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Els organismes vius estan formats per cel-lules, des del més simple al més complex.

Els organismes eucariotes, i nosaltres en particular, provenim d’una sola cél-lula. Al
fecundar-se 'ovocit amb les cél-lules de esperma es produeix el zigot, una cel-lula
amb les instruccions necessaries per a construir el cos huma, format per
aproximadament unes 100 bilions de cel-lules. Aixi doncs, aquesta cel'lula inicial
proliferara i es diferenciara en teixits, que al seu torn s’organitzaran per a formar
organs.

La capacitat de divisi6 de les cel'lules és fonamental per a tots els organismes vius.
Aquest procés 'anomenem cicle de divisi6 cel-lular.

1. El cicle cel-lular

El cicle cel'lular és una seqiiencia d’accions que duu a terme la céllula i que té com
a objectiu la duplicacié de tot el material cel-lular, originant dues cel-lules filles
gencticament iguals a la mare. En les cel'lules eucariotes aquest procés es divideix
en 2 fases: la interfase i la mitosi (M). Al seu torn, la interfase engloba les fases G1,
S1G2 (Figura 1) (Alberts et al. 2002; Lodish et al. 2000).

En cel'lules humanes en cultiu el cicle cel-lular s’assoleix tipicament en 24 hores: la
mitosi duraria 1 hora mentre que la interfase comprendria les 23 hores restants.

En la fase S (Synthesis) es dona la replicacié del DNA, aixi com la sintesi de les
histones, donant dues cromatides germanes. En la fase M es dona la segregacié

cromosomica 1 la divisid cel-lular.

Precedint les fases S i M trobem respectivament les fases G1 (Gap7) 1 G2 (Gap2) on
es dona el creixement cel-lular necessari per tal d’assolir la mida adient. No obstant,
s’ha demostrat que durant aquestes fases a banda del creixement, la cél'lula ha
desenvolupat mecanismes per tal de monitoritzar 'avencg del cicle cel-lular. Si les
condicions ambientals ho permeten i la preparacié de la cel-lula és optima es

permetra passar a la segtient fase.

La fase G1 és especialment important en aquest aspecte. Pot variar drasticament la
seva durada segons les condicions externes i les senyals extracel-lulars que rep
d’altres cél-lules durant aquesta fase. Si les condicions externes sén desfavorables,
la cel'lula retardara 'entrada a G1 1 passara a un estat de quiescencia (fase G0), on
no es donara la divisi6 cel'lular (Vermeulen et al. 2003). Hi ha molts teixits que es
troben en aquest estat de quiescéncia de forma permanent fins a la mort de
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lorganisme. Per contra, en cel'lules en divisid, quan les condicions externes
(presencia de mitogens) tornen a ser favorables, la c¢llula entrara en un nou cicle

cel-lular.

No obstant, tot i que els senyals externs siguin desfavorables, si la c¢llula ja ha
iniciat la fase G1 fins a un cert punt, anomenat punt de restriccié (R), ja no podra
aturar-se (Pardee 1974; Planas-Silva & Weinberg 1997). També existeixen punts de
control de la progressié del cicle cel-lular (Hartwell & Weinert 1989). La disrupcio
d’aquests mecanismes de control és un punt critic en el desenvolupament del
cancer, ja que les mutacions en proteines reguladores de la fase G1 permeten que
les cel'lules proliferin sense que es donin les condicions optimes (Malumbres &
Barbacid 2001).

1.1. Regulacié del cicle cel-lular

El cicle cel'lular és molt complex i requereix una regulacié molt fina. Aquesta
regulaci6 és duta a terme essencialment per tres families de proteines: les quinases
dependents de ciclines (CDKs), les seves subunitats reguladores anomenades
ciclines 1 les CKIs (CDK-Inbibitory proteins) (Morgan, D.O. 2007) (Figura 1).

Les CDKs son serin/threonin quinases que presenten uns expressié més o menys
constant al llarg del cicle cel-lular, i van actuant de forma seqiiencial gracies a
Iaparicié ciclica de les seves subunitats reguladores, les ciclines. Al formar-se
aquests heterodimers ciclina/CDK el complex és torna actiu i les CDKs poden
fosforilar els seus substrats (Malumbres & Barbacid 2005).

La familia de les CDKs compren 20 membres que s’anomenen CDKI1 fins
CDK20. Des del punt de vista funcional participen en dos processos cel-lulars
importants: el cicle de divisié cel'lular i la transcripcié. Les més conegudes
implicades en el cicle cel-lular son: CDK1, CDK2, CDK4 i CDKG6.

Les ciclines son les subunitats reguladores de les CDKs i la seva expressié és un
procés molt regulat i ordenat ja que ¢és sintetitzen just en el moment del cicle
cel'lular en que sén necessaries per activar les CDKs.

Formen una extensa familia de 29 membres, perd no tots estan implicats en la
regulaci6 de les CDKs. En la Taula 1 podem veure les parelles ciclina-CDKs més
destacades en cada fase del cicle cel‘lular.



Les ciclines D1, D2 i D3 sén les primeres que es sintetitzaran en resposta a les
senyals mitogeniques, regulant les CDKs de la fase G1 (CDK4 i 6). Aquestes
darreres s’activen i fosforilen els seus substrats, les proteines de la familia del
Retinoblastoma (pRB), que inclou el pRB, la p107 i la p130 (Kato, Matsushime,
Hiebert, Ewen, & Sherr, 1993). Les proteines pRB regulen la transcripcié de gens
necessaris per a la progressié de G1, mitjan¢ant la unié i modulaci6 de factors de
transcripci6 de la familia E2F, histones deacetilases i remodeladors de la
cromatina (Cobrinik 2005) (Figura 1). Uns dels gens diana crucials regulats pel
complex pRb-E2F sén les ciclines tipus-E, necessaries per a l'activacié de les
CDK2 i la finalitzaci6 de la fase G1. Aquesta parella ciclina-CDK seguira
fosforilant proteines del complex pRb-E2F, aconseguint que pRb assoleixi un estat
d’hiperfosforilacié que permetra la transcripcié dels gens involucrats en la fase S
(Koff et al. 1992). Dins els quals trobem la ciclina A, que predominara durant la
fase S unida a CDK2. En la transici6 G2/M s’associara a CDK1 per a promoure
Ientrada a M. La ciclina B, junt a CDK1 sera la responsable de regular la mitosi
(King et al. 1994).

Mitogens

Figura 1. Esquema de les principals fases del cicle cel-lular en els mamifers. La progressié al
llarg del cicle cel-lular depén de la formacié de complexes especifics ciclina-CDKs. La
fosforilacié del retinoblastoma (pRB) pels complexes ciclinaD-CDK4/6 i ciclinaE-CDK2 és clau
per a I'entrada en la fase S, aquesta fosforilacié es mantindra posteriorment pels complexes
ciclina A/B-CDKs. Les CDKs son regulades per els CKI de la familia INK (p15, p16, p18 i p19) o
la familia Cip/Kip (p21, p27 i p57).



Normalment, la uni6é de les ciclines a les CDKs no és suficient per a l'activacié
completa de les CDKs. Necessiten ser fosforilades, en un residu treonina molt
conservat en la majoria dels membres de la familia, la T160 a CDK2 (o els
equivalents a les altres CDKs). Aquesta fosforilacié és duta a terme pel complex
CAK (ciclina H-CDK?7 i Matl), fet que permetra I'activacié completa de les CDKs
(Lew & Kornbluth 1996).

En canvi, les fosforilacions dutes a terme per les quinases Weel 1 Mytl als residus
T14 1 Y15, inhibiran les CDKs. Les fosfatases Cdc25 son les encarregades
d’alliberar les CDKs d’aquesta inhibicié al defosforilar aquests residus, provocant
I’entrada en la mitosis (Malumbres & Barbacid 2001).

2. Proteines inhibidores de CDKs (CKls)

Lactivitat dels complexes ciclina-CDK també esta modulada per la unié de
proteines inhibidores, les CKIs. Basant-se en la homologia de seqiiéncies d’aquestes
proteines i en la seva funcié especifica, es poden agrupar en 2 families: la INK4
(inhibidors de CDK4) formada per p16™"* p15™%*  p18™MC i p19™™P i 1a
Cip/Kip (CDK interacting protein/ Kinase inbibitor protein) a la que pertany p27~"" i

lCIPl 1 p57KIP2

consta de dos membres més: p2 (Figura 1).

La propietat general que defineix les CKlIs és la seva capacitat d’inhibicié de les
CDKs (Sherr & Roberts 1999).

Les proteines de la familia INK4 s’uneixen de forma monomerica a les CDK4/6
per la seva regié no catalitica impedint-ne la unié amb la ciclina D. Els gens de la
familia INK4 presenten una patré d’expressié divers, fet que suggereix una
especificitat de les seves funcions segons el seu llinatge cel-lular o tissular (Roussel
1999). En els dltims anys s’ha descrit la seva implicacié en altres processos com la
senescencia, apoptosi i la reparacié del DNA, a banda de la seva funcié principal
com a reguladors del cicle cel'lular (Kim & Sharpless 2006; Canepa et al. 2007).

Les proteines de la familia Cip/Kip formen un complex trimeric al interaccionar
amb les dues subunitats dels complexes ciclina-CDK. Inicialment, s’havia descrit el
paper regulador de les proteines Cip/Kip sobre els complexes que forma CDK2.
Posteriorment pero, s’ha demostrat que p27 i p21 també sén necessaries per a la
regulacié de Pactivitat dels complexes que formen la CDK4/6 amb la ciclina D
(LaBaer et al. 1997; Larrea et al. 2008; Ray et al. 2009). I més recentment s’han
descrit altres funcions relacionades amb diversos processos cel-lulars com son:
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resposta al dany al DNA 1 a diferents tipus d’estres, diferenciacié cellular, procés
apoptotic, regulaci6 del citoesquelet i regulacié de la transcripcio.

En aquesta Tesi ens centrarem en la CKI p27""" (p27).

Taulal. Resum dels complexes ciclina-CDK i dels seus corresponents inhibidors en cada fase del
cicle cel-lular.

Ciclines CDKs CKls

G1 CiclinaD CDK4/6 pl6,pl5, p18, p19 / p21, p27, p57
Ciclina E CDK2 p21, p27, p57

S Ciclina A CDK2 p21, p27
Ciclina E CDK2 p21, p27

G2 Ciclina A CDK1 p2l, p27

M CiclinaB CDK1 p21, p27

2.1. p27

p27 és una proteina de 27 kDa que esta codificada pel gen anomenat CDKNI1B,
situat en el cromosoma 12, i va ser clonada per diversos grups a I'any 1994 (K
Polyak et al. 1994; Toyoshima & Hunter 1994).

p27 és una proteina ubiqua, la trobem expressada en major o menor concentracié
en tots els teixits. En GO p27 presenta una concentraci6 elevada i davant de les
senyals mitogeniques s’anira degradant al llarg de G1 (Eblen et al. 1995; Bresnahan
et al. 1996). A diferencia d’altres CIKs, p27 es troba expressada constitutivament
durant tot el cicle cel-lular. Fet contradictori amb la funcié tradicional de les CIKs
com a inhibidors de CDKs i que ens indica una major complexitat en les seves
funcions reguladores (Blain 2008).

S’ha vist que p27 en condicions fisiologiques presenta uns estructura anomenada
intrinsecament desordenada (IUPs, Instrinsically Unstructured ~ Proteins). Aquesta
caracteristica es troba en proteines involucrades en importants processos cel-lulars,
ja que permet la formacié d’unions d’alta afinitat amb lligands diversos. Mitjan¢ant
tecniques de cristal-lografia es va definir la interaccié de p27 amb ciclinaA-CDK2.
En aquestes condicions 'estructura de p27 s’ordena facilitant-ne la unié (Russo et
al. 1996; Flaugh & Lumb 2001; Sivakolundu et al. 2005).

En la regi6 N-terminal presenta un domini KID (Kinase Inbibitory Domain) que
interacciona amb les CDKs 1 les ciclines (aa25-90) (Figura 2). No té una estructura
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definida en soluci6 pero es plega sequencialment a mida que va interaccionant amb
la CDK i la ciclina. Aquest domini és comu a la resta de membres de la familia (p21
ip57).

Entre els aa (aminoacids) 32 i 45 hi trobem la seqiiencia NES (Nuwclear Export
Signal) per on interaccionara amb JAB1 1 CRM1 per ser exportada al citoplasma
durant la G1 (Connor et al. 2003).

En la zona central de p27, entre els aminoacids 90 1 96 trobem una regio rica en
prolines PRD, (Pro/ine Rich Domain), és tracta d’una regi6 tipica d’interaccié amb
proteines que contenen el domini SH3 (S7e homology 3) (S 2005). La proteina Grb2
s'uneix pel PRD a p27. Aquesta proteina és un activador de la via de Ras que
afavorira el progrés de la fase G1 (Sugiyama et al. 2001; Moeller et al. 2003).
Adjacent al PRD de p27 hi ha una regié6 d’'unié a la proteina del por nuclear
mNPAPGO.

En la regié C-terminal s’han descrits interaccions amb proteines no implicades en la
regulaci6 del cicle cel'lular com la RhoA, Rac, Estatmina i 14-3-3 (Borriello et al.
2007). Aquestes interaccions ’han relacionat amb la motilitat cel-lular i la regulacié
del citosquelet. També hi trobem la sequiéncia NLS (Nuclear Locatization Signal)
bipartida (aal52-153/166-168), per on interaccionen les importines o i §
encarregades del seu transport cap el nucli.

via Ras

(o]
D O D

D [ s,
—— Iimpa

D

@

Localitzacio6 citoplasmatica

Figura 2. Esquema dels principals dominis estructurals de p27, les principals proteines que
hi interaccionen i els processos cel-lulars en els quals estan implicats.



- p27, dualitat en la regulacié del cicle cel-lular

Quan la cellula en GO rep senyals mitogeniques sintetitza la ciclina D promovent
la formaci6 dels complexes ciclina D-CDK4 entrant a la fase G1. Pero Dafinitat
entre aquestes proteines és debil, necessita la uni6 de p27 que actuara com a
xaperona. Per tal que p27 pugui actuar ha de ser fosforilada en T157 per AKT i en
T198 per AKT i RSK. Aquestes fosforilacions de p27 en G1 permetran un
complex trimeric amb la ciclina D-CDK4 que romandra inactiu degut a la unié
amb p27 i també al fet que no podra ser fosforilat activament per la CAK.
Aquestes dues fosforilacions T157 1 T198 regulen la degradacié proteasomal de p27
en G1 (Figura 31i4).

Per tal que la CDK unida a aquest complex trimeric s’activi, caldra que p27 sigui
fosforilada per tirosina quinases de la familia SRC en els residus Y74, Y88, Y89
(que es troben dins el domini KID) (Figura 3). Aquestes quinases s’activen per
estimuls mitogenics. Primer de tot, es fosforila la Y88 que provoca un canvi
conformacional exposant la Y74, que sera al seu torn, fosforilada. En aquest estat
p27 permet lactivacié parcial del complex ciclina D-CDK4 i a més facilita la
fosforilaci6 de CDK4 per la CAK (Larrea et al. 2008; Ray et al. 2009; Ou et al.
2012).

Activitat CDK2

GO Gl

k| SRC YN el . AKT
‘ KIS/AKT ves | [ amL - AKT coK2 RSK1/2

Losi0 Y74 Y88,89 J“ T157 T187 : T198.

ciclina - CDK

v : a1’

Localitzacio
- subcel-lular

"> Estabilitat | <-——-- T

Figura 3. Model de les modificacions post-traduccionals de p27. Fosforilacions produides
per les families de quinases en groc. En marrd s’observen els processos cel-lulars en que
estan implicades aquestes modificacions.



Aqui veiem doncs, la dualitat del paper de p27 en el cicle cel'lular, en GO actua
d’inhibidor, mentre que en G1 modula la formacid, Pestabilitzacié i Iactivacié
gradual del complex ciclinaD-CDK4. Aquest descobriment ha portat a reconsiderar
el concepte de p27 com a inhibidor i a ampliar-lo com a ‘reclutador’ de ciclines-

CDKs (Blain 2008) (Figura 4).

De la mateixa manera, en la transicio6 G1/S, p27 s’associa a ciclina E-CDK2,
formant un trimer inactiu, que s’activara parcialment a mesura p27 sigui fosforilada
en els residus tirosina. Aquesta activacié parcial de la CDK2 permetra que aquesta
fosfori-li p27 en la T187, senyal que la portara a degradar i alliberara totalment el
complex ara ja si, totalment actiu que iniciara la fase S (Grimmler et al. 2007; Chu
et al. 2007).

Q 510 nucli \\ citoplasma co
@ s \ @ m

e Thr-198 @ \ Degradacié
© s \

CRM1/Exportina %
= Estabilitat
. citoplasmatica
P
[
P

Tyr(74/88/89)

@ i
}
Ix
e ™
I
I
! Formacié complexes
P ciclina-CDKs
=
p

4

@r !
I
\ !
R - oo .
/ / !
\“‘ I ] ‘Q Migracié
‘\ | :
\ Q ! v

SCF degradacio 1

b
m Y G1

P4

Figura 4. Model de I'estabilitat i degradacio de p27. L’estabilitat i la funcié de p27 ve
regulada per la seva localitzacié subcel-lular, la interaccié amb proteines i el seu estat de
fosforilacié. p27 interacciona amb ciclines-CDKs en el nucli impedint la progressié del cicle
cel-lular. Quan s’exporta al citoplasma p27 pot interaccionar amb ciclina D i CDKs ajudant a
la formacié dels complexes. La fosforilacié de p27 en diferents llocs promoura la seva
interaccié amb diversos complexes proteics fet que provocara o bé la seva estabilitat o bé la
seva degradacio.
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- p27, regulacio de I'expressid i degradacio

A nivell transcripcional, lexpressi6 del mRNA de p27 es manté
considerablement estable al llarg del cicle. Aquest fenomen implica que existeixin
uns importants mecanismes a nivell post-traduccional que en regulin la seva
degradaci6 proteica . Tot 1 aix0, s’han descrit factors de transcripcié que en regulen
la seva expressio. Els més estudiats son els de la familia FOXO, activats per PI3K
(Dijkers et al. 2000; Medema et al. 2000). A banda, durant el cicle cel'lular, els
complexes ciclina E-CDK2 inactiven, mitjangant fosforilacié, a pRb, permetent aix{
la transcripcié de p27, mediada per E2Fs. Aquesta p27, al seu torn, inhibira
'activaci6 dels complexes ciclina E-CDK2 impedint ’activacié de més factors E2F
(Wang et al. 2005).

A nivell traduccional sabem que la sintesi de la proteina p27 és maxima en
cellules quiescents i disminueix drasticament quan les cel'lules comencen a
proliferar (Hengst & Reed 1996). Aquesta regulacié depen del grau d’associacié del
mRNA de p27 als poliribosomes (Millard et al. 1997). Estudis recents han descrit
diversos miRNAs capagos de regular els nivells del mRNA de p27 inhibint-ne la
seva traducci6 (Galardi et al. 2007; Cuesta et al. 2009).

A nivell post-traduccional trobem que els nivells proteics de p27 depenen
principalment de la seva degradacié per proteolisi en el citoplasma, procés que es
troba intimament lligat amb el control de la localitzaci6 subcel lular de p27 (Figura
5).

La localitzacié subcel lular ve marcada basicament per les fosforilacions als residus
S10, T157, T187 1 T198 (Figura 31 4).

En quiescencia, la localitzacié de p27 és nuclear 1 per a mantenir-la estable les
quinases MIRK/DYRK1B, la fosforilen en la S10 (Besson et al. 2006; Kotake et al.
2005) (Figura 3). La S10 no és la unica modificacié en quiescencia que confereix
estabilitat a p27, també trobem la fosforilacié en la T198.

Al entrar en la fase G1 aquestes fosforilacions (510 i T198) es mantenen, aquest
cop provocades per les quinases depenent d’estimuls mitogenics, hKIS, AKT i
ERK2, i que en promouran el seu transport citoplasmatic a través de la JAB1-
CRM1 (Kotoshiba et al. 2005; Ishida et al. 2002), encara que en altres models s’ha
vist que la fosforilacié en S10 és prescindible (Kotake et al. 2005) (Figura 3). Un
cop en el citoplasma, la ubiqiitina lligasa KPC1/2 (Kip ubiguitylation-promoting
complex) provoca la poli-ubiqitinitzacié de la p27 que promoura la seva degradacié
proteasomal al inici de G1 (Kamura et al. 2004; Kotoshiba et al. 2005) (Figura 5).
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Aixi doncs, la S10 en G1 (en el citoplasma) promou la seva degradacid
contrariament al seu efecte en GO en que té un paper estabilitzador (Figura 3 i 4).

Al inici del G1 la S10 també estimula I’associaci6é de p27 amb els complexes ciclina
D-CDK4, en canvi la p27 amb T198 fosforilada té preferencia pels complexes
ciclina E-CDK2 (Vervoorts & Lischer 2008).

En G1 també es doéna la fosforilacié6 per AKT en T157, localitzada dins la
sequencia NLS de p27 i que junt amb la T198 promou la localitzacié citoplasmatica
de p27. Aquestes dues fosforilacions faciliten la interaccié amb les proteines 14-3-3

que competeixen amb les importines, impedint la importacié de p27 cap al nucli
(Fujita et al. 2002).

En la transicié G1/S, quan s’activen els complexes ciclina E-CDK2 al final de la
G1, els nivells proteics de p27 disminueixen drasticament degut a una disminucid
en la estabilitat de p27. Aquest fenomen depen de la fosforilacié en T187 donat
pels complexes ciclina E/A-CDK2. Aquesta modificacié permetra la unié amb
SKP2, un component del complex SCF ubiquitina lligasa (S&p7/Cull/ F-box protein)
que en promoura, junt amb CKS1, la seva poli-ubiquitinitzacié 1 posterior
degradacié proteasomal durant les fases S 1 G2 (Vervoorts & Lischer 2008)
(Figura 3, 41i5).

Nivells proteina p27
Degradacié SCFKP2

/— Fosforilacié T187

\/ Degradacié KPC

Traduccidé p27

Exportacié nuclear

e

G0/G1 1 » Fase S

Punt de restriccié

Figura 5. Model de la regulacié de p27 durant les fases GO/G1 a S. Durant la fase G1 la
traduccié de p27 disminueix. Al inici de G1 tant I’exportacié nuclear com la degradacié duta
a terme pel complex ubiquitinitzador KPC s’incrementa. Al final de la fase G1 augmenta la

SKP2
fosforilacié de p27 en la T187, que la senyalitza per a ser degradada pel complex SCF .
(Chu IM, Hengst L, Slingerland JM. Nat Rev Cancer. 2008, Apr;8(4):253-67).
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Les modificacions post-traduccionals més estudiades tant de p27 com d’altres
proteines implicades en el cicle cel'lular sén, com ja hem pogut observar, les
fosforilacions en serines, treonines i tirosina. Darrerament en el nostre laboratori
s’han estudiat les modificacions per acetilacié6 observades en diferents proteines
reguladores del cicle cel'lular com la CDK2 i la ciclina A (Mateo et al. 2009), i més
recentment, de p27 (Pérez-Luna et al. 2012), per tal de definir-ne la seva funcio.

- p27, dualitat en el cancer: supressor tumoral i oncogen

Inicialment, p27 va ser considerada un supressor de tumors degut a la seva funcié
d’inhibidor dels complexes ciclina-CDK (Kornelia Polyak et al. 1994; Toyoshima &
Hunter 1994).

Aquesta idea era corroborada també pel fet que en un nombre significatiu de
tumors humans els nivells de p27 es trobaven disminuits i aixo es correlacionava
amb un mal pronostic de la malaltia (Figura 6) (Chu et al. 2008). Curiosament, 1 a
diferencia d’altres CIKs, els membres de la familia Cip/Kip gairebé mai apateixen
mutats en tumors. En el cas de p27, només s’han trobat alguns casos de delecions o
inactivacions en mostres puntuals i més darrerament s’han trobat alguns casos de
mutacions germinals en neoplasies endocrines multiples (MEN) (Marinoni &
Pellegata 2011; Vandeva et al. 2010). A banda d’aquests casos concrets, en la
majoria dels tumors el que trobem desregulat és la quantitat o la localitzacié de p27
(Catzavelos et al. 1997; Esposito et al. 1997; Loda et al. 1997; Porter et al. 1997;
Singh et al. 1998).

Els ratolins p27KO presenten una hiperplasia generalitzada i sén més susceptibles a
I'aparicié de neoplasies espontanies i induides en diferents organs, sobretot en la
glandula pituitaria (Nakayama et al. 1996). Tanmateix, el fenotip dels ratolins
p27KO és lleu en comparacié amb el dels ratolins haplosuficients (p27+/-), que
desenvolupen tumors en tots els organs, i I’al-lel funcional de p27 es manté en les
cel'lules tumorals (Fero et al. 1996). Aquest fet va canviar la perspectiva de que p27
ja no pot ser considerat com a un supressor de tumors classic, sind haplosuficient.

Englobant aquests resultats amb el fet que en tumors humans no es doni la delecio
completa ni mutacions de p27, va fer sospitar que un minim d’activitat de p27 era
necessaria per al progrés de les cel-lules tumorals degut a la seva descoberta
activitat com a xaperona de ciclina D-CDK4 (Larrea et al. 2008; LaBaer et al. 1997).
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A més, cal afegir que en alguns tumors la localitzacié citoplasmatica de p27 és
predominant. En el citoplasma, p27 no pot inhibir les ciclines-CDKs, perd s’ha vist
que és capag de regular els filaments d’actina a través de la inhibicié de Rho A, a la
qual s’uneix per la seva zona C-terminal (Besson et al. 2004) (Figura 2). Un
augment de p27 citoplasmatica implica un augment en la motilitat de la cel-lula, que
si és tumoral li confereix propietats més invasives (Wu et al. 2006; Larrea et al.
2009).

Posteriorment, es va veure que la interaccié de p27 amb la Estatmina (proteina
implicada en la desestabilitzaci6 dels microtibuls), inhibeix la seva activitat,
provocant un augment en lestabilitat dels microtabuls que té com a resultat una
disminuci6 en la motilitat (Baldassarre et al. 2005). Aixi doncs, la disminuci6 de p27
en els tumors provoca una major inestabilitat del microtibuls i per tant un
increment de la motilitat cel'lular. Aixo, s’afegeix a les propietats invasives que
trobem en les cél-lules tumorals amb poca p27.

Paral-lelament, s’ha descrit el paper de p27 en la promocié de la diferenciacié en
teixits com el muscul (Vernon & Philpott 2003), teixit neuronal (Vernon et al.
2006; Nguyen et al. 2000), queratinocits (Hauser et al. 1997), c¢l-lules epitelials
(Quaroni et al. 2000) o cel-lules hematopocetiques (Acosta et al. 2008). I s’ha vist
que aquesta funcié és independent a ciclines-CDKs. En general, els tumors
requereixen algun grau de desdiferenciacio, propietat que es troba relacionada amb
I'agressivitat del tumor. Aixi doncs, la diferenciacié confereix proteccié envers la
transformacié tumoral de les cel-lules (Hanahan & Weinberg 2011).

Per aclarir si p27 promovia la formacié de tumors i si aquesta propietat era
dependent o independent de la seva principal funcié en el cicle cel'lular, com a
inhibidor dels complexes ciclina-CDK, es van generar ratolins p27CK-. En aquests
ratolins se’ls hi ha substituit la p27 normal per una p27 portadora de 4 mutacions
puntuals que li impedeixen la unié als complexes ciclina-CDKs. Els resultats deien
que sorprenentment, els ratolins p27CK- no només generaven tumors, siné que el
nombre i la diversitat fenotipica era molt superior que en els ratolins p27KO
(Besson et al. 2007). Per tant, ha quedat constatat que p27CK- presenta funcions
oncogeniques independents a la seva capacitat per inhibir els complexes ciclina-
CDKs. Pot ser que per aquesta rad en ccl-lules tumorals la p27 no es trobi
inactivada sin6 que sén les vies que en regulen els seus nivells i la seva localitzacié
les que trobem modificades (Chu et al. 2008).

La dualitat funcional de p27 en la tumorigénesi requereix un control estricte dels
seus nivells per a que guanyi el control del cicle cel-lular sobre les seves funcions
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oncogeniques. La desregulacié en la majoria dels cancers converteixen a p27 en una
bona diana terapcutica i de pronostic en la malaltia pero, s’ha de tenir en compte la
seva dualitat en el procés tumorogenic. Les diverses causes que provoquen la
disminucié de p27 o la modificacié en la seva localitzacid, en els diferents tipus de
cancers, requereixen un estudi exhaustiu per avaluar en quines situacions seria
beneficiosa una terapia per incrementar els nivells de p27 i en quines no (Nickeleit
et al. 2007; Timmerbeul et al. 2006; Chu et al. 2008).
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Figura 6. Cancer i expressié de p27. Diversos cancers on els nivells d’expressié de p27 es
troben disminuits (I. M. Chu, Hengst, and Slingerland 2008).

- p27, regulacié de la transcripcio

Inicialment s’havia demostrat la relacié indirecta de p27 amb la regulacié de la
transcripcié. Al inhibir els complexes ciclines-CDKs, les proteines pRB (p107,
p110 i p130) romanen hipofosforilades mantenint els factors de transcripcié E2F
segrestats, fet que impedeix la transcripcié dels seus gens diana (Besson et al. 2008)
(Figura 1).
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Altres estudis han demostrat que p27 inhibeix Iactivitat dels factors de transcripcid
AP-1, degut a la interaccié amb el seu cofactor JABl. Quan p27 i JABI1
interaccionen soén translocades al citoplasma mitjancant exportina CRM1. Com a
consequencia d’aquesta translocacié AP-1 no podra interaccionar amb JAB1 en el
nucli, quedant inactiu (Tomoda et al. 1999; Claret et al. 1996; Chamovitz & Segal
2001).

També s’ha descrit que la unié de p27 amb els factors de transcripcié Myc i Spl
impedeix la interaccié d’aquests factors amb el promotor de hTERT (human
Telomerase Reverse Transcriptase), inhibint-ne la transcripcié en cél-lules de glioma.

Com anteriorment hem comentant, s’ha vist que p27 promou la diferenciacié en
diversos teixits, i en ocasions ho fa regulant la transcripcié de gens importants en el
procés de diferenciacio. Aquest és el cas de la seva interaccié amb Spl, p27
estabilitza la uni6 de Spl al promotor del gen MBP (Myelin Basic Protein),
promovent-ne P'activacié (Wei et al. 2003).

Un altre exemple es dona en el procés de la neurogenesi, en el cortex cerebral. On
s’ha descrit que p27 estabilitza, el factor de transcripcié Ngn-2 (Neurggenin-2), fet
que permet la transcripcié de gens especifics per a la diferenciacié neuronal
(Nguyen et al. 2000).

Recentment, en els nostre laboratori, s’ha descrit per primer cop la interaccié de
p27 amb els promotors de determinats gens, gracies a la tecnica del ChIP-on-chip.
Per una banda, p27 interacciona amb diferents membres de la familia de factors de
transcripcié ETS 1 reprimeix Pexpressié de gens relacionats amb traduccid, la
transcripcié 1 la respiracié. Aquesta funcié és independent de Dactivitat dels
complexes ciclina-CDK. Per altra banda, p27 regula 'expressié de gens involucrats
en el cicle cellular 1 en el processament dels pre-mRNAs al interaccionar amb els
complexes repressors p130/E2F4 (Pippa et al. 2012).

Aquesta interaccié de p27 amb el complex repressor p130/E2F4/Sin3A també s’ha
vist implicat en la repressio transcripcional del gen Sox2, un factor de transcripcid
involucrat en el manteniment de la pluripoténcia de cel-lules mare neurals, que es
veu reprimit en la diferenciacié al interaccionar amb aquest complex repressor (Li
et al. 2012).

Aquesta innovadora funcié de p27 com a regulador de la transcripcié ens ha dut a
voler profunditzar en el paper que p27 juga en la transcripcio.
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3. L’acetilacié i les acetiltransferases (HAT)

I’acetilaci6 consisteix en una reaccié quimica per la qual s’introdueix un grup acetil
a un o més aminoacids, substituint-ne un atom actiu d” hidrogen.

Es poden acetilar els grups a-amino dels residus localitzats en els extrems d’una
proteina o peptid, aquest fenomen es dona durant el procés de traducci6 i és dut a
terme per les NAT (N-terminal acetyltransferases), que transfereixen el grup acetil d’'un
Ac-CoA (Acetil-CoenzimA). Aquesta acetilacié treu la carrega positiva del grup
amino N-terminal, canviant aixi les propietats quimiques del extrem N de la
proteina. Es tracta d’'una modificaci6 irreversible. En eucariotes és una de les
modificacions co-traduccionals més comuns, el 85% de les proteines humanes
presenten aquesta modificacié covalent, i tenen un paper important en la sintesi,
estabilitat i localitzaci6 de les proteines (Starheim et al. 2012).

