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En els ultims anys s’han produit canvis en la biologia molecular que ens
permeten optimitzar el tractament de malalties associades a varies disfuncions cel-lulars.
Totes les innovacions tecnologiques i en el camp de la genctica molecular preparen el
cami per a la comprensio i I’analisi funcional que es deriva de la informaci6 continguda
en el genoma huma. Aixi mateix, 1’estudi d’alguns dels multiples successos moleculars
que es donen en el procés multifactorial del cancer permeten oferir una nova apreciacio
dels factors pronostics al temps que s’identifiquen individus amb una gran susceptibilitat
a desenvolupar determinats tipus de cancer. En aquesta tesi s’ha aprofundit en I’estudi de
pl9 H-Ras, una de les proteines codificades per I’oncogén ras, i s’ha intentat entendre
com aquesta regula els diferents mecanismes cel-lulars estudiats. Aixi doncs, aquesta
introducci6 pretén oferir una visié general de I’ampli espectre de successos moleculars

involucrats durant la seva regulacio.

1. CANCER

El cos huma funciona com una societat o ecosistema en el qual s’identifiquen els
individus amb les cél-lules, les quals son governades per unes normes establertes al llarg
de bilions d’anys d’evoluci6, i podriem afirmar que aquesta societat és altament
altruista: son capacos d’alentir o de perdre la seva capacitat proliferant, fins i tot de
suicidar-se, pel bé collectiu. Un procés cancerigen basicament es pot resumir com
aquell en que les cel-lules mutants individuals proliferen a expenses de les seves c¢l-lules
veines, provocant, al final, el collapse de tot el sistema. Aixi doncs, al llarg de
I’evolucié els animals han anat creant sistemes de proteccié que vetllen per al

compliment de les “normes socials” de la societat o organisme en qiiestio.

Durant els tltims temps, la recerca en el cancer ha generat una enorme quantitat
d’informacié i I’ha mostrat com una malaltia que comporta canvis dinamics en el
genoma. Actualment es tendeix a pensar en el procés tumoral com un procés de
multiples etapes, on cadascuna reflecteix les alteracions genétiques que condueixen la
transformacio progressiva de les cel-lules normals a derivats cel-lulars cada cop més

malignes. S’ha demostrat que tot aquest conjunt d’etapes és necessari per trencar els
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multiples sistemes de proteccidé que regulen la proliferaci6 i 1’homeostasi cel-lular.
Aquests sistemes manifesten una enorme complexitat molecular, que s’ha vist
incrementada per 1’elevat grau d’interrelacid entre les diferents vies cel-lulars. Per tant,
la comprensid dels sistemes de control cel-lulars passa també per la caracteritzacio
d’aquelles interaccions que modifiquen la resposta final en vies de senyalitzacio

especifiques.

Per establir les normes generals que governen el procés de transformacio de les
cel-lules normals cap a una cél-lula tumoral s’han proposat diverses hipotesis, de les
quals se’n poden destacar dues: la formulada per Hanahan i Weinberg, situada en un
context més cel-lular (Hanahan et al. 2000), i una altra plantejada per Vogelstein i
Kinzler (Vogelstein et al. 2004), situada en un context meés genctic. Els primers autors
suggereixen que la gran quantitat de canvis en la cél-lula tumoral son la manifestacio de
sis alteracions essencials en la fisiologia cellular: autosuficiéncia en senyals de
creixement, insensibilitat als senyals inhibitoris de creixement, insensibilitat a la mort
cel-lular programada (apoptosi), potencial replicatiu il-limitat, manteniment de

I’angiogénesi i invasi6 tissular i metastasi (figura 1).

Insensi
als senyals toris
de creixement

Evasio de
I'apoptosi

Manteniment de Invasio tissular
I'angiogenesi i metastasi

Fig 1: Capacitats adquirides del cancer (Hanahan et al. 2000)



En la segona proposta, Vogelstein i Kinzler destaquen que, a diferéncia d’altres
malalties genétiques, el cancer no es pot atribuir al defecte d’un sol gen. Els autors
defensen que hi ha tres grans grups de gens responsables del procés tumoral: oncogéns,
gens supressors de tumors (GST) i gens estabilitzadors. La mutacié en un oncogén
implica una expressid constitutiva o activa en determinades -circumstancies.
Generalment, una mutacié somatica activadora en un dels al-lels és suficient per adquirir
un avantatge en el creixement cel-lular. En canvi, les mutacions en GST redueixen el
producte génic, i normalment es necessita la mutacié dels dos al-lels per tal de conferir
un avantatge selectiu. Els oncogeéns i els GST contribueixen al procés tumoral tot
augmentant el nombre de cél-lules tumorals a través de I’estimulacié de la divisio
cellular, la inhibicié de I’apoptosi o esquivant els diferents controls del cicle cel-lular.
Pero els gens estabilitzadors mantenen els nivells d’alteracions genétiques baixos, per
tant la seva inactivaci6 accelera I’acumulacié d’alteracions, que poden afectar a tots els
gens. Igual que en el cas dels GST, ambdos al-lels han d’estar mutats per tal de conferir

avantatge selectius.

Els camins pels quals les cel'lules normals esdevenen malignes séon molt
variables, 1 I’adquisicié d’aquestes noves capacitats biologiques pot produir-se en temps
diferents, tant en tumors d’un mateix tipus com d’origens diferents. De totes formes, les
conseqiiéncies biologiques finals son compartides per tots els tipus diferents de cancer

(figura 2).

A
Components Adquisicié de capacitats Exemple mecanisme
r: Autosuficiéncia en senyals de Activacié de 'oncogen H-Ras
creixement
._T_ rJ",,| Insensibilitat als senyals inhibidors gerdl:.a dgll s?pressor
de creixement € retinoblastoma
“ Evasié de I'apoptosi Produccié de factors IGF
pop de supervivencia
E Potencial replicatiu il-limitat Activacié de la telomerasa
[ A | Manteniment de I'angiogénesi Produccié inductor VEGF
LJ Invasi6 tissular i metastasi Inactivacié E-cadherina

;ﬂ B L FE B 3

Jﬁ—u—“—.mﬂ 41'-341
Ld n “ o6 | “ u @ﬂ
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Fig. 2: A) Vies paralleles de tumorogenesi. B) Diferents seqiiéncies cronologiques del procés de
tumorogénesi (Hanahan ez al. 2000).

-5-



Existeixen diferents models que intenten explicar la poca freqiiéncia de mutacio
en cél-lules normals i el gran nombre de mutacions en cél-lules tumorals. Un d’ells va
proposar, ja fa trenta anys, la preséncia d’un fenotip mutador que vindria determinat per
la mutacio de gens clau en el manteniment de 1’estabilitat genomica (gens mutadors) i
provocaria un augment significatiu en la velocitat d’adquisicié de noves mutacions, és a
dir, una inestabilitat genomica (Loeb 2001; Loeb ef al. 1974). Alguns autors han suggerit
que 1’adquisicié d’aquesta inestabilitat genomica és absolutament necessaria per a la
generaci6é de les multiples mutacions presents en el cancer. Tanmateix, altres autors
diuen que una velocitat de mutacid normal, associada a ones d’expansio clonal, és
suficient per desencadenar un procés tumoral. La inestabilitat gendomica pot tenir el seu
origen en la pérdua de funcions genétiques que alteren processos fonamentals per a la
viabilitat cel-lular, com ara replicacid, reparacié i recombinacio del DNA. Aixd es
demostra per fenotips de reparacié dels errors d’aparellament postreplicatius (MMR) o
efectes en la reparacid per escissio de nucleotids (NER). L’alteracié6 en MMR causa un
augment en la velocitat de mutaci6é espontania, concretament inestabilitat en seqiiéncies

microsatel-lit, i una forta predisposicio hereditaria al cancer (Perucho 1996).

2. LES PROTEINES RAS

Un dels oncogéns més estudiats és el gen ras. Les proteines codificades per
aquest gen, presents en tots els organismes eucariotics (s’han identificat en mamifers,
ocells, insectes, mol-luscs, plantes, fongs i llevat) amb un elevat grau de conservacio,
son reguladors essencials de nombroses funcions fisiologiques, com el creixement i la
diferenciacio cel-lular. Els oncogens ras van ser descoberts inicialment com a gens
transformants dels virus de sarcoma muri Harvey i Kirsten (Ha-MSV, Ki-MSV) (Harvey
1964; Kindig et al. 1967), perd no va ser fins a principis dels anys 80 quan es van
identificar al-lels mutats de gens ras com a oncogéns dominants en varis tipus de tumors
humans. L’analisi molecular d’aquests genomes retrovirals va indicar que el virus de
sarcoma muri contenia gens que no estaven presents en el seu virus parental: gens que
havien passat al genoma viric des de I’hoste. Les proteines codificades eren unes

molécules de ~21 kDa; seguidament es van descobrir versions no transformants dels



gens ras al genoma eucariota i, més important, les formes normals i les oncogeniques

diferien en un sol parell de bases.

En mamifer existeixen tres gens ras: H-ras, N-ras i K-ras, la caracteritzacio dels
quals, tant a nivell genétic com proteic, ha donat lloc a importants avengos en 1'estudi de
la transducci6 de senyals cel-lulars, ja sigui en processos normals o tumorals (Barbacid
1987; Malumbres et al. 1998; Reuther et al. 2000). El pre-mRNA del gen K-ras és
processat en dos mRNA obtinguts a partir d'una reaccid d'splicing alternatiu sobre els
exons 4A o 4B, donant lloc a dues proteines diferents, K-Ras4A i K-Ras4B,
respectivament (McGrath et al. 1983; Pells et al. 1997). El pre-mRNA del gen H-ras
també sofreix una reaccio d'splicing en els codons IDX i E4A, donant lloc a les proteines
p19 i p21, respectivament (Barbier et al. 2007; Cohen et al. 1989; Guil et al. 2003a;
Guil ez al. 2003b).

Si ens basem en comparacions entre les seves seqiiéncies primaries, les proteines
Ras comparteixen tres regions. La primera és I’extrem N-terminal i consta de 86
aminoacids, els quals son 100% idéntics en totes les isoformes Ras. En aquesta regio es
troba el domini d’uni6 a efectors (els aminoacids 32 al 40), el qual és el lloc critic
d’interaccié amb totes les dianes conegudes de Ras. Els segiients 80 aminoacids
defineixen una segona regié que divergeix una mica entre les diferents proteines Ras de
mamifer, tot i que conserven un 85% d’homologia. Per tltim, la regié C-terminal (també
coneguda com a regid hipervariable o hypervariable region, HVR) comenca a
I’aminoacid 165 i no mostra cap similaritat entre les isoformes, excepte en el motiu
CAAX (C, cisteina; A, aminoacid alifatic; X, metionina o serina) a ’extrem més
terminal, el qual és present en totes les proteines Ras (excepte la p19 H-Ras, com

veurem més endavant) i que dirigeix el processament post-traduccional (figura 3).



2.1 Activacio i localitzacio diferencial

Una de les caracteristiques principals de les proteines Ras ¢€s la seva funci6é com a
transductors de senyal a través de la membrana cel-lular, en concret de factors de
creixement. El seu principal paper és apropar a la membrana determinats complexes
proteics de forma transitoria, els quals activaran cascades enzimatiques per coordinar la
transcripcio, migracio cel-lular, endocitosi, supervivencia cel-lular i progressio del cicle

cel-lular, diferenciacid, senescéncia i altres.

Com hem esmentat abans, les diferents isoformes de les proteines Ras mostren
un alt nivell d’homologia i les diferéncies majors es donen a la regi6 hipervariable a
I’extrem C-terminal. La regi6 HRV consta d’uns 25 aminoacids, els quals sofreixen
modificacions post-traduccionals indispensables per a permetre I’ancoratge de Ras a la
cara interna de la membrana plasmatica (Hancock et al. 2005). Aquestes modificacions
comprenen la farnesilacio de la Cys186 del motiu CAAX terminal de forma irreversible
(Clarke 1992), la proteolisi dels darrers 3 residus i la carboximetil-lacié de la Cys

farnesilada, malgrat que estudis d’immunofluorescéncia han demostrat que el mutant H-

1Va112 3Val 135,

ras p2 es localitza també en el nucli de cél-lules cotransformades amb p5
tant in vitro com in vivo (Wurzer et al. 2001) encara que no queda clar si aquest senyal
nuclear és degut a la p19 H-Ras. Aquesta farnesilacio s’ha observat en totes les proteines
Ras, 1 és essencial per a la seva funcio biologica (Hancock et al. 1990) pero no suficient
per a ’ancoratge a la membrana plasmatica. H-, N- i K-Ras sofreixen modificacions
addicionals: H-Ras té una palmitilacié en C181 i C184, N-Ras en C181 i K-Ras no en
té cap. En canvi, K-Ras té una regio polibasica formada per lisines, que es creu que
interacciona amb grups carregats negativament de la membrana plasmatica. Mentre que

les formes palmitilades H- i N-Ras entren a la via d’exocitosi a través del complex de

Golgi per arribar a la membrana plasmatica, K-Ras 4B no (figura 3).

Per altra banda, la localitzaci6 de Ras en la membrana també depén d’aquestes
modificacions post-traduccionals. Aixi, s’ha vist que H-Ras es localitza en illots lipidics
rics en caveolina (Mineo ef al. 1996; Song et al. 1996), mentre que K-Ras es localitza en
zones desorganitzades de la membrana (Prior ef al. 2001), evidenciant que K-Ras i H-

Ras actuen en diferents microdominis de la membrana plasmatica. Aquesta localitzacid



pot regular la proximitat de diferents tipus de receptors i de GEFs (Guanine Exchange
Factors), provocant que existeixin diferéncies en la susceptibilitat de 1’activacié de Ras
per diferents estimuls. Aquest model seria un dels punts inicials per a explicar les
difereéncies de senyalitzacio entre les diferents formes Ras. Per exemple, s’ha observat
que la localitzaci6 de Ras en illots lipidics és essencial per a 1’activacioé d’efectors com
Raf-1 i PI3K (Jaumot et al. 2001). I analisis bioquimiques i de microscopia electronica
de caveoles aillades han mostrat la preséncia de tots els components de la cascada Raf-

MEK-ERK/MAPK (Liu et al. 1997).

RERERI

s 8§ & § 5 § 85
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K-RasB K-RasA H-Ras H-Ras

Fig. 3: Conservacio de seqiiéncia entre diferents isoformes Ras. Els graus d’homologia es representen en un
gradient que va des del groc al vermell, passant pel taronja (vermell és un 100% d’homologia). Els residus cisteina
palmitilada es representen en blau, i els residus cisteina farnesilada en rosa (Bar-Sagi 2001).

Estudis recents han demostrat que el ratolins knock-out (KO) pel gen H-ras son
viables, indicant que aquest no és indispensable per a la embriogénesi (Esteban et al.
2001). També s’han descrit diferents mutacions als gens ras, principalment als codons
12, 13 i 61, que insensibilitzen la proteina a I’acci6 dels factors GAP i per tant ’activen
constitutivament. Aquestes mutacions son presents en molts cancers humans, arribant
fins a un 30% la proporci6 de tumors que contenen proteines Ras permanentment
activades (Bos ef al. 1989). S’han identificat en carcinomes de bufeta, pit, colon, fetge,
rony0, pulmd, ovari, pancrees i estdmac; en tumors hematopocétics limfoides i mieloides;
i en tumors d’origen mesenquimatic com fibrosarcomes i rabdomiosarcomes. En altres
tumors com melanomes, teratocarcinomes, neuroblastomes i gliomes també s’ha
demostrat 1’existéncia de gens ras oncogénics (Barbacid 1987). A més a més, les
mutacions en el gen H-ras estan implicades en el sindrome de Costello, una rara malaltia

que afecta multiples organs (Dereure 2006; Gripp et al. 2000).
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L’analisi de I’expressi6 de les isoformes Ras revela variacions significatives
entre teixits, aixi com entre diferents fases del desenvolupament. En rata, H-Ras esta
altament expressat en cervell, muscul i pell i poc en fetge, mentre que K-Ras es troba en
nivells alts a I’intesti, pulmo i timus. N-Ras es troba basicament en testicle i timus. Aixi
doncs, aquesta variabilitat suggereix que les diferents isoformes Ras duen a terme
diferents papers en funcié del tipus cel-lular i del teixit. Estudis de knock-down en ratoli
mostren un paper essencial de K-Ras durant el desenvolupament, perdo no de H- o N-

Ras (Esteban et al. 2001; Johnson et al. 1997; Koera et al. 1997).

A més a més, la implicacid dels gens ras en cancers humans no es limita a la seva
activacidé per mutacions puntuals: 1’expressi6 a nivells anormalment alts de productes
ras també pot contribuir a la formacié de tumors, degut a anomalies en les seqiiéncies
reguladores o per amplificacié del gen. Analisis quantitatives indiquen que els nivells de
transcrit 7as en un 50% de tumors humans sén de 2 a 10 vegades més alts que en els
teixits control (Spandidos 1984; Spandidos et al. 1984a; Spandidos et al. 1984b;
Spandidos et al. 1984c). Aixi doncs, s’han realitzat multiples aproximacions per a
desenvolupar terapies antitumorals focalitzades en les proteines Ras i les seves vies

efectores.

2.2. Estructura i bioquimica de les GTPases

Les proteines Ras pertanyen a la gran familia de les small GTPases, les quals
tenen entre 20 i 29 kDa, comparteixen homologies i motius comuns i tenen una
estructura terciaria semblant, formada per 6 lamines [ rodejades per hélix a. De fet,
aquesta familia és el principal membre de la superfamilia de les small GTP binding
proteins, també anomenades Ras-like GTPases. S’han identificat més de 150 membres
d’aquesta superfamilia en genomes de mamifer (Colicelli 2004; Wennerberg et al.
2005), i s’ha dividit en 5 subfamilies: Ras, Rho, Rab, Arf i les subunitats Ga de les
proteines heterotrimeriques G. En canvi, Channin Der i els seus col-laboradors
classifiquen les proteines Ran com una altra subfamilia (Wennerberg et al. 2005). Pero
tots conclouen en incloure Rap, Ral, Rheb i altres GTPases dins la subfamilia de les

proteines Ras. Finalment M-Ras, R-Ras i E-Ras pertanyen també¢ a la subfamilia Ras, ja
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que utilitzen almenys una de les vies efectores de Ras (Marte et al. 1997; Rodriguez-

Viciana et al. 2006; Takahashi et al. 2003).

Les GTPases s’expressen amb ubigqiiitat i alternen entre una forma unida a GDP
inactiva i una conformacié activa unida a GTP (figura 4). Aquest cicle ¢s regulat
estrictament per diferents proteines anomenades GEF (guanine nucleotide exchange
factors), que promouen l’activacido de Ras, i els factors GAP (GTPase activating
proteins), els quals acceleren 1’activitat d’hidrolisi de GTP intrinseca de les proteines

Ras, inactivant-les (Malumbres et al. 1998).

Fig. 4: Canvis estructurals en la molécula Ras segons la unio de nucleotid GTP o GDP (Rajalingam et al. 2007)

Sense activacio externa les proteines Ras es troben predominantment en forma
inactiva unides a GDP, ja que aquesta uni6 és forta i té una velocitat de dissociacio
baixa. L'activacié té lloc amb l'ajuda dels anomenats GEFs, els quals acceleren la
velocitat de dissociacié del GDP (figura 5). Degut al fet que en les cél-lules hi ha més
GTP que GDP, una vegada el GDP no esta present, les proteines Ras agafen GTP
cel-lular i es queden majoritariament en forma activa (unides a GTP). Una vegada
activades, les proteines Ras poden interaccionar amb les molécules efectores i crear un
senyal bioquimic que es transmet en forma de cascada per interaccions i/0 modificacions
d'altres proteines. De fet s'anomenen efectors les proteines que interaccionen fortament
amb la forma activa. El retorn cap a l'estat inactiu es basa en el fet que les proteines
lligadores de GTP també tenen certa activitat GTPasa que hidrolitza el GTP cap a
GDP+Pi. Aquesta activitat GTPasa, intrinseca de les proteines Ras, es veu accelerada

pels GAPs (que poden ser només proteines reguladores o bé els mateixos efectors) .

-11 -



P
GTP

ar
@ Ras mmmm)p RESPOSTA
GAP

GT
»~ | Ras
P.

1

GT
P

Fig. 5: Esquema del cicle regulatori del producte p21 del gen ras.

2.3 Les proteines GAP

Fins ara s’han descobert sis proteines GAP diferents en mamifers, que regulen
negativament Ras a través de I’estimulacié de 1’activitat GTPasa: p120GAP, NF1,
GAP1"™, GAP1IP4BP, CAPRI i RASAL. La sobreexpressi6 de GAPs esta associada
amb una reduccidé de Ras-GTP endogena i pot prevenir I’activitat transformant
provocada per la sobreexpressid de Ras normal o per oncogens. De totes formes, les
proteines GAP no afecten I’activitat potencialment transformant d’alguns mutants Ras
com aquelles en els codons 12,13 6 61. L’analisi d’aquests mutants ha demostrat que les
mutacions al domini efector de Ras inhabiliten la proteina en la seva resposta a GAP, i

per tant Ras es troba en la forma activa constitutivament.

La proteina p120GAP va ser la primera de la familia que es va identificar. A part
del domini catalitic, aquesta proteina conté dominis SH2, SH3 i PH i motius d’uni6 a
fosfolipids. En efecte, evidéncies inicials van suggerir que les unions Ras-GAP es
trobaven en complexes amb els receptors tirosina-cinases (Kazlauskas et al. 1990). Yang
i els seus col-laboradors van demostrar que es requeria la digestio parcial de Ras-GAP
mitjancant la caspasa 3 per a activar Akt i la supervivéncia de la cél-lula sota condicions

d’estrés (Yang et al. 2004). NF1 actua com a supressor de tumors. S’ha observat que els
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nivells intracel-lulars de neurofibromina soén regulats dinamicament per la via ubiquitina-
proteosoma (Cichowski et al. 2003). La degradacid es dona rapidament en resposta a
factors de creixement i requereix seqiiéncies adjacents al domini catalitic de NF1. Aixi
doncs, fibroblasts d’embrions de ratoli deficients per NF1 mostren una activitat
constitutiva de Ras i ERK, i proliferen en resposta a baixos nivells de factors de
creixement. Estudis recents suggereixen un paper crucial de NF1 en [’activacié de
mTOR, una proteina serina/treonina cinasa altament conservada que regula el
creixement cel-lular i la proliferacié en llevats, insectes i mamifers (Johannessen et al.

2005).

La Ras-GAP CAPRI és estimulada per concentracions intracel-lulars elevades de
Ca®’, donant lloc a una atenuacié de ’activacio de Ras i de MAPK (Lockyer et al.
2001). Un altre membre de la familia que respon a nivells elevats de Ca®" és RASAL,
que ¢s altament expressada en c¢l-lules fol-liculars de la tiroides i en la medul-la adrenal.
RASAL oscil‘la entre el citosol i la membrana plasmatica en resposta a pics de Ca®'

(Yang et al. 2000).

2.4 Les proteines GEF

Encara que els efectors de Ras-GTP més ben caracteritzats son Raf-1, RalGDS
(que és un factor de tipus GEF per a la GTPasa Ral) i la fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K), s’ha descrit que Ras pot interactuar amb un ampli espectre de factors implicats
en cascades de transduccié de senyal que actuen en multiples processos cel-lulars
(Vojtek et al. 1998) entre ells Sos i Cde25 (homoleg de Sos en Saccharomyces
cerevisiae). Tal com hem dit abans, per a l’activacié de tots ells, sembla ser
indispensable I’ancoratge de Ras a la cara interna de la membrana plasmatica, ancoratge
que ¢és possible per tot un seguit de modificacions post-traduccionals que pateix la cua
C-terminal de la proteina. Es podrien dividir tots els factors GEFs en tres grups: SOS,
Ras-GRF i Ras-GRP.
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La regio6 central de Sos (~200 aminoacids) ¢és similar a la mateixa regié de Cdc25
i és la que catalitza 1’activitat d’intercanvi de GTP. Per altra banda, la regi6 C-terminal
rica en prolines de Sos s’uneix a dominis SH3 de Grb2, i aquest complex Sos-Grb2
interactua amb receptors tirosina-cinases, unint les senyals externes de creixement
cel-lular i I’activacié de Ras. Les proteines Sos tenen uns dominis DH (Db! homology) i
PH (pleckstrin homology) que promouen ’intercanvi de nucleotids guanina en la familia
de les Rho GTPases i participen en la interaccié proteina-proteina i proteina-lipid,
respectivament. A més a més, el domini DH de Sos és capa¢ d’estimular I’intercanvi de
nucleotids guanina en Rac, i en els dos casos (Ras i Rac) aquesta activitat seria inhibida
per la uni6 del domini PH a PI3K. Aixi, Sos uniria I’activacié de Ras i Rac mitjancant
els seus diferents dominis 1 les seves interaccions dependrien de la via de senyalitzacio

de PI3K.

Les Ras-GRFs (RAS-Guanine Nucleotide Releasing Factors) comparteixen un
80% d’homologia i tenen una estructura modular comuna: un domini d’intercanvi de
nucleotids guanina C-terminal i els dominis DH i PH al centre de la proteina (Mitin et al.
2005). A més a més, a I’extrem N-terminal hi tenen un domini IQ (un motiu d’uni6 a
calmodulina que conté residus I i Q) necessari per a la seva activacio. La seva activitat

GEF es produeix gracies a 1’associacié de Ca*"-calmodulina amb el domini IQ.

Les proteines Ras-GRPs (RAS-Guanine Nucleotide Releasing Proteins) son
també membres de la familia GEF 1 inicialment es van clonar a partir de cervell i de
teixits limfoides (Ebinu et al. 1998). Tenen dominis d’uni6 a calci i diacilglicerol, aquest
ultim permetent el seu reclutament a la membrana plasmatica, i estan associats amb
endomembranes, aixi com els seus diferents membres activen les isoformes Ras de
forma diferencial: GRP1 i GRP3 es localitzen a 1’aparell de Golgi i activen les formes
Ras associades a aquest organul (Caloca et al. 2003), mentre que GRP2 activa K- i N-

Ras (Clyde-Smith et al. 2000).
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2.5 Vies de senyalitzacio

Malgrat la seva aparent simplicitat en quant a nombre de components de la
mateixa familia i la seva estructura molecular, les propietats com a factors de
senyalitzacio cel-lular de les proteines Ras son forga complexes (Bar-Sagi 2001). Les
GTPases Ras son interruptors moleculars localitzats a la membrana plasmatica que
regulen varies vies de senyalitzacid. Per tant, una sola molécula Ras pot promoure
I’estimulacio de diferents efectes biologics com la proliferacid, I’arranjament del

citoesquelet, o la supervivencia cel-lular (figura 6).

Les proteines Ras actuen com a punt central de moltes vies de transduccié de
senyals extracel-lulars cap al citoplasma i el nucli, entre les que caldria destacar les vies
de Raf/MEK/Erk (progressi¢ cel-lular, regulaciéo de I’apoptosi i transcripcié de gens),
RalGDS (trafic de proteines en Golgi 1 formacid de vesicules), PI3K (controla
proliferacio cel-lular, supervivéncia i canvis metabolics) i Rho (organitzacio del
citoesquelet d’actina i la via de les JNK). Per altra banda, un altre aspecte aparentment
contradictori de Ras és la seva activitat com a regulador del cicle cel-lular, induint
I’expressio de molécules inhibidores del cicle cel-lular com p53 i p16. Es podria dir que
Ras juga temporalment diferents papers especifics segons la fase en la que es trobi la
cel-lula, particularment durant la fase G1 del cicle, ja que pot induir a la proliferacié pero

també té punts en comt amb vies inhibidores del cicle cel-lular.

2.5.1. La via Ras/Rat/MAPK

Aquesta via és una de les més importants per a la proliferacio cel-lular. Varis dels

factors clau de creixement i protooncogens que transdueixen els senyals que promouen
el creixement i la diferenciacié cel-lular ho fan a través d’aquesta via (Fang et al. 2005;
Pearson et al. 2001). Els primers efectors de Ras identificats en mamifers van ser la
familia de cinases Raf (Moodie et al. 1993; Vojtek et al. 1993). D’aquesta forma Raf
forma part d’un sistema de senyalitzacid que transdueix els senyals des de la superficie
cel-lular fins al nucli. Raf-1 és una serina/treonina cinasa (MAPKKK) que integra el
senyal extracel-lular des del complex receptor Ras fins a una cascada de cinases
citosoliques per fosforilaci6 i activacié de la MEK (MAPKK), que a la vegada fosforila i
activa, exclusivament, a ERK1/2 (p44 i p42 MAPK), que finalment regulen varies
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proteines citoplasmatiques (com cdk5 i proteines del citoesquelet) i nuclears (CREB,

Elk-1) i altera I’expressio genica (Pearson ef al. 2001).

2.5.2. La via PI3K/Akt

La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) ¢és una proteina cinasa formada per

molécules adaptadores p85 i per la subunitat catalitica p110, a la que Ras s’uneix i activa
en una interacci6é que necessita GTP (Rodriguez-Viciana et al. 1994). PI3K catalitza la
fosforilacié del fosfatidilinositol (4,5)-bifosfat (PIP2) per formar fosfatidilinositol
(3,4,5)-trifosfat (PIP3) com a resposta a molts factors de creixement i citosines. Aquest
segon missatger s’uneix a moltes proteines que contenen un domini d’homologia de
pleckstrina, el qual facilita la interacci6 amb PIP3. PI3K i els seus productes lipidics
actuen en vies que controlen la proliferacid i supervivéncia cel-lular i els canvis
metabolics, sovint a través de dues cinases, PDK1 i Akt (també anomenada PKB). PDK1
¢s important per I’activacié de molts membres de la familia de serina/treonina cinases
AGC, incloent a la mateixa Akt, pero també d’altres com p70S6K, algunes PKCs i RSK.
Al mateix temps, Akt controla la supervivéncia, creixement i cicle cel-lular aixi com el
metabolisme mitjangant fosforilacions activandores o inhibidores a un gran nombre de
diferents substrats (Shaw et al. 2006). PI3K s’inhibeix per la fosfatasa lipidica PTEN,
que treu el fosfat D3 a PIP3 per limitar i acabar la senyalitzacié de PI3K a les c¢l-lules
(Maehama et al. 1998). Existeix una alta freqiiéncia de mutacions somatiques de PTEN
en diferents tipus de cancer, a més de mutacions germinals en sindromes de cancer
hereditaris i dominants com les sindromes de Cowden o de Bannayan-Zonana (Shaw et

al. 2006).

2.5.3. La via de RalGDS

Tal com hem dit abans, RalGDS forma part de la familia d’intercanviadors de

nucleotids de Ral, una GTPasa de la familia Ras. RalGDS estimula I’intercanvi de GDP
per GTP de Ral, que queda estimulada i, juntament amb Akt, inhibeix els factors de
transcripcio forkhead de la familia FoxO (De Ruiter et al. 2001), i activa a RalBP1 i a la
fosfolipasa D1 (PLD1), que esta implicada en la formacié de vesicules i en el trafic a

’aparell de Golgi.
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2.5.4. La via JNK/SAPK

Aquesta via és homologa a la via Raf/MEK/Erk, perd sembla ser activada per

estimuls diferents. Entre els estimuls extracel-lulars que 1’activen es troben les citosines
pro-inflamatories, la llum UV, certs factors de transcripcio, inhibidors de la sintesi de
proteines i I’estrés osmotic (Derijard et al. 1994). Les citosines inflamatories com el
TNF-a i IL-1 sembla ser que 1’activarien mitjangant les proteines de la familia Rac/Rho.
La MEKKI1 activada fosforila a SEK (també coneguda com MKK4), la qual alhora
activa JNK (SAPK). JNK s’uneix fortament a la regié terminal de c-jun i fosforila les
serines 63 1 73. Mitjancant aquesta via s’activen els factors de transcripcié ATF2 i

TCF/EIk]1.
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Fig. 6: Resum de les vies de transduccio de senyal de Ras.
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2.6 La proteina p19 H-Ras

L’any 1989, el grup de A. D. Levinson va detectar que c-H-ras pateix una
reaccié de splicing alternatiu en el darrer exd codificant (Cohen et al. 1989), cas que
també s’ha detectat posteriorment en el gen c-K-ras (Wang ef al. 2001). El gen c-H-ras
esta estructurat en 4 exons codificants (anomenats 1, 2, 3 i 4), i dos exons no codificants,
I’ex6 0 (en el 5’UTR) i I’ex6 4B (en el 3’UTR). Les regions introniques que els separen
es denominen A-E. El nou ex6 alternatiu, de 82 nucleotids, es troba dins de I’intrd D,
entre els exons 3 14, i es va denominar IDX (intron D exon). En el gen normal, doncs, el
pre-mRNA de c-H-ras és processat en dos mRNA, mRNA p21, que exclou IDX, i
mRNA p19, que inclou IDX i que codifica per una proteina més curta, de 19 kDa, degut
a la preséncia d’un codo de stop en pauta (figura 7). El codo6 de stop faria que la proteina
p19 H-Ras presentés una cua C-terminal diferent de la resta de proteines Ras, sense el
motiu CAAX i per tant amb un processament post-traduccional teoricament diferent, que

implicaria que p19 H-Ras no es localitzés en la membrana (figura 8).

S’ha observat que aquest splicing alternatiu és regulat per hnRNP A1, proteines
SR i la proteina helicasa p68 (Guil et al. 2003b). L’existéncia de la proteina p19 H-Ras
va ser descrita anteriorment pel mateix grup (Guil et al. 2003a), demostrant que el
mRNA p19 alternatiu era estable i tan abundant com el mRNA p21 en tots els teixits i
linies cel-lulars humanes i de rata estudiats mitjangant seqiiéncies exoniques antisentit
marcades radioactivament: el mRNA p21 era detectat amb una seqiiencia contra 1’exd

E4A, i el mRNA p19 amb una seqiiéncia anti-IDX.

L D2 E
E4A

&

Pre-mRha
(B
Ed4 ([W)

o | =
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p21 P19

Fig. 7: Splicing alternatiu del gen H-ras.
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A I’estudiar la localitzaci6 cel-lular de p19 H-Ras i comparar-la amb la de p21 H-
Ras mitjangant experiments d’immunolocalitzacié o transfeccid transitoria de les
proteines unides a la molécula fluorescent GFP, es va veure que pl9 H-Ras no
s’acumulava a la membrana plasmatica sind que es distribuia entre el citosol i el nucli de
cél-lules HeLa i COS-1. Concretament s’observa meés intensitat en el nucli, on es podia
veure en alguns casos un patrd de fluorescéncia puntejat. També es varen fer assaigs
d’uni6 a GTP que mostraven una clara disminucié d’activitat d’unio a GTP respecte la
proteina p21 H-Ras, segurament degut a la falta de dos importants llocs d’uni6 a GTP
situats a I’ex6 E4A. Els assaigs posteriors de doble-hibrid en llevat mostraren 1’abséncia
d’interaccid entre pl9 H-Ras i dos efectors de p21 H-Ras, Rafl i Rinl, pero també
s’observa la unié de pl9 H-Ras amb la proteina scaffolding (proteina adaptadora de
senyal) RACKI1, fet que suggeria D’associaci6 de pl9 H-Ras amb complexes
multiproteics per a participar en una via de senyalitzacio especifica. A més a més, pl19
H-Ras no interaccionava amb p2l1 H-Ras en aquests assaigs, perd era capag

d’interaccionar amb ella mateixa, indicant una possible dimeritzaci6 de la proteina.

Human  GSRSGSSSSSGTLWDPPGPM (20
Monkey VSRSGSGSSSGTLWDPPGPM (20
Cow GSRSGSGSSSGTLWDPPGPP (20
Pig GSRSGSGSGSGTLWDPPGPP (20
Rabbit GSRSGSGSSSGTLWDPPGPM (20
Hamster GSRSGSGSSSGSLWDPPGPM (20
Rat GSRSGSGSSSGTLWDPPGPM (20)

Mousel GSRSGS_S_SGTLWDPPSPGTHVTQRPSSWRGGCLLYTSP (38)
Mouse2 GSRSGS_S_ GTLWDPPSPGTHVTQRPSSWRGGCLLYTSP
Mouse3 GSRSGS_S_SGTLWGPPSPGTHVTQRPSSWRGGCLLYTSP

)
)
)
)
)
)

kkkkk Kk kk Kk kk *
Consensus GSRSGSGSSSGTLWDPPGPMTHVTQRPSSWRGGCLLYTSP

1 20 40

Fig. 8: Seqiiéncies aminoacidiques codificades per 1'exé IDX. En diferents espécies, alineades amb el programa
MacMolly Tetra.
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3. LA REACCIO DE SPLICING

Les regions codificants, o exons, de la majoria de transcrits primaris generats per
la RNA polimerasa II estan separades per regions no codificants, o introns, que
constitueixen la major part de la longitud dels pre-mRNAs. Els exons son units entre ells
i els introns sén eliminats en una reaccid que es coneix com a splicing (Sharp 1994). El
splicing és un procés nuclear que pot ocorrer co-transcripcionalment i que és
imprescindible per tal de generar els mRNAs correctes que seran exportats al citoplasma
i traduits en proteines. La reaccid de splicing s’ha caracteritzat des de llevat fins a
mamifer i implica 1’accié concertada i dinamica d’un elevat nombre de factors proteics i
ribonucleoproteics que reconeixen, de manera acuradissima, els extrems

intronics/exonics que s’han d’unir per a formar el transcrit madur.

En mamifers els introns solen ser llargs i constitueixen el 90% de la llargada dels
pre-mRNAs (el nombre d’introns presents pot variar des de 0 fins a més de 50). Els
exons es troben enmig dels introns i representen les tniques seqiiéncies que romandran
en el transcrit un cop aquest hagi estat processat. L’eliminacio dels introns durant la
reacci6 de splicing depén del reconeixement de tota una série de seqiiencies al llarg del
pre-mRNA que indueixen 1’ensamblatge dels factors de splicing en un macrocomplex
catalitic anomenat spliceosome, responsable del tall d’introns i la uni6 dels exons per a

formar el transcrit madur.

Pero el procés en metazous és complex: una de les teories és la hipotesi de la
“definicié de I’ex6” (Berget 1995; Robberson et al. 1990), la qual proposa que en els
pre-mRNAs amb introns llargs (cas dels eucariotes), la maquinaria de splicing busca un
parell de llocs de tall relativament junts mitjangant la interaccié de proteines entre els

llocs 3’1 5” de ’ex0.

