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INTRODUCCIO






1. LA TERAPIA IMMUNOSUPRESSORA AL TRASPLANTAMENT

El trasplantament d’un organ o teixit d’un individu donant a un pacient receptor
genera una resposta immunologica, anomenada resposta al:-loimmune, que si no s’atura
adientment condueix al rebuig per part del pacient receptor de l’organ trasplantat. Per
aquest motiu és imprescindible ’aplicacié d’una terapia immunosupressora adequada que
bloquegi de forma efectiva la resposta al:-loimmune. Actualment, els protocols utilitzats en la
terapia del trasplantament combinen l’administracié de dos o més farmacs en dosis baixes
suficients per mantenir un correcte nivell d’immunosupressio i minimitzar [’aparicié d’efectes
secundaris produits per [’administracio continuada dels mateixos (Kahan, 2002).

Des del 1950 i fins a comencaments de la década dels 80, els farmacs més emprats
eren els esteroides, que inhibeixen la sintesi de la IL1 bloquejant aixi la sintesi de nombroses
molécules pro-imflamatories i alguns inhibidors de la proliferacio limfocitaria, com la
azatioprina, que és un analeg de les purines que evita la sintesi d’acids nucleics. La
identificacio de la ciclosporina A (CsA) al 1980 i posteriorment el FK506 a la década dels 90,
va suposar una revolucio en la terapia del trasplantament i va significar un punt d’inflexio ja
que va millorar enormement la supervivéncia de ’al:loinjert, alhora que va disminuir de
forma considerable els episodis de rebuig agut i les complicacions relacionades amb ’Us de
dosis altes d’esteroides. Posteriorment, s’han identificat altres farmacs inhibidors de la
proliferacié limfocitaria com el micofenolat mofetil, que és un etil éster de |’acid
micofenolic, que inhibeix selectivament la sintesi de novo de purines i U'expressio de
molécules d’adhesio. També s’han desenvolupat anticossos anti-limfocitaris policlonals o
monoclonals com U’OKT3, que bloqueja selectivament al component ¢ del complex CD3 dels
limfocits T i inhibeix la seva funcié efectora, o ’anti-CD25 que s’uneix especificament als
limfocits T activats perque la molécula CD25 del receptor de la IL2 s’expressa Unicament
després de ’estimulacio limfocitaria causada per 'antigen. L’any 1999 es va identificar un
altre immunosupressor, la rapamicina, que és un inhibidor de la proteina mTOR (per
mammalian target of rapamycin) que esta implicada en la progressid del cicle cel-lular, la
sintesi de proteines i la proliferacio cel-lular. Més recentment, s’ha desenvolupat
Ueverolimus, un derivat de la rapamicina que presenta millors caracteristiques
farmacocinéetiques que aquesta. L’everolimus esta aprovat per poder ser emprat a Europa,
pero encara esta pendent d’aprovacido per part de l’agencia FDA (per food and drug
administration) per poder ser utilitzat als USA (Kahan, 2003).

Degut al seu alt potencial terapéutic immunosupressor, els farmacs inhibidors de
calcineurina, CsA i FK506, s’inclouen habitualment en els protocols emprats en la terapia del
trasplantament aixi com en el tractament de malalties autoimmunes. Malauradament, la seva
administracié continuada promou ’aparicié de severs efectes secundaris, com neurotoxicitat,
nefrotoxicitat, risc augmentat de patir cancer, hipertensio i diabetis. Per aquest motiu en els

darrers anys s’esta realitzant un esfor¢c important en identificar i caracteritzar proteines i/o



molécules amb funcié immunosupressora que puguin ser emprades en un futur com a eines
alternatives als farmacs disponibles en ’actualitat.

El treball realitzat en aquesta Tesi ha intentat contribuir-hi caracteritzant el paper
inhibidor de la familia de les proteines reguladores de la calcineurina (RCAN, per Regulator of
Calcineurin) envers ’activacio limfocitaria mediada per calcineurina, aixi com desenvolupant
un assaig in vitro d’alta eficacia basat en la interaccié RCAN1-calcineurina que pot ser emprat

per identificar noves molécules amb potencial immunosupressor.

2. LA CALCINEURINA

Calcineurina (Cn, formalment denominada com PPP3, abans PP2B) és |’Unica serina-
treonina fosfatasa dependent de Ca®" i de calmodulina (CaM) descrita fins al moment. Cn és
un heterodimer format per dues subunitats: la subunitat catalitica A (CnA) amb un pes
molecular al voltant de 58-69 kDa, segons la isoforma, i la subunitat reguladora B (CnB) amb
un pes molecular de 16-19 kDa (Klee et al., 1979).

A mamifers existeixen tres isoformes de la CnA: CnAa, CnAB i CnAy, que son els
productes de tres gens diferents, PPP3CA, localitzat al cromosoma 4 (4q24) (Giri et al., 1991);
PPP3CB, localitzat al cromosoma 10 (10g22.2) (Muramatsu and Kincaid, 1992) i PPP3CC,
localitzat al cromosoma (8p21.3) (Wang et al., 1996a), respectivament. La conservacio
d’aminoacids entre les diferents isoformes, exceptuant els extrems N i C-terminals, mostra
entre un 83-89% d’identitat (Klee et al., 1998).

Pel que fa a la CnB, a mamifers s’expressen dues isoformes: CnB1 i CnB2 productes de
dos gens diferents, PPP3R1, localitzat al cromosoma 2 (2p15) (Wang et al., 1996a) i PPP3R2,
localitzat al cromosoma 9 (9q31.1), respectivament.

L’expressio de Cn és ubiqua a tots els teixits en mamifers, encara que esta present a
concentracions deu cops més altes en cervell i mascul que en altres tipus cel-lulars. Pel que
fa a la CnA, la isoforma CnAa predomina a cervell, CnAB sembla ser particularment important
a limfocits i CnAy en canvi és especifica de testicle (Muramatsu and Kincaid, 1992). Pel que fa
a la CnB, mentre que U'expressio de CnB1 és ubiqua, la de la CnB2 es restringeix a testicle
(Wang et al., 1996a).

3. ESTRUCTURA DE LA CALCINEURINA

Tal i com s’ha comentat anterioment, la Cn és un heterodimer format per dues
subunitats: la CnA i la CnB (Figura 1B).

La CnAo. conté un domini catalitic (residus 70-333), una regido anomenada linker
localitzada entre el domini catalitic i el domini d’unié a la CnB (residus 335-347), un domini
d’unié a la CnB (residus 348-373), un domini d’uni6 a la CaM (residus 390-414) i un domini
autoinhibidor (AID, residus 469-486) (Figura 1A). El centre actiu de la Cn es troba en una

butxaca del domini catalitic i conté en el seu fons dos ions metal-lics Fe** i Zn*". L’i6 Zn**



esta coordinat amb les cadenes laterals dels residus Asp118, Asn150, His199 i His281, mentre
que ’i6 Fe** ho esta amb Asp90, His92 i Asp118. A més, els residus Arg122, His151, His155,
Tyr159, Phe160, Trp232, Asp234, Arg254, Phe306 i Tyr311 estan també situats al centre actiu
o en regions properes (Ke and Huai, 2003).

La CnB esta formada per dos dominis d’uni6 a Ca*', el domini 1 (residus 1-84) i el
domini 2 (residus 86-169). Cada domini conté dos motius EF hand d’uni6 a Ca*" similars als
que també estan presents a la CaM. A més, una glicina localitzada al seu extrem N-terminal
conté un grup miristil (Ke and Huai, 2003). La preséncia d’aquest grup miristil sembla que

estabilitza la proteina a altes temperatures (Kennedy et al., 1996).

A
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Figura 1. Estructura de la Cn. A. Representacié esquematica de les tres
isoformes presents a mamifers de la CnA. En negre, es mostren les regions
variables dels extrems N i C-terminal aixi com una insercio de 10 aminoacids,
conseqiiéncia del splicing alternatiu que ocorre en les isoformes o i § de la
CnA de mamifers. En color blau s’indica el linker (L), en carbassa el domini
d’unié a la CnB, en verd el domini d’unié a la CaM i en vermell el domini
AID. També s’indiquen els residus compresos dins cada domini corresponents
a la isoforma de la CnAa. B. Estructura tridimensional de \’heterodimer de
Cn inactiu. En groc, es mostra la CnA i en blau la CnB. En verd, el domini
AID. Els atoms de Zn?*, Fe** i Ca’" es mostren en vermell, rosa i blau,
respectivament (figures adaptades de Klee i col. 1998 i de Ke i Huai, 2003,

respectivament).



4. REGULACIO DE L’ACTIVITAT FOSFATASA DE LA CALCINEURINA

L’activitat fosfatasa de Cn consisteix en la transferéncia de manera directe d’un grup
fosforil d’un residu serina o treonina a l’aigua sense que es formi cap enzim intermediari

fosforilat. S’han descrit diversos mecanismes de regulacié de U’activitat fosfatasa de Cn.

4.1. Regulacié dependent de Ca?* i CaM

L’activacio de Cn depén de la uni6 de Ca’* a la CnB aixi com de la uni6 dependent de
Ca” d’una molécula de CaM per cada molécula de Cn. L’estimulacié cooperativa de la CaM
dependent de Ca’* permet a la Cn respondre a increments lleugers en la concentracié de Ca”".
Per aixd ’activacio de Cn en cél-lules es produeix en preséncia de concentracions de Ca* dins
del rang 0,5-1 uM (Stemmer and Klee, 1994).

El mecanisme d’activacié a través del Ca* i la CaM requereix un canvi conformacional
de Uestructura de Cn: en cél-lules no estimulades on el nivell de Ca* intracel-lular és baix, la
Cn és incapac¢ d’interaccionar amb la CaM i ’enzim esta inactiu. Estructuralment, la Cn
presenta el domini AID cobrint la part superior del seu centre actiu i per tant inhibint la seva
activitat fosfatasa (Figura 1B). En canvi, quan s’incrementa la concentracié de Ca®'
intracel-lular de 10"M a 10°M, aquest s’uneix a la CnB. Aquest fet promou un canvi
conformacional en la CnA que fa que el domini d’uni6 a la CaM sigui exposat. L’augment de
Ca®, que també activa la CaM, promou que la CaM activada s’uneixi a la CnA i desplaci de
manera reversible el domini AID del centre actiu la qual cosa produeix [’activacié de la Cn
(Shibasaki et al., 2002; Yang and Klee, 2000).

4.2. Regulacié dependent de [’estat oxidatiu

Com s’ha comentat anteriorment, la Ch té en el seu centre actiu dos ions metal-lics,
ferro i zinc. Quan la Cn no esta activada U’estat dels ions és Fe**-Zn?* mentre que quan esta
activada és Fe?"-Zn?*. Un cop la Cn és activada, els ions s’exposen a l’efecte oxidant dels
anions superoxid O, suggerint que [’estrés oxidatiu pot regular l’activitat de Cn (Aramburu et
al., 2000). De fet, in vivo s’ha demostrat que !’enzim superoxid dismutasa (SOD) protegeix a
la Cn perqué evita I’oxidacié del Fe’" del centre actiu (Wang et al., 1996b) i que la inhibicid
de SOD incrementa la quantitat del factor de transcripcio CREB (per cAMP-response element

binding) fosforilat probablement perque inactiva la Cn (Bito et al., 1996).
4.3. Altres mecanismes de regulacio
A més de Uestreta regulacio a través de Ca?*-CaM i per estrés oxidatiu, alguns autors

han mostrat que la Cn de cervell conté quantitats estequiométriques de fosfat unit a ella,

suggerint que la Cn podria ser fosforilada in vivo (King and Huang, 1984). Altres grups han



demostrat que la Cn pot ser fosforilada in vitro per diverses quinases, pero en cap cas, s’ha
determinat que l'estat de fosforilacio afecti significativament la seva activitat fosfatasa
(Klee, 1999).

Per altra banda, alguns autors també han suggerit que ’activitat fosfatasa de la Cn
podria estar afectada pels fosfolipids, activant-la o inhibint-la en funcié del fosfolipid i del
substrat analitzat (Politino and King, 1987). En aquest sentit, s’ha determinat que la Cn
recombinant de Dictyostelum discoideum s’activa en preséncia d’acid araquidonic i acids
grassos de cadena llarga (Kessen et al., 1999). Aquests efectes podrien tenir rellevancia

fisiologica ja que Cn pot trobar-se associada a membranes.

5. SUBSTRATS DE LA CALCINEURINA

S’ha descrit que !"especificitat de desfosforilacio de substrats per Cn no és deguda al
reconeixement d’una determinada seqiiéncia consens, sind que ve definida tant per
Uestructura primaria, com per la secundaria, terciaria i quaternaria de la proteina
(Blumenthal et al., 1985; Donella-Deana et al., 1994). A més, la Cnh no només interacciona
amb els residus fosforilats en una seqiiéncia o en un context estructural a través del seu
centre actiu sin6 que conté altres regions especifiques, diferents d’aquest, encarregades de
reconéixer alguns substrats (Aramburu et al., 1998; Aramburu et al., 1999).

Malgrat que ’activitat fosfatasa de Cn implica la desfosforilacio de residus serina o
treonina, alguns autors han demostrat que la Cn també pot desfosforilar in vitro residus
tirosina. Aquesta funcio s’ha confirmat in vivo perqué Cn és la responsable de desfosforilar
residus tirosina dels canals de Cl regulats per insulina en Uepiteli renal (Marunaka et al.,
1998).

Originalment, la Cn va ser descrita com una fosfatasa amb un ventall curt de
substrats, la majoria d’ells inicialment identificats in vitro. Entre aquests es troben diverses
proteines expressades a cervell com U'inhibidor-1 i DARP-32, ambdds inhibidors endogens de la
proteina fosfatasa 1 (PP1)(King et al., 1984); les proteines TAU, MAP-2 i tubulina associades a
microtibuls (Goto et al., 1985), la subunitat reguladora RIl de la proteina quinasa dependent
d’AMP ciclic (PKA)(Blumenthal et al., 1986) i les defosfines, entre elles ’amfifisina |
(Bauerfeind et al., 1997). En els darrers anys, s’ha confirmat que algunes d’aquestes
proteines també son substrats in vivo de Cn. A més, també s’han identificat altres substrats
in vivo de Cn préviament no descrits: la proteina IkBp (Biswas et al., 2003) que regula els
factors de transcripcié NFkB, l’enzim NO sintasa (Dawson et al., 1993); MEF2 (per myocyte-
enhancer factor 2) i Elk-1 (Tian and Karin, 1999), ambdods factors de transcripcio; hsp25,
proteina de shock térmic (Gaestel et al., 1992) i BAD, membre de la familia Bcl-2 (Wang et
al., 1999). D’entre tots ells, els més ben estudiats son la familia de factors de transcripcio
NFAT (per nuclear factor of activated T cells) (Crabtree and Clipstone, 1994; Rao, 1994).



6. LA FAMILIA DE FACTORS DE TRANSCRIPCIO NFAT

La familia de factors de transcripcio NFAT esta formada per cinc membres: NFATc1
(també conegut com NF-ATC, NFATc, NFAT2), NFATc2 (NF-ATP, NFATp, NFAT1), NFATc3
(NFAT4, NFATX), NFATc4 (NFAT3) i NFAT5 (TONEBP). Mentre que els quatre primers estan
regulats mitjancant un senyal de Ca’" a través de Cn, NFAT5 respon a senyals d’estrés osmotic
(Macian et al., 2001).

D’aqui en endavant, totes les dades contingudes en aquesta Introduccié faran
referéncia als membres de la familia NFATc1 al c4. Aixi mateix, quan es descrigui algun
efecte o funcié propi d’un determinat membre de la familia, s’utilitzara el nom de la
isoforma responsable. En cas que |’explicacid correspongui als membres de la familia NFATc1-
c4, Unicament s’utilitzara el nom genéric NFAT.

Els NFATc1, NFATc2 i NFATc3 s’expressen principalment en cél-lules del sistema
immunitari on juguen un paper crucial en la regulaciéo de multitud de gens induits durant la
resposta immune. A més, els cinc membres de la familia també s’expressen en altres teixits
fora del sistema immunitari i també participen en la regulacié de diversos processos biologics
(Macian et al., 2001).

Per ultim, remarcar que els NFAT només s’expressen als vertebrats tot i que la
senyalitzacié mediada per Ca’* (entrada de Ca®*, via de senyalitzaci6 cel-lular Ca**-CaM-Cn,
aixi com les quinases que fosforilen els NFAT) estan conservades en tota |’Eukarya (Graef et
al., 2001a; Myers et al., 2000; Yeromin et al., 2004). Aquesta dada ha portat a alguns autors a
suggerir que, des d’un punt de vista evolutiu, els NFAT haurien sorgit per cobrir les
necessitats que genera el desenvolupament d’un organisme complex: un sistema immunitari
recombinatorial, un sistema nerviés capac de respondre rapidament a senyals provinents de
’entorn, un cor compartimentalitzat capac de bombejar sang a alta pressio, una musculatura
més desenvolupada, entre d’altres. Tot aix0, permetria als vertebrats d’adaptar-se
adequadament a ’ambient (Wu et al., 2007b).

6.1. Estructura dels factors de transcripciéo NFAT

Tots els NFAT tenen un domini d’unié al DNA molt conservat que es troba relacionat
estructuralment amb el domini d’unié al DNA de la familia de factors de transcripcio Rel
també coneguts com NFkB (Figura 2A). Aquesta regio homologa a la de les proteines Rel
(RHR), com( a totes les proteines NFAT, els proporciona una capacitat d’unir-se al DNA
especifica. A més del domini RHR, els NFAT també tenen un domini regulador conegut com la
regio d’homologia dels NFAT (NHR). Aquest domini NHR esta moderadament conservat en la
familia i inclou un potent domini de transactivacié (TAD) aixi com nombrosos residus serina
que es troben fosforilats en cél-lules no estimulades (SRR1 i 2 i SP1, 2 i 3) (Aramburu et al.,
2000). A més, també conté el motiu d’ancoratge a Cn, el motiu PxIXIT (Aramburu et al.,
1998), i també un altre motiu d’unid a Cn, el motiu LxVP (Park et al., 2000)(Figura 2B). El



motiu PxIXIT, que s’ha suggerit recentment que interacciona amb Cn a través d’una regio
propera al linker de CnA (Li et al., 2007; Takeuchi et al., 2007), esta ben conservat entre els
diversos membres de la familia, mentre que el motiu LxVP, no ho esta tant (Macian, 2005).
Mentre que la unid dels NFAT a Cn a través del PxIxIT té lloc tant si Cn esta activada com si
no, la unié a través del LxVP es produeix preferentment quan Cn esta activada (Martinez-
Martinez et al., 2006). A més, mentre que LxVP inhibeix fortament [’activitat fosfatasa de Cn,
el PxIXIT no ho fa (Aramburu et al., 1998). Per aixo, alguns autors han suggerit que el motiu
PxIXIT seria U’encarregat d’ancorar inicialment NFAT a Cn, perqué posteriorment el motiu
LxVP pogués interaccionar amb el segon lloc d’uni6 a NFAT present a la fosfatasa (Martinez-
Martinez et al., 2006).

A
Domini
NHR RHR C-terminal
[ I | ] Isoforma A
NFATc2 | I I ] Isoforma B
R I I ] Isoforma C
[ T ] Isoforma A (induible)
NFATc1 [ I I ]
L | | I ] Isoforma C (constitutiva)
NFATc4 | I I ]
| I I ] Isoforma 1
| 1 I | Isoforma 2
NFATc3 [ I I ] Isoforma 3
| L I I | Isoforma 4
NFATS [ I I |
Domini
B NHR RHR C-terminal

Figura 2. A. Familia de factors de transcripcio NFAT, on es mostren els cinc
membres caracteritzats fins ara aixi com les diferents isoformes de cada
proteina. En el NFATc1 s’indica en paréntesi si la seva expressio és induible o
constitutiva. B. Esquema on s’indiquen els diferents motius importants dels
NFAT explicats en detall al text (figura adaptada de Macian, 2005).

Tant Uestructura primaria com la regulacio son notablement diferents entre NFATS i
la resta de membres de la familia, donat que NFAT5 conté el domini RHD pero no té el domini
NHR (Figura 2A). Aixo ha portat a alguns autors a suggerir que, des d’un punt de vista
evolutiu, els factors del NFATc1 al c4 podrien haver aparegut per recombinacié d’un ex6 que
contindria la regid responsable de la translocacio nuclear de NFAT, amb el domini RHD
probablement de NFAT5 (Figura 2A). Posteriorment i per duplicacié génica, haurien aparegut

els NFATc1-c4 tal i com es coneixen actualment (Graef et al., 2001a; Wu et al., 2007b).



6.2. Regulacioé de la translocacio dels factors de transcripci6 NFAT

En cél-lules no estimulades, els NFAT es troben altament fosforilats en residus serina i
localitzats al citoplasma, pero quan son desfosforilats per l’activitat fosfatasa de Cn,
transloquen rapidament a nucli (Macian, 2005). La desfosforilacio dels NFAT per part de la Cn
provoca un canvi conformacional que fa que els factors de transcripcid exposin una seqiiéncia
de localitzacié nuclear (NLS, per nuclear localization signal) que s’uneix a importines i
permet Uentrada dels NFAT a nucli. Simultaniament a Uexposicio de la NLS també
s’emmascara una seqiiéncia d’export nuclear (NES, per nuclear export sequence) que sera la
responsable juntament amb la exportina CRM1 de revertir la translocacio dels NFAT i treure’ls
del nucli al citoplasma. El motiu SRR1 controla l’exposicio de la seqiiencia NLS i
’accessibilitat de la Cn pels altres residus fosforilats, mentre que els motius SP1 i SP2,
controlen ’exposicio de la seqiiencia NES, U’export nuclear i U’afinitat d’unio dels NFAT a
DNA.

L’estat de fosforilacio dels NFAT esta finament regulat gracies a la participacio de
diverses quinases. Aquestes quinases poden classificar-se com a quinases de manteniment o
quinases d’export (Gwack et al., 2007). Les primeres s’encarreguen de fosforilar i mantenir
els NFAT al citoplasma en cel-lules no estimulades, mentre que les segones son les
responsables de fosforilar els NFAT al nucli per a que puguin retornar al citoplasma. Hi ha tres
families de quinases que actuen conjuntament en la fosforilacié dels NFAT: CK1 (per casein
kinase-1), DYRK (per dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase) i GSK3
(per glycogen synthase kinase-3). A més, les MAP quinases també participen potenciant la
capacitat de la CK1 de promoure la sortida dels NFAT de nucli, mentre que AKT fosforila GSK3
i la inactiva, de tal manera que promou la localitzacié dels NFAT a nucli. Aixi doncs, la
quantitat de NFAT localitzat al nucli dependra tant del senyal de Ca** com de les quinases

que estiguin activades en unes determinades condicions d’estimulacio.

6.3. Regulacio transcripcional dependent dels factors de transcripcio NFAT

La unio de factors de transcripcio sinéergics en els promotors o en les regions enhancer
dels gens, pot donar-se simplement com la unié de factors de transcripci6 de manera
individual a llocs d’uni6 adjacents, o bé com la cooperacié de factors de transcripcioé capacos
d’unir-se a llocs d’unié compostos. La interaccié amb aquests llocs d’unié compostos implica
no només sinergia entre els factors de transcripcié sind també la cooperacio fisica entre ells.
Com a resultat s’obté una interaccié complex-DNA molt més estable que la que s’obtindria de
la unid individual dels factors de transcripcio al mateix lloc d’unié compost. A més, aquest
mecanisme permet integrar simultaniament multiples vies de senyalitzacio cel:lular i regular
estrictament la transcripcié de multitud de gens.

Els NFAT son un d’aquests tipus de factors de transcripciéo que cooperen amb altres

per regular el nivell d’expressio dels seus gens diana. Els NFAT, de manera individual tenen



poca afinitat per unir-se al DNA, pero en canvi quan cooperen amb altres factor de
transcripcio donen lloc a heterodimers altament estables amb el DNA. A continuacio es

detalla quins son els factors de transcripcié amb els quals els NFAT cooperen.

6.3.1. Homodimers de NFAT

Donat que el domini RHR dels NFAT és estructuralment homoleg al domini Rel, en
algunes ocasions les proteines NFAT poden funcionar com factors de transcripcio dimerics
capacos d’unir-se a llocs d’interaccio que s’assemblen als llocs d’uni6 de NFxB (Goldfeld et
al., 1993; McCaffrey et al., 1994). Aquest dimers son debils, no estableixen relacio de
cooperacio entre ells i es formen Unicament en preséncia de DNA. Per exemple, el promotor
de TNF (per tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)) conté un lloc d’unid
anomenat k3 semblant al de NFkB al qual poden unir-se tant homodimers de NFAT com

dimers formats per proteines Rel.

6.3.2. Cooperacio NFAT:AP1

Els factors de transcripci6 AP1 (per activator protein 1) estan formats per
homodimers o heterodimers de les proteines Jun (Jun, JunB i JunD) i Fos (cFos, FosB, Frat i
Fra2). La unié al DNA U’estableixen a través d’una regio basica conservada mentre que la
interaccié entre ells la fan a través dels seus dominis de cremalleres de leucines (Glover and
Harrison, 1995).

La unid individual dels factors de transcripcio NFAT i dels AP1 al DNA es caracteritza
per tenir poca afinitat, pero la cooperacié d’ambdods factors de transcripcid estableix una
unié complex-DNA molt estable. Tot i que els dimers Fos-Jun poden unir-se als llocs d’unid
d’AP1 en qualsevol de les dues orientacions, el complex cooperatiu que estableix amb NFAT
te Uorientacio especifica NFAT-Jun-Fos per poder-se unir adeqiiadament als seus llocs d’unid
compostos (Chen et al., 1998; Diebold et al., 1998).

La cooperacid NFAT:AP1 s’ha demostrat en les regions promotores o enhancers de
diversos gens, majoritariament citoquines, expressades en ceél-lules dels sistema immunitari:
el promotor de la /L2 conté dos o tres llocs d’unié6 compostos putatius (Jain et al., 1995;
Rooney et al., 1995); la regio enhancer de CSF2 (per colony stimulating factor 2 (granulocyte-
macrophage) conté tres (Cockerill et al., 1995); el promotor de la /L4 conté un minim de tres
llocs (Burke et al., 2000; Rooney et al., 1995; Takemoto et al., 1997); la IL3, IL5 i IFNG, tenen
com a minim un al seu promotor, mentre que la IL13 en conté un a una regio reguladora distal
(Macian et al., 2000; Rao et al., 1997); FASLG, CD25 i COX-2 també en tenen als seus
promotors (Iniguez et al., 2000; Latinis et al., 1997; Schuh et al., 1998).



6.3.3. Cooperacio NFAT:GATA

En els darrers anys, s’ha caracteritzat també la cooperacio entre els NFAT i diferents
membres de la familia de proteines GATA. Mentre que la interaccid NFATc4:GATA4 és
important pel creixement dels cardiomiocits i el desenvolupament de la hipertrofia cardiaca
(Molkentin et al., 1998), la de NFATc1:GATA2 és crucial en el desenvolupament de la
hipertrofia de muscul esqueletic (Molkentin et al., 1998; Musaro et al., 1999; Semsarian et
al., 1999). A més, els complexos NFAT:GATA3 son responsables de la transcripcio de /L4

imprescindible en la diferenciacié de cél-lules precursores T a llinatge Th2 (Avni et al., 2002).

6.3.4. Cooperacio NFAT:MEF2

Aquests complexos estimulen la transcripcié de diversos gens implicats en el canvi de
fenotip de fibres de muscul esquelétic rapides a fibres lentes (Blaeser et al., 2000). A més
també son responsables de ’expressio de Nur77 necessari per ’apoptosi de cél-lules T (Youn
et al., 2000).

6.3.5. Cooperacions amb altres factors de transcripcio

A més, també s’ha descrit que els NFAT poden establir complexos amb altres factors
de transcripcio i modular aixi més finament U’expressio genica d’algunes citoquines.

Per exemple, mentre que la cooperacio de NFAT i AP1 estimula la transcripci6 de IL2,
quan els NFAT cooperen amb PPAR-y (per peroxisome proliferator-activated receptor-y) o

amb p21°NT (

per 21-kDa small nuclear factor isolated from T cells) (lacobelli et al., 2000;
Yang et al., 2000b) inhibeixen U’efecte dels NFAT envers el promotor de la IL2. El mateix
efecte inhibidor ocorre respecte l’expressié génica de diverses citoquines quan els NFAT
cooperen amb el factor de transcripcio ICER (per inducible cyclic AMP early represor)(Bodor
and Habener, 1998). En canvi, la interaccio dels NFAT amb els factors de transcripcio OCT
(per octamer binding transcription factor) estimula la transcripcio de la IL3 (Duncliffe et al.,
1997), amb MAF o IRF4 (per interferon regulator factor 4) estimula la IL4 (Ho et al., 1996;
Rengarajan et al., 2002) i amb T-bet, estimula !’expressio génica de IFNG (Lee et al., 2004).
Recentment, s’ha descrit que en ceél-lules T reguladores (Treg) els NFAT formen
heterodimers amb el factor de transcripci6 FOXP3 (per forkhead box protein) especific de
Treg. La interacci6 de NFAT amb FOXP3 desplacaria el complex NFAT:AP1 dels seus llocs

d’unié compostos (Bettelli et al., 2005; Wu et al., 2006).
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7. EFECTES FUNCIONALS DE LA CALCINEURINA

Com s’ha comentat anteriorment, !"expressido de la Cn és ubiqua. En aquest apartat
només es detallara la funcio de la fosfatasa en aquells teixits en els que la seva funcio és més

rellevant.

7.1. Funcio6 de la Cn a cervell

A cervell, la Cn representa I’1% de la proteina total i esta implicada en multitud de
processos biologics: regulacié dels inhibidors de la PP1 (King et al., 1984), sinaptogénesi i
extensio de les neurites promogudes per la familia de proteines calpacitines (Lautermilch and
Spitzer, 2000), regulacié d’enzims com la sintasa de |’oxid nitric neuronal (nNOS) crucial en la
neurotransmisié (Bon and Garthwaite, 2003), regulacié de ’alliberament de neurotransmisors
mediada per la proteina sinapsina | (Jovanovic et al., 2001), el reciclatge vesicular en el que
participen les desfosfines (Cousin and Robinson, 2001) i reciclatge dels receptors dels
neurotransmisors com els NMDA (per N-methyl-D-aspartic acid) (Lieberman and Mody, 1994),
aprenentatge i memoria a llarg termini mitjancant la regulaci6 de dos fenomens
electrofisiologics oposats, la LTP (per long term potentiation) i la LTD (per long term
depression) (Lisman, 1989), inhibicio de Uexpressi6 mediada a través del factors de
transcripcio CREB, implicat en memoria i aprenentatge (Hagiwara et al., 1992) i estimulacid
de 'expressio genica mediada per NFAT, implicat en regular ’excitabilitat cel-lular (Graef et
al., 1999), entre d’altres processos descrits. A més, models murins deficients en CnB1
mostren severs defectes en el creixement axonal promogut com a resposta a neurotrofines o
netrina-1 (Graef et al., 2003), aixi com hiperreactivitat i déficits en U'establiment de la
memoria a curt termini (Zeng et al., 2001).

En algunes patologies neuronals s’ha suggerit la participacio de Cn:

- Alzheimer: L’activitat de Cn és important en la regulaci6 de la integritat i
remodelacio del citoesquelet neuronal perquée desfosforila les proteines tubulina, MAP2 i TAU
permetent que s’incrementi ’estabilitat dels microtibuls (Mandelkow et al., 1995). Els
pacients d’Alzheimer presenten quantitats anormals de proteina TAU hiperfosforilada que
correlaciona amb una disminucié de ’activitat fosfatasa de la seva Cn (Ladner et al., 1996).
Aquestes dades han suggerit la participacio de Cn en el desenvolupament de processos
neurodegeneratius (Winder and Sweatt, 2001).

- Excitotoxicitat: L’activacido anomala de ’activitat fosfatasa de Cn pot generar un
excés d’oxid nitric (NO), donat que ’enzim nNOS és substrat de Cn, i provocar excitotoxicitat
neuronal (Choi, 1988).

- Esquizofrénia: La generacio de mutants deficients en CnB1 ha mostrat alteracions en

la conducta similar a la dels malalts que pateixen esquizofrenia (Miyakawa et al., 2003).
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7.2. Funci6 de la Cn a cor

En aquest teixit, la Cn esta implicada en el desenvolupament cardiac i la generacio
d’hipertrofia mediada per la participacio dels factors de transcripcié NFATc4, GATA4 i MEF2
(Molkentin et al., 1998; Passier et al., 2000), el desenvolupament de les valvules cardiaques i
la formacio del septe (de la Pompa et al., 1998; Ranger et al., 1998a), el correcte
ensamblatge del sarcomers i la induccio de gens cardiacs fetals juntament amb la repressio
de les corresponents isoformes presents en ’adult (Frey et al., 2000a).

