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voltant també es torna millor’
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RESUM

Ciclina D1 és un regulador de les quinases Cdk4/6 que té multiples funcions en la
cel-lula. El rol més conegut és com a regulador del cicle cel-lular i la proliferacio, perd també
té funcions essencials en els processos d’adhesid i migracio cel-lulars. Els gens que
codifiquen per ciclina D1 i Cdk4 son proto-oncogens donat que I'expressié anormal del
complex ciclina D1-Cdk4 promou el creixement tumoral i la metastasi. EI complex ciclina D1-
Cdk4 fa les funcions de regulador transcripcional i s’han identificat diferents interactors
nuclears del complex que participen en la proliferacié cel-lular i el desenvolupament de
teixits. Per contra, hi ha poc coneixement sobre com ciclina D1-Cdk4 controla I'adhesid i la
migracié cel-lulars. Diversos estudis suggereixen que ciclina D1 també interacciona amb
proteines citoplasmatiques involucrades en la regulacié de la migracio i la invasio de les
cél-lules. En aquest treball es mostra que la paxilina, una proteina component dels focus
d’adhesi6 implicada en la regulacié de I'adhesio i la migracio, és un substrat citoplasmatic
del complex ciclina D1-Cdk4. Aquest complex fosforila una fraccié de paxilina que es troba
associada a la membrana cel-lular i promou l'activacié de la GTPasa Rac1, induint la
migracio i la invasi6é cel-lulars. L’abséncia de ciclina D1 és suficient per frenar la metastasi
pulmonar induida per la injeccid de cél-lules tumorals en ratolins immunodeficients, sent
'expressio d’'un al-lel fosfomimetic de paxilina capa¢ de rescatar el potencial metastatic
d’aquestes cél-lules deficients en ciclina D1. Els nostres resultats demostren que la
localitzacidé del complex ciclina D1-Cdk4 en el citoplasma no només serveix per frenar la
proliferacié cel-lular, sind que constitueix un mecanisme funcionalment rellevant que opera
en condicions normals i patoldgiques per controlar I'adhesié cel-lular, la migracié i la

metastasi a través de I'activacio de la via Ciclina D1-Cdk4-Paxilina-Rac1.

Per avaluar la funcio citoplasmatica de ciclina D1 de manera independent de la funcié
nuclear, hem construit un mutant de ciclina D1 que s’uneix a la membrana cel-lular i
segresta ciclina D1 en el citoplasma. Les cél-lules tumorals que expressen aquesta ciclina
D1 associada a la membrana mostren major potencial invasiu i metastatic en comparacio
amb les que contenen l'al-lel normal de ciclina D1, sense alterar la taxa de proliferacié ni de
creixement d’aquestes cél-lules tumorals. Els nostres resultats ens fan pensar que el paper
de ciclina D1 en el citoplasma s'associa principalment amb la capacitat invasiva de les
cél-lules tumorals i que l'analisi de la localitzacié subcel-lular de ciclina D1 pot ser
interessant per mesurar la malignitat i el desenvolupament del cancer, sent un bon marcador

d’invasivitat.
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RESUMEN

Ciclina D1 es un regulador de las quinasas Cdk4/6 que tiene multiples funciones en
la célula. El rol mas conocido es como regulador del ciclo celular y la proliferacion, pero
también tiene funciones esenciales en los procesos de adhesion y migracion celular. Los
genes que codifican para ciclina D1 y Cdk4 son proto-oncogenes dado que la expresion
anormal del complejo ciclina D1-Cdk4 promueve el crecimiento tumoral y la metastasis. El
complejo ciclina D1-Cdk4 hace las funciones de regulador transcripcional y se han
identificado diferentes interactores nucleares del complejo que participan en la proliferacién
celular y el desarrollo de tejidos. Por el contrario, hay poco conocimiento sobre como ciclina
D1-Cdk4 controla la adhesién y la migracién celulares. Varios estudios sugieren que ciclina
D1 también interacciona con proteinas citoplasmaticas involucradas en la regulacién de la
migracion y la invasion de las células. En este trabajo se muestra que la paxilina, una
proteina componente de los focos de adhesion implicada en la regulacion de la adhesion y
la migracién, es un sustrato citoplasmatico del complejo ciclina D1-Cdk4. Este complejo
fosforila una fraccion de paxilina que se encuentra asociada a la membrana celular y
promueve la activacion de la GTPasa Rac1, induciendo la migracion y la invasion celulares.
La ausencia de ciclina D1 es suficiente para frenar la metastasis pulmonar inducida por la
inyeccion de células tumorales en ratones inmunodeficientes, siendo la expresion de un
alelo fosfomimético de paxilina capaz de rescatar el potencial metastatico de estas células
deficientes en ciclina D1. Nuestros resultados demuestran que la localizacion del complejo
ciclina D1-Cdk4 en el citoplasma no sélo sirve para frenar la proliferacion celular, sino que
constituye un mecanismo funcionalmente relevante que opera en condiciones normales y
patolégicas para controlar la adhesion celular, la migracién y la metastasis a través de la

activacion de la via Ciclina D1-Cdk4-Paxilina-Rac1.