Les proteines també es poden acetilar en els grups €-amino de les seves lisines, es
tracta d’'una modificacié post-traduccional i reversible, aquesta acetilacié dependra
de Tequilibri entre les HAT (bistone acetyltransferases) 1 les HDAC  (histone
deacetyltransferases), els enzims encarregats de transferir o extreure un grup acetil a
partir del Ac-CoA (Sadoul et al. 2008). S’anomenen aixi degut a que en el 1960 es
va descobrir per primer cop aquesta modificacié en les cues de les histones, 1 es va
correlacionar amb un estat transcripcionalment actiu de la cromatina. A partir
d’aqui s’han anat descobrint proteines no-histones que també sén susceptibles de
ser acetilades, com per exemple la p53, la a-tubulina i la MCM3, proteines molt
diverses involucrades en diferents processos cellulars, pero en la seva majoria es
tracten de factors de transcripcié (Taula 2) (Choudhary et al. 2009; Glozak et al.
2005).

S’ha trobat aquesta modificacié post-transcripcional, I'acetilacié, en eubacteris i
arquees, per tant és un mecanisme de regulacié altament conservat en ’evolucié
(Bell et al. 2002).

Les lisines, a banda de ser acetilades, també poden ser metilades, ubiqtitinitzades i
sumoilades. Aquestes modificacions sén excloents i tenen repercussions funcionals
diferents. Per exemple, quan la cromatina esta acetilada és transcripcionalment
activa, mentre que si es troba metilada sera transcripcionalment inactiva. Aixo és
degut a que aquestes modificacions post-traduccionals en les cues amino de les
histones en canvien la seva conformacié modificant d’aquesta forma 'afinitat amb
la que s’uneixen al DNA i a les proteines associades a la cromatina (Rice & Allis
2001).
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Taula 2. Seleccio de proteines no histones acetilades. Es mostren les conseqiéncies funcionals que
provoca |’acetilacié en aquestes proteines.

Incrementa Disminueix
Estabilitat Proteina p53, p73, c-Myc, Runx3, AR, H2Az, E2F1, GATA1, HIF1la, pRh
Smad7
Unio a DNA p53, SRY, STAT3, GATA transcription factors, YY1, HMG-A1l, NFKB

E2F1, NFkB, MyoD, HNF-4

Expressio genica p53, HMG-A1, STAT3, AR, GATA HIFla, STAT1, FOXO1/4
transcription factors, E2F1, NFkB, MyoD,
Bcl-6, B-Catenina

Interaccid amb STAT3/1, AR, Importina A, TFIIB, a-Tubulina, RelA, Ku70, Hsp90
proteines actina
Localitzacié Ac = nucli Ac=> citosol

PCAF, SRY, HNF-4, PCNA c-Abl, p300, PAP
Estabilitat mRNA p21, Brm Th, eNOS
Activitat enzimatica p300, ATM PTEN, HDAC1, Mdmz2, Polp
Proteines virals E1A, HIV Tat

Des de que es va descobrir cap els anys 60 la primera HAT, HAT1 en Tetrahymena,
que presenta una seqiencia molt similar amb la GCND5, la primera HAT descoberta
en llevat, s’han descobert més de 30 proteines que posseeixen activitat HAT i que
alhora sén coactivadors transcripcionals. Presenten una gran varietat en la seva
estructura i funcions, pero es poden classificar en 2 grans grups: A-HAT i B-HAT.
Les HAT de tipus A soén nuclears 1 duen a terme acetilacions relacionades amb la
transcripcid, es subclassifiquen en 5 superfamilies: GNAT, MYST, CBP/p300,
factors de transcripcié basals/generals i cofactors de receptors nucleats. Les B-
HAT sén citoplasmatiques i acetilen les histones sintetitzades de novo que estan
lliures pel citoplasma, promovent la seva localitzacié nuclear on s’uniran al nou
DNA sintetitzat (Sharon Y. Roth et al. 2003).

Les HAT es troben formant part de complexes macromoleculars (Taula 3). Cada
una d’aquestes HAT tenen un substrat especific d’histones, aixi com de proteines
no-histones, que dependra també de les subunitats que formin el complex
multiproteic (Lee & Workman 2007).

En molts coactivadors amb activitat HAT trobem un domini estructural

evolutivament conservat de reconeixement de lisines acetilades, el bromodomini
(Dhalluin et al. 1999).

18



Taula 3. Classes i substrats de les histones acetiltransferases humanes de la familia GNAT. Es mostren
les subunitats amb les quals interaccionen formant complexes multiproteics.

Complexes HAT de la familia GNAT PCAF STAGA TFTC
Subunitat catalitica PCAF GCN5L GCN5L
Histones modificades H3/H4 H3/H4 H3/H4
Subunitats associades PAF400 TRRAP TRRAP
STAF65y
SPT3 SPT3 SPT3
STAF42
ADA2
ADA3 STAF54 ADA3
SCA7 SCA7
TAF5L TAF5L TAFSL
TAF6L TAF6L TAF6L
TAF9 TAF9 TAF9
TAF10 TAF10 TAF10
TAF12 TAF12 TAF12
TAF2
STAF36 TAF4
STAF46 TAF5
TAF6
3.1. p300/CBP Associated Factor (PCAF)

El gen de PCAF (p300/CBP Associated Factor), anomenat KAT2B (K (lysine)
acetyltransferase 2B), va ser identificat a partir d’'una base de dades de cDNAs humans
degut a la seva homologia amb GCN5 (Figura 7). Per aquesta rad es va classificar
dins la superfamilia de GNAT (GCN5-related N-acetyltransferases). Li deu el seu nom
a la seva interacci6 amb p300 1 CBP (Yang et al. 1996). Aquestes dues HAT sén
proteines nuclears i funcionalment homologues (per aixo ens referim a elles com
p300/CBP) que regulen la transcripcié al interaccionar amb diversos factors de
transcripcio, al acetilar histones i diferents proteines reguladores (Ogryzko et al.
1996).

Al analitzar la capacitat de PCAF en acetilar histones lliures o formant part de
nucleosomes, es va veure que principalment acetila la K14 de la histona H3, i
secundariament la K8 en la histona H4. PCAF actuaria de forma conjunta amb
p300/CBP sumant-se aixi a la seva capacitat d’acetilar histones des de diferents
angles en el mateix nucleosoma (Ogryzko et al. 1996). PCAF, al igual que les
proteines p300 1 CBP, actua formant part d’'un complex multiproteic, de més de 20
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polipeptids, capa¢ d’acetilar histones en un context nucleosomal (Ogryzko et al.
1998) (T'aula 3).

Com hem comentat abans, la cromatina acetilada s’associa a un estat
transcripcionalment actiu ja que presenta una estructura relaxada que en facilita la
uni6 a la RNApol II.

PCAF ¢és una HAT nuclear de 832aa. En la seva regié amino (aal21-242) hi
trobem la zona d’interaccié amb la p300/CBP (Figura 7). La proteina viral E1A i
PCAF s’uneixen a la mateixa regié de p300/CBP, fet que produeix una competici6
entre ambdues proteines. Si PCAF s’uneix a p300/CBP la transcripcié s’activara,
per contra, si s’'uneix a E1A, no podra actuar com a coactivador transcripcional
(Yang et al. 1996).

S’ha descrit que PCAF interacciona amb SRC-1, un coactivador de receptors
nuclears per aquest mateix domini de la regié amino (aa 121-242). Aquesta zona
d’interacci6 conté una regié amb activitat E3-ubiqtitina lligasa (E3-Ub lligasa). Més
endavant, la regié aa350-445 presenta activitat ubiquitina lligasa implicada en 'auto-
ubiqitinitzacié de la proteina. Aquesta regié es superposa amb la seqiiencia NLS
(aa428-445) (Linares et al. 2007).

La regio6 carboxil presenta una homologia del 65% amb GCND5, 1 esta implicada en
la remodelacié de la cromatina. Conté el domini catalitic HAT (aa550-623), on s’ha
descrit la uni6 a E1A (Reid et al. 1998). També trobem en aquesta regié un
bromodomini (aa740-810).

GCN5-hs
1 100 330 550 625 725 831

TR R

. G

1 121 330 428 445 550 625 725 832

E3-Ub lligasa NLS

Figura 7. Esquema dels principals dominis estructurals de PCAF i les principals proteines
que hi interaccionen.

73% homologia
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La regulacié de PCAF depen del seu propi estat d’acetilacio, p300, pero no CBP,
pot acetilar-la, fet que n’incrementa l'activitat HAT sobre la histona H3. A més
PCAF pot auto-acetilar-se, 1 l'auto-acetilacié pot ser intra- o inter-molecular
(Santos-Rosa et al. 2003). L’acetilaci6 inter-molecular és duta a terme per Pextrem
amino, que acetilara a una altra molecula de PCAF. La intra-molecular es dona en 5
lisines situades en la seqiiencia NLS, regulant-ne la seva localitzacié subcel-lular. Si
a PCAF li manca el domini HAT o esta deacetilada per HDAC3, s’acumula en el
citoplasma (Blanco-Garcia et al. 2009).

- PCAF i transcripcid

Les HAT actuen en complexes multiproteics amb varis coactivadors
transcripcionals 1 proteines reguladores de la transcripcié. PCAF i GCN5 no es
troben dins el mateix complex, pero les proteines que els formen sén similars, fet
que suggereix que PCAF i GCN5 tenen funcions equivalents. Hi ha 3 nivells pels
quals aquests complexes amb GCN5 o PCAF regulen la transcripcié (Figura 8)
(Nagy & Tora 2007).

Primer de tot, els complexes que contenen GCN5 i1 PCAF regulen els nivells
globals d’acetilacié de les histones. Mantenen una acetilacié basal global, que
desapareix quan es disminueixen els nivells de GCN5 (knockdown) i es veu
augmentada al augmentar I'expressié de GCN5 (Figura 8A).

En segon lloc, els complexes amb GCN5 o PCAF interaccionen i sén reclutats per
activadors transcripcionals o proteines del cicle cel'lular (que soén, receptors
nuclears IRF, IFN, STAT, GAGA, HSF, Smad, Myc i E2F) a promotors especifics.
Un cop lactivador s’ha unit a la cromatina reclutara els complexes HAT, per
interacci6 directa amb la subunitat TRRAP o altres subunitats dels complexes. Els
activadors també reclutaran altres complexes remodeladors de la cromatina
dependents d’ATP. D’aquesta forma es facilita la unié amb TFIID i altres factors
de transcripcio, incloent la RNAPol I, facilitant aix{ la transcripcié del gen (Figura
8B).

En tercer lloc, els complexes dels que formen part GCN5 o PCAF regulen la
transcripcié per I'acetilacié directe de factors de transcripcid. Aquesta regulacié pot
ser activadora o repressora. Tindra un efecte positiu sobre la transcripcié quan
l'acetilacié del factor de transcripcié estimula: la seva localitzacié nuclear o
n’inhibeix la seva exportacié nuclear, quan estimula P'estabilitat o I'augment de la
seva uni6 al DNA, o un increment en ’associacio del coactivador. En canvi, si els
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efectes de T'acetilacié soén els contraris aleshores hi haura una repressié en la
transcripcié (Nagy & Tora 2007) (Figura 8C).

STAGA/TFTC ATAC PCAF complex

STAGA/TFTC  PCAF complex ATAC

Figura 8. Model de la regulacié de la transcripcié pels complexes que contenen GCN5 o
PCAF. (A) Acetilacié global. Els complexes STAGA/ATAC, ATAC i PCAF contribueixen a la
integritat estructural dels cromosomes i a I’acetilacio dels ORF (Open Reading Frame). (B) Els
complexes amb GCN5 o PCAF com a coactivadors de gens especifics. Sn reclutats junt amb
Rem per activadors especifics. C) Els complexes amb GCN5 o PCAF regulen la transcripcid
acetilant directament factors de transcripcid. (Nagy & Tora, 2007).

Curiosament, s’han descrit moltes dianes no-histones per a PCAF, i per a
p300/CBP petrd no gaites per a GCN5. Podem agrupar les dianes no-histones de
PCAF relacionades amb la transcripcié en: proteines associades a la cromatina
(HMG17), factors de transcripcié que regulen gens del cicle cel-lular (p53, E2F i c-
Myc) i factors de transcripci6 generals (TFIIE 1 TFIIF) o especifics (MyoD i1 Tat).
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HMG17 és una proteina associada a la cromatina que participa en la seva
descondensacié i per tant estimula la transcripcié. Es creu que la HMG17 acetilada
per PCAF disminueix I'afinitat amb la que s’uneix a la cromatina (Herrera et al.
1999).

PCAF i p300/CBP uneixen i acetilen p53 en el seu extrem carboxil. p53 és un
important factor de transcripcié en la resposta al dany a DNA, encara que també
esta implicada en 'apoptosi, el cicle cel-lular i el metabolisme. S’ha vist que la p53
acetilada presenta un augment en la seva afinitat per unir-se a seqiencies
especifiques del DNA. També s’ha observat un augment en els nivells d’acetilacié
de p53 quan hi ha dany al DNA. D’altra banda, PCAF ubiquitinitza Hdm2, una E3
ubiquitina lligasa que controla lestabilitat de p53 al ubiquitinitzar-la. Per tant,
PCAF a part d’acetilar p53, desestabilitza i envia a degradar a Hdm2 fet que
augmenta Pestabilitat de p53, que activara la transcripcié dels seus gens diana, entre
els quals tenim la CKI leCH)1 (Linares et al. 2007; Schiltz & Nakatani 2000; Love et
al. 2012).

Els factors de transcripcié E2F sén responsables de 'activacié de Iexpressio de
gens involucrats en la transicié G1/S del cicle cel'lular aixi com, activadors de la
mort cel-lular per apoptosis en resposta al dany del DNA o a Tactivacié
d’oncogens. S’ha descrit que PCAF acetila E2F1 un membre de la familia E2F, i
que aquesta acetilacié li confereix més estabilitat en resposta al dany al DNA,
estimulant doncs la transcripcié dels seus gens diana (Ianari et al. 2004).

PCAF, aixi com GCN5 i Tip60, son les responsables de I'acetilacié de c-Myc, un
factor de transcripci6 que s’activa per mitogens via MAPK/ERK i activa processos
de proliferacio, creixement cel-lular, apoptosis i d’auto-renovacié en cel-lules mare,
és considerat un important oncogen. L’acetilacié li confereix estabilitat (Patel et al.
2004).

S’ha vist que PCAF, aix{ com p300 1 TAFII250, acetilen factors de la maquinaria
transcripcional de la RNA polimerasa II, concretament al TFIIE i al TFIIF, tot i
que aquestes acetilacions no s’han relacionat amb canvis en la transcripcié dels seus
gens diana (Imhof et al. 1997).

MyoD és un activador transcripcional especific de les cel-lules musculars. Durant
la miogenesi, MyoD s’associa als promotors de p21 i d’altres gens especifics del
teixit muscular. S’ha descrit la unié de PCAF i p300/CBP amb MyoD, petd només
PCAF Dacetila, fet que incrementa la seva afinitat pels promotors (Puri et al. 1997;
Sartorelli et al. 1999).

23



Finalment, també s’ha descrit I'acetilacié de Tat, un transactivador del promotor
del VIH, per PCAF 1 p300. Per a que s’activi la transcripcié, PCAF s’uneix a Tat a
través del seu bromodomini i I'acetila (Dorr et al. 2002; Mujtaba et al. 2002).

- PCAF, cicle cel-lular i diferenciacio

Molts dels factors de transcripcié acetilats per PCAF tenen com a gens diana, gens
implicats en el cicle cel'lular. Pero, darrerament, també s’ha vist que PCAF

interacciona amb components de la maquinaria reguladora del cicle cel-lular.

PCAF acetila, també ho fa p300, al supressor tumoral retinoblastoma pRb,
Aquesta acetilacié destorba la capacitat del complex ciclina E/CDK2 de fosforilar-
lo eficientment, fet necessari per al correcte progrés del cicle cel-lular. Aixo es
correlaciona amb les dades obtingudes en mioblasts i monocits en diferenciacio,

que presenten una aturada del cicle cel'lular i on s’observa un increment del pRB
acetilat (Nguyen et al. 2004; Glozak et al. 2005).

També s’ha descrit la interaccié de PCAF amb CDK2. Concretament, PCAF acetila
a CDK2 en la K33, un residu localitzat en el centre catalitic de la quinasa i que és
necessari per a la interacci6 amb IATP, per tant la CDK2 acetilada romandra
inactiva. D’altra banda, 'acetilacié de CDK2 afecta la seva interaccié amb la ciclina

A. Per aixo, I'acetilacié de la CDK2 produeix una aturada del cicle cel-lular en la
fase S 1 G2/M (Mateo et al. 2009).

En els dltims anys s’ha demostrat que PCAF i p300/CBP sén responsables de la
regulaci6 de la condensacié dels cromosomes durant la mitosi. Sha demostrat que
al silenciar les HAT disminueixen els nivells de condensines produint mitosis
aberrants (Ha et al. 2009).

Finalment, en el nostre laboratori s’ha descrit que PCAF interacciona amb p27 i

Pacetila.

- PCAF i cancer

PCAF té un paper dual en la regulacié de la viabilitat cel-lular. Se 'ha definit com a
un supressor tumoral que disminueix la viabilitat cel-lular (Schiltz & Nakatani
2000). PCAF acetila 1 activa el supressor tumoral p53 en resposta a dany al DNA
(Liu et al. 1999), és un coactivador de p73 (Zhao et al. 2003), i promou 'apoptosi
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via Bax al acetilar el C-terminal de Ku70 (Cohen et al. 2004). Pero PCAF també
actua com un potenciador del desenvolupament dels tumors incrementant la
viabilitat cel-lular: I'acetilacié de Poncogen c-Myc per PCAF l'estabilitza (Patel et al.
2004), P'acetilacié del supressor tumoral PTEN per PCAF en redueix la seva funcié
(Okumura et al. 2000) i I'acetilacié de la B-catenina Pestabilitza fent de PCAF una
diana potencial en les malalties relacionades amb alteracions de la via de la -
catenina (Ge et al. 2009). En els darrers anys també s’ha definit el paper de PCAF
en diverses vies de senyalitzacié implicades en la oncogenesi.

S’ha observat que PCAF potencia la senyalitzacié duta a terme per TGFB/Smad
unint-se a Smad3 (Itoh et al. 2000). Arran d’aquest fet, es va descriure el paper de
PCAF en la promocié de la resposta apoptotica a través de TGFB, que s’activa
gracies a la via de senyalitzacié pRb-E2F1-PCAF (Korah et al. 2012). En pacients
de cancer de mama s’han relacionat uns nivells elevats de p21 amb una baixa
supervivencia. Sha demostrat que TGFB indueix 'expressié de p21 de forma
Smad3 dependent, i es va veure que, mentre TGFB no indueix I'associaci6 de p21 i
p300/CBP, si que promociona la formaci6 del complex p21/PCAF, que junt amb
Smad3 regularan Pactivitat transcripcional de TGFB en cel-lules mamaries (Dai et
al. 2012).

Aquest darrer any es va definir la implicacié de PCAF en la via de senyalitzacié del
factor de transcripcié GLI1, Pexpressi6 del qual esta regulada per diverses cascades
oncogeniques, incloses les vies de HEDGEHOG, RAS, EGFR i TGFB. Per a
Iactivacié de la resposta transcripcional de TGFB es necessita GLI1/Smad4, GLI1
al seu torn interacciona amb PCAF que es troba formant un complex amb Smad?2.
La unié d’aquests complexes als promotors dels gens induibles per TGFB (IL7,
CICLINAD, BCL2) incrementara I'acetilacié en la histona H3K9 que resultara en
P'activacié transcripcional d’aquests gens (Nye et al. 2014). Per altra banda,
lactivitat E3 ubiquitina lligasa de PCAF promoura la proteolisi de GLI1 en
resposta al dany cel'lular, regulada per p53 (Mazza et al. 2013). D’aquesta forma
PCAF exerceix un control dual en GLI1 que dependra de les condicions
microambientals i/o de P'estat de p53. L’activaci6 de la via de HEDGEHOG-GLI1
també dependra de la interaccié de GLI1 amb PCAF.

Degut al paper de PCAF en lactivaci6 d’aquestes vies de senyalitzacio
oncogeniques, PCAF s’ha proposat com a diana terapéutica per al tractament del
cancer (Malatesta et al. 2013; Infante et al. 2014). Ja en el 2005 es van descobrir dos
inhibidors (CCT077791 i CCT077792) de PCAF 1 p300 que inhibien I'acetilacio i el
creixement en cel-lules de cancer de colon HCT116 1 HT29 (Stimson et al. 2005).
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Hipotesi de treball

En el nostre laboratori s’ha demostrat una interaccié directa entre p27 i
lacetiltransferasa PCAF. Aquesta interaccié es produeix entre el domini HAT de
PCAF 1 la regi6 que conté els aa 91-120 de p27. Aquesta regié de p27 conté un
PRD (Proline Rich Domain, 91-96aa) domini caracteristic d’interaccié entre proteines
(Pérez-Luna et al.,, 2012). Hem comprovat que PCAF acetila la lisina en posicié 100
de p27 (Pérez-Luna et al., 2012).

PCAF és un coactivador transcripcional que actua acetilant histones o factors de
transcripcié. Per altra banda, recentment s’ha descrit que p27 també actua com a
regulador transcripcional, basicament com a repressor de la transcripcié de
determinats gens diana. Aix{ doncs, com que PCAF acetila p27 plantegem com a
hipotesi de treball que PCAF i p27 actuen conjuntament en la regulaci6
transcripcional de determinats gens diana.

Objectius del treball:

L’objectiu general del treball és confirmar la hipotesi de que PCAF 1 p27
col-laboren en la regulacié de la transcripcié de gens especifics.

Objectius concrets:

1) Analisi funcional de I'acetilacié de p27 sobre la regulacié transcripcional
2) Identificaci6 dels programes transcripcionals regulats per p27 1 PCAF
3) Identificaci6 de gens diana comuns a p27 1 PCAF

4) Analisi de la expressié de gens diana de p27 1 PCAF

5) Analisi dels mecanismes de la regulacié transcripcional per p27
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Tecniques de Biologia Molecular

1.1.

Plasmidis utilitzats

pECFP-C1 (Clontech): vector d’expressié en eucariotes de 4,7 Kb, que
conté la seqiiencia de la proteina ECFP a lextrem 5 de la regi6 de
policlonatge. Aquesta proteina té la propietat d’emetre llum fluorescent de
color cian, ja que emet llum a una longitud d’ona de 477 nm quan és
excitada a una longitud d’ona de 434 nm.

pEYFP-C2 (Clontech): vector d’expressié en eucariotes de 4,7 Kb, que
conté la seqiiencia de la proteina EYFP a lextrem 5 de la regi6 de
policlonatge. Aquesta proteina té la propietat d’emetre llum fluorescent de
color groc, ja que emet llum a una longitud d’ona de 527 nm quan és
excitada a una longitud d’ona de 514 nm.

pLKO.1-puro (Sigma-Aldrich): vector lentiviral per 'expressié de shRNA.
Conté un gen de resistencia a la puromicina, que permet seleccionar
cellules eucariotes transfectades amb aquest plasmidi 1 un gen de
resisténcia a I’ ampicil-lina, per a la seva seleccié en cultius bacterians. Es
van adquirir a Sigma-Aldrich els plasmidis shRNA de shPCAF i shp27 (5
diferents per cadascun) d’huma i un shRNA randon de control (sh(-)).

pUC-57 (Genscript): es van comprar a Genscript plasmidis amb el cDNA
de p27WT, p27K13R, p27K100R, p27K3R, p27K5R i p27A91-120. Totes
aquestes sequencies van ser posteriorment clonades en vectors pECFP-C1
(Clontech) i/o pEV833.

pEV833: vector d’expressié lentiviral. Amablement cedit pel Dr. Eric
Verdin (Gladstone Institutes, San Francisco).

pVSVG: plasmidi que codifica per les proteines de I'embolcall viral,
Clontech.

pCMVARS8.91: plasmidi que codifica pels gens virals gag 1 pol, ambdods
necessaris per a la produccié de particules viriques en el cas dutilitzar
vectors lentivirals. Va ser amablement cedit pel Dr. Didier Trono.
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- pGL3-promoter vector. vector luciferasa d’expressié en eucariotes de 5,01Kb,

que conté un promotor viral constitucionalment actiu (SV40) i el gen de la

luciferasa a continuacio.

- pCMV: vector d’expressio del gen de la B-galactosidasa.

1.2. Subclonatges

Els plasmidis pECFP, pEYFP, pEV833 i pGL3 han estat utilitzats com a vectors
receptors per a clonar diferents cDNAs (Taula 4).

Taula 4. Construccions de cDNA emprades en aquesta tesi.

Plasmidi cDNA Procedencia
CFP-p27WT p27 Kipl Dra. Pérez Luna
CFP p27A91-120 p27 A 91-120 Dra. Pérez Luna

CFP-p27 K13R p27 K13R Aquesta Tesi

CFP-p27 K100R p27 K100R Aguesta Tesi
CFP-p27 K3R p27 K3R Dra. Pérez Luna
CFP-p27 K5R p27 K5R Dra. Pérez Luna
YFP-Flag-PCAF Flag-PCAF Dra. Pérez Luna

pcDNA3.1 Flag-Ct PCAF

PEV833-p27

pEV833-PCAF

pGL3-ROBO1-p27

pGL3-GRIN3A-p27

pGL3-GRIN3A-PCAF

GFP-Flag-PCAF(352-832)

p27 Kipl

PCAF

pic ROBO1 ChIP-seq p27

pic ROBO1 ChIP-seq p27

pic ROBO1 ChIP-seq PCAF

Dra. Martinez-Balbas

Dra. Gallastegui

Aquesta Tesi

Aguesta Tesi

Aquesta Tesi

Aquesta Tesi
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El procediment general seguit per als subclonatges és:

- Es fa créixer en medi LB (Luria-Bertani) liquid un inocul procedent de
bacteris DH5a competents (produits en el nostre laboratori) transformats
amb el vector d’origen d’interes, afegint 'antibiotic que es requereix per a la
selecci6 del plasmidi.

- Es purifica el DNA plasmidic del cultiu bacteria, emprant tecniques de
purificaci6 de DNA plasmidic, seguint el protocol del kit comercial

(Qiagen).

- Es fan les digestions necessaries amb els enzims de restriccid que
correspongui, seguint les pautes recomanades per a cada enzim, tant del
plasmidi origen amb l'insert com del plasmidi receptor, on volem subclonar
Iinsert.

- Mitjancant un gel d’agarosa, es corren les diferents mostres generades amb
les digestions. Es retallen les bandes resultants que corresponen a I’ insert i
al vector receptor i es purifica el DNA, utilitzant kits comercials d’extraccid

de DNA (Qiagen).

- Es prepara la reaccié de lligaci6 utilitzant lligasa T4 (Invitrogen) segons el
kit. Es deixa reaccionar durant tota la nit a 16°C amb la finalitat que es
produeixi la lligaci6 desitjada.

- Es transforma la lligacié en bacteris DH5a competents, es purifica el DNA
plasmidic obtingut i es comprova si s’ha produit la lligacié requerida,
mitjangant digestions amb enzims de restriccid. Cal analitzar el patré de
restriccié obtingut mitjangant gels d’agarosa i, determinar si la mida dels
fragments generats és coherent amb la lligacié desitjada.

1.3. Transformacio bacteriana

- Es descongelen els bacteris competents en gel.

- Safegeixen 0,5-1 pg de DNA plasmidic en 100 pl de cel-lules
competents; la mescla s’incuba en gel durant 30 min.

- Es realitza un xoc térmic sotmetent la mostra a 42°C durant 45 segons

1, acte seguit, es diposita en gel durant 2 min.
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- S’afegeix 1 ml de medi LB sense antibiotic a la mostra 1 s’incuba
durant 1h a 37°C, en agitacio.

- Es centrifuga la mostra durant 1 min a 6000 rpm en una microfuga i
s’eliminen 900 pl del sobrenedant. Amb la resta del medi es
resuspenen les cel'lules i es plaquegen en medi LB-agar amb
I'antibiotic adequat, segons sigui la resistencia del plasmidi
transformat.

- S’incuba la placa durant la nit, a 37°C, esperant la formacié de
colonies bacterianes resistents, les quals probablement contindran el
plasmidi d’interes. Paral-lelament, és convenient realitzar una placa
control, en la qual haurem sembrat c¢l-lules competents sense
transformar amb DNA plasmidic.

1.4. Aillament de DNA genomic

Utilitzarem aquesta teécnica per a dos objectius, primer per a obtenir cDNA
genomic de les cel-lules HCT116 que utilitzarem de motlle en les PCRs. A partir
d’una placa de cultiu cel'lular (60mm de diametre) recollim les cel-lules HCT116 i
n’extraiem el DNA seguint les indicacions del Nucleospin Tissue kit (Macherey
Nagel).

En segon lloc, quan aillem fibroblasts embrionaris de ratolins heterozigots, ja que
les femelles p27'/ " son esterils, necessitem genotipar-los. Per a aquest objectiu
utilitzem els caps dels embrions aillats (25mg de teixit) per a 'extraccié del DNA
amb el Nucleospin Tissue kit, seguint les instruccions del fabricant. El DNA extret
s’utilitzara per a fer una PCR de validacié.

1.5. Clonatge de les seqiiéncies d’unié a cromatina de p27 i PCAF

Dissenyem amb I’ajuda dels programes informatics, Genome Browser i Primer3, els
primers adjacents a les seqiiencies del ChIP-seq de p27 pel gen ROBOI, regi6
chr3:79257543-79257776, i de GRIN3A, regié chr9: 103520403-103520670, i del
ChIP-seq de PCAF, la regi6 chr9: 103539425 -103539691 del gen GRIN3A. En els
extrems d’aquests primers hi incloem les dianes dels enzims de restriccidé necessaries
per al seu clonatge en el vector pGL3-promoter vector.
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Utilitzem aquests primers 1 DNA genomic de HCT116 (obtingut com es descriu en
Iapartat 1.4) per a produir les sequéncies desitjades mitjancant una PCR (Expand
High fidelity PCR System, Roche) seguint els segiients passos: 2min 97°C; (Imin
95°C, 1 min 54°C i 1 min a 72°C) 9 vegades; (1 min a 95°C, 1 min a 64°C i1 min a
72°C) 29 vegades; 10 min a 72°C 1 15°C forever.

Un cop produit I'insert d’interes procedirem al seu subclonatge en el vector pGL3-
promoter vector, seguint el protocol descrit en Papartat 1.2., que utilitzarem en els
assaigs de luciferasa.

2. Cultius cel-lulars

En aquesta Tesi s'han utilitzat els segiients models cel-lulars:

HCT116: linia tumoral procedent de cancer colorectal huma.

HEK 293T: linia immortalitzada procedent de rony6 embrionari huma.
HelLa: linia tumoral procedent de cancer de cervix huma.

NIH3T3: linia immortalitzada de fibroblasts de ratoli

MEF wt: linia primaria de fibroblasts embrionaris de ratoli.

MEF KO p27: linia primaria de fibroblasts embrionaris de ratoli p27 KO.

MEF KO p27CK-: linia primaria de fibroblasts embrionaris de ratoli p27 CK-.

2.1. Manteniment de cél-lules en cultiu

Els cultius cel-lulars emprats en aquesta tesi s’han mantingut en incubadors a 37°C i
a una pressi6é parcial de CO, del 5%. Els cultius s’han manipulat en condicions
d’esterilitat: en una campana de flux laminar i utilitzant material autoclavat, exclusiu

per I'as de cultius.

Els medis de cultiu utilitzats per al manteniment de les diferents linies cellulars,
son els segiients:

- Per al manteniment de les linies MEFs, Hel.a i HEK293T hem utilitzat el
medi Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) de Biological
Industries suplementat amb 2mM de L-glutamina (Merk), 1% d’aminoacids
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no essencials (Biological Industries), ImM de d’acid piravic (Sigma),
antibiotics: 50 unitats/ml de penicil'lina + 50 pg/ml d’estreptomicina
(Biological Industries) i 10% de Fetal Calf Serum (FCS) (Biological
Industries).

- La linia HCT116 ha estat mantinguda amb el medi DMEM-HAM F12
(Biological Industries) en proporcié 1:1, suplementat amb els components
descrits anteriorment.

- La linia NIH3T3 s’ha mantingut amb DMEM suplementat de la mateixa

manera que les linies anteriors, pero utilitzant 10% de Donor Calf Serum
(DCS) (Biological Industries).

2.2. Aillament de fibroblasts embrionaris de ratoli

Els fibroblasts embrionaris de ratoli (MEF) es preparen a partir d’embrions de
13.4-14.5 dies. S’extreuen els embrions de femelles de ratoli C57BL/6 wt o p27”"
(les femelles p27” s6n estérils). Un cop s’han retirat el cap i els organs interns, els
embrions sén sotmesos a disgregacio fisica amb 'ajuda d’un bisturi. S’afegeixen
500ul de tripsina, es pipeteja amunt i avall i s’incuba 15min a 37°C, es repeteix
aquest pas. Satura la digestié per tripsina afegint DMEM al 10% FCS 1 es
centrifuga a 1.000 rpm 5 min. Les cel'lules del pel-let soén plaquejades en plaques de
cultiu (100mm de diametre). A les 24 hores de cultiu, quan les c¢l'lules han assolit
una confluencia del 80-90%, es passen a 4 plaques de les mateixa dimensi6. Aquest
passatge es considera el primer, per als experiments duts a terme en aquesta Tesi
s’han utilitzat MEFs amb un maxim de 3-4 passatges.