La Cn també esta implicada en el desenvolupament d’algunes malalties a cor:

- Hipertrofia cardiaca: Ratolins deficients en CnAp tenen cors més petits que els
salvatges i no desenvolupen hipertrofia cardiaca davant diversos estimuls hipertrofics (Bueno
et al., 2002b). A més, també s’ha demostrat que en models transgenics que expressen una Cn
constitutivament activada (CnA*), |’administracié d’inhibidors de Cn, CsA i FK506, bloqueja la
hipertrofia cardiaca que presenten (Molkentin et al., 1998).

- Aturada cardiaca congestiva: Al miocardi de pacients que han patit aquest tipus
d’atac s’ha determinat que Cn esta elevada (Haq et al., 2001; Lim and Molkentin, 1999).

- Cardiomiopatia hipertrofica obstructiva i estenosis aortica: Al miocardi d’aquests
pacients s’ha determinat un increment significatiu de l’activitat de Cn i de la translocacid
nuclear de NFATc1. A més, aquests pacients probablement tenen part de la Cn

constitutivament activada degut a una proteolisi del seu domini AID (Ritter et al., 2002).

7.3. Funci6 de la Cn a muscul esquelétic

A mUscul esquelétic, la Cn esta implicada en la diferenciacié dels mioblasts perqué
indueix l’expressié de la miogenina a través de ’activacio dels factors de transcripcio MEF2 i
MyoD (Friday et al., 2003). També, intervé en la regeneracié muscular com a resposta al dany
(Abbott et al., 1998). A més, les fibres musculars esquelétiques adultes poden ser
classificades generalment en dues categories: fibres lentes o rapides, en funcié de la seva
capacitat de contraccio, propietats metaboliques i patrons d’expressié génica associats. La Cn
és responsable del manteniment del fenotip lent de les fibres en condicions de contraccié
normal a través de l’activacid transcripcional de gens especifics de musculatura lenta
mediada pels factors NFAT:MEF2 (Blaeser et al., 2000). A més, també és necessaria perque es
produeixi el canvi de fenotip de fibra rapida a lenta que té lloc en condicions de sobrecarrega
muscular compensatoria o exercici continuat (Talmadge et al., 2004). En canvi, pel que fa a
la participacio de la Cn en la induccié d’hipertrofia muscular els resultats obtinguts han estat
més controvertits. Alguns autors han descrit que UIGF-1 (per insulin growth factor 1), a
través de la cooperacié NFATc1:GATA2, indueix hipertrofia muscular (Molkentin et al., 1998;
Musaro et al., 1999; Semsarian et al., 1999). En canvi, recentment la generacié de models

murins deficients en CnAg han suggerit que la Cn si participa en el canvi de fenotip de les
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fibres musculars pero no en el creixement muscular en resposta a estimuls hipertrofics
(Parsons et al., 2004).

S’ha descrit la participacio de Cn en diverses patologies relacionades amb el muscul
esquelétic:

- Regeneracido muscular: Com a resposta al dany, el mUscul esquelétic adult té una
notable capacitat de regeneracio. S’ha demostrat que ’activitat de Cn és necessaria per la
formacio de miofibres noves i la diferenciacio de les ceél-lules precursores de muscul (Friday
et al., 2000; Sakuma et al., 2003).

- Atrofia muscular: Alguns autors han demostrat que la immobilitzacié del muscul
esquelétic causa atrofia i ’han relacionat amb un increment en la concentracié de Cn. En
canvi altres, han demostrat que l’activitat de Cn no esta incrementada en aquestes
condicions (Bodine et al., 2001; Childs et al., 2003).

- Alteracio del transport de glucosa a miscul esquelétic: Els pacients amb diabetis
tipus Il presenten resisténcia a la insulina en el muscul esqueléetic. S’ha demostrat que

’activacio de la Cn augmenta la funcio de la insulina a mUscul esquelétic (Ryder et al., 2003).

7.4. Funcié de la Cn al sistema immunitari

Particularment interessant és el paper de ’activitat de Cn al sistema immunitari, per

aixo es descriura en detall a I’apartat 8.

7.5. Funcio de la Cn en altres teixits

En altres teixits s’ha demostrat la participacio de Cn en el desenvolupament del
sistema vascular permetent la correcte oxigenacio i distribucid dels vasos sanguinis a
’organisme (Graef et al., 2001b) aixi com la participacié en angiogénesi (Hernandez et al.,
2001), activacié de la sintesi de surfactants essencials per prevenir el colapse alveolar a
pulmé (Dave et al., 2006), regulacio dels osteoblasts i osteoclasts necessaris per la formacio
dels ossos (Winslow et al., 2006), regulacio del creixement i funcié de les cél-lules B
productores d’insulina al pancreas (Heit et al., 2006) i modulacido del creixement i

diferenciacio de queratinocits (Mammucari et al., 2005).

8. FUNCIO DE LA CALCINEURINA AL SISTEMA IMMUNITARI

El Ca?* és un missatger secundari que juga un paper crucial en la senyalitzacié de
diversos tipus cel-lulars que formen part del sistema immunitari. A limfocits B promou la seva
activacio i maduracié; a mastocits causa la degranulacio i ’alliberament d’histamina; a
cél-lules natural killer promou ’activitat citolitica en resposta al reconeixement cél-lula-
diana; a cel-lules dendritiques (DC) estimula la seva maduracié a partir de progenitors

mieloides, ’expressio de molécules MHC (per major histocompatibility complex) de classe Il i
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co-estimuladores i la migraciéo de DCs immadures a organs linfoides secundaris; a macrofags
estimula Uexpressid génica de citoquines pro-imflamatories i a neutrofils estimula la
fagocitosi (Feske, 2007).

A limfocits T, aquesta via de senyalitzacio cel-lular participa en diversos processos
biologics: regulaciéo de la proliferacio i desenvolupament de timocits, diferenciacio de les
cél-lules T col-laboradores, induccié de tolerancia i activaciéo limfocitaria. Donada la
importancia de l’activaci6 limfocitaria en la realitzacié d’aquesta Tesi, a continuacié es

descriura en detall.

8.1. Activacié limfocitaria de cél-lules T

L’activacio limfocitaria és la conseqiiéncia final que resulta de la integracio de tres
senyals. La primera senyal, inicia l’activacio limfocitaria i consisteix en el reconeixement per
part del TCR (per T cell receptor) present als limfocits T, de l’antigen presentat en el
context adient de MHC per part d’una cél-lula presentadora d’antigen (APC). La segona
senyal, ve donada per la interaccio entre diverses molécules co-estimuladores com CD28,
CTLA4 i CD40L presents a la membrana plasmatica dels limfocits T, amb els seus receptors
localitzats a la membrana plasmatica de les APC. Per Ultim, la tercera senyal es genera a
partir de les citoquines secretades pel limfocit T i que s’encarreguen d’activar els seus propis
receptors presents a la seva membrana plasmatica promovent l’amplificacié de la senyal
d’activacio limfocitaria (Kahan, 2003). L’activacido completa de les cél-lules T comportara
’estimulacio de la transcripcié de multitud de citoquines IL2, IL4, IL5, CSF2, CD40L, IFNG i
TNF, entre d’altres, aixi com la inhibicié de molts altres gens com per exemple la quinasa 4
dependent de ciclina (CDK4) (Baksh et al., 2002).

L’activacié via TCR promou que diverses proteines tirosina quinasa s’activin, entre
elles, LCK (per leukocyte-specific protein tyrosine kinase) i ZAP70 (per zeta-chain-associated
protein kinase), i comencin una cascada de fosforilacions de diverses proteines adaptadores,
com ara la SLP76 (per SH2-domain-containing leukocyte protein) i LAT (per linker for
activation of T cells). Aixo fara que es reclutin i s’activin la quinasa TEC i la fosfolipasa Cy1
(PLCy1) (Figura 3). La PLCy1 hidrolitzara el fosfolipid de membrana fosfatidilinositol-4,5-
bifosfat (Ptdins(4,5)P,) en inositol-1,4,5-trifosfat (InsP3) i diacilglicerol (DAG).
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Figura 3. Esquema de ’activaci6 d’un limfocit T. En groc es mostren els ions
Ca®. En blanc i negre estan representats el InsP; i el DAG, respectivament.
(figura adaptada de Macian, 2005; Lee i Park, 2006).

8.1.1. Efecte de I'InsP; en |’activacié de la familia de factors de transcripcié NFAT

L’InsP; s’uneix als seus receptors (InsPsR) localitzats a la membrana plasmatica del
reticle endoplasmatic (RE) promovent la sortida de Ca®* des dels reservoris intracel-lulars cap
al citoplasma.

Als limfocits T existeix un gradient en la concentracié6 de Ca** entre el citoplasma i
’espai extracel-lular aixi com entre el citoplasma i la llum del RE (Feske, 2007). A fora de la
cél-lula la concentracié de Ca® és 10° M, mentre que al RE oscil-la entre 100-800 uM. A més,
la concentracié6 de Ca’* a interior de la cél-lula esta estrictament regulada i depén de
I’estat d’activacid de la mateixa: en condicions de no estimulacié és de 107 M mentre que
quan la cél-lula T és activada i s’obren els canals CRAC (per calcium-release-activated

calcium channel) incrementa lleugerament fins a 10 M.
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La disminucié de la concentracié de Ca®" a dins el RE és detectada per la proteina
STIM1 que sera la responsable de comunicar aquest senyal al canal CRAC, localitzat a la
membrana plasmatica, per que s’obri i permeti l’entrada de Ca®* des del medi extracel-lular
a Uinterior de la cél-lula. Recentment, s’han identificat la proteina STIM1 (Liou et al., 2005;
Roos et al., 2005), que actua de sensor dels nivells de Ca?* dins el RE, i ORAI1 (Feske et al.,
2006; Vig et al., 2006; Zhang et al., 2006), que és una de les subunitats que formen el porus
del canal CRAC, pero el mecanisme pel qual aquesta senyal viatja des del RE a la membrana
plasmatica és desconegut. Sigui com sigui, U’entrada de Ca’" a través dels canals CRAC,
coneguda com store-operated calcium entry (SOCE), activa diversos enzims dependents de
Ca”, entre ells, la Cn (Gwack et al., 2007) (Figura 3).

8.1.2. Efecte del DAG en [’activacio de la familia de factors de transcripcio AP1 i
NF«B

Tal i com s’ha comentat anteriorment, la hidrolisi de PtdIns(4,5)P, per part de la
PLCy1 genera InsP; i DAG. El DAG s’uneix a dos tipus d’enzims diferents: Ras-GRP (per guanyl
nucleotide-releasing protein) i la proteina quinasa C (PKC) (Gwack et al., 2007). Aquest fet
promou |’activacio de les vies de senyalitzacio de les MAP quinases i de la quinasa de les I«B
(IKK), que finalment donaran lloc a l'activacié dels factors de transcripcid AP1 i NF«B,
respectivament. A més, com a resposta a |’estimulacio de les cél-lules T a través del TCR, les
proteines Jun i Fos es sintetitzen i s’activen post-traduccionalment per fosforilacio: per
exemple, quinases de la familia JNK (per Jun N-terminal kinases) fosforilen la proteina Jun.
Aixi doncs, els factors de transcripcio NFAT, AP1 i NFkB juntament amb altres factors de
transcripcid modulen la transcripcié d’un gran nombre de gens reguladors de la proliferacio i
diferenciacio de les cél-lules T.

Per altra banda, s’ha descrit que els factors de transcripcio NFAT, AP1 i NF«kB son
activats diferencialment en funcié del tipus de senyal de Ca?* que estimula a la cél-lula
(Dolmetsch et al., 1997). Increments transitoris en forma de pics de la concentracié de Ca**
generen una activacio sostinguda de JNK i de NFxB, pero no de NFAT; mentre que increments
perllongats de Ca’*, que son incapacos d’activar a JNK o a NF«B, si que son suficients per
activar a NFAT. A més, la freqiiéncia en les oscil-lacions de la concentracié de Ca** també
activa especificament uns o altres factors de transcripcio: oscil-lacions de baixa freqiiéncia
activen NFkB mentre que les d’alta freqiiéncia activen tant NFAT com NF«kB (Dolmetsch et
al., 1998).

Aquestes dades indiquen que, tant la durada com la intensitat de la senyal de Ca*',
juntament amb la participacié de les vies de senyalitzaci6 mediades per NFAT, AP1 i NF«B,

entre d’altres factors de transcripcio, regulen ’activacio limfocitaria.
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8.2. Importancia de la via de senyalitzacié Ca?*-Cn-NFAT en |’activacié limfocitaria

Amb U’objectiu d’avaluar la importancia de la via de senyalitzacié Ca®"-Cn-NFAT en
Uactivacié limfocitaria s’ha estudiat el fenotip de pacients amb immunodeficiencies
hereditaries i s’han generat diversos models murins.

- Existeix un tipus d’immunodeficiencia severa combinada (SCID, per severe combined
immunodeficiency) que esta causada per defectes en la via de senyalitzacié del Ca?*. Els
pacients amb SCID tenen la mutacio Arg91Trp a la proteina ORAI1, que forma part del porus
dels canals CRAC, que causa que no puguin permetre l'entrada de Ca?* des de l’espai
extracel-lular al citoplasma (SOCE). Com a conseqiiéncia tenen defectes severs en la

proliferacié de cel-lules T i no expressen multitud de citoquines, entre elles, IL2, IL4, IL10,

IFNG i TNF. A més també tenen defectes en cél-lules B i fibroblasts (Feske et al., 2006).

- En els darrers anys s’han desenvolupat diversos models murins deficients en les

diferents isoformes de Cn o NFAT. A la Taula 1 es detalla el fenotip al sistema immunitari que

presenten els diferents models generats.

Taula 1. Models de ratolins deficients en proteines implicades en la via de senyalitzacié Cn-NFAT.

PROTEINES FENOTIP AL SISTEMA IMMUNITARI ©) REFERENCIES
CnAo Desenvolupament normal del llinatge de cel-lules T i B i recompte de (Zhang et al., 1996)
cel.lules T CD4 o CD8 (SP) normal. Producci6 de IL2 i IL4 normal.
CnAp Defecte notable en la maduraci6 de cél-lules T. Disminucié significativa
dels limfocits T CD3 en la periféeria. Disminucio del recompte de cél-lules (Bueno et al., 2002a)
T CD4 o CD8 (SP). Disminucio en la producci6 de IL2.
NFATc1 Produccié de IL4 i respostes de cél-lules TH2 alterades. Repoblacié del
timus i dels organs linfoides alterada. En complementacié amb un sistema (Ranger et al., 1998b)
deficient en RAG-2, reduccid de la resposta proliferativa de cél-lules T.
NFATc2 Hiperproliferacio moderada i esplenomegalia. Increment moderat de
respostes de cél-lules T i B, amb preferéncia cap a respostes TH2. (Xanthoudakis et al., 1996)
Expressio prolongada de IL4 i disminuci6 de la produccié de IFNG en
resposta a l'activacio via TCR. Involuci6 timica endarrerida.
NFATc3 Desenvolupament de cél-lules CD4 o CD8 (SP) alterat i increment de
l'apoptosi dels timocits DP. Lleugera hiperactivacio de les cél-lules T (Oukka et al., 1998)
periferiques.
NFATc1/ En el fetge fetal de quimeres,funcions efectores de les cél-lules T molt
NFATc2 alterades, amb defectes dramatics envers la produccié de citoquines i (Peng et al., 2001)
l'activitat citolitica. Hiperactivitat de les cél:lules B.
NFATc2/ | Hiperreactivitat del TCR amb desordres limfoproliferatius greus. Notable
NFATc3 increment de les respostes de les cél-lules TH2. Blefaritis alérgica i (Ranger et al., 1998b)
neumonitis intersticial.
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©) pP, significa doble positiu. SP, de I’anglés single positive (taula adaptada a partir de Feske i col.,
2007 i Macian, 2005).

Aquests models in vivo mostren que la falta de CnAa doéna lloc a un fenotip al sistema
immunitari menys sever que els deficients en CnAB. Aixo suggereix, que la CnAB podria
compensar la pérdua de funcié de CnAa en els ratolins CnAca’", mentre que a l’inrevés aixo no
passaria. Es a dir, la manca de CnAp en els ratolins mutants CnAS’" no podria ser compensada
per CnAa.. Tot i aixo, hi han evidéncies de que CnAa. s’expressa i és funcional en els limfocits
T dels ratolins CnAS”", perd no de manera suficient com per compensar la manca de CnAp.
Totes aquestes dades suggereixen que CnAf seria la isoforma de CnA predominant en
limfocits T i B (Jiang et al., 1997).

En el cas dels NFAT, els mutants individuals Nfatc1”", Nfatc2” i Nfatc3”", mostren un
fenotip amb només lleugeres alteracions al sistema immunitari. Unicament en els ratolins
deficients en dos membres simultaniament, Nfatc1/Nfatc2”’" o Nfatc2/Nfatc3”’ el fenotip
mostrat és sever. Aquestes dades indiquen que entre els diferents membres de la familia
expressats a limfocits T hi hauria certa redundancia funcional. Aix0 podria ser justificat pel
fet de que els NFAT mostren una gran conservacio del domini RHR, la qual cosa els confereix
la capacitat d’unir-se al DNA en els mateixos llocs i actuar de forma cooperativa amb altres
factors de transcripcié comuns. Per altra banda, els fenotips mostrats pels ratolins també
indiquen que determinades funcions serien exclusivament realitzades per determinats NFAT
sense que, en abséncia d’aquest determinat membre, els altres poguessin compensar-les
(Macian, 2005).

9. INHIBIDORS DE LA CALCINEURINA

En els darrers anys, s’han identificat i caracteritzat funcionalment diversos inhibidors
de Cn. Aquests, es poden classificar en quatre categories: inhibidors exogens classics,

inhibidors endogens i cel-lulars, péptids inhibidors i molécules inhibidores.

9.1. Inhibidors exagens classics: els farmacs CsA i FK506

La CsA i el FK506 son els inhibidors de Cn més potents i millor coneguts fins al
moment. La CsA és un polipeptid ciclic d’onze aminoacids que va ser aillat del fong
Tolypocladium inflatum Gams (Borel et al., 1976) mentre que FK506 és un antibiotic macrolid
aillat de Streptomyces tsukubaensis (Kino et al., 1987). Degut a l’alt potencial
immunosupressor d’ambdos farmacs, s’han emprat en la terapia del trasplantament i en el
tractament de malalties autoimmunes.

Tot i que CsA i FK506 son estructuralment diferents (Figura 4), el mode d’accid
d’ambdos farmacs aixi com els seus efectes biologics i efectes secundaris adversos que

promouen son bastant similars (Cardenas et al., 1998). Donat que ambdues molécules son de
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baixa massa molecular i hidrofobiques, poden travessar la membrana plasmatica per difusio i
un cop al citoplasma interaccionar amb uns receptors intracel-lulars anomenats
immunofilines. La CsA interacciona amb la ciclofilina A (CyPA) mentre que FK506 ho fa amb la
FKBP12 (per FK506 binding protein 1A, 12 kDa). En aquest sentit, la generacid6 de models
murins deficients en CyPA ha mostrat que aquests ratolins son resistents a la immunosupressio
amb CsA (Colgan et al., 2005).

Ciclosporina A (1202 Da) FK506 (822 Da)
H,C
|
?H_.,
i HO, ey
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Figura 4. Estructures de la CsA i de FK506 (imatges extretes de la pagina
web de [’empresa farmaceutica LC Laboratories).

Les immunofilines constitueixen una familia de proteines d’expressié ubiqua amb
activitat peptidil-prolil isomerasa (Gothel and Marahiel, 1999). Es considera que els ribosomes
sintetitzen les proteines amb els enllacos peptidics en trans perque és 'estat de menys
energia i per tant la configuracié més estable. En algunes proteines que contenen aminoacids
prolina, els enllacos anteriors a aquests residus estan en cis, de tal manera que la
isomeritzacio dels enllacos és necessaria pel correcte plegament de les proteines. Les
immunofilines seran les encarregades d’estabilitzar aquesta transicio cis-trans i accelerar la
seva isomeritzacio. La conformacié del complex CsA-CyPA és molt similar a la del complex
ternari CsA-CyPA-Cn mentre que els complexos FK506-FKBP12 i FK506-FKBP12-Cn son
essencialment iguals (Pflugl et al., 1993; Van Duyne et al., 1991).

La cristal-litzacio de les estructures CsA-CyPA-Cn i FK506-FKBP12-Cn ha permeés
identificar els residus implicats en les interaccions (Figura 5) (Griffith et al., 1995; Huai et
al., 2002; Jin and Harrison, 2002; Kissinger et al., 1995). El complex CsA-CyPA interacciona
amb un lloc d’unié compost que esta format per la CnA i la CnB. Mentre la CsA s’uneix a la
CnA, la CyPA interacciona amb la CnA i amb la CnB. Per la seva banda, el complex FK506-
FKBP12 interacciona amb Cn a través del mateix lloc d’unid compost que el complex CsA-
CyPA. Mentre que FK506 interacciona amb la CnA i amb la CnB, FKBP12 interacciona amb els
dominis d’unidé a la CnB i catalitic de la CnA i amb la CnB (Ke and Huai, 2003). La unio dels

complexos binaris a la Cn no canvia U'estructura general de la Cn pero si promou un
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desplacament del domini d’uni6 a la CnB envers les immunofilines. La comparacio dels residus
de Cn implicats en la interaccié amb els complexos CsA-CyPA i FK506-FKBP12 ha revelat que
20 dels 25 aminoacids implicats son comuns. Aquestes dades indiquen que ambdos complexos
binaris interaccionen amb Cn a través de regions diferents pero parcialment solapants
(Cardenas et al., 1995).

Donat que el complex FK506-FKBP12 s’uneix al seu lloc d’uni6 compost i que aquest
esta localitzat a 25 A del centre actiu, s’ha proposat que la inhibicié de Cn és conseqiiéncia
del bloqueig espaial de [’accés dels substrats de Cn al seu centre actiu. Aquesta hipotesi és
fortament avalada pel fet de que tant CsA-CyPA com FK506-FKBP12 inhibeixen la
desfosforilacio del fosfopéptid Rll, substrat de Cn, que té 19 aminoacids de longitud (Swanson
et al., 1992). En canvi, lactivitat fosfatasa de Cn s’incrementa de 2-3 cops respecte del
substrat cromogénic pNPP (per para-nitrophenylphosphate), suggerint que la modulacié de
’activitat de la Cn pel complexos farmac-immunofilina podria ser més complicada que la
proposada amb el model del bloqueig espaial. L’estructura terciaria CsA-CyPA-Cn revela que
el residu catalitic Arg122 de la CnA esta a una distancia corresponent a un pont d’hidrogen de
la Arg148 de la CyPA. Aquest contacte probablement provoca una constriccio conformacional
de U’Arg122, implicant la participacidé directe del complex CsA-CyPA en la regulacié de
’activitat fosfatasa. A més, la superposicid estructural de la Cn sola o en forma de complex
ternari mostra que el domini AID de la Cn interacciona i es solapa amb la CsA i el FKBP12.
Aix0 podria implicar que la unié del complex farmac-immunofilina afecta a la conformacio del
domini AID. Com a resultat, el canvi conformacional en el domini AID podria afavorir als
substrats petits pero no seria suficient per superar el bloqueig espaial en el cas dels substrats
grans (Ke and Huai, 2003).

FKBP12

Figura 5. Estructures cristal-litzades dels complexos CsA-CyPA-Cn i FK506-
FKBP12-Cn. A U’esquerre es mostra la representacio dels complex CsA-CyPA-
Cn: en groc, CnA; en blau clar, CnB; en verd, CsA; en vermell, CyPA; en
violeta, els ions metal-lics Zn*"i Fe* i en blau, el Ca?*".En blau es mostren els

residus de Cn implicats en la interaccié amb el complex CsA-CyPA. A la dreta
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es mostra la representacio dels complex FK506-FKBP12-Cn: en groc, CnA; en
blau clar, CnB; en blau fosc, FK506; en verd, FKBP12; en rosa, els ions
metal-lics Zn%"i Fe** i en blau, el Ca?*. En blau es mostren els residus de Cn
implicats en la interacci6 amb FKBP12 mentre que en violeta es mostren els

que interaccionen amb FK506 (figura adaptada de Ke i Huai, 2003).

El major efecte immunosupressor de CsA i FK506 ve donat pel potent bloqueig de la
via de senyalitzacié Cn-NFAT, la qual cosa provoca una disminucié dramatica en |’expressio
de citoquines responsables de la generacié de la resposta immune. En paral-lel, aquests
farmacs també afecten parcialment pero de manera indirecta acci6 d’altres factors de
transcripcid com AP1 i NF«kB necessaris també pel correcte desenvolupament de ’activacio
limfocitaria. Malauradament, donat que Cn te multitud de substrats, la inhibicié promoguda
per CsA i FK506 també afecta a tots els altres substrats de Cn. A més, l’establiment dels
complexos farmac-immunofilina promou que tant CyPA com FKBP12 deixin d’exercir en part
les seves funcions fisiologiques habituals. Aquests dos motius juntament amb |’administracio
continuada d’aquests farmacs als pacients, fa que tant CsA com FK506 provoquin efectes
secundaris severs com nefrotoxicitat, neurotoxicitat, nefropatia cronica del trasplantament,
diabetis, hipertensio i risc augmentat de patir cancer. Malgrat aixo, els pacients tractats amb
aquests farmacs no desenvolupen disfuncions a nivell muscular o del sistema nervios (Kiani et
al., 2000). Alguns autors suggereixen que aix0 pot ser degut a que l’expressi6 de Cn en
aquests teixits és notablement superior a la del sistema immunitari o bé a que hi ha menys
disponibilitat d’immunofilines en aquests teixits en comparaciéo amb el sistema immunitari.

Per ultim, afegir que aquests farmacs també indueixen U'expressio de TGFB (per
transforming  growth factor, beta) que és considerat el responsable principal de la
nefrotoxicitat. El TGFB estimula el creixement de la matriu extracel-lular i disminueix la
produccié de les proteases que la degraden la qual cosa desenvolupa fibrosis intersticial
tubular al ronyé (Massague, 1990). En canvi i de manera alternativa, altres dades suggereixen
que el TGFB podria ser induit com a resposta al dany tissular més que ser la causa primaria de
la nefrotoxicitat (Halloran, 2001). Recentment, s’ha descrit que la produccié de TGFB arran
de I’administracié de CsA pot variar segons el tipus de cél:-lula analitzada i les concentracions
de CsA emprades mostrant una heterogeneitat que els estudis inicials no havien revelat
(Minguillon et al., 2005). Tot i aquestes complicacions, el TGFB també promou un efecte

immunosupressor notable envers ’activacio limfocitaria (Kiani et al., 2000)
9.2. Inhibidors endogens i cel-lulars
En els darrers anys s’han caracteritzat diverses proteines endogenes que

interaccionen amb Cn i inhibeixen la seva funcié. A continuacié es detallen les seves

caracteristiques.
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9.2.1. AKAP79

Les proteines AKAP (per A-kinase-anchoring proteins) son un grup de proteines
encarregades de localitzar la proteina PKA en microambients especifics cel-lulars mitjancant
’ancoratge a través de les seves subunitats reguladores (RI o RIl) (Faux and Scott, 1996). Una
d’elles, anomenada AKAP79, s’expressa especialment a neurones i també esta present a
cél-lules T. En els darrers anys, la caracteritzacié d’altres interaccions d’AKAP79 amb altres
proteines com PKC (Faux and Scott, 1996), Cn (Coghlan et al., 1995) i amb les proteines PSD-
95 i SAP97, ambdues proteines MAGUK (per membrane-associated guanylate
kinase)(Dell Acqua et al., 2006), ha fet que AKAP79 s’hagi considerat una proteina adaptadora
capac¢ d’establir grans complexos multiproteics.

Pel que fa a la interacci6 amb Cn, inicialment es va realitzar un mapatge de les
regions tant de Cn com d’AKAP79 implicades en ’establiment de la uni6 (Kashishian et al.,
1998). Mitjancant assaigs de doble hibrid es va determinar que els residus 30-336 de CnA sdn
importants i que no es requereix la participacio de la CnB. Pel que fa a AKAP79, inicialment
va semblar que els aminoacids necessaris eren del 108-280 i especialment del 236-280.
Aquesta interaccio entre ambdues proteines es va determinar in vitro i in vivo.

A més, AKAP79 també inhibeix U’activitat fosfatasa de Cn in vitro envers el
fosfopeptid RIl i in vivo envers els NFAT, a més d’inhibir la transcripcio de la proteina
luciferasa quan aquesta es troba sota el control d’un promotor dependent de NFAT
(Kashishian et al., 1998). Aquest efecte inhibidor també es va demostrar emprant un model
muri transgenic que expressa la regié d’AKAP79 (residus 60-358), que inclou el domini
inhibidor de Cn, especificament al cor (De Windt et al., 2001). Aquests ratolins van mostrar
una disminucio significativa de U’activitat fosfatasa de Cn, aixi com una hipertrofia reduida
davant d’estimuls hipertrofics com soén |’administracié de catecolamines o la sobrecarrega de
pressio (De Windt et al., 2001).

Posteriorment, un altre treball va mostrar que els aminoacids 315-360 d’AKAP79 son
necessaris i suficients per interaccionar i inhibir Cn (Dell'Acqua et al., 2002). A més, a partir
d’aquesta regio de 45 aminoacids es van dissenyar tres péptids amb les seqiiéncies solapants i
tots tres continuaven essent capacos d’unir i inhibir Cn indicant que AKAP79 conté diversos
motius d’interacci6 amb Cn i determinants inhibidors de la seva activitat fosfatasa.
Finalment, també van demostrar que un d’aquests peptids, el que inclou els aminoacids 330-
357, pot bloquejar in vitro la co-immunoprecipitaci6 AKAP79-Cn, i també inhibeix la
interaccid AKAP79-Cn in vivo. L’analisi de la seqiiéncia d’aquest péptid va mostrar que
contenia la seqiiéncia PIAIIT, que és similar al motiu consens PxIXIT dels NFAT, i que compren
els residus 337-343 (DellAcqua et al., 2002). Molt recentment, estudis emprant una
construccio que correspon a la proteina AKAP79 sencera a la qual se li ha delecionat la
seqliencia PIAIIIT, han mostrat que aquesta proteina és incapac d’interaccionar amb Cn i per

tant de localitzar Cn a la membrana (Oliveria et al., 2007).
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Per altra banda, estudis realitzats emprant delecions de la CnhA han permeés acotar la
regio de CnA amb la qual interacciona AKAP79 (Rodriguez et al., 2005). Inicialment es va
descriure que aquesta incloia els aminoacids 30-336 de CnA (Kashishian et al., 1998) pero
actualment s’ha suggerit que els 13 aminoacids del linker de CnA que van dels aminoacids
335-347 podrien ser essencial en la interaccié (Rodriguez et al., 2005). A més [’utilitzacio de
mutants puntuals, dobles i triples d’alguns residus inclosos dins el linker de CnA han permes
determinar que aquests son critics en la interaccio amb AKAP79 essent la substitucio L343S

[’Unica que no afecta a la interaccié AKAP79-CnA (Rodriguez et al., 2005).
9.2.2. Cabin1/Cain

Mitjancant un assaig de doble hidrid a llevat emprant una llibreria de cDNA de
cel-lules T d’origen muri es va identificar Cabin1 (per calcineurin binding protein) com una
proteina que interacciona amb Cn (Sun et al., 1998). De manera independent i simultania es
va identificar Cain (per calcineurin inhibitor), una altra proteina que s’uneix a Cn, i que va
resultar ser l’ortoleg de Cabin1 a rata (Lai et al., 1998).

Aquesta proteina te 2220 aminoacids i es localitza a nucli. La seva interaccié amb Cn
depén de Ca’" i de PKC, perqué s’estableix entre la Cn quan esta activada i Cabin1/Cain quan
esta hiperfosforilada per PKC. Aixi mateix la interacci6 amb Cn ’estableix a través d’una
regio de 38 aminoacids localitzada en el seu extrem C-terminal. Aquesta regio conté la
seqlieéncia PEITVT que s’assembla al motiu consens PxIXIT dels NFAT. A més, Cabin1/Cain és
un inhibidor no competitiu in vitro responsable d’inhibir in vivo tant la desfosforilacié dels
NFAT com la transcripcio del gen de la luciferasa quan aquest es troba sota el control del
promotor de la IL2 (Lai et al., 1998; Sun et al., 1998).

