteriorment amb la GST-SNA i
les seves meitats aminoterminal i carboxiterminal, en preséncia de y-3?P-ATP i les quinases
GSK3pB (panells superiors) i CK2 (panells inferiors). A I'esquerra es mostren els gels tenyits
amb blau de comassie i a la dreta les seves autoradiografies, on podem veure com aquestes
quinases fosforilen, a part de la proteina sencera, les meitats aminoterminal (GSK3p i CK2) i

carboxiterminal (CK2).

10. El mutant Snail-119SA es fosforila pitjor que I’'Snail Wt i es localitza
preferentment al citosol

Fins al moment, respecte a les quinases CK2 i GSK3p3, s’havia vist que
la primera promovia la fosforilaci6 de la segona, i pel que se sap de la
GSK3pB, es podia suposar que la CK2 fosforilava quatre aminoacids més

enlla de I'aminoacid fosforilat per la GSK3p.
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Durant el transcurs de la realitzacié d’aquesta tesi doctoral, i després
de la nostra descripcié d’Snail com a una fosfoproteina, van apareixer dos
articles on es mostrava la fosforilacié d’Snail per part de GSK3p (Yook et al.,
2005;Zhou et al., 2004). En Zhou et al., 2004, els autors descrivien dos
dominis de fosforilacid per aquesta quinasa (primer domini S96, S100;
segon domini S107, S111, S115, S119; en la figura R28 es mostra un
esquema d’aquests dominis), compresos dins el que en aquesta tesi s’ha
anomenat regié rica en serines (aminoacids 90-120). En larticle es
mostrava com Snail era fosforilat per GSK3@ en el segon domini (S119,
S115, S111, S107), de manera que la proteina era exportada fora del nucli,
on tornava a ser fosforilada per GSK3B en el primer domini (S100 i S96).
Aqguesta primer domini de fosforilacié és homoleg al domini de destruccié de
B-Catenina, i com aquesta, quan és fosforilat per la GSK3B, Snail és

reconegut pel B-TrCP i degradat pel sistema del proteasoma.

A.- Esguema d’Snail

B.- Seqgliéncia rica en serines | dominis de fosforilacié per GSK3g.

SLPTLIWDSLLVPQVRPVAWATLPLRESPKAVELTSLSDEDSGKSSQPPSPPSPAPSSFSSTSASS

96 100 107 111 115 119
LTSLSDEDSGKSSQPPSPPSPAPSSFSSTSASSLEAE

Domini 1 Domini 2
N— DSexxS SXXSOXSXKS ¢
Degradacid Export nuclear
via B-TrCP

Figura R28. Snail té dos dominis de fosforilacié per GSK3B. Esquema d’Snail on es mostren
els dominis de fosforilacido per GSK3p descrits en Zhou et al., 2004. La foforilacié del primer
domini que és fosforilat cronoldogicament, (domini 2, domini d’export nuclear) provoca la
sortida d’Snail del nucli al citoplasma, on és fosforilat en el domini anomenat de destruccié

(domini 1), de manera que és reconegut per B-TrCP i degradat pel sistema del proteasoma.
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En el cas de la B-Catenina la fosforilacié encebadora és duta a terme
per la CK1 i desencadena tres fosforilacions seqliencials de GSK3B que
acaben marcant la proteina per a la seva degradacié (vegeu esquema de la
figura R22). En Snail, si es mirava la seqliéncia aminoacidica del segon
domini de fosforilacié per GSK3B (cronologicament el primer que és
fosforilat) (figura R28), es veia com I'aminoacid que podria ser |'acceptor de
la fosforilacid encebadora per a una possible fosforilacido de la S119 per la
GSK3pB (primera serina del domini a ser fosforilada) no podia ser fosforilat
(és una alanina). Per tant, calia pensar que la serina 119 mateixa havia de
ser l'acceptora de la fosforilacié encebadora, de manera que les altres tres
serines fossin fosforilades, seqiencialment, per la GSK3B. Es podia pensar,
doncs que Snail era fosforilat per CK2 en el residu S119 per després ser
fosforilat en la resta de serines per la GSK3B. De fet, el predictor
NetPhos1.0 (Blom et al., 2004) déna una alta probabilitat a la serina 119
per ser fosforilada per la CK2. Per comprovar si aquesta hipotesi era certa,
es va fer un mutant, SNA-119SA on la serina 119 va ser substituida per una
alanina, per tal d’evitar la seva possible fosforilacié.

En els assajos quinasa realitzats amb aquest mutant (GST-SNA-119SA)
i CK2 es va poder observar com, efectivament, aquest era fosforilat amb

menor eficiencia que I'Snail “wild-type” (figura R29).
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Figura R29. El mutant GST-SNA-119SA es fosforilat per la CK2 amb menor eficiéncia que el
GST-Snail-SA. Assaig quinasa realitzat amb les proteines GST-Snail i GST-SNA-119SA amb la
quinasa CK2 i en preséncia de y-3?P-ATP on es pot veure com la proteina GST-SNA-119SA es
fosforila amb menor eficiencia que la GST-SNA. En la figura podem veure el gel tenyit amb

blau de comassie (esquerra) i la seva autoradiografia (dreta).
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Tenint en compte els resultats de Zhou et al., 2004 on la fosforilacid
del segon domini porta a I'export de la proteina fora el nucli, calia esperar
que el mutant SNA-119SA no pogués ser exportat a causa de la prevencié
de la fosforilacié. Quan es transfectava el mutant GFP-SNA-119SA en
cel-lules RWP1, s’observava com la mutacid, lluny d’afavorir la localitzacié
nuclear de la proteina, en facilitava la seva localitzacié citoplasmatica

(figura R30). Una explicacié d’'aixo es donara en la discussid.

Snail-wT Snail-11954,

Figura R30. El mutant GFP-Snail-119SA es
localitza preferentment al citoplasma. Analisi
de la localitzacié subcel-lular del mutant 119SA
amb ceél-lules RWP1 sembrades sobre
cobreobjectes que foren transfectades amb
GFP-SNA i GFP-SNA-119SA, i fixades després
de 16-18 hores d’expressio.

11. L'Snail no fosforilable es comporta com I’'Snail “wild-type”.
Paral-lelament a la feina realitzada per esclarir les quinases
responsables de la fosforilacid, hi havia altres qliestions obertes respecte a
la fosforilaci®é que ens interessava resoldre. Fins aleshores haviem
comprovat que Snail era fosforilat, que aquesta fosforilacié causava el seu
export nuclear i d’aquesta manera Snail perdia la seva capacitat repressora.
Pero I’'Snail fosforilat tenia alguna funcié especifica? Haviem vist com tant el
mutant Snail-SD (mutant que mimetitza l'estat fosforilat) com I’'Snail “wild-
type”, pero mai el mutant SA (mutant no fosforilable), en ser transfectats i
en tractar les cél-lules amb LMB (que causa la seva retenciéo al nucli)
apareixien formant uns cossos puntiformes presumiblement corresponents a
llocs de transcripcid activa. Aixi doncs, vam voler analitzar una possible
funcionalitat d'Snail fosforilat. Per aixd es van preparar uns clons estables
en MDCK per als mutants Snail-SA i Snail-SD (mutants que mimetitzen els
estats no fosforilat i fosforilat de la proteina respectivament) transfectant
els plasmidis a les cel-lules i seleccionant-les amb antibiotic per a una
posterior cerca de clons positius per “Western blot” amb anticos anti-HA.
Per facilitar I'analisi dels clons SNA-SD es van tractar les cél-lules amb

MG132, un inhibidor del proteasoma, que és el sistema de degradacio
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Resultats

implicat en la inestabilitzacié d’Snail al citoplasma. Fenotipicament, els clons
Snail-SA i Snail-WT soén equivalents entre ells, i mostren un fenotip
“scattered” mentre que els clons Snail-SD sén semblants als control (figura
R31A). D'acord amb el que s’havia vist transfectant els mutants SNA-SA i
SNA-SD respecte a la seva capacitat repressora sobre el promotor d’E-
Cdherina, es constatava que els clons estables per a Snail-SA reprimien
I'expressid de I'E-Cadherina enddogena, mentre que els clons Snail-SD si que
expressaven E-Cadherina (figura R31B).