Les seqiiéncies més importants per al splicing es troben conservades en les

fronteres intrd/exo, i les podem dividir en dues zones:
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e A DPextrem 5’ de I’intro, al voltant del lloc de tall 5°, (donador d’splicing o
5’ss, 57 splice site), hi trobem la seqiiéncia consensus pGU, envoltada per

una seqiiéncia consensus menys conservada.

e A I’extrem 3’ de I’intrd, (acceptor d’splicing o 3’ss, 3’splice site), hi ha tres
seqiiencies conservades: I’anomenat lloc de ramificacio (branch site),
I’adenosina del qual constitueix el punt de ramificacioé (bp, branch point) i té
un paper principal a la reaccié d’splicing; aquest és precedit per una regio rica
en pirimidines de longitud variable; i finalment una seqiiéncia terminal AG,

també envoltada per una seqiiéncia consensus menys conservada.

La reaccio de splicing consta de dues transesterificacions (figura 9). En Ia
primera, el grup 2°-OH l’adenosina del punt de ramificacié ataca nucleofilicament
I’enllag fosfodiester de I’extrem 5’ss. Aquest enllag és trencat i se’n forma un de nou, 2’-
5’ entre la guanosina inicial de 1’intr6 i I’adenosina del bp, quedant alliberat el primer
ex0, i I’intr6 adopta una estructura ramificada de llag o lariat, encara unit a I’ex6 de
I’extrem 3’°. La segona reaccid €s un atac nucleofilic de I’enlla¢ fosfodiester del 3’ss per
part del grup 3’-OH final de 1’ex¢6 lliure, provocant el desplagament de I’intré en forma
de lariat 1 la uni6 dels dos exons per un nou enllag 3°-5° (Padgett ef al. 1984; Ruskin et
al. 1984). Després del splicing, I’intrd alliberat en forma de lariat és linealitzat sota
I’acci6 d’enzims desramificadors que tallen especificament 1’enllag fosfodiester 2°-5” i

posteriorment és degradat per nucleases en el mateix nucli (Ruskin et al. 1985).

Gy ———— A= ({Pylp-AaGp___]

pGEL

—I+ A—{Pyin-AGo——]

(§—|P'r|n—.ﬂ.|3 + [ Jnl ]

Fig. 9: Transesterificacié. Les dues reaccions de transesterificacio nuclear de pre-ARNm (Black 2003)

-21 -



3.1. Elspliceosome

Com hem comentat anteriorment, el spliceosome €s un macrocomplex catalitic
responsable del tall d’introns i la uni6 dels exons per a formar el transcrit madur. Aquest
esta format per 5 ribonucleoproteines petites nuclears (snRNPs, small nuclear
ribonucleoproteins o ‘snurps’) i més de 100 factors proteics, que interaccionen
directament amb el pre-mRNA o bé entre ells per formar el complex catalitic madur
(Staley et al. 1998). Les snRNPs son complexos formats per una fraccid ribonucleica
rica en uridines (els RNAs nuclears petits rics en uridines o UsnRNAs, U-rich small
nuclear RNAs) 1 una fraccid proteica que s’associa de forma molt estable al voltant dels

UsnRNAs.

Durant I’ensamblatge de [I'splicecosome, Ul snRNP s’uneix al 5’ss per
aparellament de bases entre el lloc d’splicing i el Ul snRNA. Els elements 3’ss son
envoltats per un conjunt de proteines especials: SF1 s’uneix a la seqiiéncia conservada
del lloc de ramificacio; la subunitat de 65 kDa del factor U2 (U2AF) s’uneix a la zona
de polipirimidines, i la subunitat de 35 kDa de U2AF interacciona directament amb el
dinucleotid AG que marca I’extrem 3’ de ’intrd. Analisis in vitro de I’ensamblatge del
spliceosome en extractes nuclears de mamifer han permés caracteritzar la seva seqiiencia
dinamica de formacio (figura 10). El spliceosome es forma a partir de precomplexos,

I’ordre dinamic del qual ésH - E — A —- B — C.

¢ El complex H no és propiament de splicing, ja que correspon als transcrits de
RNA naixent associat amb proteines de I’heterogeni de forma inespecifica i
amb alguna UsnRNP laxament unida.

e El complex E es forma quan hi ha el primer reconeixement dels punts de tall
per part de UlsnRNP, el qual interacciona amb el 5’ss mitjancant
I’aparellament de bases del seu RNA amb ’extrem 5’ intronic.

¢ El complex A es forma amb 1’entrada de U2snRNP i altres factors generals de
splicing.

e Els complexos B/C representen ja 1’spliceosome madur. La seva formacio

requereix 1’entrada de U4/US/U6snRNP en forma de triparticula, i llavors es

produeix un rearranjament per formar el complex C, en el qual la interaccio de

-22 -



U1snRNP al 5’ss és substituida per U6snRNP i les proteines Ul i U4snRNP
surten del complex. Aquest ultim complex és el que catalitza les dues

reaccions de transesterificacio de que consta la reaccio de splicing.

COMPLEX E
GU——A—(Py)-AGpl ]
l COMPLEX A
nod
(Py)-AGp[__]
l COMPLEX B

REARRANJAMENTS CAP A COMPLEX C

Fig. 10: Ensamblatge del spliceosoma. Visié esquematica de I’ensamblatge del spliceosome in vitro (Black 2003)

3.2. Factors constitutius del splicing

Hem dit que la reaccid6 de splicing és catalitzada per un complex
ribonucleoproteic, el spliceosome, que s’ensambla i es desensambla continuament al
voltant dels extrems 5’ss i 3’ss que s’hauran d’unir. A part de les snRNPs, existeixen
molts altres factors no ribonucleoproteics que participen en el procés de splicing. Tot

seguit passem a descriure els elements més importants:

Les proteines SR participen en varis passos de I’ensamblatge del spliceosome, i
funcionen com a factors essencials de splicing 1 factors de regulacio (Graveley 2000).

Tot 1 que mostren certes similituds en les seves funcions essencials, poden tenir diferents
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activitats en el splicing alternatiu, i s’han observat efectes letals en knockouts (disrupcio
dirigida d’un gen) de proteines SR (Ring er al. 1994; Xu et al. 2005). Tenen una
estructura modular amb un o dos dominis RRM (RNA recognition motif) a I’extrem N-
terminal que s’uneixen al RNA, i dominis C-terminals rics en residus arginina i serina
(dominis RS). A més d’unir-se al RNA, les proteines SR interaccionen entre elles i amb
d’altres proteines a través del seu domini RS, d’una manera que sembla dependent de
I’estat de fosforilacio en que es trobin els residus de serina d’aquest domini (Wang et al.
1998). Tant la hiper- com la hipofosforilacié de les proteines SR provoca una inhibicio
del splicing, 1 la modulacié dels nivells de fosforilacio de les SR pot ser important en el

control del splicing.

Els dominis RRM i RS també els trobem en factors de splicing com U2AF65
(U2 auxiliary factor 65 kDa) 1 U2AF35, els quals s’uneixen a la zona de polipirimidines
i al dinucleotid AG que marca I’extrem 3’ de I’intrd, respectivament. El factor SF1
s’uneix a la seqiiencia conservada del lloc de ramificaci6 i pot interactuar amb U2AF65,

d’una manera mutuament estabilitzadora.

Uns altres factors de regulacio son la familia de ribonucleoproteines nuclears de
I’heterogeni (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, hnRNPs). Aquests s’uneixen
als acids nucleics de cadena senzilla i empaqueten inicialment els transcrits naixents de
pre-mRNA en particules d’uns 230 nucleotids de llargada. Disposen de dominis RRM i
KH d’uni6 al RNA, aixi com dominis auxiliars que sovint estan involucrats en
interaccions proteina-proteina, i tenen funcions diverses en el metabolisme del pre-
mRNA i del mRNA (Dreyfuss et al. 2002; Krecic et al. 1999). Les hnRNPs que fins al
moment s’han implicat en la regulacid especifica del splicing son les proteines Al,

A2/B1, H, F, I (més coneguda com PTB, polypirimidine tract binding protein), i K.

Finalment, les helicases dependents d’ATP son les encarregades dels multiples
arranjaments conformacionals que depenen d’energia durant la reaccié de splicing, i les
proteines CBP80 i CBP20 (cap binding protein 80 i1 20, respectivament) s’uneixen a
I’estructura de caputxd de I’extrem 5° dels pre-mRNAs sintetitzats per la RNA Pol 1,
formant el dimer CBC (cap binding complex).
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3.3. Elsplicing de tipus AT-AC

S’han descrit alguns casos d’introns que no tenen als seus extrems les seqiiéncies
conservades descrites anteriorment sind que com a 5’ss presenten el dinucleotid AT, i en
el 3’ss el dinucleotid AC. A més, aquests introns s6n processats per una maquinaria de
splicing una mica diferent a la descrita fins ara, en qué els UsnRNPs Ul i U2 sén
substituits per ’'U11 i U12snRNPs, respectivament, i la funcié de 1’'U4/U6snRNP la duu
a terme el U4/Ubatac. L’US5SsnRNP esta conservat en els dos sistemes (Tarn et al. 1996).
L’estructura secundaria dels UsnRNAs del tipus AT-AC ¢és semblant als seus
equivalents en el splicing majoritari GU-AG, 1 el reconeixement dels punts de tall, la

definicio de I’ex0 i els aparellaments RNA-RNA es mantenen.

S’han trobat introns de tipus AT-AC a A. Thaliana, D. melanogaster, X. laevis i a

diferents mamifers.

3.4. Eltrans-splicing

Es coneix com a trans-splicing el tall d’introns i unié d’exons que es troben en
molécules de RNAs diferents. Es una reaccié equivalent a la que hem vist fins ara (que
també podriem anomenar de cis-splicing), perd amb les seqiiéncies donadores i
acceptores de splicing en pre-mRNAs diferents. El trans-splicing es va caracteritzar
inicialment a nematodes, trematodes, tripanosomatids i a Euglena (Tessier et al. 1991),
en els quals una seqiiéncia comuna ¢és introduida a 5’ de molts transcrits per trans-
splicing. També a C. elegans s’estima que un 20% dels transcrits es processen per trans-
splicing. En mamifers s’ha descrit algun cas en que 1’aparicid d’exons repetits en el
transcrit madur responia a fenomens de trans-splicing natural (Caudevilla et al. 1998;
Frantz et al. 1999; Takahara et al. 2000) i s’ha establert la capacitat de molts substrats de
cis-splicing d’actuar com a trans-donadors o trans-acceptors in-vitro (Codony et al.

2001).
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3.5. El splicing alternatiu

El processament d’un mateix pre-mRNA de manera diferencial per a generar
diverses isoformes del transcrit madur és el que es coneix com a splicing alternatiu.
Aquest ¢és una eina per a ampliar el poder codificant dels gens, ja que sovint 1’existéncia
de diferents isoformes de mRNA comporta la sintesi de diferents productes proteics. A
finals dels anys 70, es va comengar a proposar que diferents combinacions d’exons
podrien ser processades a partir d’un mateix transcrit immadur, generant-se a partir d’un
sol gen diferents isoformes de mRNA (Gilbert 1978). Des d’aleshores la informacio
sobre nous casos de splicing alternatiu només ha fet que multiplicar-se, i la seqiienciacio
completa de diversos genomes ha posat en evidéncia no només la importancia qualitativa
del splicing alternatiu en I’expressid génica, sind també la seva abundancia (Hanke et al.
1999). Analisis de EST (expressed sequence tag) i bases de dades de cDNA estimen que
~ 40-60% dels gens humans sofreixen splicing alternatiu (Modrek et al. 2002).

Avui en dia se sap que el splicing alternatiu és present en tots els organismes
eucariotes. El nombre relativament escas de gens humans (~35000) en comparacié a
altres organismes menys complexes han fet suposar que el splicing alternatiu era, junt
amb d’altres modificacions post-transcripcionals i post-traduccionals, un dels principals
responsables de la major complexitat humana. Pero aquesta idea pot ser parcialment
correcta: segurament el splicing alternatiu €s un dels principals generadors de multiples
funcions proteiques a partir d’un sol gen, perd un estudi demostra que la proporcié de
gens que presenten isoformes alternatives és similar entre humans i altres mamifers i
altres organismes. L’estudi proposa que la incidéncia del splicing alternatiu en la
creixent complexitat de les espécies no estaria tan relacionada amb ’abundancia global
del fenomen com amb el tipus de gen en qué es dona més varietat d’isoformes (Brett ef

al. 2002).

En un tipic mRNA multiexonic, el patrd d’splicing pot variar, encara que la
majoria d’exons son constitutius: sempre sofreixen una reaccid de splicing i sén inclosos
al mRNA final (figura 11). De totes formes trobem casos d’exons regulats que a vegades
s’inclouen i a vegades s’exclouen del mRNA final, i s’han anomenat exons casset. En

alguns casos, exons casset multiples son mutuament excloents, produint mRNAs que
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sempre inclouen una o varies opcions d’exons, perd no totes. En aquests sistemes,

existeixen mecanismes especials que promouen 1’eleccié d’un ex6 o un altre.

L’extrem 5’ dels exons d’un mRNA pot variar en funcié d’inicis de transcripcid
alternatius i del splicing alternatiu. De forma similar, I’extrem 3’ dels exons tamb¢ pot
variar combinant el splicing alternatiu i punts de poliadenilacié alternatius (la
maquinaria per al control de la poliadenilacié sembla similar a la del splicing). 1
finalment, alguns casos importants de splicing es donen per un fracas a I’hora d’eliminar
un intrd, un patrd de splicing anomenat retenci6é d’intrd (intron retention). Alguns pre-
mRNAs sovint tenen posicions multiples susceptibles de sofrir splicing alternatiu,

donant lloc a una familia de proteines a partir d’un sol gen (Black 2003).

\ w \ Exclusi6 d’ex6
\ W \ ‘Exons mutuament excloents‘

:@E 5 o5 atornati

3’ ss alternatiu

’—V
l W \ ‘ Inicis de trascripcio alternatius ‘
|

‘ ‘ ‘ ‘ Punts de poliadenilacié alternatius
Poly (A)
Retencio d’intré

:
i

Fig. 11: Tipus de splicing alternatiu.

Les conseqiiéncies del splicing alternatiu en la proteina traduida poden ser
variades: petits canvis en la seqiiencia peptidica poden alterar la unié dels lligands,
’activitat enzimatica, la regulacio al-lostérica o la localitzacio proteica. En altres gens, la
insercid o delecié d’un fragment de seqiiéncia que no alteri la pauta de lectura pot
provocar ’aparicié o desaparicié d’un domini de la proteina. Els canvis genétics basats
en el splicing alternatiu son importants en molts processos cel-lulars i de

desenvolupament, incloent la determinacié del sexe, apoptosi, orientacié de 1’axo,
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excitacid i contraccid cel-lular, i d’altres. Els errors en la regulacié del splicing estan
implicats en moltes malalties com serien ’atrofia muscular espinal o SMA (spinal
muscular atrophy) (Hofmann et al. 2002) o el parkinsonisme i deméncia fronto-temporal
associats al cromosoma 17 (FTDP17 o fronto-temporal dementia and parkinsonism

associated with chromosome 17) (Varani et al. 1999).

3.5.1. La regulacio del splicing alternatiu

A més a més dels llocs de splicing consensus, altres elements auxiliars poden
influir en el splicing alternatiu. Aquests es poden classificar segons la seva localitzacio i
activitat com activadors de splicing exonics i intronics (ESEs, exonic splicing enhancers
i ISEs, intronic splicing enhancers, respectivament) i inhibidors de splicing exonics i
intronics (ESSs, exonic splicing supressors 1 ISSs, intronic splicing supressors,
respectivament) (figura 12). L’efecte activador consisteix sovint en un reclutament de
factors de splicing constitutius cap als llocs de tall a través d’interaccions proteina-
proteina, mentre que la inhibici6 pot ser deguda a una ocupacio d’aquests llocs per unid
dels factors inhibidors, constriccions estériques o bloqueig de I’accié de seqiiencies
activadores. L’exclusi6 o inclusié d’un ex6 es decideix pel balang de forces final entre
aquestes influéncies competents, el qual ve determinat per les concentracions relatives
de proteines activadores o inhibidores que s’uneixen al RNA (Matlin et al. 2005; Smith

et al. 2000).

|
F— |

Fig. 12: Seqiiéncies reguladores del splicing alternatiu (Matlin et al. 2005).
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El fet que almenys un 15% i potser fins a un 50% de les malalties humanes
d’origen genétic sorgeixen de mutacions ja sigui en seqiiéncies consensus o en els més
variables elements auxiliars, ens il-lustra la importancia d’una reaccio de splicing exacta

per al bon funcionament cel-lular.

Les hnRNPs A1, H i I (PTB) son les que s’han relacionat amb més casos de
control alternatiu, encara que els mecanismes concrets d’actuacié s’han descrit només en
pocs exemples. hnRNP A1 i PTB podrien actuar de manera similar en els dos casos en
qué indueixen una exclusié de I’ex6 del mRNA, i s’han proposat dos mecanismes

d’actuaci6é d’aquestes proteines per a definir el silenciament de la zona (figura 13):

1) la uni6é a banda i banda de 1’ex6 silenciat el segresta en un llag que I’allunya
de la resta del pre-mRNA.
2) la unid a una zona d’alta afinitat i I’oligomeritzacié de factors a partir d’aquest

punt travessant tot 1’exd antagonitza la seva definicio.

<>
Zona silenciada

2>w

Zona silenciada

A
\4

Fig. 13: Models per al silenciament d’un exé per part de PTB o hnRNP Al. En vermell es representen les

proteines PTB o Al, en verd I’exd silenciat (tesi de Sonia Guil, 2002).

-29.-



3.5.2. Els codons de terminacio prematurs

La majoria de reaccions de splicing poden afectar la seqiiéncia codificant, la
meitat d’aquestes alterant la pauta de lectura (Clark ez al. 2002) i una tercera part donant
lloc a reaccions de NMD (Non-Sense Mediated Decay) sobre la molécula de RNA
(Lewis et al. 2003). El fenomen pel qual un cod6 de stop en un missatger madur és
considerat com a prematur (PTC, premature stop codon) i indueix la rapida degradacio
del RNA abans de ser traduit és conegut amb el nom de degradacié mitjancant codons
sense sentit o0 NMD. Es un procés descrit des de llevat fins a humans (Hentze et al.

1999). La preséncia d’un PTC en el mRNA pot ser deguda a diferents causes:

- reordenaments en el DNA
- mutacions sense sentit o canvis en la pauta de lectura dels gens

- errors durant la transcripcid o splicing

Normalment soén reconeguts com a PTC els codons de stop que es troben més de
55 nucleotids cap a 5> de I'ultima unid exd-exo. El complex EJC (exon junction
complex) es situa després del splicing a ~20 nucleotids de les unions ex6-ex0, també en
sentit 5°. Aixi doncs, en la majoria dels mRNAs el cod6 de stop es trobara després de
I’altim EJC, i el ribosoma, durant 1’elongaci6 traduccional, haura anat desplagant a tots
els EJC abans de trobar-se amb el codé de stop i el complex de post-terminacié que
I’acompanya. Aquest complex de terminacio provoca l’alliberament del ribosoma i la
conseqiient finalitzacié de la traduccio. En subseqiients rondes de traduccid, en els
mRNAS ja no hi soén presents els EJCs i el missatger és immune a NMD. En canvi, en el
cas que hi hagi present un stop prematur (amb el seu complex de post-terminacio) abans
d’un EJC, el ribosoma s’hi aturara i ja no sera capa¢ de desplacar els darrers EJC.
Sembla que interaccions entre aquests EJCs i components del complex de post-

terminacio son les que desencadenaran el senyal de degradacié del mRNA.

3.5.3. Els codons de stop prematurs i el splicing alternatiu

S’ha definit el splicing alternatiu associat a codons sense sentit (NAS, nonsense-

associated altered splicing) com aquell fenomen que exclou del transcrit madur els
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exons que contenen PTCs, mentre que en el transcrit salvatge aquests exons serien

inclosos constitutivament en el mRNA.

Els mRNAs que contenen PTCs son un problema per la cél-lula, ja que
codifiquen per proteines truncades que poden ser dominants negatius o tenir menys
activitat que la proteina salvatge. S’ha estimat que un 30% dels desordres genétics en
humans sén resultat de mutacions que donen lloc a PTCs (Frischmeyer ef al. 1999). A
part de la via NMD comentada anteriorment, existeix una segona resposta cel-lular per
prevenir la produccié de proteines truncades: la via NAS, una resposta que incrementa
els nivells de transcrits generats per splicing alternatiu que han escapat de la degradacio
provocada per PTC (Maquat 2002; Valentine 1998). Es podria considerar que NMD i

NAS funcionen com a respostes complementaries (Wang et al. 2002).

4. miRNA i RNA INTERFERENCIA

El mecanisme conegut com a RNA interferéncia (RNAi) €s un procés pel qual
s’inhibeix D’expressid génica mitjancant la degradacid de molécules de RNA
especifiques o dificultant la transcripcio de gens especifics. Les seves dianes son sovint
RNAs de virus i transposons (probablement una forma innata de resposta immune),
encara que també intervenen regulant el desenvolupament i el manteniment del genoma.
L’any 1998 Andy Fire i Craig Mello van utilitzar la RNAi com a técnica experimental,
descobriment que va ser guardonat amb el Premi Nobel de Fisiologia i Medicina 1’any
2006 (Fire et al. 1998). Tot i que la biologia de la RNAi encara no es coneix del tot, ha
esdevingut una potent técnica experimental i s’ha utilitzat sovint en terapia génica
(Bumcrot et al. 2006). Les molécules que juguen un paper principal en aquest procés son
els siRNA (small interfering RNA strands), els quals tenen seqiiéncies complementaries
a la cadena de RNA que volen silenciar. Els siRNA “guien” les proteines de la via de la
RNAI cap a la molécula de mRNA diana i la tallen en porcions petites que no es poden
traduir. Un altre tipus de molécules de silenciament produides pel mateix genoma serien

els miRNAs (microRNAs), que actuarien de la mateixa forma.

231 -



4.1. Mecanisme molecular

La via de la RNAIi s’inicia amb I’enzim Dicer, una RNAsa III que talla les
molécules llargues de doble cadena de RNA (dsRNA) en fragments curts de 20-25 pb,
juntament amb la seva proteina dsSRBD complementaria (Saito e al. 2005). Una de les
dues cadenes de cada fragment, coneguda com a cadena guia o guide strain, s’incorpora
en el complex RISC (RNA-induced silencing complex) i s’aparella amb seqiiéncies
complementaries, mentre que 1’altra cadena, anti-guide strain o passenger strain es
degrada durant 1’activacié del complex RISC (Gregory et al. 2005). El resultat més
estudiat d’aquest procés de reconeixement ¢€s el silenciament genic. Aquest es dona quan
la cadena guia s’aparella especificament amb una molécula de mRNA i indueix la seva

degradacio per part d’argonauta, el component catalitic del complex RISC.

Quan els dsRNAs son exogens (provinents d’una infeccié virica o per
manipulacions en el laboratori), el RNA s’importa directament al citoplasma i alli és on
pateix la digestio per part de Dicer. Pero els dsRNAs també poden ser endogens,
expressant-se a partir de gens codificants de RNA, i es coneixen com a miRNAs. Els
dos tipus de molecules convergeixen al complex RISC en el citoplasma, el qual realitza

el silenciament génic.

4.2. El processament dels miRNAs

Els microRNAs (miRNAs) son RNAs de ~21 nucleotids de llargada que
controlen I’expressio genica a nivell post-transcripcional en metazous i en plantes. S’ha
predit que al voltant d’'uns 1000 miRNAs funcionen en humans, possiblement regulant
~30% dels gens. L’expressid6 de molts d’ells depén del teixit o de I’estadi de
desenvolupament, i el seu patrd d’expressid es veu alterat en moltes patologies
(Voorhoeve et al. 2007). En els ultims temps, els miRNAs s’han erigit com a importants
reguladors de la traduccid i la degradacido dels mRNAs, i fins i tot recentment s’han
descobert alguns miRNAs que funcionen com a supressors de metastasis en diferents

tipus de cancers humans (Esquela-Kerscher et al. 2006; Tavazoie et al. 2008).
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En animals la produccié de miRNAs madurs es dona en dos passos, cada un
d’ells catalitzat per una endonucleasa ribonucleasa III (RNAsa III) juntament amb una
proteina d’unié a RNAs de doble cadena (figura 14). En primer lloc Drosha, una RNAsa
1T nuclear, trenca els extrems del pri-miRNA (molécula llarga de RNA transcrita a
partir de gens endogens) per alliberar un llag d’uns 70 pb, el precursor del miRNA (pre-
miRNA) (Lee et al. 2003; Lee et al. 2002). El correcte processament dels pri-miRNA
per part de Drosha requereix una proteina dsSRBD coneguda com Pasha en Drosophila,
Pash-1 en C. elegans i DGCR8 en mamifers. Llavors, el pre-miRNA resultant s’exporta
del nucli al citoplasma per la proteina Exportina 5/RanGTP, on sofreix les mateixes

modificacions que els siRNAs.

Els siRNAs que s’originen a partir de precursors llargs dsSRNAs es diferencien
dels miRNAs en que aquests, especialment en animals, s’aparellen de forma incompleta
a la seva diana i inhibeixen la traduccié de diferents mRNAs amb seqiiéncies similars.
En canvi, els siRNAs s’aparellen perfectament i indueixen la digestié de la diana. En
Drosophila 1 C. elegans, els dos tipus es processen per proteines argonauta i enzims

Dicer diferents (Okamura et al. 2004).
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Fig. 14: Model de la biogenesi dels miRNAs (Saumet et al. 2006)
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4.3. Aplicacions tecnologiques

La via de la RNAI s’ha explotat sovint en biologia experimental per a estudiar la
funci6 de gens en cultius cel-lulars i in vivo en organismes model. Es sintetitza una doble
cadena de RNA complementaria al gen d’interés i s’introdueix en la cél-lula o
organisme, on €s reconegut com a material genétic exogen i activa la via de la RNA..
Utilitzant aquest mecanisme, es pot provocar una disminuci6 drastica de 1’expressio del
gen diana, i ’estudi d’aquest efecte pot evidenciar el rol fisiologic del producte génic
que hem interferit. Aquesta técnica s’anomena sovint knockdown o silenciament, ja que
no aboleix totalment 1’expressido del gen en qiiestio, a diferéncia del knockout on

I’expressio del gen és totalment eliminada.

També¢ s’ha utilitzat la RNAI en la terapia génica. Encara que ¢és dificil introduir
dsRNAs en cel-lules de mamifer degut a la resposta d’interfero, 1’Gs de siRNAs ha donat
més bons resultats. Entre les primeres aplicacions cliniques es troba el tractament de
varis desordres neurologics (Raoul ef al. 2006; Sah 2006), i també és una terapia efectiva
per a invertir danys induits en fetge de ratoli (Zender et al. 2003). Altres usos clinics es
centren en les terapies antivirals, incloent la inhibici6 de I’expressié génica viral en
cel-lules canceroses (Jiang et al. 2002), el silenciament de receptors del virus
d’immunodeficiéncia adquirida (HIV), el silenciament de gens d’Hepatitis A i B (Jia et
al. 2006; Kusov et al. 2006) o el silenciament de I’expressio de gens del virus influenza

(Li et al. 2006a).

La RNAIi també s’ha vist com una via prometedora per a tractar el cancer tot
silenciant gens altament expressats en c¢l-lules tumorals o gens involucrats en la divisio

cel-lular (Izquierdo 2005; Putral et al. 2006).
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5. LA PROTEINA RACK1

La regulaci6 espacial i temporal de la transduccidé de senyals cel-lulars s’obté
mitjancant la col-locacid proxima d’enzims de la mateixa o diferents vies gracies a
complexes de senyalitzacio (Burack et al. 2000; Pawson et al. 1997). Aquesta unio
sovint depen de I’estimulacid cel-lular i la porten a terme les anomenades proteines
adaptadores de senyal, les quals contenen almenys dos dominis responsables de les
interaccions proteina-proteina. L’accid de les proteines adaptadores es pot dividir en dos
tipus: 1) adaptadores que ancoren I’enzim a un lloc cel-lular proxim al seu substrat o
lluny d’enzims amb funcions cel-lulars oposades i 2) adaptadores que uneixen diferents
enzims d’una mateixa via de transduccid de senyal. Aixi, enzims especifics es troben

proxims als seus substrats, incrementant-ne la seva afinitat.

RACKI1 és una proteina de la familia de proteines adaptadores del senyal
anomenades RACKs (receptors for activated C-kinase) que participa en la senyalitzacio
cel-lular via PKC. En concret, RACKI és el membre de la familia que té especificitat per
la isoforma PKCPBII (Ron et al. 1994). Té un pes molecular de 36 kDa i conté 7
repeticions internes Trp-Asp 40 (WD40) altament conservades en moltes espécies,
(incloses plantes) les quals formen una estructura d’hélix on cada brag¢ esta format per
lamines B (figura 15). A cada brag li correspon un lloc d’unié a diferents proteines.
L’ampli ventall de dominis que permeten a diferents proteines unir-se a RACKI1 encara
esta lluny de determinar, perd es coneixen bé els dominis SH2 (Chang et al. 1998) i PH
(Koehler et al. 2001; Rodriguez et al. 1999). Els dominis PH poden unir-se a
fosfoinositols, i els dominis SH2 interaccionen amb residus de fosfotirosina en proteines

diana.

La proteina RACK1 es va identificar originariament com una proteina
ancoradora de la proteina cinasa C (PKC) activada (Ron ef al. 1994), i s’ha vist que
juga un paper central en la regulacié de respostes biologiques critiques mitjangant
I'aproximaci6 de diferents factors que actuen en una mateixa via, com seria el cas de la
via de les proteines MAPK (Schechtman et al. 2001; Sklan et al. 2006). Les PKCs
convencionals (o, BI, BIL, i ) son proteines cinases dependents de calci i diacilglicerol

(DAG), 1 son activades per la hidrolisi del fosfatidilinositol 4,5-bifosfat, que augmenta
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els nivells de calci i DAG (Mellor et al. 1998). Perd dins la familia de PKCs també
existeixen PKCs independents de calci (3, €, 1, 6, i W) i independents de DAG i calci (€ i
A). Almenys part del lloc d’unié a RACKI1 es troba al domini C2 de PKC. La interaccio
PKC-RACKI1 no només permet dirigir la proteina PKC a la localitzacié cel-lular
adequada, també es pensa que permet mantenir PKC en la seva conformacié activa
(Dorn et al. 2002), 1 s’ha demostrat que els senyals cel-lulars dependents de PKC juguen

un paper important en varis tipus de cancer.

WD repeats
1M1 - Das
2 E48 - TES

RACK1 model

Fig. 15: Model de la proteina RACK1 amb les repeticions WD (McCahill ef al. 2002)

Mitjancant escombrats de llevat per doble-hibrid s’han identificat diferents
proteines que interaccionen amb RACKI, gracies a les 7 repeticions del motiu WD40
(implicat en interaccions proteina-proteina). La majoria contenen un domini C2, igual

que les proteines PKCs. Entre aquestes es troben:

1) la fosfolipasa Cy (PLC,) (Ron et al. 1995), enzim que genera DAG quan les
cel-lules son activades per factors de creixement. Per tant, RACKI1 ha de
collocalitzar PKCBII prop de PLC, activat, ja que aquest és I’enzim que
genera I’activador de PKC, la molécula DAG.

2) p120 GAP (“p120 GTPase activating protein”) (van der Geer et al. 1997), el

fragment GAP de la qual també conté un domini SH2. Diversos estudis han
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demostrat que GAP s’uneix a RACKI1 de forma saturable, i encara que el
domini C2 facilita la translocacié de GAP en resposta a calci (Gawler et al.
1995), la deleci6 del fragment que conté aquest domini no inhibeix la unié a

RACKI, suggerint I’existéncia d’altres dominis relacionats en la unio.

3) la proteina dinamina-1 (conté un domini PH), implicada en el reciclatge de
vesicules de clatrina. RACK1 incrementa 1’activitat GTPasa intrinseca de la
dinamina-1 in vitro i augmenta la capacitat de PKCPII de fosforilar-la. Aixi
doncs, RACK1 no només actua com una proteina adaptadora que col-localitza
PKCBII amb el seu substrat (dinamina-1), sind que també ¢s un modulador

directe de ’activitat enzimatica de la dinamina-1.

4) la tirosina-cinasa Src (domini SH), reguladora del creixement i diferenciacio
cel-lular juntament amb PKCPBII (Schechtman et al. 2001; Sklan et al. 2006).
Chang i els seus collaboradors demostraren que el domini SH2 de c-Src

s’unia directament a RACK1 (Chang et al. 1998).

5) el receptor de proteines tirosina-fosfatases (PTPu) (Mourton ef al. 2001). Cal
destacar que la interaccié de PTPp amb RACKI s’inhibeix si s’expressa de
forma constitutiva Src, suggerint que la unié de PTPp i Src a RACKI1 és

mutuament excloent.

6) PDE4DS (fosfodiesterasa especifica d’AMP ciclic) (Yarwood et al. 1999),
interaccid que suggereix la idea de RACKI1 involucrada en la regulacio de
vies activades per 1’adenil ciclasa. A més a més, una de les funcions de
RACKI1 podria ser el control de les interaccions en vies de senyalitzacid
involucrades en la coordinacié d’adhesié cel-lular, moviment 1 divisio, i la
unié PKCPII-RACKI estaria relacionada amb la resposta immune, mitjangant
la formacié d’anions superoxids per part de cel-lules fagocitiques com els

neutrofils (Korchak ef al. 2001).
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7) La subunitat f de la integrina, important en I’adhesi6 cel-lular (Reszka et al.
1992). RACKI1 podria ser un regulador de 1’adhesi6 cel-lular col-localitzant
PKC amb el seu substrat.

A més a més d’incrementar la concentracié efectiva del substrat o de I’activador
d’un enzim particular en una via de senyalitzacio, la unié de I’enzim a 1’adaptador pot
incrementar, disminuir o no alterar 1’activitat catalitica intrinseca d’aquest enzim.

Alguns d’aquests efectes es poden veure a la segiient taula:

Unié a RACK1 Efectes sobre I’activitat enzimatica

PKCBRI Increment d’activitat (Csukai e al. 1997; Ron et al. 1994)

PLCy Disminuci6 de Iactivitat catalitica (Disatnik et al. 1994)

Dinamina-1 Increment de I’activitat GTPasa (Rodriguez et al. 1999)

Src Disminuci6 de I’activitat tirosina kinasa (Chang et al. 1998)

PTPu No determinat

PDE4ES5S Disminuci6 de la sensibilitat a I’inhibidor rolipan (Yarwood et al. 1999)

Taula 1: Conseqiiéncies de la unio de RACKI1 sobre I’activitat catalitica de certs enzims.

Les adaptadores també poden proporcionar un ancoratge coordinat d’enzims amb
activitat similar o oposada, per a regular de forma molt acurada successos enzimatics. I
finalment, les adaptadores poden ser la “plataforma” que mou complexes de

senyalitzacio d’un lloc a un altre, de forma regulada o constitutiva (Ron et al. 1999).
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6. LA PROTEINA p73

El descobriment de p73 (juntament amb p63) com un membre de la familia de la
proteina p53 ha donat lloc a nombrosos estudis sobre la seva funcio, regulacio, i paper
en la tumorogenesi (Kaghad ef al. 1997). Anomenada sovint “el guardia del genoma”,
pS53 es distingeix per ser el gen més freqlientment mutat en cancers humans. La
importancia d’aquest gen deriva de la seva habilitat per induir tant la parada del cicle
cel-lular com apoptosi, en resposta a un ampli espectre d’agents genotoxics. Degut a la
seva gran homologia amb p53, la primera hipotesi sobre la funcié de p73 la va incloure
dins el grup de proteines supressores de tumors, perd presenta algunes caracteristiques
que I’allunyen d’aquest col-lectiu, ja que quasi no presenta mutacions en casos de cancer
huma, al contrari de p53 (aquesta sofreix una mutacioé en un 50% de cancers humans, i

esta inactiva en almenys un 20% d’ells).

Igual que la proteina p53, p73 conté un domini transactivador (TAD), un domini
d’uni6 a DNA (DBD) i un domini d’oligomeritzaci6 (OD) (figura 16). La gran
homologia entre els dominis DBD dels diferents membres de la familia de p53 suggereix
que p73 podria unir-se a les mateixes seqiiéncies de ADN que p53. Pero les proteines
p63 1 p73 s6n més complexes que la p53, ja que tenen diferents variants C-terminal a
conseqiiencia del splicing alternatiu. En concret la variant p73a té el domini SAM
(“sterile alpha motif”), el qual s’ha vist que esta relacionat en interaccions proteina-
proteina. També fa que la p73 sigui menys sensible a la degradacié per MDM2, proteina
responsable de la degradacio de p53.

A més a més, les variants presenten diferents funcions (Marabese et al. 2007).
Per exemple, la forma p73a s’uneix a RACKI i inhibeix la transcripcié de Bax, MDM?2
ip2l,iamésamés pl9 interacciona amb p73p i inhibeix la repressio de la transcripcio
de p73B mitjangada per MDM2 (Jeong et al. 2006). També s’ha observat que p73a és un
fort inhibidor de la telomerasa, mentre que p73p ajuda a mantenir 1’activitat telomerasa a

través de 1’activacié de HDM2 i potser altres factors (Toh et al. 2005).
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Fig. 16: Els membres de la familia de p53. Existeix certa homologia en certs dominis.

La funcio de p73 pot ser regulada per 1) localitzacido subcellular, 2)
modificacions post-traduccionals, i 3) proteines reguladores especifiques, entre altres
mecanismes. Degut a la seva funcié com a factor de transcripcio, la seva localitzacio
nuclear és imprescindible. Aixi doncs p73, igual que p53, t€ un senyal nucleofilic (NLS)
i un senyal d’exportacié nuclear (NES), i els mutants per a NLS o NES son més estables
que les formes salvatges, suggerint que la correcta localitzacid de p73 és crucial per a
regular la seva estabilitat, ja que es podria donar la ubiquitinacié de la proteina en el

nucli, permetent la seva posterior degradacio en el citoplasma (Inoue et al. 2002)

Tant la p73 com la proteina p63 estan sota el control de dos promotors, produint

dos tipus de transcrit (figura 17):

- P1 - isoforma TA (t¢ un domini transactivador TA capa¢ de transactivar gens
apoptotics )
- P2 - isoforma AN (funciona com a dominant negatiu de la isoforma TA i de

p53, per tant és inhibidora de 1’apoptosi).
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P1 P2

Fig. 17: Control diferencial dels promotors de TAp73 i ANp73.