La funcio inhibidora de Cabin1 envers [’activitat fosfatasa de Cn també s’ha estudiat
emprant models murins. De Windt i col. van generar un ratoli transgénic que expressava un
fragment de Cabin1 que inclou el domini inhibidor de Cn (residus 1989-2182) sota el control
del promotor de la cadena pesada de la a-miosina, especifica de cor (De Windt et al., 2001).
Aquests ratolins van mostrar una activitat de Cn notablement disminuida, aixi com una
reduccié significativa de la hipertrofia cardiaca i una disminucio de U’expressié de gens
marcadors d’aquesta, com el factor natriurétic atrial. Per altra banda, Esau i col. van generar
un ratoli que tenia deleccionat un fragment de Cabin1 que conté el domini d’uni6é a Cn aixi
com el d’unio al factor de transcripcio MEF2 (Esau et al., 2001). Aquests ratolins van mostrar
un increment en ’expressio de citoquines, IL2, IL4, IL9, IL13 i IFNG que no correlacionava
amb un increment en la translocacio nuclear de NFAT, sind que semblava que era dependent
de la transcripcio regulada per MEF2 (Esau et al., 2001). Posteriorment, s’ha descrit
ampliament el paper de Cabin1 com a repressor de la transcripcié dependent de MEF2. MEF2,
esta associat constitutivament als llocs d’uni6 dels promotors dels gens que regula, entre ells
Nur77 i IL2 (Pan et al., 2004; Youn and Liu, 2000). Quan les cél-lules no estan activades,

MEF?2 interacciona amb diverses proteines encarregades de reprimir la transcripcié d’aquests
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gens, entre elles Cabin1, el corepressor mSin3 i diverses histona deacetilases (HDACs). Pero
quan es produeix un increment en la concentracié intracel-lular de Ca*, diversos mecanismes
alliberen Cabin1 i les altres proteines, permetent que MEF2 recluti la histona acetilasa (HAT)
p300 i estimuli la transcripci6 dependent de MEF2 (Youn and Liu, 2000). Un d’aquests
mecanismes proposa que la CaM activada pel Ca’" s’uneix a Cabin1 i provoca aixi el seu
alliberament del complex repressor (Youn et al., 1999). Un segon model proposa que la
quinasa dependent de Ca?*/CaM IV (CaMKIV) fosforila diversos residus de Cabin1 creant un lloc
d’uni6 per la proteina 14-3-3 que sera Uencarregada d’exportar a Cabin1 del nucli al
citoplasma (Pan et al., 2005).

Molt recentment, s’ha descrit que Cabin1 interacciona amb Cn, a més de amb el
domini del C-terminal (residus 2117-2161) a través d’un segon domini localitzat a l’extrem N-
terminal (residus 701-900) (Jang et al., 2007), i ho fa de manera independent. A més,
mitjancant assaigs de co-immunoprecipitacio, s’han identificat les dues regions de CnAB que
interaccionen amb aquestes dues seqiiencies de Cabin1: son els aminoacids 329-401 de CnAB,
pel domini de ’extrem C-terminal de Cabin1 i els aminoacids 1-97 de CnAp, pel domini del N-
terminal de Cabin1. Els dos motius de Cabin1 inhibeixen ’activitat de Cn in vitro envers el
fosfopéptid RIl i in vivo envers la desfosforilacid, translocacio i transcripcié dependent de
NFAT, pero el motiu que compren els residus 701-900 interacciona amb ’extrem N-terminal.
Aquest fet ha portat als autors del treball a suggerir que la regi6 701-900 de Cabin1 tindria un
efecte al-lostéric vers Cn i podria considerar-se com un inhibidor no competitiu (Jang et al.,
2007).

9.2.3. A238L

El virus ASFV (per African swine fever virus) és un virus de DNA que replica de manera
primaria en macrofags in vivo i que provoca febres hemorragiques agudes en porcs domestics
i infeccions asimptomatiques en els seus hostes naturals (Miskin et al., 1998). Aquest virus
expressa proteines encarregades d’interferir amb el sistema immunitari de U’hoste amb la
finalitat d’escapar d’ell. Una d’aquestes proteines és la proteina A238L, la qual conserva
bastant similitud amb la familia de proteines IkB. Mitjancant un assaig de doble hibrid es va
caracteritzar la interaccio d’A238L amb Cn. La interaccio A238L-Cn no és competida amb CsA,
la qual cosa indica que A238L i el farmac no comparteixen el mateix lloc d’unié a Cn. A més,
altres experiments van mostrar que A238L inhibeix in vivo la seva activitat fosfatasa. Aixo
s’ha analitzat determinant "expressio del gen de la luciferasa sota el control de promotors
regulats per NFAT, AP1 o NFxB. Els resultats han mostrat que mentre que A238L inhibeix
’expressio dependent de NFAT i també de NFkB, no provoca cap efecte envers la d’AP1. Aixi
doncs, la proteina A238L sembla tenir dues funcions: unir-se a Cn i inhibir la seva activitat
fosfatasa i a la vegada inhibir la transcripcié dependent de NFAT i de NFxB (Miskin et al.,
1998).

24



Pel que fa a la funcio envers Cn, s’ha determinat que la regido minima d’interaccio
d’A238L amb Cn correspon a un motiu de 14 aminoacids localitzat al seu extrem C-terminal
(aminoacids 200-213). La seqiiencia consens d’aquest motiu PxIXITxC/S, és similar al motiu
PxIXIT d’ancoratge dels NFAT a Cn, i esta conservada en diferents proteines A238L de
diferents virus ASFV aillats. Pel que fa a la CnA, la regié minima que participa en la interaccio
amb A238L comprén els aminoacids 32-350 i correspon majoritariament al domini catalitic de
la CnApB (Miskin et al., 2000).

Mitjancant assaigs de competicio de la interaccio A238L-Cn amb péptids que contenen
la seqiliéncia consens minima d’interaccio de NFAT o de A238L, s’ha pogut determinar que
ambdos peptids competeixen la interaccié analitzada. Aquests resultats, juntament amb la
gran similitud de seqiiéncia compartida pels dos motius, indiquen que probablement A238L i
NFAT interaccionen amb Cn a través de la mateixa regio o en regions properes. De manera
similar al motiu PxIXIT dels NFAT que interacciona amb Cn pero no inhibeix Cn, el motiu d’
A238L tampoc inhibeix in vitro ’activitat fosfatasa de Cn envers el fosfopeptid RIl (Miskin et
al., 2000).

Molt recentment s’ha descrit que la regié minima inhibidora d’A238L esta localitzada
al seu extrem C-terminal i conté 82 aminoacids (Abraham et al., unpublished results).

Per altra banda, també s’ha descrit que existeixen dues isoformes d’A238L: una de 28
kDa i una altra de 32 kDa. Mentre que la de 32 kDa es localitza preferentment al nucli, tant la
de 28 com la de 32 kDa poden ser detectades al citoplasma (Silk et al., 2007). A més, mentre
que alguns autors han mostrat que A238L co-precipita amb p65 (Revilla et al., 1998) altres
han vist que la isoforma de 28 kDa no és la responsable d’aquesta co-precipitacio. Aquestes
dades suggereixen, que la isoforma de 28 kDa d’A238L podria ser la isoforma implicada en la
uniod i inhibicié de Cn (Tait et al., 2000).

9.2.4. CHP

La CHP (per calcineurin B homologous protein) va ser identificada inicialment
mitjancant un assaig de doble hibrid com una proteina que era capac d’interaccionar amb
NHE1, que és una de les nou isoformes de proteines intercanviadores de Na'/K" que es
coneixen (Lin et al., 1999). Donada ’alta homologia amb la CnB i la CaM inicialment es va
predir que podria interaccionar amb CnA.

Mitjancant assaigs de co-immunoprecipitacié in vivo s’ha determinat que la CHP
interacciona amb CnA. A més, la CHP inhibeix in vitro ’activitat fosfatasa de la Cn envers el
fosfopéptid RIl probablement perque altera ’associacié de U’heterotrimer format per CnA,
CnB i CaM. In vivo, CHP inhibeix la transcripcio del gen de la luciferasa sota el control d’un
promotor dependent de NFAT pero no d’AP1. Aixi mateix, també inhibeix pero només un 25%,
’expressié dependent de NFkB. En concordanca amb aquests resultats, CHP inhibeix la

translocacio nuclear de NFAT. Per Ultim, també s’ha vist que l'activaci6 prolongada de
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cél-lules Jurkat via TCR disminueix els nivells de proteina de CHP pero no els de mRNA

suggerint un mecanisme de regulacio fisiologica a nivell post-traduccional (Lin et al., 1999).

9.2.5. CALSARCINA-1

La familia de les Calsarcines és una familia de proteines que interaccionen amb Cn i
que s’expressen exclusivament a muscul estriat (Frey et al., 2000b). Esta formada per tres
membres: CALSARCINA-1, 2 i 3. CALSARCINA-1 és I’Unic membre que s’expressa a cor adult i a
les fibres lentes del muscul esquelétic mentre que en canvi, CALSARCINA-2 i 3 s’expressen a
les fibres rapides (Frey and Olson, 2002). La seva funcio inhibidora envers ’activitat fosfatasa
de Cn s’ha caracteritzat emprant un model muri deficient en Calsarcina-1 (Frey et al., 2004).
En mlscul esquelétic, els ratolins Calsarcina-1’" mostren un major nombre de fibres lentes i
una major activitat fosfatasa. A cor, aquests ratolins, tot i no presentar hipertrofia cardiaca,
si que tenen una major associacié Cn-CaM aixi com NFAT-DNA i els nivells d’expressio de
diversos marcadors hipertrofics augmentats (Frey et al., 2004). A més, el creuament de
ratolins Calsarcina-1"" amb ratolins transgénics que expressen la CnA*, promou |’aparicié d’un
fenotip cardiac hipertrofic més exagerat que el que presenten els ratolins que solament son
transgenics de CnA*, i com a consequiencia els provoca la mort prematura.

En canvi, quan als ratolins Unicament deficients en Calsarcina-1 se’ls administra
isoproterenol o sén sotmesos a exercici perllongat, el tamany del seu cor no augmenta ni
tampoc |’expressio genica de marcadors hipertrofics (Frey et al., 2004).

Aixi doncs, CALSARCINA-1 semblaria que no participa en la regulacio de U’hipertrofia
fisiologica pero si en la hipertrofia provocada per altres tipus d’estimuls a través de la

inhibicié de ’activitat fosfatasa de Cn.

9.2.6. FKBP38

La proteina FKBP38 és un membre de la familia de proteines FKBP (per FK506-binding
proteins) que esta localitzat a la mitocondria (Shirane and Nakayama, 2003). L’any 2002,
Shirane i col. van demostrar que FKBP38 és un inhibidor endogen de Cn i que a més pot tenir
funcions anti-apoptotiques donat que és el responsable d’ancorar Bcl-2 i Bcl-x, a la membrana
de la mitocondria (Shirane and Nakayama, 2003). Aquests autors mitjancant assaigs de co-
immunoprecipitaci6 amb proteines sobreexpressades o a nivell endogen van mostrar que Cn
interacciona amb FKBP38, tant en preséncia com en abséncia de FK506. A més, també
demostren que FKBP38 inhibeix tant in vitro com in vivo ’activitat fosfatasa de Cn envers el
fosfopeptid Rl i la translocacio nuclear de NFAT (Shirane and Nakayama, 2003).

Contrariament, Weiwad i col. han qiiestionat que FKBP38 sigui un inhibidor de Cn
(Weiwad et al., 2005). Mitjancant assaigs de co-immunoprecipitacié mostren que la proteina
FKBP38 no interacciona amb Cn pero si ho fa amb CaM. In vitro s’ha vist que FKBP38 inhibeix

de manera poc potent l'activitat fosfatasa de Cn envers el fosfopéptid RIl, i només quan
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FKBP38 s’afegeix a altes concentracions i CaM a baixes. In vivo, FKBP38 tampoc és capac
d’inhibir ’expressio del gen de la luciferasa sota control d’un promotor dependent de NFAT,
ni sola ni en presencia d’un lligand de la immunofilina.

FKBP38 inclou un domini FKBP, pero els residus crucials per interaccionar amb FK506
aixi com els de Uactivitat peptidil prolil cis-trans isomerasa (PPlasa) sembla que no estan
conservats (Lam et al., 1995). Malgrat aix0, recentment s’ha demostrat que FKBP38 te
activitat PPlasa (Edlich et al., 2005; Kang et al., 2005a) pero en canvi, és incapac¢ d’unir-se a
FK506 (Kang et al., 2005a). A més, aquest treball torna a mostrar que in vitro FKBP38 sola o
en preséncia de FK506 no inhibeix [’activitat fosfatasa de Cn (Kang et al., 2005a).

A més dels resultats oposats obtinguts pel que fa a la funcié inhibidora de FKBP38
envers ’activitat fosfatasa de Cn respecte RIl també s’han publicat resultats oposats pel que
fa a la seva capacitat anti o pro-apoptotica (Edlich et al., 2005; Shirane and Nakayama, 2003;
Wang et al., 2005).

9.2.7. CARABIN

Aquest és el darrer inhibidor endogen de Cn identificat fins al moment. CARABIN és
una proteina de 466 aminoacids que s’expressa a humans i a ratolins i que comparteix un 88%
d’identitat de seqiiéncia entre ambdues espécies (Pan et al., 2007).

CARABIN conté al seu extrem N-terminal un domini Ras/Rab GAP (aminoacids 89-294) i
en el seu extrem C-terminal un domini a través del qual interacciona amb Cn (aminoacids
406-446). CARABIN interacciona in vitro i in vivo amb Cn, inhibeix la seva activitat fosfatasa
envers RIl, inhibeix la desfosforilacio i translocacié nuclear de NFAT i com a conseqiiéncia,
Uexpressid d’IL2. En paral-lel, CARABIN te activitat Ras GTP in vitro i in vivo i inhibeix
especificament "estat de fosforilacié de ERK1/ERK2 pero no de p38 o JNK. A més, |’expressio
de CARABIN és mediada a través de Cn suggerint 'existéncia d’un cicle de retroalimentacio
negativa. Tots aquests resultats indiquen que, CARABIN connecta la via de senyalitzacio de Cn
amb la de RAS i aix0 podria ser important en la inhibicié de la senyalitzacio via TCR i de

’activacio limfocitaria (Pan et al., 2007).

9.2.8. Proteines RCAN

Les proteines DSCR1 (per Down Syndrome candidate region-1) formen una familia de
proteines que interaccionen i regulen U'activitat de Cn. Els membres d’aquesta familia, als
quals també se’ls ha anomenat Calcipressines o MCIPs (per modulatory calcineurin interacting
proteins), han patit recentment un canvi de nom per permetre la unificacio de la
nomenclatura i han passat a anomenar-se RCAN (per regulators of calcineurin) (Davies et al.,
2007).

Donada la seva importancia en la realitzaci6 d’aquest treball experimental,

s’explicaran en detall més endavant a l’apartat 11.
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9.3. Péptids inhibidors

Diversos treballs han proposat l’Us de peéptids, entre ells els que contenen les
seqliencies d’unié de NFAT amb Cn, com a possibles bloquejadors de la interaccié NFAT-Cn.
Aquesta interferéncia, en alguns casos, tindria lloc sense afectar a l’activitat fosfatasa de Cn,

seria més especifica i donaria lloc a menys efectes secundaris que ’Us de CsA i FK506.

9.3.1. SPRIEIT i VIVIT

L’any 1996, Luo i col. van descriure que la regio N-terminal de NFATc2 (aminoacids 1-
415) contenia un domini regulador a través del qual NFATc2 s’unia directament a Cn, era
substrat in vitro de Cn i era responsable de la seva localitzacio subcel-lular (Luo et al., 1996).
Amb la finalitat d’identificar la seqiiéncia o seqiiencies responsables d’ancorar els NFAT a Cn
es van realitzar diversos mutants que contenien de 1 a 5 substitucions a alanina en 58
posicions conservades del domini regulador caracteritzat (Aramburu et al., 1998). Aquest
treball va permetre caracteritzar una regié que inhibia in vitro la desfosforilacié dels NFAT i
que incloia el motiu consens PxIXIT, que esta conservat en les proteines NFAT. Péptids
sintetics de 26 aminoacids o 13 aminoacids de longitud que contenien aquesta seqiiencia
consens eren capacos d’inhibir la interacci6 NFAT-Cn. Una caracteristica prometedora
d’aquests peptids era que eviten la desfosforilacio de NFAT, pero en canvi no bloquegen
’activitat fosfatasa de Cn envers altres substrats com RIl o la proteina TAU, suggerint que la
interaccido amb Cn no tindria lloc a través del centre actiu. In vivo es va confirmar que
aquests péptids podien inhibir la desfosforilacio, la translocacio i la transcripcié dependent de
NFAT, demostrant que podien interaccionar amb Cn independentment del seu estat
d’activacié. A aquests dos peptids se’ls va anomenar SPRIEIT i les seves seqiiencies son:
SPRIEIT-25: KPAGASGPSPRIEITPSHELMQAGGY i SPRIEIT-13: SGPSPRIEITPSH. Els mateixos autors
van demostrar que in vitro les proteines NFAT interaccionen de manera més eficac amb la Cn
activada que amb la no activada suggerint que, a més del motiu SPRIEIT, podria haver alguna
altra regio als NFAT a través de la qual interaccionessin amb Cn (Garcia-Cozar et al., 1998).
Amb la finalitat de caracteritzar el lloc d’uni6 a CnA d’aquestes dues regions de NFAT, es va
emprar un mutant de la CnA que Unicament incloia el domini catalitic, la construccio CnAa(1-
347). La interaccido NFAT-CnAa(1-347) podia ser competida de manera parcial pel complex
CsA-CyPA, aixi com pels péptids RIl i AID, que es sap que interaccionen amb Cn a través del
seu centre actiu i a més també podia ser competida pel péptid sintétic SPRIEIT-25, que es
sabia que ho fa a través d’alguna regio situada fora del centre actiu. Aquests resultats van
mostrar que NFAT interaccionava amb Cn a través de dos motius, un encara no identificat i el
motiu SPRIEIT, i que a més, la interaccid del primer tenia lloc a través del centre actiu de
CnA mentre que el SPRIEIT s’uniria a través d’alguna regio diferent del centre actiu. Aquestes
dades van portar als autors a suggerir que en cél-lules no estimulades, els NFAT estarien units

a CnA a través d’alguna regio situada fora del seu centre actiu. En canvi, ’estimulacio de les
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cél-lules per un senyal de Ca’* provocaria el desplacament del domini AID permetent que els
NFAT s’unissin addicionalment a CnA a través del seu centre actiu. Aixo afavoriria el
posicionament adequat dels NFAT i la desfosforilacié immediata per part de Cn dels residus
serina de NFAT fosforilats (Garcia-Cozar et al., 1998).

Els assaigs d’interaccio in vitro van permetre determinar que la ICso de SPRIEIT-25 era
de ~-15 uM respecte les interaccions de NFATc1, NFATc2 i NFATc3 amb Cn (Aramburu et al.,
1998). Amb ’objectiu d’obtenir inhibidors de la interaccié NFAT-Cn que fossin més potents
que el péptid SPRIEIT es van sintetitzar dues quimioteques combinatories de péptids basades
en el motiu consens PxIXIT dels NFAT. La primera tenia la seqiiencia MAxxxPxIXITxxIIKK, on la
X representa una barreja d’aminoacids naturals, i els péptids van ser seleccionats en funcio
de la seva capacitat d’unir-se a una proteina de fusié que contenia el domini catalitic de la
CnA unit a la glutatio S-transferasa (GST). Per acabar de refinar els peptids seleccionats a
partir del primer cribratge es va emprar una segona quimioteca de péptids degenerats basats
en la seqliencia MAGXIIP[T/x][z/x]xIXGPIIEE, on la z representa una série de residus no
naturals. Aquesta quimioteca tenia algunes posicions fixades a partir dels resultats obtinguts
amb el primer cribratge aixi com algunes posicions no fixades que havien estat fixades a la
primera quimioteca. Aquest treball va permetre seleccionar un péptid de 16 aminoacids que
es va anomenar VIVIT la seqiiéncia del qual és: MAGPHPVIVITGPHEE (Aramburu et al., 1999).
El peptid VIVIT és 25 cops més afi per Cn que el péptid SPRIEIT natural i a 'igual que ell
competeix in vitro la interacci6 NFAT-Cn i tant la desfosforilaci6 com la transcripcid
dependent de NFAT. A més, no inhibeix l’activitat fosfatasa de Cn i inhibeix selectivament la
transcripcio dependent de NFAT mentre que la de NFkB, no. A més, aquest peptid és
responsable de la disminucié de la transcripcié de diverses citoquines dependents de NFAT
com CSF2, TNF i IL2, entre d’altres, en cél-lules Jurkat. En canvi, no inhibeix la transcripcio
de LTA (per lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1)) ni LTB (per lymphotoxin beta
(TNF superfamily, member 3)), U'expressio de les quals es considera sensible a CsA,
presumiblement dependent de Cn, i independent dels NFAT (Aramburu et al., 1999).

En els darrers anys, han aparegut diversos treballs avalant |’eficacia inhibidora in vivo
del peptid VIVIT en ratolins o rates. La majoria d’ells, utilitzen el péptid VIVIT sintetitzat
juntament amb 11 arginines localitzades al seu extrem N-terminal que funcionen com un
domini de transduccio proteica. S’ha demostrat que les seqiiéncies de poliarginines (de 6 a
11) faciliten ’entrada de péptids bioactius i proteines en cél:lules eucariotes in vitro i in vivo
(Futaki et al., 2001). Aixi doncs, s’ha demostrat que el péptid 11R-VIVIT afavoreix la
supervivencia de ’al-loinjert en un trasplantament d’illots pancreatics sense comprometre la
secrecio d’insulina (Noguchi et al., 2004); disminueix la hipertrofia cardiaca en models de
rata amb laorta lligada (Kuriyama et al., 2006); inhibeix els processos proliferatius i
imflamatoris que causen vasculopatia obstructiva en models d’hipertensio pulmonar arterial
(Bonnet et al., 2007). A més, també s’ha demostrat que el VIVIT, en forma de proteina de

fusio a EGFP (per enhanced green fluorescent protein) o sense les arginines, podria ser un nou
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agent antirestenotic emprant models de rates o linies cel-lulars endotelials, respectivament
(Liu et al., 2005; Yu et al., 2006).

Donat el potencial terapéutic del péeptid VIVIT, en els darrers anys s’han realitzat
estudis estructurals de la interaccio VIVIT-Cn. Al 2004, Li i col. mitjancant diferents tecniques
(entrecreuament del VIVIT amb Cn, prediccio de llocs d’unid in silico i assaigs experimentals
amb mutants de Cn) van descriure que el péptid VIVIT (5-mer) interacciona amb el full B
numero 14 de la CnAa i que la Thr del motiu consens PxIXIT interacciona amb el residu N330
de la CnAa (Li et al., 2004). Molt recentment, i de manera simultania han aparegut dos
treballs on caracteritzen aquesta interaccié amb técniques més resolutives, cristal-litzacié de
raigs X i ressonancia magnética nuclear (Li et al., 2007; Takeuchi et al., 2007). En ambdds
casos, demostren que el peptid VIVIT (14-mer) forma un full B paral-lel amb el full B exposat
nimero 14 de la CnA. A més, tots dos descriuen regions similars de CnA responsables de la
interaccio amb el péptid VIVIT, essent en un cas els aminoacids 327-333 i en laltre els
aminoacids 329-332 de la CnAa, ambdues regions situades fora del linker de CnA. Pel que fa
al VIVIT, ambdés treballs afirmen que els residus conservats en la seqiiéncia consens PxIxIT
son crucials en la interaccio. Per ultim, Uorientacio del peptid VIVIT en la interaccié amb Cn
afavoriria que els residus fosforilats de NFAT estiguessin localitzats a prop del centre actiu
(Takeuchi et al., 2007).

9.3.2. LxVP

Tal i com s’ha comentat a l'apartat anterior, el treball de Garcia-Cozar i col. va
descriure U'existéncia d’un segon lloc d’unid6 de NFAT en CnA (Garcia-Cozar et al., 1998).
Mitjancant mutants de NFAT es van poder identificar les dues regions: una que contenia la
seqlieéncia PxIXIT localitzada a ’extrem N-terminal del NHR (anomenada també CNBR1) i una
segona que contenia la seqiieéncia LxVP localitzada al C-terminal del NHR (anomenada també
CNBR2) (Liu et al., 1999; Park et al., 2000). L’analisi posterior del domini LxVP va permetre
acotar el lloc d’unio a una seqiiéncia de 16 aminoacids anomenada Pep3 responsable d’inhibir
la translocacié de NFATc3 de manera especifica mentre que la de NFATc2, no (Liu et al.,
2001). A més, el domini LxVP esta conservat només parcialment entre els diferents membres
de la familia NFAT i sembla que aix0 confereix certa selectivitat a la interaccié de Cn amb
determinats membres de la familia. Recentment, s’ha realitzat una analisi comparativa de
Uafinitat dels motius PxIXIT i LxVP dels diferents NFAT (Martinez-Martinez et al., 2006).
Mitjancant assaigs pull down, els autors han demostrat que in vitro NFATc1 s’uneix de manera
més afi a Cn que no pas NFATc2. Aquesta diferéncia no sembla que sigui causada pels motius
PxIXIT, perqué ambdos interaccionen amb Cn amb afinitats semblants, tot i que PxIxITc2
s’uneix de manera una mica més afi que no PxIxITc1. Aixi doncs, la diferent capacitat d’unio
dels dos NFAT sembla que esta directament relacionada amb la diferent afinitat dels LxVP per
Cn: mentre que LxVPc1 s’uneix de manera molt afi a Cn, el LxVPc2 no s’uneix. De fet, el

motiu LxVPc1 és també més afi per Cn que no pas PxIxITc1 o PxIxITc2. A més, LxVPc1 inhibeix
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'activitat fosfatasa de Cn envers el fosfopeptid RIl mentre que el PxIxITc2, no, i també
inhibeix tant la desfosforilacié com la translocacid nuclear de NFATc2 (Martinez-Martinez et
al., 2006).

9.3.3. Péptids de Cn: el domini AID i la regio linker de Cn

Dues regions de Cn, el domini AID i el linker, també s’ha demostrat que poden inhibir
la via de senyalitzacido Cn-NFAT.

L’any 1990, Hashimoto i col. van descriure que la regié 457-481 de CnA constituia un
domini autoinhibidor de l’activitat fosfatasa de ’enzim. Aquest motiu de 25 aminoacids
inhibia potentment i de manera especifica ’activitat fosfatasa de Cn envers la cadena
lleugera de la miosina marcada amb *?P i el substrat pNPP mentre que no afectava a altres
tipus de fosfatases (Hashimoto et al., 1990). Malauradament, la interaccio d’aquest motiu a
través del centre actiu de CnA, bloquejaria la desfosforilacié per part de Cn de tots els seus
substrats. Aquest fet, convertiria al péptid AID en un candidat a immunosupressor poc adient.
Tot i aixi, el fet de no requerir immunofilines per inhibir a Cn, podria significar un increment
en Uespecificitat de substrat respecte els farmacs inhibidors de Cn actuals, CsA i FK506.

Per altra banda, la generacio de mutants puntuals en Uortoleg de Cn a llevat va
permetre identificar tres residus localitzats a la regio linker de Cn crucials per a U’activitat
fosfatasa (Jiang and Cyert, 1999). Les substitucions S373P, H375L i L379S de la regio linker de
Cn inhibeixen ’activitat fosfatasa de Cn in vitro i in vivo. Recentment, un treball ha mostrat
que la substitucié dels 3 aminoacids caracteritzats en llevat en la CnAa humana,
corresponents a les posicions S337P H339L L343S, en forma de mutants senzills, dobles i
triples, inhibeixen la interacci6 de CnAa amb el NFATc2 i la seva translocacié a nucli
(Rodriguez et al., 2005). A més, també afecten a la interaccio de Cn amb dues proteines,
Cabin1 i AKAP79, que contenen seqiiéncies semblants al motiu consens PxIXIT dels NFAT
(Rodriguez et al., 2005). De manera interessant s’ha descrit que la substitucio L343S disrupta
especificament la interaccié NFATc2-Cn pero no la corresponent amb Cabin1 o AKAP79. Els
autors suggereixen que l'utilitzacio de la regio6 linker de Cn enlloc del motiu PxIXIT permetria
identificar inhibidors més especifics.

Aquests resultats no coincideixen exactament amb els obtinguts recentment a partir
de les analisi estructurals de la interaccio VIVIT-Cnh, perqué mentre que aquests autors
afirmen que la regio linker es crucial en ’establiment de la interaccido NFATc2-Cn (Rodriguez
et al., 2005), altres demostren que aquesta té lloc a través d’una regio localitzada fora del
linker de CnA, tot i que situada adjacent al seu extrem N-terminal (Li et al., 2007; Takeuchi
et al., 2007).
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9.4. Molécules inhibidores

Durant els darrers anys, s’han identificat diverses molécules sintétiques i naturals
inhibidores de Cn. Entre els inhibidors sintétics, el PD 144795 és un derivat del benzotiofe
que originalment va ser descrit com anti-imflamatori i que també bloqueja ’activitat de Cn
en extractes cel-lulars (Gualberto et al., 1998). Entre els naturals, el ciclolinopeptid A (CLA) i
altres peptids ciclics naturals constitueixen una familia de peptids immunosupressors que
inhibeixen a Cn mitjancant un mecanisme similar a la CsA, pero de manera notablement
menys potent (Gaymes et al., 1997). A més, també s’han desenvolupat analegs de CsA i
FK506. La moléecula ISA(TX)247 mostra més potencial immunosupressor i menys toxicitat renal
que la CsA (Aspeslet et al., 2001), mentre que L-732,531 promou un efecte immunosupressor
similar a FK506 pero amb menys nefrotoxicitat (Dumont, 2000).

Recentment, "ampli Us de técniques de cribratge d’alta eficacia (high throughput
screening, HTS) ha permés caracteritzar molécules inhibidores de la via de senyalitzacié Ca*'-
Cn-NFAT a diferents nivells: inhibici6 del senyal de Ca?*, de la interaccié NFAT-Cn i de la uni6
cooperativa NFAT:AP1 amb el DNA. En aquest apartat Unicament es descriuran algunes
molécules disruptores de la interaccido NFAT-Cn.

L’any 2004, Roehrl i col. van identificar i caracteritzar un conjunt de compostos
anomenats INCA (per inhibitors of NFAT-calcineurin association) responsables d’interaccionar
directament amb Cn i desplacar la interaccio VIVIT-Cn in vitro (Roehrl et al., 2004). D’entre
ells, I’INCA-6 inhibeix la desfosforilacio, la translocacio i la transcripcio de diverses citoquines
dependents de NFAT sense afectar a l’activitat fosfatasa de la Cn. Malauradament, a cél-lules
de melsa, la citotoxicitat que promouen és molt significativa apareixent el fenomen apoptotic
caracteristic del blebbing a les 2-4 hores d’incubacio. Per aquesta rad, els assaigs in vivo
Unicament es van poder dur a terme en la linia cel-lular Cl.7W2 de limfocits T, que va tolerar
’Us d’INCA-6 a concentracions dins del rang micromolar (Roehrl et al., 2004). Posteriorment,
el mateix grup va demostrar que el lloc d’interaccié dels INCA-1, INCA-2 i INCA-6 esta centrat
en la cisteina 266 de la ChnAo amb la qual estableixen un enllac covalent (Kang et al., 2005b).
A Uigual que UINCA-6, U'INCA-2 inhibeix in vivo en cél-lules T D5 la via de senyalitzacio Cn-
NFAT pero a diferéncia d’ell inhibeix l'activitat fosfatasa de Cn. La unié dels INCA amb Cn
probablement promou un canvi conformacional en el loop de la CnA a través del qual s’ha
descrit que el péptid VIVIT interacciona amb la Cn (Li et al., 2004). Aixi doncs, els autors
suggereixen que els INCA no disrupten la interaccié VIVIT-Cn de manera directa sin6 que
s’uneixen a través d’un lloc proper al lloc d’unio del PxIXIT i aixo provoca un canvi al:-lostéric
que fa que el peptid VIVIT no pugui unir-se a Cn (Kang et al., 2005b).

Molt recentment, emprant una quimioteca de composts heterociclics sintetitzats
quimicament s’ha identificat la pirazolpirimidina (anomenada NCI1) com una molécula capag
d’inhibir in vitro Uactivitat fosfatasa de Cn envers el fosfopeptid RIl (Sieber et al., 2007). El
disseny de derivats de la seva estructura ha permes identificar una molécula anomenada NCI3

(per NFAT-calcineurin-signaling inhibitor 3) capa¢ d’inhibir la desfosforilacio, translocaci6 i

32



transcripcio dependent de NFAT. A diferéncia de NCI1, el producte NCI3 no inhibeix [’activitat
fosfatasa de Cn envers el fosfopeptid RIl i només ho fa en un 10-20% vers el substrat pNPP. A
més, NCI3 competeix només parcialment la interaccio VIVIT-Cn, la qual cosa també ha portat
als autors a suggerir un possible efecte al-losteric de NCI3 envers la interaccié PxIxIT-Cn
(Sieber et al., 2007).