A)

MDCE-Ctrol MDCE-SNA-SD

B)

Figura R31. Estudi fenotipic dels clons MDCK estables per a Snail, Snail-SA i Snai-SD. En A)
es mostren fotografies a 20X dels clons estables per a Snail, Snail-SA i Snail-SD, aixi com
les cel-lules control. B) “Western blot” per a E-Cadherina per als diferents mutants.

12. Snail es degrada al nucli i de manera independent a la fosforilacié en el
domini ric en serines

Tenint en compte la inestabilitat d'Snail al citoplasma, es va voler
comparar |'estabilitat dels tres clons, Snail “wild-type”, Snail-SA i Snail-SD
en un assaig on les cel-lules eren tractades amb o sense l'inhibidor del
proteasoma MG132. Com més estable era la proteina en condicions
normals, menys sensible a I'MG132 i, per tant, s’esperava una menor

diferéncia en la quantitat de proteina entre les cél-lules tractades amb o
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sense la droga. L'objectiu era veure diferéncies en l'estabilitat del tres
clons, on [I'Snail-SA fos completament estable, [’'Snail “wild-type”
relativament inestable, i I'Snail-SD molt inestable (Zhou et al., 2004). Tot i
observar alld que s’esperava per a I'Snail “wild-type” i I’'Snail-SD, per
sorpresa nostra es va veure que I'Snail-SA no era totalment estable, sind
que, com es pot veure en la figura R32A, es comportava de manera similar
a I'Snail “wild-type”. Aixi doncs, tenint en compte la localitzacié nuclear de

I’'Snail-SA, es va evidenciar que Snail podia ser degradat també al nucli.

LG
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Figura R32. Snail també és degrada al nucli. A) Western Blot amb anticos anti-HA de lisats
cel-lulars totals de clons MDCK estables per a Snail (SNA) i per a Snail-SA (SA4 i SA5)
(mutant no fosforilable i per tant nuclear d’Snail) on les cél-lules han estat tractades o no
amb MG132 (50 puM) durant cinc hores per estudiar I'estabilitat de la proteina. B) Western
Blot amb anticos monoclonal de ratoli anti-Snail de lisats cel-lulars totals de cel-lules NIH-
3T3 tractades amb MG132 (50 pM) i/o LMB (5 ng/mL).

Per comprovar que aquesta degradaci6 independent de la fosforilacio i,
per tant, presumiblement nuclear també tenia lloc amb I'Snail endogen, es
van tractar cél-lules NIH-3T3 amb LMB, per retenir Snail al nucli, i amb
MG132 per analitzar la seva estabilitat. En la figura R32B es pot veure que
guan les cél-lules eren tractades només amb LMB i, per tant, la proteina era
retinguda al nucli (tercer carril), hi havia un petit augment de proteina
endogena present en aquestes cél-lules si es comparava amb les cel-lules
que no havien estat tractades (primer carril). Aquest petit augment
corresponia a I’'Snail que presumiblement s’estava degradant al citosol. Pero
si es comparaven les ceél-lules tractades amb LMB i les tractades amb
I'inhibidor del proteasoma MG132 (segon carril), es veia una acumulacié de
la proteina que no es corresponia amb I’'Snail citoplasmatic. Si es tractaven
les cel-lules amb LMB i MG132, es veia com I’'Snail nuclear (que en aquest
cas era tot I'Snail cel-lular, ja que la LMB el retenia al nucli) era sensible a

I'inhibidor del proteasoma, la qual cosa indicava que efectivament, I'Snail
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endogen també podia ser degradat al nucli. Aixi doncs, es podia afirmar que
Snail es degradava al citosol i al nucli.

A més a més, es podia afirmar que aquesta degradacié nuclear era
independent de la fosforilacid en les serines situades dins el que s’havia
anomenat domini ric en serines, ja que en el mutant Snail-SA aquestes
serines havien estat substituides per alanines. Tot i aixi, es va voler
comprovar que aquesta degradacid era independent de GSK3B i es van
incubar els clons amb LiCl, un inhibidor de la GSK3p (Klein and Melton,
1996;Stambolic et al., 1996). Com es pot veure en la figura R33, quan es
tractaven les cel-lules MDCK-Snail-WT amb LiCl, es veia un augment en la
quantitat de proteina atribuible a la inhibicié de la fosforilacidé per GSK3pB
que conduiria a la seva degradacié. En canvi, si aquestes cél-lules eren
tractades amb MG132, hi havia un major augment en la quantitat de
proteina, el qual indicava que el LiCl no era capag¢ d’inhibir tota Ila
degradacié d’Snail. La diferencia entre les cel-lules tractades amb LiCl i
MG132 es podia atribuir a la degradacid6 que tenia lloc al nucli. Si es
comparaven els punts corresponents a les cél-lules tractades o sense tractar
amb LiCl dels dos clons Snail-SA que es mostren en la figura R33,
s’observava com no hi havia diferéncies en la quantitat de proteina. Aixo
indicava que, tal com s’esperava, I'Snail-SA no era sensible al LiCl i, per
tant, la seva degradacié no depenia de la GSK3B. En canvi, si aquests clons
eren tractats amb MG132 si que es veia pertorbada la degradacié de I'Snail-
SA. Per tant, existia un sistema de degradacié d’Snail que tenia lloc al nucli i
era independent de GSK3pB i de la fosforilacié en els residus serina del

domini 90-120. Aquest sistema de degradacié era sensible a MG132.
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Figura R33. Snail és degradat al nucli independentment de GSK3B. Western Blot amb anticos
anti-HA de lisats cel-lulars totals de clons MDCK estables per a Snail (SNA), per a Snail-SA
(SA4 i SAS) i per a Snail-SD (SDD3 i SDD8) on les cél-lules han estat tractades amb MG132
(inhibidor del proteasoma) o LiCl (inhibidor de la GSK3B) durant cinc hores per estudiar

I’estabilitat de la proteina.
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Tot i que en general aquesta droga s’utilitza per inhibir el sistema del
proteasoma, s’'ha descrit que també és capac d’inhibir altres sistemes de
degradacié, com ara el de les calpaines (Lee and Goldberg, 1998). Per a
verificar que el proteasoma era el sistema de degradacié d’Snail dins del
nucli, es van tractar les cel-lules amb Lactacistina, un inhibidor més
especific d'aquest sistema. Com es pot veure en la figura R34, el tractament
de les cel-lules amb la lactacistina inhibeix la degradacié tant de I’'Snail-WT
com de I'Snail-SA, en proporcions similars. Per tant, podem afirmar que la
degradacié nuclear d’Snail també tenia lloc pel sistema del proteasoma. Si
es compara la quantitat de proteina en cél-lules tractades amb MG132 amb
la de tractades amb Latacistina, s’observa una diferéncia atribuible a una
més baixa activitat de la Lactacistina en les condicions emprades.