Algunes isoformes TA poden transactivar gens diana de p53, i sobreexpressant-
les s’indueix mort cel-lular, perd no sempre amb la mateixa intensitat que es donaria en
el cas de p53 (TA p63/p73 soén menys actives que p53 perque tenen elements reguladors
al domini SAM). No obstant, s’ha pogut comprovar que un increment de p73 o p63
provoca defectes de desenvolupament a nivell neuronal (Yang et al. 2000) i epidérmic
(Mills et al. 1999; Yang et al. 1999), respectivament. A més a més, la sobreexpressio de
p73 és suficient per a la diferenciacié neuronal in vitro (De Laurenzi et al. 2000). També
s’ha vist que les formes AN competeixen amb les formes TA pels llocs d’unié a DNA, i

es dona un circuit de regulaci6 negativa.

L’estudi del promotor de p73 ha revelat possibles llocs d’uni6 per a diferents
isoformes de E2F i AP2 (figura 17), aixi com per a c-Myb. E2F és un important
regulador de p73, ja que experiments de co-transfeccié han demostrat que E2F activa
fortament el promotor de p73 (Irwin et al. 2000). A més a més, s’ha observat la
interacciéo de pl9 H-Ras amb I’extrem C-terminal de p730 mitjangant un escombrat

d’una llibreria de llevat (Guil et al. 2003a) 1 recentment, amb p73p (Jeong et al. 2006).
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7. TUBEROUS SCLEROSIS COMPLEX (TSC)

El complex d'esclerosi tuberosa (TSC) és una malaltia amb un patré d’heréncia
autosomic dominant i una penetrancia del 100%, associada a la formacié de tumors
normalment benignes causats per mutacions en els gens supressors de tumors TSC1 (que
codifica per la proteina hamartina) o TSC2 (que codifica per la proteina tuberina)
(Bhaskar et al. 2007). El gen TSCI1 es localitza en el cromosoma 9 q34 i es va descobrir
I’any 1997 (van Slegtenhorst et al. 1997), i el gen TSC2, localitzat al cromosoma 16
pl3.3, fou descobert I’any 1993 (European Chromosome 16 Tuberous Sclerosis
Consortium, "Identification and characterization of the tuberous sclerosis gene on
chromosome 16" 1993). Els dos supressors de tumors actuen segons la hipotesi de
Knudson, la qual consisteix en la inactivacié d’una de les copies d’un Unic gen candidat
com a causa d’una alteracio genética (ex. mutacid puntual), seguit per la perdua de la

segona copia degut a una delecié (Knudson 1971).

Les complicacions més serioses que ocasiona a nivell clinic son retard mental,
epilépsia i autisme, causat pel creixement de tumors en el cervell (Gomez 1991). Altres
simptomes inclouen disfuncio6 renal, anormalitats dermatologiques i problemes cardiacs.
Delecions heterozigotiques de TSC1 o TSC2 produeixen fenotips similars augmentant el
risc de tumors, especialment en el fetge, on les delecions homozigotiques de cada gen
son letals per als embrions (Au et al. 1998; Kobayashi ef al. 2001). Dades genétiques de
Drosophila mostren que TSC1 i TSC2 regulen negativament el creixement cel-lular

(Tapon et al. 2001).

Rheb, una GTPasa de la superfamilia Ras, t¢ un paper central en la via TSC, ja
que TSC2 regula negativament Rheb mitjancant la seva activitat GAP (Inoki et al.
2003a). A més a més, la via TSC ¢és regulada per Akt i ERK fosforilats (Bhaskar et al.
2007), degut a la fosforilaci6 de TSC2 per part d’Akt i conseqiientment promovent
I’acumulacié de Rheb-GTP (actiu) i la induccidé de mTOR (mammalian target of
rapamycin) per part d’aquest (Manning et al. 2003). mTOR promou la fosforilacié de
reguladors clau de la maquinaria cel-lular de traducci6 proteica, incloent p70 S6K (p70

S6 kinasa) 1 4EBP1 (eukaryote initiation factor E4 binding protein 1) (figura 18).
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Fig. 18: Esquema de la via Akt/T

SC/mTOR (Montaner 2007)

Recentment s'ha demostrat que TCTP, una proteina altament conservada i que

esta sobreregulada en varis tumors, és un factor de creixement i proliferacio essencial, i

té una activitat GEF sobre Rheb (Hsu et al 2007). La rapida adaptacié dels nivells

proteics de TCTP a les alteracions de les condicions cel-lulars implica que tant la seva

sintesi com degradacid estan altament regulades (Thiele et al. 2000), ja que es troba

implicada en processos cel-lulars tan importants com el creixement cel-lular, fenotips

transformants, progressio del cicle cel-lular, 1 proteccio de la cél-lula enfront varis tipus

d’estrés 1 apoptosi (figura

19).
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Fig. 19: Regulacio i vies implicades amb TCTP (Bommer ef al. 2004)
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De fet son varis els estudis que demostren la seva importancia a nivell de
creixement i divisio cel-lular: 1) La sobreexpressié6 de TCTP en c¢l-lules de mamifer
provoca un retard en la progressié del cicle cel-lular i un menor creixement (Gachet et
al. 1999), 2) el knockdown de TCTP en Caenorhabditis elegans dona un fenotip amb
menor creixement (Kamath et al. 2003), 3) La sobreexpressié6 de TCTP mutada en els
seus llocs de fosforilacié per la cinasa mitotica PIk provoca la disrupcié de la mitosi
(Yarm 2002), 4) En llevat, el silenciament de TCTP també provoca alteracions en el
cicle cellular, 5) La baixada en els nivells de TCTP esta associada a la reversio de

cel-lules transformants (Tuynder et al. 2002).

Encara que els nivells d’expressi6 de TCTP en tumors tendeixen a ser alts
comparats amb teixits normals, TCTP no és una proteina especifica tumoral. Pero s’ha
demostrat que durant la reversio de cél-lules amb fenotip maligne, els nivells de TCTP es
redueixen considerablement i la inhibicié de I’expressio de TCTP provoca la supressio
del fenotip maligne (Tuynder et al. 2002), aspecte que relaciona TCTP amb els
processos cancerigens. També ¢€s interessant el fet que els nivells de TCTP es redueixen
amb 1’activacio de p53 (Tuynder et al. 2002) i que s’aconsegueix [’estabilitzacio de

TCTP a través de la proteina anti-apoptotica MCL1 (Zhang et al. 2002).

8. TELOMERASA i CICLE CEL-LULAR

8.1. Els Telomers

Els telomers son complexes formats per seqiiéncies de repeticions de guanina i
proteines associades, que engloben i protegeixen els extrems dels cromosomes
eucariotes contra la fusié cromosomica, la recombinacid, i la degradacio dels DNAs
terminals (Blackburn 2001). Les molécules lineals de DNA com els cromosomes
eucariotes necessiten mecanismes especials a part de les DNA polimerases per a

completar la replicacio dels seus extrems. Sense aquests mecanismes, el desgast del
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DNA cromosomic terminal dona lloc a la pérdua d’informacié genética i porta a la

senescencia cel-lular.

Els telomers de la majoria d’eucariotes estan formats per dos tipus de seqiiéncies
de DNA. Una d’elles, denominada seqiiéncia telomerica, repeticio telomerica o repeticio
terminal, constitueix I’extrem de la cadena d’ADN del cromosoma, mitjancant la
repeticié en tandem d’un oligonucleotid curt. Generalment aquesta seqiiéncia telomeérica
¢s més rica en G en una de les cadenes, la que forma ’extrem 3°, que sobresurt uns 12-
16 nucleotids sobre la cadena que dona I’extrem 5’ (overhang)(van Steensel et al. 1998).
Aquest extrem sobresortint €s reconegut per proteines lligants del telomer TBP
(telomere binding proteins) que actuen com a caputxa protectora d’aquest DNA

terminal.

En humans, el DNA del telomer esta constituit per repeticions hexameériques del
tipus TTAGGG, les quals estan repetides entre 150 i 2000 vegades. Durant el procés
d’envelliment es dona un escur¢ament de la longitud dels telomers, i les disminucions
solen ser de I’ordre de 10 a 200 pb per any segons el tipus de teixit. Les estructures
telomeriques també es caracteritzen perqué acaben en una cadena senzilla d’uns 150-200
nucleodtids que envolta les seqiiéncies riques en G, formant una espécie de caputxd. S’ha
de destacar que encara que la seqiiencia telomérica es troba conservada en molts
organismes, la mida del 3’ terminal o overhang és especific de cada espécie, aixi com
moltes de les proteines encarregades de I’elongacid dels telomers. Aixo indica que la
longitud del telomer ha estat una de les caracteristiques més importants per al
manteniment de la integritat cromosomica i a més a més evidencia les diferents
adaptacions de les diferents espécies als dictamens de la seva biologia cel-lular. Un altre
aspecte que resulta interessant €s la observacié de que la majoria de proteines d’unio als
telomers estan implicades en la reparacio de trencaments dobles de DNA (Lundblad

2000).

La primera proteina telomérica en humans que va ser descoberta fou TRF1
(Zhong et al. 1992), la qual actua com a inhibidor indirecte de la telomerasa per a
controlar la longitud del telomer, unint-se a ell en forma d’homodimer. TRF2 ¢s una
altra proteina que comparteix homologia amb TRF1 (Broccoli ef al. 1997), la inhibicio

de la qual dona lloc a la pérdua de 1’overhang ric en G i a la fusid covalent dels extrems
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cromosomics tot mantenint la seqiiéncia telomérica (van Steensel et al. 1998). Altres
proteines especifiques de seqiiéncia poden unir-se i protegir la cadena rica en G.
Aquestes inclouen la proteina o/f en ciliats, la Potl en humans i la Cdcl3p en S.
cerevisiae, aixi com Rapl i Tin2 (figura 20). Les proteines principals de la via NHEJ
(Non-Homologue Extreme Junctions) de reparacido de dobles trencaments Ku80/70 i
DNA-PKcs també participen en la biologia telomérica. Ku80 interacciona amb TRF1,
TRF2 i la telomerasa, regulant negativament aquesta ultima. A més a més participa en
les fusions terminals entre telomers curts mitjangant NHEJ, aixi com en I’apoptosi

massiva de cel-lules germinals associada a 1’escur¢gament telomeric.

Fig. 20: Estructura dels telomers en llevat i en humans. La linia vermella representa les seqiiéncies riques en G
sintetitzades per la telomerasa (aquesta interacciona amb I’extrem 3’ overhang). La linia verda representa la
seqliéncia complementaria rica en C de les repeticions telomeériques. Les linies negres, el DNA subteloméric.

L’extrem 3’ terminal en humans pot tenir varies formes: unit a la proteina Potl o formant un lla¢ T (Blackburn 2001).

La telomerasa és un enzim RNP (ribonucleoprotein) codificat pel gen Tert que
compensa la inhabilitat de la DNA polimerasa per replicar completament els extrems
dels cromosomes lineals. Per fer-ho, utilitza com a motlle una seqiiéncia de RNA
complementaria a les repeticions telomeériques TTAGGG, ja que té activitat transcriptasa
inversa. L’enzim telomerasa consta d’una RNA telomerasa (TER), una transcriptasa
inversa (TERT) i altres components associats, els quals varien entre els diferents
eucariotes. La telomerasa catalitza dues reaccions, les quals son fortament dependents
TERT i TER: polimeritza el DNA telomeéric, i també té una activitat endonucleasa que

digereix el DNA aparellat a I’extrem 5° del motlle de RNA teloméric (Blackburn 2000).
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Sorprenentment, I’expressio de la telomerasa esta restringida en els humans a les
cel-lules germinals (Kim et al. 1994). Aixi doncs, 1’escur¢ament continu dels telomers
que es dona durant la divisié de les cél-lules somatiques podria ser un “rellotge biologic”
que desencadena programes genétics relacionats amb 1’edat cel-lular i la senescéncia
(Blasco 2005; Collins et al. 2002). A més a més, la falta d’expressid de telomerasa
podria ser una barrera natural contra I’adquisici6 de capacitat proliferant continua de les
cel-lules tumorals. L’expressio diferencial de la telomerasa entre els teixits somatics i les
cel-lules cancerigenes ha fet que la telomerasa sigui una diana potencial per al tractament
del cancer, ja sigui 1) inhibint directa o indirectament [’activitat enzimatica de la
telomerasa, 2) immunoterapia utilitzant hTERT com a antigen associat a tumors o 3)
terapia génica amb gens suicides sota el control del promotor de la telomerasa (Morin

1996; Zimmermann et al. 2007).

8.2. Cicle cel-lular

El cicle cel'lular és el procés universal mitjancant el qual les cél-lules es
reprodueixen, pas imprescindible pel creixement i el desenvolupament de tots els
organismes vius (Nurse 2000). Els successos més importants del cicle cel-lular son
aquells relacionats amb la copia i la divisioé del material hereditari, i aixd0 compren la
replicacié del DNA cromosomic i la separacid dels cromosomes replicats durant la
mitosi. Les bases moleculars del control del cicle cel-lular estan altament conservades
des dels eucariotes unicel-lulars simples fins als metazous complexes. La precisio amb la
qual s’executen els processos del cicle cellular assegura la supervivencia dels
organismes vius, mentre que la pérdua d’aquesta precisié incrementa la inestabilitat

genomica, factor important en la formacié del cancer.

El cicle cel'lular eucariota es pot dividir entre la fase S o de sintesi, durant la
qual es replica el DNA, i la fase M o mitosi, en la que es separen els cromosomes
replicats. Aquestes dues fases estan separades per dos intervals o gaps anomenats G1
(entre M/S) 1 G2 (entre S/M) (figura 21). En procariotes la replicacié cromosomica i la
divisid no necessiten estar separades temporalment, es poden solapar durant el cicle
cellular per a un creixement més rapid. A més a més, sembla ser que la separacio entre

els dos processos i el seu control es produi durant 1’aparicié de les cél-lules eucariotes.
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El cicle cel-lular mitotic és modificat cap a un cicle meiotic durant la formacié dels
gamets sexuals, donant lloc a una reduccid en el nombre de cromosomes que €s
essencial per a la reproduccid sexual, i per incrementar la variacié genética que dona

lloc a I’evolucio.

El control del cicle cel-lular regula el comencament de la fase S i la fase M, i
assegura que aquests es produeixin en el moment adequat, coordinats amb el creixement
cel-lular. També corregeix els errors que es puguin ocasionar durant la divisio cel-lular.
Es necessiten enzims com les topoisomerases, helicases, lligases, primases i polimerases
per desunir les dues cadenes de DNA 1 sintetitzar-ne noves copies. Aquests enzims
treballen junts en complexes de replicacid, els quals generen forquilles de replicacid
bidireccionals. L’inici de la replicacio es troba en zones especifiques anomenades origen
de replicacio, definides per seqiiéncies de DNA concretes. Els origens de replicacio dels
eucariotes superiors reflecteixen, pero, estructures més complexes com sén els ORCs o
Chromatin associated origin recognition complexes, estructures nuclears d’ordre
superior. A més a més, en diferents punts del cicle cel-lular la cél-lula revisa si una fase
en concret s’ha executat correctament abans de procedir a la segiient, concepte anomenat
checkpoint (Hartwell et al. 1989). Aquest mecanisme permet el bloqueig de la mitosi per
a reparar un DNA danyat, per exemple, i ajuda a assegurar I’éxit de la transmissio
genética.
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Fig. 21: Representacié6 del cicle cel'lular (van den Heuvel 2005)
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Les ciclines son proteines implicades en la regulacié del cicle cel-lular tot variant
la seva expressio segons la fase del cicle. Formen part de les cinases ciclina-dependent
(CDKSs o cyclin-dependent kinases) juntament amb una subunitat catalitica proteina-
cinasa, i s’ha vist que son reguladors universals des del llevat als organismes superiors.
Les CDKs actuen com a “motors del cicle cel-lular” o cell cycle engines, conduint les
cel'lules a través de les diferents fases del cicle. Diferents CDKs controlen el
comencament de la fase S i la fase M (van den Heuvel er al 1993) (figura 21) i
I’increment de ’activitat d’aquestes poden avangar els esdeveniments. Les CDKs es
poden regular per ’accessibilitat a les subunitats ciclina, per canvis en la fosforilacio del
lloc catalitic controlats per Cdc25 i Weel, i per associacié amb inhibidors de CKI

(Nurse 1990).

L’enzim telomerasa €s una ribonucleoproteina intimament 1ligada a la progressio
del cicle cel-lular. També s’ha observat que la diferenciacio de les cél-lules tumorals esta
associada a una regulacio negativa de 1’activitat telomerasa. Com que la telomerasa es
necessita pel manteniment dels telomers, ha d’estar activa durant la fase de replicaci6 del
DNA (fase S) perod no necessariament durant les fases no replicatives del cicle cel-lular
com poden ser la fase G2/M. A mesura que les cel-lules progressen a través de la fase
G1/S, l’activitat de la telomerasa incrementa gradualment (Brunori et al. 2005; Zhu et al.

1996) (figura 22).
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Fig. 22: Regulacio de I’activitat telomerasa durant el cicle cel-lular (Zhu et al. 1996).
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Un mal funcionament de la maquinaria del cicle cel-lular pot comportar un
creixement cel-lular incontrolat, principal caracteristica d’un procés neoplassic. En
aquest sentit, les desregulacions en la maquinaria del cicle cel-lular objectivades en les
cel-lules malignes propies de diversos tumors humans, ha comportat 1’estudi i assaig de
noves terapies antitumorals basades en el coneixement i la funci6 dels diversos
components del cicle cel-lular . Aquest és, sense cap dubte, un camp emergent en la
recerca biomedica la qual t€ com a una de les seves prioritats fonamentals la lluita contra

el cancer.
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Al moment d’iniciar aquest treball, les dades existents sobre la proteina p19 H-
Ras es limitaven a estudis molt centrats en la regulacio del splicing alternatiu del gen c-
H-ras, en concret de la via alternativa d’inclusi6 de I’exé IDX (Barbier er al. 2007;
Cohen et al. 1989; Guil et al. 2003b). Les investigacions realitzades en el nostre
laboratori descrivien els factors proteics implicats en aquest procés, i es desestimava la
hipotesi de la possible inestabilitat del missatger codificant per la proteina p19 (el qual
inclouria I’ex6 IDX) tot quantificant I’abundancia del seu missatger i demostrant
I’existeéncia del seu producte proteic en diferents teixits. El nostre grup d’investigacio
també demostra varies possibles interaccions de pl9 H-Ras amb diferents proteines
mitjancant un escombrat d’una llibreria de llevat, entre les quals destacava la de
RACKI, ja que es comprova mitjangant experiments d’immunocol-localitzacié i de
coimmunoprecipitacio (Guil et al. 2003a). Aixi doncs, el projecte inicial d’aquesta tesi
era continuar I’estudi funcional i estructural de la proteina p19 H-Ras, tot partint de les
dades existents, per con¢ixer millor el seu paper a nivell cellular i les seves vies de

regulacio.

Objectius especifics:

° Analitzar la localitzaci6 i distribucio cel-lular de p19 H-Ras en diferents tipus
cel-lulars.
° Estudiar la naturalesa de les interaccions pl19/RACKI1 i p19/p73, i determinar les

possibles vies enzimatiques regulades per p19 H-Ras a través d’aquestes interaccions.

° Realitzar un analisi comparatiu del perfil global d’expressid geénica, mitjangant

microarrays, de cel-lules HeLa on s’ha sobreexpressat la proteina p19.

° Analitzar I’expressi6 diferencial de miRNAs en cel-lules HeLa estimulades per la

sobreexpressio de p19 H-Ras.

° Estudiar I’efecte de p19 H-Ras en el propi procés de splicing alternatiu del gen c-

H-ras.
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1. pl19 H-Ras incrementa DPactivitat PKC i activa

ERK1

En primer lloc, vam confirmar la col-localitzaci6 de p19 i RACKI mitjangant
experiments de FRET (fluorescence resonance energy transfer) amb la col-laboracio de
la Dra. Monica Pons del servei de microscopia confocal del Centre d'Investigacid i
Desenvolupament del CSIC, per tenir una evidéncia més de la interaccié in vivo entre
RACKI i p19 H-Ras. Les c¢l-lules HeLa foren cotransfectades amb els vectors pECFP-
RACKI i pEYFP-p19 (la molécula CFP funciona com a donadora, i la molécula YFP
com a acceptora), utilitzant com a control negatiu cel-lules cotransfectades amb pECFP-
RACKI i pEYFP per calcular el FRET basal, i com a controls de creuaments de senyal
vam transfectar cél-lules amb els plasmidis pECFP-RACK1 i pEYFP-p19 per separat.
Aquests valors els restem a la imatge FRET crua per obtenir la imatge FRET corregida.
En aquests estudis, el laser d'excitacié del donador (CFP) fou de 458 nm i la finestra que
capta la senyal és I’interval 468-510 nm, i en el cas de 1'acceptor (YFP) es va utilitzar el
laser d'excitacié 514 nm i la finestra és 527-600 nm. El programa utilitzat per a realitzar
els calculs ¢és el Leica Confocal Software (LCS). Val a dir que abans d'obtenir dades
fiables vam haver d'assajar diferents condicions experimentals per tenir una transfeccid
que ens permetés observar les cél-lules en un estat optim per obtenir FRET. Els nostres
assaigs ens van portar a concloure que transfectant 600 fmols de plasmidi , incubant amb
lipofectamina 5 h i observant les preparacions al cap de 24 h obteniem una transfeccio
d'un 40%, suficient per a realitzar l'experiment de FRET. Tal i com es pot veure a la
figura 23, vam obtenir uns valors de FRET d’un 15% a la regi6 perinuclear, fet que
coincideix amb les nostres observacions anteriors que ens mostraven una acumulacié de
pl9 H-Ras en aquesta zona mitjangant experiments d’immunolocalitzacié amb 1’anticos

contra p19 H-Ras (SP57) (figura 24).
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Fig. 23: Experiments de FRET (fluorescence resonance energy transfer). Cél-lules Hela transfectades
transitoriament amb els vectors pPECFP-RACK1 i pEYFP-p19 simultaniament, per comprovar si es dona FRET entre
les dues molécules. En els panells A i D, imatge de microscopia confocal de fluorescéncia on s'observa la molécula
CFP-RACKI, i en el panell B i E s'observa la molecula YFP-p19. En els panells C i F, imatges on s'observa els punts
cellulars on hem observat més FRET teoric. Les fletxes vermelles indiquen llocs on els valors son més alts. Els calculs
de FRET s’han realitzat segons la descripcio del segiient article (Gimferrer et al. 2003)

Per altra banda, també varem estudiar diferents tipus cellulars per
immunodetecci6 indirecta amb 1’anticos SP1. Aixi, vam poder detectar diferéncies entre
els diferents tipus cel-lulars que vam analitzar, sobretot destacant 1’alta preséncia de p19
prop del complex de Golgi/Reticle endoplasmatic en cél-lules Raji, H9 i Molt-4 (figura
24). Curiosament, en les ce¢l-lules Molt-4 podem observar unes estructures en forma
d’anella, pero ens caldria estudiar més a fons I’origen d’aquests marcatges tan concrets,

potser utilitzant diferents anticossos especifics de cada organul cel-lular.
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NIS
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Fig. 24: Localitzaciéo subcel-lular de la proteina pl19 H-Ras endogena en diferents tipus cel-lulars utilitzant
immunofluorescéncia indirecta (IF) amb I’anticos SP1 (1/200).Els panells NIS son els controls negatius amb el sérum
pre-immune. La deteccid per immunofluorescéncia es realitza amb un anticos secundari anti-conill unit marcat amb
fluoresceina (fluorescein-labeled anti-rabbit, FITC) a una dilucié 1/3000. Barra = 20 pm.
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Els gens ras adquireixen propietats transformants mitjangant mutacions puntuals
en la seva seqiiencia codificant (Barbacid 1987; Malumbres et al. 1998; Reuther et al.
2000). La major part de mutacions es poden dividir en dos grups segons la seva accio
resultant: disminuir l'activitat GTPasa o facilitar I'intercanvi GDP/GTP. La disminuci6
de l'activitat GTPasa esta associada a les mutacions en les posicions 12, 13, 59, 61 i 63.
Aquestes mutacions redueixen l'activitat GTPasa intrinseca de la proteina i la fan
resistent als factors GAP, per tant el resultat son proteines Ras activades
constitutivament. En el cas del codé 12, la substitucié de Gly'? per un altre aminoacid
(exceptuant la prolina) produeix un trencament de I'estructura hélix o del domini N-
terminal de les proteines Ras, creant un domini rigid que no pot interaccionar
eficientment amb la regi6 fosfat de la molécula GTP. L'altre grup seria el que provoca un
augment d'intercanvi de nucleotids guanina, associat amb les mutacions en les posicions
16, 17, 116, 117, 119, 144 i 146. Un altre domini implicat també en la uni6 a nucleotids
guanina inclouria el residu Arg'®: la seva substitucio per Ala'® causaria una pérdua de
l'activitat unidora a GTP. Per altra banda, hi ha altres dominis que juguen un paper
fonamental en el reconeixement dels efectors. Un exemple seria la substitucié de Asp™®
per Ala®™, que reduiria l'efecte biologic de les proteines Ras (elimina l'activitat

transformant del mutant Leu61).

Aixi doncs, vam escollir diverses mutacions descrites en p21 H-Ras per incloure-
les en p19 H-Ras i aixi poder observar el seu possible efecte sobre la interaccié amb
RACKI: Gly"?AVal" (dominant positiu), Gly'*AAla'® (dominant positiu), Ser'’AAsn"’
(dominant  negatiu), Ser”’ Alle®, GIn®' ALeu® (dominant  positiu) 1
Gly*Me”AAsp*®/Ser”® (dominant negatiu). A I'hora de mutar la regi6 C-terminal,
corresponent a l'ex¢ IDX (I'inica regié que varia respecte la proteina p21 H-Ras), vam
escollir mutacions en regions molt conservades, com el domini WD, descrit en altres
proteines per jugar un paper fonamental en les interaccions proteina-proteina. També
vam decidir mutar la regi6 rica en serines 157-160, ja que la seqiiéncia de la proteina
humana és la que presenta més residus serina (més endavant no descartem eliminar
totalment la regio rica en serina per veure'n els efectes). Les mutacions realitzades foren
Ser'®AAla'® Trp'®AAla'™ i Asp'®AGly'®. Vam triar com aminoacids substituts
residus apolars petits com l'alanina, i en el cas de la substitucié d'un acid aspartic per una

glicina, és I'aminoacid que trobem en la seqiiéncia endogena de pl19 c-H-Ras de ratoli
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(NIH3T3) analitzada anteriorment (Guil et a/, 2003a). La mutagenesi es va realitzar per

el métode de QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene).

Fig. 25: La mutaci6
W164A destrueix la unio
p19/RACKI1. Assaig de
doble-hibrid en llevat per
estudiar la uni6 dels
mutants de pl9 amb
RACKI1. S’han utilitzat
medis selectius per a llevat:
DDO (-Leu/-Trp) i QDO (-
Leu/-Trp/-His/-Ade). La
soca utilitzada ha estat la
AH109 expressant el GAL4
DNA BD (vector pPGBKT?7)
clonat als mutans de pl9,
fusionada amb la Y187
expressant GAL4  AD
(vector pGADT7) clonat a
RACKI. El control positiu
¢és la interaccio pl9wt X
RACKI1, i el control negatiu
és la interaccio p21 X
RACKI.
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Vam realitzar assaigs de doble-hibrid en llevat per analitzar la interaccid entre
RACKI i les diferents variants de p19 H-Ras mutada. Els llevats transformats amb els
plasmidis pGBKT7-p19 mutada (soca de llevat AH109) i pPGADT7-RACKI1 C-terminal
(soca de llevat Y187) van créixer en medi selectiu -Leu -Trp (DDO) per detectar les
colonies doblement transformades, i en medi -Leu -Trp -His -Ade (QDO) per detectar
les possibles interaccions entre les dues proteines. Una aliquota de cultiu saturat de cada
soca cotransformada es va plaquejar en cada placa de medi selectiu i es va incubar a
30°C durant 5 dies. De totes les mutacions realitzades, no vam observar cap alteracio de
la interaccio amb RACKI en les comunes amb la proteina p21 H-Ras, ni tampoc vam
observar cap canvi significatiu en la variacié del nombre de serines ni en la substitucio
de Asp'®. En canvi, vam comprovar que no es déna interaccié quan mutem el codo 164,
o sigui quan mutem el domini WD relacionat amb la interacci6 proteina-proteina (figura
25). També vam voler comprovar si degut a la diferent localitzacié cel-lular de p19 H-

Ras respecte p21 H-Ras, i a la seva pérdua d'activitat unidora a GTP, la proteina p19 H-
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Ras era capac¢ d'interaccionar amb els mateixos efectors, GAPs i GEFs que la seva
proteina germana p21 H-Ras. S'ha descrit la interaccido de p21 H-Ras amb aquestes
molécules mitjangant altres técniques diferents, tot i que s'ha descrit una interaccié per
doble hibrid en llevat entre p219"°* i yCded25 (Vojtek et al. 1993). Nosaltres vam
intentar veure la interaccio de p21 H-Ras i alguns activadors coneguts d'aquesta
molécula en llevat, pero els resultats foren negatius. La nostra experiéncia anterior ens
indicava que a vegades ¢és dificil observar interaccions mitjangant doble-hibrid en llevat
utilitzant molécules grans (>70 kDa). Per tant, vam clonar només les seqiiéncies de cada
proteina que codificaven per la zona relacionada amb la unid a proteines, perd no vam
aconseguir observar les interaccions abans descrites. La proteina p19 H-Ras tampoc
mostra cap interaccidé no sols amb alguns dels activadors de p21, si no amb cap dels
efectors de p21 H-Ras que vam analitzar (taula 2). De totes formes, aquests resultats
concorden amb el fet que p19 no es troba a la membrana plasmatica (figura 24), i per
tant podrien indicar que pl9 no interfereix en I’activitat de p2l mitjancant una

competici6 directa amb els seus efectors i activadors.

Rafl MAXP1 AF6 PI3K RalGDS pl19 RACKI1 Vector buit

p21 H-Ras T i T - T = = -

p19 H-Ras - = = - - 4 4 -

Taula 2: Assaig de doble hibrid en llevat, per estudiar la possible uni6 de p19 als efectors de p21. La marca + indica
interaccid. Com a controls hem utilitzat la mateixa proteina p19, RACK1 i el vector buit

Tenint evidéncies clares de la interacci6 de RACKI1 i pl19 H-Ras (el mutant
confirma aquesta interaccio i ens dona un possible dominant negatiu), vam procedir a
estudiar les possibles vies enzimatiques regulades per pl9 H-Ras. Tal com hem
comentat abans, RACK1 forma part d’una familia de proteines adaptadores que uneixen
diferents enzims d’una mateixa via de transduccid de senyal. Ja que RACKI és el
membre de la familia que té especificitat per PKCBII, i a més a més s’ha descrit una
localitzacid cel-lular similar entre les dues proteines (Lopez-Bergami et al. 2005), el
nostre seglient pas va ser estudiar si p19 H-Ras i PKCPBII mostraven un patréo de

distribucié semblant. Vam observar que les dues proteines col-localitzaven a la regio
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perinuclear (figura 26), zona que préviament ens havia donat una senyal de FRET més
intensa. Aquests resultats ens suggerien que pl9 H-Ras, RACKI1 i PKCBII podrien

formar un complex proteic multiméric que permetria les interaccions entre les tres

proteines, i per tant podrien formar part d’una mateixa via de senyalitzacio.

PKCBII

.‘

Fig. 26: p19 H-Ras i PKCBII col-localitzen a la regié perinuclear. Col-localitzacio de p19 i p73a en cél-lules HeLa
sobreexpressant ambdues proteines. La deteccio es va realitzar mitjancant IF amb anticossos especifics contra conill i
ratoli, respectivament. Els anticossos secundaris sén Alexa Fluor® 488 F(ab')2 contra conill (p19), o Alexa Fluor®
555 F(ab")2 contra ratoli (PKCBII). Les imatges MERGE mostren la col-localitzacio dels dos anticossos secundaris.

A continuacié vam analitzar la regulacié de ’activitat de PKCBII en cel-lules
HeLa sobreexpressant p19 o el mutant W164A (pl19mut) de forma transitoria, i vam
comparar els resultats amb c¢l-lules transfectades amb el vector buit. Com es mostra a la
figura 27, la sobreexpressio de p19 provoca un increment de 1’activitat de les PKCs, en
concret observem una activitat enzimatica 3-4.5 vegades superior a la que trobem en les
cel-lules control. A més a més, 1’activitat no sols recupera els seus nivells normals quan
sobreexpressem pl9W164A, sind que disminueix respecte el control. Aixi doncs, aquest
resultat ens refor¢a la idea de que pl9mut fossi una forma dominant-negativa de la
proteina p19, i que probablement era necessaria la unié6 a RACKI per activar PKC. Pero,

quins efectes tenia 1’activacio de PKC per part de p19 a nivell cel-lular?
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Fig. 27: pl19 H-Ras incrementa
Pactivitat PKC. Assaig d’activitat PKC
en cél'lules HeLa sobreexpressant de
forma transient pl19, p19mut o el vector
sol. L activitat PKC es mostra en unitats
arbitraries, les quals son directament
proporcionals als valors d'absorbancia
de l’assaig ELISA obtinguts amb un
substrat de la  peroxidasa  (o-
fenilenediamina més H,0,) a 492 nm. El
valors del tractament amb el vector sol
s’ha fixat en 5 i s’ha considerat com a
activitat basal de PKC. S’ha dut a terme
experiments independents per triplicat
(n=3, t-test * p<0.001).
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Les dades fins ara obtingudes ens suggerien un possible paper de p19 H-Ras en
algunes de les principals cascades de senyalitzaci6 cel-lular, ja que I’activacié de PKC
mitjancant esters de forbol o per DAG activa al menys dos vies MAPK: la cinasa
regulada per senyals extracel-lulars (ERK) i la via de JNK. La cascada de senyalitzacio
cel-lular Raf/MEK/ERK s’expressa de forma ubiqua en cél-lules de mamifer
(Schonwasser et al. 1998), pero a diferéncia de les proteines ERKs, les quals s’activen
per agents mitogens, les JNKs s’activen a causa de estrés cel-lular i per citosines
inflamatories (Ip ef al. 1998). Aixi doncs vam voler estudiar els nivells de fosforilaci6 de
ERK1/2, p38MAPKa/B/y 1 INK1/2/3 en cél-lules sobreexpressant p19 o bé pl9mut. La
figura 28 i la figura 56 annexes mostren els resultats dels Western Blots realitzats per
detectar les proteines fosforilades. La sobreexpressio de la proteina p19 indueix només
la fosforilacié de ERK1 (sense afectar els nivells totals d’ERK)(figura 28A), mentre que
no vam observar canvis significatius en els nivells de proteina ERK2, p38MAPKo/B/y i
INK1/2/3 fosforilades (figura 56 annexes). Aquesta dada es veu reforcada per la
observacio de la disminucié de p-ERK1 en cél-lules knock-down per a p19 H-Ras (figura
28B) sense afectar significativament la fosforilacié de JNK, confirmant-nos el paper
regulador de p19 H-Ras a I’hora d’activar la cascada de les MAPK. Per a obtenir el
silenciament geénic de pl9 H-Ras vam utilitzar el sistema pSUPER RNAi (veure

materials i métodes).
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p19 H-Ras
recombinant

ERK 1/2

PSUPER  RNAi p19

p-ERK1
-
p-SAPK/JNK
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Fig. 28: Activacié de ERK1/2 mitjancant la sobreexpressio de p19. A) Western Blot detectant la fosforilacié de
ERKI1 en extractes cel-lulars totals de céllules HeLa transfectades transitoriament amb els vectors pRKS, pRKS5-
p19 i pRKS-p19mut. Els extractes proteics es van obtenir en tres experiments independents. Es va utilitzar la
GAPDH com a control intern. B) Western Blot amb anticossos anti-p-ERK1/2, anti-p-JNK i anti-pl9 sobre
extractes proteics de cél-lules HeLa on préviament hem silenciat p19 H-Ras, en dos experiments independents.

2. pl19 indueix activitat telomerasa 1 regula el

checkpoint G1/S

Una altra de les proteines que vam trobar en 1’escombrat de la Ilibreria de llevat
(Guil et al. 2003a) fou I’extrem C-terminal de la proteina p73a, homologa de la proteina
p53 supressora de tumors. I recentment s’ha descrit la interaccié de p19 H-Ras amb una
altra de les isoformes de p73, la proteina p73p, tot inhibint la repressio de la transcripcio
de p73B mitjangada per MDM2, una oncoproteina que es sobreexpressa en molts cancers
humans (Jeong et al. 2006). Totes aquestes interaccions van ser validades préviament
mitjancant co-immunoprecipitacid. Seguint la linia dels resultats preliminars obtinguts,
vam voler comprovar la interaccioé de pl19 i p21 amb p73a i p73p mitjancant assaigs de

doble-hibrid en llevat. Vam utilitzar I’extrem C-terminal de les dues isoformes (la
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nomenclatura emprada és C-t p73a, que compren els nucleotids 1441-1912, 1 C-t p73p,
que va des del nucleotid 1441 fins als nucleotids del codo de stop), ja que son les regions
que contenen la zona d’unié a proteines. Com es pot observar a la figura 29A, p19
s’uneix tan a p73a com a p73P, perd no observem interaccid d’aquestes dues proteines
amb p21. Aquests resultats ens porten a pensar que la interaccié de p19 amb p73 és
especifica i que la zona d’uni6 a p19 es troba en la seqiiéncia que comparteixen p73a i
p73P (figura 30B). En concordanca amb les dades obtingudes, p19 no interacciona amb
p53 (figura 30C), ja que no té la seqiiencia comuna amb p73a/B. En aquest cas també
vam realitzar assaigs amb els mutants abans testats (figura 29) observant que la
interaccid de pl19 i p73 es veia truncada en el cas del mutant W164A, una altra mostra
més de la possibilitat de que p19mut sigui un dominant negatiu. Per altra banda, podem
observar com el mutant SI7N tampoc interaccionava amb p73, mentre que en el cas de

RACKI1 mutant no afectava a la interaccio.
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Fig. 29: Assaig de doble-hibrid en llevat per estudiar la uni6 dels mutants de p19 amb p73c. S’han utilitzat
medis selectius per a llevat: DDO (-Leu/-Trp) i QDO (-Leu/-Trp/-His/-Ade). La soca utilitzada ha estat la AH109
expressant el GAL4 DNA BD (vector pGBKT?7) clonat als mutants de p19, fusionada amb la Y187 expressant GAL4
AD (vector pGADT?7) clonat a p73a. El control positiu és la interaccido pl9wt X p73a, i el control negatiu és la
interaccié p21 X p73a.
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Fig.30: Interaccio de p19
H-Ras amb p73. A)
Assaig de doble-hibrid en
p73¢ C-ter = = llevat per estudiar la unié
de p19 i p21 H-Ras amb
I’extrem C-terminal de
p73a/B. pl9 i p21 s’han
clonat en el vector
pGBKT7, i I’extrem C-
terminal de p73a/p en el
vector pGADT7. El vector
pGADT7-p730. conté els
nucleotids de I’extrem C-
B terminal 1441-1912, i el
vector pGADT7-p73p
5' 1441 TGCACTCCGCCACCCCCCTACCACGCCGACCCCAGCCTCGTCAGTTTTTTAA__ CAGGAp73a 3 conté els nucleotids 1441-

(e v 1 1457. El creixement en

5' 1441 TGCACTCCGCCACCCCCCTACCACGCCGACCCCAGCCTCGTCAGGACCTGGGGGCCCTGA p73b 3 medi QDO indica

interaccio entre les dues
CTPPPPYHADPSLYV proteines. B) Comparacio

de la seqiiéncia
C nucleotidica entre p73a i
p73B. C) Assaig de doble-

p hibrid en llevat per
p19 H-Ras comparar la uni6 de p73 i
i . de p53 apl9 H-Ras.