10. LA FAMILIA DE PROTEINES RCAN

Aquesta familia de proteines esta present des de llevats a humans i es caracteritza
per tenir el motiu anomenat FLISPP, considerat com la senya d’identitat de la familia (Hilioti
and Cunningham, 2003). En humans existeixen tres membres: RCAN1, RCAN2 i RCAN3.

10.1. Regulador de la calcineurina 1, RCAN1

El gen huma RCAN1, també anomenat DSCR1 (per Down Syndrome candidate region
1), ADAPT78 o MCIP1, va ser identificat ’any 1995 (Fuentes et al., 1995) com a part d’un
projecte que pretenia identificar nous gens al cromosoma 21 huma, la trisomia parcial o total
del qual esta present en els malalts amb Sindrome de Down. Posteriorment, va ser clonat el

gen Rcant de ratoli (Casas et al., 2001).

10.1.1. Estructura génica i patré d’expressio de RCAN1

El gen huma RCAN1 esta localitzat al cromosoma 21, 21g22.12, i esta format per 7
exons. Mitjancant splicing alternatiu RCAN1 pot donar lloc a quatre transcrits diferents:
RCAN1-1, RCAN1-2, RCAN1-3 i RCAN1-4, que tenen en comu els exons 5, 6 i 7 i utilitzen els
exons 1, 2, 3 i 4, com a primers exons de manera alternativa i excloent. Dels quatre
transcrits, els més abundants son RCANT-1 i RCAN1-4. El transcrit RCAN1-2 s’ha detectat per
RT-PCR a cervell i fetge fetal, mentre que el transcrit RCAN7-3, no s’ha detectat fins al
moment (Fuentes et al., 1997) (Figura 6).

Els dos transcrits més abundants, RCAN1-1 i RCAN 1-4, donen lloc a un mMRNA amb una
mida estimada de 2.2 kb, tant en teixits humans adults i fetals. Mitjancant transferéncia de
Northern, s’ha determinat que RCANT-1 s’expressa abundantment a cervell fetal i també a
cor, cervell i muscul esquelétic adult (Fuentes et al., 1997) (Ermak et al., 2001). Pel que fa a
RCAN1-4, inicialment es va detectar la seva expressio a ronyo i cor fetal i també a muscul
esquelétic i placenta en adult, pero no a cervell (Fuentes et al., 1997). Recentment, s’ha

demostrat la preséncia de RCAN7-4 a cervell (Ermak et al., 2002).
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Figura 6. Estructura génica de RCANT huma i dels transcrits RCAN1-1 i RCAN1-4 més

abundants que genera per splicing alternatiu (figura adaptada de Davies i col., 2007)

L’any 1997, Fuentes i col. van descriure U'existéncia de promotors alternatius pels
diferents transcrits de RCAN1 (Fuentes et al., 1997). Posteriorment, Yang i col. van identificar
un segment intragénic de vora 900 pb localitzat entre els exons 3 i 4 amb 15 llocs d’unio per
NFAT, que no es trobava en el promotor de RCAN1-1 (Yang et al., 2000a). Els mateixos autors
van demostrar que ’expressio de RCAN1-4, pero no la de RCAN1-1, és estimulada a través de
la via Cn-NFAT.

L’estimulacio de "expressio de RCAN1-4 a través de la via Cn-NFAT s’ha caracteritzat
a diferents teixits i emprant diferents estimuls: en diverses linies cel-lulars, U373
(astrocitoma), SH-SY5Y (neuroblastoma), U251 (astroglioma), Jurkat (limfocits T) o limfocits T
humans, emprant diferents estimuls com ionomicina+PMA, peroxid d’hidrogen o el péptid
amiloide ABs.4, (Ermak et al., 2001; Fuentes et al., 2000; Lin et al., 2003; Narayan et al.,
2005); en ratolins transgénics que expressen la CnA* a cor (Yang et al., 2000a); en cél-lules
C2C12 estimulades amb ionomicina, independentment dels seu estat de diferenciacio,
mioblasts o miotubs (Yang et al., 2000a); en cardiomiocits aillats de rata mitjancant induccid
mecanica directe (Wang et al., 2002); en cél-lules HUVEC (per human umbilical vein
endotelial cells) estimulades amb VEGF (per vascular endothelial growth factor) i trombina i
amb menys mesura també TNF (Hesser et al., 2004; Minami et al., 2004); en cél-lules neurals
PC12 a les quals se’ls ha administrat KCl que promou la seva despolaritzacio (Cano et al.,
2005) i també en cél-lules stem de la cresta neural estimulades amb TGFB (Mann et al.,
2004); en cel-lules de cancer de tiroides que expressen el receptor GPR54 (per G protein-
coupled receptor 54) en presencia del seu lligand metastina (Stathatos et al., 2005) i en
cancer de colon a través de ’activacio del receptor PPARy (Bush et al., 2007).

Els mecanismes de regulacié del transcrit RCANT-1, que no es regula a través de la
via Cn-NFAT, descrits fins ara son: en cel-lules 697 de leucémia pre-B, l’administracié de
glucocorticoids (GC) estimula la transcripcié de RCANT-1, malgrat no tenir llocs responedors a
GC en la regio 5’ flanquejant a ’ex6 1 (U et al., 2004); en cardiomiocits aillats de rata,
l’administracié de 17p-estradiol estimula la transcripci6 de RCAN1-1 a través de la via de

senyalitzacio de la PI3K (per phosphatidylinositol 3-kinase) (Pedram et al., 2005); en
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queratinocits, [’activacio de NOTCH 1 promou que el factor de transcripcio HES-1 (per hairy
and enhancer of split 1) inhibeixi ’expressio génica de RCAN1-1 (Mammucari et al., 2005).

A ratoli, el gen Rcan? esta localitzat al cromosoma 16, 16C4, i esta format per 5
exons, conservant l’estructura génica descrita per l'ortoleg huma. Existeixen dos transcrits a
ratoli, Rcan1-1 i Rcan1-2, que corresponen als transcrits RCAN1-1 i RCAN1-4 humans,
respectivament.

Mitjancant transferencia de Northern, alguns autors han identificat un mRNA de vora
2.2 kb present sobretot a cor i a muscul soleus (Rothermel et al., 2000). Altres han demostrat
la preséncia d’aquest mRNA a embrions murins i a diversos teixits adults, essent els més
abundants, a cor, cervell, mUscul esquelétic i ronyo (Casas et al., 2001). En canvi, altres
autors han mostrat que Rcan? s’expressa abundantment a cor i ronyo, significativament
menys a cervell, fetge i testicle i no s’expressa a muscul esqueletic (Porta et al., 2007a).
L’analisi acurada de diverses regions del cervell ha revelat que el transcrit Rcan1-2 s’expressa

significativament més que el Rcan 1-1 en totes les regions analitzades.

10.1.2. Estructura i funcié de la proteina RCAN1

Inicialment, es va descriure que ambdos transcrits, RCAN1-1 i RCAN1-4, codificaven
per dues proteines RCAN1-1 i RCAN1-4 de 197 aminoacids, que Unicament diferien en el
primer exo. Posteriorment, es va descriure que la isoforma RCAN1-1 incloia 55 aminoacids
més a Uextrem N-terminal de ’exd 1, i que en realitat la proteina tenia 252 aminoacids
(Genesca et al., 2003)(Figura 7).

FLISPP
1 84 142 196 252
1 [ s [ HWe [ 7 | Rrcantt
160-169
1 29 87 141 197
[« [ 5 [ W [ = | RCAN14
105-114

l FLISPP : FLISPPASPP

Figura 7. Estructura de RCAN1-1 i RCAN1-4 humanes. El requadre negre
correspon al motiu FLISPP. La seqiiéncia del motiu es mostra en detall a la
llegenda. També s’indiquen les posicions de ’aminoacid final de cada exd

aixi com els aminoacids inclosos al motiu FLISPP.

S’ha demostrat que RCAN1 és una fosfoproteina que pot ser fosforilada als residus
serina del motiu FLISPP per la GSK3 i per la MAPK a mamifers, i la Mck1, a llevats (Hilioti et
al., 2004; Vega et al., 2002). A més, també s’ha descrit U’existéncia d’un altre lloc de
fosforilacio independent de la fosforilacié dels residus serina del FLISPP perdo encara no es

coneix on es localitza (Genesca et al., 2003).
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Alguns autors han suggerit que Uestat de fosforilaci6 de RCAN1 regula la seva
localitzacio cel-lular. Rothermel i col. van demostrar que RCAN1 resideix habitualment al
nucli pero que en preséncia de CnA* esta a citoplasma (Rothermel et al., 2000). Altres autors
han demostrat que RCAN1 es localitza a citoplasma i presenta un marcatge perinuclear que
suggereix que probablement RCAN1 podria estar a RE (Leahy and Crawford, 2000). Per Ultim,
Pfister i col. van realitzar una analisi acurada de la distribucio cel-lular de RCAN1 i van
demostrar que resideix a nucli, pero que la mutacié de diversos residus treonina i serina a
alanina reverteix la seva localitzacié que passa a ser citoplasmatica (Pfister et al., 2002). A
més, la delecié dels 33 aminoacids del seu extrem C-terminal també provoca que RCAN1
estigui localitzada a citoplasma. Aquests resultats correlacionen amb el fet de que en teixits
cerebrals de malalts d’Alzheimer, que tenen menor activitat fosfatasa de Cn, RCAN1 es
localitza al nucli de les cél:lules piramidals (Cook et al., 2005).

També s’ha descrit que U'estat de fosforilaci6 de RCAN1 modula la vida mitja de la
proteina. Resultats contradictoris s’han obtingut en C.neoformans o en cél-lules de mamifer,
indicant els primers que la fosforilacié incrementaria !’estabilitat de la proteina mentre que
els segons mostren que la disminueix (Genesca et al., 2003; Gorlach et al., 2000).

A més, Uestat de fosforilaci6 de RCAN1-1 modula la seva funcio. La substitucio dels
residus serina del motiu FLISPP a alanina provoca que aquestes formes mutants de RCAN1-1
inhibeixin de manera menys eficient [’activitat fosfatasa de Cn (Genesca et al., 2003). Per
altra banda, Abbasi i col. van demostrar que quan RCAN1-4 es troba desfosforilada s’uneix i
inhibeix a Cn pero quan esta fosforilada, s’allibera de Cn i interacciona amb la proteina 14-3-
3 (Abbasi et al., 2006)

A llevat i a cél-lules de mamifer s’ha demostrat que RCAN1 és substrat de Cn in vitro i
pot ser desfosforilada per la propia fosfatasa (Hilioti et al., 2004; Vega et al., 2002).

Tal i com s’ha descrit a U'apartat 10.1.1, Uexpressié del transcrit RCAN1-4 és induida
per la via de senyalitzacié Ca**-Cn-NFAT. Aix0 indica que la proteina RCAN1-4, a ’igual que
el recentment caracteritzat inhibidor endogen de Cn, Carabin, estableix un cicle de
retroalimentacio negativa en el qual el propi RCAN1-4 inhibiria a Cn (Yang et al., 2000a).

Per Ultim, en els darrers anys s’ha qiiestionat el paper fisiologic de RCAN1, arran dels
resultats obtinguts amb els models murins deficients en aquesta proteina (Ryeom et al., 2003;
Sanna et al., 2006; Vega et al., 2003). Tot i que inicialment es va considerar que RCAN1 era
un inhibidor de Cn, actualment es pensa que pot jugar un paper dual d’inhibidor o de
facilitador de 'activitat de Cn en funcio de la dosi de RCAN1 present a la cél-lula. El fenotip
de diversos teixits analitzats d’aquests ratolins deficients en Rcan? es descriura en detall a
’apartat 10.1.2.1.

A ratoli, els transcrits Rcan1-2 i Rcan1-2 codifiquen per les proteines Rcan1-1 i Rcan1-
2 de 251 i 198 aminoacids, respectivament. Recentment, s’ha descrit per transferéncia de
Western emprant cervell adult i cervell post-natal en desenvolupament a dia 5 (PD5, per

post-natal day 5) que la isoforma Rcan1-1 és més abundant que Rcan1-2 en totes les regions
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analitzades. A més, tant la isoforma Rcan1-1 com la Rcan1-2 son més abundants en teixit
adult que en PD5 (Porta et al., 2007a).

10.1.2.1. Implicacions funcionals de la interaccio RCAN1-Cn

RCAN1 interacciona amb Cn i participa en multiples funcions, algunes de les quals es
descriuen en detall a continuacio.

L’any 2000, de manera simultania quatre grups independents van descriure que
RCAN1 interacciona i inhibeix Cn (Fuentes et al., 2000; Gorlach et al., 2000; Kingsbury and
Cunningham, 2000; Rothermel et al., 2000). Inicialment, es va descriure que RCANT1
interacciona amb Cn a través dels 83 aminoacids del seu extrem C-terminal (Fuentes et al.,
2000). Altres autors van demostrar que és necessaria una regié més gran que inclou un motiu
semblant al motiu PxIXT dels NFAT i el motiu FLISPP (Rothermel et al., 2000). Posteriorment,
altres autors han demostrat que el motiu FLISPP ni és necessari ni és suficient per unir o
inhibir a Cn i que caldrien regions localitzades als extrems N-terminal i C-terminal per
interaccionar i inhibir completament a Cn (Vega et al., 2002).

Pel que fa a Cn, s’ha suggerit que aquesta s’uneix a RCAN1 a través de la seva regio
anomenada linker o d’alguna regi6 propera (Fuentes et al., 2000; Rothermel et al., 2000).

La interaccio RCAN1-Cn té diverses implicacions funcionals segons el tipus cel-lular o

teixit considerat en el qual té lloc:

- Cervell: Donat que el gen huma RCANT esta localitzat al cromosoma 21 i la Sindrome
de Down (SD) es caracteritza per la trisomia total o parcial d’aquest cromosoma, s’ha
estudiat la funcio de RCAN1 en diversos processos neurologics. S’ha demostrat en fetus amb
SD que ’expressio del mRNA de RCAN1 esta incrementada (Chang et al., 2003; Fuentes et al.,
2000). Els malalts amb SD també desenvolupen de manera prematura malaltia d’Alzheimer.
En malalts d’Alzheimer s’ha detectat menys activitat de Cn (Ladner et al., 1996) i més
expressio de RCAN1 tant a nivell de mRNA com de proteina, essent la isoforma RCAN7-1 la
més abundant (Cook et al., 2005; Ermak et al., 2001; Harris et al., 2007). S’ha suggerit que
davant d’un estrés oxidatiu agut, RCAN1 pot tenir un paper protector a curt termini mentre
que la sobreexpressio a llarg termini de RCAN1 pot estar associada a la progressio de la
malaltia d’Alzheimer (Ermak et al., 2001). En aquest sentit, el propi RCAN1 estimula la
transcripcio de SOD71, que a l’igual que RCAN1 pot fer funcions diferents segons els seus
nivells d’expressio (Ermak et al., 2004). Recentment, s’ha descrit que RCAN1 indueix
expressio de GSK3p3 (Ermak et al., 2006). Aquest fet juntament amb la inhibicié de Cn per
RCAN1 poden provocar la hiperfosforilacio de la proteina TAU, que és substrat tant de la
fosfatasa com de la quinasa. La proteina TAU hiperfosforilada és menys susceptible de ser
degradada pel proteasoma i tendeix a formar agregats, caracteristics de la malaltia
d’Alzheimer i d’altres taupaties (Poppek et al., 2006). Per altra banda, en models murins

deficients en Rcan1 davant d’un estrés oxidatiu, les neurones son més resistents a morir que
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les dels ratolins salvatges (Porta et al., 2007b). Aixo indica que canvis en la concentracié de
RCAN1 poden ser responsables de la neurodegeneracio detectada en pacients amb SD o
malalts d’Alzheimer.

Mitjancant l’s de mutants de mosca amb pérdua o guany de funcié de U'ortoleg de
RCANT1 s’ha pogut demostrar que la seva dosi és critica en els processos d’aprenentatge i en
l’establiment de la memoria a llarg termini (Chang et al., 2003). A més, la sobreexpressio de
RCAN1 genera agregats que alteren els processos d’endocitosi necessaris per la correcte
transmisio sinaptica (Keating et al., 2006; Ma et al., 2004). Per contra, models murins
deficients en Rcant i Rcan2 mostren alteracions en el comportament i en la memoria a curt
termini similars als del models mutants CnB1"", suggerint el paper facilitador de RCAN1 in
vivo (Sanna et al., 2006).

Per ultim, la inhibicié de Cn per part de RCAN1 és un factor de proteccié davant
lVinfart cerebral perqué evita la desfosforilacio de ’enzim nNOS, que provoca neurotoxicitat,

i evita la desfosforilacio de BAD, que condueix a l’apoptosi (Harris et al., 2005).

- Cor: Inicialment es va analitzar el paper de RCAN1 en la regulacio de la hipertrofia
cardiaca degut a la funcid crucial de Cn en aquest procés biologic.

La sobreexpressio de RCAN1-4 especificament a cor va mostrar que RCAN1-4 inhibeix
notablement la hipertrofia provocada per ’expressio de la CnA*, aixi com per ’administracio
d’isoproterenol o l’exercici continuat (Rothermel et al., 2001). En canvi, en extractes de cor
de ratolins Rcan1”" es va detectar una disminucié de vora el 45% de ’activitat fosfatasa de
Cn. A més, la delecié de Rcan? va mostrar que en funcié de U’estimul hipertrofic emprat,
Rcan1 podria funcionar com inhibidor, en ratolins transgenics amb la CnA*, o com facilitador
de Uactivitat de Cn, quan als ratolins se’ls lligava ’aorta o se’ls administrava isoproterenol
(Vega et al., 2003). Resultats similars es van obtenir amb ratolins deficients en Rcan1 i Rcan2
i delecionant els ortolegs de RCANT a S.cerevisiae i C.neoformans, apuntant al paper
facilitador de RCAN1 in vivo (Gorlach et al., 2000; Kingsbury and Cunningham, 2000; Sanna et
al., 2006).

Altres autors han demostrat que la sobreexpressid de RCAN1-4 protegeix davant la
hipertrofia que apareix després d’un infart de miocardi i millora la supervivencia (van Rooij et
al., 2004). Per Ultim, també s’ha demostrat la participacio de RCAN1-4 en la regulacio de la

formacio de les valvules cardiaques i el septe (Lange et al., 2004) (Wu et al., 2007a).

- Miscul esqueletic: En mioblasts i miotubs s’ha descrit que RCAN1-4 inhibeix tant la

Cn estimulada amb ionomicina+PMA com la CnA* (Rothermel et al., 2000). Per altra banda, la
generacio de models murins ha demostrat que la modulacio de ’activitat de Cn per part de
RCAN1 és dual. Ratolins transgénics adults que sobreexpressen RCAN1 especificament a
muscul esquelétic tenen inhibida 'activitat fosfatasa de Cn (Oh et al., 2005). A més, malgrat
que RCAN1 no provoca la disminucié del nombre de fibres musculars, aquestes presenten un

canvi en el fenotip donant lloc a una disminucié dramatica de fibres de fenotip lent. Aquest
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fet provoca que fibres de fenotip rapid intentin compensar la falta de fibres de fenotip lent.
Altres autors en canvi han mostrat que l’exercici continuat promou [’aparicié d’un fenotip
lent a les fibres musculars en els ratolins salvatge mentre que els ratolins 2 KO per Rcant i
Rcan2 no mostren aquest canvi de fenotip (Sanna et al., 2006). Finalment, també s’ha descrit
que en cel-lules stem de la cresta neural RCAN1 inhibeix l’activacié de la diferenciacié de

muscul llis mediada per Cn (Mann et al., 2004).

- Sistema vascular: L’estimulacié de cel-lules endotelials amb VEGF promou

’activacio transcripcional de RCAN1-4 (Abe and Sato, 2001). Alguns autors han mostrat que
RCANT1 inhibeix [’angiogénesi, redueix la densitat dels vasos sanguinis, [’adhesio cel-lular i la
mida dels tumors in vivo (Minami et al., 2004; Minami et al., 2006; Yao and Duh, 2004). Per
contra, altres han demostrat U'efecte contrari, suggerint que RCAN1 te un paper pro-
angiogenic (lizuka et al., 2004). Recentment, s’ha suggerit que la regulacié de ’angiogénesi
depen de la isoforma considerada: RCAN1-4 tindria una funcio anti-angiogénica mentre que

RCAN1-1 seria pro-angiogenic (Qin et al., 2006).

- Sistema immunitari: Diversos treballs mostren que en cél-lules endotelials

estimulades amb VEGF la sobreexpressio de RCAN1 atenua l’expressio dependent de Cn-NFAT
de diverses molécules pro-imflamatories, com COX-2, E-selectina i el factor tissular (Hesser et
al., 2004; Minami et al., 2006). En paral-lel, NFkB també estimula la transcripcié de
citoquines pro-imflamatories, aixi que donat que la IxBp és substrat de Cn, alguns autors han
proposat que RCAN1 podria inhibir els processos imflamatoris mediats per NFxB (Biswas et al.,
2003). A més, segons altres autors, RCAN1 també seria responsable d’estabilitzar la I«Ba i
disminuir la transcripcié de citoquines pro-imflamatories (Kim et al., 2006).

La caracteritzacio de la resposta immune emprant models murins deficients en Rcant
ha donat lloc a resultats en part similars i en part oposats (Ryeom et al., 2003; Sanna et al.,
2006). Ambdos models mostren que els ratolins Rcan?”’™ tenen el nombre de cél-lules B i
cél-lules T CD3+, CD4+ i CD8+ semblants al dels ratolins salvatges. A més, també mostren que
els limfocits T CD4+ dels ratolins deficints tenen un nivell d’apoptosi major. En canvi, Ryeom i
col. mostren que |’activitat fosfatasa de Cn és major en limfocits T CD4+ dels animals Rcan?””
que en els salvatges, confirmant el paper de RCAN1 com un inhibidor endogen de Cn (Ryeom
et al., 2003). A més, els ratolins Rcan1”’" expressen menys IFNG i 1gG2 i mostren alteracions
en la proliferacié i mort de les cél-lules Th1. Aixo és degut a que presenten una disminucio en
els llindars d’activacio de la transcripcio de diverses citoquines, entre elles IL2 i IFNG, a més
d’una expressio prematura de FASL, la qual cosa promou la mort cel-lular de les cel-lules Th1
(Ryeom et al., 2003). Per la seva banda, Sanna i col. demostren que els ratolins Rcan1”’" no
tenen una activacio de les cel-lules T CD4+ disminuida ni tampoc una reduccioé en U’expressio
genica de IFNG o IL4 (Sanna et al., 2006). A més, la generacié del triple mutant deficient en

CnAp/Rcan1/Rcan2 no rescata el fenotip apoptotic que presenten els ratolins Rcan?”’ sino
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que encara mostren més apoptosi, suggerint el paper facilitador de RCAN1 in vivo (Sanna et
al., 2006).

10.1.2.2. Altres proteines que interaccionen amb RCAN1

En els darrers anys, s’ha descrit que RCAN1 interacciona amb altres proteines, a part
de Cn. S’ha demostrat que RCAN1 interacciona amb la integrina avp3 suggerint un paper en
angiogenesi (lizuka et al., 2004); la isoforma RCAN1-4 interacciona amb RAF1 a través de dues
regions, una d’elles localitzada al seu extrem N-terminal i una altra situada al C-terminal que
estaria enmascarada per un domini inhibidor (Cho et al., 2005) i la isoforma RCAN1-4
interacciona amb la proteina UXP (per ubiquitously-expressed transcript NP_705582)
suggerint que podrien interaccionar formant part d’un complex transcripcional (Silveira et
al., 2004)

10.2. Regulador de la calcineurina 2, RCAN2

El gen huma RCAN2, també anomenat ZAKI-4, DSCR1L1 o MCIP2, va ser identificat
’any 1996 en un cribratge realitzat per identificar gens que poguessin ser regulats mitjancant
hormones tiroidees (tiroxina i 3’3’,5-triiodotironina (T3)) en fibroblasts de pell humana
(Miyazaki et al., 1996). Recentment, s’ha clonat Rcan2 que és el corresponent ortoleg a ratoli
(Mizuno et al., 2004).

10.2.1. Estructura génica i patré d’expressio de RCAN2

El gen huma RCAN2 esta localitzat al cromosoma 6, 6p12.3, i esta format per 7 exons,
dels quals els dos primers, ’ex6 1 i ’ex06 2, son no codificants. Mitjantcant splicing alternatiu
RCAN2 déna lloc a tres transcrits diferents: RCAN2-1,3, RCAN2-2,3 i RCAN2-4. Els tres
transcrits de RCAN2 tenen en comu els exons 5, 6 i 7, i utilitzen els exons 1, 2 i 4,
respectivament, com a primers exons de manera alternativa i excloent. Donat que els exons 1
i 2 son no codificants, tant el transcrit RCAN2-1,3 com RCAN2-2,3 codifiquen per la mateixa
proteina (Cao et al., 2002) (Figura 8).

Mijancant transferencia de Northern s’han identificat dos transcrits diferents amb una
mida estimada de 3.4 i 1.4 kb, donat que els transcrits de RCANZ tenen dos possibles llocs de
poliadenilacié (Cao et al., 2002; Miyazaki et al., 1996). Inicialment, es va descriure que
RCAN2 s’expressava abundantment a cervell, muscul esquelétic, cor i fetge mentre que a
placenta, pulmo, ronyo6 i pancreas no es detectava (Miyazaki et al., 1996). La identificacio
dels diferents transcrits ha permes determinar que RCAN2-4 s’expressa exclusivament a
cervell, mentre que RCAN2-1,3 i RCAN2-2,3 s’expressen ubiquament, essent més abundants a

cervell, cor, muscul esquéletic i ronyo (Cao et al., 2002).
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L’Unica regulaci6 transcripcional de RCAN2 caracteritzada fins al moment és la
corresponent a les hormones tiroidees (Miyazaki et al., 1996). En fibroblasts de pell humana,
la Tz estimula la transcripcio de RCAN2-4 a través d’una via de senyalitzaci6 mediada per
mTOR, donat que l’administracié de rapamicina bloqueja significativament la seva expressio
(Cao et al., 2005), pero no afecta a la dels altres dos transcrits (Cao et al., 2002). A
diferéncia de RCAN1, la transcripcié de RCAN2 no esta regulada a través d’un senyal de Ca”'
(Yang et al., 2000a).

05 34 131 76 2 23
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Figura 8. Estructura génica de RCAN2 huma i dels transcrits que es generen per splicing
alternatiu. Els triangles indiquen els llocs de poliadenilacié (figura adaptada de Davies i
col., 2007)

A ratoli, el gen Rcan2 esta localitzat al cromosoma 17, 17C, i esta format també per 7
exons, conservant ’estructura génica descrita per l’ortoleg huma. Existeixen dos transcrits a
ratoli, Rcan2-1 i Rcan2-3, que corresponen als transcrits RCAN2-2,3 i RCAN2-4 humans,
respectivament. Els exons 6 i 7 contenen dos llocs de poliadenilacié (Mizuno et al., 2004).

Mitjancant transferéncia de Northern, alguns autors han identificat dos mRNA de 3.4
i 1.4 kb aproximadament, presents a cervell, cor i muscul soleus (Rothermel et al., 2000).
Altres han mostrat que U"expressio de Rcan2-1 és exclusiva de cervell, mentre que Rcan2-3
s’expressa a cervell, cor, mlscul esquelétic i ronyd (Mizuno et al., 2004). Altres autors han
mostrat que l’expressié de Rcan2 només es detecta a cor i a cervell, estant el producte de 3.4
kb present a ambdds teixits, mentre que el de 1.4 kb només esta a cor. Amb assaigs de PCR
semiquantitativa a temps real han demostrat que Rcan2 s’expressa a les diferents regions de
cervell adult analitzades, detectant-se majors nivells de Rcan2-1 en unes i de Rcan2-3 en
altres (Porta et al., 2007a).

Per Gltim, en models de rata amb hipotiroidisme també s’ha vist que els nivells de

mRNA de Rcan2 estan disminuits al cortex cerebral pero no al cerebel (Siddiq et al., 2001).
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10.2.2. Estructura i funcié de la proteina RCAN2

Els transcrits humans identificats fins al moment codifiquen per dues proteines:
RCAN2-3 i RCAN2-4, amb una mida de 243 i 197 aminoacids, respectivament (Figura 9).

FLISPP
1 75 133 191 243
| 3 [ 5 T B | 7 | rcan2s3
155-164
1 29 87 145 197
[« T 5 [Tl [ 7 ] RrRcAn24
109-118

l FLISPP : FLISPPSSPP

Figura 9. Estructura de les isoformes de RCAN2 huma. El requadre negre
correspon al motiu FLISPP. La seqiiencia del motiu es mostra en detall a la
llegenda. També s’indiquen les posicions de |’aminoacid final de cada exé
aixi com els aminoacids inclosos al motiu FLISPP.

Fuentes i col. van demostrar que RCAN2 interacciona amb Cn, inhibeix la translocacio
nuclear de NFAT i també inhibeix la transcripcio dependent de NFAT (Fuentes et al., 2000).
Temps després, Cao i col. van identificar les dues isoformes que es coneixen actualment,
RCAN2-3 i RCAN2-4, i van confirmar que ambdues inhibeixen ’activitat fosfatasa de Cn,
suggerint un paper inhibidor per a RCAN2 envers la via de senyalitzacié Cn-NFAT (Cao et al.,
2002). Els motius de RCAN2 implicats en aquesta interaccio no s’han identificat. Recentment,
s’ha demostrat que aquest paper inhibidor de RCAN2 envers Cn és el responsable d’inhibir
[’angiogenesi promoguda per VEGF en cél-lules endotelials (Gollogly et al., 2007).

Tot i Uefecte inhibidor de RCAN2 envers ’activitat de Cn, el desenvolupament de
models murins deficients en Rcan2 han suggerit que, a l’igual que passa amb Rcan1, RCAN2
podria tenir un efecte facilitador de ’activitat fosfatasa de Cn in vivo (Sanna et al., 2006).
Aquest efecte facilitador s’ha demostrat en diferents teixits de manera similar a com s’ha
descrit anteriorment per RCAN1 en ratolins Rcan2”’ i deficients per Rcan? i Rcan2 (Sanna et
al., 2006).

A ratoli, els transcrits Rcan2-1 i Rcan2-3 codifiquen per les proteines Rcan2-1 i Rcan2-
3, de 243 i 197 aminoacids respectivament. Recentment, s’ha descrit per transferéncia de
Western emprant cervell adult i cervell post-natal en desenvolupament (PD5) que la isoforma
Rcan2-3 és més abundant que Rcan2-1 en totes les regions analitzades. En canvi, la isoforma
Rcan2-1 predomina en PD5 mentre que esta absent en cervell adult. A més, s’ha pogut
constatar ’expressio de Rcan2 en cortex cerebral de PD5 aixi com en el nucli de les cél-lules
de Purkinje, mentre que Rcan1 es detectava al citoplasma de les cél-lules de Purkinje (Porta
et al., 2007a).
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10.3. Regulador de la calcineurina 3, RCAN3

El gen huma RCAN3, també anomenat DSCR7L2 o MCIP3, va ser identificat ’any 2000
mitjancant prediccié informatica donada la seva similitud amb RCANT i RCAN2 (Strippoli et
al., 2000a).

10.3.1. Estructura génica i patré d’expressié de RCAN3

El gen huma RCAN3 esta localitzat al cromosoma 1, 1p36.11, i esta format per 5
exons, el primer dels quals no es tradueix a proteina. Mitjancant splicing alternatiu RCAN3
dona lloc a tres transcrits diferents: RCAN3-1,2,3,4,5, RCAN3-2,3,4b,5 i RCAN3-2,5. Els
transcrits RCAN3-1,2,3,4,5 i RCAN3-2,3,4b,5 estan formats pels 5 exons amb [’Unica
diferencia que RCAN3-2,3,4b,5 te 30 pb menys en la seva regio central (exd 4), que no li
comporta cap canvi en la pauta de lectura (Strippoli et al., 2000a). En canvi, RCAN3-2,5
nomeés esta format per U'exd 2 i 'exd 5, i conté un canvi en la pauta de lectura que afecta

integrament a tota la seqiieéncia de l’exd 5 (Canaider et al., 2006) (Figura 10).
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Figura 10. Estructura génica de RCAN3 huma i dels transcrits que es generen per

splicing alternatiu (figura adaptada de Davies i col., 2007).