ShA, 545

0O MG LCT O MG LCT
Figura R34. Snail és degradat al nucli

J—— - pel sistema del proteasoma. Estudi de
la degradacio nuclear d’'Snail
mitjangant l'analisi per Western Blot

amb anticos monoclonal de ratoli anti-Snail de lisats cel-lulars totals de clons
MDCK estables per a Snail i Snail-SA tractades amb MG132 (50 puM) o
Lactacistina (10 uM ) (LCT).

Durant la realitzacié dels diferents assajos per caracteritzar Ia
degradacié d’Snail nuclear, es va veure que no hi havia gaires diferencies en
el comportament, entre els clons estables en MDCK d’Snail i d’Snail-SA,
excepte en l'assaig on les cél-lules eren tractades amb I'inhibidor especific
de GSK3p (LiCl) (figura R33). Es va realitzar una cinetica de la degradacié
dels clons estables en les cel-lules MDCK-SNA i MDCK-SNA-SA tractant-les
amb Cicloheximida, una droga que inhibeix la traduccid, durant diferents
temps. Amb aquesta droga no hi sintesi de novo de proteina i, per tant, es
pot observar com la que existeix ja dins la cel-lula es va degradant al llarg
del temps. Com es pot veure en la figura R35, les dues proteines eren
degradades a una velocitat similar, la qual cosa suggeria que en aquestes

cel-lules el sistema de degradacié que domina és el nuclear.
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Figura R35. MDCK Snail es degrada majoritariament al nucli. L'estudi de la
cinética de la degradacié d’Snail i Snail-SA en cél-lules MDCK transfectades
establement es va realitzar tractant les ceél-lules amb Cicloheximida (25
pg/mL) a diferents temps i analitzant per Western Blot nivells d’Snail

ectopic.

13. La regié 108-151 d'Snail és la responsable de la inestabilitat dins el
nucli

Per determinar quina regid d'Snail era la responsable d’aquesta
degradacié nuclear mitjancada pel proteasoma, es van realitzar assajos
d’estabilitat amb cél-lules MDCK transfectades amb els diferents mutants
units a GFP. Un cop transfectades, les cél-lules van ser tractades amb
Cicloheximida, per aturar la sintesi de proteines, i MG132 per poder
comparar la degradacié per a cada un dels mutants. Primer es va analitzar
la degradacié dels mutants corresponents a les dues meitats d’Snail
(mutants GFP-SNA-Nt i GFP-SNA-Ct), comparant-los amb la proteina
sencera. Com es pot veure en la figura R36A, el mutant GFP-SNA-Ct no era
sensible a la I'MG132, hi havia la mateixa quantitat de proteina en cel-lules
tractades i sense tractar, i es posava en evidéncia que aquest mutant no
estava sotmes a degradacié depenent del proteasoma. Per altra banda, els
mutant GFP-SNA-Nt i GFP-SNA si que eren sensibles a I'MG132. Aquesta
sensibilitat enfront la droga indicava que aquests constructes contenien una
regid que era reconeguda pel sistema de degradacié que no estava present
en el constructe no sensible (GFP-SNA-Ct).

Es va voler descartar que aquesta degradacié observada fos la
degradacié citoplasmatica mitjancda per la fosforilacié de GSK3B en les
serines compreses entre els aminoacids 90 i 120 ja descrita anteriorment.
Per aix0 es va analitzar la sensibilitat a MG132 en cel-lules MDCK dels
constructes GFP-SNA-Nt-LA i GFP-SNA-Nt-A(90-120). El primer no podia ser
exportat, ja que tenia mutada la seqiéncia d’export nuclear (NES), i el

segon no contenia la regié rica en serines on es troben les dianes de GSK3p.
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Figura R36. La regi6 d’Snail (108-158) és la responsble de la degradacié nuclear d’Snail en el
nucli. Estudi de la regid responsable de la degradacié nuclear d’Snail per Western Blot amb
anticos anti-GFP de lisats cel-lulars totals de cél-lules MDCK transfectades amb diferents
mutants de GFP-Snail i tractades durant tres hores amb Cicloheximida (25 pg/mL) i MG132
(50 uM). Els mutants emprats es mostren esquematitzats en A) i son, a part de GFP-SNA B)
GFP-SNA-Nt, GFP-SNA-Ct C) GFP-SNA-Nt, GFP-SNA-Nt-LA, GFP-SNA-NtA(80-120) D) GFP-
SNA(108-151), GFP-SNA(82-138).

Com es pot veure en la figura R36B, tots dos mutants eren sensibles a
I’'MG132 i, per tant, contenien la regié responsable de la degradacié nuclear
d’Snail. Per acotar-ne la seva localitzacié dins la meitat aminoterminal, es
va realitzar el mateix assaig fent servir altres mutants: GFP-SNA-(108-151)
i GFP-SNA-(82-138). Com es pot veure en la figura R36C, el mutant que
contenia la regid6 82-138 d’Snail mantenia els nivells de quantitat de
proteina independentment de si les céel-lules eren tractades o no, mentre
que el mutant GFP-SNA-(108-151), sensible a I'MG132, augmentava la
quantitat de proteina amb el tractament. Aix0 indicava que dins el fragment
138-151 hi havia la regié que conferia inestabilitat a la proteina dins del

nucli.

14. L'Akt regula la degradacié nuclear

L'Akt, també coneguda com PKB, és una serin/treoninquinasa quinasa
que participa dins la via de senyalitzacié de la PI3K. Quan aquesta via és
activada, la PI3K indueix l'activacié per fosforilaci6 de I’Akt, que alhora

fosforila altres substrats, entre ells la GSK3p. Aquesta, quan és fosforilada
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en la serina 9, s’inhibeix i, per tant, deixa de fosforilar entre d'altres a Snail,
de manera que la seva degradacid citosolica queda inhibida. Aixi doncs,
caldria esperar que tenint més Akt actiu dins la cél-lula hi hauria més
quantitat d’Snail, ja que aquest es degradaria en menor grau.

Per veure |'efecte d’Akt sobre la degradacié d’Snail es van cotransfectar
en cel-lules RWP1 una forma constitutivament activa d’Akt (Akt miristoilada,
Akt-myr) amb Snail o Snail-SA. Com es pot veure en la figura R37, al
contrari del que s’esperava, la presencia d’Akt promovia tant la degradacié
d’Snail com la del mutant Snail-SA. Aquest efecte era més pronunciat sobre
el mutant Snail-SA que sobre la proteina “wild-type”, sobretot a temps més
curts (una hora). Si es té en compte la localitzacié nuclear d’aquest mutant,
aix0 ens indicava que aquest efecte promotor de I’Akt sobre la degradacié

tenia lloc a dins del nucli.
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Figura R37. Akt regula la degradacié d’Snail al nucli. A) Analisi de I'efecte d’Akt sobre la
degradacié d’Snail per “Western blot” amb un anticdos anti-HA on cél-lules RWP1 foren
cotransfectades amb PCDNA3-SNA o PCDNA3-SNA-SA amb una forma constitutivament
activa d’Akt (AKTmyr) i tractades amb MG132 (50 pM) i Cicloheximida (25 pg/mL) durant O,
una o dues hores per estudiar la seva degradacié. En B) es representen les quantitats de
proteina densitometrades per a cada punt.
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1. Snail es localitza al nucli i al citoplasma

Els processos de transicidé epiteli-mesenquima (EMT) sén essencials
en diversos estadis del desenvolupament embrionari, des de la gastrulacié a
la formacié de la cresta neural, organs i teixits (Thiery, 2002). Perdo 'EMT
també té lloc en processos patologics, com ara la fibrosi i en etapes
primerenques en que els carcinomes adquireixen capacitats invasives i
metastasiques. Funcionalment, podriem dir que I'EMT és el mecanisme pel
qual cél-lules epitelials generades en una regid particular es poden dissociar
de l'epiteli i migrar per dirigir-se a diferents localitzacions. Aixi doncs,
cel-lules immobils, adherides entre elles i a la matriu extracel-lular, prenen
la capacitat de moure’s com a cel-lules individuals (Nieto, 2002).