També vam realitzar assaigs de microscopia en cel-lules Hela, observant la

col-localitzaci6 de les dues proteines dins el nucli (figura 31).

Fig. 31: p19 H-Ras i p73a col'localitzen al nucli. Collocalitzacié de p19 i p73a en c¢l-lules HeLa sobreexpressant
ambdues proteines. La deteccié es va realitzar mitjancant IF amb anticossos especifics contra conill i ratoli,
respectivament. Els anticossos secundaris sén Alexa Fluor® 488 F(ab')2 contra conill (p19), o Alexa Fluor® 555
F(ab")2 contra ratoli (p73a). Les imatges MERGE mostren la col-localitzaci6 dels dos anticossos secundaris.
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Les evideéncies en els ultims anys han mostrat que p73 pot compartir algunes
funcions amb p53, pero d’altres no. A més a més, no totes les isoformes de p73 tenen la
mateixa funcié cel-lular (Marabese et al. 2007). Per exemple, p73a és un potent
inhibidor de la telomerasa, mentre que p73p ajuda a mantenir I’activitat telomerasa a
través de 1’activacido per HDM2 o altres dianes (Toh et al. 2005). Degut a que p19
s’uneix a ambdues molecules, es va intentar quantificar ’activitat telomerasa en
cel-lules HeLa sota I’efecte de la sobreexpressio de pl9 o p19mut per tal d’esbrinar
I’efecte de la interaccio p73/p19. Per fer-ho es va utilitzar un kit que combina el
protocol TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) amb la deteccid no-
radioactiva dels productes generats per PCR (ELISA). Tal i com es pot observar a la
figura 32A, vam detectar un increment de I’activitat telomerasa enzimatica en c¢l-lules
amb un alt nivell de p19, resultat que es veia disminuit si la proteina sobreexpressada
era la mutada. Aquestes dades ens indiquen que p19, segurament a través de la unio a

diferents isoformes de p73, és un activador de la telomerasa.

Per a confirmar aquest efecte, vam procedir a quantificar I’activitat telomerasa
de cel-lules HeLa sobreexpressant p19 H-Ras on préviament haviem silenciat la proteina
p73 mitjancant un siRNA diana especific d’aquesta molécula (p73 siRNA (h), Santa
Cruz Biotechnology, Inc.). Les cél-lules HeLa primer es van transfectar amb siRNA p73
durant dos dies en condicions de cultiu cel-lular normals, 1 després es van transfectar
amb els vectors pRK5 o pRKS5-P19. Després de 24 hores, es van recollir i es va analitzar
I’activitat telomerasa dels extractes. Els resultats obtinguts ens indiquen clarament que
p19 regula l’activitat telomerasa a través de p73, ja que ’activitat telomerasa disminueix

quan silenciem un 50% p73 (figura 32B).

L’enzim telomerasa es troba estrictament regulat durant el cicle cel-lular
(Brunori et al. 2005; Zhu et al. 1996), per tant vam voler constatar quins estadis del
cicle cel-lular podien veure’s modificats per la sobreexpressio de pl19. Per fer-ho, vam
utilitzar la técnica de la citometria de flux, la qual ens permetia separar les cél-lules que
sobreexpressaven la pl19 (aquesta estava conjugada a la molécula fluorescent GFP) i
analitzar-ne I’estadi cel-lular mitjancant la quantificacié del DNA. Com es pot observar
la figura 33, la sobreexpressio de pl9 incrementa un 25% el percentatge de cél-lules en

G1, a més de mantenir les cél-lules en aquest estadi durant més temps. De fet, s’ha
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Fig. 32: p19 H-Ras incrementa P’activitat telomerasa mitjancant p73. A) Assaig d’activitat telomerasa en c¢l-lules
HeLa sobreexpressant de forma transient pl9, pl9mut o el vector sol. L’activitat telomerasa es mostra en unitats
arbitraries, les quals son directament proporcionals als valors d'absorbancia de 1’assaig ELISA obtinguts amb un
substrat de la peroxidasa (3,3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina) a 450 nm. El valors del tractament amb el vector sol s’ha
fixat en 0.5 i s’ha considerat com a activitat basal de telomerasa. S’ha dut a terme tres experiments independents per
triplicat (n=3, t-test * p<0.001, ** p<0.001), aixi com analisis de Western Blot amb Ac anti-p73 i GAPDH com a
control intern. B) Assaig d’activitat telomerasa en de cél-lules HeLa sobreexpressant pl9 H-Ras on préviament hem
silenciat la proteina p73, en comparacio a cél-lules transfectades transitoriament amb el vector sol, el vector codificant
per pl19 o els siRNA per a p73. L’activitat telomerasa es mostra en unitats arbitraries, les quals son directament
proporcionals als valors d'absorbancia de ’assaig ELISA obtinguts amb un substrat de la peroxidasa (3,3°, 5, 5’-
tetrametilbenzidina) a 450 nm. El valors del tractament amb el vector sol s’ha fixat en 0,5 i s’ha considerat com a
activitat basal de telomerasa. S’ha dut a terme tres experiments independents per triplicat (n=3, t-test * p<0.001; **
p<0,05 degut a una certa variabilitat en les dobles transfeccions i en I’eficiéncia de la RNAI ), aixi com analisis en
Western Blot. Mitjanes dels valors de quantificacié respecte la GAPDH mitjangant el programa Multi Gauge V3.0:
pRK5=3,8; p19=3,66; siRNA p73=1,83; pl9/siRNA p73=1,6.

descrit que el retard en la transici6 de la fase G1 a la fase S es correlaciona amb un
augment de I’activitat telomerasa (Zhu et al. 1996), 1 recentment s’ha publicat que ERK
activat també regula el retard G1/S (Villanueva et al. 2007), aspecte que concorda amb
els nostres resultats anteriors. Si aquestes dades les afegim a les ja donades, podriem
concloure que la proteina p19 té un paper important en la regulacié del pas de G1 a S,

tot induint un retard en la progressio del cicle cel-lular.

Per a corroborar aquests resultats vam analitzar alguns marcadors moleculars de
cicle cel-lular, com FoxOl o p27kip1, mitjangant analisis de Western Blot en cél-lules

HeLa sobreexpressant p19 H-Ras o el seu mutant. Els membres de la familia de factors
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de transcripci6 FKHR (FoxO) actuen com a supressors de tumors induint la parada del
cicle cel-lular (Arden 2004), i son regulats negativament per la cinasa PI3K, ja que
aquesta promou la seva exclusié nuclear. A més a més, aquesta regulacido negativa es
dona mitjancant la fosforilacio per part de la serina/treonina cinasa Akt/PKB (Burgering
et al. 2002). També s’ha descrit que I’increment en 1’expressié dels membres FoxO
dona lloc a una activacio de p27°"', un inhibidor de cicle cel-lular. Tal com esperavem,
els nostres assaigs ens van mostrar un increment de proteina FoxO total en cél-lules amb
un alt nivell de p19 (figura 34), tot i que no vam poder observar un canvi en I’expressio

de p27kipl (resultats no mostrats).
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Fig. 33: p19 H-Ras incrementa el percentatge de cél-lules en G1 i retarda la transicié G1/S. Analisi del cicle
cel-lular mitjangant FACS (Fluorescent-Activated Cell Sorting) en cél-lules HeLa sobreexpressant p19 amb el vector
pEGFP-p19. Les c¢l-lules GFP — es corresponen a les cel-lules no transfectades, i per tant les que no sobreexpressen
p19 (control negatiu). El perfil de cél-lules transfectades amb GFP sola és idéntic al de les cel-lules GFP. Els
coeficients de varianga son: p19=7,23; control negatiu=38,8.
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Fig. 34: p19 H-Ras provoca un increment dels nivells de FoxO1 cel-lulars. Western Blot detectant la proteina
FoxOl total en extractes cel-lulars totals de cél-lules HelLa transfectades transitoriament amb els vectors pRKS,
pRKS5-p19 i pRKS5-p19mut. Els extractes proteics es van obtenir en tres experiments independents. Es va utilitzar la
GAPDH com a control intern. Mitjanes dels valors de quantificaci6 respecte la GAPDH mitjangant el programa Multi
Gauge V3.0: pRK5=2,12; p19=4,23.

Al llarg del nostre treball experimental ja haviem pogut observar que la
sobreexpressio de pl9 no provocava apoptosi, almenys de forma evident. De totes
maneres, vam voler comprovar les nostres impressions mitjancant la tincié de cél-lules
HeLa transfectades amb el vector pRK5-p19 i pRK5-p19W164A amb Anexina V
conugada a FITC i IP, i efectivament no vam observar un index més alt d’apoptosi

respecte el control (figura 35).
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Fig. 35: La sobreexpressio de p19 H-Ras no provoca apoptosi. Assaig d’apoptosi en cél-lules HeLa transfectades
amb els vectors pRKS, pRK5-p19, pRK5-pI19WI164A i ceéllules HeLa tractades amb Etoposide 100 uM (control
positiu d’apoptosi). En els histogrames es pot observar les cel-lules apoptotiques primerenques (R6), apoptotiques
(R7), normals (R8) i necrotiques (R9). S'ha utilitzat la tinci6 amb Annexina V-FITC i Iodur de Propidi (IP). Les
cél'lules s'han analitzat en un aparell Epics XL flow cytometer (Coulter Corporation, Miami, Florida, USA).
L'excitacio de la mostra es va dur a terme amb un laser d'argé estandard de 15 mW a 488 nm. Al costat es mostra els

percentatges de cél-lules en cada estadi.
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3. p19 regula el creixement cel-lular i ’expressio de

gens metastatics

Per dur a terme una avaluacié més complerta de la funcié de p19 H-Ras, vam
analitzar I’expressio diferencial de 22.000 gens humans en c¢l-lules HeLa préviament
transfectades amb el vector de sobreexpressio de la proteina pl9 (pRKS5-pl19), i els
resultats foren validats comparant-los amb els de cél-lules sobreexpressant el seu
homoleg mutant (p19W164A). En els dos assaigs es va considerar que 1’expressio basal
dels cDNA de cél‘lules transfectades amb el vector buit era 1 (N.C.=1)(Nivell de Canvi)
(figura 36). La quantificacio de la resposta transcripcional de cél-lules HeLa amb un alt
nivell de p19 comparada a la de cel-lules sobreexpressant el mutant p19mut ha servit per
analitzar un analisi funcional dels gens expressats diferencialment. La taula 3 mostra els
resultats en forma de N.C. i s’han considerat com a gens significatius aquells amb una

expressio diferencial >1.5.

5 53
- & 5.1 sobreexpressio

2 3 49
p19 p19mut = = 47
E E 45
43
KIR2DS1 41
SLIT3 3,9
PCSK6 7
35
TRIM66 33
HSPA1L 81

HES4 29 Fig. 36: Valors d’expressié6 génica en

27 cél-lules HeLa sobreexpressant pl19 o

MARVELD2 25 p19mut. Les columnes corresponen a les

GJA12 28 condicions  experimentals, i  cada

21 tractament es va analitzar per triplicat. Les

crsz 1.9 dues ultimes columnes corresponen a la
IFI127 1; mitjana dels valors de les mostres. A la
RPRM s dreta_ es mostra _el. rang d’egpre{ssi(’)
SRC _1'7 relativa, el verd indica repressio i el

19 vermell  activaci6. Les dades del

RAB3GAP 21 microarray s’han dipositat en el banc de
ATF3 23 dades , _ _
HIST2H2AA 25 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/
27 amb el nimero d’accés GSE12059
TRIB3 29
JUN 3.1
33
IFIT2 35
HIST1H2AD 3,7
HIST1H2AE o
TXNIP 4,3
HIST1H4H 45
47
49
5,1
5,3 repressio
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KIR2DSH NM_014512 killer cell immunoglobulin-like receptor 2,63 0,38 6,2 1,3 4,8
SLIT3 NM_003062  slit homolog 3 (Drosophila) 2,29 0,80 4,9 1,7 2,8 (RT)
PCSK6/PACE4 NM_002570 proprotein convertase subtilisin/kexin 2,05 1,10 4.1 2,1 2,0
type 6
TRIM66/TIFID ~ AB002296 mRNA KIAA1298 protein 1,6 0,50 3,0 1,4 2,2
HES4 NM_021170 hairy and endhancer of split 4 0,98 0,24 2,0 1,2 1,7
(Drosophila)
MARVELD2/TRIC NM_144724 MARVEL domain containing 2 0,53 1,2 1,4 2,3 1,6
CTSZ/CTSX NM_001336 cathepsin Z -1,23 0,56 -2,3 1,5 -3,5
IFI27 NM_005532 interferon, alpha-inducible protein 27 -0,97 -0,43 -2 -1,34 -1,5
RPRM NM_019845 reprimo, TP53 dependant G2 arrest -0,71 0,15 -1,6 1,1 -1,8
mediator candidate
SRC NM_005417 v-src sarcoma (Schmidt-Rupin A-2) -0,65 0,09 -1,6 1 -1,7 (WB)
viral oncogene homolog (avian)
RAB3GAP1 NM_012233 RAB3 GTPase-activating protein -0,64 0,02 -1,5 1,02 -1,6
ATF3 NM_004024 activating transcription factor 3 0,14 -1,24 1,1 2,4 -2,6
TRIB3/SINK  NM_021158  tribbles homolog 3 (Drosophila) -0,47 -1,1 -1,4 -2,1 -1,5
JUN NM_002228 v-jun sarcoma virus 17 oncogene 0,49 -1 1,4 -2 -2,8 (WB)
homolog (avian)
IFIT2 NM_001547 interferon-induced protein with -0,01 -1 -1 -2 -2
tetratricopeptide repeats 2
TXNIP/VDUP1  NM_006472 thioredoxin interacting protein 0,01 -0,82 1 -1,8 -1,8
HIST2H2AA NM_003516 histone 2, H2aa 0,47 -1,21 1,4 -2,3 -3,2
HISTIH2AD ~ NM_021065 histone 1, H2ad 0,35 -0.9 1.3 1.9 2,4
HISTIHDAE ~ NM_021052 histone 1, H2ae 0,36 0.9 1 1.8 23
HIST1H4H NM_003543 histone 1, H4h 0,62 -0,73 1,53 1,7 2,53

Taula 3: Resum dels gens amb una expressié diferencial més significatius. Log, ¢és el valor log, del nivell de
canvi en l'expressio del gen del tractament pRKS-p19 comparat primer amb el vector buit pRKS, i després amb el
tractament pRK5-p19mut en l'array de ESTs."Log, és el valor log, del nivell de canvi en I'expressié del gen del
tractament pRK5-p19mut comparat primer amb el vector buit pRKS, i després amb el tractament pRK5-p19 en l'array
de ESTs. RT indica confirmaci6 mitjangant PCR en Temps Real. WB indica confirmacié mitjangant Western Blot.

En primer lloc, observem que p19 indueix la transcripcio del gen Slit3 unes 2.8
vegades respecte les cél-lules control. Aquesta activacio es va revalidar mitjangant PCR
en temps real utilitzant encebadors especifics dissenyats amb el programa
PrimerExpress 2.0. (la seqiiencia dels oligos, aixi com la longitud del fragment
amplificat, es troben detallats en la taula 9 d’aquesta memoria). Com a gen control
s’utilitza el gen de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH). Els resultats

obtinguts ens mostraren un increment de 5 vegades quan sobreexpressem pl9, mentre
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que aquest increment es veia reduit en el cas de la sobreexpressio de pl19mut (observem
només un increment de 3.8 vegades). Slit3 fou un dels primers gens utilitzats a I’hora
d’estudiar el fenomen de I’splicing (Berget et al. 1977; Chow et al. 1977; Sharp 1994) i
fa poc s’ha vist que €és una proteina reguladora de la motilitat cel-lular a través de
I’activacio de la via Rac/Cdc42, la qual inclou un intercanvi GTP/GDP (Tanno et al.
2007), tot enllacant Slit3 en els processos de patogénesi del cancer (del Peso et al.

1997).

Un altre gen que es veu afectat per la regulacié de p19 H-Ras és c¢-Sre, ja que
s’expressa uns 1.7 cops menys en preséncia d’alts nivells de p19. Aquests resultats els
vam validar mitjancant analisis de Western Blot (figura 37A). La tirosina-cinasa Src
participa en un ampli ventall de vies de senyalitzacid que controlen la proliferacio,
diferenciacio, adhesio i superviveéncia cel-lular (Abram et al. 2000), per tant la seva
desregulacié dona lloc a processos oncogenics. Es coneix que c-Src és una de les
proteines d’uni6 a RACKI, proteina que inhibeix [’activitat cinasa de c-Src
(Mamidipudi et al. 2004). A més a més, 1’observacio en els nostres assaigs de I’augment
de la forma inactiva de Src (fosforilada en el residu Tyr527) quan sobreexpressem p19
(figura 37A) ens corrobora I’efecte de RACKI sobre aquesta activitat cinasa. En aquest
cas, pero, el mutant també presenta un index més elevat de p-Src (Tyr527), tot i que la

relacio de proteina fosforilada respecte Src total és més baixa.

Fig. 37: Comprovacio6 dels resultats
de I'array mitjancant Western Blot.
A) Repressio de la proteina Src
durant sota la sobreexpressio de

p19 H-Ras. Analisi en Western Blot PRKS p19 p19 mut

on es detecta la proteina Src total i la

seva forma fosforilada (inactiva) en b Qi S —— - T0N
extractes proteics de cel-lules HeLa

transfectades transitoriament amb els — o ADDL
vectors pRKS, pRK5-pl9 i pRKS- -,

p19mut. Els extractes foren obtinguts
en 3 experiments independents.
Mitjanes dels valors de quantificacio
respecte la GAPDH mitjangant el
programa Multi Gauge V3.0. Src:

— e w—— - ‘_ p-Src (Tyr527)

--“-_‘-1 GAPDH

pRKS5=3,25; p19=1,16; pl9mut= 1,9; B

p-Src: pRK5=1,59; pl9=2,22;

pl9mut=2,36 B) Induccié de la PRKS p19 p19 mut

proteina Jun sota la sobreexpressié —

de p19 H-Ras. Analisi en Western — - h‘ c-Jun

Blot on es detecta la proteina Jun total

en extractes proteics de cel-lules HeLa —— — -.-1‘ GAPDH
transfectades transitoriament amb els il

vectors pRKS, pRKS5-pl9 i pRKS- - p19 H-Ras
pl19mut. Els extractes foren obtinguts “‘#- recombinant

en 2 experiments independents. En
ambdos casos, es va detectar la
proteina  GAPDH com a control
intern.
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En el nostre analisi de la resposta transcripcional del gen c-H-ras sota I’estimul
de p19 o p19mut vam poder identificar dos grups de gens relacionats funcionalment: 1)
proteines estructurals de la cromatina, i 2) proteines que pertanyen i/o regulen el
complex de transcripcid AP-1, com seria el cas de c-Jun, ATF3, TRIB3, i TXNIP. Dins
del primer grup, cal remarcar que molts dels gens codificants d’histones inhibits per
p19mut pertanyen al mateix cluster (locus 6p21.3), suggerint una regulacié coordinada a
nivell de transcripci6. En el cas del complex AP-1, el gen ATF3 codifica per un
membre de la familia de factors activadors de la transcripci6/cAMP depenents
(ATF/CREB) i ¢és induit per diferents situacions d’estrés fisiologic (Liang et al. 1996).
Quan sobreexpressem pl9mut observem una davallada de 2.6 vegades respecte el
control, mentre que no veiem cap canvi en el cas de la sobreexpressido de p19 (aquesta
davallada també fou confirmada per PCR en temps real, obtenint una bona concordanca

entre els resultats).

Una de les observacions més remarcables €s la inhibicio de e-Jun (amb un
valors de -2.8) provocada per la sobreexpressid de pl9mut. Préviament el grup del
doctor Lopez-Bergami havia demostrat que 1’activacié de c-Jun esta regulada per
RACKI a través de la seva uni6 al complex RACK1-JNK (Lopez-Bergami et al. 2005).
Al validar el nostre resultat mitjangant Western Blot, observem que la sobreexpressio de
p19 incrementa els nivells proteics de c-Jun pero en canvi p19mut disminueix els nivells
de c-Jun per sota del nivell basal (figura 37B). Tal com haviem comentat anteriorment,
no hem observat un increment de Jun ni JNK fosforilats en cé¢l-lules HeLa
sobreexpressant pl9, dada que ens indica que la preséncia d’alts nivells de c-Jun
cel-lulars no s’ha de correlacionar forcosament amb una activacioé d’aquesta. De fet s’ha
descrit la sobreexpressio del gen c-Jun sense un increment de la proteina fosforilada en
cel-lules tumorals de pacients amb limfoma de Hodgkin (Mathas et al. 2002) i amb

leucemia mieloide aguda (Rangatia et al. 2003).
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4. pl19 regula ’expressio especifica de miRNAs

L’analisi de la resposta transcripcional de cél-lules HeLa sota la sobreexpressio
de p19 ens va portar a creure que pl9 podia regular I’expressio d’altres gens de forma
indirecta. La llista d’estudis que demostren que els miRNAs tenen un paper critic en la
iniciacid i progressio del cancer augmenta cada dia, i s’ha vist que molts miRNAs
mostren un patro d’expressio alterat en processos cancerigens (Voorhoeve et al. 2006).
Aquesta observacio fa dels miRNAs uns candidats forca “atractius” com a reguladors
post-transcripcionals de grups de gens. Com a exemple trobem el cas de la familia de
miRNAs let-7, els quals tenen com a diana els oncogeéns Ras en cancers de fetge, o el
cas de miR-15a i miR-16-1, els quals regulen Bcl2 en leucémies limfoides croniques

(Negrini et al. 2008).

Per tant vam decidir analitzar I’expressio diferencial de miRNAs en col-laboraci6
amb el grup del doctor George Adrian Calin (Liu et al. 2004). En aquest cas també vam
decidir comparar els resultats obtinguts amb la sobreexpressio de p19 respecte el mutant
(sempre validant-los respecte el control, el vector buit). Les dades del microarray s’han
dipositat en el Microarray Bank www.ebi.ac.uk amb el niimero d’accés E-TABM-494.
Concretament, en cél-lules amb un alt nivell de p19 vam observar un increment en
I’expressio dels segiients miRNAs: miR-342, miR-206, miR-330, miR-138 1 miR-99b

(taula 4), i molts d’ells tenien com a possibles dianes varis factors de splicing.

hsa-miR- 4.98 BCL2L1, BCL2L2, CSK, FOSB, IBRDC2, MAP3K7IP2, RAP2B, RASA1, RASSF1, SF4,
342 (*2.40) SLA

hsa-miR- 3.37 ARHGAP21,CDK6, CDK9, DDX5, FOSB, JUND, MAP3K3, MET, MTSS1, RASA1, SFRS1,
206 (*1.00) SFRS10, SFRS3, SFRS3. SFRS7, SFRS9,SFS7

MMU-miB- 207 CDC42, CDK11, DICER1, E2F1, GAS7, MAP2K1, PIK3R1, PRKCA/PKCa,

PRKCB1/PKCB 1, PRKCE/PKCt , SFRS1, SFRS10, SFRS2, SFRS7, SFRS8, SFRS9,

330 (1.00) gy TRK4, SNRPD3

mmu-miR-  2.61  AIFM2, CCND3, CCNE1, DDX3X, MAP2K7, TCTP, MAPK4, MYBBP1A, TP53BP2,
138 (*1.60)  TP53INP1, TP53INP2, TP73L/p63

hsa-miR- 2.18
o by MYCBPZ RalGPS1A

Taula 4: miRNAs regulats quan sobreexpressem p19 H-Ras. (¥) indica el valor obtingut en les mostres pl9mut.
Els gens diana estan descrits en http://microrna.sanger.ac.uk/sequences utilitzant els programes MIRANDA,
TARGETSCAN i PICTAR-VERT.
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Tanmateix ens va sorprendre la resposta quan sobreexpressem el mutant, ja que

aquest indueix 1’expressié de 21 miRNAs que no es veuen alterats en el cas de pl19:
miR-145, miR-377, miR-294, miR-373*, miR-302, miR-196b, miR-185, miR-342, miR-
213, miR-147, miR-219, miR-361, miR-449, miR-32, miR-16, miR-138, miR-383, miR-
30c, miR-331 i miR-122a (taula 5).

Nivell
miRNA de Gens diana per aquest miRNA
[o7:1,\]
m’l_’;e’f‘}‘;( s 480  CDK6, MAP3K7IP3, BCL11B,RAB15, RAP2B, MDM1
mm- 390 ARHGAP21,, BCL2L1,, H3F3A, HRAS, MADD, MAP4K5, MARK3, PPARA, PRKCA, PRKCM,
miR-377 RAB1A, RABGAP1, RAP2A, RHOBTB2, SFRS1, TP73L
mmu-
im0y 360 MLLT6, PAK7

hsa-miR- 350  ARHGEF10, ARHGEF18, ARHGEF5, ARID4B, BCL2L11, BMF, CCND2, CDK11, DDX3X,
373* DHX40, FAIM, H3F3A, MAP3K11, MAPK13, MAPK9, MARK1, MARK4, MYST3, PIK3CA,
PRKCB1, RAB11A, RAB22A, RAB6A, RAB7, RABGAP1, RASSF2, RBBP7, RGL1, SLITRK3,
TP53INP1, TXNIP

mmu- 280  BCL2L11, E2F2, MAP3K14, MAP3K2, MARK4, PIK3CA, PRKCB1, RAB11A, RAB14, RAB22A,
miR-302 RAB6A, RABGAP1, RALGDS, RAPH1, RASSF2, SLITRK3, SUV39H1, TP53INP1, TXNIP
ml.’;’_”;;‘% 250  DICER1, GAS7, MAP4K3, NRAS, RAB2L, RAB39B, RASSF3
hsa-miR- 240  ARHGEF1, ARHGEF4, ARHGEF6, BAK1, BMF, CASP14, CDC42, CTSK, DDX6, EPHB2,

185 HDAC4, HDACS5, JUND, MADD, PPARA, RAB14, RAB15, RAB35, RAB37, RAB7, RHOA,

RHOG, RHOQ, RHOT1, RSU1, SF1, SFRS3, TBRG4

hsa-miR- . FOSB, CDK6, FOXK2, E2F3, SRF, MAP3K1, MDM1, MYCBP, FOXP1, CDKG,

342 : MAP3K7IP3
hsa-miR-

213 2.30 SFRS1, TFAP2B

”S‘;";’;"R' 200  RAB6B, MAP3K7IP3

hsa-miR-
219 2.00 FOXJ3

hs‘g'g"l"R' 2.00 BCLAF1, ERG, SP1, YWHAB
m’l_’;e’f‘;‘;( 9 1.80  NOTCH1, DDX17, ARHGAP26, E2F3, CCNE2, RAB43, RRAS, FOXP1
m”;}’;‘_’gz 1.80  BCL11A, RAB14, DDX3Y, BCL11B, BCL2L 11, MAP2K4, MAP3K1
- 1.70  PTEN, KRAS, MAP2K4, RABGAP1L, CDC42SE2, MDM1, MAP3K7, MAP4K3,PRKCQ, RAB1A,
miR-136 CAPRIN1, CDK6,PARP16, MAP3K7IP3
- 1.70  FOXP4, MYB, MAPKAPK3, FOXP1
miR-138
mmu-
o 1.70  RAPH1
’“”3‘ (;';‘R‘ 1.70  PRKACB, MAP3K7IP3, RASSF2, RAB15
mmu-
331 1.60  KSR1, MAP2K7
hsa-miR-

1224 1.60 MAP3K12, CCNG1, MAP3K2, DICER1

Taula 5: miRNAs regulats quan sobreexpressem p19mut.

Ens va interessar especialment 1’alteracio de 1’expressi6 de miR-206, ja que
recentment el grup del Dr. Massagué ha observat una forta inhibici6 transcripcional
d’aquest en varies linies humanes de cél-lules metastatiques, i ha demostrat I’habilitat de

suprimir la metastasi de varis organs en casos de cancer de pit tot restablint la seva
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expressio (Tavazoie et al. 2008). Aixi doncs vam procedir a analitzar el cicle cel-lular de

cel-lules HeLa amb una expressi6 reduida de miR-206, conjuntament amb la

sobreexpressio de la proteina p19. Per fer-ho vam realitzar transfeccions transitories de

cel-lules HeLa utilitzant els vectors pEGFP-p19 i pSUPER-anti-miR-206.
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Fig.38: El silenciament del miRNA 206 inhibeix la
parada en G1 provocada per la sobreexpressio de
P19 H-Ras. Analisi del cicle cel-lular mitjangant FACS
(Fluorescent-Activated Cell Sorting) en c¢l-lules HeLa
sobreexpressant p19 amb el vector pEGFP-p19 (panell
A), silenciant el miRNA 206 transfectant el vector
pSUPER gfp+neo anti-miR-206 (panell B), transfectant
els dos vectors junts (panell C) i transfectant el vector
buit (panell D). En el panell E es mostra els
percentatges de c¢llules en cada estadi del cicle
cel-lular. Els half-cv son:p19=8,0; anti-miR-206=5,8;
anti-miR-206/p19=5,9; control negatiu=5,2.
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Tal com esperavem, la inhibici6 de miR-206 suprimeix la capacitat de pl19
d’incrementar el percentatge de cel-lules en G1, dada que ens suggereix que p19 regula
la transicio de G1 a S mitjancant miR-206 (figura 38). L’increment del miR-206 sota la
sobreexpressio de pl9 s’ha comprovat mitjangant assaigs de PCR en Temps Real,
observant un increment de 2 cops en els nivells de miR-206 quan sobreexpressem p19

H-Ras.

5. Efecte sobre I’index de splicing del gen c-H-ras

Anteriorment hem esmentat que varis dels miRNAs que veien incrementada la
seva expressio en preséncia de p19 podrien regular el procés de splicing, ja que entre les
dianes d’aquests miRNAs trobem diferents factors de splicing com algunes proteines
SR, la proteina SF4 o la p68 RNA helicasa (DDXS5). Per altra banda, el nostre grup
havia realitzat una estimacio de la rellevancia del splicing alternatiu de c-H-ras en la
seva expressio, tot quantificant I’abundancia de les dues isoformes de c-H-ras en
sistemes 1 teixits cel-lulars diferents (Guil e al. 2003a), i vam procedir a investigar si els

mateixos productes del gen c-H-ras podien regular el seu propi splicing.

Les proteines SR pertanyen a una familia ben caracteritzada de proteines
involucrades en el procés de splicing constitutiu i alternatiu (Fu 1995; Tacke et al
1999). El seu mecanisme d’acci6 implica la unidé d’algunes seqiiéncies de RNA
(normalment encebadors exonics) a través dels seus motius de reconeixement de RNA i
del reclutament d’altres factors de splicing, tot estimulant 1’eficiéncia de splicing de
llocs adjacents SS débils (Achsel et al. 1996; Gallego et al. 1997; Hertel et al. 1998;
Sun et al. 1993). A més a més, les proteines SR també poden actuar de forma
independent a la uni6 a RNA, tot promovent 1’ancoratge de factors generals de splicing
en la xarxa d’interaccions proteina-proteina que formen part del spliceosome madur
(Blencowe et al. 1998), i el nostre grup havia descrit que les proteines SR (SFRs)
estimulen la inclusié de 1’ex6 alternatiu IDX i, conseqiientment, 1’expressi6 de p19
(Guil et al. 2003b). Estudis més recents han ampliat la informaci6 que teniem del procés

de regulacid del splicing alternatiu del gen c-H-ras tot evidenciant com la proteina p68
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RNA helicasa (DDXS) inhibeix I’expressio de p19 i redueix la inclusio, mentre que
altres factors com SC-35 (SFRS2) i SRp40 (SFRSS5) activen considerablement la
inclusi6 de IDX in vivo (Guil et al. 2003b). La proteina p68 RNA helicasa forma part
d’una gran familia de proteines altament conservades, anomenades DExH/D box of
putative RNA helicases, la funci6 principal de les quals €s separar les dobles cadenes de
RNA. En concret, s’ha vist que p68 RNA helicasa és essencial per al splicing del pre-
mRNA in-vitro (Liu 2002).

Mitjancant les bases de dades MIRANDA, TARGETSCAN i PICTAR-VERT
direccionades a http://microsarna.sanger.ac.uk/sequences, vam identificar les possibles
dianes dels miRNAs estudiats. Entre d’altres, SC-35 i altres proteines SR com UsnRNP
son diana de mmu-miR-330; SF4 és diana de hsa-miR-342, i la proteina p68 RNA
helicasa és diana de hsa-miR-206 (taules 13 i 14 annexos). Amb 1’objectiu de provar si
la sobreexpressio de pl9 afectava el propi splicing alternatiu del gen H-ras, vam
dissenyar un experiment de PCR en Temps Real per quantificar la relacié de copies de
mRNA p21 respecte el de H-Ras endogen total. Per fer-ho vam emprar dues sondes
TagMan dirigides contra la frontera dels exons E4A-E4B del gen c-H-ras (per a detectar
les copies de mRNA H-Ras endogen totals) i contra la frontera dels exons E3-E4A (per
a detectar les copies de mRNA p21), i s’utilitzaren cel-lules HeLa sobreexpressant p19

de forma transitoria (figura 39).

p19 H-Ras
endogena

E4A | E4B |

E4A-E4B

p21 H-Ras

E4B | N
endogena

E3-E4A E4A-E4B

Q p19 H-Ras
[ DX ]
sobreexpressada

E3-IDX

QI p21 H-Ras
sobreexpressada

[ EaA

E3-E4A

Fig. 39: Esquema de les sondes TagMan utilitzades en 1'experiment de PCR en Temps Real per a determinar els
nivells de mRNA p19 i p21 endogens, i de l'expressiéo de mRNA H-Ras total. E3-IDX, E3-E4A i E3-E4B reconeixen
els mRNAs p19 H-Ras endogen, p21 H-Ras endogen i ambdos, respectivament. Les sondes E3-E4A i E4A-E4B es
van utilitzar en els assajos sobreexpressant pl19, i les sondes E3-IDX i E4A-E4B en els assajos sobreexpressant el
mutant p21Q61L.
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Com es pot observar a la figura 40A, la sobreexpressio de pl19 incrementa els
nivells de missatger H-Ras total i de p21 endogens unes 7,25 i 5,4 vegades
respectivament, mentre que quan sobreexpressem el mutant aquesta activacio
desapareix, tot retornant als nivells basals d’expressi6. Amb aquestes dades vam
calcular I’index de splicing, o el que és el mateix, el percentatge de splicing alternatiu
que dona lloc a mRNA p21 respecte el total de mRNAs generats a partir del gen c-H-ras
(E3-E4A/E4A-E4B), i vam comprovar que aquest index era menor en c¢l-lules
sobreexpressant pl9 (figura 40B), perd en canvi incrementava un 10% respecte el

control negatiu en el cas de la sobreexpressié de pl19mut.

i

E3-E4A  E4A-E4B

[ EaA E4B

Nivells de Canvi
nN w B> [6;] o ~ [oe] o

—
L

TRANSFECCIONS pRK5 p19 p19mut pRK5 p19 p19mut
H-Ras total p21 H-Ras

0-
TRANSFECCIONS pRK5 p19 p19mut

Fig. 40: p19 regula el seu propi splicing alternatiu. A) Quantificacié dels nivells de mRNA de proteina H-Ras total
(TagMan E4A-E4B) i p21 (TagMan E3-E4A) en cél-lules HeLa sobreexpressant p19 o p19mut. S’han realitzat tres
experiments independents per triplicat i s’han calculat les desviacions estandard. Els valors del tractament amb el
vector sol s’han fixat en 1. B) Percentatge de splicing alternatiu p21/H-Ras total (TagMan E3-E4A/TaqgMan E4A-
E4B). Aquest s’ha obtingut de cada experiment individual de la fig. 39A. (n=3, * p<0,07; ** p<0,08).
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Aquests resultats ens porten a la conclusié de que el mutant podria variar els
nivells de pl19:p21 regulant el splicing alternatiu del gen c-H-ras, tot afavorint
I’eficiéncia en I’eliminacié de I’ex6 IDX per donar lloc a molécules mRNA p21; en
canvi p19 actuaria directament regulant I’expressio total de H-Ras, perd no variaria de
forma significativa els nivells p19:p21, ja que aquest index es mantindria. A partir
d’aqui, també vam voler estudiar I’efecte d’un mutant de p21 H-Ras sobre I’index de
splicing del gen. El mutant p21(Q61L), present en linies cel-lulars tumorals, és un
activador constitutiu de la via de senyalitzacio Ras i esta considerat com un dels mutants
activadors de p21 més potents, ja que aquesta mutacié disminueix 1’activitat GTPasa i
incrementa 1’intercanvi GDP/GTP (Lowy et al. 1993). Aixi doncs, vam realitzar
I’experiment anterior perd aquest cop utilitzant el vector pRKS-p21(Q61L) per
transfectar cél-lules Hela, i les sondes TagMan E3-IDX (dirigida contra la frontera dels
exons E3 i IDX per a detectar les copies de mRNA p19) i E4AA-E4B. A la figura 41A es

mostren els resultats en termes relatius.
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La sobreexpressi6 de p21(Q61L) incrementa el doble I’expressio de pl9
endogena, mentre que els nivells de H-Ras totals no varien significativament. D’altra
banda, al panell B podem veure que els alts nivells de pl9 endogena son deguts a
I’increment en 1’index de splicing (%pl19/H-Ras total) en preseéncia de p21(Q61L),
resultat que ens indica que aquest mutant activador pot alterar tant 1’expressié de p19
com el splicing alternatiu del gen c-H-ras. D’aquesta manera, els resultats anteriors
semblen indicar que p19 actuaria en un mecanisme resposta per a compensar 1’activacio

permanent de p21 dins la cel-lula.