Mitjancant transferéncia de Northern s’han identificat tres transcrits diferents amb
una mida estimada de 3.2, 5.2 i 7.5 kb a diversos teixits humans, essent més abundants a cor,
muUscul esquelétic, ronyo i fetge (Strippoli 2000). Pel que fa al transcrit RCAN3-2,5,
mitjancant RT-PCR s’ha pogut determinar la seva preséncia a cor adult, muscul esqueléetic i
cervell, estant en el cas del cor, en una proporcid 1:3,5 respecte del transcrit RCAN3-
1,2,3,4,5 (Canaider et al., 2006).

A ratoli, el gen Rcan3 esta localitzat al cromosoma 4, 4D3, i esta format també per 5
exons, conservant l’estructura génica descrita per U'ortoleg huma. Fins al moment, s’ha
descrit U’existéncia d’un Unic transcrit a ratoli, Rcan3, que correspon al RCAN3-1,2,3,4,5
huma. Mitjancant transferencia de Northern, alguns autors han identificat dos mRNA de 4.4 i

1.8 kb aproximadament, presents en diferent teixits, essent els més abundants a cor i fetge
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(Strippoli et al., 2000b). En canvi, altres autors han mostrat que Unicament existeix un mRNA
de vora 5 kb expressat preferentment a cervell, i en menor mesura a cor, ronyo i testicles.
Amb assaigs de PCR semiquantitativa a temps real s’ha demostrat que Rcan3 s’expressa a les
diverses regions de cervell adult analitzades, detectant-se els majors nivells de mRNA a

cerebel i els menors a hipocamp (Porta et al., 2007a).

10.3.2. Estructura i funcié de la proteina RCAN3

Els transcrits identificats fins al moment RCAN3-1,2,3,4,5, RCAN3-2,3,4b,5 i RCAN3-
2,5, codifiquen per tres proteines: RCAN3-2, RCAN3-2,3,4b,5 i RCAN3-2,5, amb una mida de

241, 231 i 115 aminoacids, respectivament (Figura 11).
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Figura 11. Estructura de les isoformes de RCAN3 huma. El requadre negre correspon al
motiu FLISPP. La seqiiéncia del motiu es mostra en detall a la llegenda. També
s’indiquen les posicions de l’aminoacid final de cada exo aixi com els aminoacids

inclosos al motiu FLISPP.

L’any 2006, Canaider i col. van demostrar mitjancant assaigs de doble hibrid en llevat
i pull down que les proteines RCAN3-2 i RCAN3-2,5 interaccionen a través de ’ex6 numero 2
amb una de les isoformes de la troponina 1 present a muscul cardiac, TNNI3 (Canaider et al.,
2006). La TNNI3 s’expressa especificament a cor i aixo ha permes que s’hagi suggerit un
possible paper de RCAN3 en la contraccio cardiaca, tot i que fins al moment no s’ha confirmat
des d’un punt de vista funcional.

A ratoli, U’Unic transcrit identificat fins al moment codifica per la proteina Rcan3 de
239 aminoacids que té un 89% d’homologia respecte de "ortoleg huma RCAN3-2. Recentment,
s’ha realitzat I’analisi per transferéncia de Western de la distribucié de Rcan3 en cervell
adult i en cervell post-natal en desenvolupament (PD5). Els resultats mostren |’expressio
d’una Unica isoforma de Rcan3 tant en el cervell adult com en PD5, detectant-se els nivells
d’expressid menors en ’hipocamp. A més, s’ha detectat ’expressido de Rcan3 a diverses
regions del cervell de ratoli, suggerint que RCAN3 podria estar implicat en processos

d’aprenentatge i memoria (Porta et al., 2007a).
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11. ESTRATEGIES PER BUSCAR DISRUPTORS D’INTERACCIONS PROTEINA-PROTEINA

Tradicionalment la font de composts amb activitat biologica s’ha basat en la sintesi
seqliencial de molécules, aixi com en ’aillament de productes naturals tant d’origen vegetal
com animal. Tot i els éxits remarcables obtinguts, aquestes estrategies son lentes i sovint
impliquen la realitzacid d’assaigs biologics llargs i complexos. Per solucionar aquest problema

es va desenvolupar la quimica combinatoria.

11.1. La quimica combinatoria: les quimioteques

La introducci6 de la quimica combinatoria i els cribratges d’alta eficacia han marcat
’evolucié del camp del descobriment de farmacs en els Gltims anys. De fet, no hi ha cap
empresa farmacéutica i biotecnologica important que no faci servir aquestes eines per
millorar U’eficiéncia i la rapidesa d’identificacio de moléecules davant de dianes terapéutiques
ben diverses (Adang and Hermkens, 2001; Leach and Hann, 2000). Fins ’any 2001, més de
quaranta molecules descobertes a partir d’estratégies de quimica combinatoria, es trobaven
ja en fase clinica (Golebiowski et al., 2001).

La quimica combinatoria permet crear grans col-leccions de composts estructuralment
relacionats, anomenades quimioteques, d’una forma sistematica, rapida, eficac i simultania,
per assajar-los davant d’una determinada interaccid. Les quimioteques estan estructurades a
partir d’un esquelet central, al qual s’hi va introduint la diversitat quimica a través de les
diferents fonts de diversitat utilitzades (Masip). En aquest sentit, les quimioteques de
molécules senzilles i per tant, que ofereixen amplies possibilitats d’optimitzacié estructural,
troben cada vegada més acceptacio en U'estratégia de cerca de nous farmacs (Hann et al.,
2001). Hi ha dos tipus de formats de quimioteques: el de composts individuals i el de mescles
controlades. En el primer, a cada tub Unicament hi ha un producte, mentre que en el segon,
cada tub conté una barreja de productes. En aquest darrer cas, la identificacio de la molecula
o molécules més actives en ’assaig necessita un procés anomenat deconvolucio. Mitjancant
aquest procés i recorrent a la logica de la construccio de les mescles, es pot tirar enrere i
acabar identificant els productes responsables de ’activitat assajada. Un dels formats més
emprats a les mescles és el de rastreig posicional (positional scanning) on s’empra una mescla
de reactius i es sintetitzen tantes subquimioteques com posicions de diversitat s’hagin
d’introduir. Aquestes subquimioteques contindran la totalitat dels productes de la
quimioteca, pero organitzats de forma diferent en cada mescla. De fet, cada subquimioteca
contindra una posicié definida i coneguda, mentre que a les altres hi haura una mescla de
totes les fonts de diversitat possibles.

Les quimioteques s’utilitzen per identificar noves molecules mitjantcant cribratge
d’alta o de baixa eficacia (high or low throughput screening, HTS o LTS). Les molécules

identificades anomenades caps de serie o hits, entren en una fase que consisteix en el
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desenvolupament d’altres molécules optimitzades en base a la seva estructura, pero que
presenten millor activitat, afinitat, selectivitat i falta de toxicitat.

En aquesta fase la quimica combinatoria també juga un paper important per
dissenyar i sintetitzar quimioteques més reduides que presentin les modificacions necessaries
de Uestructura quimica, aixi com potenciar les seves propietats ADMET (Administracio,
Distribucio, Metabolisme, Excrecié i Toxicitat). El cribratge d’aquesta nova quimioteca
permetra la identificacido d’una estructura optimitzada o lead amb les caracteristiques i
propietats idonies per esdevenir, en cas de superar les proves cliniques, un nou farmac
potencial (Masip).

En els Ultims anys, la informatica ha esdevingut una eina complementaria al llarg de
tot el procés, desenvolupant metodes computacionals (in silico) aplicats tant al disseny de
Uestructura dels composts de les quimioteques, per a la identificaci6 de hits, com a
l’optimitzacio d’aquests, per a la identificacio de leads. Malgrat els avencos aconseguits en

els darrers anys, aquest procés sol trigar de 6 a 12 anys (Figura 12).
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Proves cliniques Figura 12. Esquema representatiu de les
diferents etapes que inclouen el procés de

NOU FARMAC descobriment d’un farmac.
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Una de les estrategies emprades per identificar molécules que siguin relativament
estables dins la cél-lula consisteix en utilitzar péptids formats per D-aminoacids o peptoides
(Masip et al., 2005):

-Els péptids amb D-aminoacids tenen l’avantatge davant dels péptids formats per L-
aminoacids que sén menys susceptibles a la degradacié per part de les proteases
intracel-lulars.

-Els peptoides son peptidomimetics estructuralment semblants als peptids, per tal de

mantenir la seva activitat biologica, pero que no presenten els desavantatges d’ells: baixa
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disponibilitat oral degut a una baixa absorcio intestinal, elevada inestabilitat metabolica,
accions mdltiples i amplies fluctuacions en el seu comportament farmacocinetic.
Formalment, aquests composts son oligomers de glicines N-substituides que difereixen
estructuralment dels peptids en el trasllat de les seves cadenes laterals, passant del carboni

en alfa a ’atom de nitrogen de Uenllag amida (Figura 13).
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Figura 13. Estructura d’un péptid i d’un peptoide. R', R? i R® representen la

diversitat introduida per les cadenes laterals.

Aquesta diferéncia estructural confereix als peptoides una major estabilitat
metabolica i una menor polaritat, caracteristiques que es tradueixen en una elevada
resisténcia a la hidrolisi per part de les proteases de l'organisme, una millor absorcio
intestinal i, a més, una llibertat conformacional més gran degut a la incapacitat de formar
els ponts d’hidrogen que tenen els péptids. A més, la diversitat quimica en els peptoides es
pot introduir a través d’amines primaries, la qual cosa genera un alt potencial combinatori
(Masip et al., 2005).

11.2. Metodologia de cribratge: anisotropia de fluorescéncia

El cribratge de molécules per identificar nous farmacs es pot realitzar emprant
diferents técniques que van des dels assaigs in vitro a la realitzacié d’assaigs in vivo
funcionals en cél-lules eucariotes. En aquest sentit, Venkatesh i col. van identificar diverses
molécules capaces d’inhibir la translocacio de NFAT en cél-lules HeLa estimulades amb
ionomicina (Venkatesh et al., 2004). També Bush i col. van identificar molécules capaces
d’estimular la transcripcié de RCAN7-4 en ceél:-lules H9c2 transfectades amb una construccid
que portava el gen de la luciferasa sota el control del promotor de RCAN1-4 (Bush et al.,
2007).

Per altra banda, els assaigs in vitro poden estar basats en la identificacio de
molecules que modulin ’activitat de la diana d’interes o també en la disrupcié d’interaccions
proteina-proteina. En el primer cas, recentment Sieber i col. han pogut identificar diferents
molécules capaces d’inhibir U’activitat fosfatasa de Cn vers el fosfopéptid RIl (Sieber et al.,
2007). A més, a partir d’elles i mitjancant el disseny de derivats, han pogut identificar
molécules que inhibeixen la via de senyalitzacié Cn-NFAT sense inhibir [’activitat fosfatasa de

Cn vers el fosfopeptid RIl. En el segon cas, Roehrl i col. han identificat molécules que
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disrupten la interaccié VIVIT-Cn mitjancant la deteccié per anisotropia de fluorescéncia
(Roehrl et al., 2004). De fet, existeixen diversos metodes per detectar la disrupcio d’una
interaccio, com pot ser mitjancant ELISA, pero si la interaccié analitzada és de poca afinitat
aquesta tecnica requereix massa manipulacié de la mostra degut a la realitzacid de
nombrosos rentats i no és adequada pel cribratge de gran nombre de molécules. En els
darrers anys s’ha demostrat que ’anisotropia de fluorescéncia, que requereix molta menys
manipulacié de la mostra que un ELISA i que és una técnica amb una alta sensibilitat, pot ser
una metodologia aplicable en la realitzaci6 de cribratges de grans quimioteques
combinatories.

Aquesta técnica esta basada en la teoria de la fluorescéncia polaritzada establerta
’any 1926 per Perrin (Perrin, 1926). Aquesta teoria diu que quan una molécula es troba en un
medi liquid, aquesta tendeix a rotar, i la seva velocitat de rotacié6 és inversament
proporcional a la mida de la molecula. Si un peptid marcat fluorescentment es troba lliure en
un medi liquid la seva velocitat de rotacié sera gran degut a la seva petita mida, mentre que
si aquest esta interaccionant amb una proteina, la seva velocitat de rotacio resultara
disminuida donat el major tamany de la moléecula resultant de la interaccio proteina-peptid.
Quan aquest sistema és excitat amb un feix de llum polaritzada (que només oscil:-la en un
Unic pla de Uespai), si el péptid es troba lliure, la seva velocitat de rotacio sera gran, i la
majoria de llum que emetra el fluorofor haura passat a ser dispersada, emetent només una
petita quantitat de llum encara polaritzada. En canvi, si el péptid esta interaccionant amb la
proteina, la seva velocitat de rotacid sera menor i només emetra una petita part de la llum
dispersada, essent la majoria de la llum emesa del tipus polaritzada. Aixi doncs, amb aquesta
teécnica es podran detectar in vitro de manera rapida i relativament senzilla interaccions

proteina-peptid (Figura 14).
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Figura 14. Esquema representatiu del principi de Uanisotropia de
fluorescéncia. En vermell es mostra el peptid i en verd el marcatge amb

fluoresceina.
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11.3. Consideracions en |’Us de quimioteques combinatories

El genoma huma conté entre 30.000-35.000 gens, una mica menys del 50% dels quals
podrien tenir una funcio biologica assignada en base a la seva seqiieéncia. Aquests gens
podrien arribar a sintetitzar 100.000 proteines, de les quals s’ha estimat que entre 600-1.500
o 5.000-10.000, segons les dades publicades, podrien ser dianes amb potencial terapéutic
(Knowles, 2003). Actualment, es considera que el coneixement dels gens, proteines i
metabolits és necessari per entendre les funcions integrades del genoma, transcriptoma i
metaboloma, pero no és suficient. En aquest sentit, ’Us d’animals modificats geneticament
amb pérdua o guany de funcié ha permeés identificar més clarament ’associacid entre una
determinada diana i la malaltia que desenvolupa. A més, la identificacio de dianes amb
potencial terapéutic també ha experimentat una sensible milloria amb ’utilitzacié d’assaigs
basats en cél-lules (Knowles, 2003).

Malgrat el notable avenc que ha suposat [’utilitzacié de la quimica combinatoria en la
identificacio de nous farmacs, la validacio dels hits identificats a través del cribratge de
llibreries de moléecules petites contra una determinada proteina amb potencial terapéutic ha
estat motiu de debat (Black, 1999). Alguns autors han advertit que fa uns anys la cerca de
noves molécules estava basada en molécules, hormones i substrats. Aquestes molécules
naturals eren els leads, i a partir d’elles, es dissenyaven analegs i derivats. A més, els assaigs
biologics i bioquimics classics seleccionaven composts que competien amb la molécula natural
pel mateix lloc d’unio i aixo permetia la identificacio de compostos altament especifics. L’Us
de quimioteques combinatories per identificar hits podria no ser del tot adient donat que les
proteines, en les quals es basen aquests tipus d’assaigs, per naturalesa sén moléecules que
tenen una alta capacitat d’interaccio. Aixo podria fer que les interaccions usades als
cribratges en combinacio amb 'utilitzacié de quimioteques combinatories pogués portar a la
seleccio de molécules no especifiques. Aquesta inespecificitat no es veuria reflexada fins que
s’utilitzessin models animals in vivo (Black, 1999).

Tot i aquest debat obert, en actualitat Uutlitzaci6 dels assaigs basats en
interaccions proteina-proteina i s de la quimica combinatoria s’ha estés enormement i ha

estat una estrategia fructifera en multitud d’ocasions.
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Els Objectius plantejats a ’inici d’aquesta Tesi van ser:

1. Caracteritzacio de U'efecte funcional de la interacci6 de les proteines RCAN amb

Cn en la via de senyalitzacié Ca®*-Cn-NFAT a limfocits T humans.

2. Disseny i caracteritzacio d’un assaig in vitro d’elevada eficacia de les interaccions
de RCAN1 i RCAN3 amb Cn. Cerca de molécules disruptores de la interacci6 RCAN1-Cn amb

potencial immunosupressor.
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MATERIALS | METODES
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CAPITOL I: MANIPULACIO DE BACTERIS

=  MATERIALS

1. SOQUES BACTERIANES

* Soca XL1-Blue: E. coli recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’proAB
laclZAM15 Tn10 (Tet")] (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

* Soca BL21(DE3) pLysS: E. coli B F- dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal A (DE3) [pLysS Cam']?
(Stratagene).

2. PLASMIDIS

* pBluescript SK+ (Stratagene).

*  pGEM®-T Easy Vector (Promega, Madison, Wi, USA).

e pcDNA3-HA1 Triple HA-tag clonat al pcDNA3 (Invitrogen corporation, Carlsbad, CA, USA).

*  pGEX-5X i pGEX-6P (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia).

* pEGFP, pEYFP i pCMV-pgal (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Els vectors pEGFP i pEYFP van
ser cedits amablement pel Dr. Joan Carles Ferrer (Departament de Bioquimica i Biologia
Molecular, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona).

*  pHA-NFAT1-GFP (Aramburu et al., 1999), que conté l’insert NFAT1 (aminoacids 1-460)
muri, va ser cedit amablement pel Dr. José Aramburu (Departament de Ciéncies
Experimentals i de la Salut, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona).

e 3xNFAT-luciferasa (Aramburu et al., 1999), que conté tres copies en tandem del lloc
d’unio distal NFAT-AP1 del promotor muri de la IL2 cedit pel Dr. José Aramburu, i els
plasmidis 6xNF-kB-luciferasa i pEGFP-p65 (Aguilera et al., 2006; Luo et al., 1996) cedits
amablement pel Dr. Lluis Espinosa (COM-IDIBELL, Barcelona).

*  pGEX-6P-1-CnAa (aminoacids 2-347) (Roehrl et al., 2004) cedit amablement pel Dr.
Patrick Hogan (Center for Blood Research, Boston, MA, USA). L’insert d’aquest vector
correspon al domini catalitic de la calcineurina A humana, isoforma alfa, que compren els
residus del 2 al 347 i que inclou tres substitucions a la regio linker: Y341S, L343A i M347D. El

seu producte proteic s’anomenara CnAa.(2-347)mutada.
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3. GENS ANALITZATS

A la Taula 2 es detallen els diferents gens analitzats en aquest treball experimental,

aixi com els corresponents nimeros d’accés de cada transcrit i proteina dipositats al National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

Taula 2. Taula resum de les dades corresponents a cadascun dels diferents gens analitzats

durant la realitzacio d’aquest treball experimental.

(superfamilia TNF, membre 2)

Nom del gen Simbol | Localizacio mRNA Proteina
Regulador de la calcineurina 1 RCAN1 21q22.12 NM_004414 [NP_004405 (RCAN1-1)
(abans DSCR1, CALP1, MCIP1 i ADAPT78) NM_203418 |NP_981963 (RCAN1-4)
Regulador de la calcineurina 3 RCAN3 | 1p35.3-p33 | NM_013441 [NP_038469 (RCAN3-2)
(abans DSCR1L2, CALP2 i MCIP2)
Proteina fosfatasa 3 (abans PP2B) PPP3CA | 4q21-q24 | NM_000944 | NP_000935 (CnAa.)
Subunitat catalitica, isoforma alfa
Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa GAPDH 12p13 NM_002046 NP_002037
Interleuquina 2 IL2 4q26-q27 | NM_000586 NP_000577
Interleuquina 3 IL3 5g31.1 NM_000588 NP_000579
(factor estimulador de colonies, multiple)
Factor estimulador de colonies 2 CSF2 5q31.1 NM_000758 NP_000749
(granulocits-macrofags)
Factor de necrosis tumoral TNF 6p21.3 NM_000594 NP_000585
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4. ENCEBADORS

A continuacio, a les Taules 3 i 4 es detallen els encebadors emprats per la realitzacio

dels diferents clonatges aixi com la seqiienciacié dels mateixos.

Taula 3. Encebadors utilitzats per amplificar els inserts per realitzar els clonatges.

Localitz)
Transcrit Encebador Seqiiéncia aci6 | T,”) | Mida | Diana
enceba
amplificat dor [ (°C) | (pb) |restriccio
RCAN1-1 XholE1D 5’-GCGGCTCGAGGAGGACGGCGTGGCCGG-3’ Ex61 | 62 | 486 Xhol
XholFLISPP 5’-GAGGCTCGAGTCACTGCTTGTCTGGATTTGG-3’ Exo 6
RCAN1-1 XholE1D 5’-GCGGCTCGAGGAGGACGGCGTGGCCGG-3’ Exo 1 54 | 525 Xhol
DSCR1516RV | 5’-CATCCTCGAGTCACCATCCCACTGGCGGAGAG-3’ Exé 6
RCAN1-1 XholE1D 5’-GCGGCTCGAGGAGGACGGCGTGGCCGG-3’ Ex61 | 62 | 663 Xhol
XholE6RCURT|  5’-GCGGCTCGAGTCAACTCTCACATACATGG-3’ Exd 7
RCAN3-1,2,3,4,5 | CALP3 532F 5’-GACGAATTCTTGGGACCAGGAGAG-3’ Ex6 4/5| 50 86 EcoRlI
CALP3 609R | 5’-CCGGAATTCTCAACTTTCACAGACATGAACC-3’ Ex6 5
CnAa FWCnA_2 5’-GGCTCGAGTCCGAGCCCAAGGCAATTG-3’ Exo 1 56 | 1053 Xhol
RvCnA_348 | 5’-GGCTCGAGTCAATCCATGAAATTTGGAAGCCAG-3’ | Ex6 9
CnAa FWCnA_2 5’-GGCTCGAGTCCGAGCCCAAGGCAATTG-3’ Ex61 | 54 | 1053 Xhol
RvCnA_348_
mut 5’-GGCTCGAGTCAATCCATGAAATTTGGCGCCCA-3’ Exo 9

© T, , significa temperatura d’anellament. ‘" Aquest insert correspon al domini catalitic de la

calcineurina A humana, isoforma alfa (CnAa) que compren els residus del 2 al 348. El seu producte

proteic s’anomenara d’aqui en endavant CnAa.(2-348)wt. (? Aquest insert correspon al domini catalitic de

la calcineurina A humana, isoforma alfa (CnAa) que comprén els residus del 2 al 348 i que inclou dues

substitucions: Y341S i L343A. El seu producte proteic s’anomenara d’aqui en endavant CnAo(2-
348)mutada.

Taula 4. Encebadors dels vectors emprats per seqiienciar els diferents clonatges realitzats.

Encebadors"”

)

Seqiiéncies

T7
T3
SP6
GST-U
GST-D
EGFP-CFW
EGFP-CRV
CMVFW
GFPNRev

5’-TACGACTCACTATAGGG-3’
5’-ATTAACCCTCACTAAAG-3’
5’-TTTAGGTGACACTATAG-3’
5’-GGCTGGCAAGCCACGTT-3’
5’-ATGCAGCTCCCGGA-3’

5’-CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG-3’

5’-GTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTG-3
5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’

5’-CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG-3’
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" GST-U i GST-D corresponen als encebadors upstream i downstream, respectivament, emprats per
sequenciar els inserts clonats als vectors pGEX. Els encebadors EGFP-CFW i EGFP-CRV corresponen al
forward i al reverse, respectivament, utilitzats per sequenciar els insert clonats al vector pEGFP pel
seu extrem C-terminal. CMVFW i GFPNRev corresponen als encebadors forward i reverse,
respectivament, utilitzats per sequienciar els insert clonats al vector pEYFP pel seu extrem N-terminal.

La T, utilitzada per a tots aquests encebadors va ser de 50°C.

= METODES
5. CONSTRUCCIO DE PLASMIDIS

La generacio d’algunes de les construccions utilitzades en aquest treball va implicar
’amplificacié mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988) de
determinats fragments de cDNA: en alguns casos es va emprar com a motlle cDNA provinent
de teixit huma i en altres casos es van utilitzar construccions fetes previament al laboratori.
Per ultim, la generacié d’algunes construccions simplement va implicar el subclonatge de

determinats inserts des d’un vector a un altre vector.

5.1. Amplificacio de I’insert mitjancant PCR i preparacio pel seu clonatge

La PCR permet amplificar in vitro fragments concrets de DNA genomic o cDNA
mitjancant U’0s d’una polimerasa termostable i encebadors especifics, que delimiten el
fragment de DNA a amplificar.

% Les reaccions es van dur a terme habitualment en 25 ul de volum final i les

concentracions finals dels components de la barreja de reaccio van ser els segiients:

e 0.2 U de Taq DNA polimerasa ‘" (Roche Diagnostics, IN, USA)

e 2.5 ul Tampé de reaccié 10X ¥

¢ 0.4 uM de cadascun dels encebadors

¢ 80 uM d’una barreja equimolar de dATP, dTTP, dCTP i dGTP

e 20-50 ng del plasmidi o cDNA total provinent de teixit huma que conté el cDNA a partir
del qual es vol amplificar el fragment

*  Fins a 25 pl amb aigua destil-lada

(") Totes les amplificacions inicials del inserts es van dur a terme amb [’Expand High
Fidely PCR System, que inclou la Tag DNA polimerasa i la Tgo DNA polimerasa, la combinacio
d’ambdues dona lloc a una taxa d’error tres cops menors que la Tag DNA polimerasa
convencional, per tal de minimitzar els canvis de nucleotid en els fragments de PCR

amplificats. Aquesta polimerasa no afegeix adenines als extrems del producte amplificat i
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permet clonar els inserts generats, prévia digestio amb els enzims de restriccié adients, la
diana dels quals esta inclosa en la seqiiéncia de [’encebador, en el vector pBluescript SK'.
Unicament en [’amplificacié dels inserts que codifiquen per CnAc(2-348)wt i CnAc(2-
348)mutada es va emprar la Tag DNA polimerasa de Thermus aquaticus BM recombinant, que
incorpora adenines als extrems, i permet clonarlos en el pGEM®-T Easy Vector.

(?) En les amplificacions realitzades amb [’Expand High Fidelity PCR system es va fer
servir el tampd n°2 inclos en el kit mentre que amb la Tag DNA polimerasa de Thermus
aquaticus BM recombinant es va emprar el tampdé que esta suplementat amb MgCl,. En
ambd0s casos, els tampons incloien 15 mM de MgCl;,

3 per amplificar alguns fragments especialment rics en G i C, va ser necessari afegir
el 10% de dimetilsulfoxid (DMSO). Per amplificar els fragments de CnA«(2-348) es van emprar
0.6 uM de cadascun dels encebadors i la barreja de reaccid es va suplementar fins a 2.5 mM
MgCl;.

o

% Les condicions generals d’amplificacio dels inserts van ser:

e 94°C 5 min

e 94°C30s

e x°C30s®" 30-35 cicles
e 72°C30s ™

e 72°C 10 min

e 15°C

! La T, de cada PCR va variar segons la seqiiéncia de ’encebador emprat. El calcul

de les T, dels encebadors es va realitzar utilitzant la segiient féormula:

Ta(°C)= 4°Cx(G+C)+2°Cx(A+T)

(+2) |es Taq DNA polimerases emprades tenen diferent velocitat d’elongacié. En

general, per cada kb d’nsert a amplificar [’elongacié es feia durant 1 min.

El producte amplificat es va barrejar amb el tampo de carrega 6x de DNA (Veure
condicions de preparacio, Capitol IV) i es va resoldre en una electroforesi en un gel d’agarosa
amb el percentatge adient, en funcio de la mida del fragment esperada. El revelat del gel es
va fer per tincid6 amb bromur d’etidi. Seguidament, amb un bisturi es va tallar la banda
d’interés i es va purificar mitjancant el sistema de purificacié comercial de QIAGEN QIAquick®

Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), seguint les instruccions del fabricant.

A continuacio, i només amb aquells inserts que van ser clonats en el vector

pBluescript SK+, es va digerir la banda purificada amb els enzims de restriccio adients per tal
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de donar lloc als extrems cohesius que permetessin la correcte lligacio del fragment al

vector.

®,

< El protocol general de digestié de ’insert amplificat i purificat va ser:

¢ 30 ul de fragment amplificat purificat
e 2 U de U’enzim de restriccio adient
e 3.5 ul del tampd 10X corresponent de I’enzim de restriccié emprat

* Fins a 35 ul d’aigua destil-lada

La reaccié va tenir lloc a la temperatura optima de U’enzim de restriccido que en
general va ser a 37°C durant 3 h.

La purificacio dels fragments amplificats i digerits es va realitzar mitjancant
lutilitzacié del sistema comercial QIAquick® PCR Purification Kit de QIAGEN, seguint les

instruccions del fabricant.

5.2. Obtencio de l’insert per digestié amb enzims de restriccio

o

+ Condicions de les digestions dels inserts per fer els subclonatges:

e 3 pug del plasmidi que conté ’insert que es vol subclonar
e 3 Ude ’enzim de restriccio
e 2 ul del tampd 10X corresponent a l’enzim de restriccio utilitzat

* Fins a 20 ul d’aigua destil-lada

La reaccié va tenir lloc a la temperatura optima de l’enzim de restriccid que en

general va ser a 37°C durant 3 h.

5.3. Digestié i desfosforilacio del vector

.

< La digestio del vector va ser realitzada com s’ha descrit anteriorment a l’apartat 5.2.

.

< Per la desfosforilacio del vector s’empra:

* 3 pug vector digerit completament
¢ 1 U de fosfatasa alcalina bovina intestinal (Roche)
* 4 ul de tampd 10X de la fosfatasa alcalina

* Fins a 40 ul d’aigua destil-lada
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e |ncubar a 37°C durant 30 min
* Afegir 1 U més de fosfatasa alcalina
e |Incubar a 37°C durant 1 h i 30 min més o tota la nit

e |nactivar ’enzim a 65°C durant 15 min

5.4. Lligacio

* 50 ng de vector digerit i desfosforilat

e xngd’insert adient *"

e 1.5 U de la T4 DNA Lligasa d’ E.coli NM 989 acc. A Murray (Roche)
* 1.5 ul de tampd 10X de la T4 DNA Lligasa

* Fins a 15 ul d’aigua destil-lada

e Deixar a 4°C tota la nit

") Els ng d’insert per realitzar les lligacions es van calcular segons la férmula (50 ng

vector x Kb insert/Kb vector) x 6.

6. PREPARACIO DE CEL-LULES COMPETENTS

Per tal que les cél-lules procariotes puguin internalitzar els plasmidis d’interés, cal
que préviament aquestes hagin adoptat la condicié de “competéncia”. Existeixen diversos
metodes per la generacio de cél-lules competents i tot seguit es descriuen breument els

emprats durant la realitzacié d’aquest treball experimental.

6.1. E.coli XL1-Blue electrocompetents

Aquest métode esta basat en el protocol descrit per Potter i col. (Potter et al., 1984):

* Preparar un cultiu tota la nit picant una colonia de E.coli XL1-Blue en 25 ml de LB amb
tetraciclina (Veure condicions de preparaci6 i d’us, Capitol 1V).

* Preparar 2 matraus de 2 L amb 500 ml de LB amb tetraciclina cadascun. Diluir 5 ml del
cultiu obtingut durant tota la nit a cada matrau (dilucio 1:100) per seleccionar els bacteris
XL1-Blue i deixar a 37°C i 250 rpm.

e Créixer fins a una densitat optica de 0.5-0.6 mesurada a una longitud d’ona de 600 nm.

e Refredar els matraus en gel durant 20-30 min.

e Centrifugar a la centrifuga Sorvall en tubs autoclavats durant 20 min a 4°C a 3600 g.
Descartar el sobrenedant.

* Rentar dos cops les cél-lules sedimentades amb 1 L d’aigua autoclavada pre-refredada a
4°C.
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* Centrifugar 20 min a 4°C a 3600 g. Descartar el sobrenedant.

e Resuspendre les cél:-lules sedimentades amb 16 ml de glicerol al 10% i pre-refredat a 4°C.
¢ Centrifugar 20 min a 4°C a 2800 g. Descartar el sobrenedant.

* Resuspendre les cél-lules sedimentades amb un volum de glicerol al 10% igual al volum
obtingut de cel-lules sedimentades. Aliquotar i congelar immediatament en neu carbonica.

Emmagatzemar a -80°C.

6.2. E.coli XL1-Blue competents per xoc térmic

Aquest metode esta basat en el protocol de Dagert i Ehrlich (Dagert and Ehrlich,
1979):

e Inicialment, aquest protocol és igual al descrit a ’apartat 6.1 amb ’Unica diferéncia que
el volum de cél-lules és només de 400 ml i que aquestes s’han de créixer fins a una densitat
optica de 0.375 mesurada a la longitud d’ona de 600 nm.