2.3. Sincronitzacié de cél-lules en quiescéncia

Amb T'objectiu de sincronitzar en quiescéncia cultius cel'lulars de Hella, NIH3T?3,
HCT116 o MEF, vam partir de cultius confluents mantinguts amb medi de
creixement sense serum. En el cas de les cel-lules HelLa i MEFs, aquestes van ser
privades de FCS durant 72 hores; les NIH3T3 1 HCT116 van ser privades de serum
durant 48 hores. Després del temps de privacié de serum, els cultius van ser
recollits (GO=0h) o replantats, obtenint una confluencia del 50%, amb el medi de
creixement adequat per a cada linia cellular, per tal de permetre I'entrada al cicle

cel'lular. Les céllules van ser recollides als temps de sincronitzacié desitjats basant-
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nos en experiments de FACS (Fluorescence-activated cell sorting), duts a terme en
el nostre laboratori amb aquestes linies cel-lulars (dades anteriors a aquesta Tes).

2.4. Inhibicio de la sintesi i la degradacié de proteines

Per tal de determinar la vida mitja de PCAF, és a dir, el temps que triga a degradar-
se el 50% de la quantitat total de la proteina, hem tractat les cel'lules MEFs amb 10
ng/ml de cicloheximida (Sigma), hem recollit mostres a diferents temps, de 0 a 32 h
post-incorporacio de la cicloheximida, 1 processem les mostres per a Western blot.
Aquest producte és un inhibidor de la sintesi proteica, de manera que a partir del
moment en que la incorporem en el medi podrem seguir la velocitat de degradacié
de proteines concretes.

Per tal de monitoritzar la via de degradacié de PCAF, tractem les cel'lules amb
inhibidors de proteasoma, ALLN (100nM) o MG-132 (50nM) durant 16 hores,
després es recullen les cel-lules i es realitza el Western blot.

2.5. Transfeccio de cél-lules

Mitjangant la tecnica de transfeccié de cel'lules podem expressar una determinada
proteina en una linia cellular concreta. Aquesta metodologia consisteix en la
introduccié d’un plasmidi amb el cDNA d’una proteina especifica. Existeixen
diferents sistemes de transfeccid, pero el que hem utilitzat en aquesta Tesi es basa
en la inclusié de molecules de DNA en liposomes, els quals es fusionen amb la
membrana plasmatica 1 lliuren ’acid nucleic a l'interior de la cel*lula.

Segons la linia cel-lular, hem emprat un agent de transfecci6 o altre. En el cas de les
cellules HCT116 1 NIH3T3, hem utilitzat Lipofectamina-2000 (Invitrogen), i per a
la transfeccié6 de HEK293T hem utilitzat Polyfect (Qiagen) o CalPhos Mammalian
Transfection kit (Clontech). Per a la manipulacié dels diferents productes hem
seguit el protocol indicat pel fabricant, tot i que en alguns experiments hem ajustat
la quantitat de DNA 1 d’agent transfectant, per optimitzar leficiencia de la
transfeccio.

En els experiments en els quals s’han transfectat vectors fluorescents (CFP, YFP)

visualitzem, a les 24 hores post-transfeccid, les cel-lules al microscopi de
fluoresceéncia (Axiovert 200M (Zeiss)), per a controlar I'eficiencia de la transfeccio.
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2.6. Obtencié de cultius cel-lulars knockdown de p27 o PCAF

Per tal de generar linies cel-lulars gnockdown (kd) de PCAF o p27, les quals tenen
nivells reduits de les proteines esmentades, utilitzem cultius asincronics de HCT116
que son infectats amb els plasmidis pLKO.1-puro-control (sh(-)), pLKO.1-puro-
p27 (shp27) i pLKO.1-puro-PCAF (shPCAF) produits en HEK293T. A les 24h
seleccionem les cel-lules infectades per adicié de puromicina (Sigma-Aldrich) al
medi a una concentracié de 10 ug/ml durant una setmana. Els cultius es mantenen
habitualment en medi de creixement amb puromicina (10 pg/ml). Per comprovar si
els nivells endogens de p27 o PCAF han disminuit per efecte dels shRNAs,
analitzem els seus nivells per Western blot.

- Produccid i infeccio lentiviral:

- Transfecci6 de HEK293T (10ug shRNA d’interes, 15 pug
pCMVARS8.9115 ug pVSVG)

- A les 48 hores es recull el medi on s’estan produint els virus i es
guarda a 4°C.

- A les 72 hores es torna a recollit el medi amb virus i junt amb el medi
del dia anterior es filtra (0,45pm, Millex) i es fa un gradient amb 4ml
de sacarosa al 20%. Es centrifuga a 26.000 rpm per 1h 30min.

- El pel-let obtingut es dilueix en 1ml de medi 1 s’utilitza per infectar les
cel'lules HCT116 junt amb Polybrene (5pg/ml, Sigma-Aldrich)

2.7. Obtencio de lisats cel-lulars i quantificacio de proteina total

Per tal d’obtenir lisats a partir de cultius cel-lulars, hem seguit la metodologia
segient:

- Es retira el medi de les plaques de cultiu i es fa un rentat amb (PBS
Phosphate Buffered Saline: 10 mM tamp6 fosfat pH 7,2 1 150 mM NaCl).

- Safegeix el volum de PBS necessari per cobrir la superficie de la placa i, en
fred, es rasca el cultiu per a desprendre les cel-lules adherides a la placa,
utilitzant un seraper. Aquest pas també ’hem fet afegint tripsina (Gibco) ala
placa de cultiu, utilitzant el volum necessari per a cobrir la superficie de la
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placa o flascé. Es deixa actuar la tripsina fins un temps maxim de 3 minuts,
deixant el cultiu dins d’un incubador a 37°C. A continuacid, aquesta es
neutralitza afegint el medi de creixement amb serum. Després de la
neutralitzacié es centrifuguen les cel'lules a 2.000 rpm, durant 5 minuts a
4°C.

En el cas de desadherir les cel-lules amb seraper, aquestes es recullen en tubs
previament mantinguts en gel 1 es centrifuguen a 2000 rpm, durant 5min a
4°C.

Es descarta el sobrenedant 1 es fa un rentat resuspenent el sediment amb
PBS. Es torna a centrifugar, tal i com s’ha explicat anteriorment.

Es descarta el sobrenedant 1 es resuspen el sediment utilitzant el tampé de
lisi necessari segons experiment. En aquesta Tesi hem utilitzat els tampons
segiients: HAT, RIPA, ColP o Tris-SDS.

a) Si hem lisat amb tamp6é HAT o RIPA: incubem els lisats durant 30 min
en gel. Després els centrifuguem durant 10 min, a 4°C 1 14000 rpm en una
microfuga. Tot seguit guardem el sobrenedant i descartem el sediment.

b) Si hem lisat amb Co-IP: 15 min a RT (rooms temperature) amb DNAsa i 20
min en la noria a 4 °C. Centrifuguem a 2.000 rpm, 5min a 4°C, i recollim el
sobrenedant.

¢) Si hem lisat amb tamp6 Tris-SDS: 30 min a 95 °C, 10 min a 14.000 rpm a
4 °C (per extreure el SDS) i recollim el sobrenedant.

Tot seguit, quantifiquem la concentracié de proteina present als extractes
cel'lulars pel métode de Lowry (DC™ Protein Assay, BioRad) i es llegeix
I'absorbancia (Ab= 750nm) amb el lector de plaques Synergy 2 (Biotek).

Els tampons de lisi s’han escollit en funcié de Pexperiment:
- Per a detectar acetilacions, hem lisat amb RIPA.

- Als experiments on s’han realitzat immunoprecipitacions (IPs) per a
detectar interaccions entre proteines, hem lisat amb Co-IP o HAT.

- Per a detectar els nivells de proteines per WB, hem lisat amb tamp6
Tris-SDS.
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Tamp6 de lisi Tris-SDS: 80mM Tris pH 6.8, 2%SDS.

Tampo de lisi HAT: 500 mM Tris-HCI pH 6.8 (4°C), 50% glicerol, 500 mM KClI,
ImM EDTA 1 afegim al moment de Its (0,5%) Igepal.

Tampé de lisi RIPA: 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40 (Igepal),
0,5% deoxicolat sodic, 0.1% SDS, 1 mM EDTA

Tampo de lisi Co-IP: en PBS (Sigma), ImM EDTA, 100uM Na,VO,, 0.5% Trit6
X-100, 20mM B-Glicerol fosfat i 0.2mM PMSF.

Afegim al moment de I'is els inhibidors de proteases, de fosfatases i de deacetilases

(aquest ultim només en els experiments d’acetilacio):

Inhibidors de proteases: 1 mM PMSF, 0,5 pg/pl Aprotinina, 10 pg/pl Leupeptina i
PIC (Protease Inhibitor Cocktail, Roche).

Inhibidors de deacetilases: TSA (Tricostatina A, Sigma) 3,3uM.

Inhibidors de fosfatases: 0,1 mM Ortovanadat i 500 mM Florur sodic.

3. Electroforesi, electrotransferéncia i immunodeteccio de
proteines

3.1. Electroforesi de proteines (SDS-PAGE)

Amb la finalitat de separar proteines en funcié de la seva mida o pes molecular,
s’utilitzen gels de SDS-poliacrilamida en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE)
seguint el metode de Laemmli (LAEMMLI 1970). Aquesta metodologia permet
separar les proteines desnaturalitzades amb SDS, en funcié de la seva mobilitat
electroforetica, quan es desplacen a través d’una matriu d’acrilamida i bis-acrilamida
impulsades per la for¢ca d’un camp electric.

Les molécules de SDS s’uniran a les proteines en una quantitat proporcional a la
mida de la proteina, de manera que la relaci6 massa/carrega de les diferents
proteines és la mateixa. D’aquesta manera, totes les proteines son atretes cap al pol
positiu del camp electric generat amb la mateixa for¢a. No obstant, la seva velocitat
de migracié dependra de la facilitat que tinguin per a migrar a través del gel, de
manera que les proteines més petites arribaran abans que les grans al final del gel.
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Preparem les mostres, lisades amb tampo Tris-SDS 1 quantificades, amb un tampé
de mostra que conté: 2% SDS, 0,5 mg/ml DTT, 10% glicerol i 0,1 mg/ml blau de
bromofenol. Abans de carregar-les al gel, les bullim 3 minuts per tal de
desnaturalitzar completament les proteines i trencar tots els ponts di-sulfur.

3.2. Electrotransferéncia

Es una técnica que ens permet passar proteines retingudes en un gel d’acrilamida
cap a una membrana de nitrocel'lulosa (BioRad), mantenint el patré de bandes
generat per Ielectroforesi.

La metodologia consisteix en posar en contacte el gel amb la membrana i,
mitjangant un camp electric, les proteines del gel migren cap a la membrana, on
quedaran retingudes. La membrana ha d’estar ubicada al pol positiu del camp 1 el
gel amb les proteines, al pol negatiu. Com que les proteines tenen carrega negativa
perque han estat desnaturalitzades amb SDS, migraran del gel fins la membrana, on
quedaran retingudes.

3.3. Immunodeteccié (Western Blot)

Per a la deteccié de proteines, hem utilitzat un sistema de doble anticos. Un anticos
primari, que reconeix i interacciona amb epitops especifics de la proteina d’interes i
un anticos secundari, especific de les immunoglobulines de I'especie utilitzada per
produir Panticos primari. Els anticossos secundaris emprats en aquesta tesi estan
conjugats a peroxidasa (HRP, Horseradish peroxidase). La reaccié de la Peroxidasa
amb el seu substrat produeix luminescencia. Per a detectar la peroxidasa utilitzem el
producte EZ-ECL (Chemioluminiscence Detection Kit for HRP, Biological
Industries). Exposem la membrana sobre un film fotografic (Hyperfilm ECL,
Amersham). Passat un temps d’exposicid, el film sera revelat i les bandes
obtingudes indiquen la presencia de la proteina d’interes.

Els anticossos primaris utilitzats en aquest treball s’indiquen a la Taula 5.
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Taula 5. Anticossos primaris utilitzats en aquesta tesi

Antigen Origen Casa comercial Referéncia Técnica
p27 Rb Santa Cruz sc-528 (C-19) IP, ChiP, WB
p27 M BD Transduction Labs 610242 WB
PCAF Rb Sigma P7493 IP, WB
PCAF Rb Santa Cruz $c-8999 (H-369) WB
PCAF M Santa Cruz sc-13124 (E-8) WB
PCAF Rb Abcam ab12188 chip

Acetyl-Lys Rb Rockland Immunochemicals 600-401-939 WB
Flag Rb Sigma A2220 IP, ChIP
GFP Rb Abcam ab290 IP
GFP M Abcam ab1218 wB

ciclinaD1 M Santa Cruz sc-20044 WB

ciclina D1 Rb Millipore 06-137 P
CDK4 Rb Santa Cruz sc-260 WB

1gG Rb Sigma 18140 IP, ChiP
Actina M MP Biomedicals 69100 WB
Actina Rb Santa Cruz sc-10731 WB
E2F4 Rb Santa Cruz sc-866 (C-20) IP
E2F4 M abcam ab4071 WB
PAX Rb Santa Cruz sc-25408 (H-150 X) IP, WB

M: ratoli, Rb: conill , IP: Immunoprecipitacio, WB: Western blot, ChIP: Immunoprecipitacié de cromatina
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4. Localitzacio de proteines

4.1. Immunocitoquimica per a microscopia de fluorescéncia

Mitjangant aquesta tecnica es poden detectar i localitzar proteines especifiques dins
d’una cel-lula, al expressar-les acoplades a un 7sg fluorescent (GFP, CFP, YFP), de
manera que no cal utilitzar cap anticos per a detectar-les. En qualsevol cas, el
procediment que hem utilitzat per realitzar preparacions immunocitoquimiques ha

estat el seglient:

- Fem créixer les cel'lules sobre cobreobjectes de vidre.

- Realitzem les transfeccions oportunes. 24 hores post-transfeccié traiem el
medi de les cel'lules i fem dos rentats amb PBS 10 min (els rentats sempre
seran amb PBS fred).

- Fixaci6é incubant les cel'lules durant 10 min a temperatura ambient (RT)
amb una soluci6 al 4% de paraformaldehid en PBS, posteriorment fem 3
rentats de 10 min amb PBS 1 un amb H,0 /0.

- Muntem els cobreobjectes sobre el portaobjectes afegint uns 4 ul de medi
de muntatge Mowio/ (Calbiochem). Quan s’hagi assecat el medi de muntatge
podrem procedir a 'observacié de les mostres amb el microscopi optic de
fluorescéncia o confocal (en aquesta Tesi hem utilitzat el microscopi
confocal Leica TCS SP5).

4.2, Immunocitoquimica per a la deteccié amb peroxidasa

Amb la finalitat de determinar el patré de localitzacié de les proteines CFP-p27wt i
CFP-p27K100R transfectades en NIH3T3, es van realitzar immunocitoquimiques.

El procediment és el seglient i va ser realitzat en col-laboracié amb el Dr. Serratosa:

- Es fixen les cel-lules amb una solucié del 4% de paraformaldehid: PBS,
durant 20 minuts a temperatura ambient. En aquest punt, es pot aturar el
procediment, si es deixen les cel-lules fixades amb una solucié de PBS més
algun agent bactericida (timerosal) a 4°C.
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S’incuben les cel'lules amb una solucié de metanol: 0,3% de H,O, durant
10 min, per permeabilitzar les membranes i bloquejar la peroxidasa

endogena.

S’incuben les cel-lules amb una solucié de PBS:10% de sérum normal de
cabra:1% de BSA, durant 20 minuts a temperatura ambient. En aquest pas,

es bloquegen els llocs d’uni6 inespecifics.

S’incuben les c¢l-lules amb anti-GFP policlonal (1:2000) durant la nit i a
4°C.

S’incuben les cel'lules amb Danticos secundari conjugat amb biotina i
produit en cabra (1:200), durant 1 hora a temperatura ambient.

Es fa una incubaci6 amb Extravidin-HRP (1:500) durant 1 hora a
temperatura ambient. I’extravidina és una molécula que s’uneix amb alta
afinitat a la biotina. En aquest cas, utilitzem extravidina conjugada amb
peroxidasa (HRP).

Per a revelar la reaccid, afegim el substrat de la peroxidasa: la
diaminobenzimida (DAB). Aquesta desencadena una reaccié que té com a
resultat un precipitat de color marré que es diposita sobre la mostra,
indicant els llocs de la cel'lula on es localitza 'antigen d’interes; en el nostre
cas, la proteina d’interes unida a GFP.

Els anticossos han estat diluits en una solucié de PBS amb 1% de BSA i
10% de serum normal de cabra.

Les imatges s’han obtingut amb un microscopi Olympus IX70 (Olympus) i
una camera digital (CC-12, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH).

4.1.1. Comptatge de cel-lules amb tincié nuclear o
citoplasmatica de p27
Es van utilitzar 3 pous de 366 cm® amb cél'lules sembrades, per cada
condici6 experimental.
Per a realitzar els comptatges de les cel-lules amb tincié nuclear o
citoplasmatica, es van considerar aquelles c¢l-lules que seguien els criteris
definits inicialment. Es van comptar un total de 4000 c¢l-lules.
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5. Deteccié d’interaccions proteina-proteina/proteina-DNA

5.1. Immunoprecipitacié de proteines (IP)

Per comengar, es lisen les cel'lules amb tampé HAT o Co-IP, en funcié de
Iexperiment (apartat 2.7).

- Sincuba el lisat cellular (500 pg-2mg segons la quantitat de proteina
d’interes) amb 2,5-5 ug d’anticos d’interes o control (IgG) i afegim tampd
de lisi suficient per a qué les mostres tinguin un volum final de 500 pl, de
manera que lagitaci6 es pugui donar correctament. Les mostres es
mantenen a 4°C i en agitacié ON (over-night).

- Safegeix a les mostres 20ul de beads magnetiques (Dynabeads, Invitrogen),
proteina A o G segons I'anticos utilitzat, i s’incuben en agitacio, a 4°C,
durant 2 hores.

- Després de la incubacié amb les beads magnetiques, es fan de 3 a 5 rentats
de les mostres amb tampé de lisi utilitzat (en gel). En el cas del tampd
HAT, s’ategeix KCl fins a assolir una concentraci6 final de 150 mM.

- Eluim les proteines unides a les beads afegint el tampd de mostra
d’electroforesi (amb SDS). Afegim tant volum de tampé de mostra (2x)
com volum de beads haviem utilitzat. Per tal de detectar les proteines

immunoprecipitades, sotmetem les mostres a electroforesi seguida de
Western Blot.

5.2. Immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) i RT-PCR

- Recollim les cel-lules HCT116 o MEF asincroniques o en quiescencia (GO)
amb tripsina, sobn comptades i centrifugades.

- Fixacié: El pel-let es resuspen amb PBS 1 s’afegeix a una concentracio final
del 1% de formaldehid (Formaldehid 37%, tampdé 5X (250mM Hepes,
500mM NaCl, 5mM EDTA i 2,5mM EGTA) : H,O) durant 10 min, que
mantindra la unié dels complexes proteina-DNA (cross-linking). Per a parar
el cross-linking s’afegeix, també a una concentracié final del 1%, una solucié
al 0.125M de glicina durant 10 minuts, i es procedeix a 2 rentats amb PBS
del pel-let cross-linked.

47



Lisis: els pel-lets sén lisats (200ul tampé lisis/1-10° cél-lules) durant 30
minuts en gel i agitacié amb el tamp6 de lisi segient: 10mM Tris-HCI pH 8,
0.25% Trit6 X-100, 10mM EDTA, 0.5mM EGTA, 10mM butirat sodic,
20mM B-glicerolfosfat, 100uM ortovanadat i PIC (1 pastilla/20ml). Un cop
centrifuguem el lisat a 2.000 rpm durant 5min a 4°C obtenim un pel-let
nuclear amb les proteines unides al DNA.

Sonicacié: és netegen els pel-lets amb PBS dos vegades i es resuspen amb el
tamp6 de sonicacié (300ul tampé sonicacié/3:10° cél-lules) que és el
segiient: 10mM Tris-HCl, 100mM NaCl, ImM EDTA, 0.5mM EGTA,
10mM Butirat sodic, 20mM B-glicerolfosfat, 100uM ortovanadat, al
moment s’afegeix PIC (1 pastilla/20ml) i SDS a una concentracié final del
1%. Per tal d’obtenir fragments més petits de cromatina, entre 0.5Kb i 1Kb,
els lisats sén sonicats durant 20 minuts (a amplitud alta), en rondes de 30
segons, amb 30 segons de descans entre ronda i ronda, utilitzant el
Bioruptor Sonicator (Diagenode). L’eficiencia de la sonicaci6 s’avalua en un
gel d’agarosa al 1%. Un cop obtinguts els fragments de la mida desitjada les
mostres, mantingudes en gel, es centrifuguen a 14.000 rpm durant 10 min a
4°C. El SDS es descarta i el sobrenedant es transfereix a un tub nou.

Incubacié: Mesurem la concentraci6 de DNA de les mostres amb
I'espectrofotometre Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). S’incuba de 100-
500ug cromatina sonicada (un 10% de la mostra es separa per ser utilitzada
com a input, es guarda a 4°C) amb 2,5-5 ug de I'anticos d’intereés o de
control (Flag). S’afegeix tampd de sonicacié a la mostra fins assolir 1ml de
volum total. Es reconverteix el tampé de sonicacié en tampd RIPA afegint
100 pl Trité 10%, 28.75 NaCl 5M 1 10 ul deoxicolat sodic (DOC) 10%.
Finalment, s’afegeixen 20 ul Magna ChIP Protein A o G beads magnetiques
(Millipore) 1 s’incuba en agitaci6 a 4°C i ON.

Rentats: Es fan 3 rentats amb tampé de RIPA de 5 min a 4°C, 3 rentats
similars amb tamp6é RIPA 500mM NaCl, 2 rentats amb tampé de liti
(0.25M LiCl, 1% NP-40, 1% DOC, 10mM Tris-HCI ph 8, ImM EDTA,
ImM EGTA, 10 mM butirat sodic i 100 uM ortovanadat) i 2 rentats amb
tamp6 Tris-EDTA (TE).
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- De-crosslinking i Flucié: La purificacié de les proteines unides al DNA

immunoprecipitades es fa segons les instruccions del IPure kit (Diagenode).

Les mostres es guarden a -20°C per al seu subseqiient analisis per PCR a

temps real (Rea/ Time PCR, RT-PCR).

Els primers utilitzats en 'analisi del ChIP apareixen en la Taula 6 i van ser

dissenyats segons el ChIP-seq de p27 i PCAF.

Taula 6. Primers utilitzats en la RT-PCR dels experiments de ChiIP.

ChiP-seq Primers ChIP Seqiigncia (5'-3")

p27-PCAF Controll FW AAATTCCACTGTGGCACCTC

p27-PCAF Control1 REV CTCTCAGGACCTGCCAGAAC
p27 GRIN3A FW GCCAAGCAGTGAGAACAACA
p27 GRIN3AREV GATCCTCACATCACTCCTCTCC
p27 RERGL FW ATTGGAATCAGTGCCCTTGT
p27 RERGL REV TGGCTTGTAGAAAGCCACCT
p27 UNCS5D FW GAGAGAGGGCTGGAAATGAA
p27 UNC5D REV ATATCCCACGGAAAATGCAA
PCAF GRIN3A FW CGAACTAGGGGAGGAGAAGG
PCAF GRIN3A REV GGCTGCTACCCTACAACCTG
PCAF UNCS5D FW AGTGTGATGCCTCCAGCTTT
PCAF UNC5D REV AGCCATACTTCCCAAAGCAA
PCAF ROBO1 FW CCCTGCAGGTTTGGAACTAC
PCAF ROBO1 REV CTTCCTGTGCTCATCAGTGC
PCAF SPAG9 FW GTTGCCTCCAGACTGCTTITC
PCAF SPAG9 REV CACAGTTGTGGGGACTAGCA
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6. Analisi d’expressio
6.1. Extraccio RNA

Es recullen els pel-lets de cel-lules transfectades, produides tal com s’ha explicat en
Papartat 2.5 1 2.6, es resuspenen en 200ul de PBS 1 utilitzant sempre puntes de filtre
es duu a terme Pextraccié segons les instruccions del High Pure RNA Isolation kit
(Roche). Breument, després de la lisis cel-lular, el RNA s’uneix al filtre del kit. El
DNA contaminant és eliminat mitjan¢ant una digestié de 15 min a RT. Els filtres es
netegen varies vegades 1 el RNA resultant s’elueix en 50ul d’H,O. La concentracié
del RNA aillat es quantifica amb T'espectrofotometre Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific).

6.2. Retrotranscripcié

Per tal d’utilitzar el RNA per I'analisi de RT-PCR, ‘retrotranscribim’ 1ug de RNA
de cada mostra en cDNA utilitzant el High Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems) segons el protocol del kit.

6.3. RT-PCR

Hem utilitzat la PCR a temps real per a dos objectius. Primer de tot, per a detectar
els nivells d’expressié dels gens d’interés (la Taula 7 mostra la llista de primers
utilitzats per mRNA i pre-mRNA) a partir del cDNA obtingut segons els apartats
6.116.2. En segon lloc, per a analitzar els experiments de ChIP. Quan s’ha eluit el
DNA de la nostra proteina la RT-PCR ens permet identificar les seqii¢ncies
d’interes (Taula 6).

En tot dos casos el protocol de RT-PCR utilitzada és la mateixa. Hem utilitzat
Express SYBER GreenER qPCR Supermix (Invitrogen) seguint les instruccions del
fabricant. Resumint, es prepara 0.3uM primer (forward 1 reverse), 1 ul cODNA o DNA
(experiments de ChIP) i Supermix 2X per a cada pou d’una placa de polipropilé de
96 pous (Agilent Biosystems), fent duplicats per cada mostra. La placa es col'loca
en el termociclador Mx3005P (Stratagene) o AB7500 (Applied Biosystems) i es
programen els segiients passos: 1) 5min a 95°C, 2) 15sec a 95°C, 3) 60sec a 60°C
(Ies lectures s’agafen en aquest pas), 4) repeticié des de pas 2, 35 cops, 5) 1 min a
95°C, 6) Disminuci6 gradual de la temperatura fins a 55°C amb lectures constants
(lectura de la corba de dissociacio), 7) a 4°C forever.
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Taula 7. Primers utilitzats en la RT-PCR dels experiments d’expressio de mRNA i de pre-mRNA. Els

™
dissenyats per Sigma (KiCqStart ) tenen la nomenclatura FH1 o RH1, la resta van ser dissenyats en
aquesta Tesi.

Primers mRNA Seqiiencia (5'-3') Primers pre-mRNA Segqiiéncia (5'-3')
p27 FW ATGTCAAACGTGCGAGTGTC GRIN3AFW GGCCCAATCGTTAAGCAATA
p27 REV TCTCTGCAGTGCTTCTCCAA GRIN3A REV GAGTTTCCACGGGAGAGTCA
IGF1IRFW AAGGGGAATTTCATCCCAAA
PCAF FW TGGCTGGAAGAACCCTAACCCCTC
IGF1R REV AGGAAAAGTTCCCGCAGTG
PCAF REV AAGGGCATGGCTACAGCTTCGAC
UNCSD FW AGTGGGTCCATCAGAACGAG
GAPDH FW ACCCAGAAGACTGTGGATGG
UNC5D REV GGGGGTGATTTCCAGTCTTT
GAPDH REV ACACATTGGGGTAGGAACA
SPAGY FW GCCATACATCACTTGCCACA
FH1_ZNF716 AAACACCCAGTTACATGTTC
SPAGS REV TCATGGACTAACCACGAGCA
RH1_ZNF716 CTCACCTACAC ACAGC
ZNF716 FW TCCTGCAAGTATTCGCAGATT
FH1_GABRG2 TTTAGGTATCACCACTGTCC
ZNF716 REV GTGACAGACCCAGCACTCAC
RH1_GABRG2 GGTTGCTGACAAAATAATGC
ROBO1 FW CCCCTGAAATTGATCAGCAC
FH1_GHR CTCCTCAAGGAAGGAAAATTAG
ROBO1 REV TGTTTCTGGCCCAGCTTATT
RH1_GHR GTGGAATTCGGGTTTATAGC
FH1_IGF1R AAAGACAAAATCCCCATCAG
RH1_IGF1R TGCAGGAAATTCTCAAAGAC
FH1_IL7 TCGATCAATTATTGGACAGC
RH1_IL7 AGGAAACACAAGTCATTCAG
FH1_ARHGEF7 AAGTTCACGCAAAGAATCTG
RH1_ARHGEF7 ATACGGTATCCACAAGACTC
FH1_SPAG9 AGACTTGGTGAGAGAAGAAG
RH1_SPAGY CTTCACGTGTACAATACTGAG
FH1_RERGL CCCTACATCCTTAAATAACTGC
RH1_RERGL GGC GTAACAGAAACAG
FH1_GRIN3A CAAGTTACATCATCCTTCCC
RH1I_GRIN3A CATCTCTGGGAAACTTTGTC
FH1_UNC5D AAATTCCCTACTCCATCAGAC
RH1_UNC5D TCCTGTTGATGCTG C
FH1_GLI3 CTCCATTGCATATGACTTCC
RH1_GLI3 GCGGATATAGTCCATGTAGG
FH1_CRBN CAGTTTATCCTTATGTGGGC
RH1_CRBN GCCTTATACACAGTAAGTGTC
FH1_DGCR6 CAGCAGCGAGAACTAGAG
RH1_DGCR6 TTGGTGGTCACGTAGAAG
FH1_ROBO1 CCAGATATGAAATCCGAGATG
RH1_ROBO1 AACAGTCAGAGTAGCAGATG




6.4. Assaig luciferasa

Per tal de veure l'efecte de p27 i PCAF en la regulacié de I'expressié de dos gens
diana GRIN3A o ROBOL1 es clonen les seqiiencies de DNA d’uni6 a p27 o PCAF
en aquests gens en el vector pGL3-promoter vector. Les dades dels ChIP-seqs ens
mostren que p27 s’uneix a ROBO1 en la regi6 chr3:79257543-79257776 1 a
GRIN3A en la regié chr9: 103520403-103520670, PCAF s’uneix a GRIN3A en la
regié chr9: 103539425 -103539691.

En el cas dels experiments de silenciament, cel-lules sh(-), shp27 o shPCAF son
transfectades amb Lipofectamine 2000. Es transfecta el vector control (pGL30) o
el vector amb les seqliencies clonades i el vector CMV, que conté el gen de la 3-
galactosidasa. En el cas de la sobrexpressio, les cel-lules es transfecten amb el
vector d’expressioé de p27 o PCAF, el pGL3 pertinent i el CMV. Sutilitzen plaques
de 24 pous i sempre es fan triplicats per a cada condicié. A les 24 hores de
transfeccio les cel-lules es renten amb PBS i s’afegeix 150ul de Reporter Lysis
buffer (Promega) seguint les instruccions del fabricant. Resumidament, es manté la
placa amb tampo de lisi durant com a minim 30 minuts a -80°C, passat aquest
temps, es descongelen en gel, es recullen les mostres i es centrifuguen a 13.000rpm
durant 10 min a 4°C, el sobrenedant es passa a un tub nou.

L’activitat luciferasa es mesura amb el Luciferase Assay System (Promega) utilitzant
10pl per cada mostra 1 fent duplicats. La lectura es duu a terme amb el luminémetre
GLOMAX 96m (Promega) utilitzant 50 ul de luciferase assay reagent, la lectura de
cada pou es fa en 2 segons, amb 10 segons de pausa entre pou i pou.

Per a mesurar I'activitat de la B-galactosidasa, que ens donara leficiéncia de la
transfeccié en cada mostra, utilitzarem 20ul de mostra i 50ul de reactiu de la B-
galactosidasa (0.6 M Na,HPO,-7H,O, 0.4 M NaH,PO,-H,O, 0.1 M KCI, 0.01 M
MgSO,-7TH,O pH 7, i 4mg/ml ONPG (Sigma)). Esperem uns 5min fins que el
color groc és fa visible i es llegeix I'absorbancia, Ab=600nm, amb el lector de
plaques Synergy 2 (Biotek).

La ratio de lactivitat luciferasa i lactivitat B-galactosidasa ens indica I'expressio
relativa de cada vector per cada condicié.
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7. Técniques High-throughput

7.1. Microarray d’expressio

Amb lobjectiu de determinar quins gens estan #p/down-regulats per efecte de
PCAF, es va fer un aray d’expressié comparant I'expressié geénica de cellules
control i cellules shPCAF.