L'E-Cadherina és el component central de l'adhesié cel-lular i és
necessaria per a la formacid de I'epiteli en I'embrid i per mantenir
I'homeostasi epitelial en I'adult. S’ha descrit, tant /n vitro com in vivo, que
la perdua de l'expressié de I'E-Cadherina esta fortament implicada en els
processos d’EMT. La seva regulacid a la baixa té lloc, principalment,
mitjancant repressors transcripcionals, on Snail s’ha descrit com el
principal.

Snail, factor de transcripcié del tipus dit de zinc, s’'uneix a seqléncies
consens del DNA del tipus E-box, presents en els promotors de diverses
proteines, com ara el de I'E-Cadherina, entre d’altres. El paper més ben
descrit i estudiat per a Snail és d’inductor de I'EMT, principalment com a
repressor de I'E-Cadherina. Pero, tot i que s’ha descrit ampliament la
correlacié inversa entre totes dues proteines, hi ha evidéencies de la seva
coexpressio.

Aixi doncs, inicialment es va voler veure la funcionalitat d'Snail en
aquelles cél-lules on s’havia observat una coexisténcia amb I'E-Cadherina. Al
laboratori s’havia generat un anticdos anti-Snail amb el qual es van realitzar
immunofluorescencies sobre diverses linies tumorals. Tot i que I'anticos
anti-Snail permetia veure una tincié especifica de I'Snail endogen, com que
els nivells de proteina eren petits, es va decidir transfectar la proteina
exdgena. Aquesta aproximacié també ens va permetre, més endavant,
treballar amb els diferents mutants generats. Com a resultat d'aquestes
transfeccions, es va poder veure que I'Snail es localitzava tant al citoplasma

com al nucli, amb certes preferéncies depenent de la linia cel-lular (MCF7,
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citoplasmatica; NIH-3T3, nuclear). En diverses linies (RWP1, MDCK) tot i
que hi havia un marcatge d’Snail majoritariament nuclear, hi havia una
minoria de cél-lules que presentava un marcatge nuclear i citoplasmatic a
I'hora. En general, quan Snail es troba al nucli i actua reprimint el gen de
I'E-Cadherina, no s’observa expressié d’aquesta (Cano et al., 2000;Batlle et
al., 2000;Yokoyama et al., 2001;Poser et al., 2001;Cheng et al., 2001;Jiao
et al., 2002). Pero en certes linies cel-lulars hi ha una quantitat elevada
d’ambdds transcrits corresponents a les dues proteines ((Hajra et al.,
2002); figura 1 dels resultats), i s’ha pogut constatar que és en aquests
casos quan s’observa Snail al citoplasma.

Obtenir marcatge d’Snail al citoplasma era quelcom que no
s'esperava per la seva condicié de factor de transcripcid, perd, encaixava
amb el fet que en certes linies cel-lulars hi havia I'expressiéo d'Snail i E-
Cadherina alhora. Aquesta coexpressio podia explicar-se com a una pérdua
de la funcionalitat d’Snail com a factor de transcripcidé quan es troba al
citoplasma. De fet s’han descrit altres factors de transcripcié que regulen la
seva activitat mitjancant I'exclusié nuclear, com ara la p53 (Ryan et al.,
2001) o I'NFAT (Crabtree and Olson, 2002).

La transfeccid amb la GFP-Snail va permetre veure amb més precisio
les diferents localitzacions subcel-lulars en qué es podia trobar Snail. Quan
la proteina era al citoplasma es podia trobar distribuida de formes diferents:
difosa (cél-lules MiaPaCa, figura 3), disposada en forma de filaments
marcant els microtubuls (cel-lules MCF-7, figura 3), o, fins i tot, també en
forma de petits granuls. Quan Snail es trobava al nucli, també es podia
observar difés amb els nucleols exclosos (ceél-lules RWP1 i SW480 en la
figura 3) o bé formant uns cossos puntiformes (céel-lules HT29-M6 i HCT116
en la figura 3). La localitzacié en aquests cossos era molt evident quan les
cel-lules eren tractades amb Leptomicina B (LMB), droga que no permet
I'export nuclear. D'altra banda, el mutant Snail-SA (que mimetitza |'estat no
fosforilat de la proteina) en cap ocasid es disposava en aquest puntejat
nuclear, ni tan sols quan les cel-lules eren tractades amb la droga. En canvi,
en les cél-lules transfectades amb el mutant Snail-SD (que mimetitza I'estat
fosforilat de la proteina), en ser tractades amb LMB per retenir la proteina
al nucli, aquesta sempre es disposava en punts. Aquestes dades apunten

gue la distribucié en aquests cossos puntiformes té lloc com a pas previ a
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I'export, un cop la proteina és fosforilada. Amb posterioritat es va observar
que Snail colocalitza en aquests cossos amb la proteina U2AF65 en els llocs
de transcripcié activa (Gama-Carvalho et al., 1997). La colocalitzacié, pero,
no és total i no es pot descartar que Snail també es trobi en alguna altra
agrupacio subnuclear. La disposicié d’Snail recorda a la que tenen els “PML
bodies” i no es pot descartar doncs, que en formi part.

Amb 1'Us dels mutants i la LMB s’ha pogut observar que el marcatge
citoplasmatic era degut a una alta eficiencia en el mecanisme de sortida de
la proteina. Les cel-lules transfectades amb qualsevol dels mutants i
tractades amb la droga retenien la proteina al nucli. Aixd indicava que hi
havia una entrada a nucli constitutiva i, per tant, un recanvi continuat de la
proteina entre nucli i citosol. El tipus de marcatge observat (nuclear o
citoplasmatic) era degut a la menor o major eficiencia en I'export.

S'ha comprovat que a la meitat aminoterminal hi ha una seqiiéncia
d'export nuclear (NES) que és la responsable de |'export mediada pel
sistema CRM1/exportinal. Aquesta seqliéncia es troba conservada entre els
Snails de mamifer, perd no en Slug ni els altres Snails, la qual cosa
suggereix que l'adquisici6 de la caracteristica de ser exportat i les
consequéncies que se'n poden derivar (guany o perdua de funcions,...) han
tingut lloc en el mateix punt de I'evolucid en que es van separar aquests
llinatges. Tenint en compte que la Unica “funci¢” descrita per a Snail al
citoplasma és la seva degradacié, podem pensar, en primer lloc, que la
degradacioé al nucli és el sistema de degradacié ancestral per als membres
de la familia d’Snail. En segon lloc, l'adquisici6 de la capacitat de ser
degradada al citoplasma configuraria un sistema més complex de regulacié
de l'activitat d'Snail, que podria estar associat a les noves funcions de la
proteina en vertebrats o mamifers (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005).