* Refredar el cultiu que estara separat en tubs de 50 ml de 5-10 min en gel.

e (Centrifugar durant 7 min a 4°C a 1600 g. Descartar el sobrenedant.

* Resuspendre les cél-lules sedimentades en 10 ml de la solucié6 de CaCl, préviament
filtrada i a 4°C (Veure condicions de preparacio, Capitol IV).

¢ (Centrifugar 5 min a 4°C a 1100 g. Descartar el sobrenedant.

* Resuspendre les cél:-lules sedimentades en 10 ml de la solucié de CaCl,.

* Incubar 30 min en gel.

¢ Centrifugar 5 min a 4°C a 1100 g. Descartar el sobrenedant.

* Resuspendre les cél-lules sedimentades de cada tub amb 2 ml de la solucié de CaCl,.

Aliquotar i congelar immediatament en neu carbonica. Emmagatzemar a -80°C.

6.3. E.coli BL21(DE3) pLysS competents per xoc térmic

Aquest protocol és idéentic al de I’apartat 6.2. amb |’Unica diferéncia de que el cultiu
de E.coli BL21(DE3)pLysS s’ha de seleccionar amb cloramfenicol (Veure condicions de
preparacio i d’Us, Capitol V) enlloc de tetraciclina.

7. TRANSFORMACIO DE CEL-LULES COMPETENTS

Durant la realitzaci6 d’aquest treball experimental s’han emprat diversos metodes

per introduir DNA plasmidic a cél-lules procariotes, depenent de la soca de bacteris utilitzada

i del posterior Us del DNA plasmidic incorporat.
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7.1. Transformacié de cél-lules E.coli XL1-Blue per electroporacié

*  Pre-refredar un minim de 5 min en gel les cubetes d’electroporacié de Bio-Rad de 0.2 cm
de pas de llum.
e Barrejar el DNA amb 50 pl de cél-lules electrocompetents:

- Plasmidi: Entre 50 pg-1 ng.

- Lligacions: 2 pl dels 15 pl totals de lligacio.
e Dispensar la barreja de DNA+cél-lules a dins de les cubetes assegurant que es dipositi al
fons de la cubeta i evitant la formacié de bombolles.
* Programar ’electroporador Bio-Rad Gene Pulser Il amb les segiients condicions: Voltatge:
2.5 kV; Capacitancia: 25 pF i Resisténcia: 200 Q.
* Treure 'excés d’humitat de les cubetes amb un paper de cel-lulosa i immediatament
electroporar les mostres.
* Habitualment, el temps d’electroporacio correcte oscil-la entre 4.5-5.0 ms.
e Recollir les cel-lules en 1 ml de LB sense antibiotic préviament atemperat a 37°C i passar-
les a un tub eppendorf de 1.5 ml.
* Deixar els tubs a 37°C durant 1 h a 250 rpm.
* Sembrar en plaques de LB que continguin l'antibiotic per seleccionar adient:

- Plasmidi: Fer una dilucié 1:100 del ml de cultiu i sembrar de 2-20 pl.

- Lligacions: Sembrar tot el ml de cultiu.

e Deixar créixer les plaques en una estufa a 37°C tota la nit.
Les cubetes d’electroporaci

7.2. Transformacio de cél-lules E.coli XL1-Blue per xoc térmic
e Barrejar el DNA amb 100 pl de cel-lules competents per xoc térmic:

- Plasmidi: Utilitzar 10 ng.

- Lligacions: La meitat de la lligacio.

Deixar 10 min en gel. Incubar a 42°C 90 s exactes. Deixar 2 min en gel.

Afegir 900 ul de LB sense antibiotic i deixar els tubs a 37°C durant 1 h a 250 rpm.
e Sembrar en plaques de LB que continguin l'antibiotic per seleccionar adient:

- Plasmidi: Sembrar de 50 a 200 pl de cultiu.

- Lligacions: Sembrar tot el ml de cultiu.

e Deixar créixer les plaques en una estufa a 37°C tota la nit.

7.3. Transformacié de cél-lules E.coli BL21 (DE3)pLysS per xoc térmic

e Barrejar 100 pl de cél-lules competents amb 2.5 ul de B-mercaptoetanol 1 M.
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* Incubar 10 min en gel barrejant cada 2 min.

e Afegir 10 ng del plasmidi a transformar. Refredar 30 min en gel agitant cada 2-4 min.
Incubar a 42°C 45 s exactes . Deixar 2 min en gel.

e Afegir 900 ul de LB sense antibiotic i deixar els tubs a 37°C durant 1 h a 250 rpm.

e Sembrar de 30-100 ul de les cél-lules transformades en plaques de LB que continguin els
antibiotics per seleccionar adients.

e Deixar créixer les plaques en una estufa a 37°C tota la nit.

Les cél-lules transformades amb construccions fetes amb els plasmidis pBluescript SK*
o pGEM-T® Easy Vector es van sembrar en plaques d’agar a les que se’ls havia afegit
previament 30ul de 100 mM IPTG (isopropil-B-D-galactosid) i 30 ul de 2% X-Gal (5-Bromo-4-
Cloro-3-Indolil-B-D-galactosid, veure condicions de preparacio, Capitol V) per tal d’obtenir
’endema colonies blanques i blaves que facilitessin la determinacié de manera visual de les

colonies positives.

8. VERIFICACIO DEL cDNA CLONAT

La caracteritzacio de les colonies que havien incorporat el DNA plasmidic d’interes es
va fer mitjancant dues aproximacions: PCR de cribratge per determinar quines colonies
contenien l’insert i posterior digestio del DNA plasmidic per tal d’alliberar ’insert. Només en
aquells casos en que es va determinar la preséncia de Uinsert pels dos métodes, es va
realitzar la seqilienciacio completa de la construccié per confirmar que el clonatge s’havia

realitzat correctament.

8.1. PCR de cribratge de les colonies obtingudes i purificacié del DNA

*  Picar una colonia en 100 pl de LB més [’antibiotic adient en una placa esteril de 96 pous.
Incubar a 37°C durant 1 h.

* Les reaccions es van dur a terme amb la Tag DNA polimerasa de Thermus aquaticus BM
recombinant tal i com s’ha descrit préviament en apartat 5.1 pero en la meitat de volum
(12.5 pl). A més, es van utilitzar com a motlle 2 pl de bacteris dels 100 pl dels cultius de la
placa de 96 pous.

* Les condicions generals de les PCR de cribratge van ser les descrites a |’apartat 5.1. amb
una temperatura d’anellament de 50°C i 35 cicles d’amplificacio. En tots els casos es va fer
servir un encebador que s’anellava al vector i un altre que s’anellava a linsert, per
seleccionar Unicament les colonies que duien Uinsert orientat correctament.

¢ El producte amplificat es va resoldre per electroforesi en un gel d’agarosa amb el
percentatge adient en funcio de la mida del fragment esperada i posterior tinci6 amb bromur
d’etidi.
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* Els 98 pl restants de cultiu de les colonies positives es van inocular en 5 ml de LB amb els
antibiotics necessaris i es van fer créixer a 37°C tota la nit a 250 rpm.

e L’endema, del cultiu crescut a saturacio es va extreure el DNA plasmidic (5-25 pg)
utilitzant el sistema comercial QIAprep® Spin Mini prep Kit seguint les instruccions del
fabricant.

¢ Quantificar el DNA per espectrofotometria a la longitud d’ona de 260 nm emprant
[’aparell NanoDrop ND-1000 UV-Vis (Nucliber, Delaware, USA).

8.2. Digestio de les colonies positives

Les condicions de digestio son identiques a les descrites a ’apartat 5.2 amb [’Unica
particularitat de que en aquest cas sempre es van fer digestions de plasmidis que alliberessin

com a minim 100 ng d’insert, per a que pogués ser visualitzat facilment per agarosa.

8.3. PCR de seqiienciacié del DNA

R/

% Les reaccions es van dur a terme habitualment en 10 pl de volum final amb les

seglients condicions:

¢ Entre 150-200 ng del plasmidi

* 10 2 ul de la barreja comercial Big dye 3.1° Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems, Fosters City, CA, USA)

* 2 ul de Tampé 5X de Big dye® Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer

0.32 pM del corresponent encebador

* Fins a 10 ul d’aigua destil-lada.

0,

< El protocol general d’amplificacié va ser:

e 96°C30s

e 50°C30s 30 cicles
e 60°C 1 min

e 15°C~

En cas de que U’insert tingués un alt contingut en bases nitrogenades G i C, es va afegir un 5%

de DMSO a la barreja de reaccio i es van fer servir les seglients condicions d’amplificacio:

e 96°C 10 min
e 98°C30s
e 50°C30s 30 cicles
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e 60°C 1 min
e 15°C

0,

< Protocol de purificacié de les mostres:

Per tal d’eliminar els nucleotids fluorescents i no fluorescents no incorporats es va
realitzar la purificacié de les mostres amb unes columnes de gel filtraci6 amb Sephadex G-50

(Veure condicions de preparacio, Capitol IV):

¢ Omplir la columna amb Sephadex G-50 i centrifugar a 2000 g durant 1 min per treure
’excés d’aigua.

e Afegir pel centre de la resina 10 ul d’aigua destil-lada i centrifugar a 2000 g durant 1 min.
e Afegir pel centre de la resina els 10 ul de la reacci6 de seqiienciacio. Centrifugar a 2000 g
durant 1 min i recollir el través.

e Liofilitzar i enviar a seqiienciar al Servei de Seqiienciacié de U'IDIBELL.

8.4. Purificacio del DNA a gran escala

Per tal d’obtenir majors quantitats de DNA (100-500 ug) es van realitzar preparacions
de DNA a gran escala utilitzant el sistema comercial QIAGEN® Plasmid Maxi Kit seguint el
protocol de la casa comercial. La font de DNA s’obtenia fent créixer tota la nit un cultiu
liquid de 100 ml de LB amb U’antibiotic adient, a on s’hi havia inoculat 100-200ul d’un cultiu
fresc crescut durant 8 h. Quan es van necessitar preparacions de DNA lliures d’endotoxines
per tal de minimitzar la toxicitat d’alguns plasmidis al transfectar cél-lules eucariotes es va
emprar el sistema comercial EndoFree® Plasmid Maxi Kit, seguint les instruccions del

fabricant.

9. EXPRESSIO DE PROTEINES DE FUSIO A GLUTATIO-S-TRANSFERASA (GST)

L’expressio de proteines de fusio a GST en un sistema procariota permet obtenir grans
quantitats de la proteina d’interes de manera senzilla i rapida. Durant la realitzacié d’aquest
treball experimental s’han dut a terme dos tipus d’induccions de proteina:

- a petita o mitjana escala: es van expressar les proteines GST i GST-RCAN3-2(178-
203) per realitzar assaigs de pull down que permetessin analitzar la capacitat d’interaccionar
del producte IDI3A (identificat a partir del cribratge d’una quimioteca, Veure Capitol Ill) amb
Cn. També es va expressar la proteina de fusié GST-RCAN3-2(2-144), que correspon a la regio
N-terminal de la proteina RCAN3-2, per immunitzar ratolins i generar un anticos anti-RCAN3-
2.

68



- a gran escala: es van expressar les proteines GST-CnAa(2-347)mutada, GST-CnAa(2-
348)wt i GST-CnAo(2-348)mutada, els inserts de les quals corresponen a diferents fragments

de la CnAa. humana, per realitzar els assaigs d’anisotropia de fluorescéncia.

L’expressio de totes aquestes proteines de fusid a GST es va realitzar seguint les

indicacions del fabricant (Amersham Biosciences).

< El protocol seguit per optimitzar les expressions de les diverses proteines de fusio a

GST va ser el segient:

* Induir la producci6 de la proteina de fusio variant la temperatura (25°C o 37°C), el temps
(des d’1 h a tota la nit) i la concentracio d’IPTG (de 0.1mM a 0.5 mM).

¢ Determinar la solubilitat de la proteina expressada per electroforesi en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) i posterior tincié amb la soluci6 fixadora colorant Coomassie Blue
(Ambdos protocols es descriuran en detall a ’apartat 9.3).

e Identificar la colonia millor productora de la proteina de fusio a GST.

A la Taula 5 es detallen les condicions finals optimitzades d’inducci6 i d’expressio per

a cada proteina de fusio.

Taula 5. Taula resum de les condicions d’expressio optimitzades per les diferents proteines

de fusio a GST emprades en la realitzacio d’aquest treball experimental.

Condicions sonicat ) [IPTG] [Temperatura| Temps
GST 18 intensitat 20 s (x2 0 x3) | 0,1 mM 37°C 3h
GST-RCAN3-2(2-144) 18 intensitat 20 s (x2) 1 mM 25°C Tota la nit
GST-RCAN3-2(178-203) 18 intensitat 20 s (x2) 0,1 mM 37°C 3h
GST-CnAa(2-347)mutada| 18 intensitat 20si15s 0,5 mM 25°C Tota la nit
GST-CnAa(2-348)wt 18 intensitat 20si15s 0,5 mM 37°C Tota la nit
GST-CnAa(2-348)mutada| 18 intensitat 20si15s 0,5 mM 37°C Tota la nit

©) Entre paréntesi s’indica el nimero de vegades que es sonicaven cadascuna de les mostres.

9.1. Expresi6 i purificacio de la proteina de fusi6 GST-RCAN3-2(2-144) i digestio

amb la proteasa Factor Xa

¢ Transformar el plasmidi pGEX-5X-RCAN3-1,2,3,4,5(2-432), que codifica per la proteina de
fusido GST-RCAN3-2(2-144), en E.coli BL21(DE3) pLysS per xoc térmic.
e Créixer fins a una densitat optica de 0.6 mesurada a una longitud d’ona de 600 nm.

* Induir Uexpressié de la proteina de fusio GST-RCAN3-2(2-144) com s’indica a la Taula 5.
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e Centrifugar a temperatura ambient durant 10 min a velocitat maxima.

* Resuspendre el sediment cel-lular amb el tamp6 de lisi de bacteris (Veure condicions de
preparacio, Capitol V).

e Sonicar les mostres a la intensitat i temps indicats a la Taula 5 i després centrifugar a 4°C
15 min a velocitat maxima.

* Rentar les boles de Glutatio-Sepharose (Amersham biosciences) un minim de dues vegades
amb tampé fosfat sali (PBS 1X) per eliminar ’etanol que duen com a preservant. Resuspendre
les boles amb un volum de PBS 1X igual al volum final de les boles obtingut (Glutatio-
Sepharose al 50%).

e Seguidament, purificar la proteina emprant les boles durant 1-2 h a 4°C seguint les
instruccions del fabricant.

* Afegir totes les boles dins una columneta i rentar-les amb el tampo de la proteasa Factor
Xa (Amersham Biosciences) (Veure condicions de preparacio, Capitol 1V). Afegir el Factor Xa
que digerira la proteina GST-RCAN3-2(2-144) per tal de separar el GST i només eluir la
proteina RCAN3-2(2-144) per immunitzar els ratolins. Es considera que 1 U de Factor Xa
digereix el 90% de 100 ug d’una proteina de fusio unida a GST.

e La digestio es va dur a terme durant 2-3 h a temperatura ambient.

e Eluir la proteina RCAN3-2(2-144) purificada per centrifugacié durant 5 min a 500 g.

* Quantificar la proteina a l’espectrofotometre a 280 nm.

9.2. Expresio i purificacio de diverses proteines de fusié GST-CnAa i digestiéo amb

la proteasa PreScission

El protocol que es va seguir és molt similar al descrit a l’apartat anterior pero inclou

algunes petites particularitats:

e Transformar les diverses construccions de pGEX-6P-CnAc.
¢ Purificar les proteines seguint el protocol facilitat pel Dr. Patrick Hogan amb el que

havien optimitzat l’obtencié de la proteina GST-CnAa.(2-347)mutada (Roehrl et al., 2004).

Aquest protocol consisteix en:

* Resuspendre el sediment cel-lular amb el tampo6 de lisi de bacteris adient (Veure
condicions de preparacio, Capitol IV) i deixar agitant durant 30 min a temperatura ambient
per permetre actuar a la lisozima.

e Sonicar les mostres tal i com es detalla a la Taula 5, després afegir 1% Trito X-100 i agitar
a 4°C durant 30 min. Finalment, realitzar 3 cicles de congelacio a -80°C/descongelaci6 en
aigua-gel.

e Purificar la proteina emprant les boles de Glutatio-Sepharose durant 4 h a 4°C.
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e Afegir les boles a una columna i rentar-les 2 cops amb el tampé de la proteasa PreScission
(Amersham Biosciences) (Veure condicions de preparacio, Capitol 1V).

e Després, rentar les boles 8 cops més amb el mateix tampd pero sense contenir els
inhibidors de proteases (aprotinina, leupeptina, i fluorur de fenil-metil-sulfonilic (PMSF)).

e Digerir amb la proteasa PreScission a 4°C tota la nit en agitacio. Es considera que 1 U de
proteasa PreScission digereix el 90% de 100 pg d’una proteina de fusié unida a GST.

* L’endema eluir la CnAa purificada per gravetat a 4°C i rentar les boles amb dos volums

del tampo de la proteasa per acabar d’eluir tota la proteina digerida.

9.3. SDS-PAGE (electroforesi en gel de poliacrilamida) i tinci6 del gel amb

Coomassie Blue

Una vegada obtingudes les mostres de proteina purificada es van bullir a 98°C durant
10 min amb tamp6 de Laemmli (Veure condicions de preparacio, Capitol V). Degut a l’accié
del B-mercaptoetanol i del dodecil sulfat sodic (SDS) que conté aquest tampo, les proteines es
desnaturalitzen i es carreguen negativament, de manera proporcional a la massa de cada
proteina. En aquestes condicions, si les mostres es resolen en un gel de SDS-PAGE, la diferent
migracio de cada proteina estara directament relacionada Unicament amb la seva massa
molecular.

R/

% El protocol general emprat va ser el seglient:

* Preparar un gel de poliacrilamida discontinu format per un gel concentrador, de porus
ample que permetra que totes les mostres comencin ’electroforesi des del mateix punt, i un
gel separador, que permetra resoldre les proteines segons el seu pes molecular (Veure
condicions de preparacid, Capitol 1IV). En general, el percentatge de poliacrilamida del gel
separador utilitzat va ser del 10%.

* Resoldre les mostres a 140 V durant 1h.

e Tenyir els gel amb la soluci6 fixadora colorant de proteines Coomassie Blue durant 45
min.

e Eliminar U'excés de tincié amb la solucié decolorant | fent un Unic rentat curt.

* Acabar de decolorar del tot el gel amb multiples rentats amb la soluci6 decolorant Il

(Veure condicions de preparacio de les tres solucions emprades, Capitol IV).
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CAPITOL II: MANIPULACIO DE CEL-LULES EUCARIOTES

=  MATERIALS

10. LiNIES CEL-LULARS

e Jurkat clon E6-1, leucémia aguda de ceél-lules T, i Hela, carcinoma epitelial de cervix
huma, cedides amablement pel Dr. José Aramburu.

e HuT 78, linia cel-lular de limfoma T huma, cedida amablement pel Dr. Enric Espel
(Departament de Fisiologia, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona).

e (COS-7, fibroblasts de ronyd de mico verd Africa transformats amb antigen T de SV40,
adquirida de UEuropean Collection of Cell Cultures.

e HEK 293T, cél-lules de rony6 embrionari huma, cedida amablement pel Dr. Lluis Espinosa.
e U-2 0S, linia cel-lular d’osteosarcoma huma, cedida amablement per la Dra. Mar Orzaez

(Laboratorio de Péptidos y Proteinas, Centro de Investigacion Principe Felipe, Valéncia).

11. MEDIS DE CULTIU

Les linies cel-lulars Jurkat i HUuT 78 es van créixer en medi RPMI que contenia
Glutamax (Invitrogen Corporation) suplementat amb un 10% (v/v) de serum bovi fetal (FBS),
100 unitats/ml de penicil-lina i 100 ug/ml d’estreptomicina.

Totes les altres linies es van créixer en medi DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium, Invitrogen Corporation) suplementat amb un 10% (v/v) de sérum bovi fetal (FBS),

100 unitats/ml de penicil:-lina, 100 pg/ml d’estreptomicina i 2 mM de glutamina.
* METODES

12. RT-PCR SEMIQUANTITATIVA DEL RNA TOTAL

Aquest tipus d’assaig es va utilitzar per determinar els nivells endogens de mRNA de
diferents transcrits dels gens RCANT i RCAN3 en limfocits T humans, aixi com per determinar
la capacitat inhibidora del producte IDI3A (identificat a partir del cribratge d’una quimioteca,
Veure Capitol Ill) vers ’expressio génica de diverses citoquines dependents de NFAT.

12.1. Determinaci6 dels nivells de mRNA dels transcrits de RCANT i RCAN3

Aquests assaigs es van realitzar amb ceél:lules Jurkat i HuT 78 en tres condicions:

1.- Cél-lules no estimulades: tractades amb els vehicles dels diferents estimuls.
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2.- Cél-lules estimulades mitjancant un increment en la concentracié intracel-lular de Ca*':
- a través del receptor de cél-lules T (TCR) emprant 1ug/ml anti-CD3 (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) immobilitzat a la placa de cultiu i 1ug/ml anti-CD28
(Sigma-Aldrich) soluble.
- mitjancant I’administracié de 1 pM ionomicina (Sigma-Aldrich) i 20 nM 4-a-
forbol 12-miristat 13 acetat (PMA, Sigma-Aldrich).
3.- Cél-lules inhibides mitjancant [’administracié d’inhibidors de Cn: afegir 1 uM de
ciclosporina A (CsA, cedida per Novartis Pharma S.A.) o FK506 (cedida per Fujisawa USA Inc.)

30 min abans de la ionomicina+ PMA.

e Estimular fins a un maxim de 6 h a 37°C i 5% CO; recollint mostra als temps indicats.
* Centrifugar les mostres a 300 g durant 10 min i descartar el sobrenedant. Congelar les

cél-lules sedimentades immediatament en neu carbonica i després emmagatzemar a -80°C.

La confirmacio de ’estimulacié dels limfocits es va fer mitjancant l’analisi per PCR

dels nivell d’expressio de la IL2.

12.2. Determinacio dels nivells de mRNA de diverses citoquines dependents de

NFAT en preséncia del producte IDI3A

El protocol seguit és idéntic al descrit a "apartat 12.1 amb petites particularitats:

e Aquests assaigs només es van realitzar amb cél-lules Jurkat.
e Les cel-lules van ser tractades amb DMSO o concentracions creixents (de 0.1 a 100 pM) del
producte IDI3A durant tota la nit abans de realitzar els estimuls.

e L’estimulacio es va dur a terme amb ionomicina+PMA durant 4 h.

12.3. Extracci6 del RNA total i retro-transcripcio (RT) del RNA

e L’extraccid del RNA total es va fer amb el reactiu comercial RNeasy® Mini Kit (QIAGEN),
seguint les indicacions del fabricant.

* Resoldre les mostres mitjancant electroforesi en gel d’agarosa a 80 V durant 10 min per
confirmar la seva integritat.

e Determinar la concentracio del RNA mitjancant espectrofotometria mesurant a la longitud
d’ona de 260 nm.

e Retrotranscriure a cDNA d’1-2 ug del RNA total emprant encebadors de 6 nucleotids de
seqiiéncia a l'atzar i "enzim SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (mutant puntual de la
transcriptasa reversa provinent del virus de la leucemia murina de Moloney) seguint el

protocol descrit per la casa comercial (Invitrogen Corporation).
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12.4. PCR dels gens d’interés

El cDNA resultant es va amplificar per PCR emprant encebadors especifics a diferent

numero de cicles per tal d’assegurar que es treballava en la fase exponencial d’amplificacio i

poder aixi comparar els diferents nivells d’expressio dels gens analitzats.

3o

100-200 ng de cDNA com a motlle.

%o

Taula 6.

% La barreja de PCR es va realitzar tal i com s’ha descrit a 'apartat 5.1 emprant de

» Les condicions d’amplificacio pels diferents gens analitzats estan detallades a la

Taula 6. Taula resum de les condicions d’amplificacié utilitzades per la realitzaci6 de les RT-

PCR dels diferents transcrits analitzats.

Transcrit Encebadors Seqiiéncies Localitzador | PCR| Cicle | Mida
amplificat encebador |(°C) (pb)
RCAN1-1 H3E1.1 M2 5'-GAGGAGGTGGATCTGCAC-3' Exd 1 58 | 26 | 222
hDSCR1-E5R1 5'-AGTCTTATGCAGCTGGAGC-3' Exd 5
RCAN1-4 hDSCR1-E4D1 5-TCCCTGATTGCCTGTGTGG-3' Exé 4 58 | 26 | 189
hDSCR1-E5R1 5'-AGTCTTATGCAGCTGGAGC-3' Exd 5
RCAN3-1,2,3,4,5] RCAN3-FW 5'-CGTAGAATTCTGCTGAGGGACACTATG-3' Ex6 2 58 | 26 | 726
RCAN3-RV | 5-GGTACTTAAGTCACAGCGCGCAATCAAAGG-3' Exd 5
GAPDH GAPDH FW 5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3' Exd 1 58 | 26 | 497
GAPDH RV 5'-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3' Exd 6
CSF2 CSF2-215FW 5-GAAATGTTTGACCTCCAGGAGC-3' Exd 2/3 67 | 30 [ 155
CSF2-350RW 5'-CAGGAAGTTTCCGGGGTTGG-3' Ex6 3/4
IL2 IL-2D 5'-CAGCTTCAGTGTCTAGAAGAA-3' Exod 3 58 | 26 | 182
IL-2R 5'-ACAATGGTTGCTGTCTCATCT-3' Ex6 4
IL3 IL3-206FW 5-GCCTTTGCTGGACTTCAACAAC-3' Ex6 1/2 62 | 30 | 329
IL3-515RW 5'-GAGAACGAGCTGGACGTTGG-3' Ex6 5
TNF TNF391FW 5'-CCAGGCAGTCAGATCATCTTCTC-3' Ex6 2/3 58 | 30 | 150
TNF581RW 5-AGCTGGTTATCTCTCTCAGCTCCA-3' Ex6 4

Els productes amplificats corresponents a les citoquines van ser resolts en gel

d’agarosa i posterior tincié amb bromur d’etidi.

Pel que fa als diferents transcrits de RCANT i RCAN3 es van resoldre com es descriu a

continuacio:
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R/

% Protocol d’electroforesi en gel d’acrilamida-bisacrilamida en condicions no

desnaturalitzants:

e Barrejar les mostres amb el tampd de carrega no desnaturalitzant (Veure condicions de
preparacio, Capitol IV)

*  Preparar un gel d’acrilamida-bisacrilamida al 6% (Veure condicions de preparacio, Capitol
V).

* Abans de carregar les mostres, engegar la carrera a 150 V durant 15 min per assegurar la
distribucié homogenia dels ions a tota la superficie del gel.

e Correr les mostres a 180 V la distancia que sigui necessaria per separar correctament les

bandes.

< Protocol de revelat per tincio de plata:

* Un cop acabada la carrera de les mostres, deixar el gel en 10% etanol durant un minim de
10 min.

* Tot seguit, posar el gel en 1% d’acid nitric durant 3 min exactes.

¢ Fer dos rentats amb aigua destil-lada.

* Posar el gel en 12 mM AgNO; durant 20 min preservant-lo de la llum.

* Fer dos rentats rapids amb aigua destil-lada.

* Tenyir el gel amb 274 mM Na,COs (suplementat amb el 0.05% de formaldehid) fins que
apareguin les bandes i després aturar la reaccié amb 10% acid acétic durant 5-10 min.

¢ Finalment, rentar amb aigua destil-lada.

* Col-locar el gel a sobre d’un tros de paper Whatman i cobrir amb una transparéncia.

e Assecar el gel en un assecador de gels connectat a una bomba de buit durant 40 min a
80°C.

13. TRANSFECCIO DE DNA PLASMIDIC EN CEL-LULES EUCARIOTES

Durant la realitzacio d’aquest treball experimental s’han utilitzat diversos métodes

de transfeccio en funcid de la linia cel:lular emprada.

13.1. Transfecci6 del DNA plasmidic per electroporacio

Aquest métode es va emprar per transfectar cél-lules Jurkat i HUT 78 i esta basat en
el protocol descrit al 1988 per Bottger (Bottger, 1988).

En el nostre cas es van emprar tres aparells electroporadors diferents: Gene Pulser Il
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), Electro Cell Manipulator 600 i 630 (BTX, San Diego, CA, USA).
Les condicions d’electroporacid optimitzades en cada cas es troben recollides en la segilient

taula:
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Taula 7. Taula resum de les condicions d’electroporaciéo optimitzades segons |’aparell

emprat.
Gene Pulser Il | ECM 630 " | ECM 600 ‘%)
NUmero de cel-lules 20 milions 20 milions 20 milions
Volum de transfeccid (pl) 500 500 500
Plasmidi (ug) 20 20 20
Voltatge (V) 280 260 260
Capacitancia (uF) 975 1050 1050
Resisténcia (Q) 500 None 480
Temps d'electroporacié (ms) 22-26 25-30 23-27

™) @) Els assaigs amb ’aparell ECM 630 es van dur a terme al Laboratori de Recerca
Translacional de Ulnstitut Catala d’Oncologia (ICO-IDIBELL) de Barcelona amb personal del grup que
dirigeix el Dr. Ramon Alemany. Els assaigs fets amb [’ECM 630 es van dur a terme al Laboratorio de
Bioinvestigacion de [’empresa Merck Farma y Quimica del Parc Cientific de Barcelona sota la
supervisié del Dr. Ramon Messeguer. Les cubetes d’electroporacio es reutilitzaven rentant-les amb

una solucié de 0.01% (v/v) SDS durant tota la nit i posteriorment s’esterilitzaven amb oxid d’etile.

< El protocol general d’electroporacié va consistir en:

e Comptar les cel-lules i centrifugar-les a 300 g durant 10 min descartant el sobrenedant.

¢ Rentar el sediment cel-lular amb 5 ml de medi sense FBS i tornar a centrifugar a 300 g
durant 10 min descartant el sobrenedant.

* Resuspendre el sediment cel-lular amb els 500 ul de medi sense FBS, barrejar-lo amb el
DNA plasmidic i dispensar-lo dins de la cubeta de 0.4 cm de pas de llum, evitant la formacio
de bombolles.

e Electroporar segons les condicions detallades a la Taula 7 en cada cas.

* Recuperar les cél-lules amb medi complet sota campana per mantenir en tot moment
Uesterilitat.

e Incubar a 37°C i 5% CO, durant tota la nit.

Les cel-lules Jurkat transfectades amb els aparells ECM 600 i ECM 630 van ser les que
posteriorment es van utilitzar per realitzar els assaigs de PCR a temps real amb les targetes
Micro Fluidiques dels nivells de transcripcié de diverses citoquines. Els plasmidis que es van
utilitzar en aquests experiments van ser purificats amb el sistema comercial EndoFree®

Plasmid Maxi Kit QIAGEN per tal de minimitzar la toxicitat causada pels plasmidis.
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13.2. Transfeccio del DNA plasmidic amb DEAE-dextran

Aquest metode es va emprar per transfectar cél-lules COS-7 i esta basat en el
protocol descrit al 1987 per Aruffo i Seed (Aruffo and Seed, 1987):

e Sembrar 300.000 cel-lules per placa P60.
* L’endema, rentar les plaques amb DMEM sol i deixar a l’incubador mentre es prepara el
medi de transfeccio.
*  Medi de transfeccio:

- 2 ml de DMEM complet suplementat només amb el 2.5% de FBS

- 4 ug de plasmidi

- 20 pl de DEAE-dextran d’una solucié mare a 10 mg/ml (100X) en PBS que haura estat
agitada per inversio just abans d’afegir.
e Aspirar el DMEM de cada placa i afegir el medi de transfeccido que haura d’haver estat
agitat just abans d’afegir. Incubar 3h i 30 min a 37°C i 5% CO,.
e Afegir 2 ul de cloroquina d’una solucié mare a 100 mM (1000X) en PBS per placa. Incubar
1 h i 45 min més a 37°C i 5% CO,.
e Aspirar el medi i dispensar 4 ml de DMEM solament suplementat amb el 10% DMSO.
Incubar 2 min exactes a temperatura ambient.
e Rentar amb 4 ml de DMEM sense cap suplement.
e Afegir 3 ml de DMEM complet amb el 10% de FBS i incubar a 37°C i 5% CO,.