A partir de dos cultius cel'lulars control i dos cultius shPCAF generats
independentment, es va extreure el RNA, utilitzant el RNeasy mini kit de Qiagen.
Es va seguir estrictament el protocol indicat per la casa comercial. Tot el material
utilitzat va ser doblement autoclavat. El protocol d’extracci6é de RNA es va
desenvolupar en una campana de flux, unicament utilitzada per treballar amb RNA.

Un cop obtingudes les mostres de RNA, es va determinar la seva concentracié amb
I'espectrofotometre Nanodrop ND-1000 (Thermal Scientific), i es va validar la seva
qualitat (integritat, 28S/18S i concentracid) per a ser utilitzades en un micorarray,
amb el bioanalitzador Agilent 2100.

A partir d’aquestes mostres, es va realitzar el microarray d’expressio, utilitzant el
suport Exon Gene, d’Affymetrix, en la Plataforma genomica del CEK (Centre
Esther Koplovich), tot seguint les pautes del fabricant.

Les dades crues obtingudes amb el software Expression Console d’Affimetrix es
van poder analitzar i comparar entre elles amb DNA-Chip Analyzer (dChip). Es
van considerar com a significativament regulats aquells gens que en el shPCAF

presentaven respecte el control un fold-change =-0.07 o =0.07 i tenien un p-
valor<0.05.

Per a T'analisi d’ontologia geénica s’ha utilitzat I'eina informatica DAVID, com es
descriu en l'apartat analisi d’agrupaci6 funcional (pag. 56).

7.2. Seqiienciacié de la Immunoprecipitacié de cromatina (ChiP-seq)

Experiments de ChIP de p27 en c¢l'lules HCT116 o MEF sincronitzades (en GO) 1
de PCAF en cel-lules asincroniques HCT116 o MEF es van dur a terme segons
s’ha descrit anteriorment. En la Figura 9 es pot veure una representacié de la
tecnica. Un cop s’ha aillat el DNA, les mostres de ChIP junt amb la mostra control
(input) son seqienciades.

53



cromatina
7/ Y
‘-/?‘//“ Proteina d’interés

Loy

&
L 4
Z fde : “
%‘\ anticos “selecciona

) els fragments
- ¢
i S
Fragments de DNA

purificats

N\
e CGATCGG ™

Fragments
= seqiienciats sén

_— annotatsal genoma

DNA genomic

VW N

mapa dels pics d’unié

cromosoma

Figura 9. Representacié de la técnica del ChIP-seq. Adaptacié de Botcheva, McCorkle,
McCombie, Dunn, & Anderson, 2011.

Preparacié de la llibreria del ChIP-seq i la seqienciacié Ilumina: Les
llibreries s’han preparat amb NEBNext®ChIP-Seq Library Prep Reagent

Set del kit d’ IIumina®(ref. E6200S) segons les instruccions de la casa
comercial. Resumint, 10ng del DNA enriquit dels inputs o dels ChIPs s6n
sotmesos a end repair, s’afegeixen bases ‘A’ a les terminacions 3’ dels
fragments de DNA on s’hi lliguen els adaptadors. Totes les purificacions
s’han dut a terme amb les columnes de PCR de Qiagen (refs. 50928106 i
50928000). La seleccié de la mida de la llibreria s’ha fet en gels d’agarosa al
2%. S’ha amplificat la llibreria dels fragments de la mida seleccionada per
PCR. Les llibreries resultants son analitzades amb el chip Agilent DNA
1000, per tal d’estimar la quantitat i confirmar les mides. Després, son
quantificades per qPCR (PCR quantitativa) utilitzant la KAPA Library
Quantification Kit (ref. KIK4835, KapaBiosystems). Finalment, la
sequenciaci6 es fa en HiSeq2000, 1 lectura, 50 nucleotids (nts) (Taula 8).

54



Analisi i visualitzacié de les dades del ChIP-seq: I'analisi amb I'Ilumina
pipeline alinea les lectures (short reads), permetent com a maxim 2 diferéncies
(mismacth), amb el genoma de referencia del UCSC (The Genome
Sequencing Consortium) per ratoli (mm9) o per huma (hgl8), utilitzant el
programa BOWTIE (Langmead et al. 2009).
Per a definir els pics enriquits s’ha utilitzat 'algoritme MACS (versi6é 1.4)
amb els segiients parametres: --n° model, --tsize=46, --bw=300 (Zhang et
al. 2008). Posteriorment, s’han analitzat amb el métode de correlacié Pyicos
(Althammer et al. 2011).
I’anotaci6 dels pics enriquits al seu gen EnsEMBL (Hubbard et al. 2007)
més proper es duu a terme amb el Bioconductor package ChIPpeakAnno
(Zhu et al. 2010).
La distribucié de les lectures enriquides al llarg del genoma i dels inicis de
transcripcié (TSS, Transcription start site) dels Refseg gens s’ha determinat
amb el CEAS (Shin et al. 2009). Els grafics dels perfils de densitat dels pics
al voltant del TSS (Transcription Start Site) o TTS (Transcription
Termination Site) estan basats en el sizepro de 'eina CEAS.
Taula 8. Alineament de la seqiienciacié d’llumina. Hi representem I'estadistica de la sequenciacié
realitzada (HiSeq Sequencing Kit Trueseq v3) i el seu posterior alineament (amb la versié hgl9 d’ Homo
sapiens de referéncia) dut a terme mitjangant I'algoritme de mapatge GEM (permetent com a molt 2
mismatch). Lectures total considerades: 10% del total de lectures sequenciades a I'atzar. Lectures
uniques: lectures total que s’alineen a una unica localitzacié de la referéncia. UO: nombre de lectures
uniques amb 0 mismatches. U1: nombre de lectures Uniques amb 1 mismatches. U2: nombre de lectures

uniques amb 2 mismatches. R012: nombre de lectures alineades a multiples localitzacions de la
referéncia amb 0, 1 o 2 mismatches. NM: nombre de lectures sense cap alineacié amb la referencia.

HCT Asincro Input-seq HCT PCAF Chip-seq
Lectures % Lectures %
L:::g;::;::‘: 2396387 100,00 2472256 100
Lectures tiniques 1984797 82,80 2026651 82,00
uo 1820473 76,00 1845732 74,70
Ul 141324 5,90 155657 6,30
uz2 23000 1,00 25262 1,00
RO12 291318 12,00 303872 12,30
NM 102778 4,30 123763 5,00
HCT GO Input-seq HCT p27 Chlp-seq
Lectures % Lectures %
L::::;;:;c::;s 2611036 100,00 2494872 100
Lectures uniques 2028944 77,70 2043054 81,90
uo 1847265 70,70 1866710 74,80
Ul 156797 6,00 151161 6,10
u2 24882 1,00 25183 1,00
R0O12 324196 12,40 304512 12,20
NM 233739 9,00 128533 5,20
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-  Motius De novo

Per a definir les seqiiencies curtes més representades dels pics enriquits del ChIP-
seq, utilitzem sequencies de com a maxim 100 nucleotids (50 nt abans 1 50nt
després del pic summit). Els 1000 pics més enriquits (basant-nos en el fold-change) son
utilitzats per a descobrir els motius amb el programes MEME (Bailey & Elkan
1994) i el WEEDER (Pavesi et al. 2004).

- Analisi d’agrupacio funcional

L’anotacié funcional dels gens diana es basa en lontologia genica (GO)
((Ashburner et al. 2000) Consortium, 2000; http://www.geneontology.org) extreta
del EnsEMBL (Hubbard et al. 2007) i de la base de dades de les vies de KEGG
(Kanehisa et al. 2008).

D’acord amb aixo, tot els gens es classifiquen en les categories GO dels processos
biologics (GOBP) i les vies quan és possible.

Utilitzem dues eines per al analisi de GO: el Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) Bioinformatics Resources 6.7.
Un recurs on-line que engloba extenses i heterogenies bases de dades publiques
((Huang et al. 2009a; Huang et al. 2009b); http://david.abec.ncifcrf.gov/). Shan
utilitzat els ajustaments per defecte del DAVID 6.7 per a la seleccié de les segiients
categories d'ontologia de gens (GO): Gene Ontology (GOTerm_BP_FAT) i
Patways (KEGG_PATHWAY). En les grafiques es representen els grups del GO o
Patways especificament enriquits dins d'una categoria funcional segons el valor

d'enriquiment relatiu calculat pel DAVID, que depen del fold enrichment
(enriquiment d'un terme de GO sobre el background genomic), el nombre de gens
agrupats pel DAVID dins d'una mateixa categoria de GO 1 el p-valor (el valor
estandard de tall del DAVID és 0.1 (p-valor<(0.1 implica enriquiment especific;
com més petit sigui el p-valor, més gran sera I'enriquiment))

En segon lloc, utilitzem 'eina Gitools per a I'analisi d’enriquiment, la comparacié
dels resultats dels diferents ChIP-seqs i per la generacié dels heatmaps ((Perez-
Llamas & Lopez-Bigas 2011); www.gitools.org).

Els p-valors s’ajusten per a ser utilitzats pel metode de test multiples Benjamin i
Hochberg de False Discovery Rate (FDR) (Benjamini & Hochberg 1995).
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- Analisi dels Factors de Transcripcid

Per a Ianalisi dels possibles motius de factors de transcripcié (TF) que es troben en
les regions dels pics significatius (150nt al voltant del pic swmmii), utilitzem
I'algoritme STORM (Schones et al. 2007) amb un p-valor de tall basat en la mida de
la sequencia znput (1/100 per sequencia-mida) i utilitzant unes Position Frequency
Matrixx PFM) de la base de dades Transfac (versié professional 2009.4).

- Co-ocurrencia i enriquiment dels Factors de Transcripcié al voltant
dels pics enriquits

La possibilitat de trobar un motiu de TF en la regié d’un pic significatiu (150np al
voltant del pic summii) i la sobrerepresentacié d’aquest TF, s’ha analitzat amb I'eina

Pscan, utilitzant els seglents parametres: mixed background, hgl8 1 matriu
TRANSFAC.

Pscan avalua lenriquiment local, comparant la mitja del t-test i la desviaci6
estandard del valor dels oligos que millor s’alineen en les regions del inputs amb la
mitja 1 la desviacié estandard del millor alineament de les regions genomiques
flanquejant al input.

L’enriquiment local permet identificar els motius amb preferéncia per unir-se en
aquestes regions. El p-valor de enriquiment local (LPV) indica si el motiu es troba
enriquit o no en una determinada regié input de 150bp respecte les regions
genomiques flanquejant.

- Analisi de solapament de pics

La superposici6 dels pics del ChIP-seq de p27 i el ChIP-seq de PCAF es va dur a
terme amb el BedTools (Quinlan & Hall 2010) i la significanga del solapament va
ser analitzada pel Hypergeometric test. Tot 1 que, per a generar els diagrames de
Venn i Panalisi del solapament dels gens diana es va utilitzar un programa en
llenguatge R personal. La significanca del solapament es va calcular amb un test
khi-quadrat. El solapament de pics es considera quan es déna una superposicid
entre pics d’almenys una bp.
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p27 i PCAF, estabilitat i interaccio

En aquest apartat ens centrarem en comprovar la interaccié entre p27 i PCAF i en
definir-ne la seva funcio, diversos resultats formen part de la publicacié presentada
al final d’aquesta Tesi (Pérez-Luna et al. 2012).

1. PCAF regula l'estabilitat de la proteina p27 mitjan¢ant la seva
acetilacio en la lisina 100

- p27 i PCAF co-localitzen al nucli

En el nostre laboratori s’ha descrit la interaccié de lacetiltransferasa PCAF amb el
domini aa91-120 de p27 (Pérez-Luna et al. 2012). Per determinar la localitzacié
subcel'lular d’aquesta interaccié es va fer la detecci6 immunocitoquimica
d’ambdues proteines. Els resultats ens van mostrar que aquestes proteines
efectivament co-localitzen i ho fan al nucli. En la Figura 10 mostrem unes imatges
representatives de dos models cel'lulars, obtingudes amb microscopi de
fluorescencia confocal (SP5) al co-transfectar les construccions de la proteina
PCAF fusionada a la  Yellow Fluorescent Protein (YFP) 1 p27 fusionada a la Cyan
Fluorescent Protein (CEFP).

Aquest resultat junt amb els experiments previs de cromatografia d’afinitat i
immunoprecipitacio fets al laboratori revelen que p27 interacciona amb PCAF en
els diversos models cel-lulars estudiats. Aquesta interaccid és directe entre ambdues
proteines 1 es produeix en el domini aa91-120aa de p27 que anomenem PID
(PCAF-Interacting Domain).

CFP-p27 YFP-PCAF Merge DAPI DIC

- .- .
- .. .-

Figura 10. PCAF i p27 colocalitzen al nucli en diversos models cel-lulars. Cel-lules murines
NIH3T3 i humanes Hela van ser co-transfectades amb YFP-PCAF i CFP-p27 i a continuacio es
van tenyir amb DAPI per a la seva subseqient visualitzacié amb microscopia confocal. Escala:
5 um.
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- p27 és acetilada en la K100 in vivo

Com que p27 és un substrat acetilable per PCAF 7 vitro vam voler determinar en
primer lloc si aquesta acetilacié es donava 7z vive. Per fer-ho vam transfectar la p27
normal (w#, wildtype) 1 com a control negatiu es va utilitzar la proteina p27 K13R, en
la que s’havien mutat totes les lisines de la proteina (un total de 13) a arginines i

que, per tant, no és acetilable.

Paral-lelament també voliem determinar quina de les 8 lisines acetilables per PCAF
en assajos / vitro, emprant peptids de p27 (Pérez-Luna et al. 2012), eren acetilades
in vivo. Per assolir aquest objectiu es van construir variants de p27 que contenien
canvis de lisines a arginines en diferents posicions. Concretament, vam preparar el
mutant p27 K3R que té mutades les lisines K25, K96 i K100, el p27 K5R, que té
mutades les 5 lisines restants 1 la p27 K100R que només té mutada a arginina la

lisina en posici6é 100.

Després de co-transfectar la p27 wt o els mutants amb PCAF, immunoprecipitem
p27 (Figura 11) i en determinem el seu estat d’acetilacié per WB emprant
anticossos anti-lisines acetilades. Podem veure que només s’acetila la p27 wt i la
p27K5R, no ho fan en canvi la p27K3R i p27 K100R, fet que determina que la
lisina K100 de p27 és el lloc especific d’acetilacié per PCAF a les cel lules.

IP p27 Input
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Figura 11. PCAF acetila la lisina 100 de p27 in vivo. Cel-lules HEK293T sén co-transfectades
amb YFP-Flag-PCAF i p27 wt o p27K13R o p27K100R o p27K3R o p27K5R o vector buit (@),
els lisats cel-lulars son immunoprecipitats amb anti-p27 i posteriorment els nivells de p27
totals o p27 acetilada sén analitzats per WB amb anti-p27 o anti-acetil-lisina (Ac-K). (panell
esquerre). Els nivells d’expressié dels diversos contructes de p27 sén determinats per WB
anti-p27 (panell dret).
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- L’acetilacié en la K100 regula I’estabilitat de p27

Anteriorment en el nostre laboratori s’havia observat que al sobrexpressar PCAF
els nivells de proteina de p27 es veien disminuits. En canvi, aquesta disminuci6é no
es veia si es transfectava una PCAF a la que li mancava el seu domini catalitic. Per
altra banda, en les cel'lules tractades amb shPCAF, veiem que a nivell de proteina,
p27 es troba augmentada (Figura 36). Per tant, tot apuntava a que PCAF podia
estar afectant I'estabilitat de la proteina.

Per aquesta raé vam voler estudiar Iestabilitat dels mutants p27KI100R 1 del
p27A91-120 (domini d’uni6 a PCAF). Vam transfectar c¢l-lules murines NIH3T3
amb la proteina wt o els mutants i les vam portar a la quiescéncia mantenint-les
durant 24h amb medi sense serum (GO). Posteriorment es van tornar a sembrar de
nou amb medi de cultiu amb 10% de serum provocant-ne I'entrada al cicle i es van
recollir a les 12h (G1). Les cel-lules en GO 1 en G1 es van fixar per analitzar-ne per
una banda la seva localitzaci6 subcel'lular mitjancant la técnica d’

immunocitoquimica, i per altra banda es van recollir pel-lets per al seu analisis per
WB.
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Figura 12. p27K100R és retinguda al nucli en G1. (A) Criteris utilitzats per a determinar la
localitzaci6 de p27, marcatge nuclear o citoplasmatic.(B/D) Cél-lules NIH3T3 sén
transfectades amb p27wt o p27K100R, deprivades 24h(GO0), i es recullen per a marcar-les
amb anti-GFP o es tornen a sembrar i es suplementen amb medi al 10% serum durant 12h
(G1) i es recullen per al marcatge. (C/E) Representacié del comptatge de 300 cél-lules aprox.
per experiment, en 4 experiments independents. Mitjana = SD (desviacio estandard) Analisi

estadistic t-student, **p=0,01. 63



En la Figura 12 es mostren imatges representatives de c¢l-lules tractades amb anti-
p27. En la Figura 12A podem veure els criteris que hem utilitzat per a definir si la
localitzacié del marcatge de p27 és nuclear o citoplasmatic.

Segons aquests criteris hem determinat la localitzaci6 citoplasmatica de p27 en unes
300 cel'lules de 3 cobreobjectes diferents per cada condicié en 4 experiments
independents. En la Figura 12B/D és mostren unes imatges representatives de
Iexperiment. En la Figura 12C/E podem veure I'analisi estadistic de 'experiment,
segons el qual podem determinar que el mutant p27K100R presenta una major
predisposicié a mantenir-se en el nucli en cél-lules en G1. La p27wt es transloca de
forma normal del nucli al citoplasma quan permetem a les cel-lules proliferar. Pel
contrari, el mutant p27K100R no és capag de translocar-se. La degradaci6 de p27
es dona majoritariament en el citoplasma, per la qual cosa, el fet que aquest mutant
no pugui translocar-se al citoplasma significa que no es pot degradar via
proteasoma i que sigui per tant, més estable.

A nivell proteic veiem que, efectivament, el mutant p27K100R s’acumula en G1
(Figura 13A). El mateix passa amb el mutant que té delecionat el domini d’unié
amb PCAF (Figura 13B).

Podem concloure que Pacetilacié provocada per PCAF en la lisina 100 de p27
impedeix la seva sortida del nucli al citoplasma, fet que impedeix la seva degradacié

citoplasmatica i per aixo aquests mutants s’acumulen al nucli.
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Figura 13. L’acetilacié de p27 regula la seva estabilitat. (A) Cél-lules NIH3T3 soén
transfectades amb p27wt o p27K100R, deprivades 24h (GO) i posteriorment suplementades
amb 10% de sérum durant 12h (G1). Les mostres cel-lulars es recullen a temps GO i G1 . Els
nivells de p27 d’ambdues formes de p27 son detectades per WB amb anti-GFP. EI WB anti-
CiclinaD1 s’utilitza per a monitoritzar la progressié del cicle cel-lular, i I’anti-actina, com a
control de carrega. (B) El mateix que en A pero amb el mutant de p27A91-120.
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2. PCAF interacciona amb p27 acetilada durant la fase G1 del cicle
cel-lular

- L’acetilacié de p27 durant el cicle cel-lular

p27, com a inhibidor de les ciclines-CDKs que és, presenta una cinetica acoblada al
progrés del cicle cel'lular. Es per aixo, que un cop sabem on i com PCAF acetila
p27, vam voler monitoritzar la seva acetilaci6 al llarg del cicle. Per veure si aixo ens
donava pistes sobre la funcionalitat de I'acetilacié de p27.

Per assolir aquest objectiu vam sincronitzar ce¢l-lules Hela, portant-les a la
quiescencia, suprimint el serum del medi de cultiu durant 72 hores. Aleshores es
van tornar a sembrar les cel'lules amb medi suplementat amb serum al 10%, i es va
recollir la mostra a temps 0 hores. A partir d’aqui es van anar recollint els extractes
cel'lulars cada 2 hores fins a les 10-12 hores, que és quan aquestes c¢l-lules entren
en la fase S del cicle cel'lular segons resultats previs obtinguts al laboratori.

En la Figura 14A, podem veure com la p27 es comenga ja a degradar cap a les 2
hores, un cop les cel-lules reben estimuls mitogenics i progressivament entren en el
cicle cel'lular. A les 10h ja ha desaparegut per complet. Mentre que per contra, la
ciclinaD1, apareix cap a les 4-6 hores, preparant les c¢l-lules per a la fase S.

Vam immunoprecipitar p27 per determinar-ne el grau d’acetilacié al llarg del cicle
(Figura 14B). Podem concloure amb aquests experiments que p27 es troba
acetilada al llarg de tota la fase G1. Tenint en compte que la proteina total es va
degradant (Figura 14A), aqui veiem que mentre s’esta degradant, p27 es troba
acetilada. Aquesta acetilacié presenta un pic a les 2 hores, previ al punt maxim de
degradacié de p27 que s’observa a les 4-6 hores. Justament a les 4-6 hores sembla
que p27 perdria la senyal de acetilacid, per posteriorment recuperar-ne els nivells,
que semblen ser els basals.

Per altra banda, trobem que PCAF co-immunoprecipita al llarg del cicle amb la p27
endogena (Figura 14C).

Globalment, aquesta cinetica d’acetilacié sembla coincidir amb la cinética de
translocacié nucli-citoplasma, i subseqiient degradaci6 de la p27. Fet que ens acosta
encara més a afirmar que PCAF té un paper important en la degradacié de p27
mitjancant la seva acetilacio.
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Figura 14. L’acetilaci6 de p27 en el cicle cel-lular. Cél-lules HelLa sén portades a la
quiescéncia al mantenir-les sense serum durant 72h. Després son replantades en preséncia
de serum (FBS) al 10% durant 10-12hores. Els extractes cel-lulars son recollits en el temps 0
(al replantar) i cada dues hores i sén preparats per WB o IP. (A) Imatge representativa del
WB de 4 experiments independents. L’anti-p27 mostra la seva degradacié a partir de les 2
hores, PCAF ens mostra que la proteina es manté estable, la ciclinaD1 I'utilitzem per
monitoritzar el cicle cel-lular i I'actina com a control de carrega. (B) Imatge representativa de
3 experiments independents del WB anti-p27 i la seva anti-Acetil-lisina posterior a la IP anti-
p27. En el grafic s’han representat les mitjanes + SD de les quantificacions dels 3
experiments, utilitzant t-student’s. *p<0.05, **p<0.001. (C) IP de p27 i posterior WB anti-
PCAF i anti-p27.

- PCAF i p27 interaccionen durant el cicle cel-lular en diversos models
cel-lulars

Amb els resultats obtinguts en c¢l'lules humanes Hela voliem aprofundir en la
interacci6 entre la PCAF 1la p27 endogenes. Ja que fins aleshores, per a descriure el
mecanisme de interaccié i la seva funcid, tan sols haviem utilitzat les proteines

exogenes.

Vam voler monitoritzar aquesta interaccié en diferents linies cel-lulars, tant
humanes com murines, per tal de veure si es tracta d’una interaccié conservada.
Aixi doncs, vam decidir dur a terme immunoprecipitacions tant de PCAF com de
p27 per observar-ne la interaccié al llarg del cicle cellular. També vam estudiar la
co-immunoprecipitacié d’altres factors importants per al cicle cel'lular com la
ciclina D1 1 CDK4.
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Sincronitzem les cel'lules en GO 1 després les suplementem amb serum, recollim les
mostres cada 6 o 8 hores fins que arriben al final de la fase G1. Com cada tipus
cel-lular assoleix les fases del cicle a una velocitat diferent, ens hem basat en
informacié del laboratori extreta d’experiments de sincronitzaci6 i FACS
(Fluorescence-activating cell sorting) duts a terme en les diferents linies cel-lulars
utilitzades en aquesta Tesi per tal de recollir les mostres a les hores adequades.

Com a model muri vam utilitzar les cel-lules MEFs (Figura 15A) i les NIH3T3
(Dades no mostrades). En ambdues linies cel'lulars quan immunoprecipitem (IP)
PCAF veiem co-immunoprecipitacié (co-IP) de p27 tant en GO com durant tota la
G1. Pero en canvi al immunoprecipitar la p27 veiem que PCAF només co-IP a les
01 8 hores. Per tant, sembla que la interaccié decreix a mesura que avanga el cicle
cel-lular. Aquesta interaccid és ténue, fet que pot ser degut a dues raons. Primer,
que tinguem poques molecules de PCAF unides a p27 1 moltes més molecules de
p27 per a cada molecula de PCAF o bé, que, com Ianticos de p27 és més potent

que Panticos de PCAF, per poques molecules que hi hagi de la proteina unides a
PCAF ja les veiem en el WB.
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Figura 15. PCAF endogena immunoprecipita amb p27 endogena en diferents models
cel-lulars. (A) Cél-lules MEFs son sincronitzades en GO mantenir-les sense serum durant 72h.
Després son replantades en preséncia de sérum (FBS) al 10% durant 18 hores (final
G1/iniciS). Els extractes cel-lulars son recollits en el temps 0 i cada dues hores i s6n preparats
per IP anti-p27, anti-PCAF i anti-ciclina D1 o inputs, com s’indica en la part superior de la
figura. Posteriorment es va fer WB anti-PCAF, anti-p27, anti-CiclinaD1 i anti-Cdk4. (B)
Ceél-lules HCT116 sén sincronitzades en GO mantenint-les 24 hores sense sérum. Es replanten
i suplementen durant 12 hores, es van recollint cada 2 hores fins les 12h (final G1/S). Els
extractes nuclears sén preparats i sotmesos a IP i posteriorment a WB com en (A). Imatges
representatives de 3 experiments independents.
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Aquesta situaci6 es repeteix quan fem Pexperiment en cél'lules humanes HCT116
(Figura 15B). En aquest cas tornem a veure que al immunoprecipitar PCAF la p27
co-immunoprecipita al llarg del cicle. En canvi, al immunoprecipitar p27 veiem que
PCAF interacciona sobretot a les 0 1 6 hores.

Paral‘lelament comprovem que p27 interacciona a GO 1 al principi de la fase G1
amb ciclina D1 i CDK4. Per contra, veiem que PCAF no interacciona ni amb la
ciclina D1, ni amb CDK4. Tampoc interacciona amb les ciclines D2 1 D3 (Dades
no mostrades).

3. Caracteritzacié de PCAF en cél-lules MEFs KO de p27

- PCAF es troba disminuida en cél-lules MEFs KO de p27

En el nostre laboratori utilitzem cel-lules MEFs (Mice Embryonic Fibroblasts) KO
(knockout) en p27 per a Pestudi mecanistic de p27. Al haver-la relacionat amb
PCAF, el nostre primer objectiu va ser el de veure I'estat de PCAF en aquestes

cél-lules.

Al comprovar la proteina en aquesta linia cel-lular vam observar que es trobava
considerablement disminuida respecte les MEF wt (Figura 16). El fet que els
nivells proteics estiguin disminuits pot ser provocat per dos motius, degut a canvis
en la transcripcié o en la traduccié de la proteina.

wt KO

PCAF

Actina d

Figura 16. PCAF es troba disminuida en MEFs p27 KO. Cel-lules MEFs sén processades per
WB i tractades amb anti-PCAF, anti-Actina i anti-p27. Imatges representatives de 5
experiments independents.

Per tal de descobrir si és la traduccié de PCAF, el mecanisme que es veu alterat en
aquestes cel-lules, es van tractar amb inhibidors del proteasoma: ALLNL i MG132
(Figura 17A i 17B). Al inhibir el proteasoma, la proteina no es podra degradar, per
tant si tinguéssim disminuci6 en la traduccié en MEFs p27KO s’acumularia menys
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proteina que en MEF wt. Pero aquest no és el cas, PCAF no s’acumula, ni en
MEFwt ni en MEFs p27KO. Aixi doncs, la disminucié de PCAF en els MEFs
p27KO no es produeix per degradaci6 via proteasoma.
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Figura 17. PCAF no es degrada per via proteasomatica. (A) Cél-lules MEFs son tractades
amb inhibidors de proteasoma, ALLN durant 16 hores. Les mostres de les cel-lules tractades
o cél-lules no tractades (control) son processades per WB on detectem amb anti-PCAF, anti-
Actina i anti-p27 els nivells de proteina total. Imatges representatives de 4 experiments
independents. (B) idem de (A) perd tractant les cél-lules amb I'inhibidor de proteasoma
MG132. Imatges representatives de 2 experiments independents.

Posteriorment, vam determinar la vida mitja de la proteina, per veure si la PCAF en
MEFs p27KO presenta una vida més curta, fet que explicaria la disminucié que
veiem a nivell proteic. En la Figura 18 mostrem 'assaig de cicloheximida, un
inhibidor de la sintesi proteica. Al suprimir la sintesi de #ovo, veurem la vida mitja de
la proteina que tenim en cada linia cel-lular. Pero no veiem diferencies, la vida mitja
de la proteina PCAF és d’unes 16 hores i no varia entre MEFs wt o MEFs p27KO.
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Figura 18. La vida mitjana de la PCAF en MEFs . Cel-lules MEFs sdn tractades amb I'inhibidor
de la sintesi proteica cicloheximida i recollides a diferents hores. Els nivells de PCAF sén
detectats per WB amb anti-PCAF i anti-Actina s’utilitza com a control de carrega. Imatge
representativa de 3 experiments independents.
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Finalment comprovem els nivells de mRNA per determinar si és la transcripcié de
PCAF el que es veu afectat en MEF p27KO (Figura 19). Extraiem el RNA de les
cel'lules, sincronitzades en GO 1 G1 i en c¢l-lules asincroniques. Observem que el

mRNA es troba drasticament disminuit en MEFs p27 KO.

Aquest resultat pot ser interessant per tenir en compte en un futur si es treballa

amb aquestes c¢l-lules.
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Figura 19. El mRNA de PCAF esta disminuit en cél-lules MEFs p27 KO. Extraccié de RNA
(Qiagen) de cel-lules MEFs asincroniques o sincronitzades en GO o a final de G1 (mantenint-
les sense sérum durant 72 hores (GO) i després suplementant-les 18 hores (G1)). EIl mRNA
s’ha retrotranscrit a cDNA (RT-Vilo, invitrogen) per a la seu posterior analisi de RT-PCR.
Representacid grafica de les mitjanes = SD de 4 experiments independents en cél-lules
asincroniques, i de 3 experiments independents en GO i G1. Dades normalitzades a MEF wt.
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p27 i PCAF col-laboren en la regulacid
transcripcional

PCAF és un conegut coactivador transcripcional que actua acetilant histones,
factors de transcripci6 i altres proteines, fet que modifica I'estat de la cromatina,
que passaria d’un estat silenciat (no acetilat i metilat) a un estat transcripcionalment
actiu  (Sterner & Berger 2000). PCAF es troba associada als complexes
macromoleculars implicats en la transcripcié genica (Nagy & Tora 2007).

Per altra banda, com ja hem explicat en la introduccid, el nostre grup i d’altres, han
descrit el paper de regulador transcripcional de p27. p27 s’uneix a la cromatina i
regulatia la transcripcié dels seus gens diana amb I'ajuda de p130/E2F4 (Pippa et
al. 2012; Li et al. 2012)

Ara ens centrarem en la hipotesi de que la proteina PCAF podria tenir un paper
rellevant en la regulaci6 transcripcional duta a terme per p27. Definirem els gens
diana comuns de p27 1 PCAF per tal d’estudiar aquesta possibilitat.

1. ChIP-seq de p27 i de PCAF

Per tal d’assolir aquest objectiu vam voler definir els llocs d’uni6 a la cromatina de
p27 1 PCAF emprant la tecnica del ChIP-seq (Chromatin  Immunoprecipitation
sequencing) amb aquesta tecnica podem saber els llocs d’unié a la cromatina de la
nostra proteina d’interés a tot el genoma.

Les cellules escollides per fer Pexperiment van ser les MEFs i les HCT116, aix{
tindrem els resultats en ratoli i en huma. I’eleccié en concret d’aquestes linies és, en
el cas de les MEFs, degut a lexistencia en el nostre laboratori de dades de
microarrays d’expressio en MEFs. En el cas de les HCT116, perque en aquesta tesis
es van dur a terme microarrays d’expressio en aquestes cel-lules.

Vam fer ChIP anti-PCAF en cél'lules asincroniques. En canvi, vam sincronitzar les
cel-lules en GO abans de realitzar el ChIP anti-p27. En aquesta fase del cicle
cellular p27 té una expressié maxima i duu a terme la seva funcié principal de
inhibidor de CDKSs, després és degradada rapidament. Per aquesta rad postulem
que en GO podrem definir millor el paper de p27 com a regulador de la
transcripcio.
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Les mostres dels ChIPs van ser seqiienciades pel servei de la Unitat de Genomica
del CRG (Centre de Regulacié Genomica).

Les dades crues van ser analitzades pel bioinformatic Dr. M. Khademul Islam, i
posteriorment per nosaltres. D’aquesta forma hem obtingut, respecte la mostra
control els fragments de DNA (representats graficament per pics) enriquits amb la
nostra proteina (Taula 8). Com més enriquida estigui una seqiéncia, més vegades
apareix en la mostra 1 aixo es tradueix en un pic més alt (i un fold-change també
més gran) (Figura 9).