D'altra banda, en aquest treball no s'ha descrit cap seqliéncia
responsable de l'import cap al nucli (NLS, de I'angles “nuclear localization
sequence”), tot i que tots els mutants analitzats, encara que tinguessin
tendéncia citoplasmatica, eren retinguts al nucli en ser tractats amb LMB.
Es podria pensar que Snail (32 KDa) pot entrar al nucli per difusid, ja que
s’ha descrit que només a les proteines més grans de 50 KDa els calen
sequéncies NES o NLS per travessar el complex del porus nuclear (Poon and

Jans, 2005b). Pero hi ha raons per pensar que aix0 no és cert. Per una
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banda, en unir I'Snail a la GFP (60 KDa), veiem el mateix patré de
localitzacio i per grandaria a aquesta proteina de fusid si que li caldria un
transportador per al canvi de localitzacié. D’altra banda, si entrés al nucli
per difusid, podriem pensar que també en pot sortir d’aquesta manera |,
com ja hem vist, la sortida del nucli esta mitjancada per un transportador,
el complex CRM1/exportina, que en ser bloquejat reté la proteina totalment
al nucli. Per tant podem pensar que si que hi ha un sistema de transport
d’Snail cap al nucli. Aquest sistema ha de reconéixer més d'una seqliéncia
d’Snail que dirigeixi la proteina cap al nucli, com a minim una en cada
meitat de la proteina.

Altres grups han mostrat que la meitat carboxiterminal de la proteina
és essencial en aquest import. Aixi, s'ha descrit que l'import d'Snail al nucli
té lloc mitjancant la interaccié directa de la meitat carboxiterminal (que
inclou els dits de zinc) amb la importina B de forma depenent de RanGTP
(Yamasaki et al., 2005). Pero, com ja hem mencionat anteriorment, els
mutants que contenen la part aminoterminal també sén importats, tot i la
seva observacid citoplasmatica, perque el tractament de les cel-lules amb
LMB reté la proteina al nucli. Mutacions en el domini SNAG de la proteina
Gfi-1, on inicialment es va descriure aquest domini també present en Snail,
demostren que en aquests set aminoacids hi ha una NLS. En el cas del Gli-
1, no és suficient per dirigir els 20 primers aminoacids al nucli, i es
suggereix que per al reconeixement cal una estructura terciaria que inclogui
residus de les dues meitats de la proteina, que, per tant, tindria una NLS
bipartida on l'altra part estaria en la regid dels dits de zinc del Gfi-1 (Grimes
et al., 1996). Per a Snail, pero, caldria que hi hagués dues NLS, una a cada
meitat de la proteina, on cada una per separat fos funcional i pogués actuar
com a tal. Aixi doncs, encara falta per localitzar una NLS funcional en
I'extrem aminoterminal.

Hem observat que la funcionalitat d’aquesta NES esta condicionada a
I'estructura de la proteina. L'emmascarament intramolecular de les NLS o
NES és un mecanisme molt comu per regular l'eficiencia del transport
nuclear (Poon and Jans, 2005a), emprat per exemple per les proteines NFkB
p50 (Riviere et al., 1991) i INI1 (Craig et al., 2002). Una conformacio

plegada d’Snail, on la meitat aminoterminal interaccionaria amb Ia
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carboxiterminal, és essencial per a 'emmascarament de la NES i, per tant,
la retencidé d’Snail al nucli.

Aquesta seqiieéncia NES es troba contigua a una regio rica en serines
forca conservada. Les regions riques en serines i prolines tenen una baixa
complexitat estructural i s'ha descrit que es poden comportar com a una
regid frontissa entre dos dominis proteics. Aquestes dades i el fet que
aquesta regié acumulés tantes serines fosforilables ens van dur a pensar
que la regid rica en serines podria actuar de manera que la fosforilacio, i
més concretament l'augment de carrega neta, provocaria un canvi
conformacional cap a un estat que permetria la interaccié entre la seqlieéncia
responsable de I'export i el complex que la reconeix. En la nostra hipotesi,
per tant, Snail podria tenir una conformacié plegada, on la proteina no
estaria fosforilada, i les meitats aminoterminals i carboxiterminals
interaccionarien entre elles per estabilitzar o mantenir agquesta conformacié.
La fosforilacié del domini ric en serines causaria tal augment de la carrega
que afavoriria el desplegament d’Snail i la seqiéncia d’export nuclear NES

quedaria accessible a la maquinaria d’export (Figura D1).

Nucli
Fosforilacio
del domini
ric en serines
Citoplasma

Figura D1. Hipotesi de I'export nuclear d’Snail. Esquema on es mostra com la fosforilacidé pot
modular I'export nuclear d’Snail. Tal i com s’explica en I'apartat de resultats (vegeu el punt
numero cinc, “La fosforilaci6 d’un domini ric en serines modula la interaccié entre els
fragments carboxiterminals i aminoterminals de la proteina”) la proteina no fosforilada es
trobaria plegada sobre si mateixa i emmascararia la NES. La fosforilacid en el domini ric en
serines causaria una acumulacié de carrega negativa que donaria lloc a la inestabilitzacié de
I'estructura plegada de manera que s'obriria i deixaria al descobert la sequéncia NES, i

permetria aixi la seva sortida del nucli al citoplasma.
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Per al manteniment d'aquesta conformacié plegada sén essencials
dos dominis, situats cadascun en una meitat d’Snail: el domini ric en serines
(meitat aminoterminal) i el quart i Ultim dit de zinc (meitat
carboxiterminal), ja que I'eliminacié d’aquest darrer causa un export gairebé
total de la proteina. Els assajos realitzats amb les meitats de la proteina
units a la GFP i la RFP van confirmar que realment existeix /n vivo una
interaccié entre els fragments aminoterminal i carboxiterminals, i que
aquesta interaccié regula la localitzacié cel-lular de la proteina. En els
assajos de “pull down” hem pogut confirmar que I'Ultim dit de zinc juga un
paper molt important en aquesta interaccié de les dues meitats de la
proteina. Com es veu en l'assaig (figura R15, de l'apartat de resultats), si
aquest dit de zinc s’elimina, la interaccid practicament desapareix. No
podem afirmar, pero, que aquesta interaccid tingui lloc per una unié directa
del quart dit de zinc amb la meitat aminoterminal, ja que altres dades
(entre elles la funcionalitat del mutant en els assaigs reporter que es
comentaran més endavant) apunten a una important funcié estructural del
darrer dit de zinc que afecta la funcionalitat del domini. Dades aportades
per altres grups de recerca podrien recolzar la importancia estructural dels
dits de zinc per a un correcte funcionament de la proteina. Aixi s’ha descrit
la implicacié d’un transportador de zinc, el LIV-1, en I'import nuclear d’Snail
(Yamashita et al., 2004). L'augment del zinc nuclear podria afavorir una
estructura més estable per als dits de zinc, de manera que un hipotetic
equilibri entre els dos estats conformacionals de la proteina estigués
desplacat cap a la proteina plegada. D’aquesta manera l'accessibilitat als
dominis centrals de la proteina, implicats en el transport, quedarien menys

accessibles i, per tant, la retencié nuclear d’Snail estaria afavorida.