6. Regulacio de la via de senyalitzacio TSC

Fins ara, els nostres analisis mitjancant diferents tipus d’arrays ens havien
aportat una font d’informaci6 considerable basada en la resposta transcripcional del gen
c-H-ras sota diferents estimuls. Pero paral-lelament vam decidir analitzar el perfil
proteomic de cél-lules HeLa sota les mateixes condicions, les quals comportaven una
sobreexpressio transitoria de la proteina p19 H-Ras. Per fer-ho, vam realitzar un estudi
protedomic mitjancant analisis electroforétics bidimensionals amb extractes cel-lulars de
cel-lules HeLa transfectades transitoriament amb els vectors pRKS (control negatiu) o
pRKS5-p19. Vam procedir a microseqiienciar els espots corresponents a proteines amb
un patr6 diferencial respecte el control, i vam identificar quatre proteines 1’expressio de
les quals es veu incrementada en preséncia de pl9 H-Ras: TCTP (Translationally
Controlled Tumor Protein) (figura 42A), la cinasa nm23-H1 (el factor nm23 d’inhibicid
de metastasi) (figura 42B), la profilina 1 (inhibidor de la polimeritzacié de 1’actina) i
PSMB6 (unitat del proteosoma). A més a més, vam confirmar 1’abundancia de p19 en la
mostra positiva microseqiienciant 1’espot corresponent a la proteina pl9, i els seus
peptids digerits van confirmar que pertanyien a la familia H-Ras. D’altra banda, en els
analisis de Western Blot només vam poder confirmar I’activacié de TCTP (figura 43A),
mentre que en el cas de les altres proteines no vam observar diferéncies significatives

entre els tractaments (figura 59 annexes).
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Fig. 42: Gel 2D tenyit on es mostren alguns dels spots seqiienciats. A) Gel on detectem la presencia de TCTP.
Control negatiu, extractes proteics de cél-lules HeLa transfectades amb el vector buit. El cercle marca el spot
corresponent a TCTP (pI 4.9 i PM 23kDa), i la fletxa mostra el spot corresponent a p19 sobreexpressada (pl 4.8 i PM
19 kDa), els quals es van comprovar mitjangant microseqiienciacio. B) Gels on detectem la preséncia de nm23-H1.
Extractes proteics de cel'lules HeLa sobreexpressant pl9. El cercle marca el spot corresponent a nm23-H1 (pI 5.8 i
PM 17kDa) i la fletxa mostra el spot corresponent a p19 sobreexpressada. Tots els spots es van comprovar mitjangant
microseqiienciacio. *La proteina p19 corre de forma anomala, com es pot comprovar al panell B+.

TCTP és una proteina altament conservada en tots els organismes eucariotes, i la
seva expressio €s estrictament regulada tant a nivell transcripcional i traduccional per un
ampli espectre d’estimuls extracel-lulars com poden ser els factors de creixement
(Bommer et al. 2004). La inhibici6 de la seva expressio provoca la supressio del fenotip
maligne (reversido tumoral) i una reorganitzacio cel-lular. Per tant, la disminuci6 del
nivell de TCTP representa un factor critic a I’hora de permetre a la cél-lula revertir
(Tuynder et al. 2002). Per altra banda, una sobreexpressio de TCTP en cél-lules
mamaries provoca creixement lent i retard en la progressio del cicle cel-lular (Gachet et
al. 1999). Estudis recents han demostrat que TCTP pot tenir una activitat GEF (guanine
nucleotide exchange factors) envers Rheb (Hsu et al. 2007), una proteina unidora de
GTP de la superfamilia Ras-like GTPases, present de forma activa en la via de
senyalitzacio cel-lular TSC. Un dels aspectes crucials d’aquesta via és la molécula Akt,
donat que la preséncia d’alts nivells d’Akt activada inhibeix el dimer format per
TSC2/TSCI1, el qual exerceix una activitat GAP sobre la proteina Rheb, tot permetent
I’activaci6 de mTOR (Bhaskar et al. 2007). D’altra banda, I’activaci6 de mTOR ¢s
important per a la secrecid del factor de creixement vascular endotelial (VEGF), el qual
¢s un important factor pro-oncogenic que incrementa el creixement dels vasos sanguinis

contigus als tumors (Treins et al. 2002).
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Fig. 43: Regulacio de la via de senyalitzaci6 TCTP. A) Western Blot amb anticos anti-TCTP sobre extractes
proteics de cél-lules HeLa transfectades amb el vector buit (carrils pRKS, control negatiu) o sobreexpressant pl19
(carrils p19), en dos experiments independents. Mitjanes dels valors de quantificacio respecte la GAPDH mitjangant
el programa Multi Gauge V3.0: pRK5=5,93; p19=9,5 B) Western Blot amb anticossos anti-p-mTOR (Ser2448), anti-
p-Akt (Ser473) i anti-Akt sobre extractes proteics de cél-lules HeLa transfectades amb el vector buit (pRKS, control
negatiu), sobreexpressant pl9 o pl9mut, en dos experiments independents. C) Western Blot anti-p-p70S6K sobre
extractes proteics de cel-lules HeLa transfectades amb el vector buit (pRKS, control negatiu), sobreexpressant p19 o
pl9mut, en tres experiments independents. Mitjanes dels valors de quantificacio respecte la GAPDH mitjancant el
programa Multi Gauge V3.0. p-p70S6K: pRK5=5,43; p19=2,6; p19mut=3,5 D) Western Blot amb anticossos anti-p-
elF2a sobre extractes proteics de cellules HeLa transfectades amb el vector buit (pRKS, control negatiu) o
sobreexpressant pl9. E) Western Blot amb anticossos anti-p-Akt (Ser473) i anti-p-Akt (Thr308) sobre extractes
proteics de cél-lules HeLa transfectades amb el vector buit (pRKS5, control negatiu) o sobreexpressant p19, en dos
experiments independents. Mitjanes dels valors de quantificacio respecte la GAPDH mitjangant el programa Multi
Gauge V3.0. p-Akt (Thr308): pRK5=1,13; p19=0,54; p-Akt (Ser473): pRK5=3.,7; p19=2. F) Western Blot amb
anticos anti-TCTP sobre extractes proteics de cél-lules HeLa on préviament hem silenciat p19 H-Ras, en tres
experiments independents. *En tots els experiments s’ha utilitzat GAPDH com a control de carrega intern.
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Aixi doncs, vam preguntar-nos si p19 tenia efectes sobre els nivells d’activacio
d’Akt, comprovant que la sobreexpressio de pl9 inhibeix la fosforilaci6 d’Akt en
ambdos residus Ser473 i Thr308 (figura 43B i E), i tamb¢ inhibeix el factor p70S6K (la
fosforilacid de la qual vé regulada per mTOR) (figura 43E)(Nojima et al. 2003), ja que
els seus nivells de fosforilacid sén menors en cél-lules sobreexpressant pl19 H-Ras
(figura 43C). Tot i aix0, no vam obtenir resultats concluents a I’analitzar els nivells de
fosforilacio de mTOR en la Ser2448, potser degut a la baixa especificitat de 1’anticos

utilitzat (figura 43B).

En canvi, s’ha vist que nivells alts de mRNA TCTP poden activar un mecanisme
de defensa viral, 1’activacio induible per interfer6 mitjancada per la proteina cinasa
PKR, com a resposta a I’estructura secundaria intrinseca dSRNA TCTP (Bommer ef al.
2002). La proteina PKR (també anomenada elF2a cinasa) €s un supressor tumoral
potencial, i esta involucrada en vies de senyalitzacid que regulen varis processos
cel-lulars com el creixement i la diferenciacio cel-lular, la resposta a ’estres i 1’apoptosi
(Tan et al. 1999). Per tant, el nostre seglient pas fou investigar si I’increment en
I’expressio de TCTP era suficient per activar PKR, i la nostra estratégia va ser estudiar
la fosforilaci6 d’un dels membres de la seva cascada de senyalitzacio cel-lular. Com es
veu a la figura 43D, la sobreexpressio de p19 H-Ras no sembla activar la cinasa PKR
induible per dsRNA, ja que no observem la hiperfosforilacio del factor elF2a, resultat
que ens indica que I’increment de TCTP no és un estimul suficient per activar PKR.
Aquesta dada es veu reforcada per la observacido de la disminuci6o de p-ERK1/2 en
cel-lules knock-down per a pl9 H-Ras (figura 28B) sense afectar significativament la
fosforilacio de JNK ni els nivells proteics de TCTP (figures 28B i 43F), confirmant-nos
el paper regulador de pl19 H-Ras en la via TSC. Addicionalment, vam realitzar
experiments de PCR en temps real per comprovar que la RNAI estava dirigida contra les
molécules de pl9 de forma especifica. Les dades obtingudes ens mostraven una
davallada del 60% en els nivells de mRNA p19 (sonda E3-IDX) mentre que els nivells
de mRNA p21 (sonda E3-E4A) no mostraven cap variaci6 significativa, tot corroborant

la direccionalitat de la RNAI realitzada.
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Donada la regulaci6 de 1’expressio de varis gens involucrats en la metastasis per
part de p19 H-Ras (taula 3), i la presencia de la cinasa nm23-H1, un important marcador
de metastasi activat per p53 (Rahman-Roblick et al. 2007) en el patr6 proteic de p19
observat mitjangant els gels 2-D, vam procedir a analitzar si nm23-H1 era un possible
candidat a ser regulat per la proteina p19. Per aix0 es va dur a terme analisis de Western
Blot per observar ’efecte tant de la sobreexpressiéo com del silenciament de p19 en els
nivells de nm23-HI1. Tal com hem comentat abans, no ens va ser possible observar
I’increment de nm23-H1 mitjancant Western Blot, perd si que vam notar una gran
davallada en els nivells proteics de nm23-H1 al realitzar la RNAi de p19 H-Ras (figura
44A), refor¢ant-nos la idea de la possible funci6 de p19 com a factor de proteccio de la

metastasi.

Fig. 44: El silenciament de p19 .
provoca una davallada en els pSUPER RNAi p1 9

nivells cel-lulars de nm23-H1.

A) Western Blot detectant els .
nivells de nm23-H1 en extractes - - d GAPDH
4'\ .

cel-lulars totals de cél-lules HeLa
transfectades transitoriament
amb els vectors pSUPER o
pSUPER RNAi pl9. Els
extractes proteics es van obtenir -— e nm23-H1
en dos experiments
independents. Es va utilitzar la
GAPDH com a control intern.

e, p19 H-Ras
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El protooncogén c-H-ras és el un dels membres de la familia Ras que, juntament
amb K-ras, multiplica el seu potencial genétic donant lloc a dues proteines amb funcions
diferents perd complementaries a 1’hora de regular la progressio cel-lular. Aquest
fenomen es dona mitjangant el procés anomenat splicing alternatiu, un dels principals
mecanismes de qué disposen les cel-lules eucariotes per expandir i diversificar el
repertori de funcions proteiques dins la limitaci6 del genoma cel-lular. I en el cas de c-H-
ras, els nivells de la forma alternativa son molt més elevats que en el cas de K-ras,

assenyalant importants implicacions biologiques.

Tradicionalment, les proteines Ras s’han descrit com a GTPases que alternen
entre una forma unida a GDP inactiva i una conformaci6 activa unida a GTP, i que sén
capaces de regular varies respostes cel-lulars com la proliferacio, la diferenciaci6 o el
creixement cel-lular. En canvi p19 H-Ras no mostra aquesta activitat d’uni6 a GTP, tot
suggerint mecanismes for¢ca diferents a 1’hora d’actuar a nivell cel-lular. Com a tall
d’exemple, no es localitza a la membrana plasmatica com 1’altra forma codificant del
gen c-H-ras, p21, degut a la pérdua de 1’ex6 E4A que conté el motiu CAAX. Aquesta
podria ser la rad per la qual no observem interaccidé entre pl9 i diferents efectors
coneguts de p21, descartant la teoria d’una possible competici6 citoplasmatica entre p19
i p21. En aquest treball hem iniciat I’estudi de les funcions de p19 H-Ras i els processos
cel-lulars on intervé, per intentar donar una visi6 global de la informacié funcional per la

qual codifica el gen c-H-ras.

La figura 45 presenta un nou model de la funcié de p19 H-Ras en el qual, tal com
es demostra en aquest estudi, les interaccions p19-RACKI1 i p19-p73 juguen un paper
central en la regulaci6 dels processos cel-lulars on intervé p19. Després de comprovar la
collocalitzaci6 cel'lular de pl9 H-Ras i RACKI mitjangant experiments
d’immunofluorescencia i FRET, i donat que RACKI1 és una proteina que participa en la
senyalitzacio cel-lular via PKC, vam procedir a estudiar quin efecte podia tenir la unid
pl9-RACKI1 sobre l’activitat d’aquesta. Les nostres dades ens han mostrat que pl19
activa PKC ja sigui a través del seu paper en la uni6 RACKI-PKC tot formant un
complex proteic multimeric, o actuant directament sobre la proteina PKC soluble. A més
a més, I’observacio de la col-localitzacié de PKCBII i p19 H-Ras en la zona perinuclear,
juntament amb la col-localitzaci6 RACK1-PKC en la mateixa zona (Lopez-Bergami et

al. 2005) ens reforca aquesta hipotesi.
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Al mateix temps, hem aprofundit en 1’estudi de la interaccié entre RACKI i p19
H-Ras tot realitzant assaigs de doble-hibrid en llevat amb variants de p19 que contenien
mutacions puntuals descrites en els gens ras amb propietats transformants. Tal com hem
comentat en la introduccio, RACK1 ¢és una proteina de la familia de proteines
adaptadores del senyal anomenades RACKs (receptors for activated C-kinase) que
participa en la senyalitzaci6 cel-lular via PKC (proteina cinasa C). Detectarem que
I’aminoacid W164 és essencial per a la unio de p19 i RACKI, i per tant vam creure que
aquesta zona de la seqiiencia de p19 H-Ras també seria critica per a 1’activacio de PKC.
Els nostres assaigs d’activitat PKC ens van confirmar les nostres suposicions, ja que
observem que [’activitat PKC disminueix per sota dels nivells basals quan
sobreexpressem la proteina p19 amb una mutaci6 en aquest residu (p19mut). Per tant, el

mutant W164A podria ser un dominant negatiu de la forma p19 salvatge?

El fet que p19 H-Ras presenti un model d’uni6 similar amb la proteina p73 (on el
residu W164 també resulta essencial en la unid a aquesta proteina) ens podria consolidar
aquesta idea, pero el no trobar el mutant W164A en cap dels tumors estudiats ens
dirigeix més aviat a considerar W164A com una mutaci6 revertent de la funcié de p19
H-Ras, sense que aquest hagi de presentar forgosament les caracteristiques que
defineixen un dominant negatiu. Per exemple, una de les caracteristiques definides per a
un dominant negatiu és que aquest s’uneixi a algun factor comu i n’eviti I’activacio tot
competint amb la proteina salvatge, i tampoc no tenim cap evidéncia de que es doni
aquest fet en el cas del mutant p19 W164A. A més a més, la unié pl19-p73 també
necessita d’un residu serina a la posicio 17, tal com es mostra en els assaigs de doble-
hibrid amb p73 i les diferents variants de p19 H-Ras. La mutacié S17N en les proteines
p21 codificades pels gens H-, N- i K- dona lloc a formes inhibidores dominants, les
quals tenen major afinitat per les proteines GEFs (Guanine Exchange Factor) que la
propia p21 Ras salvatge (Feig 1999). Aquests mutants no poden interaccionar amb els
efectors de Ras, i per tant formen complexes inactius que segresten aquests factors tot
bloquejant ’activitat cel-lular de les formes Ras endogenes. El descobriment de que el
residu S17 és un aminoacid crucial en les dues isoformes codificades pel gen c-H-ras
accentua les possibles conseqiiéncies negatives de la preséncia de mutacions en els

ONcogens ras.
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Per altra banda, ’activacio de la via de senyalitzacio INK (Jun N-terminal
kinase) a través de PKC esta ben documentada (Ip et al. 1998; Schonwasser et al. 1998)
i recentment s’ha publicat que RACK1 serveix com a molécula adaptadora entre PKC i
JNK. Tradicionalment s’havia estudiat 1’estimulacié de JNK a través de I’estrés causat
per la llum UV o per les formes H-Ras activades (Derijard et al. 1994) i la seva
implicacid en I’activacio del factor de transcripcié c-Jun. Pero no va ser fins més tard
que es va descobrir el mecanisme concret que proposava RACKI com a nexe d’unio
entre les dues molecules (Lopez-Bergami et al. 2005). En aquest sentit, les nostres dades
ens indiquen que els alts nivells d’activitat PKC produits per pl9 no provoquen la
fosforilacio de la cinasa JNK (figura 55 annexes), i per tant tampoc del factor de
transcripcio c-Jun. Aquests resultats estan d’acord amb estudis previs que indicaven que
I’activacio de PKC i la seva unié a RACKI1 no és suficient per a activar JNK, i que es
requereix un segon estimul com ara la via MKK4/7 (Lopez-Bergami et al. 2005). Per
tant, hem de considerar que aquest possible segon estimul no seria activat per pl9 H-

Ras.

En canvi si que veiem com p19 H-Ras provoca la inhibicié de I’expressio d’una
altra proteina implicada en la regulacio de I’activitat de PKC via RACKI, la proteina
oncogenica Src. De fet, 1’activaci6 de PKC promou la fosforilacio6 de RACKI1 i la
consegiient unié de Src a aquesta proteina adaptadora tot inhibint I’activitat cinasa de Src
(Chang et al. 2001; Mamidipudi et al. 2004). Aqui, pero, caldria esmentar que la
inhibici6 de I’activitat de Src que nosaltres observem (1’increment de la fosforilacio de
Src en el residu Tyr527) sols sembla ser parcialment dependent de la unié p19-RACKI,
ja que la sobreexpressio del mutant també provoca un increment de p-Src (Tyr527). De
totes formes, la proporcid de p-Src inactiu respecte Src total és clarament més baixa
quan sobreexpressem pl9mut. Per tant, malgrat no obtenir una total recuperacio de
I’activitat cinasa de Src, si que observem com el mutant reverteix (no de forma total)
I’efecte causat per p19 H-Ras. Aquesta és una altra dada que ens reafirma la importancia
d’aquesta mutacio, i en general podriem concloure que p19 H-Ras redueix els nivells de

Src cel-lulars susceptibles de ser activats.

El conjunt d’aquestes observacions ens portaria a pensar en una possible
regulacio de Src de forma conjunta per RACKI1 i p19, on un dels efectes de la davallada

de c-Src seria el retard de la transicido G1/S en el cicle cel-lular, ja que Src indueix el
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transit per G1 i I’entrada a la fase S tot suprimint tant p27 (inhibidor de CDK) com
induint p21 i les ciclines D1, E i A (Riley et al. 2001; Sinibaldi et al. 2000), totes elles
components critics en la regulacié del cicle cel-lular. D’altra banda, 1’observacié d’una
aturada del cicle en la fase G1 quan sobreexpressem pl19 H-Ras esta d’acord amb els
resultats obtinguts per Mamidipudi i col-laboradors (Mamidipudi ef al. 2004), els quals
detecten el mateix efecte en cél-lules amb nivells baixos de Src. Curiosament, la
sobreexpressio de p19 H-Ras té un efecte similar a 1’observat per Mamidipudi quan
sobreexpressen RACKI, és a dir, es produeix una inhibicid6 de 1’activitat Src i la
resultant aturada parcial del cicle cel-lular en G1. Malgrat tot, la figura 56 annexes posa
de manifest que la sobreexpressio de p19 no varia els nivells cel-lulars de RACKI1, i per
tant els efectes que observem en el cicle cel-lular es deuen unicament a I’accio de p19. A
mes, el fet de trobar clarament uns nivells més elevats de p-Src inactiu al sobreexpressar
p19 ens confirma aquesta hipotesi. Aixi doncs, en un futur proxim caldra aprofundir en
I’estudi del mecanisme d’accio de p19mut, ja que la seva funcidé sembla ser forca més

complexa de la que caldria esperar.

Un dels efectes més interessants provocat per la sobreexpressio de p19 H-Ras és
la hiper i hipofosforilacié6 d’ERK1 i Akt, respectivament. En el cas d’ERK, la via de
senyalitzacio pot ser activada per mecanismes dependents o independents de PKC: en el
primer cas, PKC fosforila i activa Raf, el qual desencadena la cascada Raf/MEK/ERK;
en el segon cas 1’activacio de Raf ve donada directament per 1’accié de Ras unit a GTP
(Chen et al. 2003). Els experiments que s’han dut a terme en el nostre grup
d’investigacio indiquen clarament que p19 no s’uneix a Rafl (Guil et al. 2003a), i per
tant no seria capac d’activar ERK a través de Raf directament. A partir d’aquesta
premissa inicial, és forca probable que pl19 aconsegueixi la fosforilaci6 d’ERK1 tot
activant la molécula PKC, i que aquesta activaci6é sigui una peca més en el mecanisme
de control de la via de regulacié TSC (Tuberous Sclerosis Complex), com veurem més

endavant.

Tot i que I’extensa identitat aminoacidica entre les dues molécules ERK i la seva
aparent similar regulacid espaial-temporal fan que alguns models les consideren
essencialment intercanviables, com en el cas de la regulaci6 de I’aturada en G1/S per
part d’ERK activat (Villanueva et al. 2007), nosaltres només hem observat I’activacio

d’ERK1, mentre que els nivells d’ERK2 actius es mantenen constants. Encara es

-95-



desconeix gran part dels rols especifics que adopta cada isoforma, tot i que estudis
recents estan obrint noves vies d’investigacid basades en les diferéncies quantitatives
entre les dinamiques de ERK1 i ERK2, i la importancia d’aquestes en la seva regulacio.
Per exemple, s’ha vist que la sobreexpressio6 d’ERK1 provoca una inhibicié del
creixement cel-lular induit per Ras, efecte que no s’observa a I’expressar ERK2. Els
resultats d’aquest estudi revelen una certa interaccié entre ERKI1 i ERK2 en la
transduccié de senyals cel-lulars depenents de Ras i la proliferaci6: mentre que ERK2
sembla tenir un paper positiu en el control de la proliferacié cel-lular, ERK1 afectaria
probablement el conjunt de senyals cel-lulars tot antagonitzant l’activitat d’ERKI
(Vantaggiato et al. 2006). Aixi doncs, el fet que sigui ERK1 i no ERK2 la proteina
regulada per p19 ens mostra un cop més ’estret lligam que hi ha entre la proteina p19 i

el control del cicle cel-lular.

Draltra banda, en els ultims anys s’ha observat que un ampli espectre de cancers
humans presenten formes Akt activades constitutivament. Entre els multiples
mecanismes que regulen Akt trobem senyals extracel-lulars que activen PI3K, el qual
genera molecules PIP3. Les fosfatases encarregades de desfosforilar PIP3 (com PTEN)
regulen negativament I’efecte d’Akt, i la manca de fosforilacié de la Ser473 en les
molécules d’Akt indica una inhibici6é de la via PI3K (Bhaskar ef al. 2007), entre altres
causes. A través de la desregulacio d’Akt trobem un enlla¢ directe amb el mecanisme
molecular que controla la malaltia del TSC, ja que Akt activa mTOR mitjangant la
fosforilacio de la proteina TSC2 (Inoki et al. 2003a; Inoki et al. 2003b), la qual dona lloc
a una forma inactiva (veure figura 45). Tal com hem comentat en la introduccié d’aquest
treball, el complex proteic TSC1/TSC2 té una activitat GAP sobre Rheb, pero si aquest
complex ¢és inactiu permet 1’activacio6 de mTOR a través de Rheb. En darrer terme,
mTOR exerceix un control de multiples funcions cel-lulars en resposta a aminoacids i
factors de creixement, per exemple regulant la fosforilacio de p70S6K. Aquesta és una
proteina Ser-Thr cinasa que fosforila la subunitat ribosomal S6, un dels components de
la subunitat 40S dels ribosomes eucariotes. T¢ una important funcio en la sintesi de
proteines i en el control del creixement cel-lular durant la fase G1, a més d’estar sotmesa
a una regulacio forca complexa: entre altres factors, es necessita una fosforilacié en el
seu loop d’activacioé provocada per PDK-1 (Phosphoinositide Dependent Kinase-1) per a
la seva activacio (Belham et al. 1999). En el cas de mTOR, el complex RAPTOR

(Regulatory Associated Protein of mTOR) s’uneix a p70S6K a través dels seus motius
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TOS (conserved TOR signaling), 1 es necessita la disrupcié del complex ternari mTOR-

RAPTOR-p70S6K per a una correcta fosforilacié de p70S6K (Nojima et al. 2003).

Tot i no obtenir resultats concloents a I’hora d’analitzar els nivells de fosforilacio
de mTOR entre els diferents tractaments, si que detectem una inhibiciéo del factor
p70S6K quan sobreexpressem pl9. Aixi doncs, finalment podriem parlar d’un procés
actiu de p19 H-Ras en la inhibici6 de la via TSC, donat que p70S6K ¢és la principal diana
de mTOR. De totes formes, els nostres resultats ens porten a suggerir un mecanisme
cel-lular en que, per una banda, p19 H-Ras inhibeix Akt (amb les conseqiiencies que
aixo genera) i per I’altra estimula ERK (que resulta ser un inhibidor de Rheb a 1’activar
el complex TSC2/TSC1) i incrementa els nivells de proteina TCTP, la qual té activitat
GEF sobre Rheb. Aixo explicaria la inhibicié parcial de mTOR, ja que els nivells de
4EBP1 aixi com de la proteina fosforilada (p-E4BP1 Thr37/45) es mantenen constants
en els diferents tractaments (figura 57 annexes). Aquesta proteina ¢és fosforilada per
mTOR, provocant la disrupcido del complex 4EBP1/elF4E (factor d’iniciacié de
traduccio en eucariotes) i deixant lliure la forma activa eIlF4E (Gingras et al. 1998).
D’aquesta forma, p19 es desmarca d’altres proteines Ras i en concret d’algunes variants
oncogenes, les quals activen Akt probablement gracies a la capacitat d’aquesta proteina

per a inhibir ’apoptosi i promoure la supervivencia cel-lular (Downward 2003).

L’altre aspecte central del nostre treball ha estat 1’estudi de la regulacié de
’activitat telomerasa cel-lular a través de p19 H-Ras. Els nostres assaigs ens han mostrat
que tant la forma o com la  de la proteina p73 s’uneixen a pl19 (Jeong et al. 2006),
malgrat que p53 no ho fa. Per tant, aixo ens porta a definir la zona d’unié en I’extrem C-
terminal de p73, concretament la regié6 comuna entre ambdues molecules a/p (també
present en la isoforma p63). A més a més, aquesta interaccid es veu inhibida per dues
mutacions puntuals a la seqiiencia de p19: la mutacio en el residu W164 (resultat que
evidencia la importancia de 1’ex6 IDX en el control de I’activitat de p19 H-Ras), i la
mutacid en el residu S17. Totes aquestes dades podrien indicar que els canvis
estructurals descrits per a la mutacido S17N, els quals produeixen una alta afinitat a GEFs
en el cas de p2l, no sén compartits per la proteina pl9 perd en canvi els llocs
aminoacidics S17N i W164A si que son necessaris per a la unié de p73. Curiosament, la
isoforma p73a s’uneix a RACKI, i en canvi no s’observa aquesta interaccido a RACKI1

en el cas de p73P 1 p53.
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La regulacié de I’activitat telomerasa a través de les diferents isoformes p73
(figura 46) és un dels camps més interessants a 1’hora d’estudiar 1’evolucio de les
cel-lules canceroses, ja que 1’activacid de la telomerasa inhibeix I’escurgament dels
telomers, i per tant prevé I’apoptosi i els rearranjaments cromosomics. Val a dir, pero,
que hi ha diferéncies funcionals significatives entre p73a i p73p a I’hora d’actuar sobre
hTERT (Toh et al. 2005; Ueda et al. 1999), fenomen que suggereix que cada isoforma
podria estar involucrada en funcions diferents i especifiques. En primer lloc, p73a és un
inhibidor de D’activitat telomerasa, mentre que p73p contribueix al manteniment de
I’activitat telomerasa a través de 1’activacié de HDM2. Per altra banda, es necessiten uns
nivells minims de proteina p53 per a suprimir I’activitat telomerasa ja que p53 també
indueix HDM2, capa¢ d’inhibir p53 i d’activar deébilment la telomerasa. Aixi doncs,
quan es sobreexpressa p73 es suprimeix ’efecte inhibidor de p53 sobre la telomerasa
degut a I’increment dels nivells de HDM2. Com a conseqiiéncia, I’increment en
I’expressio de p73 observat en varis tipus de cancer (El-Naggar et al. 2001) podria jugar
un paper important a [’hora de contribuir en el desenvolupament de processos
cancerigens, encara que no en fos la causa directa, ja que 1’expressio de p73 anul-laria

les funcions supressores de tumors de la molécula p53 (com seria I’inhibicié de hTERT).
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Fig. 46: Model de regulacio de la telomerasa a través de p53 i p73 (Toh et al. 2005)
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Aixi doncs, vam optar per analitzar si pl9 H-Ras podia alterar 1’activitat
telomerasa mitjancant la seva uni6 a p73, i tal com esperavem, vam observar un
increment de I’activitat amb la sobreexpressio de pl9 perd no amb la forma mutada
plOW164A, segurament degut a la perdua de la unié a p73. Evidentment, s’ha de
considerar la possibilitat d’un macrocomplex p19/RACK1/p73, de forma que la unié de
p19 a RACKI provoqui un canvi conformacional que afecti d’alguna manera la uni6
RACKI1/p73, i per tant I’acci6é reguladora de I’activitat telomerasa. En aquest sentit,
seria interessant realitzar analisis cristal-lografiques per estudiar més a fons la naturalesa
d’aquestes interaccions. Per tant, el conjunt de les nostres observacions ens indica que
p19 podria modificar el balang de proteines p53, p73a i p73p actives i regular 1’activitat
telomerasa tot inhibint d’alguna manera p73a (inhibidor) i activant la funci6 de p73f

(activador) per modular hTERT.

El control del cicle cel-lular és un punt critic a I’hora de decidir el desti final de
les cellules, ja que les cel-lules de mamifer necessiten un senyal proliferatiu
extracel-lular just després de la mitosi per a continuar creixent i dividint-se. Quan la
cel-lula s’ha d’afrontar a una manca de senyals extracel-lulars, ha d’escollir entre dues
opcions: morir o aturar el creixement, tot entrant en una fase G1 postmitotica. I els
factors de transcripcioé Forkhead (Fox) son elements clau en el control de la proliferacio
cel-lular, actuant a través de les vies de senyalitzacio PI3K/PKB i Ras/Ral . Aixi doncs,
no ens ha de sorprendre 1’increment dels nivells de FoxO en ceél-lules sobreexpressant
pl9 H-Ras, doncs aquest marcador s’associa a una inhibicié de la progressio del cicle
cel-lular en la transicid G1/S, en part degut al control transcripcional que exerceix sobre
el gen que codifica per la proteina p27kipl (Medema et al. 2000). En canvi, la
sobreexpressio de p19 H-Ras no provoca cap retard en la transicio G2/M, segurament
gracies a la repressio de la proteina Reprimo (RPRM) que hem observat en la incubacio
dels nostres arrays. Aquesta proteina €s induida per p53, i es coneix que contribueix a

provocar una aturada cel-lular en G2 (Ohki et al. 2000; Taylor et al. 2001).

El retard en la transicio G1/S que observem al sobreexpressar p19 es correlaciona
perfectament amb 1’hipofosforilacio d’Akt (Kops et al. 2002b; Tran et al. 2002) i
I’increment de I’activitat telomerasa en aquest punt del cicle cel-lular que evita I’entrada
en apoptosi. A més a més, els autors proposen que la inactivacio dels factors Forkhead a

través de la via PKB en cel-lules quiescents és un pas fonamental per a la reincorporacio

-99 -



en el cicle cel-lular, i contribueix a processos de transformacid. També s’ha observat la
manca de fosforilacid en la Ser473 de la molécula Akt en cel-lules del cervell i
musculars d’animals en estat d’hibernaci6 (Cai et al. 2004) i s’ha suggerit que el control
del balang entre proliferacio i aturada cel-lular depén, d’alguna manera, de mecanismes
regulats per Akt. En C. elegans s’ha descrit un mecanisme similar, on 1’hipofosforilacio
d’Akt produeix canvis transcripcionals del factor de transcripcié FoxO (Kops et al.
2002a; Taub et al. 2003). Pero a pesar de I’evident comunicacié entre Akt i FoxO, també
s’ha descrit I’activacio dels factors Forkhead en abséncia de la via de senyalitzacio
PI3K/PKB (Brunet ef al. 1999); en molts tipus cel-lulars aixd comporta una aturada del
cicle cel-lular i un estat de quiescéncia perd no d’apoptosi, malgrat 1’abséncia d’activitat

PKB.

En resum, les dades extretes del nostre treball ens suggereixen que p19 H-Ras
indueix un estat de quiescéncia reversible en la cél-lula, tot prevenint 1’activacié dels
processos apoptotics. A més a més, estudis recents en S. cerevisiae indiquen que TOR
podria ser un marcador de quiescéncia, ja que la seva inactivacid provoca certes
caracteristiques dels estats de quiesceéncia, com la remodelaci6é de la paret cel-lular de la
cel'lula de llevat (Gray et al. 2004), malgrat que cal remarcar que aquest mecanisme
encara no s’ha descrit en mamifers. D’aquesta forma també s’explicaria la poca quantitat
de gens (cDNAs i miRNAs) que son regulats per la sobreexpressio de p19 H-Ras, ja que
si la cel-lula entra en un estat de quiescéncia, els seus nivells transcripcionals han de ser

molt baixos (Clayton ez al. 2008).

La nostra segona aproximacio a la funcié del complex p19/p73 ve donada per la
descoberta de que HES4, un factor repressor de transcripcid activat per la via de
senyalitzacio de Notch, es troba induit quan sobreexpressem p19 (dades extretes a partir
de I’array de cDNAs). Per altra banda, dos dels lligands del receptor de Notch (JAG1 i
JAG2) es troben regulats per les proteines p73 i p63, perod no per p53 (Sasaki et al.
2002), de la mateixa forma que p19 interacciona amb p73 (i probablement amb p63, tal
com hem comentat) perdo no hem detectat interacci6 amb p53. I el mateix estudi ens
descriu la induccié de HES1 en cé¢l-lules Jurkat, les quals tenen alts nivells de Notchl
(receptor de Notch), quan sén cultivades amb cél-lules transfectades amb p63, suggerint
I’accié inductora de p63 sobre la via de senyalitzacid6 Notchl. De totes formes, el

mecanisme d’activacié no ¢és clar, i en assaigs preliminars no observem un increment de
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Notchl activat durant la sobreexpressié de pl9 H-Ras (resultats no mostrats). Aixi
doncs, hem de suposar que la induccio de HES4 que observem no es dona gracies a
I’activacié de Notchl, i que per tant p19 H-Ras no intervé en la via de senyalitzacio
Notch. Caldra aprofundir en 1’estudi del mecanisme d’accié de HES4 i la seva regulacio

per entendre millor la funcid exacta de p19.

Malgrat tot, els resultats obtinguts en la incubaci6é del nostre array ens van
proporcionar dades molt 1tils a 1’hora de descobrir noves vies d’accié de p19 H-Ras.
Entre els gens que mostren una expressio diferencial al sobreexpressar pl9 trobem
RAB3GAP1 (inhibit en el nostre tractament), un membre de la familia de les small
GTPases Ras: estudis recents evidencien 1’existéncia de mutacions en aquesta proteina
en varis casos del Warburg Micro Syndrome (WARBMV1), una malaltia autosomica
recessiva que causa anomalies en el desenvolupament de 1’ull i del sistema nervios
central (Aligianis et al. 2005). La importancia de certes mutacions en molécules clau
dels processos cancerigens estd ampliament documentada (Bar-Sagi 2001; Colicelli
2004; Downward 2003; Rajalingam et al. 2007; Vogelstein et al. 2004) i encara que de
moment no s’hagi trobat la mutaci6 W164A en la seqiiencia de p19 H-Ras de cap mostra
tumoral, un examen més profund del comportament d’aquest mutant ens pot aportar

informacio forga rellevant sobre la funcié cel-lular de p19 H-Ras.

Un altre exemple de gens regulats pel mutant de p19 seria un cluster de gens
codificants per histones, indicant-nos el possible rol de pl9 en la regulacié de
I’empaquetament de la cromatina. En aquest sentit, és remarcable un treball recent del
grup de la doctora Martinez-Balbas que descriu la proteolisi que sofreix el complex
CBP/p300 (dues acetiltransferases que regulen I’acetilacié d’histones, a més d’actuar
com a coactivadors transcripcionals) en cel-lules NIH3T3 que sobreexpressen 1’oncogén
Ras 12V (Sanchez-Molina et al. 2006). Anteriorment s’havia proposat que p300/CBP
podria tenir un paper critic en la senescéncia provocada per Ras, i que per tant la
inactivacio d’aquests coactivadors, juntament amb altres alteracions genétiques, podria
donar lloc a processos tumorogénics (Deng et al. 2005). Aixi doncs, no seria estrany
pensar que p19 actua a nivell transcripcional sobre gens codificants d’histones, i que la
preséncia de p19mut evidencia la importancia del correcte funcionament de la molécula

p19 a I’hora d’aturar parcialment el cicle cel-lular.
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També és interessant la desregulacié de varis factors transcripcionals del
complex AP-1 per part de pl9mut, com c-Jun, ATF3, TRIB3 i TXNIP. En el cas de
TRIB3, aquest pot actuar com a inhibidor d’Akt sota certes condicions (He et al. 2006),
observacid que ens ratifica el paper que juga pl19 H-Ras en la via Akt/TSC/mTOR. A
meés a més, la inducci6 i repressioé de 1’expressio de c-Jun per part de p19 i pl19mut,
respectivament, ens indica que la regulacié del complex AP-1 no implica for¢osament la
fosforilacio de c-Jun, en cap dels dos residus Serina activadors, Ser63 i Ser73 (resultats
no mostrats), tot i que en condicions de sobreexpressioé de p19 els nivells de proteina
fosforilada respecte la proteina total son més baixos. Aquest fenomen ja [’haviem
observat anteriorment en la regulacié de Src per part del mutant de p19, malgrat que en
el cas de Src la proteina fosforilada correspongui a la forma inactiva de la molécula,
assenyalant implicacions funcionals molt variades. Un altre aspecte remarcable és la
repressié que observem en el cas de pl9mut, apuntant clarament el requeriment d’un

domini W164 intacte segurament per mantenir la uni6 a RACK1 funcional.