En aquesta Tesi ens centrarem en les dades obtingudes en el ChIP-seq de p27 i
PCAF en cel'lules humanes HCT116.

En el ChIP-seq de p27 obtenim 1981 pics significatius, que corresponen a 1012
gens diferents. En el ChIP-seq de PCAF obtenim 10.878 pics significatius, que
corresponen a 6.131 gens diferents. Observem doncs, que trobem diversos pics en

un mateix gen.

- Distribucid dels pics significatius

Primer de tot veiem la distribucié dels pics d’unié a PCAF i a p27 en les diferents
regions geniques (promotors, exons, introns, 5 i 3> UTR, downstream, i distal
intrageniques) en el genoma de cel-lules HCT116 (Figura 20). La proteina PCAF la
trobem associada als promotors 1 al inici de la zona downstream, just després del gen,
pero sobretot en zones exoniques codificants dels gens. Aquest resultat coincideix
amb el ChIP-seq en aquest cas dut a terme en cél-lules primaries quiescents CD4"
humanes, on PCAF es troba enriquida en els promotors, pero també, a diferéncia
de les altres HAT, p300 1 CBP, es troba enriquida en el cos del gen, és a dir en les
zones exoniques (Wang et al. 2009). Aquest enriquiment en el cos del gens
concordaria també amb la funcié de PCAF en I'elongacié de la transcripcié (Cho et
al. 1998).

En la distribucié dels pics en el ChIP-seq de p27 trobem només una zona molt
enriquida, la zona distal intergenica. Es a dir, p27 no presenta una tendencia a unir-
se ni als promotors, ni al cos del gen (exons 1 introns), ni al final dels gens. Sin6 que
s’uniria a zones més allunyades. Aixo no significa que no s’uneixi a les altres zones,
només ens diu que en aquesta zona hi ha una concentracié de pics més elevada
respecte a la mostra control. Aquesta és la primera vegada que es fa un ChIP-seq de
p27. No obstant, en el nostre laboratori, comptavem amb les dades d’un ChIP-on-
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chip, és a dir, tenfem informacié dels promotors on s’uneix p27. Amb aquesta nova
informaci6 sobre la distribucié de p27 en la cromatina podem tenir una visié més
global de la funcié que té p27 en la regulaci6 de la transcripcio.

Genoma HCT116

= 1,10 ® 130 ™09
® Promotor (<= 1000bp)

= 1,40 B Promotor (1000-3000bp)
© 1,90 m Dowstream (<=1000bp)
Dowstream (1000-3000bp)
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1 Ex6 codificant
M Intré
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ChIP-seq PCAF ChIP-seq p27
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0,70 u 0,05

m 1,50 B 1,90 500 = 1,30
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Figura 20. Distribucié dels pics enriquits en el ChIP-seq de PCAF i de p27 en HCT116.
Respecte la distribucié de la mostra control del genoma de les cél-lules HCT116 podem veure
que en els pics del ChIP-seq de PCAF estan enriquits sobretot les zones exoniques. Els pics
del ChIP-seq de p27 presenten una distribucié majoritariament intergénica distal.

En la Figura 21 hem representat la distribucié dels pics dels ChIP-seqs en els
cromosomes. En el ChIP-seq de PCAF hi ha un camul significatiu de pics en els
cromosomes: 8, 16, 17, 19, 20 i 22. Mentre que en el ChIP-seq de p27 trobem una
acumulaci6é de pics en els cromosomes: 8, 10, 16, 21 i curiosament en el Y (un
cromosoma amb pocs gens dels quals practicament tots estan relacionats amb la
determinacio i desenvolupament del sexe masculi).
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Figura 21. Distribucié cromosomica dels pics enriquits en el ChiP-seq de PCAF i de p27 en
HCT116. Representacié dels percentatge dels pics significatius del ChIP-seq en cada
cromosoma. Segons aquests percentatges, PCAF es troba enriquida en el cromosoma 16, 17,
19, 20 22. p27 en canvi, es troba majoritariament unida al cromosoma 8, 10, 16, 21i Y.
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També hem fet un estudi del perfil d’'uni6 de p27 1 PCAF al voltant dels llocs d’inici
de la transcripcid (ISS, t#ranscription start site) i dels llocs de terminacié de la
transcripcid (T'TS, transcripton termination site) (Figura 22). El perfil d’uni6 als TSS de
p27 disminueix drasticament des de -500bp a 0 bp per després augmentar de cop
de 0 bp a 1000 bp i tornar a normalitzar-se a mida que s’allunya del TSS (Figura
22A). En canvi, PCAF ja augmenta la unié més lentament des de -3000 bp a 0 bp, 1
també presenta un pic important d’unié de 0 bp a 1000 bp com en el perfil de p27.
En els TTS tant p27 com PCAF presenten un pic negatiu a les 0 bp (Figura 22B).
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Figura 22. Perfil dels pics del ChIP-seq de PCAF i de p27 en HCT116. Representacié del perfil
mitja dels pics trobats al voltat del lloc d’inici de la transcripcié (TSS) i de terminacié (TTS).
(A) Pics del ChIP-seq de p27. (B) Pics del ChIP-seq de PCAF.

A banda de la distribuci6 diguem-ne espacial dels pics, també n’analitzem el
biotipus. El biotipus d’un gen es classifica segons sigui una proteina codificant, un
pseudogen o un RNA no codificant. En la Figura 23 hem representat aquesta
classificacié, una adaptacié de la classificacié descrita pel GENCODE. La
distribuci6 dels pics del ChIP-seq de PCAF segons el biotipus al qual pertanyen
reflexa una distribuci6 similar a la del genoma huma analitzat en la dltima versi6 del
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GENCODE (versi6 19, 2013). Observem una proporcié més elevada de proteines
codificants en el ChIP-seq de PCAF que en el de p27. Per contra, trobem un
increment en la proporcié de pseudogens i RNAs no codificants, sobretot d’aquest
ultim grup, en el ChIP-seq de p27 en comparacié amb el de PCAF.

ChIP-seq PCAF

M Proteina codificant @ Pseudogén [RNAs no codificant

ChiPseq p27

M Proteina codificant M Pseudogén [RNAs no codificant

Figura 23. Classificacié dels gens enriquits en el ChiP-seq de PCAF i de p27 en HCT116
segons el seu biotipus. Classificaci6 adaptada dels diferents biotipus en que podem
diferenciar els gens o productes genics (ENCODE i Ensmbl). Proteina codificant engloba
també les cadenes lleugeres de les immunoglobulines. Pseudogén engloba pseudogen-
processat, pseudogen no processat i retrotransposé; i finalment en I'Gltim grup, a part de
tots els RNAs no codificants també hi trobem els pseudogéns de RNAs no codificants.
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- Analisi d’agrupacio funcional

Hem analitzat els gens que presenten pics significatius en els experiments de ChIP-
seq per tal de definir-ne la seva ontologia geénica. Es a dir, agrupar-los segons la
seva funcié molecular, el seu rol en els processos biologics 1 la seva distribuci6 en

els compartiments cel-lulars.

Per realitzar aquest tipus d’analisi, treballarem amb els pics que es troben en gens
que codifiquen per a proteines. Dels 1012 gens del ChIP-seq de p27, 597
codifiquen per a proteines. Dels 6131 gens del ChIP-seq de PCAF, 4623
corresponen a gens codificants per proteines. Aquests gens seran els emprats en
I'estudi funcional.

Utilitzem dues aproximacions per a definir I'ontologia genica dels dos grups de
gens. Primer de tot utilitzarem el DAVID que ens permetra fer una classificacio
acurada fins a uns 3000 gens i posteriorment el programa GiTools que ens
permetra comparar les ontologies geéniques del ChIP-seq de PCAF i de p27
visualitzant-ho en heatmaps.

Emprant el programa DAVID (Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery v6.7) veiem representats els grups més enriquits en els
quals s’agrupen els processos biologics dels gens significatius del ChIP-seq de p27 1
de PCAF. Els valors d’enriquiment ens mostren la importancia d’aquell grup, per
tant, com més baixos siguin els p-valors dels membres del grup, major sera el seu
valor d’enriquiment. No obstant aixo, cal tenir en compte que el DAVID considera
altres factors a banda del p-valor, és per aixo que podem trobar membres del GO

(gene ontology) amb un p-valor alt formant part de grups enriquits.

En les Figures 24 i 25 mostrem els 20 grups més enriquits de I’analisi, pero cal
considerar tots els grups com enriquits (Huang et al. 2009b; Huang et al. 2009a).

En el cas de p27, els grups amb un enriquiment més elevat, és a dir amb una
significacié més elevada, estan relacionats amb I'adhesié cel-lular, la diferenciacié
neuronal, la senyalitzacié cel-lular i el transport ionic (Figura 24). Aquest resultats
s6n innovadors, ja que fins ara p27 s’ha relacionat amb el cicle cel'lular i la seva
unié a regions properes a gens involucrats en aquests processos pot ser rellevant en
la funcié de p27 com a regulador transcripcional. Curiosament no observem que hi
hagi una unié especifica de p27 a la cromatina de gens relacionats amb el cicle
cel-lular.
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Figura 24. Agrupacié funcional dels gens associats als pics del ChIP-seq de p27. Mostrem 20
dels grups de gens més enriquits. Veiem que predominen les funcions involucrades en
I'adhesid cel-lular, la diferenciacié neuronal, el transport ionic i la senyalitzacié cel-lular. S’ha
utilitzat el programa DAVID. Valor d’enriquiment per sobre 0.8.

Per analitzar els gens dunié a PCAF amb el recurs del DAVID necessitem
analitzar-los en dos grups ja que no permet I'analisi de més de 3000 gens a la
vegada. Aixi doncs, decidim que una bona manera de separar-los és segons si els
pics relacionats amb aquests gens es troben en la zona intragenica (dins el cos del
gen, nside) o intergenica (upstream o downstream del gen). En la zona intragenica
trobem 2242 gens i en la intergénica 2894.

En I'agrupacié intragenica veiem un elevat enriquiment de processos biologics com
el transport ionic, 'adhesié cel'lular, la senyalitzacié cel-lular i la diferenciacié
neuronal; per aquest ordre (Figura 25A). Aquests grups funcionals coincideixen
totalment amb I’agrupacié que hem obtingut amb els gens del ChIP-seq de p27. En
els gens dunié intergenica a PCAF observem també enriquiment en els grups
funcionals relacionats amb I'adhesi6é cel-lular, el desenvolupament neuronal i la
senyalitzaci6 cel-lular perd no en el transport ionic (Figura 25B) .
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Figura 25. Agrupacié funcional dels gens associats als pics del ChIP-seq de PCAF. Mostrem
20 dels grups de gens més enriquits. Veiem que predominen les funcions involucrades en
I'adhesid cel-lular, la diferenciacié neuronal, el transport ionic i la senyalitzacié cel-lular. (A).
Gens amb pics intragénics del ChIP-seq de PCAF. (B) Gens amb pics intergenics del ChIP-seq
de PCAF. S’ha utilitzat el programa DAVID. Valor enriquiment per sobre 1.5.
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Podem concloure que els processos biologics més significatius dels quals formen
part els gens potencialment regulats per p27 o PCAF, sén els mateixos. Aquest
resultat ens encamina en la nostra hipotesi de que p27 i PCAF jugarien un paper
conjunt en la regulacié transcripcional dels seus gens diana. Aquests grups
funcionals ens serviran més endavant per a definir les vies funcionals més
enriquides.

Tornant a l'ontologia intergenica del ChIP-seq de PCAF (Figura 25B), observem
un important enriquiment en grups involucrats en la regulacié de la transcripcio,
sobretot en la transcripcidé mitjangant la polimerasa RNAIIL. Aquest fet concorda
perfectament amb la funcié de PCAF com a coactivador transcripcional. En
I'agrupacié de la zona intragenica d’unié a PCAF, a banda dels 4 grups principals
comuns amb p27, els grups enriquits estan vinculats sobretot a homeostasis, a
diversos aspectes del metabolisme de la cél-lula, a 'apoptosi i hi trobem un parell
de grups involucrats en la transcripcié (també mitjancant la polimerasa RNAII)
pero sén menys significatius que els grups sorgits de I'analisi intergenic del ChIP-
seq de PCAF.

Aixo ens diu que malgrat les similituds entre els analisis dels gens associats a les
dues zones geniques, el grups funcionals varien segons la zona d’unié de PCAF en

els seus gens diana.

En la Figura 26 emprant ’eina GiTools veiem representats els processos biologics
en els quals s’agrupen els gens significatius del ChIP-seq de PCAF i el de p27. Al
comparar-los podem concloure que coincideixen en els processos implicats en
I'adhesi6 cel'lular, el transport ionic i la neurogenesi. De fet, tots els grups de
processos biologics on s’han classificat els gens del ChIP-seq de p27 s’inclouen dins
els grups del ChIP-seq de PCAF, amb l'excepcié del procés de reconeixement
neuronal, exclusiu per a p27. PCAF a més la trobem associada a gens implicats en
la regulaci6 de la senyalitzacié i ’homeostast cel-lular.

Aquest analisis ens dona una informacié molt valuosa per a determinar vies
comuns on podrien estar implicats PCAF i p27.

També analitzem les funcions moleculars (Figura 27) en les que estan implicades
aquests gens. Al enfrontar les dades de p27 i PCAF veiem que basicament
coincideixen en gens relacionats amb els canals ionics 1 el transport transmembrana.
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Figura 26. Agrupacié funcional dels processos biologics dels gens associats als pics del
ChiP-seq de p27 i PCAF. Heatmap dels processos biologics significatius (veure escala al peu
de la figura) en les quals estan implicats els gens associats als pics significatius del ChIP-seq
de PCAFide p27 en HCT116. S’ha utilitzat el programa Gitools.

Formacid de I'estructura anatdmica involucrada en la morfogénesi
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Figura 27. Agrupacio funcional de les funcions moleculars dels gens associats als pics del
ChlIP-seq de p27 i PCAF. Heatmap de les funcions moleculars significatives (veure escala al
peu de la figura) en les quals estan implicats els gens associats als pics significatius del ChIP-
seq de PCAFide p27 en HCT116. S’ha utilitzat el programa Gitools.

- Motius d’unié al DNA de p27 i PCAF

Per tal de generar els possibles motius d’unié de p27 i PCAF al DNA s’han utilitzat
sequencies de 100bp des del centre dels 1000 pics més significatius (amb un fold-
change major respecte la mostra control) obtinguts en I'analisi del ChIP-seqs. S’ha
utilitzat 'eina MEME (Bailey & Elkan 1994) per generar els motius 7 si/ico 1 ens ha
donat 2 motius per a p27 i 3 per a PCAF (Figura 28). Aquest programa assigna un
E-valor (probabilitat de trobar un patré igualment conservat en seqiiéncies a I'atzar)
per a cada motiu. No existeix coincidéncia entre els motius d’unié a DNA de p27 i
PCAF.
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Figura 28. Analisi dels motius d’unié al DNA de p27 i PCAF. S’han analitzat les seqliencies de
100bp dels 1000 pics més significatius del ChIP-seq de p27 (dalt, blau) i PCAF (baix, taronja),
utilitzant el programa MEME. Es mostra el E-valor per a cada motiu, generat per MEME.

- Enriquiment de motius d’unié a Factors de Transcripcié d’unié en els
pics d’interaccié de p27 i PCAF amb la cromatina

S’han analitzat iz silico els factors de transcripcid que poden unir-se als pics o zones
d’unié significatives de p27 o PCAF al DNA. S’han utilitzat fragments de 150bp,
75bp per sobre i 75bp per sota dels pics del ChIP-seq, i els factors de transcripcid
que trobem significativament (p-va/ne<0,05) units a aquests pics s’han representat en
un heatmap en que es comparen els resultats per p27 i PCAF (Figura 29). Sha
emprat 'eina STORM per a I'escaneig dels pics amb els motius corresponents als
factors de transcripcié (TEBS, Transcription Factor Binding Site) de la base de dades
TRANSFAC.

Curiosament, només ens apareix un factor significatiu en les zones on trobem p27,
el PAX5 (p-valor local: 3.19e-05). PAXS5 pertany a la familia PAX (Paired box genes)
que consta de 9 gens, classificats en 4 grups, que codifiquen factors de transcripcid
nuclears implicats en el control del desenvolupament. S’ha vist com alteracions
genetiques en aquests gens interfereixen directament en transcripcié de gens que
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regulen la diferenciaci6 cel-lular, la proliferaci6, la migracié i supervivencia i poden
contribuir a la oncogenesi (Wang et al. 2008). Aquest analisi ens posa sobre la pista
d’un possible mecanisme pel qual p27 podria estar regulant la transcripcio.

Per contra, trobem molts possibles candidats en les zones d’uni6 de PCAF al
DNA. Es tracta de factors de transcripcié molt diversos, entre els quals hi ha
diversos membres de la familia PAX. Concretament, el PAX5 és un dels factors de
transcripcié més significatius en les zones d’uni6é a PCAF.

El fet que apareguin tants possibles factors de transcripci6 en zones de la
cromatina d’'uni6 a PCAF s’explicaria per la seva llargament descrita funcié com
acetilador de factors de transcripcié i, per altra banda, perque se sap que la seva
uni6 a factors de transcripcid especifics provoca el reclutament de PCAF al DNA.

Finalment, el fet que només ens aparegui un factor de transcripcié en I'analisi de
p27 podria ser perque té una funcié més especifica en la regulacié de la transcripcié
1 no tant generalitzada com PCAF. Podria ser que p27 la porti a terme mitjangant
PAXS5 en aquest tipus cel-lular.

Aquest resultat ens dona una previsié interessant per a un posterior estudi i vivo.
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Figura 29. Analisi dels factors de transcripcié d’unié als pics del ChIP-seq de p27 i PCAF.
Heatmap dels motius corresponent als factors de transcripcié d’unié significativa als pics de
p27 i PCAF (p-valor<0,05). Eina informatica emprada: STORM. Base de dades factors de

transcripcié: TRANSFAC. Representacio grafica: GiTools.
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- Pics d’interaccié comuns de p27 i PCAF amb la cromatina

Ens interessa saber si p27 i PCAF col'laboren en la transcripcié de gens especifics.
Per aixo, hem fet una superposicié dels pics dels dos ChIP-seqs, per veure si

s’uneixen sobre el mateix lloc en la cromatina.

Al comparar els pics observem que 140 coincideixen fisicament. D’aquests, 23
estan en gens codificants per a proteines (Taula 9). Tenint en compte el total de
gens d’ambdds ChIP-seqs, podem concloure que aquests 23 gens, on p27 i PCAF
comparteixen exactament la mateixa localitzacié en la cromatina, no sén una
proporcid significativa dins del total de gens als que s’uneixen. Podem concloure
doncs, que p27 i PCAF no comparteixen la seva localitzacié d’unié a la cromatina.

Taula 9. Pics superposats del ChIP-seq de PCAF i de p27 en HCT116, que corresponen a
proteina codificant.

#Cromosoma Localitzacioé transcrit Simbol gen
chrl upstream Clorf174
chrl upstream Clorf68
chrl downstream AC138393.2-1
chr2 upstream AC027612.6-2
chr2 upstream AC140485.3
chr2 inside DPP10
chr3 downstream CHL1
chra downstream HSPO0OAA4P
chré upstream ALO33381.2-1
chr7 downstream RAMP3
chr7 downstream ZNF716
chr8 downstream AC093331.9-4
chr12 upstream TMTC1
chri4 downstream Cl4orf177
chrle downstream AC133561.4
chr17 downstream TBC1D3F
chr20 inside C200rfo1
chr20 upstream DEFB115
chr21 upstream IGHV10R15-9
chr21 downstream AL592528.1
chr22 upstream DGCR6
chry downstream AC134882.2-3
chry upstream AC134882.2-4
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En canvi, quan busquem els gens que presenten alhora pics d’'uni6 a p27 i a PCAF
encara que aquests pics no es solapin, trobem que 1282 pics de p27 compleixen
aquestes condicions. Com que el total de pics significatius en el ChIP-seq de p27 és
de 1981, aixo ens indica que en la majoria dels gens on trobem pics d’unié a p27
també hi trobarem pics de PCAF.

Aquests 1282 pics corresponen a 448 gens. Com anteriorment hem comentat, p27
s’uneix a un total de 1012 gens, per tant, podem afirmar que la meitat dels gens
d’uni6 a p27 també s’uneixen a PCAF.

D’aquests 448 gens 269 s6n gens codificants per a proteines, la resta formen part
d’un altre biotipus, que no ens interessaran per a Iestudi funcional que volem fer.
Com ja sabem, p27 s’uneix a un total de 597 gens codificants de proteina, podem
concloure doncs, que en la meitat d’aquests gens als que s’uneix p27 també s’uneix
PCAF (Figura 30). Cal recordar pero que, en la gran majoria dels casos, els llocs
d’uni6 a la cromatina d’ambdues proteines no es solapen.

Figura 30. Representacio dels gens codificants per proteina compartits entre el ChIP-seq de
PCAF i el ChIP-seq de p27 en HCT116.

Procedim a analitzar I'ontologia génica d’aquests 269 gens amb el programa
DAVID. Agrupant funcionalment aquests gens comuns de p27 i de PCAF,
observem que els grups més enriquits séon: el transport ionic, 'adhesié cel-lular, la
neurogenesi 1 la senyalitzacié cel'lular (Figura 31). Destaquem aqui, la coincidencia
amb els grups obtinguts en P'analisi funcional complet dels ChIP-seqs de p27 i
PCAF.
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Figura 31. Agrupacié funcional dels gens comuns entre el ChiP-seq de p27 i el de PCAF. Mostrem els
grups funcionals de gens més enriquits (Valor enriquiment > 1.3). Veiem que predominen les funcions
involucrades en el transport ionic, I'adhesio cel-lular, i la senyalitzacio cel-lular. S’ha utilitzat el programa
infromatic DAVID.

Per tal de fer un estudi funcional de la regulacié transcripcional duta a terme
conjuntament per PCAF i p27, volem seleccionar alguns d’aquests gens comuns
que es trobin involucrats dins dels grups funcionals obtinguts.

Seleccionem gens implicats en la senyalitzacié cel-lular i els classifiquem segons el
seu paper en les vies de senyalitzaci6. Escollim 14 gens amb diferents funcions dins
d’aquestes vies de senyalitzacié cel-lular: receptors (GABRG2, GHR, GRIN3A,
IGF1R, ROBO1 i UNC5D), lligands (IL7), GTPases (ARHGEF7, RERGL i
SPAGY), factors de transcripcié (GLI3, ZNF716) 1 també vinculats a diversos
processos cel-lulars com Papoptosi (CRBN) i la neurogenesi (DGCRG6) . En la
Taula 10 mostrem la informacié dels pics en els ChIP-seq de p27 i de PCAF en

aquests gens escollits.
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Taula 10. Informacié dels pics del ChiP-seq de p27 i PCAF en els 14 gens escollits.

Receptors
GABRG2

GHR
GRIN3A

IGF1R

ROBO1

UNC5D

Lligand
IL7
SPAG9

GTPAses
ARHGEF7

RERGL
Apoptosis i E3

lligasa
CRBN

TF
GLI3
ZNF716
Adhesio i

neurogénesi
DGCR6

ChIP-seq

p27
PCAF
p27
PCAF
p27
PCAF
p27
PCAF
PCAF
p27
PCAF
PCAF
p27
p27
PCAF

p27

p27
PCAF
p27
PCAF

p27
PCAF

p27
PCAF

p27
p27
PCAF

p27
PCAF

p27
PCAF

p27
PCAF

Cromosoma

chr5
chr5
chr5
chr5
chr9
chr9
chrl5
chrl5
chrl5
chr3
chr3
chr3
chr8
chr8
chr8

chr8
chr8
chr8
chrl?7
chrl?7

chrl3
chr13
chrl2
chrl2

chr3
chr3
chr3

chr7
chr7
chr7
chr7

chr22
chr22

Inic

161583970
161580341
42434475
42267322
103520403
103539425
97121406
97135969
96961148
79257543
80182644
80060831
35345752
35652578
35828412

80047436
80007304
79892345
46415723
46406076

110645835

110492766
18151836
17993973

3355488
3328299
3417081

42180561
42190975
57555151
57555035

17263635
17263972

Final

161584252
161580611
42434749
42267561
103520670
103539691
97121648
97136244
96961421
79257776
80183002
80061238
35346062
35652839
35828659

80047703
80007574
79892640
46416022
46406443

110646168

110493092
18152131
17994265

3355749
3328565
3417428

42180853
42191217
57555705
57555523

17264251
17264283

Fold
enrichment

9,91
11,44
8,49
10,01
8,49
8,58
9,91
11,86
8,46
9,83
11,44
10,15
8,49
8,49
8,58

11,32
9,91
7,98
8,9
8,87

6,97
10,15
11,32
12,87

9,64
11,32
11,44

11,32
8,12
7,79

7,7

9,48
8,79

Localitzacid transcrit

downstream
downstream
upstream
upstream
inside
inside
inside
inside
upstream
upstream
upstream
upstream
inside
inside
downstream

upstream

upstream

upstream
inside
inside

upstream

upstream

upstream
downstream

upstream
upstream
upstream

inside

inside
downstream
downstream

upstream
upstream

Distancia fins al

trancrit

156675
153046
-25308
-192461
20280
1258
111104
125667
-49154
-163
-460893
-339080
132907
131126
306960

-167123

-126991
-12032
63547
73194

-9802
-73017
-17455
140408

-159098
-131909
-220691

48859
38445
41320
41204

-10144
-9807
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2. Microarrays i ChIP-seqs

- Microarray d’expressié en cel-lules HCT116 knockdown de PCAF

Paral‘lelament als experiments de ChIP-seq vam voler determinar quins gens es
trobaven regulats per PCAF. Per tal d’assolir aquest objectiu hem fet us de
microarrays d’expressio. Els nivells d’expressié geénica en cel-lules HCT116 kd
(knockdown) de PCAF van ser comparades amb cel-lules control (sh(-)) que
expressaven PCAF normalment. D’aquesta manera vam poder determinar els gens
que s’expressen de forma diferencial en preséncia o absencia de PCAF. Vam
identificar 852 gens que s’expressaven diferencialment en les c¢l-lules kd versus les
control. D’aquests gens 610 augmentaven i 324 disminufen.

Al analitzar Pontologia d’aquests gens (amb el programa DAVID) vam observar
que el grup biologic més enriquit era el cicle cel'lular (Figura 32). Aquest fet ens
posiciona PCAF dins de la que és la funcié principal de p27 1 corrobora diverses
investigacions (Ha et al. 2009; Mateo et al. 2009). També apareixen enriquits la

traduccio i 'apoptosi.
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Figura 32. Agrupacié funcional dels gens que modifiquen la seva expressié de forma
significativa en el microarray d’expressio en cél-lules shPCAF. Mostrem els grups de gens
més enriquits (Valor enriquiment > 1.3) emprant I'eina informatica DAVID. Veiem que
predominen les funcions involucrades en el cicle cel-lular, I'apoptosi i la traduccié.
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Curiosament, al analitzar per separat ontologia génica dels gens que es troben #p-
regulats dels que es trobem down-regulats en el microarray de shPCAF veiem que
funcionalment aquests dos grups séon molt diferents. Els gens #p-regulats estan
majoritariament relacionats amb la traducci6 i apoptosi (Figura 33A) mentre que
els down-regulats estan relacionats amb el cicle cel'lular i també amb la transcripcio i
I'splicing (Figura 33B).
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Figura 33. Agrupacié funcional dels gens que modifiquen la seva expressié de forma
significativa en el microarray d’expressio en cél-lules shPCAF. Mostrem els grups de gens
més enriquits (Valor enriquiment > 1.3) emprant |'eina informatica DAVID. (A) Gens up-
regulats, predominen les funcions involucrades en la traduccid i 'apoptosi. (B) Gens down-
regulats, predominen les funcions vinculades al cicle cel-lular i a la transcripcio.
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- Microarray i ChIP-seq

A continuacié comparem els gens que presenten una expressio diferencial en el
microarray d’expressié de cel'lules shPCAF (852 gens) amb els gens que codifiquen
per a proteines corresponents als pics en el ChIP-seq de PCAF (4623). La
comparacié ens revela que hi ha 156 gens comuns. En canvi, al comparar el
microarray amb els gens codificants per a proteines del ChIP-seq de p27 (597)
només trobem 13 coincidencies (Figura 34). Aquests 156 gens que presenten un
lloc d’'uni6é a PCAF i que la seva expressi6 esta modificada en absencia de PCAF els
considerem que sén dianes directes de PCAF.

P27 ChiIP-seq
320

8

Microarray
shPCAF 688 151

Figura 34. Representacio dels gens compartits entre el microarray d’expressio en cél-lules
shPCAF, el ChIP-seq de PCAF i el ChIP-seq de p27 en HCT116.
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3. Estudi funcional del paper de PCAF i p27 en la transcripcio dels
gens escollits

Primerament validem les dades del ChIP-seq. Per fer-ho dissenyem primers per als
pics de p27 1 de PCAF d’alguns dels gens escollits (GRIN3A, RERGIL, UNC5D,
ROBO1 i SPAGY). Representem lenriquiment en aquestes pics respecte en una
sequencia control (zona del ChIP-seq on no hi ha cap pic significatiu) en la Figura
35. Val a dir que no hem pogut aconseguir enriquiment en tots els gens. Aixo pot
ser degut a un problema en el disseny del primers, caldria provar-ne d’altres.

A B
2 16
14
1,5 12 4
E Ew
£, , £, |
.E‘ OFlag .3‘ OFlag
£ Wp27 £ 64 O PCAF
w w
0,5 - a4
0 T T o -
GRIN3A RERGL UNC5D GRIN3A UNC5D ROBO1 SPAGY

Figura 35. Enriquiment de p27 i PCAF en la cromatina dels pics del ChIP-seq corresponent.
Analisi de la RT-PCR dels pics dels ChIP-seq corresponent a aquests gens en mostres de ChIP
amb el seglients anticossos: (A) Flag i p27 amb cromatina de cél-lules HCT116 deprivades.
(B) Flag i PCAF amb cromatina de cél-lules HCT116 asincroniques. Cada barra del grafic
representa I'enriquiment del fragment de DNA del gen respecte |’enriquiment d’un fragment
control + SD de 2 experiments independents.

- Expressid genica en cél-lules HCT116 knockdown de p27 o PCAF

Per tal de determinar si I'expressié d’aquests gens depen directament de p27 i de
PCAF, en silenciem D'expressié mitjancant un shRNA. D’aquesta forma podrem
identificar si aquests gens mostren una expressié diferencial en cel'lules kd de p27
(shp27) 1kd de (shPCAF) respecte a les cel'lules control (sh(-), random shRNA) que
mantenen les p27 i PCAF endogenes. Silenciem p27 i PCAF en HCT116 per
infecci6 lentiviral amb una série de 5 shRINAs, seleccionem les cél-lules infectades
amb puromicina i n’escollim els dos que més disminueixen els nivells proteics en
aquestes cel-lules (Figura 36). Aquest parell de shRNAs seran els que utilitzarem al
llarg d’aquest treball. Observem en el WB l'efecte que la disminucié de PCAF té
sobre la proteina p27, que augmenta.
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Figura 36. Produccié de knockdown de p27 i de PCAF. Cél-lules HCT116 son infectades amb
lentivirals shRNA p27 o shRNA PCAF o sh(-) produits en cél-lules HEK293T. Les cél-lules
infectades son seleccionades durant una setmana amb puromicina i processades per a WB
amb tampé de lisi 1% SDS. Els nivells de p27, PCAF i Actina sén detectats amb els seus
respectius anticossos.

Extraiem el mRNA de les cél-lules silenciades per p27 i per RT-PCR mirem els
nivells d’expressio dels gens seleccionats (es mostren els resultats amb el shp27_1)
(Figura 37). Observem que el mRNA d’aquest gens esta clarament augmentat en
cel-lules kd de p27 en comparacié amb les cel'lules control. Curiosament, veiem

que els nivells de missatger de PCAF també es veuen molt augmentats.
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Figura 37. Nivells d’expressio génica en cél-lules knockdown de p27. Cél-lules HCT116 sén
silenciades amb sh(-) o shp27. S’ha extret el RNA (Roche) i s’ha retrotranscrit a cDNA (RT-
Vilo, Invitrogen) per a la seu posterior analisi de RT-PCR. L’expressié génica és veu
augmentada en aquests gens. El grafic representa les mitjanes + SEM (error estandard) per
cada gen de 5 experiments independents, utilitzant t-student (p<0.05), dades normalitzades
al control sh(-) =1
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Per contra, en les cél'lules shPCAF Pexpressié d’aquests gens es troba disminuida
respecte les cel-lules control (es mostren els resultats amb el shPCAF_1) (Figura
38). Excepte el mRNA de p27 que es troba clarament augmentat.
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Figura 38. Nivells d’expressi6 genica en cel-lules knockdown de PCAF. Cél-lules HCT116 sén
silenciades amb sh(-) o shPCAF. S’ha extret el RNA (Roche) i s’ha retrotranscrit a cDNA (RT-
Vilo, Invitrogen) per a la seu posterior analisi de RT-PCR. L’expressi6 génica d’aquests gens és
veu disminuida en cel-lules shPCAF. El grafic representa les mitjanes £ SEM per cada gen de
5 experiments independents, utilitzant t-student (p<0.05), dades normalitzades al control
sh(-)=1

Aixi doncs, constatem que Pexpressié genica dels gens comuns de p27 i PCAF
depén de lexpressi6 d’aquestes dues proteines. Com ja hem comentat
anteriorment, hi ha varies evidencies que constaten que p27 tindria funcions
supressores sobre la transcripcié dels seus gens diana, fet que encaixaria
perfectament amb els nostres resultats. Quan disminuim els nivells de p27, que
estaria reprimint 'expressio dels seus gens diana, Pexpressié d’aquests gens es veu

augmentada.