El protocol aqui descrit esta optimitzat per plaques P60 de 21 cm? de superficie. En el
cas de fer servir altres plaques, caldra calcular proporcionalment en funcio de ’area la

quantitat de cel-lules i dels diferents components a utilitzar.
13.3. Transfecci6 el DNA plasmidic amb fosfat calcic

Aquest métode es va utilitzar per transfectar cél-lules HEK 293T i U-2 OS i esta basat

en el protocol descrit al 1987 per de Chen i Okayama (Chen and Okayama, 1987):

* Sembrar 500.000 cél-lules HEK 293T per pou en plaques P6.
* L’endema, afegir 1.85 ml de DMEM complet i incubar a 37°C durant 2-4 h.
* Per una placa P6, utilitzar 150 ul de medi de transfeccio i de 3-4.5 ug de DNA.
* Preparar dues solucions:
- Solucio A: - aigua milliQ esteril
- barreja de DNA (plasmidic+DNA d’alt pes molecular) jL Barrejar
- 7.5 ul de CaCl; 2.5 M esteéril
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- Solucio B: -75 ul de tampd HeBS esteril amb el pH optim de transfeccio (Veure

condicions de preparacid, Capitol V).

e Dispensar la solucié A dins la B fent bombolleig constantment i després acabar de barrejar
energicament durant 5 s.

* Incubar a temperatura ambient durant 20 min.

e Dispensar els 150 ul de medi de transfeccid gota a gota agitant constantment la placa per
evitar ’acidificacio local del medi de cultiu.

* |ncubar a 37°C i 5% CO, tota la nit.

* L’endema al mati, aspirar el medi i dispensar 3 ml de DMEM complet fresc.

El protocol aqui descrit esta optimitzat per plaques P6 de 9.4 cm” d’area. En el cas de
fer servir altres plaques, caldra calcular proporcionalment en funcié de ’area les quantitats

de cél-lules i dels diferents components a utilitzar.

14. CO-IMMUNOPRECIPITACIO DE PROTEINES

Per tal de poder determinar in vivo les interaccions RCAN1-1-CnA i RCAN3-2-Cn,
respectivament, es van realitzar assaigs de co-immunoprecipitacié (co-IP).

Aquest protocol esta basat en el fet de que la proteina G té avidesa per unir-se a la
fraccio constant de diferents IgG en funcio del seu isotip. L’utilitzacié de boles de Proteina G-
Sepharose que tinguin unit un anticos que reconegui la proteina d’interés, ens permetra
reconéixer aquest proteina aixi com aquelles altres proteines que estiguin interaccionant amb

ella.
14.1. Protocol de co-IP RCAN1-1-ChA

% El protocol que es detalla a continuacié va permetre identificar la interaccio RCAN1-

1-CnA tant a nivell basal com en condicions de sobreexpressié de RCAN1-1:

* Preparar un tampé de lisi per obtenir un extracte proteic soluble de cél-lules Jurkat sense
transfectar o transfectades amb pHA-RCAN1-1 (Veure condicions de preparacio, Capitol IV).

* Rentar les boles de Proteina G-Sepharose (Amersham biosciences) un minim de dues
vegades amb PBS 1X per eliminar ’etanol que duen com a preservant. Resuspendre les boles
amb un volum de tampo6 de lisi igual al volum final de les boles obtingut (Proteina G-

Sepharose al 50%).
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e Barrejar 40 pl de boles de Proteina G-Sepharose G al 50% amb 160 ul de tampé de lisi i
amb ’anticos amb el que es vol realitzar la immunoprecipitacié. Per detectar la interaccid
RCAN1-1-CnA es van emprar: anti-CnA de ratoli (1.5 pg), anti-HA.11 de ratoli (6 pg, Covance
BabCO,Berkeley, CA, USA) i anti-RCAN1-1 de conill (2 ug, (Genesca et al., 2003)).

e Barrejar en un agitador orbital a temperatura ambient durant 4 h.

e En paral-lel, centrifugar les cél:-lules sense transfectar o transfectades durant 24 h a 37°C
i 5% CO; a 400 g durant 5 min a 4°C.

¢ Descartar el sobrenedant i rentar dues vegades amb PBS 1X fred.

* Treure el darrer sobrenedant i lisar les cél-lules sedimentades amb el tampo de lisi.

e Barrejar un minim de 30 min a 4°C.

e Centrifugar a velocitat maxima durant 10 min a 4°C. El sobrenedant sera l’extracte

proteic soluble.

En general, les co-IP es van fer amb 1 mg d’extracte proteic soluble donat que es

volien visualitzar proteines endogenes.

e Separar un volum adient inicial d’extracte (input) i bullir-lo amb tampé Laemmli, tal i
com s’ha descrit anteriorment a l’apartat 9.3.

e Utilitzar una aliquota d’aquest extracte proteic soluble per mesurar la concentracio de
proteina mitjancant un assaig coloriméetric utilitzant el sistema comercial comercial BCA
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA), seguint les instruccions del fabricant.

* Barrejar la resta de U'extracte proteic soluble amb els 200 ul de boles de Proteina G-
Sepharose unida a |’anticos en tampé de lisi i deixar tota la nit en un agitador orbital a 4°C.

* L’endema, centrifugar les mostres a 500 g durant 5 min a 4°C.

e Separar un volum adient del sobrenedant (través) i bullir-lo amb tamp6é Laemmli.
Descartar la resta de sobrenedant.

* Rentar les boles un minim de dues vegades amb tampo de lisi.

* Finalment, resuspendre les boles amb tampé Laemmli i bullir.

14.2. Protocol de co-IP RCAN3-2-ChA

El protocol general va ser molt semblant a ’emprat per determinar la interaccio

RCAN1-1-CnA perd amb petites modificacions:

* Transfectar cel-lules HEK 293T amb pHA-RCAN3-1,2,3,4,5.

e El tampd de lisi utilitzat no incloia U1% (v/v) Tritd X-100 sind 10 mM 3[(3-
cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane-sulfonate (CHAPS) o 1% (v/v) IGEPAL.

¢ Els anticossos emprats per immunoprecipitar van ser ’anti-RCAN3-2 generat al laboratori,

’anti-CnA i anti-HA, tots tres generats a ratoli.
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* Les boles de Proteina G-Sepharose es van unir a l’anticos anti-RCAN3-2 durant 4 h a
temperatura ambient i es van incubar amb ’extracte proteic soluble només durant 2 h a 4°C
enlloc de tota la nit a 4°C, que son les condiciones emprades tant per l’anti-CnA com per
’anti-HA.

15. PULL DOWN

Aquesta técnica es va emprar per determinar si el producte IDI3A (identificat a partir
del cribratge d’una quimioteca, Veure Capitol Ill) era capa¢ de competir la interaccid de la
proteina de fusio GST-RCAN3-2(178-203) i CnA.

El protocol emprat es bastant similar al protocol de la co-IP descrit a l’apartat
anterior, tot i que enlloc d’utilitzar boles de Proteina G-Sepharose es van emprar boles de
Glutatio-Sepharose 4B.

R/

% En detall, el protocol de pull down dut a terme va ser el segiient:

e Induir Uexpressio de les proteines GST i GST-RCAN3-2(178-203) seguint les indicacions
recollides a la Taula 5 i recollir els cultius cel-lulars centrifugant durant 10 min a velocitat
maxima.

e Eliminar el sobrenedant i congelar les cél:-lules sedimentades immediatament en neu
carbonica.

e Créixer les cél-lules Jurkat en preséncia de 50 uM del producte IDI3A o DMSO, que és el
diluent del producte IDI3A, a 37°C i 5% CO, durant tota la nit.

* L’endema, purificar les proteines recombinants tal i com es descriu a ’apartat 9.1 pero
sense digerir amb Factor Xa, de tal manera que tant la proteina GST com la GST-RCAN3-
2(178-203) quedin retingudes a les boles de Glutatio-Sepharose. L’extraccié de proteines tant
de GST com de GST-RCAN3-2(178-203) es va fer a partir de sediments cel-lulars obtinguts a
partir de 30 ml de cultiu.

* Rentar les boles 3 cops amb el mateix tampé de lisi de bacteris amb el que s’han extret
les proteines de fusio i finalment resuspendre les boles amb el mateix volum de tampo de lisi
(Veure condicions de preparacio, Capitol IV).

*  Preparar un altre tampo de lisi per obtenir un extracte proteic soluble de cél-lules Jurkat
que després es fara servir per fer el pull down (Veure condicions de preparacid, Capitol IV).
Per cada punt que es va analitzar, es van lisar 30 milions de Jurkat.

e Lisar les cél-lules Jurkat durant 30 min com a minim a 4°C en un agitador orbital.
Centrifugar 10 min a velocitat maxima a 4°C i agafar el sobrenedant que contindra !’extracte
proteic soluble.

e Separar un volum de sobrenedant adient (input) i bullir-lo amb tampé Laemmli.

* La resta d’extracte proteic soluble es va barrejar amb diferents volums de boles que
contenien les proteines purificades GST i GST-RCAN3-2(178-203). Aquests volums de boles de
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Glutatid-Sepharose analitzats van ser de 20 ul, 10 pl i 1 ul, els quals corresponien a les
proporcions considerades com a 1, 1/2 i 1/20, respectivament ). Finalment, afegir 100 uM
del producte IDI3A o el volum corresponent de DMSO.

* Incubar en un agitador orbital durant 2 h a 4°C.

e Centrifugar a 500 g durant 5 min a 4°C i separar un volum adient de sobrenedant (través)
que també es va bullir amb tampd Laemmli.

* Rentar 2 cops les boles amb el tampo6 de lisi de les Jurkat. Descartar el sobrenedant.

e Bullir les boles amb tamp6 Laemmli.

(™ Donat que les proporcions 1/2 i 1/20 van suposar haver de treballar amb volums
de boles petits, un cop passades les 2 h d’incubacié es va afegir el volum necessari de boles
de Glutatio-Sepharose sense cap proteina unida a elles que ens permetés igualar el volum
final de boles en totes les condicions, per facilitar les centrifugacions posteriors i no perdre

la mostra.

16. TRANSFERENCIA DE WESTERN | ANALISI AMB ANTICOSSOS ESPECIFICS

Tal i com s’ha descrit anteriorment a lapartat 9.3, les proteines una vegada
desnaturalitzades es poden resoldre en una electroforesi amb gel de poliacrilamida en
condicions desnaturalitzanst (SDS-PAGE). A I’apartat 9.3 s’ha descrit el protocol de tincié dels
gel amb Coomassie Blue, pero alternativament, les proteines del gel es poden transferir a una
membrana de nitrocel-lulosa i immunodetectar-les emprant anticossos especifics.

Aquesta metodologia ens va permetre detectar les diferents proteines en els assaigs
de co-IP i la preséencia de CnA en els pull down. Pel que fa a les proteines GST i GST-RCAN3-
2(178-203), aquestes van ser detectades mitjancant tincio de la membrana de nitrocel:lulosa
amb solucio colorant Ponceau S. A continuacioé es detallen tots els protocols emprats.

®

< Protocol general de transferéncia de Western:

¢ Realitzar 'electroforesi de les mostres tal i com s’ha descrit a ’apartat 9.3.

* Transferir les proteines a una membrana de nitrocel-lulosa durant 1 h a 4°C mantenint
constant la intensitat a 0.4 A per evitar el sobreescalfament de les mostres.

e Confirmar la correcte transferéncia de les mostres tenyint la membrana amb Ponceau S
(Veure condicions de preparacid, Capitol IV) durant 5 min i destenyint amb aigua destil-lada.
Tal i com s’ha comentat a U'inici d’aquest apartat, en el cas dels pull down, la tincié amb
Ponceau S va permetre determinar els nivells d’expressid de les diferents proteines de fusi6 a
GST.

* Bloquejar la membrana per evitar les unions inespecifiques a temperatura ambient,
durant 1 h o a 4°C durant tota la nit, amb una solucié bloquejant (Veure condicions de

preparacid, Capitol 1V).
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* Incubar la membrana amb l’anticos primari preparat en PBS 1X amb 5% de llet sense greix
i el 0.05% de Tween-20 a la temperatura i durant el temps adient, tal i com es detalla a la
Taula 8.

* Rentar la membrana tres cops durant 5 min cadascun amb PBS 1X amb el 0.05 %. de
Tween-20.

* Incubar amb ’anticos secundari conjugat a la peroxidasa de rave preparat també en PBS
1X amb 5% de llet sense greix i el 0.05% de Tween-20.

¢ Rentar la membrana tres cops durant 5 min cadascun amb PBS 1X amb el 0.05 %. de
Tween-20.

* La deteccio de les proteines d’interes es va realitzar per quimioluminiscéncia emprant el
reactiu comercial ECL plus Western Blotting Detection System (Amersham Biosciences),
seguint les instruccions de la casa comercial. Les membranes es van exposar en un film Curiex
RPN 18X24 (Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Bélgica) durant un temps variable o bé les imatges es
van capturar amb U'aparell VersaDoc 5000 Imager (Bio-Rad) i processar amb el programa
Quantity One (Bio-Rad).

Taula 8. Resum dels anticossos les diferents

primaris i secundaris emprats en

immunodeteccions realitzades durant aquesta Tesi (co-IP, pull down i assaigs de luciferasa).

Primaris Tipus Origen | Diluci6 | Temperatura | Temps incubacio
Anti-HA.11 Monoclonal | Ratoli |1:2.000 25°C 1h
Anti-CnA Monoclonal | Ratoli | 1:500 4°C Tota la nit
Anti-GFP Monoclonal | Ratoli |1:2.000 25°C 1h
Anti-tubulina | Monoclonal | Ratoli |1:5.000 25°C 1h
Anti-RCAN1 Policlonal | Conill |1:2.000 4°C Tota la nit
Anti-RCAN3 Policlonal | Ratoli |[1:2.000f 25°C/4°C 2 h/Tota la nit
Secundaris Tipus " [ Origen | Diluci6 | Temperatura | Temps incubacié
Anti-1gG ratoli [ Conjugat HRP | Conill |{1:2.000 25°C 45 min
Anti-1gG conill | Conjugat HRP | Ratoli |1:2.000 25°C 45 min

) Els anticossos secundaris utilitzats tenen conjugada la peroxidasa de rave (horseradish
peroxidase, HRP) i ambdos son de la casa comercial Dako, Glostrup, Dinamarca.

17. ASSAIGS DEL NIVELL DE TRANSLOCACIO DELS NFAT

Aquests assaigs es van realitzar per determinar la capacitat d’inhibici6 de la
translocacio nuclear de NFAT tant de les proteines RCAN1-1 i RCAN3-2, senceres o fragments
d’aquestes, com del producte IDI3A, (identificat a partir del cribratge d’una quimioteca,
Veure Capitol Ill) en cél-lules estimulades amb ionomicina. En general el protocol emprat va

ser el mateix pero a continuacio6 es detallen les particularitats de cada assaig.
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17.1. Determinaciéo de la capacitat inhibidora de RCAN1-1 i RCAN3-2 de la

translocacié nuclear dels NFAT en cél-lules estimulades amb ionomicina

Aquests assaigs es van realitzar en cél-lules COS-7 i van permetre caracteritzar la
regié minima de RCAN1-1 i RCAN3-2 responsable de la inhibicié de la via de senyalitzacié Ca?*-
Cn-NFAT in vivo.

R/

% El protocol es detalla a continuacio:

e Sembrar 150.000 cél-lules COS-7 per pou sobre cobreobjectes col-locats dins de les
plaques de cultiu de P6.
e L’endema, co-transfectar 0.8 ug de cada construccid de pEGFP-RCAN1-1 en estudi
juntament amb 1.2 pg de pHA-NFAT1-EYFP o bé 1 pug de les construccions de pEGFP-RCAN3-
1,2,3,4,5 juntament amb 1 pug de pHA-NFAT1-EYFP.
e Deixar expressar les proteines de fusio a 37°C i 5% CO, durant tota la nit.
e L’endema, canviar el medi i realitzar tres tractaments:

- Sense estimulacid: afegir a les cél-lules els vehicles corresponents a cadascun dels
tractaments realitzats.

- Estimulacio: afegir 1 uM ionomicina durant 10 min.

- Inhibici6: afegir 1 uM CsA durant 30 min abans d’afegir la ionomicina.
* Rentar 2 cops amb PBS 1X i fixar amb paraformaldehid al 3% a 4°C durant 20-30 min.
* Rentar tres cops amb PBS 1X i muntar les preparacions emprant Vectashield Mounting
Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) segellant els cobreobjectes amb esmalt
d’ungles transparent.
* Les proteines de fusié expressades amb EGFP i EYFP van ser visualitzades a 488 nm i 514
nm, respectivament, emprant un microscopi confocal Ar/HeNe (Leica DMIRBE, Heidelberg,

Germany).

17.2. Determinacio de la capacitat inhibidora del producte IDI3A de la translocacio

nuclear dels NFAT en cél-lules estimulades amb ionomicina

< El protocol realitzat en ceél-lules U-2 OS es detalla a continuacio:

e Sembrar 12.000 cél-lules U-2 OS per pou sobre cobreobjectes col:-locats dins de plaques
de cultiu P24.

* L’endema, transfectar 1.1 ug de pHA-NFAT1-EYFP i deixar expressar la proteina de fusio a
37°C i 5% CO, tota la nit.

* L’endema, canviar el medi i deixar expressar la proteina de fusio 24 h més a 37°C i 5%
CO,.
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* L’endema, afegir DMSO o el producte IDI3A a concentracions creixents (de 0.1 a 50 pM) i
incubar a 37°C i 5% CO, durant tota la nit.
* L’endema, estimular les cél-lules amb 2 uM ionomicina i 10 mM CaCl, durant 25 min.

e Continuar el protocol de fixacio tal i com es descriu a ’apartat 17.1.

El producte IDI3A, que és fluorescent, i la proteina de fusié a EYFP van ser visualitzats
a 458 nm i 514 nm, respectivament, emprant un microscopi confocal Ar/HeNe (Leica DMIRBE,

Heidelberg, Germany).

La visualitzaci6 i captura d’imatges de microscopia confocal es van realitzar a la Unitat
de Microscopia Confocal i Micromanipulacié Cel-lular del Servei Cientific Técnic de la

Universitat de Barcelona.

18. ANALISI DE PROMOTORS AMB EL GEN MARCADOR DE LA LUCIFERASA

Aquests assaigs es van realitzar en cél-lules HEK 293T per determinar ’especificitat
de Uefecte inhibidor de RCAN3-2. Per aix0 es van emprar plasmidis que contenien el gen
marcador de la luciferasa sota el control d’un promotor que contenia 3 llocs d’unié dels
factors de transcripcié NFAT (3xNFAT-luc) o sota el control d’un promotor que tenia 6 llocs

d’unio del factor de transcripcido NFiB (6xNFkB-luc).

« El protocol general va ser el seguent:

*  Sembrar 60.000 cél-lules per pou en plaques P12 i deixar a 37°C i 5% CO, tota la nit.
* L’endema, transfectar 0.5 pg dels plasmidis 3xNFAT-luc o 6xNFxB, respectivament, en
presencia de pHA (150 ng) o quantitats creixents de pHA-RCAN3-1,2,3,4,5 (15 i 150 ng) i de
0.5 pg de pCMV-pgal, que va ser emprat com a control intern de ’eficiéncia de transfeccio. A
més, en els pous amb els quals es va analitzar el promotor amb caixes de NFkB també es va
incloure 100 ng de pEGFP o pEGFP-p65, ja que la proteina p65 va ser la responsable de
[’activacio d’aquest promotor.
* |ncubar a 37°C i 5% CO, durant tota la nit.
e |’endema, canviar el medi i realitzar tres tractaments a les cél-lules transfectades amb
el gen de la luciferasa sota el control del promotor amb caixes NFAT:

- Sense estimulacio: afegir a les cél:-lules els vehicles corresponents a cadascun dels
tractaments realitzats.

- Estimulacid: afegir 1 uM ionomicina, 20 nM PMA i 10 mM CaCl, durant 8 h.

- Inhibici6: afegir 1 uM CsA durant 2 h abans d’afegir la ionomicina+PMA+CaCl,.
* Rentar les cél-lules de tots els pous amb PBS 1X atemperat suplementat amb 0.1 mg/ml

CaCl,i 0.1 mg/ml MgCl, per evitar que les cél-lules es desenganxin de la placa.

84



e Afegir 100 pl de Reporter Lysis Buffer 1X (Promega) per cada pou i posar la placa a agitar
a temperatura ambient durant 5 min. Congelar la placa a -80°C un minim de 5 min.

e Atemperar la placa i recollir les cél-lules amb un rascador. Centrifugar-les a temperatura
ambient, 5 min a velocitat maxima. Recollir el sobrenedant.

e L’activitat luciferasa es va mesurar amb 10 ul del sobrenedant directe o diluit, emprant
el sistema comercial Luciferase Assay System (Promega), seguint les instruccions de la casa
comercial en el luminometre TD-20/20 (Turner biosystems, CA, USA).

e |’activitat p-galactosidasa es va mesurar barrejant 20 ul de sobrenedant amb 100 ul de
substrat de la B-galactosidasa (Veure condicions de preparacid, Capitol 1V) i incubant a 37°C
fins a desenvolupar el color groc indicatiu de la reaccio. A continuacio, es va aturar la reaccio
afegint 100 pl de 1 M CaCO;. La quantificacio de la reaccio colorimetrica es va fer llegint
l’absorbancia a 405 nm en un espectrofotometre o lector de plaques d’ELISA, considerant-se
només els valors compresos entre 0.1 i 0.8 que corresponen als marges de linealitat de
[’assaig.

* Les unitats de luciferasa obtingudes de cadascuna de les mostres i dels controls es van
normalitzar dividint aquestes respecte de la corresponent lectura de la p-galactosidasa
obtinguda. A aquest valor se’l va considerar en tots les casos com les unitats de luciferasa
relatives. L’activacié o inhibicio dels promotor amb caixes NFAT o NF«kB de les mostres es va
calcular dividint les unitats de luciferasa relatives de cada mostra respecte de les unitats de
luciferasa relatives de la mostra control no estimulada que Unicament havia estat

transfectada amb pHA, en el cas del promotor de NFAT i amb pHA i pEGFP, en el cas de NF«xB.

Aquests experiments es van realitzar 3 cops de manera independent i per triplicat.

Es va fer un pou més de cada mostra per analitzar les proteines EGFP, EGFP-p65 i HA-
RCAN3-2 sobreexpresades mitjancant transferéncia de Western. Els extractes proteics
solubles es van obtenir afegint 100 ul del tampo de lisi emprat per fer els extractes solubles
de la co-IP de RCAN1-1-CnA a cada pou. Els anticossos primaris que es van fer servir van ser:
anti-HA.11, anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) i anti-atubulina (Sigma-
aldrich), tots tres de ratoli. Les condicions especifiques d’incubacié per a cada anticos es

troben detallades a la Taula 8.

19. DETERMINACIO DELS NIVELLS D’EXPRESSIO DE DIVERSOS GENS PER PCR A
TEMPS REAL

Per tal d’analitzar ’efecte inhibidor de les proteines RCAN1-1 i RCAN3-2 senceres o
fragments d’aquestes sobre l’activacio de cel-lules Jurkat es van determinar els nivells
d’expressio de diversos gens, entre ells algunes citoquines dependents de NFAT, per PCR a

temps real utilitzant arrays de baixa densitat (Micro Fluidic Cards, Applied Biosystems).
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L’aparell emprat va ser ’ABI PRISM® 7900 HT Sequence Detection System i cada targeta
estava formada per 384 pous que van permetre analitzar 48 gens simultaniament.

0,

% El protocol que es va seguir va ser el seguent:

e Transfectar cél-lules Jurkat amb les diferents proteines de fusi6 a EGFP de RCAN1-1 i
RCAN3-2 i deixar expressar les proteines durant 5 h a 37°C i 5% CO,.

* Rentar 2 cops les Jurkat amb PBS 1X, filtrar-les amb un filtre de nylon per disgregar els
grumolls i seleccionar 500.000 cél-lules verdes per cada punt mitjancant un citometre de flux

(BD FACSAria Flow Cytometer, Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA).

Aquest treball va ser realitzat al Servei de Citometria de la Fundacio per a la Recerca

de U’Hospital Universitari Vall d’Hebron de Barcelona.

* Centrifugar a 300 g durant 10 min i resuspendre amb RPMI complet.

e Estimular o inhibir les cél-lules Jurkat tal com s’ha descrit préviament a ’apartat 12.1
durant 3 h i 30 min.

e Extreure el RNA i fer la retrotranscripciéo de 200 ng del RNA total, tal com s’ha descrit a
’apartat 12.3.

* Per cada mostra preparar una barreja de reaccié de 200 pl que contenia el cDNA de les
cél-lules Jurkat provinent de 200 ng del RNA total i la barreja comercial TagMan® Universal
PCR Master Mix 1X.

* Amb cada mostra carregar cadascun dels dos ports de la targeta que van permetre
analitzar els 48 gens.

¢ C(Centrifugar la placa 2 cops a 250 g durant 1 min cada vegada, segellar-la per evitar que
les mostres s’evaporin i processar-la.

¢ Les condicions de la PCR a temps real recomanades per Applied Biosystems van ser:

e 50°C2min
e 94.5°C 10 min
e 97°C30s

e 59.7°C1 min 40 cicles

* Els resultats obtinguts es van analitzar amb el programa Sequence Detection System

software version 2.1 (SDS 2.1., Applied Biosystems).

Les PCR van mostrar una eficiencia aproximada de 2, la qual cosa va permetre
quantificar de manera relativa |’expressié génica mitjancant el métode comparatiu del 24"
(Livak and Schmittgen, 2001). Tots els valors obtinguts, de les mostres i dels controls, van ser

normalitzats respecte el GAPDH i el 18S ribosomic, obtenint-se valors equivalents. La mostra
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transfectada amb pEGFP i estimulada amb ionomicina+PMA va ser considerada com la mostra
calibradora de ’assaig, i la seva expressio genica va ser considerada en tots els casos com el
100%. Els valors relatius de cada mostra es van obtenir referint els valors normalitzats de
cada mostra respecte del valor normalitzat de la mostra calibradora. L’increment maxim de
la desviacio estandard permes entre els duplicats va ser sempre menor de 0.38 i la linia base
va ser establerta manualment en tots els casos. Tots els experiments es van dur a terme un

minim de dues vegades per duplicat.

Taula 9. Taula resum que conté les referencies de les sondes Tagman d’Applied Biosystems

emprades per detectar els diferent gens analitzats en aquesta treball.

Sondes
GAPDH  [Hs99999905_m1
18S ribosomic 4342379
CSF2 Hs00171266_m1
IFN Hs00174143_m1
TNF Hs00174128_m1
IL2 Hs00174114_m1
IL3 Hs00174117_m1
IL13 Hs00174379_m1
RCAN1 Hs00231766_m1
RCAN3 Hs00203728_m1
LTA Hs00236874_m1
LTB Hs00242739_m1

Les targetes Micro Fluidiques van ser cedides amablement pel Dr. Josep Maria Grinyo,
Dr. Daniel Seron, Dr. Miquel Hueso (Servei de nefrologia, Ciutat Sanitaria i Universitaria de
Bellvitge-IDIBELL, Barcelona) i el Dr. Estanis Navarro (COM-IDIBELL, Barcelona).

El processament de les targetes Micro Fluidiques es va realitzar a la Unitat de

Genomica del Servei Cientific Técnic de la Universitat de Barcelona.
20. PRODUCCIO D’UN ANTICOS POLICLONAL ANTI-RCAN3-2 EN ASCITES DE RATOLI
Per poder caracteritzar la proteina RCAN3-2 Unicament predita des d’un punt de vista
bioinformatic fins al moment de realitzar aquesta treball experimental, es va abordar la

produccié d’un anticos que reconegués a RCAN3-2.

< El protocol que es va seguir per generar aquest anticos va ser el segiient:

87



* La produccio d’anticossos es va realitzar utilitzant 4 ratolins Balb/c femelles.

* Preparar una emulsid barrejant adjuvant de Freund complet (Sigma-Aldrich) amb la
proteina RCAN3-2(2-144) en una proporcié de 9:1. El volum total a injectar va ser de 200 pl
per cada animal i va contenir de 50-200 ug de proteina cada vegada.

e Remenar Uemulsi6 enérgicament durant 1 min i immediatament injectar
intraperitonealment 100 ul de la barreja a cada costat de ’animal.

* Passats uns dies, tornar a inocular proteina RCAN3-2(2-144) pero en forma d’emulsio amb
adjuvant de Freund incomplet (Sigma-Aldrich).

* Repetir les inoculacions cada setmana fins que els ratolins incrementin de manera
significativa el seu pes preparant les emulsions sempre amb adjuvant de Freund incomplet.

e Extreure el liquid ascitic per puncid intraperitoneal, centrifugar per eliminar impureses

de Uextraccio i recollir el sérum present en els sobrenedants. Congelar a -80°C.

Les inoculacions van ser realitzades directament per la Dra. Merce Pérez-Riba i la
doctoranda hi va col-laborar.

El tractament i sacrifici dels animals es va realitzar seguint les recomanacions i
protocols pel tractament adequat dels animals de laboratori aprovats pel CEEA-IRO (Comité
Etico de Experimentacion Animal) i sota la supervisié del personal del Servei de I’Estabulari
de UIDIBELL.
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CAPITOL IlI: ASSAIGS IN VITRO AMB PEPTIDS | QUIMIOTEQUES
COMBINATORIES

=  MATERIALS

21. PEPTIDS | QUIMIOTEQUES COMBINATORIES

% La caracteritzacid de les interaccions dels péptids C18 de les RCAN i Cn va requerir la

sintesi de diversos péptids que estan recollits a la Taula 10.

Taula 10. Taula resum que inclou tots els péptids emprats en la caracteritzacio in vitro de les

interaccions dels C18 de les RCAN amb Cn.

peptid

Seqiiéncia

C18-RCAN1
CF-C18-RCAN1
C18-RCAN3
CF-C18-RCAN3
C18-random
P74
VIVIT
CF-VIVIT
SPRIEIT
CF-SPRIEIT
PKIIQT
CF-PKIIQT
LxVP
LxVPmut
RII

Ac-KYELHAATDTTPSVVVHVCES-NH,
CF-GG-KYELHAATDTTPSVVVHVCES-NH,
Ac-KYELHAGTESTPSVVVHVCES-NH,
CF-GG-KYELHAGTESTPSVVVHVCES-NH,
Ac-SAVTHKLESVDPATVYCETHV- NH,
Ac-RGKWTYNGYTIEGR-NH,
Ac-MAGPHPVIVITGPHEE-NH,
CF-GG-MAGPHPVIVITGPHEE-NH,
Ac-ASGLSPRIEITPSHEL-NH,
CF-GG-ASGLSPRIEITPSHEL-NH,
Ac-PKPKIIQTRRPEY-NH,
CF-GG-PKPKIIQTRRPEY-NH;
Ac-DQYLAVPQHPYQWAK-NH,
Ac-DQYAAAAQHPYQWAK-NH,
Ac-DLDVPIPGRFDRRVSVAAE-NH,

©) CF, significa carboxifluoresceina. Els péptids marcats amb CF al seu extrem N-terminal

contenen dues glicines espaiadores (GG) entre el fluorocrom i el péptid. El péptid C18-random

correspon a la seqiiéncia del péptid C18-RCAN1 ordenada a l’atzar. Si no s'indica el contrari, els péptids

es van resuspendre en el 10% de DMSO en aigua.
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% El cribratge d’una quimioteca combinatoria de mescles d’hexapéptids de D-
aminoacids vers la interacci6 C18-RCAN1-Cn va permetre deconvolucionar les dades
obtingudes i sintetitzar 16 hexapéptids definits formats per D-aminoacids que estan recollits

a la Taula 11.

Taula 11. Hexapéptids de D-aminoacids de seqiiencia definida.

1 [Ac-tatckG-NH, | 5 [ Ac-tatpkG-NH,;| 9 [Ac-thtckG-NH, [ 13 | Ac-thtpkG-NH,
Ac-tatckv-NH, | 6 | Ac-tatpkv-NH, | 10 | Ac-thtckv-NH, | 14 | Ac-thtpkv-NH,
Ac-tatcqG-NH, | 7 | Ac-tatpqG-NH, | 11 | Ac-thtcqG-NH, | 15 | Ac-thtpgG-NH,
Ac-tatcqv-NH, | 8 | Ac-tatpqv-NH, | 12 | Ac-thtcqv-NH, | 16 | Ac-thtpgv-NH,

AN Jw |IN

Tots els péptids utilitzats en aquest treball experimental van ser sintetitzats i
purificats al Laboratorio de Péptidos y Proteinas del Centro de Investigacion Principe Felipe
(CIPF, Valéencia) pel Dr. Joaquim Messeguer (Unitat de Quimica Bioorganica de UInstitut
d’investigacions Quimiques i Ambientals de Barcelona (IIQAB), Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), Barcelona) i per ’Ana Giménez i la Laura Cascales (CIPF).

% Les quimioteques combinatories de mescles o de composts sols que s’han analitzat

durant la realitzacio d’aquesta treball experimental estan recollides a la Taula 12.