El splicing alternatiu de c-H-ras il-lustra el complex joc que es pot establir entre
factors reguladors per a obtenir el balang final d’isoformes de mRNA (Guil et al
2003b). A més a més, la preseéncia de varis factors de splicing regulats per p19 en el
nostre array de miRNAs ens va portar a anar un pas més enlla en el nostre treball, i vam
procedir a estudiar la regulacié de c-H-ras pels seus propis productes funcionals.
Sorprenentment, vam descobrir que la mateixa sobreexpressid6 de pl9 estimula
I’expressio de c-H-ras i1 incrementa els nivells de p21 H-Ras, tot i que la taxa de splicing
alternatiu (p21/H-Ras total) es manté en tots els tractaments de forma relativa. Aquesta
activacio de I’expressio també depén de 1’aminoacid W164, ja que pl9mut retorna als
nivells basals I’expressio del gen c-H-ras i els nivells de p21. A més a més, observem un
lleuger afavoriment del splicing alternatiu envers la forma p21 quan sobreexpressem el

mutant.

En canvi, seguint el fil d’experiments previs en Northern Blot que ens indicaven
una regulacio del splicing alternatiu per part del mutant p21Q61L, vam observar que
aquesta mutacio no afectava 1I’expressio total del gen c-H-ras pero si la taxa p19:p21, ja
que quan sobreexpressavem p21Q61L es duplicava la quantitat de mRNA pl19 en
comparacio al tractament control. En altres paraules, s’observa un fort mecanisme

homeostatic que s’activa quan detecta forts canvis en els nivells de p19 i p21. Aquest
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mecanisme de compensacid cel-lular es correlaciona amb els resultats obtinguts en
ratolins knock-out (KO) per H-Ras (Esteban ef al. 2001). Els ratolins son viables, i al
caracteritzar els perfils d’expressio genica de linies cel-lulars de fibroblasts obtinguts a
partir d’aquests animals s’ha confirmant la preséncia d’activitats transcripcionals
especifiques associades a 1’abséncia de c-H-ras, (Castellano et al. 2007), indicant el
control diferencial de diferents xarxes enzimatiques per part de les isoformes H-Ras.
Aquestes dades, juntament amb estudis que descriuen que el KO de H-ras al locus K-ras
dona lloc a ratolins adults viables perod amb cardiomiopaties, suggereixen la potencialitat
de H-ras per mimetitzar les funcions de K-ras durant I’embriogénesi pero no en la vida
adulta (Potenza et al. 2005), aixi com la necessitat d’un mecanisme de compensacié per
a depassar la falta de molecules H-Ras i permetre la supervivencia del ratoli KO per H-

ras.

Recentment s’ha comengat a entendre la contribucié en la regulacié génica d’una
nova classe de reguladors transcripcionals, els miRNAs. Tot i que només s’han elucidat
les funcions biologiques d’una petita fraccid de miRNAs, la majoria regula processos
com el creixement cel-lular i la diferenciacio tissular (Giraldez et al. 2005). A més a
més, es coneix que els components de la maquinaria dels miRNAs també estan implicats
en la tumorogenesi: per exemple, I’expressio de Dicer es troba inhibida en cancer de
fetge (Karube et al. 2005), i I'autor ho correlaciona amb una major inestabilitat
genomica i la formacié de tumors, ja que Dicer estd implicada en el manteniment de
I’heterocromatina i el silenciament centromeric. Un altre cas seria el de les proteines
argonauta, components essencials del complex RISC, els gens de les quals es troben
delecionats freqiientment en tumors Wilms renals i associats a tumors neuro-ectodermals
(Carmell et al. 2002). Un dels miRNAs més ben estudiats, lethal-7 (let-7), controla la
coordinaci6 de la diferenciacio cel-lular i la proliferacié en C. elegans (Pasquinelli et al.
2000; Reinhart ef al. 2000) i mutacions en aquests gens provoquen anormalitats en el
progrés del cicle cel-lular i la diferenciaci6 terminal, ambdos efectes caracteristics de les
cel-lules tumorals (Takamizawa et al. 2004). Aixi mateix, de forma significativa el gen
c-H-ras no només és regulat per la familia de miRNAs /et-7 (Johnson et al. 2005), sino
que el seu splicing alternatiu afavorint 1’expressio de pl9 envers la de p2l té
repercussions en els nivells de varis miRNAs: dos dels miRNAs induits per la
sobreexpressio de p19 son importants focus d’estudi del cancer. En primer lloc, el miR-

342 és un dels marcadors de leucémia aguda promielocitica (Garzon et al. 2007), i miR-
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206 ¢és un repressor de ERa en linies cel-lulars de cancer de pit, apart d’intervenir en la
distrofia muscular (Adams et al. 2007) i estar fortament inhibit en varies linies humanes
de cél-lules metastatiques (Tavazoie et al. 2008). La nostra contribucio a I’estudi de la
funcié de miR-206 és la descoberta del seu paper en el retard de la progressio del cicle
cel-lular provocat per p19 H-Ras, ja que la inhibicié de miR-206 suprimeix la capacitat

de p19 d’incrementar el percentatge de cél-lules en G1.

Juntament amb la descoberta de la regulacio del factor cinasa nm23-H1 per part
de p19 H-Ras i del miR-206, les nostres dades recolzen un possible paper de pl19 com a
molécula protectora contra la progressio de la metastasi. Malgrat que I’expressio de la
cinasa nm23-H1 és divergent en varis tumors malignes, sembla haver-hi una associacid
entre nivells baixos de nm23-H1 i increment del potencial metastatic en molts tipus de
carcinoma, incloent el carcinoma de pit (Tee ef al. 2006). Per altra banda, p19 estimula
I’expressio de dos gens metastatics, SLIT3 i PCSK6. Aixi doncs, quin seria realment el
paper de p19 en els processos metastatics? Nosaltres ens inclinem a pensar en p19 com a
molécula activadora o inhibidora de la metastasi cel-lular, on el seu paper vindria
condicionat pel tipus de senyals i estimuls que rebés en un moment determinat (taula 15
annexes). A partir d’aqui, pero, caldria una recerca més exhaustiva per esbrinar com la
combinacio de tots aquests factors pot finalment afectar la invasidé/metastasi i la motilitat

cel-lular.

Entre els factors a tenir en compte també hi hauria els possibles mutants de p19
H-Ras: com hem esmentat abans, els mutants de p21 han estat ampliament estudiats
(sobretot els mutants que donen lloc a formes inhibidores dominants), perd aquest no és
el cas dels mutants de p19. Fins fa poc, I’tinica dada que es coneixia era un mutant al
lloc de splicing 5° de I’ex6 IDX (en la posicio 2719) aillat a partir de linies cel-lulars
T24/EJ de carcinoma de pit, consistent en un canvi d’una adenina per una guanina.
Aquest mutant provoca un increment de 10 cops més missatger p21 H-Ras, amb el
corresponent increment d’activitat transformant (Cohen et al. 1988). En el cas del
mutant NIH/3T descrit recentment en el nostre grup (Guil et al. 2003a), es va descobrir
una mutacié en la seqiiéncia de 1’ex6 IDX de la proteina p19 H-Ras, que constava d’un
canvi en els aminoacids WD per WG en la posicié 164/165. Per altra banda, alguns dels
mutants del gen H-Ras (com serien mutacions en les posicions 12 i 13) s’han identificat

com a marcadors del sindrome de Costello (Dereure 2006; Gripp et al. 2006). Aquesta
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malaltia provoca retard mental, anormalitats cardiaques, musculoesquelétiques i
dermatologiques, i predisposicio a la formacio de tumors, entre altres, ja que aquests
aminoacids estan localitzats a la regio d’uni6 a GTP i les mutacions en aquests llocs
causen una activacioé constitutiva de la proteina (Oliva et al. 2004). Malgrat tot, en
pacients de sindrome de Costello no s’han observat mutacions en la seqiiéncia IDX ni en
el lloc inhibidor de splicing ras ISS1 descrit pel nostre grup d’investigacié (Guil et al.
2003b) (comunicacid personal de Katia Sol-Church). Per tant, hem de suposar que les
mutacions involucrades en aquesta patologia es troben en la seqiiéncia aminoacidica que
comparteixen les dues isoformes H-Ras, i hem d’esperar una disfunci6 tant de p19 com
de p21 per desenvolupar el sindrome de Costello, ja que aquestes mutacions afecten les

funcions que comparteixen ambdues molécules.

El conjunt del nostre treball ens porta a concloure que H-ras és un gen forca més
complex del que s’havia descrit anteriorment. Les dues molécules per les quals codifica,
tot i compartir un percentatge elevat de la seva seqiiéncia, sén proteines amb funcions
diferents pero alhora complementaries: p21 és un transductor de senyal que porta a la
cel-lula a un procés de divisio i creixement cel-lular, mentre que p19 evita que la cél-lula
entri en apoptosi tot mantenint-la en un estat reversible de quiescéncia. En un futur
proxim caldria estudiar si aquesta entrada en quiescéncia provocada per la molécula p19
pot ser util a I’hora de dissenyar noves terapies antitumorals, on la quiescéncia cel-lular
¢s una conseqiiencia no desitjable del tractament amb agents quimioterapeutics. Durant
el tractament amb quimioterapia 1’estrés oxidatiu augmenta de forma molt marcada, pero
paradoxalment aquest estrés oxidatiu interfereix amb el creixement dels tumors. Els alts
nivells de peroxids de lipids (indicadors de I’estrés oxidatiu) comporten una perllongaciod
de les cel'lules cap a un estat quiescent, i els agents quimioterapeutics actuen quan les
cel-lules malignes s’estan replicant de forma constant, no quan es troben en un estat
quiescent. Aquestes posseeixen més capacitat antioxidant que les cél-lules normals, pero
aquest efecte es veu superat per ’estrés oxidatiu induit pels medicaments antineoplasics.
Les cel-lules canceroses en estat GO no es veuen afectades per aquests medicaments, ja
que els radicals lliures interfereixen directament amb els efectes citotoxics dels
medicaments, o sigui amb la seva activitat antineoplasica (Passegue et al. 2006). A més,
estudis recents han demostrat que la telomerasa té un paper en els processos leucémics
com a factor de supervivencia (Li et al. 2006b). La seva activacid té lloc

independentment dels membres de la familia Bcl-2, i es tradueix en una acumulaci6 de
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cel-lules en G1, a part de permetre a les cél-lules canceroses romandre quiescents durant
la quimioterapia i escapar dels efectes toxics d’aquesta, amb capacitat d’emergir en el
futur. Des d’una altra perspectiva, p19 H-Ras es mostra com un possible factor pro- o
anti-metastatic, i la seva funci6 ve altament condicionada per 1’entorn cel-lular on es

troba en un moment determinat.
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Conclusions

° La proteina p19 no interacciona amb cap dels efectors, GAPs i GEFs de la seva
proteina germana p21 H-Ras ja que p19 no es localitza a la membrana plasmatica, i
per tant aquesta no interfereix en I’activitat de p21 mitjancant una competicio directa

amb els seus efectors 1 activadors.

° p19 activa PKC ja sigui a través del seu paper en la uni6 RACKI1-PKC tot
formant un complex proteic multiméric, o actuant directament sobre la proteina PKC
soluble. Aix0 provoca una activacié de la cascada de les MAPK tot induint la
fosforilaci6 de ERKI1 sense afectar els nivells totals d’ERK. Aquestes activacions
necessiten un aminoacid W en la posicio 164 de la seqiiéncia de p19 H-Ras, ja que

aquest lloc és essencial per a la unié de p19 a RACK1 i a p73.

° Els alts nivells d’activitat PKC produits per p19 no provoquen la fosforilacio de
la cinasa JNK 1 per tant tampoc del factor de transcripcié c-Jun (membre del complex
de transcripcid AP-1). La induccid i repressio de I’expressio c-Jun per part de p19 i
pl9mut, respectivament, no implica forcosament la fosforilaci6 de c-Jun.
Curiosament, pl19mut desregula altres factors transcripcionals del complex AP-1 com

ATF3, TRIB3 i TXNIP.

° pl9 H-Ras redueix els nivells de Src cel-lulars susceptibles de ser activats tot
inhibint Src a nivell transcripcional i funcional, mentre que no afecta als nivells de
RACKI. Aquesta inhibici6 juntament amb 1’increment de FoxO, 1’expressio de miR-
206 i I’hipofosforilaciéo d’Akt, provoca un retard en la progressio del cicle cel-lular,
concretament en la transicio G1/S, i indueix un estat de quiescencia reversible en la

cel-lula.

° La proteina p19 H-Ras modifica el balang de proteines p53, p73a 1 p73p actives i
regula I’activitat telomerasa tot inhibint d’alguna manera p73a (inhibidor) i activant

la funcié de p73p (activador) per modular hTERT.
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Conclusions

° El control de la via de senyalitzacio TSC per part de p19 H-Ras provoca una
inhibicio6 del factor p70S6K, com a resultat final de la regulacié que aquesta exerceix

sobre la fosforilaciéo d’ERK i Akt, i I’expressio de TCTP.

° Mitjancant el manteniment dels nivells de miR-206 i nm23-H1, i de la regulacio
transcripcional de varis gens metastatics com SLIT3 i PCSK6, p19 H-Ras es presenta

com a molécula capag¢ de condicionar la progressio de les metastasis tissulars.

° p19 H-Ras estimula la propia expressio del gen c-H-ras i incrementa els nivells
de p21 H-Ras, tot i que no varia la taxa de splicing alternatiu (p21/H-Ras total).
Aquesta activaci6 de ’expressio també depen de 1’aminoacid W164, ja que p19mut
retorna als nivells basals 1’expressio del gen c-H-ras i els nivells de p21. A més a
més, observem un lleuger afavoriment del splicing alternatiu envers la forma p21
quan sobreexpressem el mutant. vam observar que aquesta mutacido no afectava

I’expressio total del gen c-H-ras pero si la taxa p19:p21.
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Materials i Meétodes

A continuacié es descriuen les metodologies usades en la realitzacid
d'aquest treball experimental, aixi com els materials emprats.

A. Materials
1. Material biologic

En la realitzaci6 d'aquest treball s'ha utilitzat basicament diverses soques de llevat,

bacterianes 1 la cultius cel-lulars:

1.1. Bacteries

S'han emprat 2 soques bacterianes d'Escherichia coli:

- E.coli DH5q., per al clonatge i obtencié de DNA plasmidic
- E.coli XLBlue, per al clonatge i obtencié de DNA plasmidic

1.2. Llevat

- Soca diploide de Saccaromyces cerevisiae AH109/Y 187

1.3. Cultiu cel-lular

- Linia cel-lular HeLLa derivada d'un adenocarcinoma huma de cérvixs,
amb un nivell d'expressié de p53 baix i uns nivells normals de pRB

2. Plasmidis, oligonucleotids i construccions

2.1. Plasmidis

-pEGFP-C1: plasmidi utilitzats per als assaigs d'immunolocalitzacid i
fluorescencia (Clontech)

-pECFP-C1/pEYFP-C1: plasmidis utilitzats per als assaigs de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer )(Clontech)

-pRKS: plasmidi utilitzat per a la sobreexpressio en cel-lules de mamifer.
Conté el promotor de citomegalovirus (CMV), que junt amb uns introns
davant el nostre insert permet una expressio forta del producte desitjat.

-pGADT?7: plasmidi utilitzat per als assaigs de doble hibrid en llevat
(MATCHMAKER System 3, Clontech).

-pGBKT?7: plasmidi utilitzat per als assaigs de doble hibrid en llevat
(MATCHMAKER System 3, Clontech).

-pSUPER neo+gfp: plasmidi utilitzat en assaigs de RNAi (OligoEngine).
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2.2. Oligonucleotids

kpn2IIDXdir

AAGTCCGGAGGCAGCCGCTCTGGCTCT

27

TM(°C)

72,6

IDXBamHIrev

GGTGGATCCTCACATGGGTCCCGGGGG

AAGTCCGGAATGACGGAATATAAGCTG

27

27

74,1

kpn2Ip19dir

63,4

E3(p19)BamHIrev

kpn2IRACK 1dir

GGTGGATCCTCACTGCCGGGTCTTGGC

AAGTCCGGAATGACCGAGCAAATGACC

27

N
3

72,6

66,5

RACK1Smarev

kpn2Ip19dir

GGGGCGGGTACCAATAGTCACCTGCCAT

AAGTCCGGAATGACGGAATATAAGCTG

[\e]
[e e}

N
~

64,5

63,4

pl9BamHIrev

kpn2IRACK 1dir

GGTGGATCCTCACATGGGTCCCGGGGG

AAGTCCGGAATGACCGAGCAAATGACC

N
3

N
3

74,1

66,5

RACK Iromrev

Kpn2Ip73adir

TCAGCGGGTACCAATAGTCACCTGCCA

CTCTCCGGAATGGCCCAGTCCACCG

N
3

N
W

68

70,4

p73aSallrev

EcoRIp21Adir

ACCGTCGACTCAGTGGATCTCGGCC

TCTGAATTCATGACGGAATATAAGCTGG

N
W

N
e}

60,7

59,7

p21Sallrev

CAGCTGAGTCCTCTCGTGTGTGAACGTC

[\e]
oo}

65

EcoRIp19W164Adir TCTGAATTCATGACGGAATATAAGCTGG 28 59,7
pl9W164ASallrev CAGCTGCCTAGGAGTGTACCCAGGGCCC 28 75,3
EcoRIp19W164Adir TCTGAATTCATGACGGAATATAAGCTGG 28 59,7
p19W164ASallrev CAGCTGCCTAGGAGTGTACCCAGGGCCC 28 75,3

Smalp120GAP714-1047dir

GATGGAAAAAATCATGCCACAACAA

N
W

HindIllp73adir ATCAAGCTTATGGCCCAGTCCACCGCCA 28 71,3
p73aSallrev CAGCTCGACTCAGTGGATCTCGGCCTCC 28 69,2
XbalPKCBIIdir TCCTCTAGAACATGGCTGAC 20 46,4
PKCBIISallrev ACCGTCGACTTAGCTCTTGA 20 49,1

58,1

p120GAP714-1047rev

EcoRIyCdc25 2721-4770dir

CTACCTGACATCATTGGTTTTTGTA

AGTGAATTCATGTCTTCGGTCTCCT

N
W

N
%1

58,1

yCdc25 Xholrev

SOS564-1049Salldir

CTGCAGCTCGAGTTATCGAAATAAC

CAGGTCGACCGGTACCTGGTCTTGG

N
%41

N
%1

SmalSOS564-1049rev

NdeIPI3K110adir

CCACCCGGGTGAGGAGCAGATGAGG

GCTCATATGCCTCCAAGACCATCATCAG

N
W

N
e}

PI3K110a Xholrev

TCATCACTCGAGTCAGTTCAAAGCATGC

GATCCCCTCTGGCTCTAGCTCCAGCTTTCA

N
e}

pos_646.HIND AGAGAAGCTGGAGCTAGAGCCAGATTTTTA 60 70,2
AGCTTAAAAATCTGGCTCTAGCTCCAGCTT

pos_646.HIND_As CTCTTGAAAGCTGGAGCTAGAGCCAGAGGG 60 704

SLIT3dir TGCCTGGGACAAGTAGTCCG 549

SLIT3rev TGCATAACCTTTCTGGCGG 19 53.6

Taula 6: Resum dels encebadors utilitzats per als diferents clonatges.
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2.3. Construccions

A continuacié es presenten els mapes de restriccid de les construccions
utilitzades en aquest treball, en els que s'han indicat els gens, promotors, terminadors,
gens de resisténcia i tags de purificacio. Aixi mateix, s'assenyalen les dianes de restriccio

corresponents als enzims més usuals i les etapes seguides en el procés de clonatge.

2.3.1. Vectors per a assaigs de fluorescéncia
i FRET

Ecod? Il 597
Age 5o

Nhe | 592)
Ecod7 1l sa7)
Age |l 501)

Eco01091
(3854)

poly A

pEGFP-C1

47 kb BsrG | 1323

BsrG | (1323

MCS
(1330-1417) (1330-1417)

Miu | ns4z) AT 1ezg)

Dra lll naz

Stul
(2577) (2577
Asel
i8)
Nhel 592)
EcodT Il (sa7)
pLC Fowv e Age | (g01)
arl
Eco0109 1 "lijsn};w EvFP
(3854) :
pEIZI':Ebm BsrG | (1323
: SV40
Kan'/ poly MCS
Neg' o (1330-1477)
g\.mon , o
S A 1639y
Stul
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Fig. 47 Plasmidis que codifiquen per proteines fluorescents.
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2.3.2. Vector per a la sobreexpressio en cél-lules

de mamifer

H13_pUC_rev_primer
Lac_promater

pBR322_origin

fmpR_promater 1
pGEX_3_primer fl_origindarT 1710

Fig. 48 Mapa del vector pRKS. Plasmidi que conté el promotor de citomegalovirus (CMV), que junt amb uns
introns davant el nostre insert permet una forta expressio del producte desitjat.
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2.3.3. Vectors per assaigs de doble-hibrid en llevat

Hind 111
(1480)

Ame A GADT?

= HA apitope tag

1858 Matchmaker &5 AD LD-Insert Scraening Amplimar T7 Sequencing Prime

. T7 Promotar

CTA TTC GAT GAT ¢ TTT AAT ACG ACT
a.a. Bglll

1918 oL K

 E—— HA Epitope Tag

MNeol
y T GRAR TTC e 4
Mdel ol EcoRl Smal/Xmal clal BamHI
2026 STOn
Sacl oo Pstl Matchmaker 3" AD LD-Insert Screening Amplimar
2081
.

3" AD Sequencing Primar

Hind Ill
(E544)

& c-Myc epitope tag

MATCHMAKER 5 DNA-BD Vactor
1155 Insart Saraaning Amplimer

pe GAL2 DNA-Binding Demain
TCATCG GAA GAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAG TTG ACT GTA TE_E CCG GAA TTT

a..
17

1212 17 Sequencing Primer

+ 17 Promoter oWy Egitope Tag

GTAATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA GCC GCC ATC ATG GAG GAG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CTG
e
1281
CAT ATG GCC ATG GAG GCC GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCE GCC GCA TAACTAGCATAACCCE

Ndel Ncol Sfil  EcoRl gpg|; BamHl Sall  Pstl STOP sTOp
142 . Xmal
. T7 Terminator
TTGGEGGCCTCTAAACBGEBTCTTBAGRGRTTT TTTRCGLGCTTGCAGLCAAGLTAATTCCGGCRAATTTCTTATGATTT
STOP
e

1430
‘ATGATTTTTATTAT TAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTETATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGG TTTTAAAACGAAAA
—_—
3 DNA-BO Saquencing Primer

MATCHMAKER 3' DNA-B[ Vactar
Insert Serauning Amplimer

Fig. 49 Mapa dels vectors per als assajos de doble-hibrid. Els plasmidis utilitzats provenen del kit
MATCHMAKER System 3 (Clontech), on un cDNA s’expressa com a fusié del domini d’uni6 a DNA de GAL4
(vector pGBKT?7), mentre que un altre cDNA s’expressa com a fusio al domini d’activacié de GAL4 (pGADT7).
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.
2.3.4. Vector per a RNAI

Key Sites Vector Features
Balll: 3181 1(+) origin: 135-441
Hindlll: 3187 PGK promoter: 2840-2442
EcoRI: 2960 Neo ORF: 1684-715
Sall: 3202 EGFP ORF: 2424-1691
Xhol: 3208 H1 promoter: 2865-3213

Ampicillin resistance ORF: 5301-4444

T7 primer binding site (AATACGACTCACTATAG): 627-643

T3 primer binding site (CTTTAGTGAGGGTTAAT): 3242-3258
M13(-20) primer binding site (GTAAAACGACGGCCAGT): 800-616
M13 reverse primer binding site (CATGGTCATAGCTGTT): 3276-3201

e
Ahdl
.|
i)
000
pSuper.gfp/neo
4000
- £478 hps
annn
A
000
!
BsplLU11| ety
® Afilll

Mhel
Bsmi

Wl
= iy
11021
BEF?:IBI

FGK
S \/
“ Agel

Fig. 50: Mapa del vector per a I’assaig de RNAi. Aquest plasmidi codifica per la proteina fluorescent GFP i aixi
permet visualitzar les cél-lules transfectades.

- 118 -



Materials i Meétodes

3. Anticossos

En aquest treball s'han utilitzat els segiients anticossos:

- SP1: anticos contra la pl9 H-Ras obtingut en conill, utilitzant el péptid
GSRSGSSSSSGTLWD, el qual inclou 15 dels 20 aminoacids de la seqiiéncia
humana d’IDX, més una Cys al C-terminal

- SP57: anticos contra la p19 H-Ras obtingut en conill, que només reconeix alts
nivells de proteina recombinant.

- rabbit anti-GAPDH (ab9485 abcam)

- mouse anti-p73 (Ab-4 cocktail, Lab Vision Corporation)

- mouse anti-PKCBII (Santa Cruz Biotech)

- rabbit anti-Jun (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-Jun Ser63 (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-Jun Ser73 (Cell Signaling)

- rabbit anti-TCTP (Eurogentec)

- goat anti-profilin-1 (Santa Cruz Biotech)

- mouse anti-tubulina (Santa Cruz Biotech)

- rabbit anti-nm23 (NDPK) (nm23-H1 (C-20): sc-343 Santa Cruz Biotech)

- rabbit anti-p-eIF20S52 (Biosource)

- rabbit anti-cleaved Notch-1 (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-ERK 1/2 Thr202/Tyr204 (p-p44/42 MAPK)(Cell Signaling)
- mouse anti-p-ERK 1/2 (p44/42 MAPK)(Cell Signaling)

- rabbit anti-p-mTOR Ser2448 (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-Akt Ser473 (Santa Cruz Biotech)

- rabbit anti-p-Akt Thr308 (Santa Cruz Biotech)

- mouse anti-Akt (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-p70 S6 kinase Thr389 (Cell Signaling)

- rabbit anti-FoxO1 (Cell Signalling)

- rabbit anti-p27*"*" (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-p38 MAPK Thr180/Tyr182 (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-SAPK/JNK Thr183/Tyr185 (Cell Signaling)

- rabbit anti-Sre (Cell Signaling)

- rabbit anti-p-Src Tyr527 (Cell Signaling)

- goat anti-rabbit IgG, HRP-conjugated (Sigma)

- a-rabbit IgG, HRP-linked antibody (Cell Signaling)

- goat a-mouse IgG, HRP-conjugated (Sigma)

- Ab Alexa Fluor®488 F(ab'), fragment of goat oi-rabbit IgG (Molecular
Probes)

- Ab Alexa Fluor®555 F(ab'), fragment of goat o--mouse IgG (Molecular
Probes)
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4. Medis de cultiu

En aquest apartat es descriuen els medis de cultiu emprats en més d'un protocol. Els

medis especifics emprats en una sola técnica es descriuven amb la metodologia

corresponent.

4.1. Bacteris

Medi LB (Luria Bertani Medium): 1% Triptona (Pronadisa)
0,5% Extracte de llevat (Pronadisa)
1% NacCl (Carlo Erba)
pH 7,5 amb NaOH
Autoclavar

Per preparar medi solid: afegir 12 g d'agar (Pronadisa)/l medi LB, autoclavar,
afegir antibiotics (Ampicilina 100 mg/ml o Kanamicina 30 mg/ml) i plaquejar.

Medi SOB (conservacio cél-lules competents)

Afegir de forma esteril:

Medi SOC (transformacions)

4.2. Llevat

Triptona 2 g
Extracte llevat 0,5 g
pH 7,0

Portar-ho fins a 100 ml
Autoclavar

0,25 ml IM KCl
I ml IM MgCl,
I ml IM Mg SO4
0,25 ml IM Na Cl

100 ml SOB
+ 900 pl Glucosa 40%

Medi YPD (Yeast Peptone Dextrose) 50g YPD (Clontech)/1

Per preparar medi solid
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Medi SD (Synthetic Droupout) 26,7 g Min SD Base (Clontech)/1
DO Supplement apropiat
Autoclavar a 121 °C 15 min

Per preparar medi solid 46,7 g Minimal SD Agar Base
(Clontech)/1

DO Supplement apropiat

Autoclavar a 121 °C 15 min

4.3. Cel-lules de mamifer

Medi DMEM (medi Eagle modificat de Dulbecco) glutamina 200 mM
2%
4,5 g/1 glucosa
3,7 g/l NaHCO3

Sense piruvat sodic, suplementat amb un 10 % de sérum de vedella (FBS, Fetal
Bovine Serum ) i antibiotics (penicilina 10000U/ml i estreptomicina 10 mg/ml,
SEBAK)

5. Tampons i solucions

En aquest apartat es detalla la composicio dels tampons i solucions emprats en més d'un

protocol.

5.1. Relacionats amb proteines

Tampo de lisi: 50 mM TrisHCI pH 8.0
150 mM NacCl
0,02% azida sodica
1% Tritdé X-100
0,5% desoxicolat sodic
0,1% SDS
5 Mm EDTA
5 ng/ml aprotinina
1 mM PMSF
100 mM ortovanadat
200 mM NaF

Tampo de carrega (1X): 1 ml tamp6 concentrador 4X
0,5 ml SDS 20%
250 pl B-mercaptoetanol
0,6 ml glicerina 87%
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52 ul blau de bromofenol 1%
Afegir H,O fins a 5 ml
TBS (1X) 20 mM Tris
0,5 M NaCl
pH 7,6

PBS (1X) 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
1,5 mM KH,PO,
8,1 mM Na,HPO,

5.2. Relacionats amb els acids nucleics

Tampo de carrega (5X): 50% glicerol
(gels no desnaturalitzants) Orange G
TAE (50X): 242 g/l Tris Base

57,1 ml/l Acid acétic glacial
100 ml/1 0,5 M EDTA (pH 8.0)
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B. Métodes

Les construccions plasmidiques s’han obtingut segons els procediments
estandards de DNA recombinant (Sambrock & Maniatis, 1990), en que els fragments de
restriccio o de PCR s’han introduit en una zona determinada del plasmidi mitjangant
lligacio, sota el control d’algun promotor, ja sigui bacteriofag o viric (cas dels cultius

cel-lulars). Tots els plasmidis generats varen ser comprovats per seqiienciacio.
Els métodes que es descriuen a continuacidé corresponen a técniques que s'han

posat a punt en el transcurs d'aquest treball o bé a aquelles que resulten d'especial intercs

per a 'obtenci6 dels resultats que es presenten.

1. Cultiu cel-lular

El cultiu de linies cellulars, en termes generals, implica la propagacié de
cel-lules immortalitzades i/o transformades sense que aquestes perdin les seves
caracteristiques bioquimiques, fisiologiques i genéctiques. El manteniment de les linies
cel'lulars es fa mitjangant el replaqueig, que consisteix en el pas d'una part de les

cél-lules d'un flasco a un de nou amb medi fresc.

En aquest treball hem emprat la linia cel-lular HeLa, la qual creix en monocapa.
Les cel-lules en monocapa creixen adherides a la superficie, generalment plastic. Quan la
monocapa ha cobert practicament la totalitat de la superficie es fa necessari el
replaqueig, mitjangcant la tripsinitzacid, per tal d'assegurar-ne la viabilitat. La
tripsinitzacid consisteix en la disgregacio cel-lular del cultiu utilitzant un procés
enzimatic i mecanic que permet la recuperacio de les cel-lules i el replaqueig subsegiient.
La finalitat d'aquest pas pot ser exclusivament el manteniment cel-lular o la generacio
d'un stock congelat, si bé pot respondre a un objectiu merament experimental sembrant

una quantitat determinada de cel-lules en plaques adequades pel seu analisis.
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Procediment:

e Les cel-lules es mantenen creixent en plaques de 150 mm de diametre dins
l'incubador.

e Un cop el cultiu assoleix el 80% de confluéncia es realitza la tripsinitzacid. En
una campana de flux laminar s'aspira el medi de cultiu de la placa i es renta amb
uns 10 ml de PBS estéril, amb 1'objectiu d'eliminar qualsevol resta de sérum
present que podria interferir en 'activitat de la tripsina.

e A continuaci6 s'afegeix uns 2 ml de soluci6 tripsina/EDTA 1 la placa es diposita
entre un i cinc minuts a l'incubador, passats els quals s'analitza l'estat de
disgregacid a simple vista.

e Les cel'lules es ressuspenen en uns 10 ml de DMEM + 10% FBS, inhibint-se aixi
qualsevol accid enzimatica posterior, i es procedeix a la disgregacié mecanica
amb la pipeta de plastic.

A partir d'aquest punt el procés a seguir varia en funcido del que es vulgui
realitzar. Si el que es pretén és el manteniment de la linia cel-lular, es fa una dilucio de la
suspensio cel-lular i es plaqueja en una nova placa. En cas que es vulguin realitzar
assaigs diversos, es conten les cel-lules per tal de sembrar-les en plaques o flascons de

diferents mides en funci6 del disseny experimental.

Es important comptabilitzar el nombre de vegades que les cél-lules entren en
contacte amb la tripsina, el que anomenem passatge, ja que a mesura que aquest
augmenta és possible que algunes caracteristiques fenotipiques del cultiu variin.
Precisament €s necessari minimitzar-los al maxim i multiplicar els vials congelats amb la

finalitat de mantenir una reserva de cél-lules amb un passatge baix.

1.1. Transfeccio transitoria

Per a la introduccio en les cel-lules HeLa de les diferents construccions derivades
del gen c-H-ras hem emprat com a vehicle d’embolcall del DNA la lipofectamina, que
forma unes micel-les lipidiques que afavoreixen la incorporacio a les membranes i el pas
a Dinterior de les cél-lules del DNA. Com a producte hem utilitzat Lipofectamine™

Reagent acompanyat de Plus™ Reagent per optimitzar la transfeccié (Invitrogen).
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- El dia anterior a la transfeccio es plaquegen les cél-lules per a tenir-les en el
moment de la transfeccio a 50-80% de confluencia.

- S’incuben les cél-lules a 37°C en un incubador de CO, durant 24 h.

- Pre-acomplexem el DNA amb el Plus Reagent: Diluim 1 ug de DNA en 100
ul o 250 pl (plaques de 6 pouets per als assaigs de fluoresceéncia o flascons de
25 cm’® per als lisats cel-lulars, respectivament) de medi de dilucié sense
sérum (DMEM) i barregem. Després afegim el Plus Reagent (6 o 8 ul) al
DNA diluit, barregem un altre cop i incubem a temperatura ambient 15 min.

- Diluim 4 pl o 12 ul de LipofectamineReagent en 100 o 250 pl de medi sense
sérum en un segon tub, i barregem.

- Combinem el DNA pre-acomplexat amb el Lipofectamine Reagent, barregem
i incubem 15 min a T ambient. Mentre els complexes es formen, canviem el
medi de les cel-lules per 0,8-2 ml de medi de transfeccio (DMEM sense
sérum ni antibiotics).

- Afegim la barreja anterior DNA-Plus-Lipofectamine Reagent a cada placa
amb medi de transfeccid. Barregem els complexes en el medi suaument.
Incubem a 37°C a 5% CO, durant 5 h.

- Després de 5 h d’incubacid, canviem el medi de transfeccid per medi
complet.

- Mirem la transfeccio a les 24 h (en el cas de la RNA1, mirem a les 72 h).

1.2. Interferéncia del RNA (RNAI)

Per a obtenir el silenciament génic de la proteina p19 i de miR-206 hem utilitzat
el sistema pSUPER RNAI, basat en un vector d’expressié en mamifers que provoca la
sintesi intracel-lular de transcrits siRNA. EIl vector utilitza el promotor geénic de la
polimerasa-IIl H1-RNA, i produeix un petit transcrit de RNA sense cua de
poliadenosines (polyA), el qual t& ben definits un origen de transcripcié i un lloc
terminal després de la segona uridina, seguida d’una fila de timidines. A més a més es
talla el transcrit en el lloc terminal després d’aquesta segona uridina, donant lloc a un
transcrit amb extrems similars als dels siRNA, i que conté dos extrems 3’ sobresortints

formats per nucleotids T o U.
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El sistema pSUPER RNAI s’utilitza per a obtenir una davallada especifica de
I’expressio génica, donant lloc a una activacié funcional dels gens diana. L’expressio
estable dels siRNAs obtinguts mitjangant aquest vector donen lloc a una supressio
persistent de ’expressié genica. Per a silenciar un gen en concret, es construeix un
clonatge a partir del vector pSUPER i un parell d’oligonucleotids que contenen, entre
altres complements, una seqiiéncia tnica de 19 nucleotids derivada del RNA missatger
(mRNA) del gen diana (N-19 target sequence). Aquesta seqiiéncia correspon a la cadena
guia del siRNA generat pel vector pSUPER, que al mateix temps correspon a una
seqiiencia de 19 nucleotids del mRNA. Durant el mecanisme de la RNAI, la cadena anti-
guia del duaplex siRNA s’hibrida a aquesta regi6 del mRNA per a processar el
trencament de la molécula. El transcrit resultant es plega sobre ell mateix per a formar

una estructura de lla¢ o lariat.

A. GACUCCAGUGGUAAUCUACUU
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUG
T uCpa
B GACUCCAGUGGUAAUCUACUY

UUCUGAGGUCACCAUUAGAUGH o aG

A
£
i

. (Balll) Target Sequence: sense
C. 5/ _GAT CCCBACTCCAGTGGTAATCTAC
27 - LLLCTGAGG TCACCATTAGATG.