El fet que PCAF sigui un coactivador transcripcional explica el fet que expressio
dels seus gens diana es veu disminuida quan disminuim els nivells PCAF.

Fins ara, només haviem constatat que la sobrexpressié de PCAF feia disminuir p27
a nivell proteic i de forma inversa, els nivells de p27 augmentaven al silenciar PCAF
(Perez-Luna et al. 2012) (Figure 36). Aquestes dades indiquen que PCAF estaria
implicada en la degradacié de p27. Pero en aquests experiments de silenciament,
velem per primer cop com els nivells de mRNA de p27 és veuen augmentats en
disminuir PCAF. Aixi, aquests resultats corroboren el que veiem a nivell proteic i
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afegeixen un nou nivell de regulacié ja que suggereixen que PCAF regula

negativament 'expressié de p27 a nivell transcripcional.

Per contra, quan disminuim p27 els nivells de mRNA de PCAF, al igual que els
mRNAs dels seus gens diana, es veuen augmentats. Aixo indicaria que PCAF seria
un gen diana de p27, encara que en el ChIP-seq no trobem unié de p27 sobre el
gen de PCAF.

Ara, el que volem saber, és si el canvi en els nivells de mRNA d’aquests gens al
disminuir p27 o PCAF és degut una regulacié directa de la transcripcié. Per assolir
aquesta questié dissenyem primers que incloguin el primer exo6 i el primer intrd del
gen d’intercs, aixo ens permetra saber els nivells d’expressié del primer transcrit
immadur de mRNA. D’aquesta manera, sabrem si Pexpressié6 del pre-mRNA
(transcrit immadur) es veu també modificat en aquestes cel-lules (MacKenzie et al.
2013).

Determinem els nivells d’expressié del pre-mRNA per a sis dels gens que
presentaven una expressio diferencial (un augment o disminucid) més pronunciada
en els kd de p27 o de PCAF respecte el seu control. En la Figura 39A veiem que
efectivament la transcripcié directa en aquests 6 gens es veu augmentada en
cel-lules shp27. Per tant, podem concloure quela regulacié per p27 intervindria en
la produccié del primer transcrit dels seus gens diana, es a dir, regularia la

transcripcié d’aquests gens.
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Figura 39. Nivells d’expressié del pre-mRNA en cél-lules kd de p27 o PCAF. Cél-lules HCT116
sén silenciades amb sh(-) o shp27 o shPCAF. S’ha extret el RNA (Roche) i s’ha retrotranscrit a
cDNA (RT-Vilo, Invitrogen) per a la seu posterior analisi de RT-PCR. El grafic representa les
mitjanes = SEM per cada gen de 5 experiments independents, utilitzant t-student (p<0.05),
dades normalitzades al control sh(-) = 1. (A) En el kd de p27 la transcripcié del pre-mRNA és
veu augmentada en aquests gens. Escala log2. (B) En el kd de PCAF la transcripcid del pre-
mMRNA és veu disminuida en aquests gens.
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En cel'lules shPCAF trobem que I'expressio del pre-mRNA en aquests gens també
esta disminuida (Figura 39B), tal com passava en els nivells de mRNA. Tot i que la
disminucié no és tant pronunciada en el pre-mRNA com en el mRNA. Aquest fet
ens indica que la regulaci6 de PCAF actua directament sobre la transcripcié dels

seus gens diana.

Per confirmar que aquests resultats obtinguts en c¢l-lules de colon HCT116 no sén
exclusius per a aquesta linia cel'lular, hem repetit els experiments en cel-lules de
cancer de mama MCF-7. Obtenim els kds de p27 o PCAF pel mateix procediment
utilitzat en les cel-lules HCT116 (Figura 40A) i procedim al analisi de Pestat del
mRNA i pre-mRNA de 3 dels gens que presentaven una variacié més accentuada
en les cel'lules kd: GRIN3A, ROBO1 i SPAGY.
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Figura 40. Nivells d’expressio génica en cél-lules knockdown de PCAF. (A) Produccid de
knockdown de p27 i de PCAF, cél-lules MCF-7 sén infectades amb lentivirals shRNA p27 o
shRNA PCAF o sh(-) produits en cél-lules HEK293T. Les cél-lules infectades son seleccionades
durant una setmana amb puromicina i processades per a WB amb tamp6 de lisi 1% SDS. Els
nivells de p27, PCAF i Actina sén detectats amb els seus respectius anticossos. (B) S’ha extret
el RNA i s’ha retrotranscrit a cDNA per a la seu posterior analisi de RT-PCR. El grafic
representa les mitjanes £ SEM per cada gen de 3 experiments independents, utilitzant t-
student (p<0.05), dades normalitzades al control sh(-) = 1. En el kd de p27 la transcripcié del
mRNA i del pre-mRNA és veu augmentada en aquests gens. (C) Igual que en (B) pero en kd

de PCAF, la transcripcié del mRNA i del pre-mRNA és veu disminuida en aquests gens. 96



Quan silenciem p27 la transcripcié d’aquests gens esta augmentada, la transcripcié
de PCAF també apareix elevada, encara que no tant clarament (Figura 40B). El
pre-mRNA d’aquests gens presenta una tendéncia a l'alca, tot i que la variabilitat
entre mostres és més elevada.

En cel'lules MCF-7 kd de PCAF la resposta transcripcional d’aquests 3 gens dianes
de p27 i PCAF és la mateixa que en les c¢l-lules HCT116, disminueix tant el
mRNA com el pre-mRNA (Figura 40C). Aqui si que veiem una disminucid
pronunciada en el pre-mRNA. Aixi mateix, en aquestes c¢l'lules també veiem que

el mRNA de p27 esta augmentat, al igual que el seus nivells de proteina, com en les
HCT116.

- Expressio génica en cél-lules HCT116 que sobrexpressen p27 o PCAF

Un cop vist Pefecte del silenciament de p27 o de PCAF sobre la regulacié
transcripcional dels seus gens diana volem saber lefecte que tindria la
sobrexpressio de p27 o de PCAF en aquests gens (Figura 41).
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Figura 41. Comprovacié de la sobrexpressi6 de p27 i PCAF. Cel-lules HCT116 soén
transfectades amb pEV@, pEVp27 o pEVPCAF. A les 24h s6n processades per a WB amb
tampd de lisi 1% SDS. Els nivells de p27, PCAF i Actina sén detectats amb els seus respectius
anticossos.

Quan sobrexpressem p27 esperariem un efecte contrari al del silenciament en quant
a la regulacié genica d’aquests gens, no obstant, al sobrexpressar p27 també trobem
que la transcripcié d’aquests gens esta augmentada (Figura 42A i B). Tot i que,
I'augment no es estadisticament significatiu, ja que en aquests experiments ens
trobem amb molta variabilitat en els resultats. El grau de sobreexpressio de la
proteina varia molt entre cada experiment. Cal tenir en compte també, que aquest
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sistema de transfeccié no permet la seleccio, per la qual cosa, la mostra de cél-lules
sobrexpressades dependra absolutament de T’eficiéncia de transfeccié d’aquestes
cel-lules, que no és gaire elevada, 1 per tant, quedara diluida per la resta de cel-lules
no transfectades.
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Figura 42. Nivells d’expressié geénica al sobrexpressar p27. (A) Cel-lules HCT116
transfectades amb pEV@ o pEVp27, amb lipofectamina. A les 24h s’han recollit i s’ha extret
el RNA que s’ha retrotranscrit a cDNA per a la seu posterior analisis de RT-PCR. L’expressid
genica és veu augmentada en aquests gens. (B) Igual que en A pero s’ha analitzat I’expressio
del transcrit immadur (pre-mRNA) en aquests gens, també s’observa un augment. Els grafics
representen les mitjanes + SEM per cada gen de 4 experiments independents, utilitzant t-
student (p<0.05), dades normalitzades al control pEV@ = 1.

La sobrexpressi6 de PCAF efectivament produeix lefecte contrari al seu
silenciament. Al silenciar PCAF hem vist que la transcripcié6 d’aquests gens esta
disminuida. Ara veiem que al sobrexpressar PCAF, la transcripcié es veu
augmentada en la majoria dels gens amb l'excepcié de IGFIR i en menor grau
SPAGY (Figura 43 A i B). Aquest és el resultat de 4 experiments independents, la
mitjana dels quals ens permet afirmar que la transcripcié augmenta, pero al utilitzar
aquestes mitjanes perdem sensibilitat perque, com passava al sobrexpressar p27,
quan expressem PCAF el nivell de sobrexpressié aconseguit en cada experiment
presenta una elevada la variabilitat. En la Figura 44 veiem representats els nivells
transcripcionals dels 4 experiments, de menys sobrexpressié de PCAF a més. Com
més augmentada es troba PCAF més augmenten Iexpressi6 dels 4 gens
representats. Aquest augment de PCAF és inversament proporcional a la
disminucié de Pexpressi6 de p27. Contrariament al que veiem quan silenciem
PCAF, on l'expressi6 de p27 esta augmentada.
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En resum, donem més fiabilitat als resultats obtinguts en les cel-lules shp27 i

shPCAF que en els obtinguts en la sobrexpressié de les proteines. Ja que el

silenciament permet una major homogeneitat entre les cellules, que es tradueix en

una menor variabilitat en els resultats dels experiments independents.
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Figura 43. Nivells d’expressié génica al sobrexpressar PCAF. (A) Cellules HCT116
transfectades amb pEV@ o pEVPCAF, amb lipofectamina. A les 24h s’han recollit i s’ha extret
el mRNA que s’ha retrotranscrit a cDNA per a la seu posterior analisi de RT-PCR. L’expressio
genica és veu augmentada en la majoria d’aquests gens. (B) Igual que en A pero s’han
analitzat I'expressio del transcrit immadur (pre-mRNA) en aquests gens, i també s’observa
un augment. Els grafics representen les mitjanes + SEM per cada gen de 4 experiments
independents, utilitzant t-student (p<0.05), dades normalitzades al control pEV@=1. En A
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Figura 44. Representacio grafica dels nivells d’expressié génica al sobrexpressar PCAF. Es
representa |'expressio génica d’aquests gens en els 4 experiments indep. ordenats de menor

a major sobrexpressié de PCAF assolida. Dades normalitzades al control pEV@=1. Escala log2.
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Expressio genica en cél-lules HCT116 doble kd de p27 i PCAF

Sabent I'efecte invers que p27 i PCAF juguen en la regulacié transcripcional dels

seus gens comuns, hem volgut determinar I'efecte que tindria el silenciament

simultani de p27 i PCAF.
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Figura 45. Nivells d’expressié génica en cél-lules doble kd de p27 i PCAF. (A) Cél-lules
HCT116 sén silenciades amb sh(-) o shp27 o shp27 i shPCAF. S’ha extret el RNA i s’ha
retrotranscrit a cDNA per a la seu posterior analisi de RT-PCR. L’expressio del pre-mRNA en
aquests gens és veu disminuida en cél-lules doble kd. (B) Igual que en A pero s’ha analitzat
I'expressié del mRNA en aquests gens, i també s’observa una disminucio en les cel-lules
doble kd. Els grafics representen les mitjanes + SEM per cada gen de 4 experiments
independents, utilitzant t-student (p<0.05), dades normalitzades al control sh(-) = 1. En A
escala log2.
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Quan comparem cel'lules doble kd amb cel'lules shp27 veiem que no només
recuperen lestat de les cél'lules control (sh(-)) sin6 que la transcripcié en aquestes
cel-lules esta disminuida (Figura 45). Aquest resultat és molt clar a nivell del pre-
mRNA (Figura 45A), on 'expressié d’aquests gens es veu disminuida de forma
important. Observant I'expressié del mRNA madur d’aquests gens veiem que
també es troba disminuida en tots els gens excepte en el IGFIR (Figura 45B).
Aixo pot ser degut a mecanismes d’estabilitat del mRNA.

Podem concloure que, en el doble kd de p27 i PCAF preval la regulacié
transcripcional de PCAF per sobre la regulaci6 duta a terme per p27.

- Analisi funcional de les seqiiéncies d’unié a cromatina de p27 i PCAF

Un cop definit el paper de p27 i PCAF en la transcripcié dels seus gens diana ens
interessa definir la funcié dels seus llocs d’uni6 a la cromatina (pics del ChlIP-seq).
Aquestes sequencies d’'unié a cromatina de p27 i PCAF es trobem en general
bastant allunyades del promotor, pero al analitzar-les amb el Genome Browser solen
trobar-se en zones amb multiples marcadors d’histones d’activacié genica, en zones
de possibles enhancers o circumdant aquestes zones.

Per aquesta rad hipotetitzem que aquestes sequéncies poden funcionar com a
enhancers. Amb la finalitat de perseguir aquest objectiu hem fet assaigs luciferasa.
Com les sequencies no es troben en el promotor dels gens d’interes, i per tant
creiem que no siguin suficients per a produir un efecte en la transcripcid per si sols,
ja que creiem que es tracten més aviat de sequiencies reguladores, hem utilitzat un
vector d’expressio (pGL3) que porta un promotor actiu incorporat (SV40) 1 el gen
luciferasa. En aquest vector hi hem clonat les seqiencies d’uni6é a p27 o PCAF
(recordem que no s’uneixen a les mateixes zones del DNA) per dos dels gens
analitzats fins ara: GRIN3A i ROBO1.

Al silenciar p27 i transfectar les regions ‘reguladores’ observem un increment en la
transcripcié d’aquests gens (Figura 46A). Ens trobem que el vector buit (pGLO),
amb el promotor actiu presenta molta activitat luciferasa basal, i en les cellules
control (sh(-)) en que hi hem transfectat les regions ‘reguladores’ ja observem un
lleu increment de la transcripcio, encara que no és significatiu. Tot 1 aixo, el que és
clarament significatiu és Iincrement en la transcripcié que pateixen les cel-lules
shp27 al expressar les regions reguladores respecte a les shp27 que expressen el
vector buit (pGLY).
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Figura 46. Assaig luciferasa en cél-lules kd o sobrexpressant p27. Cel-lules HCT116 s6n
silenciades amb sh(-) o shp27 per infeccié o transfectades amb pEV@ o pEVp27 amb
lipofectamina, posteriorment sén transfectades amb pGL@, pGL-ROBO1 o pGL-GRIN3A amb
lipofectamina. A les 24h es recullen i es mesura |'activitat luciferasa i galactosidasa.
L’activitat luciferasa es normalitza per I'activitat galactosidasa (RLU, relative luciferase units)
que després es normalitza pel seu respectiu control (sh(-)/shp27 o pEV@/pEVp27 + pGLD
=1). Els grafics representen les mitjanes £ SEM per cada condicio, utilitzant t-student
(p<0.05), de 3 experiments independents. (A) L’expressid genica és veu augmentada quan
s’expressen aquestes regions en shp27. (B) L’expressid génica disminueix quan s’expressa la
regié de ROBO1 i p27 conjuntament.

Hem dut a terme aquests assaigs luciferasa en cel'lules que sobrexpressen p27.
Observem una disminucié en la transcripcié quan s’expressa la regi6 de ROBO1
(Figura 46B). Per GRIN3A no observem canvis significatius, degut a I'elevada
variabilitat inter-experimental que presenten aquestes cel-lules.

Podem concloure doncs que aquestes regions del DNA d’unié a p27 son regions
reguladores de la transcripcié. Quan no hi ha p27 lexpressié dels gens
s’incrementa. Per contra, quan sobrexpressem p27, expressié disminueix. Aquest
resultat consolida la definicié de p27 com a repressor transcripcional.

En cel'lules kd de PCAF hem expressat la regié d’'unié a PCAF en el gen GRIN3A
en el vector luciferasa. En la Figura 47A veiem una disminucié quan expressem
aquesta regi6 ‘reguladora’ de GRIN3A en cel'lules control (sh(-)) i en shPCAF. En
aquestes ultimes la disminucié és més accentuada. Sent aquesta disminuci6 entre el
kd de PCAF que expressa la regio, significativa respecte les cel'lules control que
expressen la regio.

Per disminuir la variabilitat inter-experimental en la sobrexpressi6 de PCAF
utilitzem el mutant Ct PCAF, que conté la regié C-terminal de PCAF, incloent el
seu domini acetiltransferasa (HAT). Observem que al sobrexpressar aquest mutant
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es reverteix la disminucié que la regié ‘reguladora’ GRIN3A provoca en Iexpressié
genica (Figura 47B).

Aquests resultats indiquen que la regi6 a la que s’uneix PCAF del gen GRIN3A és
una zona reguladora de la transcripcié. Com menys PCAF menys transcripcid del
gen hi ha, només sobrexpressant PCAF es contraresta Iacci6 inhibidora d’aquesta

regi6 reguladora.
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Figura 47. Assaig luciferasa en cél-lules kd o sobrexpressant shPCAF. Cél-lules HCT116 s6n
silenciades amb sh(-) o shPCAF per infeccié o transfectades amb pc@ o Ct PCAF amb
lipofectamina, posteriorment sén transfectades amb pGL@ o GRIN3A amb lipofectamina. A
les 24h es recullen i es mesura I'activitat luciferasa i galactosidasa. L’activitat luciferasa es
normalitza per I'activitat galactosidasa (RLU, relative luciferase units) que després es
normalitza pel seu respectiu control (sh(-)/shPCAF o pc@ /Ct PCAF + pGL@ =1). Els grafics
representen les mitjanes + SEM per cada condicid, utilitzant t-student (p<0.05), de 2
experiments independents. (A) L'expressid génica disminueix quan s’expressa la regié de
GRIN3A en sh(-) i shPCAF. (B) L'expressié genica augmenta quan s’expressa la regié de
GRIN3A conjuntament amb PCAF.

- Estudi dels motius d’unié a Factors de Transcripcié dels pics
d’interaccio amb la cromatina de p27 i PCAF

Tornant a les dades dels ChlIP-seq, fem 'analisi 7z silico dels llocs d’unié a factors de
transcripcié (TEBS, franscription factor binding site) de les sequencies de DNA dels
nostres 14 gens diana escollits. Descobrim que per PCAF, les families de factors de
transcripcié més representades (les trobem com a minim al 40% dels 14 gens) sé6n
de més a menys: HOX, PAX, HNF, IRF, CEBP i FOXO. Per p27, seguint el
mateix criteri de classificacié tenim les families de: PAX, E2F, HNF i HOX. Com
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podem observar, en primer lloc apareix la familia PAX, recordem que PAXS5 era el
factor de transcripcié més enriquit en I'analisi de totes les regions significatives del
ChIP-seq de p27. En segona posicié trobem la familia dels E2Fs, en perfecta
harmonia amb les publicacions anteriors a aquest treball, que descriuen la interaccié
de p27 amb el complex p130/E2F4 (Li et al. 2012; Pippa et al. 2012) .

Per tal de demostrar si PAX interacciona amb p27 en aquestes cel'lules hem
realitzat immunoprecipitacions. Efectivament, quan immunoprecipitem PAX veiem
que interacciona amb p27. També s’observa interaccié de PAX amb PCAF. Quan
realitzem la co-immunoprecipitacié contraria, immunoprecipitant p27 o PCAF,
aquesta interaccié no s’observa, possiblement degut a problemes de reconeixement
dels complexes per part dels anticossos. En aquests experiments reafirmem la
interacci6 p27/PCAF i p27/E2F4 (Figura 48).

Encara que PAX5 fos el membre de la familia PAX més enriquit en P'analisi de
TEBS del ChIP-seq, a I'hora de fer I'analisi dels TFBS especificament en els gens
diana escollits, veiem que apareixen també PAX1, 2,4, 71 9. Aixo pot ser degut a I’
homologia dels dominis d’unié al DNA entre els diferents membres de la familia.
Per aquesta rad ens hem decantat per utilitzar un anticos capa¢ de reconéixer tots
els membres de la familia PAX. Com que només es veu una unica banda per sobre
de 45kDa sembla que es tractaria d’una unica proteina. Cal esbrinar de quin
membre de la familia PAX es tracta per acabar d’afinar el model.

Podem concloure doncs que 'inhibidor de ciclines-CDKs p27 i Pacetiltransferasa
PCAF interaccionen amb la familia de factors de transcripci6 PAX en c¢l-lules de

cancer de colon.
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Figura 48. p27 co-immunoprecipita amb PAX. Ceél-lules HCT116 sén processades per a IP
amb els anticossos: anti-IgG, anti-PCAF, anti-p27, anti-E2F4 i anti-PAX. Un 10% de la mostra
és separada per a ser utilitzada com a input. Posteriorment es va dur a terme un WB anti-
PCAF, anti-p27, anti-E2F4 i anti-PAX. * banda inespecifica.
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DISCUSSIO

L’inhibidor de ciclines-CDKs p27 és una proteina imprescindible per a una correcta
regulaci6 del cicle cel'lular. Recentment, s’ha anat demostrant que
independentment de la seva funcié com a regulador de I'activitat de les CDKs, p27
també esta implicada en altres processos primordials per a la cél'lula, com sén: la
motilitat cellular, la transcripcid, la diferenciacio, la respiracié, la senescencia i
Papoptosi. Durant molt de temps s’ha assumit que p27 realitza les funcions
dependents de CDKs en el nucli cel'lular 1 que estan associades al domini KID del
extrem amino de la proteina. Per contra, les funcions independents a la regulacié de
la proliferacié per interaccié amb les CDKSs, estan relacionades amb el seu extrem
carboxil 1 les duu a terme quan interacciona amb diferents proteines en el
citoplasma. Per tant, les funcions de p27 depenen de la seva localitzacié. En el
cancer s’ha vist que els tumors que presenten una elevada preséncia de p27 en el
citoplasma correlacionen amb un mal pronostic. Aquesta correlacié també es dona
en tumors que presenten uns nivells baixos de p27. Aquests nivells baixos
normalment sén deguts a modificacions post-traduccionals que provoquen un
increment en la degradacié proteasomal de p27 (Chu, Hengst, & Slingerland, 2008).

Davant I'evidencia de les nombroses funcions de p27 1 la seva importancia en el
cancer, el nostre grup d’investigacié s’ha centrat en 'estudi de les noves funcions de
p27. Basant-se en estudis proteomics, s’han identificat proteines d’uni6 a p27
implicades en diversos processos biologics com la transcripcid, la traduccio, el
processament de pre-mRNAs i la respiracié cel-lular. Dins d’aquest grup de
proteines trobem lacetiltransferasa PCAF (p300/CBP associated factor), responsable
de la regulacié de diversos processos biologics a partir de I'acetilacié de proteines.
PCAF regula I'expressié genica al acetilar histones, factors de transcripci6 1 altres
proteines nuclears i citoplasmatiques. I’acetilacié de proteines pot provocar canvis
en lafinitat entre el DNA 1 la proteina, entre aquesta i altres proteines o pot
provocar un canvi en la seva localitzacié (Nagy & Tora, 2007).

Estudis previs en el nostre laboratori descriuen la interaccid 7 vitro de PCAF amb la
regi6 PID (PCAF-Interacting Domain, 2a91-120) de p27 i demostren que aquesta
interaccié condueix a l'acetilacio de p27 en la lisina 100 per part de PCAF. En
aquesta Tesi el nostre objectiu ha sigut el de caracteritzar 1 definir la funcié de la
interacci6 entre aquestes dues proteines.

Primer de tot, vam confirmar la col-localitzacié en el nucli de les dues proteines i la
seva co-immunoprecipitacié en diversos models cel-lulars (Figures 10 i 15). Aixo
és important ja que ens indica que es tracta d’'una interaccié conservada entre
diferents especies de mamifers i en teixits que es troben en diversos estats
proliferatius (ex: MEFs 1 HCT116).

109



DISCUSSIO

A continuaci6, vam estudiar I'estat d’acetilacié de p27. Sabiem, a partir d’assajos
d’acetilacié 7 vitro de peptids de p27, que PCAF podia acetilar les lisines 25, 96 i
100 de p27. No obstant, vam identificar que emprant la proteina p27 sencera,
PCAF solament acetilava la K100 7z vitro. En aquesta Tesi hem identificat la lisina
100 com el residu especific d’acetilacié 7z vivo, ja que la p27 amb la lisina 100
mutada a arginina no s’acetila (Figura 11). Aquesta informaci6 és interessant ja que,
fins a lactualitat, només s’han descrit modificacions post-traduccionals de
fosforilacié en residus tirosina i treonina de p27. En residus lisina només s’havien
descrit les ubiquitinitzacions que es donen en els processos de degradacié de la
proteina. Com se sap la repercussié que tenen les fosforilacions en Pestabilitat i la
localitzacions de les proteines, vam voler saber si l'acetilacié tindria un efecte
similar.

Per aixo vam estudiar la localitzacié del mutant p27K100R en el transcurs del cicle
cel-lular (de GO al final de G1). Vam constatar que mentre que la p27wt transloca
del nucli al citoplasma durant aquest periode de temps, pel contrari, aquest mutant,
és retingut al nucli (Figura 12). Paral-lelament, els nivells de proteina indiquen que,
efectivament, aquest mutant, a diferéncia de p27wt, no s’esta degradant al final de
la G1 (Figura 13). Aquests resultats ens indiquen que I’acetilacié en el residu K100
de p27 és necessaria per a la seva translocacié del nucli al citoplasma durant la G1,
on es degradara via proteasoma.

Per altra banda, quan variem els nivells de proteina de PCAF veiem que s’afecten
els nivells de la proteina p27. Quan sobrexpressem PCAF, la p27 endogena
disminueix (Pérez-Luna et al., 2012) i en canvi, en el kd de PCAF trobem la p27
augmentada (Figura 36 i 40). Aquestes dades reforcen la idea de que PCAF
influeix en Destabilitat de la proteina p27.

Observant I'acetilacié de p27 al llarg del cicle cel-lular, observem sempre uns nivells
basals de p27 acetilada, que podria significar un recanvi basal de la proteina en el
nucli. A les 2 hores després de I'inici de la fase G1 veiem un pic d’acetilacié
(Figura 14). Aquest pic de maxima acetilacié6 de p27 coincideix amb el moment
previ a la sortida de p27 al citoplasma 1 de la seva degradacio.

Fins aquest moment, s’havia descrit que p27 és degradada en el citoplasma durant
la G1, després de ser ubiqitinitzada pel complex KPC (Kamura et al., 2004). Els
autors demostren que el domini aa42-102 de p27 és necessari per a la seva
ubiqitinitzacié per KPC (Kotoshiba et al., 2005). No obstant, no es coneixia el
senyal que indueix la seva sortida del nucli en la transicié GO/G1. S’ha hipotetitzat
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que la fosforilacié en la serina 10 de p27 podria ser aquest senyal, pero els resultats
de diferents treballs no ho han pogut confirmar (Starostina & Kipreos, 2012).

A partir de les dades del nostre treball proposem que I'acetilaci6é de p27 en la K100
és un nou mecanisme que regula la seva translocacié del nucli al citoplasma, en la
transici6 GO/G1. A més, també demostrem que el domini PID (PCAF-Interacting
Domain, a2a91-120) de p27 estaria implicat en Pestabilitat de la proteina.

Es interessant el fet que dins el PID trobem un PRD (Proline Rich Domain), una
regié6 que interacciona amb alta afinitat amb els dominis estructurals SH3 (S7
Homology 3). Les tirosina quinases de la familia Src (ex: c-Src, Ber-Abl, Lyn)
contenen dominis SH3 pels quals interaccionarien amb el PRD de p27. Aquestes
quinases estan implicades en la degradacié de p27 durant la transicié G1/8, ja que
interaccionen amb ella i fosforilen els residus Y74, Y881 Y89, facilitant la posterior

fosforilacié en la T187 ila seva posterior degradacio.

Aquesta informaci6 ens permet afirmar que el domini PID de p27 juga un paper
important en la regulacié de la seva estabilitat: per una banda uneix PCAF i conté el
residu acetilable en la transici6 GO/G1 i per altra banda uneix a les tirosina
quinases responsables de la seva degradacié durant la transicié G1/8.

Un cop determinat el mecanisme que provocava Iacetilacié de p27 i la implicacié
d’aquest mecanisme en la seva estabilitat, el nostre segon objectiu era el de
determinar si la interacci6 amb PCAF estava relacionada amb la recentment
descoberta funcié de p27 en la regulacié transcripcional dels seus gens diana (Li et
al., 2012; Pippa et al., 2012).

Valent-nos d’una innovadora tecnica High-thronghput, el ChlP-seq, vam definir els
llocs d’'unié de p27 a la cromatina. Els resultats ens indiquen que p27 s’uneix
sobretot a regions distals intergeniques (Figura 20), es tracta d’una informacié
innovadora ja que fins ara només teniem dades de la seva unié als promotors
(ChIP-on-chip). Aquesta dada ens doéna noves idees sobre el paper que
desenvolupa p27 en la transcripcid, unint-se a zones allunyades de les ‘unitats de

transcripciod’.

Varis estudis recents expliquen la importancia de la regulacié genica de llarga
distancia (long-range), duta a terme per multiples elements genomics ¢s distals, que
controlen la correcta expressio espacial-temporal del gen (Dekker, 2008; Kleinjan &
van Heyningen, 2005; West & Fraser, 2005). Normalment es defineixen com a
enhancers, perd també poden set repressors o insulators. Aquests elements reguladors de
llarga distancia es troben en les regions genomiques fins a 1Mb al voltant de la
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‘unitat de transcripcié’. Molts d’aquests elements reguladors es troben dins
d’introns de gens que normalment presenten una funcié que no té cap relacié6 amb
la del gen regulat. I’aproximacié d’aquests elements distals als promotors es déna
pel cada cop més acceptat mecanisme d’ondulacié del DNA (DNA-looping)
(Maston, Evans, & Green, 2000). Fins hi tot, s’han descrit casos de regulacié genica
per mitja d’elements reguladors localitzats en cromosomes diferents. Es per aixo
que en aquesta Tesi hem volgut aprofundir en Testudi de I'efecte regulador
d’aquestes regions d’unid a p27 en I'expressio genica.

Per altra banda, el ChIP-seq de PCAF ens confirma la seva preferéncia per a unir-
se a les regions exoniques dels gens (Figura 20). La trobem enriquida en els
promotors perd sobretot en els exons, dada que coincideix amb el ChIP-seq
realitzat en c¢llules T quiescents, en que PCAF a diferéncia de p300 i CBP, que es
troben enriquides només en els promotors de gens actius, també es troba enriquida
al llarg del cos del gen (Wang et al., 2009). Aquest fet lligaria amb la seva implicacié
en I'elongacié de la transcripcié (Cho et al., 1998). Cal afegir que PCAF també
correlaciona amb les zones intergeniques sensibles a la DNAsa I HS (DNAse I
hypersensitive  sites), suggerint la seva implicacid6 en enbancers. Concluim que
'acetiltransferasa PCAF presenta un patré d’unié al DNA que difereix del d’altres
acetiltransferases i també del de p27.

El fet que trobem que la unié de p27 1 PCAF a la cromatina estigui especificament
enriquida en determinats cromosomes ens indica I'especificitat de la seva funcié
reguladora (Figure 21).

Un altre aspecte interessant del ChIP-seq de p27 és el fet que trobem la p27
sobretot unida a zones pertanyents a pseudogens 1 RNAs no codificants (Figura
23).

La investigacié sobre els RNAs no codificants (ncRNAs) ha aportat suficients
evidencies per a considerar la regulacié realitzada per RNAs, com un altre nivell en
la regulaci6 transcripcional dels eucariotes superiors, i alguns ncRNAs s’han
associat a malalties humanes (Mattick, 2004). Aix{ doncs, encara queda molt per
descobrir sobre la regulacié per RNAs, i les nostres dades suggereixen que p27 hi
podria estar involucrada.

Els pseudogens, gens no funcionals i homolegs a gens funcionals, séon definits
mitjangant complexos algoritmes 1 han estat considerats durant molt temps com
transcrits biologicament inactius. En alguns casos pero, se’ls hi esta atribuint
funcions en la regulacié de la transcripcié ja que poden ser transcrits a RNA i
actuar de ‘reclam’ pels microRNA (Poliseno et al., 2010; Suo et al., 2005). S’ha vist
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que alguns presenten un patré d’activacié especific de teixit (Pink et al., 2011). Per
tant, seria interessant aprofundir en els pseudogens potencialment regulats per p27
ja que podrien jugar un paper funcional desconegut fins ara.