2. El transport nucleocitoplasmatic d’Snail esta regulat per fosforilacié

El mecanisme més ben conegut per regular el transport nuclear de
proteines sén les modificacions posttraduccionals per fosforilacio-
defosforilacid (Jans et al., 2000). De fet, la fosforilacié és un sistema comu
de regulacié d’entrada i sortida de proteines del nucli (Okamura et al.,
2000;Zhang and Xiong, 2001;Ishida et al., 2002), i hem constatat com
Snail regula el seu transit nucleocitoplasmatic mitjancant aquest sistema:
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els mutants que mimetitzen els estats fosforilat o no fosforilat de la regid
rica en serines es localitzen fora i dins del nucli respectivament.

Posteriorment, altres grups també han descrit com la fosforilacié
regula aquest transit nucleocitoplasmatic d’Snail. Dos treballs diferents han
descrit com la GSK3p fosforila les serines de la regid rica en serines i
provoca l'export de la proteina (Zhou et al., 2004;Yook et al., 2005). A més
a més, hi ha un article en premsa (Yang et al 2006) on es descriu com
I’Axina regula la localitzacié citoplasmatica de la GSK3p i, en conseqiliéncia,
controla la degradacié d’Snail. Perd no només aquesta regié pot regular
I'export, sind que també s’ha descrit com l'import, o la retencié nuclear, es
veuen afavorides per la fosforilacié per part de la quinasa PAK1 en la serina
246 d’'Snail, situada en el quart dit de zinc (Yang et al., 2005). No queda
clar, pero, si la fosforilacié provoca una retencié de la proteina al nucli o un
rapid import.

A més a més, s’ha descrit com Snail interacciona amb les LOXL2/3,
unes lisil-oxidases que estarien mediant una oxidacié entre les lisines 98 i
137 d’Snail. Aquesta reaccié estabilitzaria la conformacié plegada de la
proteina i afavoriria la seva localitzaci6 nuclear, amb la qual cosa es
potenciaria la seva activitat transcripcional (Peinado et al., 2005a;Peinado
et al., 2005b).

| L -
NLS? NES Interaccié amb Importines
NLS?

Fosforilacié

Pak1
Oxidacio Domini
LOXL2/3 d’estructuracio

T

Figura D2. Diversos factors regulen la localitzacié cel-lular d’Snail. Esquema on es mostren
les diferents regions d’Snail implicades en la regulacié de la seva localitzacié, ja sigui per
modificacions posttraduccionals (fosforilacions i oxidacions), per la preséncia de seqlieéncies
de reconeixement (NLS, NES), o bé per la seva importancia estructural. En lletres carabasses

es mostren les regions implicades en |'export.
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Tots aquests treballs recolzen la nostra hipotesi de la regulacié de la
localitzacié d’Snail a través del plegament i desplegament de la proteina per
fosforilacid, alhora que la complementen. També posen de manifest la
complexitat del sistema de regulaciéo d’Snail, que sembla que de mica en
mica es va desxifrant (Figura D2).

L'objectiu de partida d’aquest treball era determinar la possible
perdua de funcionalitat d’Snail en certes linies cel-lulars, en aquelles on
s’expressaven tant Snail com E-Cadherina. Amb posterioritat vam veure que
era en aquestes cel-lules on Snail es localitzava al citoplasma i, per tant, on
molt probablement no podria exercir la seva activitat com a factor de
transcripcid. Els assaigs funcionals amb els diferents mutants emprats
demostraren que Snail pot funcionar com a factor de transcripcié quan esta
dins del nucli i que, en canvi, quan és fora no és capag de reprimir o activar
els seus gens diana. Aixi doncs, podriem dir que la localitzacié cel-lular
d'Snail regula la seva activitat transcripcional. Cal mencionar, pero, que dos
dels mutants que es localitzen fora del nucli no tenen la mateixa capacitat
transcripcional. En el procés de posada a punt de l'assaig varem observar
que en treballar amb quantitats elevades de DNA, el mutant SNA-SD era
capag de reprimir el promotor d'E-Cadherina, mentre que el mutant sense
I'4ltim dit de zinc (SNA(1-236)), no. La capacitat del mutant SNA-SD de
reprimir, tot i que esperavem que no fos aixi a causa de la seva localitzacid
cel-lular citoplasmatica, la vam atribuir al fet de treballar amb quantitats
elevades de promotor, de manera que "segrestava" la proteina durant el
seu pas pel nucli i impedia el seu export. En ajustar aquestes condicions,
reduint la quantitat de promotor transfectat, la repressié no va tenir lloc. A
diferencia del mutant SNA-SD, I'SNA(1-236) no era capac¢ de reprimir ni
tan sols amb quantitats elevades de plasmid reporter, tot i que els assaigs
amb LMB havien mostrat que també té un pas pel nucli. Aixd ens va dur a
pensar que aquest ultim dit de zinc, com ja s’ha apuntat anteriorment, és
important per a l'estructura de la meitat carboxiterminal, la qual té
capacitat d'unié a DNA. Per tant, una desestructuracié suposa la perdua de
funcionalitat, no només pel fet de la seva localitzacid6 que de totes maneres
és citoplasmatica, sind també per un problema a I'hora d'unir-se al DNA.
També vam corroborar que la capacitat activadora d’Snail de gens

mesenquimals seguia la mateixa tendéncia que la repressora, o sigui, que
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els mutants nuclears tenen una activitat semblant o equivalent a I’'Snail
“wild type”, mentre que els mutants que es disposen al citosol perden

aquesta capacitat.

3. Snail és fosforilat per les quinases CK2 i GSK3p

Existeixen altres factors de transcripcid que regulen la seva activitat
transcripcional per fosforilaci® modulant I'entrada i sortida del nucli, com
per exemple FOXO (Zhao et al., 2004) o Dorsal (Briggs et al., 1998).
Aquest tipus de regulaci® permet una rapida resposta a estimuls
extracel-lulars. Els assaigs on es compara l'estat de fosforilacié entre els
extractes adherits o en suspensié, mostren que la fosforilacid d'Snail
s’'incrementa quan es les cel-lules no tenen unions a la matriu, com quan
estan suspeses, per0 un cop restableixen els contactes, tornen a l'estat
basal. Es va pensar que la quinasa implicada en la fosforilacié d’Snail havia
de formar part d’'una via de senyalitzacidé involucrada en la transmissié de
senyals de la matriu cap al nucli, per a informar, en aquest cas, que el
contacte cel-lula-substrat ja no era el propi d'una cel-lula adherida i que
calia variar, en certa manera, l'equilibri de factors de transcripci6 que
estaven actius. La ILK interacciona amb els dominis citoplasmatics de les
integrines B1 i B3 i regula les funcions cel-lulars que en depenen (Hannigan
et al., 1996). La quinasa GSK3 3 era una bona candidata per fosforilar Snail,
ja que és inhibida per la ILK de manera que, quan es perden els contactes
amb la matriu, la ILK s’inactiva i la GSK3 B recupera la seva activitat. En
aquest treball s’ha descrit com, efectivament, la GSK3 B fosforila Snail /in
vitro.