Targe! Sequence: antisense
GEGTAGATTACCACTGGAGTCT
U1 CATCTAATGGTGACC TCAG.:

Ti

- Custom Oligos -
b

S

Fig. 51: Interferéncia del RNA. Transcripcio de I’oligonucleotid de 60 pb cap a I’estructura de RNA, processada
cap a un siRNA funcional.

2. Cultiu en llevat

Les cél'lules de Saccharomyces cerevisiae poden créixer en medi ric de
composicid desconeguda, anomenat YEP o medi sintétic amb la composicioé definida,
anomenat SD (Synthetic Dropout) 1 per tant permet créixer selectivament les soques
auxotrofiques a les quals s’haura de complementar el medi amb el producte del gen

necessari per eliminar 1’auxotrofia.
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Les cellules de llevat poden créixer tan en medi liquid com en medi solid,
preparats ambdos amb els mateixos components afegint agar en els medis solids per a la

seva solidificacio.

Tots els components utilitzats ens els medis han de ser estérils, ja siguin
autoclavats o filtrats amb els filtres Millex de 0.22 pm (Millipore). S’esterilitzen

mitjancant filtracio aquells components susceptibles de fer-se malbé en ser autoclavats.

2.1 Creixement i Manteniment rutinari

La temperatura optima de creixement de Saccharomyces cerevisiae és de 30°C, al
ser un microorganisme microaerofil els cultius liquids es creixen en agitacié per tal
d’afavorir I’intercanvi gasos i evitar la formaci6 de grumolls. Els cultius solids es
creixen en plaques de Petri en el medi solidificat per 1’agar i segellades amb parafilm per
tal d’evitar que s’assequin excessivament. Les soques de Saccharomyces cerevisiae es
poden mantenir indefinidament en medi YPD amb glicerol al 20% amb glicerol a -80°C.

Aquests estocs congelats s’anomenen glicerinats.
2.2 Transformacio de plasmids

Hem utilitzat el kit per a transformaci6é en llevat YEASTMAKER™ Yeast

Transformation System 2 (BD Biosciences), seguint les instruccions del fabricant.

3. Técniques proteiques

3.1. Gels desnaturalitzants d’acrilamida per a proteines

(SDS/PAGE)
3.1.1. Obtencio del lisat cel-lular

L’extraccié proteica s’ha realitzat mitjancant lisat cel-lular total amb tamp6 de
lisi. Després de tripsinitzar les cél-lules, es renta el pellet de cél-lules 2 cops amb 10 ml
de PBS, i es resuspén finalment en el volum adient de solucié de lisi per a obtenir 6:10°
cel-lules/20 pl (es recomana carregar per cada pou del Western Blot 1’extracte equivalent

5 . . . . .
a unes 5-7-10° cel-lules). Es passa la suspensio uns 6 cops per una xeringa d’insulina, i es
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posa en gel 15 min. Els lisats cel-lulars es guarden a —80°C, congelant-los préviament en

nitrogen liquid.

3.1.2. Electroforesi unidimensional

L’electroforesi unidimensional en condicions desnaturalitzants (en presencia de
SDS) separa les proteines basant-se en el seu pes molecular a mesura que es mouen per
la matriu d’acrilamida. La mostra de proteines es solubilitza bullint-la en presencia de
SDS i B-mercaptoetanol (que reduecix els enllagos disulfur) i es carrega en el gel
d’electroforesi. Els gels emprats en aquest treball corresponen al sistema classic descrit
per Laemmli (Nature, 1970) en qué un sistema discontinu de tampons de diferent pH i
composicié permet la concentracio de la mostra de proteines en bandes fines que

posteriorment son separades d’acord amb el seu pes molecular.

Les electroforesis es van realitzar en un aparell Vertical Mini-Gel Unit (C.B.S.
Scientific C.0.) i les migracions es van realitzar a 50 V fins a la fase concentradora i a
100 V després durant unes 3 h en gels desnaturalitzants d'acrilamida a una concentracid
adequada a la mida de la proteina d'interés a analitzar (normalment a 12,5%

d'acrilamida), preparats tal i com es descriu a la taula segiient:

A) Gel concentrador B) Gel separador 15% 12,5% 10%
Tamp6 gel concentrador Tamp6 gel concentrador
2,5 5 5 5
(ml) (ml)
Acri:bisacrilam. (29:1) 1 Acri:bisacrilam. (29:1) 7.5 6.25 5
(ml) (ml)
H,0 (ml) 6,5 H,O0 (ml) 7,5 8,75 10
Temed (ul) 10 Temed (ul) 13 13 13
APS 10% (ul) 100 APS 10% (ul) 66 66 66

Taula 7: Volums necessaris per preparar un gel d’acrilamida. A) 10 ml de gel concentrador i B) 20 ml de gels
separadors amb diferents % d'acrilamida/bisacrilamida

Tampo del gel concentrador (4X): Tris-HCI 0,5M pH 6,8
SDS 0,4%

Tampo del gel separador (4X):  Tris-HCI 1,5M pH 8&,8
SDS 0,4%

Tampo de migracié (5X): Tris-HC1 250 mM pH 8,3

glicina 980 mM
SDS 0,5%
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Procediment:

- Esrenten bé els vidres i es munten amb els separadors i pinces subjectant-los.
La part inferior del gel es segella amb un petit tap d’acrilamida.

- Es prepara la solucié del gel separador al % adequat d’acrilamida.

- El gel separador s’aboca fins a 1 cm del final dels pouets de la pinta,
s’anivella la part superior del gel amb butanol saturat en H,O i es deixa
polimeritzar durant 1 h. A continuacio es prepara el gel concentrador al 4%.

- Es descarta el butanol i s’aboca el gel concentrador, colocant la pinta alhora.
El gel es deixa polimeritzar durant uns 30 min.

- Les mostres es bullen durant 10 min a 100°C en tamp6 de carrega amb SDS
1x, es carreguen en el gel i es procedeix a I’electroforesi en solucid
d’electroforesi SDS 1x, a una intensitat de corrent constant de 15 mA.

Acabada I’electroforesi, es desmunta el sistema i el gel es pot tenyir amb Comassie Blue.

3.1.3. Transferéncia de proteines (Western-blot)

Aquesta técnica aprofita la forga i I’especificitat de la interaccié antigen-anticos,
per a detectar i identificar proteines préviament separades per mida electroforéticament.
L’immunorevelat I’hem dut a terme mitjangant un anticos secundari conjugat a

peroxidasa i hem detectat la reaccid quimioluminiscent corresponent.

Solucié SLAB 4 2x: Tris 50 mM
glicina 380 mM
SDS 0,1%
Solucié de transferéncia: Metanol 20%
SLAB 4 1X
Solucié de saturacio: llet en pols desnatada 5%

Tween 20 0,1%
Kathon 0,05%
TBS1X

Solucié de rentat: Tween 20 0,1%
TBS

Soluci6 de luminol: Tris-HC1 0,1 M pH 8,6-8,7
luminol sodic (Sigma) 1,25 mM
HzOz 2,7 mM

Es prepara fresca i es guarda a 4°C protegida de la llum
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Solucié activadora o “enhancer”: 11 mg d’acid p-hidroxi-cumaric (Sigma)
10 ml de dimetilsulfoxid (DMSQO, Sigma)

Procediment:
Electrotransferencia:

- El gel de proteines, la membrana de nitrocel-lulosa, 6 papers Whatman 3 MM
1 les espongetes s’equilibren en solucié de transferéncia (SLAB 4 1x, MetOH
20%) durant 5-10 min.

- Es munta el sandvitx, col-locant des del pol negatiu al positiu: 1 esponja, 3
papers Whatman, el gel la nitrocel-lulosa, 3 papers Whatman i I’altra esponja,
evitant de deixar bombolles entre cada capa. Es situa entre els eléctrodes de
la cubeta de transferéncia, cobrint-lo amb la solucid de transferéncia.

- Es transfereix a 4°C en agitacio durant 1-3 h a 250 mA d’intensitat de corrent
constant (per gels tipus Miniprotean). Alternativament, es pot transferir
durant tota la nit a 40 mA. Es pot comprovar I’abast de la transferéncia
tenyint el gel amb Comassie (no han d’aparéixer bandes), i la membrana amb
solucido Ponceau S (Sigma) (les proteines apareixen com a bandes rosades
que es poden destenyir amb H,O o PBS sense que s’afecti I’experiment
posterior).

Immunorevelat amb quimioluminiscencia:

- La membrana s’incuba en solucié de saturacié durant 30 min - lh a T
ambient en agitacio.

- A continuaci6é s’incuba amb [’anticos primari en la diluci6 adequada en
soluci6 de saturacid, durant 1 h 30 min a T ambient en agitacié o bé tota la nit
a4°C.

- Esrenta la membrana 3 vegades durant 5 min amb la soluci6 de rentat.

- S’incuba amb [’anticds secundari conjugat a peroxidasa en la dilucid

adequada en soluci6 de saturacio, durant 1 h a T ambient.

Per al revelat, es barregen 100 pl de soluci6 activadora i 10 ml de solucié de
luminol immediatament abans d’usar. S’incuba la membrana en aquesta barreja durant 1
min a la foscor, se n’elimina 1’excés de liquid, s’embolica amb paper Saran-Wrap i
s’exposa amb films d’autoradiografia durant diferents temps per a assegurar una
intensitat de senyal correcte. Quan el senyal €¢s molt debil, hem utilitzat el kit comercial

SuperSignal®West (Cultek S.L.U.).
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3.1.4. Anticossos

Tot seguit es presenta una taula amb els diferents anticossos utilitzats en els Western-

Blots (tal i com es descriu a 'apartat 2.2.1) i les corresponents dilucions:

ANTICOS SOLUCIO DILUCIO

seérum de conill anti-p19 SP1 TBS-Tween 0,1% + llet 1/50
desnatada en pols 5%

serum de conill anti-pl9 TBS-Tween 0,1% + llet 1/1000

sobreexpressada SP57 desnatada en pols 5% (Western)
PBS + 3% (Immunocitoquimica) 1/500

sérum de conill anti-GAPDH TBS-Tween 0,1% + llet 1/500
desnatada en pols 5%

serum de conill anti-TCTP TBS-Tween 0,1% + llet 1/200
desnatada en pols 5%

sérum de conill anti-NDPK TBS-Tween 0,1% + llet 1/100
desnatada en pols 5%

serum de conill anti-p-elF2a TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

sérum de conill anti-p- TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

ERK1/2(Thr202/Tyr204)

sérum de ratoli anti-ERK1/2 TBS-Tween 0,1% + llet 1/1000
desnatada en pols 5%

sérum de conill anti-p- TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

SAPK/INK (Thr183/Tyr185)

sérum de conill anti-p-p38 TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

MAP Kinase (Thr180/Tyr182)

serum de conill anti-c-Jun TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

(60A8)

sérum de conill anti-p73 TBS-Tween 0,1% + llet 1/100
desnatada en pols 5%

sérum de conill anti-FoxO1 TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

seérum de ratoli anti-p-p70S6K TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

sérum de conill anti-Src TBS-Tween 0,1% + llet 1/1000
desnatada en pols 5%

sérum de conill anti-p-Src TBS-Tween 0,1% + llet 1/1000

(Tyr527) desnatada en pols 5%

sérum de conill anti-p-mTOR TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

(Ser2448)

serum de conill anti-Akt TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

sérum de conill anti-p-Akt TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/100

(Serd73)

sérum de conill anti-p-Akt TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/100

(Thr308)

serum de conill anti-nm23-H1 TBS-Tween 0,1% + llet 1/100
desnatada en pols 5%

serum de conill anti-4EBP1 TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

seérum de conill anti-p-4EBP1 TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/1000

(Thr37/46)
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seérum de cabra anti-profilina TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/200

seérum de ratoli anti-tubulina TBS-Tween 0,1% + BSA 3% 1/200

Ac anti-rabbit* TBS-Tween 0,1% + llet 1/20.000
desnatada en pols 5%

Ac anti-mouse* TBS-Tween 0,1% + llet 1/10.000
desnatada en pols 5%

Taula 8: Anticossos Western. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per als assajos de Western Blot, amb les
solucions i dilucions corresponents

3.1.5. Tincié amb Comassie Blue
Aquesta tincid es basa en la uni6 inespecifica del colorant Comassie Brilliant

Blue R. El seu limit de deteccio és de 0,3-1 pg/banda de proteina.

metanol 50 %
Comassie Brilliant Blue R 0,05%
acid acetic 10%

Solucio de Comassie Blue:

metanol 40%
acid acetic 10%

Solucié destenyidora:

Procediment:
- El gel es cobreix amb soluci6é de Comassie durant 15-20 min.

- Es descarta la solucio de Comassie i es destenyeix el gel amb solucid
destenyidora durant 1 h, fins que les bandes siguin visibles i el fons del gel
quedi clar.

El gel es pot guardar en acid acétic 7%, o es pot assecar entre dos papers de cel-lofana

durant 60 min a 80°C.

3.2. Gels bidimensionals

3.2.1. Obtencio del lisat cel-lular

Per obtenir els lisats cel-lulars vam utilitzar el Sample Grinding Kit (Amersham
Biosciences) i el 2-D Clean-up kit (GE Healthcare, Amersham, England) per netejar les

mostres abans de ’analisi protedmic, seguint les instruccions del fabricant.
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3.2.2. Electroforesi bidimensional

L’electroforesi bidimensional es basa en separar les proteines d’una mostra
complexa segons les seves dues propietats moleculars, una en cada dimensi6. El
procediment més utilitzat es basa en la separacié en una primera dimensié mitjangant
isoelectroenfoc (separacio de peptids o proteines en un gradient de pH, per tant separaciod
per carrega pl), i la segona dimensi6 segons el pes molecular mitjangant electroforesi en

poliacrilamida.

Tamp6 desnaturalitzant: Urea 7TM
Thiourea 2M
CHAPS 4% (w/v)

Tampo de rehidratacio: Urea 7TM
Thiourea 2M
CHAPS 4% (w/v)
Tampo6 IPG pH3-11NL 0.5% (v/w)
Blau de Bromofenol 0.002% (w/v)

Tampo SDS d’equilibri: Tris-HCI 50 mM
pH 8.8
Urea 6M
Glicerol 30% (v/v)
SDS 2% (w/v)
Blau de Bromofenol 0.002% (w/v)
DTT 1% (w/v)*
Iodeacetamida 2.5% (w/v)*

* afegir després de preparar

Procediment:

- Els pellets resultants es van ressuspendre en tamp6 desnaturalitzant

- Es porta 225 pg de cada mostra fins a 450 pl amb tamp6 de rehidratacio

- Es carreguen les mostres dins un gel Immobiline DryStrip de 24 cm (pH 3-11
no linial) mitjancant una rehidrataci6 nativa durant un minim de 12 hores.

- Després de la rehidratacio, es transfereix el gel DryStrip a un sistema Ettan
IPGPhor (GE Healthcare, Amersham, England) i es realitza un enfoc isoeléctric
de 500 V durant 1 hora, 1.000 V durant 1 hora, 1 8.000 V durant 10.5 hores, fins
aconseguir 64.000 V/hora.
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- Les tires s’equilibren en tamp6 d’equilibri, al qual s’afegeix el DTT durant 15
min a temperatura ambient, seguit d’una incubacié amb iodeacetamida durant
15 min a temperatura ambient.

- Després de I’equilibracio, es posen les tires en un gel SDS-PAGE 12.5% (w/v) i
es separen les proteines en la segona dimensio utilitzant la unitat de separacio
Ettan DALT II (GE Healthcare, Amersham, England) a 0.2 W/gel durant 1
hora, 0.4 W/gel durant una hora i després 20 W/gel fins al final.

- Es tenyeix el gel utilitzant SYPRO Ruby Total Protein Gel Stain (Molecular
Probes, Invitrogen, Paisley, Scotland), segons les instruccions del fabricant, i es
visualitza amb un aparell Typhoon 9400 Variable Mode Imager (GE
Healthcare, Amersham, England).

3.2.3. Spot Picking, Processament proteic i Espectrometria de

Masses

Les taques proteiques escollides es tallen del gel, utilitzant un Investigator ProPic
Automated 2D Spot Picker i es digereixen amb tripsina utilitzant la ProGest Automated
Digestion Unit (ambdues de Perkin Elmer Life Sciences (UK) Ltd., Beaconsfield,
England). Els péptids resultants s’han analitzat mitjancant un espectrometre de masses
4700 MALDI-TOF-TOF (Applied Biosystems, Foster City, CA) per obtenir el registre
peptidic i la informaci6 de la seva seqiiéncia, la qual es va comparar amb varies bases de
dades utilitzant el programa informatic Mascot (www.matrixscience.com) per a

identificar la proteina present en la taca.

4. Analisi i manipulacio d'acids nucleics

4.1. Extraccio de RNA total

L'extrema fragilitat del RNA 1 la presencia de RNAses endogenes i exogenes
presents en l'ambient fa necessari prendre una série de mesures abans i durant la seva
manipulacié amb la finalitat d'evitar la contaminaci6 i degradacié de la mostra. Per a
treballar amb RNA ¢és necessari utilitzar guants i material especific lliure de RNAses. El

material de vidre ha d'estar perfectament net i autoclavat, aixi com les puntes i les
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pipetes. Les solucions es preparen a partir d'aigua tractada amb un agent que inactiva les

ribonucleases, el DEPC.

L'extraccid de RNA total es va dur a terme mitjangant el NucleoSpin® RNA 1T
Kit (Machenerey-Nagel, BD Biosciences), i per als assaigs de PCR en temps real (Real
Time PCR) es va realitzar una digestié addicional amb DNAsa (RQ1 Rnase-Free Dnase,
Promega). Per a l'array de miRNA, el RNA total es va extreure amb TRIzol® LS

Reagent (Invitrogen), seguint les instruccions del fabricant.

4.2. Obtencio de DNA plasmidic

4.2.1. Minipreparacions

Per a l'obtencié del DNA plasmidic es va utilitzar el kit NucleoSpin®

(Machenerey-Nagel), partint de 7 ml de cultiu bacteria.

4.2.2. Maxipreparacions

Per a l'obtenci6 del DNA plasmidic a gran escala es va utilitzar el kit
NucleoBond® PC 500 (Machenerey-Nagel), optimitzat amb el NucleoBond® Finalizer
(Machenerey-Nagel).

4.3. Subclonatge de fragments de DNA en plasmidis
4.3.1. Reaccions de modificacio del DNA

En la realitzaci6 dels subclonatges s'han emprat les segiients reaccions de
modificacié del DNA: digesti6 amb enzims de restriccid, fosforilacio, desfosforilacio i
lligaci6. Els protocols utilitzats son els descrits als manuals Molecular Cloning: A
Laboratory manual (Sambrook, 1989) i Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel i col., 1998), tenint en compte, a més a més, les recomanacions dels fabricants

per a cadascun dels productes utilitzats.
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4.3.2. Electroforesi en gel d'agarosa no desnaturalitzant

Un cop finalitzada la reaccié de PCR el producte d'amplificacié es detecta en un
gel d'agarosa no desnaturalitzant que separa els fragments de DNA en funcié de la seva
grandaria. El DNA es visualitza per tinci6 amb bromur d'etidi, un potent agent mitogen

que s'intercala en els acids nucleics.

Material:
e Tampo6 TAE 1x
e Tampo de carrega 1x
e Agarosa
e Cubeta d'electroforesi

e Transil-luminador UV

Procediment:

® Preparar una soluci6 d'agarosa al 0,8-1,2 % (en funci6 de la mida de la banda que
desitgem veure) en tamp6 TAE 1x.

¢ Dissoldre al microones, refredar i afegir el bromur d'etidi a una concentracio6 0,5
Lg/ul.

¢ Un cop gelificat, es carrega la mostra amb el tamp¢6 de carrega

e FE] gel s'observa en un transiluminador de llum ultraviolada.

La radiaci6 ultraviolada de 260 nm absorbida pels acids nucleics es transmet al bromur
d'etidi emetent com a resultat fluorescéncia a 590 nm que és proporcional a la quantitat

d'acid nucleic present.

4.3.3. Purificacio de DNA a partir de gels d'agarosa

El métode emprat esta basat en la utilitzacié d'una resina que uneix el DNA. S'ha
purificat amb el kit GFX"™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)

seguint les instruccions del fabricant.
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4.3.4. Preparacio i transformacio de cél-lules competents d'E.coli
El métode utilitzat es basa en una modificacié del descrit per Ausubel (1998) el
qual permet obtenir una eficacia de transformaci6 al voltant de 10°-10° cfu/ug de DNA

mitjancant el procés de xoc térmic.

Solucié TFB: K-MES 10 mM pH 6.20
RbC1 100 mMMnCl,. 45 mM 4H20
CaCh 2H20 10 mM
Hexamine Cobalt (III) Chloride 3 mM
1 M MES
S’ajusta a pH 6,3 amb KOH i s’autoclava

Protocol de preparacio de cél-lules competents:

¢ Inocular un minicultiu de 5 ml de SOB a partir d'un glicerinat de la soca d'E.coli
que ens interessi (en el nostre cas DH5a o XLBlue) i incubar o/n a 30°C.

e Posar 200 ml de SOB en un erlenmeyer d'l 1, i afegir 12 ml de NaCl 5M.
Inocular-hi el cultiu o/n de 5 ml.

e Incubar a 30 °C a 200 rpm fins que s'arribi a una D.O.55,=0,5 (3-4 h)

e Centrifugar el cultiu 15 min a 4°C a 1000 g.

e Ressuspendre suaument el sediment en 20 ml de tamp6 TFB fred, i incubar en
gel 15 min.

e Preparar un bany de gel sec/ EtOH. Quan estigui viscos, posar-hi vials destapats
en una barqueta flotant (assegurar-se que el EtOH no entra en els vials).

e Afegir 700 pl de DMSO a la suspensio cel-lular, i incubar en gel 10 - 15 min.

e Aliquotar 1 ml de suspensio cel-lular en els vials i tapar-los durant encara estan al
bany. Guardar a -70°C.

Transformacio de cél-lules competents:

e Descongelar els vials amb les cél-lules competents suaument, i quan encara esta
turbi aliquotar 100 pl de cél-lules en un eppendorf amb la quantitat de DNA
adequada (25-50 ng de DNA plasmidic).

e Mesclar bé (sense vortejar) i incubar en gel durant 15 min.

¢ Incubar 90 sec. a 42°C (xoc térmic).
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e Posar els tubs en gel durant 2 min.

o Afegir 800 ul de medi SOC, incubar en agitacio 1 h a 37°C (opcional) i
plaquejar en plaques de LB amb el corresponent antibiotic.

¢ Incubar a 37°C o/n en posici6 invertida.

4.4. PCR (Polymerase Chain Reaction)

En aquest treball experimental es van seguir els protocols generals descrits a

Ausubel (1998) per a la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis i col., 1986)

adaptant-los a les nostres necessitats d’amplificacio de fragments de DNA.

4.4.1. Condicions generals de PCR

Les condicions generals de PCR emprades en aquest treball es descriuen a

continuacio:

DNA motllo

Tampd PCR 10X (amb MgCl, 2 mM)
dNTPs 10 mM

Encebadors 10 uM

DNA Taq polimerasa (Pfu 2,5U/ul)
H,O

20 ng

2,5 ul

0,5 ul

0,5 ul de cada

1wl

Fins a 25 pl (volum final)

Es van mesclar tots els components indicats i es van mantenir a 4°C fins a programar el

termociclador. Els cicles de PCR habituals van ser:

Desnaturalitzacid inicial: 3° a 93°C

Desnaturalitzacio: 2' a 94°C

Anellament: 40" a Tp°C

Extensid: n" a 72°C

30 cicles

Extensio final: 5'a 72°C

Taula 9: Esquema dels cicles de PCR. On 7p és la temperatura especifica per a cada parell d'encebadors i el temps

d'extensio (es calcula que es necessita 1' per cada 1000 pb).
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4.4.2. Clonatge de fragments de DNA amplificats per PCR

Els fragments de DNA resultants de la PCR es van purificar retallant el producte
d'interés després de la seva resolucid en gels d'agarosa. El producte de PCR s'ha purificat
amb el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) seguint les

instruccions del fabricant.

4.4.3 RT-PCR

La reacci6 de RT-PCR permet analitzar l'expressido d'un determinat gen tot
retrotranscrivint els seus transcrits (mRNA) a cDNA, per després utilitzar-lo com a

motlle en una reaccidé de PCR convencional.

La sintesi de ¢cDNA de primera cadena s'ha realitzat a partir de RNA total,
utilitzant el kit SuperScript'™ III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR Reverse
Transcriptase (Invitrogen). L'enzim retrotranscriptasa utilitzat en aquest kit prové del
virus de la leucémia murina de Moloney (M-MLV), perd amb una menor activitat
RNAsa H (l'activitat RNAsa H present en alguns enzims degrada especificament els
hibrids RNA:DNA) i una major estabilitat térmica. Es parteix d'l ug de RNA total i
s'utilitzen hexanucleotids a I'atzar com a encebadors (s'uneixen a diversos llocs del RNA
i generen cDNA curts, per tant son ideals per evitar estructures secundaries en el motlle i

a més a més transcriuen de forma més eficac les regions 5' dels mRNA).

Sintesis de cDNA cua de PolyA
mRNA 5’ T 3
AAAAAAA
unié de I’encebador oligo(dT)
I L b o i i i i vy vy vyl
TIITTIT 5
transcriptasa reversa, dNTPs
hibrid 5 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITT T T T O
DNA:RNA 3 TITTTIT 5
RNAsa H, DNA lligasa RNAs degradats utilitzats
RNA degradat DNA Pol | ¥ com encebadors
per la 3 e o Y I 5 I S S W nenuns 5'
RNAsa H DNA Pol I sintetitza nova cade
. v ¢/ iremou els encebadors
0 T T o T T T T o I R oo 5
DNA lligasa uneix
'] ¥ els fragments

PIL0 U L i P i i iy v 5'

i
L 4
0 A A i 0

3

Fig. 52: Sintesi de cDNA. Esquema de la sintesis de cDNA a partir de RNA utilitzant Oligo dT
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4.4.4. Reaccio de PCR en Temps Real (Real-Time PCR)

En la PCR a temps real, el producte de PCR s’analitza en uns cicles en els que
encara hi ha una relacid lineal entre el producte de partida i la quantitat d’amplico
sintetitzat. La PCR a temps real permet la deteccié del producte de PCR a mida que
aquest s’acumula, i per tant, proporciona un metode molt sensible per a la quantificacio
del nombre de copies d’una mostra o la comparacié dels nivells d’expressid entre

mostres diferents.

Les reaccions de PCR en temps real venen caracteritzades pel cicle en qué
I'amplificaci6 d'un determinat producte es detecta per primer cop. La PCR en temps real
permet tant una quantificacié absoluta del numero de copies de cada missatger com una
quantificacio relativa, basada en el parametre Cr (cicle llindar o threshold cycle), el qual
es fixa com el cicle en que la fluorescéncia supera un llindar préviament fixat
(threshold). Per tant, s'ha d'utilitzar un control endogen com a element normalitzador. La
relacio entre el Cr de la diana i el del control endogen proporciona un valor de Cr
normalitzat (Ctyn) de la diana, que serveix per estandaritzar la quantitat del cDNA afegit

a la reaccio.

Els primers contra els exons E3-IDX, E4A-E4B, E3-E4A i GAPDH (control
endogen) van ser dissenyats per TaqMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems). Aquest sistema es basa en la utilitzaci6 d’una sonda consistent en un
oligonucleotid que porta unides dos tipus de molécules: un marcador fluorescent (o
reporter) al seu extrem 5’ 1 un reductor de I’emissio (o quencher) a I’extrem 3°. Mentre
la sonda es troba intacta, la proximitat del quencher redueix enormement la
fluorencéncia emesa pel reporter pel fenomen de FRET (Fluorescence resonance energy
transfer). A mesura que la Taq DNA polimerasa allarga el primer, ’activitat 5’ nucleasa
d’aquesta degrada la sonda, que es troba unida entre els dos primers. D’aquesta manera
els dos fluorocroms es separen, incrementant aixi el senyal del reporter. A cada cicle hi
ha més molécules de reporter alliberades, produint-se un augment de la fluorescencia

proporcional a la quantitat d’amplicé generat.
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Materials:

- Aparell ABI PRISM 7700 Sequence Detection System
- Sondes TaqMan® i primers

- TaqMan® Universal PCR Master Mix

- ABI PRISM Optical Adhesive Cover Starter Pack

- ABI PRISM 96-well Optical Reaction Plate with Barcode

5’3 mRNA

transcripciél reversa
a—n—rrm—m—rrm—m—m—rrm—rrm--S' cDNA
5 LU L AL L L -3

hibridacio lpolimeritzacié

s s e s L s s s R
LI,

5'WWWM-3'

desplagamentl cadena

u cicle PCR| complert ?
a ] | } | o

5 A

@

i
5
N e
5 3

Fig. 53: Principi d'accio de les sondes TagMan. La fluorescéncia s'incorpora a la reacciéo de PCR pel métode de
l'assaig 5' nucleasa que utilitza una sonda i uns primers especifics per la seqiiéncia que es vol detectar. La sonda i els
primers s'uneixen al cDNA i comenca la polimeritzacid. Quan I'enzim arriba a la sonda, l'activitat 5' nucleasa de la
polimerasa la desplaga i I'acaba trencant. Aixo fa que el fluorocrom que emet la fluorescéncia (R, reporter) se separi
de l'altre fluorocrom (Q, quencher) i que s'emeti la fluorescéncia. A mesura que es van sintetitzant noves cadenes de
DNA l'emissio de fluorescéncia augmenta i queda enregistrat en l'aparell, donant la mesura de fluorescéncia a cada
cicle de la PCR.
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Les condicions generals de Real-Time PCR emprades en aquest treball es

descriuen a continuacio:

cDNA 9 1l (30 ng del RNA total)
TaqMan® Universal PCR Master Mix 10 ul
20X TaqMan® Gene Expression Assay Mix 1 pl

Es van mesclar tots els components indicats i es van mantenir a 4°C fins a programar el

termociclador. Els cicles de PCR habituals van ser:

Desnaturalitzacio6 inicial: 10'a 95°C

Desnaturalitzacid: 15" a 95°C

30 cicles
Anellament/Extensio : 1' a 60°C

Taula 10: Esquema dels cicles de PCR en Temps Real.

* Vam calcular el llindar optim en 0.4, i els calculs s'han realitzat segons el AACt method (User Bulletin #2 ABI

Prism 7700 Sequence Detection System, December 11, 1997).

Tal com s’ha comentat préviament aquest meétode es basa en el calcul de la
relacio entre el Cr de la diana i el del control endogen, que serveix per a estandaritzar la
quantitat de RNA o DNA afegit a la reacci6. Tot i aix0, aquest valor és un valor sense
cap tipus d’unitat que pot ser utilitzat per a la comparacio relativa de la quantitat de la
diana entre diferents mostres. Una forma d’aconseguir-ho és designar una de les mostres
com a calibrador. El calibrador no és més que una mostra que serveix com a base per a

comparar els resultats, €s a dir, és el que proporciona el valor 1 d’expressio.
La quantitat de la diana, normalitzada al control endogen i relativa al calibrador,

ve donada per:

-AACT
2

on ACt = Cy diana — Ct control endogen

AACt = ACt mostra - ACt calibrador
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L’error estandard (SE) de ACr pot ser calculat com:

\/ (SEdiana)2 + (SEcontrol)2

Sempre 1 quan el nombre de répliques sigui el mateix pels dos elements. El calcul de
AACT no és més que una resta d’una constant arbitraria, per tant, el SE de AACT és la

mateixa que la de AACT de la diana.

4.5. Microarrays de DNA

La tecnologia de microxips de DNA ¢és una de les eines més poderoses que
disposa actualment la genomica per tal d'obtenir informacié sobre les funcions dels
diferents gens, con¢ixer en quins processos participen, de quina manera estan regulats, la
interaccié amb altres productes geénics, com varien els nivells d'expressio entre diferents
tipus cellulars i estadis, i com varia l'expressi6 genica sota diferents condicions

ambientals, entre d'altres.

Els microarrays permeten la quantificacié relativa de 1’expressié genica, amb
I’avantatge d’analitzar centenars o milers de gens alhora. El concepte basic dels arrays és
la immobilitzacio de fragments coneguts de DNA (sondes) en suports solids, amb la
posterior uni6 de les seqiiéncies complementaries d’aquests acids nucleics presents en la

mostra biologica d’intereés.

Preparar mRNAs

AN ’ A "
\%RT mcﬁ\{xgl Generar microarray

Obtencié de sondes
marcades
fluorescentment

B Ry s

Combinar
sondes

Hibridar
Analitzar

\’gf (\5 Escanejar dades e
> % F

Fig. 54: Incubacié d’arrays. Esquema del protocol d’incubacié d’un array.
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Existeixen dos tipus principals de microarrays que es diferencien en funci6 del

meétode de fabricacid i de la natura de I’acid nucleic immobilitzat, els microarrays de

DNA i els microarrays d’oligonucleotids.

Els microarrays d’oligonucleotids es sintetitzen per fotolitografia, que
consisteix en la sintesi in situ d’oligonucleotids de 25 bases. En la sintesi es
parteix d’una superficie de vidre coberta de quars amb un compost sensible a la
llum que evita la unié del primer nucleotid de la sonda. L’emmascarament
litografic s’utilitza per a bloquejar o permetre la transmissié de la llum en
localitzacions especifiques del suport activant aixi el compost quimic. A
continuacié la superficie s’incuba amb una solucid que conté¢ el nucleotid
d’interés que s’acoblara només en aquelles regions on el vidre ha estat
desprotegit per il-luminacié. El nucleotid presenta també un grup de proteccid
sensible a la llum, de manera que el cicle es va repetint. Aixi, es van sintetitzant
les sondes mitjangant cicles de quimica combinatoria. Aquesta tecnologia
requereix una infraestructura molt sofisticada i la seva utilitzacié, pel moment,
esta limitada a unes poques empreses especialitzades entre les que destaca

Affymetrix.

Els microarrays de DNA es sintetitzen generalment per impressié del DNA en
superficies de vidre recobertes quimicament per a permetre la unié del DNA.
Aquesta uni6 pot ser ionica (amines o lisines) o covalent (epoxids o aldehids). El
DNA utilitzat prové de productes de PCR, de 500 a 2500 bases, que son
purificats per tal d’eliminar les sals, els primers i les proteines presents en la
reaccio de PCR. Cada punt de I’array, el que anomenarem sonda, es genera per la
deposicid de pocs nanolitres del producte purificat. En funcié del meétode
d’impressi6 utilitzat el diametre de la sonda varia entre 100 i 300 um. En aquest
tipus de microarrays es realitza una hibridacié per competéncia entre la mostra
d’interés 1 una de referéncia, marcades cadascuna amb un fluorocrom diferent

(normalment Cy3 i Cy5).
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Tanmateix, tot experiment de microarray consta de diversos passos comuns:

1. Aillament del RNA de les mostres biologiques

2. Generacié de les dianes marcades. Per a cada hibridacio calen de 10 a 30 pg de
diana marcada. En molts casos no es disposa de tanta quantitat de mostra, pel que
¢s recomanable un primer pas d’amplificacié del RNA (aRNA). A continuacio
s’efectua una retrotranscripcié del aRNA amb ’objectiu d’obtenir les sondes de

DNA marcades fluorescentment.

3. Hibridaci6 de les sondes marcades. El protocol d’hibridacio utilitzat varia en
funci6 de la longitud de les sondes, del tipus d’array, de la quimica

d’immobilitzacio utilitzada i del tipus de diana marcada.

4. Deteccio del senyal i analisi de les dades. Els senyals dels microarrays es
detecten per escaneig, utilitzant un lector de fluorescéncia. Aquests escaners
porten associat un software que permet la identificacio de les sondes individuals i
la mesura de la intensitat de cadascuna. Les dades obtingudes han de ser
normalitzades amb la finalitat d’ajustar les diferéncies d’intensitat. A partir
d’aqui ja es poden calcular els canvis d’expressio de cada gen. L’elevada
quantitat de dades que es generen fa necessaria la utilitzacid de diversos
programes informatics per tal de facilitar aquest procés.

5. Validacié de les dades de I’array mitjangant técniques alternatives.

En aquesta tesi s'ha utilitzat un microarray d'Agilent (G4110B) que conté 22.000 gens

humans.

En el nostre assaig, ceél-lules HeLa van ser transfectades amb pRKS, pRK5-p19 o
PRKS5-p19 W164A durant 24 h. La extraccio de RNA es va realitzar tal com es descriu a
l'apartat 3.1. Seguidament es va quantificar amb el NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer i es va enviar al servei de microarrays del Centre de Regulacié
Genomica (CRG) de Barcelona. Alli es va procedir al seu analisi amb el Bioanalizer

2100 (Agilent Tech., Santa Clara, CA, USA) per a comprovar-ne la qualitat.
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Els RNAs dels diferents tractaments es van hibridar seguint la técnica del dye-
swap o intercanvi de fluorocrom, en la qual s'hibriden dos microarrays per comparar una
mostra i un control o referéncia: si en una del les hibridacions marquem la mostra amb
Cy3 i la referéncia amb Cy5, en l'altra ho farem a l'inversa. Aix0 permet tenir dades
replicades alhora que s'adreca el problema de 1'esbiaix de fluorocroms, produit per les

diferéncies en la incorporacio dels mateixos i en les seves propietats.

Les mostres de cel-lules Hela transfectades amb el vector codificant per la
proteina p19 o pl9mut es van comparar amb la mostra control, cél-lules transfectades
amb el vector buit (pRKS5, un vector d’expressiéo en mamifers induible per tet). Es van
hibridar un total de 12 microarrays humans d’oligonucleotids 1A v2 d’Agilent (G4110B)
amb unes 22.000 sondes seguint les recomanacions del fabricant: 6 p19 versus control i

6 p19mut versus control.

Es van amplificar 500 ng de RNA total de cada mostra amb transcriptasa reversa
Oligo-dT-T7, i es va marcar per trancripcié in vitro amb T7 RNA polimerasa en
presencia de Cy5-CTP o Cy3-CTP utilitzant el Low Input RNA labelling kit (Agilent), i
es va netejar mitjancant RNAeasy colums (Quiagen). Després de la fragmentaciod, es van
co-hibridar 750 ng de cRNA marcat de cada una de les dues mostres en In situ
hybridation buffer (Agilent) durant 18 h a 60°C, i es van rentar durant 10 min en 6X SSC
+ 0,005% Triton X-102 a temperatura ambient, i 5 min en 0,1X SSC + 0,005% Triton X-

102 a 4°C, seguit d’un secat per centrifugacié 5 min a 1.000 rpm.