Sorprenentment, al agrupar funcionalment els gens d’'unié a cromatina de p27,
trobem molt enriquida la funcié d’adhesié cel-lular, la diferenciacié neuronal i la
senyalitzaci6 cel-lular (Figura 24). En canvi, no observem que hi hagi uni6 de p27
a prop de gens relacionats especificament amb el cicle cel-lular. Aquest resultats
suggereixen que p27 participa en la regulacié de diverses funcions cel-lulars, fins ara
impensades, a través de la regulacié de la transcripcié de gens implicats en aquestes

funcions.

De fet, els grups funcionals enriquits estan tots relacionats amb el
desenvolupament i la diferenciaci6 cel'lular ("adhesi6 i la senyalitzacié cel-lular son
funcions primordials durant el desenvolupament i la diferenciacié). Ens sorpren
que apareguin molts grups funcionals relacionats amb la neurogenesi, sobretot
quan els experiments s’han dut a terme en cel-lules tumorals de colon. Per aixo, en
Ieleccié dels gens comuns de p27 i PCAF hem escollit alguns relacionats amb el
sistema nerviés, com séon ROBO1 i UNC5D (dos receptors involucrats en la
navegaci6 axonal). El seglient pas en la investigaci6 seria estudiar 'efecte que té la
regulacié per p27 sobre aquests gens en cel'lules mare neurals. De fet, la
investigacié de 'equip del Dr. Serrano ha descrit la repressié transcripcional que
provoca p27 sobre el gen Sox2 en cel'lules mare pluripotents (iPSCs) (Li et al.,
2012). Aquest gen forma part de la familia SOX (SRY-related HMG-box) uns factors
de transcripcié involucrats en la regulacié del desenvolupament embrional i la
determinacié del desti cel-lular. Es interessant observacié que en les nostres
cellules hem vist unié de p27 (300 kb dowstream) al gen de Sox5, un membre
d’aquesta familia implicat en la condrogenesi i la miogenesi (Smits, Dy, Mitra, &
Lefebvre, 2004).

En P'agrupacié funcional dels gens potencialment regulats per PCAF, cal comentar
la diferéncia entre els gens on PCAF s’uneix al cos del gen (intragenica) i els gens
on PCAF s’uneix fora dels gens (intergenica) (Figura 25). En el primer grup, les
funcions més enriquides coincideixen amb les de p27. En el segon, a part
d’aquestes funcions també trobem molt enriquida la funcié de regulacié de la
transcripcié. Es a dir que un grup important de gens, amb unié a PCAF en regions

distals, estan implicats en la transcripcio.

Quan analitzem els gens amb unié a cromatina de PCAF en trobem diversos
involucrats en la transcripcid, per exemple, PCAF s’uneix sobre el gen ERCC6
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(CBS) (znside 1 sobre el promotor d’una isoforma més curta), un remodelador de la
cromatina ATP-dependent en el complex de la RNA polimerasa. S’ha descrit que la
proteina ERCCG6 recluta a PCAF en els promotors del rDNA, aixo permetra
I'acetilacié d’histones requerida per a la unié del complex de la RNA Polimerasa I a
I'inici de la transcripcid, provocant la transicié d’un estat poised de la cromatina a un
estat actiu (Shen et al., 2013), el que no se sabiem fins ara és que PCAF esta unit a
nivell de cromatina al gen de ERCCO. Fet que ens portaria a hipotetitzar una
regulacié transcripcional ’ERCCG6 mitjancada PCAF.

S’ha definit a PCAF com un inhibidor de la progressié del cicle cel-lular, quan es
troba disminuida dona una mitosis aberrant (Ha et al., 2009). A més, interacciona i
inhibeix lactivitat de CDK2 provocant una parada del cicle cel'lular en la fase
G2/M (Mateo et al., 2009). En els nostres resultats del ChIP-seq, trobem unié de
PCAF al gen CDKN3, CDKN3 és una proteina inhibidora de ciclines-CDKs que
desfosforila CDK2 prevenint-ne la seva activacié. Com PCAF s’uneix al voltant del
gen de CDKN3, valdria la pena comprovar si PCAF a banda d’acetilar la proteina
CDK2 també esta controlant els seus nivells al regular la transcripcié del seu
inhibidor CDKN3.

També relacionat amb el cicle cel'lular trobem que PCAF s’uneix a la cromatina
dels gens: p57, CDKY9 i interessantment a les ciclina D1 (CCND1) i ciclina D3
(CCND3), en aquest ultim la interacci6 es dona sobre el promotor.

PCAF contraresta I'activitat mitogenica de 'oncoproteina adenoviral E1A (Reid,
Bannister, Zegerman, Martinez-Balbas, & Kouzarides, 1998; Yang, Ogryzko,
Nishikawa, Howard, & Nakatani, 1996) i en el nostre ChIP-seq observem la unié
de PCAF a ZMYNDI11 (BRAMI1, BS69), aquesta proteina reprimeix la
transactivaci6 de la proteina viral E1A al interaccionar-hi i també esta implicada en
la senescéncia cel-lular a través de la via p53-p21 (Hateboer et al., 1995; W. Zhang,
Chan, Gao, Poon, & Wu, 2007).

PCAF a part d’interaccionar i d’acetilar, junt amb p300/CBP, a MyoD facilitant la
diferenciacié miogenica (Puri et al., 1997; Sartorelli et al., 1999), també participa en
la transcripcié diferencial dels gens regulats per MyoD (Dilworth, Seaver, Fishburn,
Htet, & Tapscott, 2004). En el ChIP-seq veiem unié de PCAF a unes 10kb wpstream
del gen de MyoD.

També trobem PCAF unida a la cromatina sobre gens que codifiquen pels factors
de transcripci6 de la familia Smad, concretament s’uneix a Smad2, 6 1 7. Recordem
que s’ha descrit que PCAF potencia la senyalitzacié duta a terme per TGFS/Smad
al unint-se a Smad3 (Itoh, Ericsson, Nishikawa, Heldin, & ten Dijke, 2000).
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Aixi mateix, velem unié de PCAF sobre alguns gens de la familia de factors de
transcripci6 PAX: PAX2 (en el promotor i inside), 5 (inside), 7 (inside) 1 9 (en
promotor i inside). PAX2 s’ha relacionat amb una activacié de la proliferacié en
cel'lules de cancer de colon (H.-S. Zhang et al., 2012).

Curiosament, p27, al igual que PCAF, la trobem unida al gen PAX9, a 100 kb
downstream. Totes aquestes dades sobre els programes transcripcionals de p27 i
PCAF en cel'lules HCT116 sén interessants per a tenir en compte en futurs
experiments.

Quan solapem els gens del ChIP-seq p27 amb els de PCAF observem que la meitat
s6n comuns, encara que p27 1 PCAF no comparteixen la seva localitzacié en la
cromatina (Figura 30). Aquest resultat ens indica que les dues proteines estarien
regulant els mateixos gens perd per zones de regulacié diferents. Per tant, es
interessant remarcar que p27 regula la transcripcié en col-laboracié amb PCAF en
un percentatge molt important dels seus gens diana (~50%).

Hem escollit un subgrup de 14 gens comuns per tal d’analitzar el paper que p27 i
PCAF duen a terme en la seva expressio. En les cél-lules kd de p27 expressio de la
majoria d’aquests gens tendeix a estar incrementada (Figura 37). Aquest fet
significa que p27 exerceix un efecte repressor en lexpressié d’aquests gens,
conclusié que esta en perfecte consonancia amb resultats previs del nostre 1 d’altres

grups (Li et al., 2012; Pippa et al., 2012).

Per contra, en els kd de PCAF, I'expressié d’aquests gens disminueix (Figura 38).
PCAF doncs, provoca una activacié en I'expressiéo que es perd al disminuir-ne la
proteina. Resultat en perfecta sintonia amb la definicié de PCAF com a coactivador
transcripcional (Nagy & Tora, 2007; Sterner & Berger, 2000).

A més, com indiquen els analisis realitzats per determinar directament la
transcripcio, es a dir, detectant els nivells del primer transcrit d’aquests gens, la
regulaci6 duta a terme tant de p27 com de PCAF és dona de forma directa en I'inici
del procés transcripcional (Figura 39). Les proteines p27 i PCAF provoquen
doncs, efectes antagonics en expressio dels seus gens diana. No tant sols en les
ccl'lules HCT116, on s’ha dut a terme els ChIP-seqs, sind que també veiem el
mateix efecte en silenciar cel-lules MCF-7, de cancer de mama (Figura 40). El fet
que la regulacié transcripcional mitjancant p27 i PCAF es doni en diferents models
cel-lulars ens indica que no es tracta d’'un mecanisme de regulacié estrictament
tissular (especific de teixit) siné d’un sistema de regulaci6 generalitzat.
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Quan volem analitzar la situacié contraria, sobrexpressant les proteines, ens trobem
amb un problema de variabilitat entre mostres. En p27 no obtenim resultats
estadisticament significatius pero per PCAF si, i efectivament Iexpressié de la
majoria dels seus gens diana esta incrementada, contrariament al que passava en
silenciar-la (Figures 42 i 43).

Paral-lelament a 'analisi d’expressié dels gens diana en situacions de silenciament o
sobrexpressi6 de PCAF, hem analitzat també els nivells de mRNA de p27. Quan
silenciem PCAF els nivells de missatger de p27 augmenta, contrariament a la
resposta dels gens diana que veuen disminuida la seva expressio, i en el WB veiem
que els nivells de proteina de p27 en efecte, també augmenten (Figures 36 i 38).
Per altra banda, al sobrexpressar PCAF, I'expressio de mRNA de p27 disminueix, i
com més elevada és 'expressié de PCAF més disminueixen els nivells d’expressio
de p27 (Figura 43 i 44). Aquests resultats ens diuen que PCAF regula
negativament 'expressié de p27 a nivell transcripcional.

En el primer apartat d’aquesta Tesi hem descrit com Iacetilacié duta a terme per
PCAF afectava a estabilitat de la proteina p27. Podem concloure que PCAF esta
regulant p27 a dos nivells: per una banda inhibint-ne la transcripcié del mRNA,
disminuint aixi la sintesi proteica de novo 1 per I'altra acetilant la proteina existent
provocant-ne la seva degradacio.

Es interessant fer referéncia als resultats obtinguts en kd de PCAF en cel'lules de
cancer de colon, en aquest cas LovO, on es veu un increment en la diferenciacio,
una disminucié en la migracié i en la tumorogenesi (Ge, Jin, Zhang, Yan, & Zhai,
2009). En resum, el kd de PCAF té un efecte antitumoral. Nosaltres constatem en
aquesta Tesi que el kd de PCAF en cel'lules de colon HCT116, manté Pexpressid
de gens pertanyents a diverses vies de senyalitzacié disminuida i Pexpressié de p27

elevada.

Per altre banda, cal fer un incis per comentar que, en el kd de p27 trobem
augmentats els nivells de mRNA de PCAF, al igual que trobem augmentats els
nivells dels seus gens diana. Encara que en el ChIP-seq no aparegui unié de p27
sobre el gen KAT2B sembla que p27 esta afectant la transcripcié de PCAF d’alguna

manera.

Per entendre la mecanistica de la regulacié antagonica duta a terme per p27 i PCAF
sobre els seus gens diana vam produir c¢l-lules kd dobles. Veiem que en aquestes
cel-lules 'expressio dels gens diana es troben disminuits, es comporten com un kd
de PCAF (Figura 45). Podem determinar que la funcié d’activador transcripcional
de PCAF preval sobre de la repressi6 duta a terme per p27.
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Fins aqui, les dades obtingudes sobre l'acetilacié de p27 i I'expressié dels gens diana
comuns de p27 i PCAF en les cel-lules kd, ens han permes formular el model de la
Figura 49. En una situaci6 sense p27 ni PCAF com en el doble kd, no hi hauria
expressié del gen diana (Figura 49A). Veiem el mateix efecte repressor en la
transcripcié dels gens diana de p27 en cel'lules quiescents, ja que aquestes cel-lules
tenen nivells elevats de p27. Tot i que ja es dona la interaccié entre PCAF 1 p27,
I'efecte de la repressié de p27 sobre els seus gens diana en GO és tangible. Aquesta
situacié6 mimetitzaria les cél-lules kd de PCAF (Figura 49B). Al iniciar-se la fase
G1, p27 assoleix uns nivells d’acetilaci6 maxims i es translocada al citoplasma on
sera degradada pel complex KPC (Figura 49C). Finalment doncs, sense p27,
PCAF activaria la transcripcié dels gens diana. Situaci6 similar a la que provoquem
en el kd de p27 (Figura 49D).

Figura 49. Model de la regulacié transcripcional d’'un gen diana de p27 i PCAF. (A) En
absencia p27 i PCAF no hi ha transcripcié. (B) En fase GO p27 reprimeix la transcripcié. (C) A
I'inici de la fase G1 la p27 acetilada surt al citoplasma on sera degradada via proteasoma. (D)
En absencia de p27, PCAF activa la transcripcio.
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Els resultats anteriors ens van portar a hipotetitzar que les regions d’uni6é al DNA
de p27 i PCAF estan actuant d’elements reguladors (enhancers, silencers) de la
transcripcié. Per tal d’assolir aquest objectiu vam caracteritzar les regions del DNA
d’unié a p27 o a PCAF dels gens diana ROBO1 i GRIN3A mitjangant assaigs
luciferasa. Aquestes regions d’unié a p27 tenen propietats activadores. En absencia
de p27 aquestes regions augmenten I'expressio del gen luciferasa en aquests assajos
(Figura 46). En canvi, quan augmenta p27 aquestes regions reguladores provoquen
una disminucié en Pexpressié. Aixi doncs, p27 esta reprimint aquests enbancers
(Figura 50A). En el cas de la regi6 reguladora d’unié a PCAF en el gen GRIN3A
ens trobem en el cas contrari, es tracta d’una regi repressora de la transcripcio, ja
que en absencia de PCAF aquesta regié disminueix l'expressiéo del gen de la
luciferasa, fins hi tot en cél-lules control aquesta regié per si sola ja provoca una
disminucié de lexpressié. Al incrementar PCAF Texpressié de la luciferasa
augmenta i encara ho fa més en presencia d’aquesta regié (Figura 47). Aix{ doncs,
PCAF activa o desbloqueja aquest szfencer, una seqiiencia que confereix un efecte
negatiu (ex: silenciant o reprimint) sobre la transcripcié del seu gen diana (Figura
50B).

/
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Figura 50. Model dels elements reguladors de la transcripcié. (A) Els elements reguladors
d’unié a p27 (blau) es comporten com a enhancers, quan s’hi uneix p27 la seva regulacid
queda suprimida. (B) Els elements reguladors d’unié a PCAF (taronja) es comporten com a
silencers, quan s’hi uneix PCAF la seva regulacié queda suprimida i s’activa la transcripcio.
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Arribem al final de d’aquesta Tesi discutint la interaccié de p27 i PCAF amb PAX
(Figura 48). La familia de factors de transcripci6 PAX estan involucrats en el
manteniment de la pluripoténcia 1 influeixen en la diferenciacié de diferents
llinatges cel'lulars. Aquesta propietat sumada a la seva funcié proapoptotica, els
relaciona directament amb la progressié del cancer (sobretot els components dels
grups II i III) (Lang, Powell, Plummer, Young, & Ruggeri, 2007; Robson, He, &
Eccles, 2000).

Aquests factors de transcripcié involucrats en la diferenciacié cel-lular encaixen
amb un dels grups funcionals més enriquits que obtenim al analitzar 'ontologia
genica dels ChIP-seqs. L’analisi computacional dels factors de transcripcid que
potencialment es poden unir als pics de p27, ens descobreix que aquestes
sequencies estan enriquides amb motius d’unié a PAXS5, i al descriure la interaccid
in vivo entre p27 1 PAX, que veiem mitjancant immunoprecipitacions, ens permet la
presentacié d’un nou model molecular de regulacié transcripcional on participen
p27 1 PAX. Seria interesant aprofundir en la definicié d’aquesta interaccié i la seva
funcionalitat.

Recentment, s’ha descrit com PAX2 indueix la proliferaci6 en céllules de cancer de
colon (entre elles la linia cel-lular HCT116) induint Pexpressié de ciclina D1
mitjangant Pactivacié de AP-1 (Zhang et al., 2012). Descriuen com el kd de PAX2
provoca una parada del cicle cellular en G1, veuen una disminucié en els nivells de
ciclina D1 pero no s’aprecien canvis en els nivells de p21, ciclina E1 i ciclina B1.
No obstant, en aquest treball no estudien els nivells de p27. Veien els resultats
d’aquesta Tesi seria interessant fer-ho.

Com a resum global d’aquesta Tesi, presentem un nou mecanisme pel qual p27
reprimiria 'expressié geénica unint-se a elements reguladors del DNA dels seus gens
diana, 1 aquesta funcié transcripcional es veuria contrarestada per PCAF, que per
una banda promoura la degradacié de p27 acetilant-la i per P'altra s’unira a elements
reguladors del DNA d’alguns gens diana de p27 (aproximadament del 50%),
activant-ne la transcripcio.

Al llarg de la Tesi hem fet maltiples referéncies a la implicacié de p27, PCAF i
finalment PAX en la tumorogenesi i per tant una millor comprensié del seu paper
ens ofereix noves oportunitats per al desenvolupament de terapies contra el cancer.
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CONCLUSIONS
A. PCAF regula Pestabilitat de p27.

p27 1 PCAF co-localitzen en el nucli.

p27 es acetilada en la K100 7z wivo. Aquesta modificacié en regula

Pestabilitat.

L’acetilacié de p27 presenta un pic a I'inici de la fase G1 del cicle cellular

previ a la seva degradacié.

p27 regula els nivells de PCAF ja que aquesta es troba disminuida en MEFs
p27KO.

B. p27 i PCAF es localitzen en regions diferents de la cromatina
dels seus gens diana.

p27 s’uneix a la cromatina en regions distals de les unitats de transcripcio.
PCAF s’uneix a la cromatina en regions exéniques dels gens.

27 suneix significativament a potencials regions reguladores de
p g p g gu
pseudogens 1 RNAs no codificants.

Els gens potencialment regulats per p27 estan involucrats en l’adhesio

cel'lular, la diferenciacié neuronal i la senyalitzaci6 cel-lular.

Els gens potencialment regulats per PCAF estan involucrats en ’adhesio
cel'lular, la diferenciacié neuronal, la senyalitzacié cel-lular i la transcripcio.

Aproximadament el 50% de gens del ChIP-seq de p27 estan inclosos en al

ChIP-seq de PCAF pero p27 i PCAF no comparteixen la seva localitzacid
en la cromatina.
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C. p27 i PCAF regulen de forma antagonica I’expressi6 dels seus
gens diana.

p27 reprimeix i PCAF activa Pexpressi6 de la majoria dels seus gens diana.
PCAF regula negativament la transcripcié de p27.

En els dobles kd de p27 i PCAF lexpressié dels gens diana es troba
disminuida. La funci6é d’activador transcripcional de PCAF preval sobre de
la repressi6 duta a terme per p27.

p27 1 PCAF s’uneixen a elements reguladors de la transcripcid. p27 s'uneix
a clements amb efecte activador i PCAF s’uneix a elements amb efecte
silenciador sobre el seu gen diana.

D. p27 i PCAF interaccionen amb PAX.

Els elements de DNA d’unié a p27 estan enriquits amb motius d’unié a
PAXS.

p27 1 PCAF interaccionen amb PAX en cel'lules HCT116.
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ABSTRACT

P27KP1 (p27) is a member of the Cip/Kip family of
cyclin-dependent kinase inhibitors. Recently, a
new function of p27 as transcriptional regulator
has been reported. It has been shown that p27 regu-
lates the expression of target genes mostly involved
in splicing, cell cycle, respiration and translation. We
report here that p27 directly binds to the transcrip-
tional coactivator PCAF by a region including amino
acids 91-120. PCAF associates with p27 through its
catalytic domain and acetylates p27 at lysine
100. Our data showed that overexpression of PCAF
induces the degradation of p27 whereas in contrast,
the knockdown of PCAF stabilizes the protein. A p27
mutant in which K100 was substituted by arginine
(p27-K100R) cannot be acetylated by PCAF and
has a half-life much higher than that of p27WT.
Moreover, p27-K100R remains stable along cell-
cycle progression. Ubiquitylation assays and the
use of proteasome inhibitors indicate that PCAF
induces p27 degradation via proteasome. We also
observed that knockdown of skp2 did not affect
the PCAF induced degradation of p27. In conclusion,
our data suggest that the p27 acetylation by PCAF
regulates its stability.

INTRODUCTION

Cell-cycle progression is regulated by the sequential acti-
vation of members of the cyclin-dependent kinase (cdk)

family (1). Quiescent cells contain significant levels of
cdk4 and cdk2 but only very small amounts of cyclins.
Since cyclins associate with and activate cdks, quiescent
cells only display very low cdk activity. After mitogenic
stimulation cells synthesize cyclin D that associates with
cdk4 that as a consequence becomes activated (2). The
main function of active cyclin D-cdk4 complexes
at early GI1 phase of the cell cycle is to phosphorylate
transcriptional repressor complexes containing E2F4/
pl130 or E2F1/pRb that are additionally associated with
different transcriptional corepressors (3,4). In quiescent
cells, these complexes repress the expression of a number
of genes necessary for the onset of DNA replication. Cdk4
phosphorylation of p130, pRb and other proteins of these
complexes at early G1, disorganize some of them allowing
transcription of a number of genes, including cyclin E that
accumulates in the cells at mid-late G1. Then, cyclin
E binds to and activates cdk2 that additionally phosphor-
ylate pl130 and pRb to finally disrupt the repressor
complexes. This leads to the expression of the S phase
genes needed for the onset of DNA synthesis.

In addition to the association with cyclins, cdk activity
is also regulated by phosphorylation, acetylation and by
association with specific cdk inhibitors (CKIs) (5-7).
There are two families of CKlIs: The Cip/Kip family that
includes p21, p27 and p57 and that associate with and
inhibit most cyclin-cdk complexes. In contrast, the
members of the other family (ink4) including pl5, pl6,
pl8 and pl9 specifically bind to and inhibit cdk4 and
cdk6 (5.8).

Among these CKls, p27 is specifically relevant because
its deficiency is associated with tumorigenesis. Reduced
p27 levels are frequently observed in human cancers in
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association with tumor aggressiveness and poor clinical
outcome (9-11). In most of the cases, low levels of
p27 in human tumors are due to post-transcriptional regu-
lation that leads to an increased proteasome-dependent
degradation (12-14). The role of p27 in tumorigenesis is
supported by the evidence that p27~/~—mice spontan-
eously develop pituitary tumors and are much more sus-
ceptible to tumorigenesis induced by chemical carcinogens
than p27“'—mice (15-17). Moreover, knock in mice har-
boring a p27 mutant (p27<%), including four punctual mu-
tations that unables it to interact with and to inhibit
cyclin-cdk complexes, develop hyperplasias and tumors
in many different organs (18). These data clearly
indicate that p27 performs other cellular functions,
involved in tumorigenesis, that are independent of its
role as a CKI.

We have recently reported that p27 plays a role as a
transcriptional regulator (19). Specifically, by ChIP on
chip, we have observed that p27 associates with 427 pro-
moters of genes mainly involved in cell-cycle regulation,
respiration, translation and RNA processing and splicing.
Interestingly, the overexpression of these p27-target genes
(p27-TGs) in human tumors correlates with poor clinical
outcome. These results suggest that the transcriptional
regulatory function of p27 plays an important role in the
development of tumors.

On a significant number of these p27-TG promoters p27
is associated with E2F4/p130 repressor complexes.
Interestingly, we found that in fact p27 directly interacts
with E2F4 and p130 by its carboxyl moiety. Thus, p27 is a
structural component of these repressor complexes that
operate in quiescent cells to repress the S phase genes.
According to that, expression microarrays analysis
performed on embryo fibroblasts (MEFs) from
27T, p277/~ and p27°%~ revealed that p27 behaves as
a transcriptional repressor of these p27-TGs (19). The
specific role of p27 on these repressor complexes still
remains to be clarified but a possibility is that in
addition to its repressive role it may also participate in
the recruitment on cyclin-cdk complexes needed for
p130 phosphorylation at early-mid GI1 phase. The
evidence showing that the interaction of p27 with E2F4/
p130 complexes is through its carboxyl moiety indicates
that its amino moiety (that contains the cyclin and
cdk interacting domains) will be free to associate with
cyclin-cdk complexes when they will appear at
early G1. However, this possibility still remains to be
clarified.

On searching for nuclear proteins that interact with p27
in quiescent cells we observed that the acetyl transferase
and transcriptional coactivator PCAF (6) associates with
p27 in these cells. We report here that PCAF directly inter-
acts with and acetylates p27 in the K100 residue. We have
identified the PCAF interacting domain of p27 and
demonstrated that acetylation of p27 by PCAF induces
its degradation via proteasome. These results are compat-
ible with a role of PCAF as a coactivator of p27-TGs by
inducing the degradation of p27, a transcriptional repres-
sor of these genes.

Nucleic Acids Research, 2012, Vol. 40, No. 14 6521

MATERIALS AND METHODS
Materials

ALLNL and MG132 were purchased from Calbiochem.
["*ClacetylCoA from Perkin Elmer. Histones and
cycloheximide were from Sigma-Aldrich. Rabbit reticulo-
cyte extracts (L4151) were from Promega. The following
antibodies were wused in this work: Acetyl-Lys
(600-401-939), from Rockland Immunochemicals;
p27%P1 (sc-528 and sc-527) from Santa Cruz, Bio-
technology and (610242) from BD transduction labs;
cyclin D1 (Sc-20044) and Skp2 (sc-7164) from Santa
Cruz Biotechnology; PCAF (P7493), ubiquitin (U5379)
and Flag (F7425) from Sigma-Aldrich; actin (69100)
from MP Biomedicals; p21P! (OP64) from Calbiochem
and GFP (ab290) from Abcam.

Plasmids

The p21 full length, the full-length p27 and the following
mutants of p27 were purchased from Genscript: p27WT,
p27-K13R in which all lysines of p27 were substituted
for arginines, p27-KS5R (K47R,K59R,K68R.K73R,
K81R). p27-K3R (K25R,K96R.K100R), p27-K2R
(K96R,K100R), p27-K100R, p27(A91-120), p27(A91-
100), p27(A96-100) and p27(A91-95). All these se-
quences were subsequently subcloned in a pECFP-CI1
vector (Clontech). pCDNA3-Flag-PCAF (FlagPCAF),
pCDNA3-GFP-Flag-PCAF (GFPCtWT) and
pCDNA3-GFP-Flag-PCAFAHAT (352-832, lacking
amino acids 527-547) (GFP-CtAHAT) have been
described elsewhere (20). The shRNA corresponding to
PCAF (pLKO-1, puro-PCAF) and the shRNA random
(pLKO-1, puro) used as a control were from
Sigma-Aldrich. The siRNA corresponding to Skp2 and
to GFP were from Dharmacon.

Recombinant proteins

pGEX vectors (Amersham) containing: the full-length
p27, the different mutants and fragments of this protein,
p21, GST or CBP were transformed into Escherichia coli
BL21 strain. The expressed proteins were subsequently
purified as previously described (21). The plasmids
pGEX-PCAF (GSTPCAF), pGEX-PCAF(352-658)
(GSTHAT) and pGEXPCAF(352-832, lacking amino
acids 527-547) (GSTCtAHAT) have been previously
described (22,23).

Cell culture and transfection

HEK 293T and HeLa cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Biological Industries)
containing 10% fetal calf serum (FCS). HCT116 cells were
cultured in DEMEM:HAM (1:1) complemented with
2mM Glutamine, 1% non-essential amino acids, 1 mM
piruvic acid and 10% FCS. In some experiments the pro-
teasome inhibitors ALLNL (100 uM) or MG132 (10 uM)
were added to the culture medium. Transfection of
HCT116 and HET293T cells was performed with
Lypofectamine 2000 or Lipofect, respectively as directed
by the manufacturer (Qiagen). Cells were harvested 24 h
after transfection. To synchronize the different cellular
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types, they were cultured for 48-72h in 0.5% FCS media.
Then, cells were replated in media with 10% FCS and
subsequently collected at different times after replating.

Affinity chromatography

To generate the different chromatography columns the
purified proteins or peptides were covalently bound to
CNBr-activated sepharose 4B, according to the manufac-
turers (Amersham). The peptides used in these experi-
ments were purchased from GenScript. Cell were lysed
with buffer A (50mM HEPES, pH 7.6, 50mM KCl,
ImM EDTA and 1mM MgCl,). Then, cell extracts
(10mg) were loaded onto the columns and after washing
in 50 vol. of buffer A containing 150 mM KClI, the bound
proteins were eluted with the same buffer but containing
1.5M KCI (21). Then, they were subsequently eluted with
0.1 M Na-acetate and 0.5M NaCl at pH 4.5. To analyze
the direct binding of purified proteins to the columns the
same protocol was used but loading 5-10 pg of the purified
proteins onto the columns.

Immunoprecipitation and western blotting

Cells were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.5,
150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% NP40, 0.5%
deoxycolate, 0.1% SDS and 3.3uM TSA) containing
50mM NaF, 1mM phenylmehylsulfonyl fluoride,
0.ImM Na3VO,, 0.5pg/pl  aprotinin - and 10 pg/pl
Leupeptin) for 30min on ice. For the immunopre-
cipitation (IP) experiments, lysates were incubated with
4ug of specific antibodies overnight at 4°C. Then,
protein A/G agarose beads (Pearce) were added and
samples were incubated for 45min at 4°C. After three
washes with RIPA buffer, immunoprecipitates were sub-
jected to western blotting (WB) as described (24).

In vitro acetylation assay

Protein acetyltransferase assays were performed in 30 pl of
HAT lysis buffer (50 mM Tris, pH 8.0, 50mM KCl, 5%
glycerol and 1mM EDTA), 1pul (0.02uCi) of ["*C]-
acetyl-CoA (Perkin Elmer), 6 uM of substrate proteins
or histones and 300 ng of recombinant HAT domains of
PCAF or CBP. Reactions were performed for 30 min at
30°C. Then, proteins were separated by SDS—polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE), transferred to nitrocel-
lulose membranes and exposed to film for 2-4 days.

In vitro ubiquitylation assay

Recombinant  GSTp27 and GSTp27K100R  were
acetylated with recombinant GSTHAT domain of PCAF
as described above. After acetylation, 60 pl of reticulocyte
cell lysate (Promega) were added to the reaction as a
source of ubiquitin and ubiquitylation enzymes. The
mixture was incubated for 1h at 37°C and then, the re-
combinant GST-fusion substrates were re-purified using
glutathione—agarose beads (Amersham) as described by
the manufacturer. The GST-fusion substrates were
separated by SDS-PAGE and the presence of
ubiquitylated p27 forms was analyzed by WB using
anti-ubiquitin antibodies. Similar experiments were

performed and the proteins transferred to nitrocelulose
membranes. Then, the radioactivity incorporated into
the proteins was detected by autoradiography for
2-4 days.

Spot mapping analysis

Nine peptides, each one containing one of the lysines
present in the N-terminus of p27 were generated
(Genosys). The  selected sequences  were: (i)
KSTGGKAPRKAQ (histone H3 peptide as a positive con-
trol); (i) RQAEHPKPSACR; (iii) LTRDLEKHCRDM;
(iv) EEASQRKWNFDF; (v) NFDFQNHKPLEG; (vi)
PLEGKYEWQEVE; (vii) WQEVEKGSLPEF; (viii)
YYRPPRPPKGAC:; (ix) GACKVPAQESQD. Peptides
(5nmol) were spotted on a nitrocellulose membrane and
then the membrane was subjected to an in vitro acetylation
assay as described above.

Protein stability assay

Cells were transfected for 20 h with FlagPCAF expression
vector or with a pCDNA empty vector as a control. Then,
10 pg/ml of cycloheximide (Sigma) were added to the cell
cultures and cells were harvested at different times after
cycloheximide addition. Finally, samples were subjected to
WB using anti-p27, anti-PCAF or anti-actin that was used
as a loading control. Similar experiments were performed
to study the stability of the ectopic p27WT or the non-
acetylatable mutant p27K100R. In these experiments,
HCT116 cells were transfected with pCDNAp27WT or
pCDNAKI00R expression vectors or with a pCDNA
empty vector as a control.

Immunofluorescence

To detect CFP—p27 and YFP-PCAF by immunofluores-
cence, HCT116 cells with transfected with vectors contain-
ing these genes and grown in coverslips, fixed in 4%
paraformaldehyde/PBS for 15min at room temperature
and washed in PBS. After fixation, cells were stained
with DAPI for the nuclear visualization. Then, coverslips
were mounted on glass slides with Mowiol (Calbiochem)
and analyzed by fluorescence microscopy.