Tal com hem mencionat en l'apartat de resultats, la GSK3p requereix,
en general, una fosforilacid prévia. Aquesta fosforilacié permet una millor
interaccid enzim-substrat que s’ha descrit que /n vivo pot fer augmentar
I'eficiencia de 100 a 1000 vegades (Thomas et al., 1999). Per tant, una
reaccié que /n vivo només succeiria quan hagués tingut lloc la fosforilacid
encebadora, podria succeir /in vitro sense cap més fosforilacio.

D’altra banda, en l'assaig de les fosforilacions successives hem
constatat com, efectivament, la GSK3 3 fosforila millor Snail quan hi ha la
fosforilacid encebadora de la CK2, de manera que podem pensar que la

fosforilacié previa de la CK2 és un requisit perqué la GSK3 3 pugui actuar.
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Perd en els assajos realitzats in vitro hem comprovat com la GSK3 B també
pot fosforilar Snail sense cap altre modificacié prévia. Pensem, doncs, que
la fosforilacid observada en els assajos quinasa /in vitro amb la GSK3 sobre
SNA-GST és atribuible a les condicions de treball, on les concentracions de
tots els elements que intervenen en la reaccié no sén les que trobariem en
condicions fisiologiques. En canvi, la fosforilacié per la GSK3B /in vivo
requeriria la de la CK2. En aquest sentit sabem que inicialment es va
descriure que la GSK3p fosforilava la B-Catenina tan /n vivo com in vitro, i
en cap cas es va parlar de cap fosforilacié encebadora (Yost et al., 1996).
Va ser més endavant quan es va descriure que la CK1 realitzava una
fosforilacid previa a la realitzada per la GSK3p sobre la B-Catenina (Hagen
and Vidal-Puig, 2002;Gao et al., 2002).

Tenint en compte la seqiéncia de fosforilacié per GSK3 3 descrita per
Zhou et al., 2004, era logic pensar que el residu encebador havia de ser la
serina 119. Si s’introdueix la seqiéncia d’Snail en els predictors de
fosforilacid disponibles a Internet, com per exemple NetPhos 1.0 (Blom et
al., 2004), s’obté una prediccié de fosforilacié per a Snail on CK2 fosforilaria
quatre residus (T89, S90, S92, S119) i la GSK3p tres (S111, S107, S104),
amb “scores” per a totes ells d’entre 0.51 i 0.54, excepte per a la CK2 en la
S119 que és de 0.61. Hem constatat com en mutar aquest residu a alanina
(no fosforilable), Snail era fosforilat per la CK2 /n vitro amb molta menys
eficiencia si la comparem amb I’'Snail “wild type”. Tot i que caldria veure la
funcionalitat de la mutacidé respecte a la fosforilacié /in vivo, vam concloure
que aquesta serina podia jugar un paper important com a encebador de la
fosforilacid per la GSK3B. Caldria mencionar, pero, que la mutacid no
aboleix del tot la fosforilaci6 per CK2 i indica que algun altre residu esta
sent fosforilat, tot i que amb menys eficiencia.

Com ja s’ha mencionat anteriorment, s’ha descrit que la fosforilacié
d’Snail per la GSK3pB afavoreix el seu export. Perd, en l'assaig de
localitzacio cel-lular amb el mutant Snail-119-SA, la proteina es localitzava
predominantment en el citosol. En substituir una serina per una alanina
estem canviant de la cadena lateral de I'aminoacid un grup alcohol per un
hidrogen. Quan realitzem aquesta operacié estem impedint la fosforilacid,
perd a I'hora estem eliminant un grup —-OH susceptible de formar un enllag

del tipus pont d’hidrogen. Aquesta modificacid, en aquest cas, és possible

90



que afavoreixi el desplegament de la proteina i en conseqliéncia el seu
export. Aquest tipus de fenomen també s’ha descrit en la B-Catenina, on en
mutar la tirosina 142 a alanina s’introdueix tal distorsid que es veu
pertorbada la seva capacitat d’interaccionar amb la a-Catenina (Brembeck
et al., 2004).

Hem observat com les fosforilacions dutes a terme per la GSK3B i la
CK2, pero, sén menys eficients en les proteines truncades, les meitats
aminoterminal i carboxiterminal per separat. Aix0 pot succeir per tres
raons: Una primera opcid seria que les quinases s’unissin en una regié de la
proteina i en fosforilessin I'altra. Una segona opcié féra que, tot i que la
quinasa s’unis i fosforilés en un mateix domini, certs aminoacids de l'altra
meitat de la proteina fossin requerits per a una major estabilitat en la unié
i, per tant, sense aquests aminoacids |'eficiencia de fosforilacié fos més
baixa. Una tercera opcié contemplaria la possibilitat que en dividir la
proteina es perdés l'estructura secundaria de les meitats per separat, de
manera que la quinasa no pogués reconeixer el lloc de fosforilacié. També
haviem vist que les bandes de degradacié d’Snail eren fosforilades més
eficientment. Tot plegat ens fa pensar que l|'estructura terciaria de la

proteina és molt important per a la fosforilacio.

4. Juga algun paper Snail al citosol?

Diverses observacions ens van fer pensar que Snail podria tenir
alguna funcid al citoplasma. La localitzacié citoplasmatica d’Snail podia tenir
diferents distribucions, difosa, als microtubuls o en cossos puntiformes,
depenent de les cel-lules. Sovint es podia observar una barreja de tincions
dins la mateixa preparacid. No es podia descartar, doncs, la possibilitat de
I'existéncia de diferents “pools” d’Snail amb diferents funcions. A més a
més, diferents experiments realitzat al laboratori mostraven que Snail podia
interaccionar amb la tubulina, de manera que podria estar estabilitzant els
microtubuls. Tot aix0 ens va dur a pensar que Snail podria jugar un paper
en el citosol, facilitant alguna de les funcions relacionades amb la TEM que
se li associen, com ara la migracio.

Es van realitzar clons estables en cel-lules MDCK per als mutants
Snail-SA i Snail-SD per veure si I'Snail citoplasmatic desenvolupava alguna

funcié. Els fenotips i I'analisi d’expressi6 de marcadors moleculars
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mostraren que no hi havia diferéncies entre I’'Snail i I'Snail-SA. A més a
més, tot i haver realitzat una analisi preliminar, aquests clons no
presentaven diferéncies aparents en la capacitat motriu. Aix0 ens va fer
pensar que I'Snail del citoplasma no era requerit per a les funcions

associades a Snail en les cel-lules MDCK (Migracié, EMT).

5. Snail és degradat al nucli pel sistema del proteasoma

Com ja s’ha mencionat anteriorment, en Zhou et al., 2004 es descriu
com Snail pot ser degradat en el citoplasma amb una fosforilacié previa per
GSK3B. En aquesta tesi també s’ha mostrat com Snail pot ser degradat al
nucli pel sistema del proteasoma, de forma independent de GSK3p i de la
fosforilacid en les serines de la regié compresa entre els aminoacids 90-120.
S’ha constatat com la regié responsable d’aquesta degradacio es situa en la
meitat aminoterminal de la proteina. De fet, el mutant més petit de que
s’ha disposat sensible a aquesta degradacio és I'SNA(108-151), la qual cosa
indica que els residus responsables de la degradacid es troben en aquest
fragment. Tenint en compte que el mutant SNA(82-138) no és degradat per
aquest sistema, podem concloure que els aminoacis importants es troben
entre el residu 138 i el 151. El sistema del proteasoma, tot i que amb
alguna excepcio (Li et al., 2006), reconeix proteines poliubiquitinades en
residus lisina. Dins el fragment 138-151, més concretament en la posicio
146, es troba una lisina, que podria ser |'acceptora de les ubiquitines. Per
altra banda, aquesta lisina, situada en la seqliencia 145-AKDP-148, ha estat
predita com a una bona diana de sumoilitzacié per I'eina “on line” SUMOplot
proporcionada per Abgent. Podem pensar, doncs, que aquesta lisina podria
ser clau en la regulacié de la degradacié d’Snail al nucli. Si la proteina és
poliubiqliitinada en aquest residu, quedaria marcada per a la seva
degradacié mentre que, si es troba sumoilitzada en aquest residu, no podra
ser reconeguda ni degradada.