Les imatges s’han generat en un escaner confocal de microarrays (Agilent) a una
resolucid de 10 pm, i s’han quantificat utilitzant el programa GenePix 6.0. Els espots
amb intensitats de senyal dues vegades superior al soroll de fons, no saturats i no
detectats pel GenePix van ser considerats fiables i amb un valor d’1 per a normalitzar-
los, mentre que a la resta se’ls va donar el valor de 0,01. Les intensitats obtingudes es
van sostreure del nivell de fons local i els quocients log2 es van normalitzar en una corba
depenent d’intensitat amb un parametre span 0,3. Els quocients normalitzats es van

escalar entre els arrays per obtenir dades comparables.
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Les dades no tractades es van processar mitjancant el programa MMARGE
(Lozano et al., no publicat), una pagina web implementada de Limma, una llibreria
d’analisi de microarrays desenvolupada dins el projecte Bioconductor en un ambient
estadistic R (Gentleman et al. 2004). Per a comparar les mostres p19 versus pl9mut, es
va aplicar un test contrast utilitzant els quocients log2 normalitzats de les hibridacions
dels 6 microarrays de cada tipus com a replicats contra la mateixa referéncia control
comuna, mitjancant BANAL, una web implementada de Limma (Lozano et al., no

publicat).

4.5.1 Microarray de miRNA

El processament dels microarrays de miRNA es van realitzar tal com es descriu
anteriorment (Liu ef al. 2004). Es van hibridar 5 pg de RNA total als xips de miRNA, els
quals contenen sondes de 40-mer oligonucleotids especifiques de gens humans, unides a
una matriu polimeérica per tecnologies de contacte i unions covalents. Els microarrays es
van hibridar en 6X SSPE (0,9 M NaCl/60 mM NaH,PO,H,0/8 mM EDTA, pH
7.4)/30% formamida a 25°C durant 18 h, es van rentar en 0,75X TNT
(Tris'HC1/NaCl/Tween 20) a 37°C durant 40 min, i es van processar utilitzant un metode
de deteccid directe amb estreptavidina conjugada al fluorocrom Alexa Fluor 647 dels
transcrits que contenen biotina. Els portaobjectes processats es van escanejar mitjancant
un escaner de microarrays, amb un laser de 635 nm, un PMT fixat, i una resoluci6 de 10

mm. Les dades es van confirmar més tard mitjancant analisis de Northern Blot.

Les imatges es van analitzar utilitzant el programa GenePix Pro. Es va restar el
soroll de fons de les mitjanes dels valors dels punts replicats de cada miRNA, aquests es
van normalitzar i es va procedir a un analisi posterior. Finalment es van seleccionar els
miRNA mesurats en almenys la més petita de les dues classes en un rang de dades. Els
punts no rellevants els vam donar un valor de 4,5 abans dels analisis estadistics, valor
que correspon a la mitjana de la intensitat minima detectada en els experiments. La
nomenclatura dels miRNAs esta basada del Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) i
de la base de dades de miRNAs del Sanger Center (Griffiths-Jones 2004). Els miRNAs
expressats diferencialment es van identificar utilitzant un test # amb un analisis de

significancia dels microarraus (SAM) (Tusher et al. 2001).
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S. Microscopia

5.1. Fixacio i muntatge de les cel-lules

Hem preparat les mostres per a visualitzar les cél-lules al microscopi fixant-les
amb paraformaldehid 4% durant 30 min a temperatura ambient. Després es renten 2 cops
amb PBS, i es guarden en PBS azida 0,01% a 4°C.

Per a muntar les preparacions, es renta cada llentia 2 cops amb PBS, es passa per
aigua, etanol i es deixa assecar. Després muntem les llenties amb Immuno Floure

Mounting Medium (ICN Biomedicals, Inc.).

5.2. Immunocitoquimica

- Es renten les llenties on hem crescut les céllules 2 cops amb PBS
(previament hem fixat les cel-lules amb paraformaldehid 4%).

- S’afegeix 150 pul de NaBH4 1 mg/ml en PBS (ha de ser fresc), per
permeabilitzar les cél-lules. Es deixa 10 min a T ambient.

- Esrenta 3 cops amb PBS.
- S’afegeix 300 ul de PBS/Trit6 X 100 0,2%, 10 min a T ambient.
- Esrenta 3 cops amb PBS.

- S’afegeix 200 pl de BSA 3%/PBS/Trito6 X 100 0,2% durant 10 min a T
ambient, per bloquejar.

- Esrenta 3 cops amb PBS.

- S’incuba amb Dl’anticos primari diluit en BSA 3%/PBS durant 45 min a T
ambient.

- Esrenta 3 cops amb PBS.

- S’incuba amb I’anticds secundari (en cas que sigui una detecci6 indirecta)
diluit en 3%BSA/PBS durant 30 min a T ambient.

- Esrenta 3 cops amb PBS.
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ANTICOS DILUCIO

sérum de ratoli anti-p73 1/500
sérum de conill anti-p19 sobreexpressada SP57 1/500
sérum de conill anti-p19 SP1 1/50
sérum de conill anti-p19 SP1 Non Immune Serum 1/50
sérum de ratoli anti-PKC 1/50
sérum de cabra Alexa Fluor®488 F(ab'), anti-conill 1/5000
sérum de cabra Alexa Fluor®555 F(ab'), anti-ratoli 1/5000

Taula 11: Anticossos utilitzats en els assajos d’immunocitoquimica.

5.3. Fluorescence resonance energy transfer (FRET)

La teécnica FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) es basa en un
procés fotofisic que consisteix en la transferéncia d’energia entre estats singlet des d’un
fluorofor (donador d’energia) a un altre cromofor (acceptor d’energia). L’energia és
transmesa a través d’una interaccié dipol-dipol entre ambdues moléecules, sense que es
produeixi I’emissié de cap fotd. Aixi doncs, I’excitacié del donador pot produir emissid

de Ilum per part de I’acceptor, amb pérdua d’emissio del donador.

Aquesta técnica s’utilitza per quantificar la distancia entre dues molécules

conjugades a fluorocroms diferents (Clegg, 1996), i requereix que:

¢ El donador sigui fluorescent el temps suficient.

e La transferéncia no impliqui I’actual reabsorcio de llum per part de
I’acceptor.

e [’espectre d’emissido del fluorocrom de la molécula donadora es
superposi a I’espectre d’excitacio de la molécula acceptora.

e La distancia entre el donador i ’acceptor sigui de 1-10 nm.

La interaccid entre les dues molécules es detecta excitant amb la longitud d’ona
corresponent a I’espectre d’excitacid del donador, i detectant I’emissiéo de llum a la
longitud d’ona corresponent a 1’espectre d’emissi6é de 1’acceptor. Quan es dona FRET,

I’emissio del donador disminueix i I’emissio de 1’acceptor incrementa. Les mesures de
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FRET requereixen certes correccions en base del cross talk (1a deteccié de fluorescéncia
del donador mitjangant el filtre d’emissio de 1’acceptor i a I’inversa) i les concentracions
de donador i acceptor, aixi com el calcul de la fluorescéncia background i
I’autofluorescéncia. En certs casos també es requereix fer un “blanqueig”

(photobleaching) de la mostra.

Les construccions plasmidiques que hem utilitzat en les transfeccions han estat:

Interaccié p19/RACK1

- pEYFP-Cl-p19

- pECFP-CI-RACKI1

- pEYFP-C1-p19/ pECFP-CI1-RACKI1
- pEYFP-C1 / pECFP-CI1-RACKI1

Interaccid p19/p730a

- pEYFP-Cl-p19

- pECFP-Cl-p73a

- pEYFP-Cl-p19/ pECFP-Cl-p73a
- pEYFP-C1 / pECFP-C1-p73a

Tots els calculs s’han realitzat segons els procediments descrits per Gerald W. Gordon

(Biophysical Journal, vol. 74, 1998).

5.4. Observacio al microscopi

Un cop acabada la corresponent manipulacié de les cél-lules, es procedeix a la
observacio de les mostres al microscopi Zeiss AxioPhot. Les longituds d'ona d’emissio i
d'excitacio dels diferents fluorocroms utilitzats en aquest treball es descriuen a la segiient

taula:

FLUOROCROM EXCITACIO EMISSIO
495 519

555 568
eGFP 488 522/35
eYFP 513 527
e¢CFP 430 475

Taula 12: Fluorocroms utilitzats en els assaigs de FRET. Mesures en nandometres
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En el cas de microscopia confocal, les imatges s'han adquirit amb el Leica TCS
SP confocal laser scanning microscope (Heidelberg, Alemanya), del servei de
microscopia de I'TBMB-CSIC de Barcelona, fixant la longitud d'ona d'emissié d'un laser
d'arg6 a 488 nm. Durant l'escanejat, per visualitzar la fluorescéncia del fluorocrom
Alexa Fluor® 488, es va utilitzar un filtre triple-dicroic (TD 488/543/633) i la finestra
d'emissio es va fixar a 490-540 nm. Es van realitzar seccions optiques seriades i les
imatges confocals es van combinar com projeccions x-y. Les imatges amb doble
marcatge es van estudiar mitjancant excitacid seqiiencial de cada laser per evitar

fluorescéncia creuada.

6. Analisi de Cicle Celllular i Apoptosi per

Citometria de Flux

La citometria de flux consisteix en la mesura d'una série de parametres de la
cel-lula en un sistema de flux. Les c¢l-lules son obligades a passar alineades una a una
davant d'un feix de laser mitjangant un flux continu. Cada c¢l-lula, a la vegada que
dispersa la llum, emet llum fluorescent com a conseqiiéncia de l'excitacio del laser a la
que ¢és sotmesa. Els parametres que s'han mesurat son:

Dispersio frontal de llum laser (FSC): és proporcional a la mida de la particula

analitzada. Es recollida i amplificada per un fotodetector amb un filtre de densitat neutra.

Dispersio lateral de llum laser (SSC): és proporcional a la granulositat o complexitat
de la particula analitzada. Es recollida i amplificada en direcci6 perpendicular al feix del

laser mitjangant un fotomultiplicador amb els filtres 488DC + 488BP.

Fluorescéncia verda: és proporcional als antigens revelats amb un anticos conjugat a
Annexin-FITC (assaigs d'apoptosi) o a la fluorescéncia de la molécula GFP (assaigs de
cicle cellular). Es recollida i amplificada de forma logaritmica mitjancant un

fotomultiplicador amb els filtres 550DC + 525BP.
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Fluorescéncia vermella: és proporcional a la fluorescéncia de Iodur de Propidi (IP). Es
recollida i amplificada de forma logaritmica mitjancant un fotomultiplicador amb els

filtres 645DC + 675BP.

Llum ultraviolada: és proporcional a la fluorescéncia blava donada per ’intercalador

de la doble cadena de DNA Hoechst 33342 (450 nm).

Els experiments de citometria de fluxe es van realitzar en els serveis cientifico-técnics de

la UB.

6.1. Determinacio de 1'apoptosi

La membrana plasmatica esta formada per una bicapa lipidica de distribucio
asimetrica. En l'apoptosi primerenca es perd 1'asimetria en la distribucio dels fosfolipids
de forma que la fosfatidilserina, que en condicions normals es troba exclusivament en la
cara interna, passa a exposar-se a la cara exterior de la membrana. L’anexina V és una
proteina que s'uneix preferentment als fosfolipids carregats negativament, mitjancant una
unié reversible i depenent de calci, per la qual cosa en una preparacio de cel-lules no

permeabilitzades s'unira a la fosfatidilserina de les c¢l-lules apoptotiques.

En processos d'apoptosi avangada i necrosi la membrana plasmatica es deteriora i
esdevé permeable a substancies com el iodur de propidi (IP) que s'intercala en la doble
cadena de DNA. La viabilitat cel-lular i el percentatge de cel-lules apoptotiques es
determina per citometria de flux, mitjancant un doble marcatge amb anexina V
conjugada amb FITC (fluorescéncia verda) i IP (fluorescéncia vermella). Aixi s'obté el
percentatge de cél-lules vives (anexina i IP negatives), cel-lules apoptotiques
primerenques (positives pel marcatge d'anexina i negatives pel d'IP) i cel-lules amb

apoptosi avangada o necrosi (anexina i [P positives).
Procediment:

e Les cel'lules HeLa es van transfectar amb els corresponents plasmids, tal com es
descriu a l'apartat 1.1.
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e Les cellules apoptotiques foren detectades mitjangant el Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit (Sigma), seguint les instruccions del fabricant.

e Com a control positiu d'apoptosi, les cél-lules es van tractar amb Etoposide 100
uM.

Els experiments de citometria van ser realitzats utilitzant un aparell Epics XL
flow cytometer (Coulter Corporation, Miami, Florida, USA). L'excitacié de la mostra es

va dur a terme amb un laser d'argd estandard de 15 mW a 488 nm.

6.2. Assaigs de cicle cel-lular

La citometria de flux permet determinar el cicle cellular mitjancant la
determinacio de la quantitat de DNA de les cel-lules. La distribuci6 tipica del DNA d'una
poblaci6 cel-lular en creixement esta formada per dos pics que corresponen a la fase
G1/Gy i a la fase G»/M 1 una vall corresponent a la fase S. En la fase G,/M la cél-lula té el
doble de quantitat de DNA que en la fase G;/Gy. La fase S correspon a la sintesi de
DNA.

La mesura de la quantitat de DNA es basa en la capacitat dels marcadors
fluorescents per unir-s'hi especificament. Les cél-lules tenyides amb el marcador emeten
una fluorescencia proporcional al contingut de DNA. L'histograma que s'obté mostra el
nombre de cel-lules respecte a la quantitat de fluoresceéncia. A partir de 1'histograma es
poden utilitzar diversos metodes informatics per a calcular el percentatge de cél-lules en

cada fase.

Procediment

e Es van transfectar cél-lules HelLa amb diferents plasmidis que contenen la
seqiiencia de la molécula GFP, tal i com es descriu a 'apartat 1.1.

e Després les cel-lules s'incuben amb 2 pg/ml Hoechst 33342 durant 2 h.
e Abans de l'analisi, es centrifuga les cél-lules, es renten amb PBS Ix i es

ressuspenen a una concentracié de 1 x 10° cel/ml en medi DMEM suplementat
amb 10% FBS, penicil-lina/estreptomicina i Hoechst 33342 2 pug/ml.
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Les mostres foren analitzades en un MoFlo flow cytometer (DakoCytomation, Fort

Collins, Colorado, USA).

7. Assaigs enzimatics

7.1. Quantificacio de l'activitat telomerasa

L'activitat telomerasa es va determinar mitjangcant el TeloTAGGG Telomerase
PCR ELISA kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) seguint les
instruccions del fabricant. Aquest assaig combina el protocol d'amplificacié de les
seqiiencies repetitives telomeériques (TRAP, Telomeric Repeat Amplification Protocol)

amb la deteccid no-radioactiva dels productes generats per PCR (ELISA).

L'acronim TRAP déna nom al métode descrit per Kim et al. per a la determinacio
d'activitat telomerasa tant en teixits com en extractes cel-lulars. El TRAP es basa en
I'amplificacio, mitjancant una reaccio en cadena de la polimerasa (PCR), dels productes

resultants de l'activitat telomerasa. Basicament consta de dues etapes:

e La telomerasa afegeix repeticions telomeriques a l'extrem 3' d'un oligonucleotid

sintetic (TS: AATCCGTCGAGCAGAGTT).

e Els productes resultants d’aquesta elongacié son amplificats a través d’una PCR,
utilitzant el mateix TS 1 un altre oligonucleotid sintétic (CX:

CCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA) com a iniciadors.

En el TRAP, primer es dona 1'elongacio de TS per part de la telomerasa present
en l'extracte o teixit, que afegeix repeticions telomeériques al seu extrem 3'. L'enzim
afegeix nucleotids en séries de 6, de manera que després de cada addicido de 6 (una
repeticid telomerica), t€ lloc I’etapa de translocacié per tal de poder continuar
addicionant més repeticions telomériques. El resultat de tot aquest procés ¢és la
generaci6, després de successives etapes d’addicio-translocacid, d’un oligonucleotid de

longitud TS + 6n. La suma de tots aquests processos que tenen lloc a nivell molecular
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durant un assaig TRAP genera una barreja de cadenes nucleotidiques de diferents
longituds: TS, TS + 6, TS + 12, TS + 18, ... La segona ectapa del TRAP consisteix en
I’amplificacié d’aquestes cadenes mitjangant una reaccid6 de PCR utilitzant la Taq
polimerasa com a enzim i TS i CX com a iniciadors. Aquest ultim, CX, és un 24-mer de

seqiiencia practicament complementaria a la telomerica.

Al llarg dels anys, aquest experiment ha anat incorporant algunes modificacions
per tal de millorar-ne els punts més débils, i actualment es realitzen el que s’anomenen
assaigs TRAP modificats, com en el cas del kit que hem utilitzat. En aquest kit, TS es
presenta biotinilat en el seu extrem 5°. Aixi, un cop acabada I’etapa d’amplificacio, la
barreja de productes obtinguda (TS + 6n) s’immobilitza en una placa d’ELISA on cada
pou esta folrat amb estreptavidina. Posteriorment, els productes resultants de 1’elongacio
de la telomerasa son reconeguts per un anticos que es troba conjugat a una peroxidasa,
que a la vegada metabolitza un substrat generant un producte amb color. Finalment, un
lector de plaques ELISA llegeix 1’absorbancia de la dissolucié final, resultat del
producte generat per la peroxidasa. El valor d’absorbancia obtingut és proporcional a la
quantitat de producte elongat per la telomerasa i posteriorment amplificat. En abséncia
de telomerasa, el producte amplificat no és reconegut per I’anticos, de manera que la

reaccio de la peroxidasa no t¢ lloc, i no apareix coloracio.
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Fig. 55: Assaig TRAP. Aquest assaig combina el protocol d'amplificacié de les seqiiéncies repetitives telomeériques
(TRAP, Telomeric Repeat Amplification Protocol) amb la detecciéo no-radioactiva dels productes generats per PCR
(ELISA).
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Materials i Meétodes

En el nostre assaig, cél-lules HeLa van ser transfectades amb pRKS, pRK5-p19 o
pRKS5-p19 W164A durant 24 h. Després, les cel-lules van ser tractades tal com indica el
protocol, i la mostra resultant va ser mesurada en un lector de plaques a 450 nm. Cada
assaig es va realitzar per triplicat, i es va utilitzar el test de t-student per fer 1’analisi

estadistic de les dades.

7.2. Quantificacio de l'activitat PKC

L'activitat de les PKCs es va determinar utilitzant el MESACUP Protein Kinase
Assay Kit (MBL, Medical & Biological Laboratories CO., LTD), el qual es basa en un
metode no radioisotopic per mesurar l'activitat de proteines cinases depenents de AMPc
(PKA) i de les proteines cinases C (PKC). El kit és un assaig d'ELISA que utilitza un
peptid sintetic 1 un anticos que reconeix la forma fosforilada del peéptid. Aixi, si I'extracte

proteic conté PKCs actives, aquestes fosforilaran el peptid i l'anticos el podra reconéixer.

En el nostre assaig, cél-lules HeLa van ser transfectades amb pRKS, pRK5-p19 o
pRKS5-p19 W164A durant 24 h. Després, les cel-lules van ser tractades tal com indica el
protocol, i la mostra resultant va ser mesurada en un lector de plaques a 492 nm. Cada
assaig es va realitzar per triplicat, i es va utilitzar el test de t-student per fer 1’analisi

estadistic de les dades.
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ANNEX 1

Taula 13: Possibles gens diana dels miRNAs regulats per la sobreexpressio de p19.

cDCc42
CDK11
DICER1
E2F1
GAS7
MAP2K1
PIK3R1
PRKCA/PKC
PRKCB1/PKC® 1
PRKCE/PKCL

SFRS1

SFRS10
SFRS2
SFRS7

SFRS8

SFRS9

SLITRK4
SNRPD3

BCL2L1
BCL2L2
CSK
FOSB
IBRDC2
MAP3K7IP2
RAP2B
RASA1

RASSF1

SF4
SLA

ARHGAP21
CDK6
CDK9
DDX5
FOSB
JUND

MAP3K3
MET
MTSS1
RASA1

SFRS1

SFRS10
SFRS3
SFRS7

ENSG00000070831
ENSG00000155111

ENSG00000100697

ENSG00000101412
ENSG00000007237
ENSG00000169032
ENSG00000145675
ENSG00000154229
ENSG00000166501
ENSG00000171132

ENSG00000136450

ENSG00000136527
ENSG00000161547
ENSG00000115875

ENSG00000061936

ENSG00000111786

ENSG00000179542
ENSG00000100028

ENSG00000171552
ENSG00000129473
ENSG00000103653

ENSG00000125740
ENSG00000137393
ENSG00000055208
ENSG00000181467
ENSG00000145715

ENSG00000068028

ENSG00000105705
ENSG00000155926

ENSG00000107863
ENSG00000105810
ENSG00000136807
ENSG00000108654
ENSG00000125740
ENSG00000130522
ENSG00000198909
ENSG00000105976
ENSG00000170873
ENSG00000145715

ENSG00000136450

ENSG00000136527
ENSG00000112081
ENSGO00000115875

Cell division control protein 42 homolog

Cyclin-dependent kinase (CDC2-like) 11

Endoribonuclease Dicer Helicase with RNase motif.

Transcription factor E2F1

Growth-arrest-specific protein 7

MAPK/ERK kinase 1

PI3-kinase p85-alpha subunit.

Protein kinase C, alpha type

Protein kinase C, beta type

Protein kinase C, epsilon type

Splicing factor, arginine/serine-rich 1, SR protein, (pre-mRNA splicing factor SF2)
(Alternative splicing factor ASF-1)

splicing factor, arginine/serine-rich 10, SR protein, TRA2

Splicing factor, arginine/serine-rich 2, SR protein SC35

splicing factor, arginine/serine-rich 7, SR protein 9G8

splicing factor, arginine/serine-rich 8, SR protein (suppressor-ofwhite apricot
homolog, Drosophila, SWAP)

Splicing factor, arginine/serine-rich 9, SR protein SRp30, (PremRNA splicing
factor SRp30C

slit and trk like 4 protein; slit and trk like gene 4

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 (UsnRNP core protein D3) Splicing factor

apoptosis regulator Bcl-X (Bcl-2-like 1 protein); apoptosis inhibitor.
apoptosis regulator Bel-W (Bcl-2-like 2 protein); apoptosis inhibitor.
c-src tyrosine kinase

Protein fosB,G0/G1 switch regulatory protein 3

p53-inducible RING finger protein.

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 2
Ras-related protein Rap-2b

Ras GTPase-activating protein 1,Ras p21 protein activator.

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 1. RASSF1A functions as a
negative regulator of cell proliferation through inhibition of G1/S-phase
progression.

splicing factor 4

Src-like-adapter protein 1

Rho GTAase activating protein p21;

cyclin depenent kinase 6

cyclin-dependent kinase 9

p68 RNA helicase

Protein fosB (G0/G1 switch regulatory protein 3)

Jun D proto-oncogene, Transcription factor jun-D.

mitogen activated kinase 3

met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)
metastasis suppressor 1.

Ras GTPase-activating protein 1,Ras p21 protein activator.
Splicing factor, arginine/serine-rich 1, SR protein, (pre-mRNA splicing factor SF2)
(Alternative splicing factor ASF-1)

Arginine/serine-rich splicing factor 10, SR protein HTRA2- beta

Splicing factor, arginine/serine-rich 3, SR protein SRP20
splicing factor, arginine/serine-rich 7, SR protein 9G8
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SFRS9 ENSGO00000111786  splicing factor, arginine/serine-rich 9, SR protein SRp30

AIFM2 ENSG00000042286  apoptosis-inducing p53-responsive gene
CCND3 ENSGO00000112576  G1/S-specific cyclin D3.
CCNE1 ENSG00000105173  G1/S-specific cyclin E1.
DDX3X ENSG00000124487  DEAD-box protein 3 (Helicase-like protein 2)
MAP2K7 ENSG00000076984 Egzie;;actlvated protein kinase kinase 7,JNK kinase 2, c-Jun kinase 2) (JNK
MAPK4 ENSG00000141639  Mitogen-activated protein kinase 4, ERK-4, MAP kinase isoform p63
MYBBP1A ENSG00000132382  MYB binding protein la; p53-activated protein-2
TP53BP2 ENSG00000143514  Apoptosis stimulating of p53 protein, p53-binding protein 2).
TP53INP1 ENSG00000164938  tumor protein p53 inducible nuclear protein 1
TP53INP2 ENSG00000078804  protein p53 inducible nuclear protein 2
TP73L/p63 ENSG00000073282  tumor protein p73-like; tumor protein63 kDa with strong homology to p53.
mMycBpP2 ENSF00000004253  MYC binding protein 2
RalGPS1A ENSG00000136828  Similar to Ral guanine nucleotide exchange factor

Taula 14: Possibles gens diana dels miRNAs regulats per la sobreexpressié de p19mut.

gen diana per al

miRNA Ndamero funcio
mmu-miR-294
MLLT6 ENSG00000108292 r];lryoeslg;:l/lll}:)l?li?acﬁ;il :;al?elgig’—léneage leukemia (trithorax homolog,
PAK7 ENSG00000101349 p21(CDKNI1A)-activated kinase 7
mmu-miR-377
ARHGAP21 ENSG00000107863 Rho GTPase activating protein 21
BCL2L1 ENSG00000171552 BCL2-like 1
H3F3A ENST00000366815 H3 histone, family 3A
HRAS ENSG00000174775 v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
MADD ENSG00000110514 MAP-kinase activating death domain
MAP4K5 ENSG00000012983 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5
MARK3 ENSG00000075413 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3
PPARA ENSG00000186951 peroxisome proliferator-activated receptor alpha
PRKCA ENSG00000154229 Protein kinase C alpha type
RAB1A ENSG00000138069 Ras-related protein Rab-1A
RABGAP1 ENSG00000011454 RAB GTPase activating protein 1
RAP2A ENSG00000125249 member of RAS oncogene family
RHOBTB2 ENSG00000008853 gRehr::r;lgzzﬁl ;3TB domain-containing protein 2 (Deleted in breast cancer 2
SFRS1 ENSG00000136450 :‘:étzlrl;g factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, alternate splicing
TP73L ENSG00000073282 tumor protein p73-like
hsa-miR-373*
ARHGEF10 ENSG00000104728 Rho guanine nucleotide exchange factor 10
ARHGEF18 ENSG00000104880 rho/rac guanine nucleotide exchange factor (GEF) 18
ARHGEF5 ENSG00000050327 Rho guanine nucleotide exchange factor 5
ARID4B ENSG00000054267 Histone deacetylase complex subunit SAP180
BCL2L11 ENSG00000153094 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
BMF ENSG00000104081 Bcl2 modifying factor
CCND2 ENSG00000118971 cyclin D2
CDK11 ENSG00000155111 Cell division cycle 2-like protein kinase 6
DDX3X ENSG00000215301 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked
DHX40 ENSG00000108406 Probable ATP-dependent RNA helicase
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FAIM ENSG00000158234 Fas apoptotic inhibitory molecule 1
H3F3A ENST00000366815 H3 histone, family 3A
MAP3K11 ENSG00000173327 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11
MAPK13 ENSG00000156711 mitogen-activated protein kinase 13
MAPK9 ENSG00000050748 mitogen-activated protein kinase 9
MARK1 ENSG00000116141 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 1
MARK4 ENSG00000007047 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 4
MYST3 ENSG00000083168 MYST histone acetyltransferase (monocytic leukemia) 3
PIK3CA ENSG00000121879 PI3-kinase p110 subunit alpha
PRKCB1 ENSG00000166501 protein kinase C, beta 1
RAB11A ENSG00000103769 RABI1A, member RAS oncogene family
RAB22A ENSG00000124209 RAB22A, member RAS oncogene family
RABG6A OTTHUMGO000001 RABG6A, member RAS oncogene family
RAB7 ENSG00000117280 RAB7A, member RAS oncogene family
RABGAP1 ENSG00000011454 RAB GTPase activating protein 1
RASSF2 ENSG00000101265 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2
RBBP7 ENSG00000102054 retinoblastoma binding protein 7
RGL1 ENSG00000143344 ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 1
SLITRK3 ENSG00000121871 SLIT and NTRK-like family, member 3
TP53INP1 ENSG00000164938 tumor protein p53 inducible nuclear protein 1
TXNIP ENSG00000117289 thioredoxin interacting protein
mmu-miR-302
BCL2L11 ENSG00000153094 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
E2F2 ENSG00000007968 E2F transcription factor 2
MAP3K14 ENSG00000006062 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14
MAP3K2 ENSG00000169967 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2
MARK4 ENSG00000007047 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 4
PIK3CA ENSG00000121879 PI3-kinase p110 subunit alpha
PRKCB1 ENSG00000166501 protein kinase C, beta 1
RAB11A ENSG00000103769 RABI11A, member RAS oncogene family
RAB14 ENSG00000119396 member RAS oncogene family
RAB22A ENSG00000124209 RAB22A, member RAS oncogene family
RABG6A OTTHUMGO00000134308  RABG6A, member RAS oncogene family
RABGAP1 ENSG00000011454 RAB GTPase activating protein 1
RALGDS ENSG00000160271 ral guanine nucleotide dissociation stimulator
RAPH1 ENSG00000173166 Ras-associated and pleckstrin homology domains-containing protein 1
RASSF2 ENSG00000101265 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2
SLITRK3 ENSG00000121871 SLIT and NTRK-like family, member 3
SUV39H1 ENSG00000101945 suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila)
TP53INP1 ENSG00000164938 tumor protein p53 inducible nuclear protein 1
TXNIP ENSG00000117289 thioredoxin interacting protein
mmu-miR-196b
DICER1 ENSG00000100697 Dicerl, Der-1 homolog (Drosophila)
GAS7 ENSG00000007237 growth arrest-specific 7
MAP4K3 ENSG00000011566 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3
NRAS ENSG00000213281 neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
RAB2L ENSG00000206282 Ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 2
RAB39B ENSG00000155961 member RAS oncogene family
RASSF3 ENSG00000153179 Ras association domain-containing protein 3
hsa-miR-185
ARHGEF1 ENSG00000076928 Rho guanine nucleotide exchange factor 1
ARHGEF4 ENSG00000136002 Rho guanine nucleotide exchange factor 4
ARHGEF6 ENSG00000129675 Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6
BAK1 OTTHUMGO00000014530  BCL2-antagonist/killer 1
BMF ENSG00000104081 Bcl2 modifying factor
CASP14 ENSG00000105141 Caspase-14 precursor
cDC42 ENSG00000070831 cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa)
CTSK ENSG00000143387 cathepsin K
DDX6 ENSG00000110367 Probable ATP-dependent RNA helicase
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EPHB2 ENSG00000133216 EPH receptor B2
HDAC4 ENSG00000068024 histone deacetylase 4
HDAC5 ENSG00000108840 Histone deacetylase 5 (HD5)
JUND ENSG00000130522 Transcription factor jun-D
MADD ENSG00000110514 MAP-kinase activating death domain
PPARA ENSG00000186951 peroxisome proliferator-activated receptor alpha
RAB14 ENSG00000119396 RABI14, member RAS oncogene family
RAB15 ENSG00000139998 member RAS onocogene family
RAB35 ENSG00000111737 Ras-related protein Rab-35 (Rab-1C)
RAB37 ENSG00000172794 member RAS oncogene family
RAB7 ENSG00000117280 member RAS oncogene family-like 1
RHOA ENSG00000067560 ras homolog gene family, member A
RHOG ENSG00000177105 ras homolog gene family, member G (tho G)
RHOQ ENSG00000119729 ras homolog gene family, member Q
RHOT1 ENSG00000126858 ras homolog gene family, member T1
RSU1 ENSG00000148484 Ras suppressor protein 1
SF1 ENSG00000168066 splicing factor 1
SFRS3 ENSG00000112081 splicing factor, arginine/serine-rich 3
TBRG4 ENSG00000136270 transforming growth factor beta regulator 4
hsa-miR-361
BCLAF1 ENSG00000029363 Bcl-2-associated transcription factor 1
ERG ENSG00000157554 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog (avian)
SP1 ENSG00000185591 Sp1 transcription factor
YWHAB ENSG00000166913 {)};rtc;sri)rzi y?;)—;l)?ir:i(;oxygenase/tryptophan S-monooxygenase activation protein,
hsa-miR-213
SFRS1 ENSG00000136450 lscscltglrl;g factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, alternate splicing
TFAP2B ENSG00000008196 transcription factor AP-2 beta (activating enhancer binding protein 2 beta)
hsa-miR-219
FOXJ3 ENSG00000198815 forkhead box J3
mmu-miR-449
NOTCH1 ENSG00000148400 Notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila)
DDX17 ENSG00000100201 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17
ARHGAP26 ENSG00000145819 Rho GTPase activating protein 26
E2F3 ENSG00000112242 E2F transcription factor 3
CCNE2 ENSG00000175305 cyclin E2
RAB43 OTTHUMGO00000137364  RAB43, member RAS oncogene family
RRAS ENSG00000126458 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog
FOXP1 ENSG00000114861 forkhead box P1
mmu-miR-383
RAPH1 ENSG00000173166 Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 1
mmu-miR-331
KSR1 ENSG00000141068 kinase suppressor of ras 1
MAP2K7 ENSG00000076984 mitogen-activated protein kinase kinase 7
hsa-miR-122a
MAP3K12 ENSG00000139625 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12
CCNG1 ENSG00000113328 cyclin G1,
MAP3K2 ENSG00000169967 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2
DICER1 ENSG00000100697 Dicerl, Der-1 homolog (Drosophila)
hsa-miR-342-
FOSB ENSG00000125740 FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B
CDKé6 ENSG00000105810 cyclin-dependent kinase 6
FOXK2 ENSG00000141568 forkhead box K2
E2F3 ENSG00000112242 E2F transcription factor 3
SRF ENSG00000112658 ;zgé?)response factor (c-fos serum response element-binding transcription
MAP3K1 ENSG00000095015 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
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MDM1 ENSGO00000111554 Mdm4, transformed 3T3 cell double minute 1, p53 binding protein (mouse)
MYCBP ENSG00000131233 c-myc binding protein
FOXP1 ENSG00000114861 forkhead box P1
mmu-miR-145
MAP3K7IP3 ENSG00000157625 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 3
RAB15 ENSG00000139998 RAB15, member RAS onocogene family
RAP2B ENSG00000181467 RAP2B, member of RAS oncogene family
MDIM1 ENSG00000111554 I(\:I:éugé';ransformed 3T3 cell double minute 1, p53 binding protein
mmu-miR-147
RAB6B ENSG00000154917 RAB6B, member RAS oncogene family
MAP3K7IP3 ENSG00000157625 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 3
hsa-miR-32
RAB14 ENSG00000119396 RAB14, member RAS oncogene family
DDX3Y ENSG00000067048 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked
BCL2L11 ENSG00000153094 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
MAP2K4 ENSG00000065559 mitogen-activated protein kinase kinase 4
MAP3K1 ENSG00000095015 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
hsa-miR-136
PTEN ENSG00000171862 gggzgga:e;se and tensin homolog (mutated in multiple advanced
KRAS ENSG00000133703 v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
MAP2K4 ENSG00000065559 mitogen-activated protein kinase kinase 4
RABGAPI1L ENSG00000152061 RAB GTPase activating protein 1-like
CDC42SE2 ENSG00000158985 CDC42 small effector 2
MDIMH ENSG00000111554 I(\/Imdor[ljg;a';ransformed 3T3 cell double minute 1, p53 binding protein
MAP3K7 ENSG00000135341 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
MAP4K3 ENSG00000011566 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3
PRKCQ ENSG00000065675 protein kinase C, theta
RAB1A ENSG00000138069 RAB1A, member RAS oncogene family
CAPRIN1 ENSG00000135387 cell cycle associated protein 1
CDKé6 ENSG00000105810 cyclin-dependent kinase 6
PARP16 ENSG00000138617 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 16
MAP3K7IP3 ENSG00000157625 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 3
hsa-miR-138
FOXP4 ENSG00000137166 forkhead box P4
MYB ENSG00000118513 v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)
MAPKAPK3 ENSG00000114738 mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 3
FOXP1 ENSG00000114861 forkhead box P1
hsa-miR-30c
PRKACB ENSG00000142875 protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, beta
MAP3K7IP3 ENSG00000157625 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 3
RASSF2 ENSG00000101265 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2
RAB15 ENSG00000139998 RAB15, member RAS onocogene family
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ANNEX 2
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Fig. 56: p19 H-Ras no activa SAPK/JNK ni p38MAPK. Western Blot detecant les proteines fosforilades
SAPK/INK i p39MAPK en extractes cel-lulars totals de cél-lules HeLa transfectades transitoriament amb els vectors
pRKS, pRK5-p19 i pRK5-pl19mut. Els extractes proteics es van obtenir en tres experiments independents. La
GAPDH s'utilitza com a control intern de quantificacio de proteina carregada al gel.
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Fig. 57: La sobreexpressio de p19 H-Ras no varia els nivells de RACKI1. Western Blot detecant la proteina
fosforilades SAPK/JNK i p39MAPK en extractes cel-lulars totals de cél-lules HeLa transfectades transitoriament amb
els vectors pRKS, pRK5-p19 i pRKS-p19mut. Els extractes proteics es van obtenir en tres experiments independents.
La GAPDH s'utilitza com a control intern de quantificaci6 de proteina carregada al gel.

pRK5 p19 p19mut
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Fig. 58: Els nivells de 4EBP1 aixi com de la forma activa (p-E4BP1 Thr37/45) es mantenen constants amb la
sobreexpressio de p19 H-Ras. Western Blot detecant la proteina 4EBP1 i la la forma activa (p-E4BP1 Thr37/45), en
extractes cel-lulars totals de cél-lules HeLa transfectades transitoriament amb els vectors pRKS5, pRK5-p19 i pRKS5-
p19mut. Els extractes proteics es van obtenir en tres experiments independents. Mitjanes dels valors de quantificacio
respecte la proteina total mitjancant el programa Multi Gauge V3.0. pRK5=8,18; p19=8,84; p19mut= 8,14
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profilina

tubulina

Fig. 59: Nivells de profilina al sobreexpressar p19 H-Ras. Western Blot on es detecta els nivells de profilina en
extractes cel-lulars totals de cel'lules HeLa sobreexpressant pl19. Els extractes proteics es van obtenir en dos
experiments independents. La tubulina s'utilitza com a control intern de quantificacio de proteina carregada al gel.
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