RESULTS
The protein p27 interacts with the acetyltransferase PCAF

To identify new p27-binding proteins, extracts from
HCTI116 cells were loaded on a p27-Sepharose 4B
column and the proteins associated with p27 were subse-
quently eluted and analyzed by mass spectrometry.
A protein of 89kDa from the eluates was identified as
PCAF by mass spectrometry (data not shown). The
binding of PCAF to the p27 column was confirmed by
WB (Figure 1A). Direct in vitro interaction between
PCAF and p27 was examined by affinity chromatography.
Purified recombinant GST-PCAF or the catalytic domain
of PCAF (GST-HAT), were separately loaded on a p27
column and the binding analyzed. Results showed that
both, full-length PCAF (Figure 1B) and the HAT
domain (Figure 1C) associated with the p27 column,
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Figure 1. Interaction of p27 with PCAF. (A) HCTI116 cell extracts were

(NB) or bound (B) to the columns were analyzed by WB using an anti-PC

loaded on a p27 or a Sepharose 4B column (Seph.). Proteins not bound
AF antibody. (B) Purified GST-PCAF was loaded on a GST-p27 or on a

GST column. Fractions not bound (NB) or bound (B) to the columns were visualized by gel electrophoresis and Coomassie blue staining.
(C) Purified GST-HAT was loaded on a GST-p27 or a GST column. Fractions not bound (NB) or bound (B) to the columns were visualized

by gel electrophoresis and coomassie blue staining. (D) NIH3T3 and He

La cells were cotransfected with CFP-p27 and YFP-PCAF, stained with

DAPI and subsequently visualized by confocal microscopy. Bar: 5pm (E) HEK293T cells were transfected with Flag-PCAF or/and CFP-p27. At
24 h post-transfection, cell extracts were immunoprecipitated with anti-Flag. Cells transfected with an empty CFP vector (@) and Flag-PCAF were

used as a control. The immunoprecipitates were then analyzed by WB

using antibodies against PCAF or p27. (F) HEK293T cell extracts were

subjected to IP with anti-PCAF or anti-Flag (as a control), then, the immunoprecipitates were analyzed by WB using antibodies against PCAF or

p27. (G) HEK293T cell extracts were subjected to IP with anti-p27 or
WB using antibodies against PCAF or p27.

indicating that PCAF directly interacts with p27 by its
catalytic domain. Colocalization experiments were subse-
quently performed in HCT116 cells cotransfected with
CFP-p27 and YFP-PCAF. As shown in Figure 1D both
proteins colocalize in the nucleus. To determine whether
p27 and PCAF interact in the cells, we used HEK 293T
cells that were cotransfected with YFP-Flag-PCAF and
CFP-p27. Then, IP with anti-Flag were performed.
Results showed the co-IP of both proteins (Figure 1E).
We also observed the co-IP of the endogenous PCAF

anti-Flag (as a control), then, the immunoprecipitates were analyzed by

and p27 by using anti-PCAF (Figure 1F) or anti-p27
antibodies (Figure 1G).

The PCAF-interacting domain of p27 includes amino acids
91-120 and contains a proline-rich domain

To identify the PCAF-interacting domain (PID) of p27,

affinity chromatography experiments using different p27

fragments were performed. We first generated two affinity

columns using the fragments p27-NT (amino acids 1-110)
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and p27-CT (amino acids 110-198) (Figure 2A). Purified
PCAF was loaded onto both columns and its association
analyzed by WB. As shown in Figure 2B (upper and
middle panels), PCAF did not associate with any of
both fragments of p27 indicating that the PID was lost
with fragmentation. In contrast, we observed that PCAF
associates with p27(amino acids 1-135) (Figure 2B,
bottom panel). We subsequently studied the association
of PCAF with the peptides p27(amino acids 91-120)
and p27(amino acids 101-120). Results revealed that
p27(91-120) associated with PCAF whereas p27(amino
acids 101-120) did not (Figure 2C). These data indicated
that the PID is included in the amino acids 91-120 region
of p27. To further confirm that this region corresponds to
the PID of p27 we generated three deletion mutants, spe-
cifically: p27(A91-100), p27(A96-100) and p27(A91-95)
(Figure 2D). Purified mutant proteins were loaded onto
a GST-HAT column and the interaction analyzed. As
shown in Figure 2E when a large part of the PID
domain was deleted as in the p27(A91-100) mutant, the
association with PCAF was totally lost whereas shorter
deletions as in p27(A96-100) and p27(A91-95) still
retained the ability to interact with PCAF. Interestingly,
this region includes a proline-rich domain (PRD) (amino
acids 91-96) (Figure 2A) although as shown in Figure 2E
its role in the association with PCAF is not essential. To
validate the PID of p27 in the cells, we used HEK293T
cells that were cotransfected with the deletion mutants
p27(A91-100) or p27(A91-120) together with Flag—
PCAF and subsequently subjected to IP with anti-Flag.
Results clearly indicated that the interaction of PCAF
with both mutants was strongly reduced (Figure 2F
and Q).

PCAF acetylates p27 at Lys 100

To study whether p27 is acetylated by PCAF, in vitro
acetyltransferase assays were performed. Results indicated
that p27 was acetylated in vitro by PCAF (Figure 3A).
Similar experiments showed that PCAF was not able to
acetylate p21“"P' another member of the Cip/Kip family
of inhibitors (Figure 3B). We also observed that p27 could
not be acetylated by CBP, a protein belonging to another
family of acetyltransferases (Figure 3C).

Next, we studied the acetylation of p27 in the cells by IP
with anti-p27 followed by WB with anti-acetyl-Lys. To
this aim, HEK 293T cells were transfected with CFP-
p27 and PCAF. As a negative control, cells were trans-
fected with a p27 mutant in which all lysines were
substituted by arginines (p27-K13R). Results indicated
that p27WT was acetylated whereas the mutant
p27(K13R) did not (Figure 3D, left panel). Similar experi-
ments revealed that p21 was not acetylated in the cells
(Figure 3D, right panel). Finally, we also observed the
acetylation of endogenous p27 by IP with anti-p27
followed by WB with anti-acetyl-Lys (Figure 3E).

To identify the acetylation site/s of p27 we first per-
formed in vitro acetylation assays using two p27 frag-
ments, p27(1-110) and p27(110-198). Results indicated
that p27(1-110) but not p27(110-198) was acetylated
in vitro by PCAF (Figure 4A). The p27(1-110) fragment

contains eight lysine residues at positions K25, K47, K59,
K68, K73, K81, K96 and K100. To identify the residues
that might be acetylated by PCAF, in vitro ‘spot mapping’
experiments were performed. Thus, eight peptides, each
one containing one of the lysines present in this
fragment, were synthesized and spotted on a nitrocellulose
membrane. Additionally, a peptide from histone H3 was
used as a positive control (Figure 4B). Then, this
membrane was subjected to an in vitro acetylation assay
using PCAF as acetylase. Results indicated that the
control peptide and peptides containing K25, K96 and
K100 were acetylated by PCAF (Figure 4C). To analyze
whether these lysines were the acetylation sites in the full-
length p27 protein, mutational analysis were performed.
GST-p27 proteins harboring different K for R substitu-
tions were used as substrates for in vitro acetylation
assays. Results revealed that the triple mutant p27-K3R
(K25R, K96R and K100R), the double mutant p27-2R
(K96R and KI100R) and the single mutant p27-K100R
were not acetylated by PCAF (Figure 4D). These results
indicated that K100 in p27 is the specific acetylation site
for PCAF. Finally, acetylation assays were performed in
HEK293T cells. Cells were transfected with different
forms of p27 and with an empty vector as a control.
Then, after an IP with anti-p27 the acetylation status of
the protein was determined by WB with an anti-
acetyl-lysine. Results revealed that p27WT was acetylated
whereas the mutants p27-K3R or p27K100R did not
(Figure 4E), indicating that K100 is the specific acetyl-
ation site of p27 also in the cells. As an additional
positive control we also determined the acetylation
status of the mutant p27-K5R (K47R, K59R, K68R,
K73R and KS81R) that was acetylated as it can be
observed in Figure 4E. Finally, as a negative control we
tested the acetylation of the mutant p27K13R and of the
mutant p27(A91-120) that lacks the PID and K100. As
shown in Figure 4E and F these mutants were not
acetylated.

PCAF associates with and acetylates p27 along the
cell cycle

We subsequently aimed to analyze the functional rele-
vance of p27 acetylation. Thus, we first studied by WB
the levels of PCAF along the cell cycle. HeLa cells were
arrested in G, by serum starvation (0 h) and later on they
were induced to enter the cell cycle by serum addition.
Then, at different times samples were collected and
analyzed by WB with antibodies against PCAF. The
levels of cyclin DI and p27 were also analyzed to
monitor cell-cycle entry whereas anti-actin was used as a
loading control (Figure 5A). Results from three different
WB with anti-PCAF were quantified and represented as a
regression line (Figure 5B). Similarly, three different WB
with anti-cyclin D1 and anti-p27 were quantified and rep-
resented in Figure 5C. These data revealed that the
amount of PCAF remained constant at least during the
first 12h after cell-cycle entry. In contrast, levels of p27
were high in arrested cells (0h) and progressively
decreased whereas those of cyclin D1 increased along
cell-cycle progression (Figure 5C). We subsequently
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Figure 2. The PID of p27 includes amino acids 91-120. (A) Graphic showing different fragments and domains of p27 used in the experiments.
(B) Purified PCAF was loaded on GST-p27(1-110), GST-p27(110-198) and GST-p27(1-135) affinity chromatography columns. Then, the input
(PC), the flow trough (FT), the last wash (W) and the eluate (E) fractions were subjected to electrophoresis and visualized by WB. (C) Purified PCAF
was loaded on p27(101-120) and p27(91-120) affinity chromatography columns. As a control a Sepharose 4B column (Seph.) was used. Then, the
flow trough (FT), the last wash (W) and the eluate (E) fractions were subjected to electrophoresis and visualized by WB. (D) Graphic showing the
three p27 deletion mutants used in the experiments. (E) Purified p27(A91-100), p27(A96-100) and p27(A91-95) proteins were loaded on a GST-
HAT column. Then, the flow trough (FT), the last wash (W) and the eluate (E) fractions were subjected to electrophoresis and visualized by WB. (F)
HEK293T cells were transfected with YFP-Flag-PCAF plus p27WT or plus the deletion mutants p27(A91-100) or p27(A91-120) or woth an empty
CFP vector (9). Then, cell extracts were subjected to IP with anti-Flag and the immunoprecipitates analyzed by WB with anti-p27 and anti-PCAF.
(G) Experiment in (F) was repeated three times and quantified. Results were expressed as the mean value + SD. Statistical analyses were performed
using Student’s two-tailed paired -test. Values of P <0.05 were considered statistically significant. ***P <0.001.

150



6526 Nucleic Acids Research, 2012, Vol. 40, No. 14
A GST-p27 Gelney
C- - GST 1 3 6 9 12 (uM) C-- GST 1 3 6 9 12 (uM)
GST-HAT y
GST-p27 — GST-p27
Autoradiography WB o-p27
B &5 5§ C 3y 8 5
g 2 S & S 2
) _ o0 » -2 0o -2 0 o
666 66 6 I 60 I 606
— e e _ |- o wewe | GSTHAT 96 —
- 4 - GSTp27 51— GSTp27
51 - - |GSTp21
a7 . 29- GST
20| Sme 20-
20— S| GST . Histones
Autoradiography Ponceau Autoradiography Ponceau
D IP p27 IP p21
@ KI13R WT Q p21
7| = = | |
Ac-KI - “ IAc-K
Input
gay P
@ KIi3R WT Q p21
o - ]
| —

Figure 3. PCAF acetylates p27. (A) In vitro acetylation assays were performed by incubating purified GST-HAT with the indicated concentrations
of purified GST-p27 in the presence of radioactive acetyl-CoA. Control assays were performed with GST-p27 in the absence of GST-HAT (C—),
with GST-HAT in the absence of any substrate (—) or in the presence of GST. Acetylation was examined by autoradiography (left panel). A WB
using anti-p27 is also showed (right panel). (B) Purified GST-HAT was incubated with GST-p27, GST-p21 or GST in the presence of radioactive
acetyl-CoA. A similar assay was performed in the absence of any substrate (—). Acetylation was examined by autoradiography (left panel). Red
Ponceau stain of the membrane is showed in the right panel. (C) Purified GST-CBP was incubated with GST-p27, GST or histones in the presence
of radioactive acetyl-CoA. A similar assay was performed in the absence of any substrate (—). Acetylation was examined by autoradiography (left
panel). Red Ponceau stain of the membrane is shown in the right panel. (D) HEK293T cells were cotransfected with PCAF plus p27WT or p27K 13R,
or transfected with an empty vector (o). Then, cell extracts were subjected to IP with anti-p27. The levels of total or acetylated p27 were examined by
WB with anti-p27 or anti-acetyl-lysine antibodies (Ac-K), respectively (upper left panel). A similar experiment was performed using p21 instead of
p27 (upper right panel). Expression levels of p27 and p21 were examined by WB (bottom panels). (E) Cell extracts were subjected to IP with anti-p27

or anti-Flag (used as a control) and then the immunoprecipitates were analyzed by anti-p27 and anti-acetyl-Lysine antibodies (Ac-K).

determined by IP the association of p27 with PCAF at
different times after serum addition. As shown in
Figure 5D the association between both proteins was
similar in quiescent cells and at different times after pro-
liferative activation. Finally, by IP with anti-p27 followed
by WB with anti-acetyl-lysine we determined the acetyl-
ation of p27 during cell cycle. Results revealed that p27
was slightly acetylated in quiescent cells (0h) and then
acetylation fluctuates: at 2 h it was significantly increased
whereas later on at 4-6h decreased to subsequently recu-
perate the initial levels of acetylation (Figure SE). Data
from three different experiments were quantified and rep-
resented in Figure SF.

Acetylation of Lysine K100 regulates the Stability of p27

On comparing the kinetics of p27 levels (Figure 5C) and
p27 acetylation (Figure 5F), we observed a correlation

between both parameters during the first 6 h after serum
addition to the cell cultures. Thus, we aimed to study
whether acetylation of p27 could play a role on its stabil-
ity. As shown in Figure 6A, knocking down of PCAF, in
HCTI116 cells, by a specific shRNA induced a significant
increase of p27. Conversely, overexpression of Flag—
PCAF induced a significant decrease of p27. Similar
results were observed when cells overexpressed an active
fragment of PCAF (GFP-CtWT). This decrease of p27
depended on the activity of PCAF because overexpression
of an inactive form (GFP-CtAHAT) did not significantly
affect the levels of p27 (Figure 6B). These results suggested
that PCAF could regulate the stability of p27. To further
analyze this possibility, we determined the half-life of p27
in HCT116 cells overexpressing PCAF. Results revealed
that the half-life of p27 in these cells was significantly
decreased (1.1 = 0.2h) as compared to control cells
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Figure 4. PCAF acetylates Lys100 of p27. (A) Purified GST-HAT was incubated with GST, full-length GST-p27, GST-p27(1-110) or GST-
p27(110-198), in the presence of radioactive acetyl-CoA. A similar assay was performed in the absence of any substrate (—). Acetylation was
examined by autoradiography (left panel). Amido black stain of the membrane is showed in the right panel. (B) Amino acid sequences of peptides
used for the identification of the in vitro acetylation sites of p27 by spot mapping analysis. Eight peptides, each one containing one of the lysines
present in the N-moiety of p27, were spotted on a nitrocellulose membrane (peptides 2-9). A peptide from histone H3 was also spotted and used as a
positive control (peptide 1). (C) The membrane containing the spotted peptides was subjected to an in vitro acetylation assay using GST-HAT as
acetylase. Acetylation was examined by autoradiography. (D) Purified GST-HAT was incubated with GST, GST-p27WT, GST-p27-K96R, GST-
p27-K100R, GSTp27-K96R.K100R (GST-p27-2R) or GST-p27-K25R,K96R . K100R (GST-p27-3R) in the presence of radioactive acetyl-CoA.
A similar assay was performed in the absence of any substrate (—). Acetylation was examined by autoradiography (left panel). Red Pounceau
staining of the membrane is showed in the right panel. (E) HEK293T cells were transfected with an empty vector (o) or cotransfected with p27WT,
p27-K13R, p27-K100R, p27-K3R or p27-K5R plus PCAF. Cell extracts were then subjected to IP with anti-p27 and the total levels of p27
or acetylated p27 were analyzed by WB with anti-p27 or anti acetyl-Lysine (Ac-K) antibodies (left panel). Expression levels of the different
forms of p27 were determined by WB with anti-p27 (right panel). (F) Cells were transfected with an empty vector or cotransfected with p27WT
or p27(A91-120) plus PCAF. Cell extracts were then subjected to IP with anti-p27 and the levels of p27 or acetylated p27 were analyzed by WB with

anti-p27 or anti-acetyl-Lysine (Ac-K) antibodies (left panel). Expression levels of the different forms of p27 were determined by WB with anti-p27
(right panel).
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Figure 5. The p27 protein is acetylated at early G,. (A) HeLa cells were made quiescent by serum starvation for 72h and then re-plated in the
presence of 10% FCS. Total cell extracts were prepared at the indicated times after cell-cycle resumption. The levels of PCAF and p27 were
examined by WB with anti-PCAF and anti-p27. WB with anti-cyclin D1 was performed to monitor cell-cycle progression and WB with anti-actin was
performed as a loading control. (B) PCAF levels from three different experiments described in (A) were quantified and expressed as a regression line.
(C) cyclin D1 and p27 levels from three different experiments described in (A) were quantified and expressed as the mean value + SD. (D) HeLa cell
extracts from the indicated times were subjected to IP with anti-p27 and the levels of PCAF and p27 in the immunoprecipitates were determined by
WB. (E) Extracts from HeLa cells at different times after cell-cycle resumption were subjected to IP with anti-p27. Then, the levels of p27 and those
of acetylated p27 in the immunoprecipitates were assessed by WB with anti- p27 or with anti-acetyl-lysine (Ac-K), respectively. (F) The acetylation
levels of p27 from three different experiments described in (E) were quantified and expressed as the mean value + SD. Statistical analyses were
performed using Student’s two-tailed paired r-test. *P <0.05, **P <0.01.

(3.3 £ 0.4h), thereby confirming the effect of PCAF on
the downregulation of p27 (Figure 6C and D). We also
observed that the half-life of the ectopically expressed
non-acetylatable mutant p27-K100R was much higher
(12.4 £ 0.5h) than that of the endogenous (1.8 + 0.2h)
or ectopic p27WT (1.9 £0.3h) (Figure 6E and F),
indicating that Lys100 was necessary for the acetylation
and stability of p27

We subsequently analyzed the behavior of ectopic
p27WT and p27K100R during cell cycle. HCT116 cells
transfected with each one of these forms of p27 were
made quiescent by culturing them with 0.5%
FCS-containing media during 48h. Then, they were
re-plated and cultured with 10% FCS to induce cell-
cycle entry. Cells were then collected at 10 h after serum
addition. In these experiments cyclin DI levels were
determined to monitor cell-cycle progression and those
of actin as a loading control. As shown in Figure 7A, at
10h after proliferative activation, the levels of p27WT

were decreased whereas those of p27K100R remained
similar to the control. These results corroborate that the
non-acetylatable mutant of p27 was more stable than
p27WT at G,. Similar experiments were performed using
the mutant p27(A91-120) unable to interact with PCAF
and also non-acetylatable. In this case, we also observed
that at G, this mutant was more stable than p27WT.

To analyze whether the effect of PCAF on the stability
of p27 was depending on proteasome activity, we added
ALLNL or MG132, specific inhibitors of the 26 S prote-
asome, to HCT116 cell cultures previously transfected
with Flag-PCAF and then, we checked the levels of p27
protein. Results revealed that in the presence of any of
both proteasome inhibitors, the overexpression of PCAF
did not decrease the levels of p27 (Figure 7C and D).

We subsequently studied the effect of PCAF on p27
ubiquitylation. Thus, we performed an in vitro
ubiquitylation assay using reticulocyte extracts and
purified p27%P! protein in the presence or in the absence
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Figure 6. PCAF induces p27 degradation. (A) HCT116 cells were knocked down for PCAF by using a specific ShRNA whereas an unrelated shRNA
was used as a control (shC). Then, the levels of PCAF and p27 were determined by WB with anti-PCAF and anti-p27. WB with anti-actin was used
as a loading control (left panel). Results from three different experiments were quantified and expressed as the mean value + SD. Statistical analyses
were performed using Student’s two-tailed paired r-test. **P < 0.01 (right panel). (B) HCT116 cells were transfected with expression vectors for GFP
(C), Flag-PCAF, GFP-Flag-CtWT or for its inactive form GFP-Flag-CtAHAT. At 24 h post-transfection, the levels of p27 and the ectopic Flag-
PCAF were examined by WB with anti-p27 or anti-Flag, respectively. WB with anti-actin was performed as a loading control (left panel). Results
from three different experiments were quantified and expressed as the mean value = SD. Statistical analyses were performed using Student’s
two-tailed paired z-test. **P <0.01 (right panel). (C) HCT116 cells were transfected with Flag-PCAF or with an empty vector (@) as a control.
At 24 h post-transfection, cycloheximide (CHX) was added to the cell cultures and then, at the indicated times the levels of PCAF and p27 were
examined by WB with an anti-PCAF or anti-p27, respectively. WB with anti-actin was performed as a loading control. (D) The intensities of p27
signals from three independent experiments were quantified, normalized for actin and plotted. Results are expressed as percentage relative to levels
observed at Time 0. Statistical analyses were performed using Student’s two-tailed paired r-test. In all points P <0.05. (E) HCT116 cells were
transfected with p27WT or p27-K100R. Transfection with the empty vector (@) was used as a control. At 24h post-transfection, CHX was added to
the cell cultures and then, at the indicated times the levels of endogenous PCAF and ectopic p27WT or p27-K100R were examined by WB with
anti-PCAF or anti-p27, respectively. WB with anti-actin was performed as a loading control. (F) The intensities of p27 signals from three inde-
pendent experiments were quantified, normalized for actin and plotted. Results are expressed as percentage relative to levels observed at Time 0.
Statistical analyses were performed using Student’s two-tailed paired r-test. In all points, when comparing ectopic p27WT or endogenous p27 versus
p27K100R, P <0.01.
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Figure 7. Acetylation of K100 in p27 induces its degradation via proteasome. (A) HCTI116 cells were transfected with GFPp27WT or
GFPp27K100R and then made quiescent by serum starvation for 48h. Then, they were released from quiescence by serum addition. Cell
samples were collected at Time 0 and at 10h after re-entry into cell cycle. The levels of these two forms of p27 were detected by WB using
anti-GFP. Cyclin D1 was detected by WB to monitor cell-cycle progression and WB with anti-actin was performed as a loading control. (B) HCT116
cells were transfected with GFPp27WT or GFPp27A91-120 and then made quiescent by serum starvation for 48 h. Then, they were released from
quiescence by serum addition. Cell samples were collected at Time 0 and at 10h after re-entry into cell cycle. The levels of these two forms of p27
were detected by WB using anti-GFP. Cyclin D1 was detected by WB to monitor cell-cycle progression and WB with anti-actin was performed as a
loading control. (C) HCTI116 cells were transfected with Flag-PCAF or with the empty vector as a control. At 8h post-transfection, cells were
additionally incubated for 16 h in the presence or in the absence of the proteasome inhibitor ALLN. Then, the levels of PCAF and p27 in the total
cell extracts were examined by WB. WB with anti-actin was performed as a loading control. (D) HCT116 cells were transfected with Flag-PCAF or
with the empty vector as a control. At 8h post-transfection, cells were additionally incubated for 16h in the presence or in the absence of the
proteasome inhibitor MG132. Then, the levels of PCAF and p27 in the total cell extracts were examined by WB. WB with anti-actin was performed
as a loading control. (E) PCAF stimulates the in vitro ubiquitylation of p27. Purified recombinant GSTp27WT or GSTp27-K100R proteins were
incubated with radioactive acetyl-CoA and GSTHAT protein for in vitro acetylation reaction in the presence of reticulocyte lysates. After incubation,
the proteins from the reticulocyte lysates were eliminated by purifying the GST-containing proteins with a glutathione column. The 50% of the
material was analyzed for ubiquitylation by WB with anti-ubiquitin antibody (right panel). The other 50% of the material was used for the analysis
of the acetylation of p27 by autoradiography (left panel). (F) The levels of endogenous Skp2 were down-regulated by incubating HCT116 cells with
siRNA for Skp2 (siSkp2) during 48 h. Incubation with siRNA for GFP (siGFP) was used as a control. Then, cells were transfected with FlagPCAF
expression vector. At 20h post-transfection, the levels of Flag PCAF, Skp2, p27 and actin were determined in the cell extracts by WB using specific
antibodies.

of active PCAF. Results revealed that acetylation by with siRNA for Skp2 and then transfected with
PCAF induced the ubiquitylation of p27 (Figure 7E). FlagPCAF. Results indicated that the treatment with
This ubiquitylation depends on Lysl00 residue in p27 siRNA reduced Skp2 and increased the levels of p27
because the mutant p27-K100R was not ubiquitylated in (Figure 7F, lanes 1 and 3). We also observed that the
the same experimental conditions (Figure 7E). Finally, we overexpression of PCAF decreased the levels of p27<P!
studied whether degradation of p27 induced by PCAF was in cells with normal amounts of Skp2, but also in cells
mediated by Skp2, an F-box protein involved in the rec- with low levels of this protein, indicating that degradation
ognition of p27 facilitating its ubiquitylation by the of p27 induced by PCAF is independent of Skp2
SCF5%P? complex (25). Thus, HCT116 cells were treated (Figure 7F, lanes 2 and 4).
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DISCUSSION

Here we investigated the role of acetylation on p27 stabil-
ity. We describe that p27 directly interacts with PCAF
forming complexes in the cells, mostly located in the
nucleus. This is consistent with previous reports showing
that PCAF essentially displays a nuclear localization (26).
We provide evidence that p27 associates with the catalytic
domain (HAT) of PCAF through a region including
amino acids 91-120 that we named PID. Despite the
deletion p27 mutant, lacking a region including amino
acids 91-100 loses the ability to interact with PCAF
(Figure 2E), the fact that PCAF did no interact with the
p27NT(1-110) fragment indicates that the domain amino
acids 110-120 is also necessary for the interaction and thus
the full PID of p27 has to considered to include amino
acids 91-120.

Interestingly, this region contains a PRD (amino acids
91-95) known to interact with proteins containing a Src
homology 3 (SH3) domain. The PRD of p27 has been
reported to interact with other proteins that are relevant
for cell-cycle control as for instance Grb2 (27). These data
are in agreement with previous observations showing that
the HAT domain of GNCS, an acetyltransferase present-
ing high homology with PCAF, has a structure similar to
an SH3 domain (28,29). Due to this high homology, it can
be assumed that PCAF also has this structure that would
facilitate the association with the PRD of p27. However,
as shown in Figure 2E the interaction of PCAF with this
domain of p27 is not critical because when it was deleted
the association of PCAF with p27 was only slightly
affected.

We further confirmed that the PID domain of p27
includes amino acids 91-120 by transfecting the deletion
mutants p27(A91-100) or p27(A91-120) into the cells and
analyzing their interaction with PCAF. As shown in
Figure 2F and G, the interaction of PCAF with these
mutants was strongly reduced. The residual interaction
of PCAF with these mutants can be attributed to the
indirect interaction through cyclin A-cdk2 complexes.
We previously reported that PCAF directly interacts
with both cyclin A and cdk2 (6,30). Since these p27
mutants (p27A91-100 and p27A91-120) still retain the
ability to associate with cyclins and cdks, the IP with
anti-Flag immunoprecipitate the cyclin A and cdk2
associated with PCAF and additionally the p27 associated
with cyclin A and cdk2.

We identified K100 as the specific residue of p27
acetylated by PCAF in vitro and in the cells. K100 is
very close to the PRD (amino acids 91-95) and it is
included in the PID of p27. Thus, this is consistent with
a scenario in which PCAF through its HAT domain asso-
ciates with the PID of p27 and acetylates K100 included in
this region.

Degradation of p27 is produced by ubiquitin-dependent
proteolysis in a two-step process (31). The first step takes
place during Gy/G, transition and early-mid G, is inde-
pendent of phosphorylation at T187 of p27 and it is
mediated by the ubiquitin ligase KPC (32,33). However,
the molecular signal triggering this degradation still
remains unclear.
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In contrast, the second proteolytic step is produced
during G/S transition and S and G, phases and it is de-
pendent on phosphorylation at T187 by cyclin E-Cdk2
(34,35). This second step is preceded by the phosphoryl-
ation of p27 at three specific tyrosine residues: Y74, Y88
and Y89. This allows to the p27-associated cyclin E-Cdk2
complexes to be partially activated. Then, these complexes
can phosphorylate the TI87 of p27 inducing its
ubiquitin-dependent degradation (36,37). Interestingly,
these tyrosine residues are very close to the PRD of p27.
Moreover, the tyrosine kinases, members of the Src family
(i.e. c-Src, Ber-Abl, Lyn) that phosphorylate these p27
tyrosine residues have an SH3 domain that allows the
interaction with the PRD of p27 (38-41). Collectively,
these results indicate a key participation of the PID
(a region including amino acids 91-120) of p27 in the
regulation of its stability: by associating with PCAF and
acetylating K100 and by interacting with tyrosine kinases
that phosphorylate Y74, Y88 and/or Y89 thus allowing
the further phosphorylation of T187.

We propose that degradation of p27 mediated by acetyl-
ation could operate during G;. We observed that the
knockdown of PCAF increases the levels of p27 and con-
versely overexpression of PCAF decreases its amount.
Moreover, we also observed that the half-life of p27 is
decreased when PCAF is overexpressed and than that of
the non-acetylatable mutant p27K 100R is higher than that
of p27WT. Moreover, as shown in Figure 7, we observed
that differently to p27WT, the non-acetylatable mutants
p27K100R and p27A91-120 were not degraded
during G1.

We also report here several evidences indicating that the
acetylation induced p27 degradation could be performed
via proteasome. Specifically, we describe that proteasome
inhibitors as ALLN and MG132 block the p27 degrad-
ation induced by PCAF overexpression and that p27
acetylation by PCAF induced its K100 dependent
ubiquitylation, because the non-acetylatable p27K100R
mutant was not ubiquitylated under the same experimen-
tal conditions (Figure 7E). The observation that the levels
of acetylated p27 correlates with the levels of p27 during
the first 6h after mitogenic stimulation of the cells
(Figure 5C and F) also supports the relationship
between acetylation and degradation during G1. These
results indicate that there is a basal acetylation of p27 in
quiescent cells. A possibility is that this basal acetylation
could be related to a basal turn over of the protein in the
nucleus. At 2h an increase of p27 acetylation was
observed by WB. Interestingly, at this point the levels of
p27 are still high (Figure 5C). This indicates that at this
point degradation still has not been initiated and suggests
that p27 is already targeted for its subsequent degradation
that will immediately start. This is supported by the fact
that at times 4-6h the total levels of p27 are progressive
decreasing concomitantly with the decrease of acetylated
p27. This indicates that specifically is the acetylated form
of p27 the one that is degraded at that time. Finally, at
times 8-10h the subsequent degradation of p27 is
probably performed via phosphorylation of TI187 via
Skp2 that is produced later on at the late G1 and G1/S
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transition. At this point acetylation of p27 returns to its
basal levels.

Interestingly, we also report here that the acetylation
dependent degradation of p27 is independent of Skp2
(Figure 7F). These data also support the role of acetyl-
ation induced degradation of p27 during G1. Finally, it
has been reported that a domain of p27 including amino
acids 42-102 is necessary for the ubiquitylation and deg-
radation of p27 mediated by the E-ubiquitin ligase KPC at
Go/Gy (33). Our results indicating that K100 is included in
this domain are compatible with the possibility that acetyl-
ation could signal p27 for recognition by KPC at Gy/G.
Another mechanism involved in the degradation of p27
during G, related to the activation of the Wnt-Cul4A
pathway has been reported (42). However, the possibility
that acetylation of p27 could participate in this mechanism
remains to be explored.

The functional relevance of p27 acetylation on its role
on transcription still remains to be explored. However,
because p27 is a transcriptional repressor of its target
genes, our data showing that acetylation at K100 by
PCAF induces its degradation allows us to speculate
that it would facilitate the expression of the p27-TGs.
This speculation is compatible with the well-known role
of PCAF as a transcriptional coactivator. Experiments to
clarify this point are currently underway in our
laboratory.

We also speculate that this new mechanism regulating
p27 stability could be also relevant during oncogenesis. It
is known that p27 is decreased in many human tumors
correlating with a bad prognosis (43,44). In a number of
cases, this decrease has been correlated with increased
levels of Skp2 that mediates p27 degradation at S/G..
However, in other cases, this correlation could not be es-
tablished. Results reported here allow us to speculate that
the decrease of p27 levels in tumor cells could be also
produced by alterations in its acetylation status.

In conclusion, we describe here a new mechanism
regulating p27 stability that involves acetylation of K100
of p27. We postulate that this new mechanism could be
relevant for the transcriptional regulatory role of p27.
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