Aqguesta treball sobre la degradacié nuclear d’Snail es veu recolzat
per un article molt recent on principalment es descriu la degradacié d’un
altre membre de la familia d’Snail, Slug. En aquest article es mostra com
durant el desenvolpament de la cresta neural en Xenopus, Slug és degradat
al nucli pel sistema del proteasoma de manera dependent de la proteina F-

box Ppa (Vernon and LaBonne, 2006). Aquesta ubiquitin-ligasa no reconeix
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cap seqlieéncia consens concreta siné que identifica una regié d’Slug rica en
aminoacids hidrofobics conservats entre els diferents homolegs.

Finalment, hem comprovat com Akt és capag¢ de regular aquesta
degradacidé intranuclear. Com es pot veure en la figura 36, al contrari del
que s’esperava, la presencia de I’Akt promovia tant la degradacié d’Snail
com la del mutant Snail-SA. Tenint en compte que es tractava del mutant
“no fosforilable” localitzat al nucli i que l'efecte de I'’Akt sobre aquest era
més important que sobre |'Snail-WT, es va concloure que I’Akt estaria
realitzant un doble control sobre l'estabilitat d’Snail. L'Akt promouria la
degradacié nuclear d’Snail, pero¢ inhibiria d’'una manera indirecta, mitjangant
la inhibici6 de la GSK3B, la seva degradacié citoplasmatica. D’aquesta
manera |'’Akt actuaria sobre I’'Snail-SA activant-ne la seva degradacio, i
sobre I’'Snail-WT inhibint la seva degradacié al citoplasma pero activant-la al
nucli. En aquest darrer cas, com a resultat, el que es veuria seria un balang
entre totes dues accions que dependria de la relacid6 entre [I'Akt
citoplasmatic i I’Akt nuclear. En les ceél-lules RWP1 i en les condicions
utilitzades s’observava que el balang entre l'activacié i la inhibicid de la
degradacioé de I'Snail-WT es decantava cap a una activacié de la degradacio,

pero que no arribava als nivells de I'assolida per I’'Snail-SA.

Un model per a la regulacié de la degradacié

Els resultats presentats en aquesta tesi suggereixen un model que
prediu que la funcié d’Snail com a factor de transcripcié es troba regulat, en
altim cas, per les unions a la matriu. En un sistema on les cel-lules
mesenquimals encara es troben adherides a una matriu extracel-lular i, per
tant, no poden migrar, aquesta unié a la matriu per part de les integrines
manté la ILK activa, de manera que la Akt també esta activa i totes dues
inhibeixen la GSK3B. La GSK3p reprimida no fosforila Snail, i per tant els
dos processos dependents d’aquesta modificacid, |'export nuclear i la
degradacio citoplasmatica, es troben bloquejats. En aquestes circumstancies
Snail es troba al nucli i pot actuar com a factor de transcripcio, i ho fa
principalment reprimint I'expressié de gens epitelials, com ara IE-
Cadherina, i activant-ne de mesenquimals, com ara Fibronectina. Quan
aquestes cel-lules perden els contactes amb la matriu, les integrines

senyalitzen la perdua de la unié, de manera que la ILK deixa d’estar activa.
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La GSK3pB, aleshores, deixa d’estar reprimida, s’activa i fosforila Snail. Com
a conseqliencia Snail és exportat al citoplasma on torna a ser fosforilat,
reconegut pel sistema del proteasoma i degradart.

Les unions a la matriu també regulen Snail a nivell transcripcional.
S’'ha descrit que l'activacié de la ILK augmenta l'expressiéo de Snail i la
baixada d’E-Cadherina (Tan et al., 2001). A I'hora, la GSK3b inhibeix la via
de NFkB, activadora transcripcional d’Snail (Bachelder et al., 2005; Barbera
et al., 2004).

L'activacié d’Snail, tant a nivell transcripcional com a nivell
posttranscripcional per les unions a la matriu i I’Akt es veu compensada per
I'activaciéo de la degradacié nuclear d’Snail. Podem imaginar que en una
cel-lula mesenquimal amb la ILK activa i per tant nivells alts d’Snail pot
arribar un moment en que hi hagi una hiperactivitat d’aquesta ruta que
calgui tenir controlada. En aquestes circumstancies, la translocacié de I’Akt
al nucli i el seu posterior efecte negatiu sobre |'estabilitat d’Snail suposaria
un element de control addicional de la ruta. Cal destacar que l'activitat
d'Snail esta també subjecta a altres bucles de regulacié transcripcional ja
gue Snail és capac¢ de reprimir la seva propia transcripcid unint-se al seu
propi promotor (Peiro et al., 2006) o al seu activador Egrl (Grotegut et al.,
20006)

Integrines

Degradacié

\ — Repressio
@)

U

Figura D3. Model funcional per a la degradacié d’Snail. Esquema on es mostra com les

unions a la matriu regulen la degradacid, nuclear i citoplasmatica d’Snail.
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Conclusions.

1. Snail es localitza al nucli i al citoplasma. El seu transport al citoplasma és
mediat per una seqlencia d’export nuclear (NES), i regulada per la

fosforilacié d’una seqiiéncia rica en serines adjacent a aquesta NES.

2. La fosforilacié d’Snail provoca un canvi conformacional de la proteina que
afavoreix la seva sortida del nucli. L'Ultim dit de zinc és essencial per al
manteniment de la conformacié plegada, on les dues meitats de la proteina
interaccionen entre elles. La fosforilacié del domini ric en serines causa la
perdua d’aquesta interaccido deixant al descobert la NES, de manera que

gueda accessible al sistema d’export.

3. La localitzacié cel-lular d’Snail és important per a la seva activitat com a
factor de transcripcid. Els mutants emprats que es localitzen al citoplasma

han perdut la capacitat de reprimir i activar els gens diana d’Snail.

4. Les unions cel-lulars a la matriu extracel-lular regulen l'estat de
fosforilacié d’Snail i, en conseqlieéncia, la seva localitzacié subcel-lular i la

seva activitat transcripcional.

5. La CK2 i la GSK3p fosforilen Snail /n vitro, on la fosforilacié duta a terme
per la CK2 afavoreix la feta per la GSK3B. Un mutant en la serina 119 es

fosforila pitjor que I’'Snail-WT.

6. Snail també es degrada al nucli pel sistema del proteasoma, perd de
manera independent de la GSK3pB i de la foforilacié en el domini ric en

serines. La regié 108-151 d’Snail és la responsable d'aquesta degradacio.

7. La quinasa Akt afavoreix aquesta degradacié nuclear, de manera que
exerceix una regulacié dual sobre l'estabilitat de la proteina: inhibeix la
degradacid citoplasmatica d’Snail, mediada per la GSK3B , i activa la

degradacio nuclear.
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