Taula 12. Taula resum de les diferents quimioteques combinatories utilitzades detallant la

mida, composicio i el nUmero de molécules que contenen.

Tipus Mida Composicio Molécules
Peptoides 500 Da N-alquilglicines 5.120
Peptoides 850 Da N-alquilglicines 625

Peptids 6 residus D-aminoacids 2.5x10°

Estructures helix o 17 residus L-aminoacids 16x10*
Estructures full 10 residus L-aminoacids 16x10*
Composts sols 450 Da Sals de tetraalquilamoni 11
Composts sols De 100-900 Da Diversa 237

Totes les quimioteques van ser proporcionades pel grup del Dr. Enrique Pérez Paya
(Laboratorio de Péptidos y Proteinas, CIPF, Valencia) i pel grup del Dr. Angel Messeguer
(Unitat de Quimica Bioorganica, [IQAB, CSIC, Barcelona) amb qui s’ha col-laborat en la

realitzacio del projecte “Caracterizacion funcional de la interaccion calcipressina 1-
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calcineurina y aplicacién al desarrollo de nuevas vias terapéuticas para el tratamiento de la
enfermedad de Crohn”, financat per la Fundacio La Marat6 de TV3, referéncia 030830.

« El producte IDI3A va ser identificat a partir del cribratge inicial de la quimioteca de
composts definits formada per 237 molécules. Aquesta quimioteca estava constituida per
molecules diverses disponibles tant al Laboratorio de Péptidos y Proteinas del CIPF (Valencia)
com a la Unitat de Quimica Bioorganica, IIQAB del CSIC (Barcelona). Per la realitzacio dels
assaigs funcionals, el producte IDI3A va haver de ser sintetitzat al laboratori. Aquest treball
va ser realitzat per la Dra. Carina Delpiccolo de la Unitat de Quimica Bioorganica, IQAB del
CSIC (Barcelona).

= METODES

22. ANALISI DELS PEPTIDS PER DICROISME CIRCULAR

El dicroisme circular és una técnica que permet determinar U'estructura
conformacional que adopten els péptids o proteines en solucio.

R/

< El protocol general seguit per determinar el plegament dels péptids va ser:

* Resuspendre els peptids liofilitzats en 20 mM tampo fosfat pH 7.0 i analitzar-los a una
concentracié final de 50 uM emprant cubetes de quars de 0.1 cm de pas de llum en un
espectropolarimetre Jasco-810 (JASCO corporation, Tokio, Japo).

* Els espectres obtinguts corresponen a la mitja de 20 captures realitzades en intervals de 1
mm des de la longitud d’ona 195 a 250 nm. En tots els casos, a l’espectre obtingut dels
peptids se’l va restar U'espectre del tampo sol, que va ser considerat com el soroll de fons de
[’assaig.

* Les mesures de la conformacio dels peptids a diferents temperatures, 5°C o 20°C, es van
poder realitzar donat que el dicrograf emprat esta equipat amb un controlador de
temperatura Peltier.

* Les induccions de plegament es van fer en preséncia del 50% de Metanol o de
trifluoroetanol (TFE), respectivament.

¢ Els resultats estan expresats com la mitjana molar de les el-lipticitats dels residus ([0]ur

(degcm?/dmol)).

23. ASSAIGS D’ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA

La caracteritzacido de les interaccions péptids-CnAo aixi com els cribratge de

molecules disruptores de les interaccions C18-RCAN1-Cn i VIVIT-Cn han estat analitzats
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mitjancant anisotropia de fluorescencia (Veure la descripcid del principi de la tecnica a la

Introduccio).

23.1. Posada a punt de les interaccions péptids-CnAa i determinacié per

anisotropia de fluorescéncia

% El protocol general dels assaigs realitzats va ser el seglient:

* Resuspendre els péptids liofilitzats de tal manera que les solucions mare estiguin tant
concentrades com sigui possible, en especial, les corresponents als péeptids no marcats.
Preservar de la llum els peptids marcats.
e Aliquotar els péptids en els volums que s’utilitzaran de treball i congelar a -80°C. Aixi
s’evita que les successives congelacions i descongelacions els malmetin.
e Sonicar els péptids i les quimioteques durant 15 min abans de ser emprats per evitar que
s’agreguin.
¢ Quantificar per espectrofotometria la CnAa, aliquotar-la en els volums adients i congelar
a -80°C per tal de preservar al maxim la seva integritat.
e Per establir les corbes de saturacido in vitro es va concentrar la CnAo utilitzant els
concentradors Microcon® YM-10 1(Limit de Pes Molecular Nominal 10.000. Millipore, Billerica,
MA, USA), seguint les instruccions del fabricant, i es van realitzar els assaigs al moment.
* Tots els assaigs van ser realitzats en plaques negres OptiPlate-96F(PB) (Perkin Elmer) i
sempre que va ser possible per triplicat.
* Habitualment, es van preparar barreges que incloien els components comuns a tots els
pous per tal d’assegurar les mateixes condicions en les diferents mostres i controls de
[’assaig.
¢ (Cada assaig va incloure quatre controls analitzats per triplicat o quatriplicat en tots els
casos. Aquests controls van ser:

- Control blanc: Aquests pous contenien tots els components de la barreja emprada a
[’assaig excepte els péptids i la CnAa..

- Control lliure: Aquest pous contenien tot els components de la barreja i el peptid
marcat, pero no la CnAa ni el peptid no marcat.

- Control unit: Aquests pous incloien tots els components de la barreja, la ChAa i el
peptid marcat, pero no el peptid no marcat.

- Control inhibit: Aquests pous incloien tots els components de la barreja, la ChAa i
els péptids, tant el marcat com el no marcat.
* Les reaccions es van dur a terme sempre en 200 ul de volum final i els components de la
barreja de reaccio6 es van anar afegint seguint un ordre establert:

- Primer: afegir l’aigua, el PBS1X i el volum necessari dels diferents diluents en els

que estan resuspesos alguns dels components de la barreja, per tal d’igualar les
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condicions de l’assaig en tots els pous. Cal recordar que la majoria de péptids van ser
resuspesos en el 10% de DMSO en aigua i que el FK506 estava dissolt en etanol.
- Segon: suplementar amb el DTT necessari el tampo de la proteasa PreScission en el
qual esta dissolta la CnAa. (Veure condicions de preparacid, Capitol 1V), just abans del
seu Us i afegir-lo immediatament a la barreja de reacci6. Seguidament, afegir un 1%
d’albimina sérica bovina fraccio V (BSA) a la barreja.
- Tercer: afegir la CnAa acabada de descongelar en tots els pous excepte en els del
control blanc i el control lliure.
- Quart: afegir el péptid marcat en tots els pous, excepte en els del control blanc.
¢ Incubar durant 15 min exactes a temperatura ambient i realitzar la lectura de la placa
immediatament.
* En els assaigs de competicio de les diferents interaccions, tant els péptids no marcats
com les molécules de les quimioteques combinatories, van ser afegits en els pous
corresponents després de la CnAa i es van incubar durant 15 min exactes a temperatura
ambient. A continuacio, es va afegir el peptid marcat a tots els pous, excepte els del control
blanc, i es va incubar 15 min més exactes a temperatura ambient. Finalment, es va realitzar
la lectura de la placa.
* En general, la preparacio, processament i lectura d’una placa de 96 pous completa va
durar dues hores.
e En tots els casos, la detecci6 de la fluorescéncia polaritzada es va fer emprant el lector
de plaques Wallac Victor? 1420 Multilabel HTS Counter (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA) i

les dades es van processar amb el software Wallac 1420 Manager (Perkin Elmer).

% L’establiment de les corbes de saturacid es va realitzar fixant la concentracié del
peptid marcat en 30 nM i incubant-lo en preséncia de concentracions creixents de CnAa fins

arribar a saturar la interaccio.

% Els assaigs de competicié es van realitzar establint les interaccions entre el péptid
marcat a 30 nM i la ChAo. a una concentracié una mica més alta que la definida per la
corresponent Ky (Veure la definicido del parametre, Capitol Ill, Apartat 23.2) del péptid
marcat. Aquesta interaccio es va posar en preséncia de concentracions creixents de péptid no
marcat fins arribar a desplacar la interacci6 completament. En el cas dels assaigs de
competicid, primer es van posar en contacte la ChAa amb les concentracions creixents del

peptid no marcat i posteriorment es va afegir la concentracio fixada del peptid marcat.
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» Les condicions de deteccio del lector de plaques emprat estan resumides a la Taula
13.

Taula 13. Condicions del lector de plaques Wallac Victor’ 1420 Multilabel HTS Counter
utilitzat.

Filtre excitacio |Filtre emissié | Temps de comptatge |Factor G| Energia lampara-CW

FP480 nm FP535 nm 0,1s 1,2 65535

Es detallen els filtres emprats, la durada de la mesura, el factor G propi de ’aparell i ’energia
de la lampara utilitzada.

%o

% Les condicions optimizades per les diferents interaccions analitzades es resumeixen a
la Taula 14.

Taula 14. Parametres optimitzats per |’establiment de les corbes de saturaci6 realitzades i
calcul de les corresponents Kq i ICsp.

Interaccions | Components | Concentracions Interaccions | Ky [uM] | 1Cso [uM]
C18-RCAN1-CnA|CF-C18-RCANT 30 nM C18-RCAN1-CnA| 1.25 3.7
CnA 1.5 uM C18-RCAN3-CnA| 0.85 5.9
C18-RCAN3-CnA|CF-C18-RCAN3 30 nM SPRIEIT-CnA 6.25 13
CnA 1.5 uM VIVIT-CnhA 0.63 0.94
SPRIEIT-CnA CF-SPRIEIT 30 nM
CnA 10 uM
VIVIT-CnhA CF-VIVIT 30 nM
CnA 0.5 uM

Kq significa constant de dissociacio i ICsq significa concentracié d’inhibicio del 50%. Aquests
dos parametres es troben definits en detall a 'apartat 23.2.

23.2. Analisi de les dades obtingudes: calculs de les K4 i IC5q

e L’aparell Wallac Victor* 1420 Multilabel HTS Counter emprat desglosa la llum emesa
polaritzada en dos parametres:

- S 0 Ipa: corresponent a la intensitat de llum emesa paral-lela.

- Po I, corresponent a la intensitat de llum emesa perpendicular.

94



e L’eqiiacio emprada per ’analisi de les dades va ser la segiient:
(mP) Polaritzacio = 10°X(lpa~1.21pe) / (Ipa+1.2+1e)

Les dades obtingudes a partir del lector de plaques van ser processades amb el
programa GraphPad PRISM® 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Aquests programa

va permetre calcular les K4 i IC5o per a cadascuna de les interaccions analitzades:

* La Kqdels peptids marcats utilitzats correspon a la concentracio de CnAa a la qual el 50%
del péptid marcat es troba lliure i l’altre 50% interaccionant amb CnAa. Cal recordar també
que la constant d’afinitat (K,) dels péptids marcats correspon a la inversa de la seva Kq.

Les Ky van ser calculades aplicant un model de dosi-resposta sigmoidal i |’equacio
aplicada pel programa GraphPad PRISM® 4.0 va ser la segiient:
(Maxim-Minim)

Y= Minim +
1+10 Log EC50X

Aquesta és una equacio general emprada per curves que mostren un comportament
dosi-resposta. La X correspon al logaritme de la concentracié de CnAa mentre que la Y
correspon a la interaccido amb els péeptids marcats. Aquesta eqiiacid també se ’anomena
equacio logistica de tres parametres. Els parametres “Minim” i “Maxim” corresponen als
valors de polaritzaci6 menors i majors, respectivament, obtinguts a l’assaig. El parametre
“LogEC50” correspon al logaritme de la EC50, que és la concentracio efectiva al 50%, i en el

nostre cas equival a la Ky dels péptids analitzats.

e La ICsodels péptids no marcats analitzats correspon a la concentracié de CnAa a la qual el
peptid no marcat competeix en un 50% la interaccio entre el péptid marcat i CnAa..

Les ICso van ser calculades aplicant un model anomenat “One site competition” i
[’equaci6 aplicada pel programa GraphPad PRISM® 4.0 va ser la segiient:
(Maxim-Minim)

Y= Minim +
1+10 X-Log EC50

Aquesta equaci6 descriu la competicid entre dos péptids respecte un uUnic lloc
d’interaccio amb un lligand. En aquest cas la variable “LogEC50” correspon a la concentracio
de CnAc a la qual el peptid competidor desplaca un 50% la interaccio analitzada i en el nostre

cas equival a la ICs dels péptids analitzats.
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24. ENTRECREUAMENT DE PEPTIDS AMB FORMALDEHID

Per tal de determinar de manera qualitativa la interaccio entre proteines es poden
realitzar assaigs d’entrecreuament emprant diversos productes com ara el glutaraldehid o el
formaldehid. El formaldehid estableix unions covalents entre les amines primaries de
proteines que es trobin properes. Aquest tipus d’assaigs s’han realitzat per confirmar les
interaccions entre diversos peptids i CnAa aixi com entre els complexos farmac-immunofilina
(CsA-CyPA i FK506-FKBP12) i CnAa..

o,

% El protocol general que es va seguir va ser el segient:

* Per cada interacci6 a analitzar es van preparar dos tubs:

- Un tub amb només la CnAa a 2.5 pM.

- Un tub amb la CnAa a 2.5 uM en preséncia d’un excés de 10 cops més de cadascun
dels peptids analitzats (25 pM) o dels complexos farmac-immunofilina. Pel que fa als
complexos farmac-immunofilina, com que U’estequiometria de dites interaccions és 1:1 es va
afegir una concentracio de 25 uM de CsA, CyPA, FK506 i FKBP12.

* El volum final de totes les reaccions va ser de 100 pl en PBS 1X.

* Incubar a 25°C durant 15 min agitant a 250 rpm per permetre que les interaccions
s’estableixin.

e Afegir 0.37% de formaldehid.

* Incubar a 25°C durant 10 min agitant a 250 rpm.

e Aturar la reaccid afegint 125 mM de glicina.

* Analitzar les mostres immediatament o congelar a -80°C fins al seu processament.

Les interaccions van ser analitzades per MALDI-TOF amb un espectrometre de masses
4700 Proteomics Analyzer (PA) (Applied Biosystems) al Servicio de Proteomica del Centro de
Investigacion Principe Felipe de Valencia i les dades van ser analitzades amb el programa

Data Explorer 4.5 (Applied Biosystems).

25. ASSAIGS DE FOSFORILACIO DE PEPTIDS IN VITRO AMB LA PROTEINA QUINASA A
DEPENENT D’AMP. (PKA)

Amb ’objectiu de determinar la susceptibilitat dels peptids C18 de les RCAN en ser

fosforilats es van realitzar assaigs de fosforilacio in vitro emprant la PKA.
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< El protocol emprat per la realitzacié d’aquest assaig va ser el segilient:

*  Preparar una barreja de reacci6 que estava formada per:

- 220 uM péptids C18 de les RCAN no marcats

- 2 mmol ATP

- 8 mmol MgCl,

- 80 U PKA (Sigma-Aldrich)
e El volum final de totes les reaccions va ser de 300 pl en 50 mM Tampo Tris-HCL pH 7.5.
* Un cop barrejats tots els components, agafar immediatament 150 pl i aturar la reaccio
amb 225 ul d’acid tricloroacetic al 30% (TCA). Guardar a 4°C durant tota la nit. Aquesta
mostra va ser considerada com la mostra control no fosforilada.
e Deixar agitant els altres 150 ul restants de la barreja de reaccié a 37°C a 250 rpm tota la
nit. L’endema aturar la reaccio amb TCA tal i com s’ha descrit anteriorment. Aquesta va ser
considerada la mostra fosforilada.
e Centrifugar totes les mostres durant 10 min a velocitat maxima. Recollir el sobrenedant i

processar-lo immediatament.

Aquestes mostres van ser analitzades per MALDI-TOF amb un espectrometre de masses

al Servicio de Protedmica del Centro de Investigacion Principe Felipe de Valéncia.
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CAPITOL IV: REACTIUS D’US GENERAL

A. SOLUCIONS GENERALS EMPRADES EN LA MANIPULACIO DE BACTERIS

% Tampé de carrega 6X de DNA:

0.25% (p/v) blau de bromofenol, 0.25% (p/v) xylene cyanol FF i 30% (v/v) glicerol en
aigua. Deixar agitant tot el dia fins a la completa dissolucio.

< LB (medi Luria Bertani):

1% (p/v) triptona, 0.5% (p/v) extracte de llevat i 1% (p/v) de NaCl. Ajustar a pH 7.0

amb NaOH.

«» LB+agar:

LB+1.5% (p/v) agar.
« Les concentracions de les solucions mares i de les solucions de treball dels diferents

antibiotics emprats es resumeixen en la Taula 15.

Taula 15. Antibiotics emprats en la manipulacio de bacteris.

Antibiotic | [Solucio mare] | Diluent| [Final]

Ampicilina 100 pg/ml Aigua [100 ng/ml
Cloramfenicol| 170 ug/ml Etanol | 170 ng/ml
Kanamicina 50 pg/ml Aigua | 50 ng/ml

Tetraciclina 50 pg/ml Etanol | 50 ng/ml

Es detallen les concentracions de les solucions mare, les concentracions finals d’us i el diluent

de cada antibiotic.

< Solucioé de CaCl, per preparar cél-lules competents per xoc térmic:
10 mM PIPES [(piperazine-N,N’-bis(2-hydroxypropanesulfonic acid)], 60 mM CaCl, i 15%
(v/v) glicerol. Filtrar. Emmagatzemar a 4°C.

% Soluci6 mare de X-Gal:
2% (p/v) de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-B-D-galactosid en N, N’-dimetil formamida.
Protegir de la llum.

% Sephadex G-50:
Barrejar de 9-11 ml d’aigua milliQ per cada g de Sephadex G-50 i deixar reposar tota
la nit a temperatura ambient. L’endema, afegir aigua milliQ de manera que el liquid
cobreixi com a minim 1 cm per sobre de la resina. Emmagatzemar a 4°C.

% Tampd de lisi de bacteris per purificar les proteines de fusié GST, GST-RCAN3-2(2-

144) i GST-RCAN3-2(178-203):

1 mM ditiotreitol (DTT), 0.5 mM PMSF, 0.1% (v/v) Trité X-100 en PBS 1X.
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Tampo de la proteasa Factor Xa:

50 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM NaCl i 1 mM CacCl,.

Tampé de lisi de bacteris per purificar les diferents proteines de fusié GST-CnAa:

5 mM DTT, 2 mM PMSF, 2 mM MgCl,, 1TmM EGTA (acid etilen glicosil-bis(aminoetileter)-
N,N,N’,N’-tetraacetic), 2 ug/ml aprotinina (Sigma-Aldrich), 2 ug/ml leupeptina
(Sigma-Aldrich), 10 ug/ml DNAsa | (Roche) i 1 mg/ml lisozima (Fluka, Sigma-Aldrich)
en PBS 2X.

Tampo de la proteasa PreScission:

50 mM Tris-HCl pH 7.0, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 2 mM PMSF, 1 mM EDTA (acid
etilendiaminotetraacétic), 2 ug/ml aprotinina i 2 ng/ml leupeptina.

Tampo6 Laemmli de carrega 6X:

70% (v/v) 4X Tris-HCL/SDS pH 6.8, 30% (v/v) glicerol, 10% (p/v) SDS, 9.3% (p/v) DTT
0.012% (p/v) blau de bromofenol. Abans d’utilitzar, suplementar amb el 10% de j-
mercaptoetanol.

Gel concentrador al 10% per SDS-PAGE:

3.8% acrilamida, 0.1% bis-acrilamida, 0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.07%
persulfat amonic (APS) i 0.025% N, N, N’, N’-tetraetilendiamina (TEMED).

Gel separador al 10% per SDS-PAGE:

10% d’acrilamida, 0.27% bis-acrilamida, 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.07% APS
i 0.025% TEMED.

Tampé d’electroforesi 5X de SDS-PAGE:

124 mM Tris, 960 mM glicina i 17 mM SDS.

Solucié fixadora colorant de proteines Coomassie Blue:

0.025% (p/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% (v/v) metanol i 7% (v/v) d’acid
acetic.

Solucioé decolorant | de Coomassie Blue:

40% (v/v) metanol i 7% (v/v) d’acid acétic.

Solucid decolorant Il de Coomassie Blue:

5% (v/v) metanol i 7% (v/v) d’acid aceétic.

B. SOLUCIONS GENERALS EMPRADES EN LA MANIPULACIO DE CEL-LULES EUCARIOTES

®,
0.0

Tampd de carrega no desnaturalitzant per resoldre les mostres de cDNA dels
experiments de RT-PCR semiquantitativa:

0.25% (p/v) blau de bromofenol, 0.25% (p/v) xylene cyanol FF i 40% (v/v) sacarosa.
Deixar agitant tot el dia fins a la completa dissolucio.

TBE 5X (Tris-base/Borat/EDTA):

445 mM Tris, 445 mM acid boric i 10 mM EDTA 0.5 M pH 8.0.

Gel d’acrilamida al 6% per resoldre les PCR semiquantitatives de RCAN1 i RCAN3:
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15% acrilamida 29:1 preparada comercialment al 40%, 20% (v/v) TBE 5X, 0,72% (v/v)

APS i 0,12% (v/v) TEMED.

Tampons HeBS 2X per transfectar cél-lules eucariotes mitjancant el metode del fosfat

calcic:

0.28 M NaCl, 0.05 M acid HEPES i 1.5 mM Na,HPO,. Ajustar el pH amb NaOH dins del

rang de 7.05 fins 7.12. Filtrar a 0.22 uM.

Tampo de lisi de cél-lules Jurkat per obtenir un extracte proteic soluble que després

es fara servir pels assaigs de co-IP de RCAN1-1-CnAa.:

50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% (v/v) Trité6 X-100, 0.5 mM EDTA, 10 mM

iodoacetamida (IAM), 1TmM PMSF, 10 mM pirofosfat sodic (NaPPi), 1 mM ortovanadat

de sodi, 2 mM CaCl; i una barreja d’inhibidors de proteases sense EDTA 1X (Roche).

Tampons de lisi de cél-lules COS-7 i HEK 293T per obtenir un extracte proteic soluble

que després es fara servir pels assaigs de co-IP RCAN3-2-CnA:

1. Tampo6 amb CHAPS: 0.01 M tampo6 fosfat pH 7.2, 150 mM NaCl, 10 mM CHAPS, 2
mM EDTA, 50 mM fluorur de sodi, 0.2 mM ortovanadat de sodi i aprotinina 2
ug/ml.

2. Tampo amb IGEPAL (conegut abans com NP-40): 50 mM Tris-HCl pH 7.5, NaCl 100
mM, 1% (v/v) IGEPAL, 2 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 2 mM PMSF, 1 mM
ortovanadat de sodi i una barreja d’inhibidors de proteases sense EDTA 1X
(Roche).

Tampo de lisi de cél-lules Jurkat per obtenir un extracte proteic soluble que després

es fara servir pels assaigs de pull down:

50 mM TrisHCL pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM

ortovanadat sodic, 1% (v/v) IGEPAL i una barreja d’inhibidors de proteases sense EDTA

1X (Roche).

Tampo de Transferencia 10X de SDS-PAGE:

250 mM Tris-HCL pH 8.3, 1920 mM glicina. Portar a 1X i afegir 20% (v/v) metanol.

Solucio colorant de proteines Ponceau S:

0.5 gr en 1 ml d’acid acétic glacial. Afegir 99 ml d’aigua destil:-lada.

Solucid6 de bloqueig de membranes de nitrocel-lulosa per fer transferencia de

Western:

1% (p/v) BSA, 1% (p/v) polietilenglicol 8.000 (PEG), 1% (p/v) polivinil pirrolidona

360.000 (PVP) i 0.2 % (v/v) de Tween-20 en PBS 2X.

Substrat de la pB-galactosidasa pels assaigs de promotors amb el gen marcador de la

luciferasa:

0.1 M fosfat de sodi pH 7.5, 1 mM MgCl, i 0.9 mg/ml o-nitrofenil-B-D-galactopiranosid

(ONPG, Sigma-Aldrich).
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Tots aquells reactius dels quals no es detalla la preparacio van ser preparats seguint
les instruccions de la casa comercial, en cada cas, i respectant les condicions de solubilitat i

emmagatzematge de cada producte, indicades en les fulles d’informacio corresponents.
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RESULTATS
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Fins al comencament d’aquest treball experimental, s’havien publicat diversos
articles descrivint que RCAN1 interaccionava amb Cn i inhibia la seva activitat fosfatasa vers
els factors de transcripcio NFAT. Cap d’aquests estudis s’havia fet a limfocits T humans i a
més no s’havia caracteritzat cap dels motius de les RCAN implicats en aquesta interaccio. En
aquest context es va decidir avaluar U'efecte de les proteines RCAN vers la via de

senyalitzacio Ca®*-Cn-NFAT a limfocits T humans.

El treball realitzat en aquesta Tesi consta de tres apartats :

1.- Caracteritzacio funcional de la interaccido RCAN1-calcineurina a limfocits T humans.
2.- Caracteritzacio funcional de la interaccido RCAN3-calcineurina a limfocits T humans.
3.- Avaluacio del péptid C18 de les RCAN com a eina per la cerca de noves molecules amb

potencial immunosupressor.

La major part de resultats obtinguts en els punts nimero 1 i 2 han estat publicats en
forma d’articles (Article 1 i 2, respectivament). A més, també s’han obtingut altres resultats,
pero per diversos motius, no han estat inclosos en les citades publicacions. En aquesta
memoria els resultats publicats corresponents als punts 1 i 2 es descriuran breument,
seguidament s’adjuntara article i per Gltim, en format d’annex s’afegiran els resultats no

publicats.

Pel que fa als resultats corresponents al punt nimero 3, donat que no han estat

publicats, es descriuran detalladament.

Nota aclaridora de la nomenclatura emprada:

En els darrers anys, els membres de la familia de les proteines RCAN han rebut diferents
noms, DSCR, MCIP, ADAPT78, CALP i calcipressin. L’any 2007, es va unificar la nomenclatura i
es va decidir anomenar-les proteines RCAN (Davies et al., 2007). En el text d’aquesta
memoria s’ha emprat aquesta nomenclatura, pero els dos articles que s’inclouen, realitzats
préviament a la publicacié de U'article de Davies i col., inclouen una nomenclatura que no es
correspon amb [’actual.

A UArticle 1, la proteina CALP1 correspon a la isoforma RCAN1-1. A UArticle 2, el transcrit
RCAN3 correspon al RCAN3-1,2,3,4,5 i la proteina RCAN3-1 correspon a la isoforma RCAN3-2,

segons la nova nomenclatura acceptada.
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1. CARACTERITZACIO FUNCIONAL DE LA INTERACCIO RCAN1-
CALCINEURINA A LIMFOCITS T HUMANS
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En els darrers anys, s’han anat identificant i caracteritzant diferents inhibidors
endogens de Cn, entre ells la familia de proteines RCAN. Tot i que diversos autors apuntaven
a la importancia de RCAN1 en la regulacié de la via de senyalitzacié Ca**-Cn-NFAT en alguns
teixits, res no s’havia demostrat a limfocits T humans. A més, la caracteritzaci6 molecular i
funcional del motiu o motius de RCAN1 implicats en U'establiment de la interaccié amb Cn
tampoc havia estat estudiada en detall. Amb aquests dos objectius principals es va dur a
terme el treball presentat a l’Article 1.

Inicialment, es va voler determinar si la interacci6 RCAN1-1-Cn té lloc in vivo a
limfocits T humans. Les dades obtingudes mostren que tant la proteina RCAN1-1 endogena
com la proteina HA-RCAN1-1 sobreexpressada interaccionen in vivo amb la subunitat
catalitica de la Cn, anomenada CnA, en les linies cel-lulars de limfocits T humans Jurkat i HuT
78 (Article 1, Figura 1).

Per tal d’identificar la regi6 de RCAN1-1 implicada en aquesta interacci6 es va
realitzar una analisi exhaustiva de la seqiiencia de RCAN1-1. Els resultats obtinguts mostren
que RCAN1-1 s’uneix a CnA a través de dues regions de manera independent. Una d’elles,
s’assembla al motiu consens PxIxIT d’ancoratge dels NFAT en Cn i per aixo s’ha anomenat
motiu consens PxIxxT de les RCAN. Aquest motiu PxIxxT de les RCAN comprén els aminoacids
234-246 de RCAN1-1. La segona regié s’ha anomenat motiu ELHA i compren els residus 198-
210 de RCAN1-1. A més, aquests assaigs també mostren que el motiu FLISPP que compren els
aminoacids 160-169 no participa de manera directe en la uni6 a CnA (Article 1, Figura 2).
Aquesta treball ha estat realitzat per Anna Aubareda.

Amb la finalitat d’analitzar quin motiu és el responsable de ’efecte inhibidor de
RCAN1-1 sobre la via de Ca’*-Cn-NFAT es van dur a terme assaigs de localitzacio cel-lular de
NFAT en cél-lules estimulades amb ionomicina (ionofor de Ca**) que promou l’increment en la
concentracié de Ca’" intracel-lular. Els resultats indiquen que ni el motiu FLISPP, ni el motiu
ELHA ni la regid que inclou el motiu PxIxxT son suficients com per inhibir la translocacio
nuclear de NFAT en cel-lules estimulades (Article 1, Figura 3). Aquest efecte inhibidor
Unicament es detecta quan el motiu ELHA esta en un context més ampli. A aquest nou motiu
inhibidor de la via de senyalitzacié Ca**-Cn-NFAT se |’ha anomenat motiu CIC (per calcineurin-
inhibitor CALP1 (o RCAN1) motif). El motiu CIC (aminoacids 191-218) és la regié minima de
RCAN1-1 publicada fins al moment amb efecte inhibidor sobre la translocacié nuclear de
NFAT.

Finalment, per avaluar U'efecte inhibidor del motiu CIC sobre U’expressio génica
dependent de NFAT es va analitzar el nivell d’expressié de diverses citoquines en cel-lules
Jurkat humanes estimulades mitjancant l’administracio de ionomicina juntament amb un
activador de la proteina quinasa C (PMA). Els resultats obtinguts indiquen que el motiu CIC és
el responsable directe de la disminucié significativa del nivell d’expressié d’aquests gens
(Article 1, Figura 4).

Totes aquestes dades en limfocits T humans suggereixen una nova funcié per RCAN1-1

com a inhibidor de U’activacio limfocitaria i, per tant, de la resposta immunitaria.
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ARTICLE 1

Article 1: “Functional characterization of the calcipressin 1 motif that suppresses

calcineurin-mediated NFAT-dependent cytokine gene expression in human T cells”

Cellular Signalling 18: 1430-1438 (2006)

Anna Aubareda*, M® Carme Mulero* i Merce Pérez-Riba

(*, comparteixen co-autoria)

Contribucié: Determinacié de la interaccio RCAN1-1-Cn mitjancant assaigs de co-
immunoprecipitacio; realitzacio de diverses construccions de RCAN1-1 fusionades a GST i a
EGFP i de la construccié pHA-NFAT1-EYFP emprades en els assaigs pull down i d’inhibicié de
la translocacid nuclear de NFAT; realitzacio dels assaigs d’inhibicié de la translocacié nuclear
de NFAT; determinacio del nivell d’expressio génica de diverses citoquines mitjancant PCR a

temps real.
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ANNEX |

< Regulacié6 de I’expressié6 génica de RCAN1 en linies cel-lulars de limfocits T

humans

Abans de determinar que la interacci6 RCAN1-1-Cn s’estableix de manera endogena
en cél-lules Jurkat i HUT 78 (Article 1, Figura 1), es va haver de confirmar que el mRNA de
RCANT1 s’expressa a nivell basal en aquestes linies cel:-lulars. Per splicing alternatiu, RCAN1
ddna lloc a 4 transcrits diferents, essent els més abundants RCAN7-1 i RCAN1-4. Mitjancant
assaigs de RT-PCR semiquantitava s’ha demostrat que RCANT-1 s’expressa de manera
endogena en cél-lules Jurkat i en HUT 78 mentre que RCAN7-4, no (Annex |, Figura 15,
comparar els carrils 1 de RCAN1-1 respecte RCAN1-4 en tots els gels).

Treballs anteriors han descrit que ambdds transcrits, RCAN1-1 i RCAN1-4, tenen
promotors alternatius (Fuentes et al., 1997). Mentre que el de RCAN7-4 conté 15 llocs d’unio
a factors de transcripcido NFAT dins dels 900 pb localitzats abans del primer nucleotid de
’exd 4 (Yang et al., 2000a), RCAN1-1 només en té 4 en aquesta regié (dades no mostrades).
Tenint en compte aquestes dades es va voler determinar si U'expressio dels transcrits de
RCANT1 podia estar regulada a través d