Para evaluar la funcion citoplasmatica de ciclina D1 de manera independiente de la
funcién nuclear, hemos construido un mutante de ciclina D1 que se une a la membrana
celular y secuestra ciclina D1 en el citoplasma. Las células tumorales que expresan esta
ciclina D1 asociada a la membrana muestran mayor potencial invasivo y metastatico en
comparacion con las que contienen el alelo normal de ciclina D1, sin alterar la tasa de
proliferacion ni de crecimiento de estas células tumorales. Nuestros resultados nos hacen
pensar que el papel de ciclina D1 en el citoplasma se asocia principalmente con la
capacidad invasiva de las células tumorales y que el analisis de la localizacion subcelular de
ciclina D1 puede ser interesante para medir la malignidad y el desarrollo del cancer, siendo

un buen marcador de invasividad.
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ABSTRACT

Cyclin D1 is a regulator of Cdk4/6 kinases that has multiple functions in the cell. The
best known role is as a regulator of cell cycle and proliferation, but also has essential
functions in cell adhesion and migration processes. The genes encoding cyclin D1 and Cdk4
are proto-oncogenes because abnormal expression of the cyclin D1-Cdk4 complex promotes
tumor growth and metastasis. The cyclin D1-Cdk4 complex acts as a transcriptional
regulator, and various nuclear interactors of the complex involved in cell proliferation and
tissue development have been identified. By contrast, there is little knowledge about how
cyclin D1-Cdk4 controls cell adhesion and migration. Several studies also suggest that cyclin
D1 interacts with cytoplasmic proteins involved in the regulation of cell migration and
invasion. This study shows that paxillin, a component of focal adhesions involved in the
regulation of adhesion and migration, is a cytoplasmic substrate of the cyclin D1-Cdk4
complex. This complex phosphorylates a fraction of paxillin which is associated with the cell
membrane and promotes the activation of Rac1 GTPase, inducing cell migration and
invasion. The absence of cyclin D1 is enough to stop lung metastasis induced by injection of
tumor cells in immunodeficient mice, and the expression of a phosphomimetic allele of
paxillin is able to rescue the metastatic potential of these cyclin D1 deficient cells. Our results
demonstrate that the localization of cyclin D1-Cdk4 complex in the cytoplasm not only serves
to arrest cell proliferation, but also constitutes functionally important mechanism that
operates in normal and pathological conditions to control cell adhesion, migration and

metastasis through activation of a Cyclin D1-Cdk4-Paxillin-Rac1 axis.

To evaluate the role of the cytoplasmic cyclin D1 independently of the nuclear
function, we made a mutant of cyclin D1 that binds to the cell membrane and sequesters
cyclin D1 in the cytoplasm. Tumor cells expressing the cyclin D1-membrane associated allele
show increased invasive and metastatic potential compared to the cells that contain the
normal allele of cyclin D1, without altering the rate of proliferation or growth of these tumor
cells. Our results suggest that the role of cyclin D1 in the cytoplasm is mainly associated with
the invasive capacity of tumor cells and the analysis of the subcellular localization of cyclin
D1 may be interesting to measure the malignancy and the development of cancer, being a

good marker of invasiveness.
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1. CICLINA D1

1.1. Les ciclines D i la regulacié del cicle cel-lular

Les ciclines regulen la progressio de les diferents etapes del cicle cel-lular associant-
se i formant complexes amb subunitats catalitiques, les quinases dependents de ciclina
(CDKs). Fins a l'actualitat, en els humans s’han identificat 29 ciclines i 20 CDKs, perd no
totes estan relacionades amb el cicle cel-lular (Malumbres, 2014), on la funcié principal de
les CDKs és assegurar un control optim d’aquests dos processos fonamentals: la replicacié
del DNA i la segregacié cromosomica (Bendris et al., 2015). L’unica CDK que sembla ser
essencial pel control del cicle cel-lular en mamifers és Cdk1 (Hochegger et al., 2008).
L'activitat de les CDKs oscil-la en les diferents fases, a causa de la fosforilacio reversible que
sofreixen i de I'associacié transitoria amb cofactors especifics, com ara les ciclines i els CKls
(inhibidors de CDKs). Les ciclines exerceixen una doble funcié com a activadors de les
CDKs i reconeixent substrats especifics, mentre que els CKls actuen com a components

inhibidors (Bendris et al., 2015).

Les cél-lules de mamifer contenen gens que codifiquen per a tres ciclines de tipus D
homologues (D1, D2 i D3) (Sherr, 1995), que s'expressen de manera especifica de teixit
(Xiong et al., 1991; Sherr, 1995) i s'associen a les quinases Cdk4 i Cdk6 per formar un
complex actiu (Matsushime et al., 1994; Bockstaele et al., 2006). De les tres ciclines D, la
ciclina D1 és la més estudiada pel fet que I'amplificacié del seu gen és la segona més
comuna en tumors humans en diferents origens histologics (Beroukhim et al., 2010). El
complex ciclina D-Cdk4/6 és el responsable de la regulacié de la fase G1 del cicle cel-lular.
En aquesta fase té lloc el primer punt de control del cicle denominat punt de restriccio, en el
qué la cél-lula comprova que ha adquirit la massa i la maquinaria necessaria per a la
duplicacié del DNA. En aquest punt s'aconsegueix un nivell d'activacié dels complexes
ciclines de G1-Cdk suficient per executar I'entrada en un nou cicle si les condicions son les
ideals (Reed, 1992; Sherr, 1993). El complex ciclina D-Cdk4/6 realitza dues funcions
importants en la iniciacié del cicle cel-lular. La primera funcié és catalitica i involucra la
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inactivacié de pRB, que és un inhibidor del factor de transcripcié E2F (Kato et al., 1993). La
fosforilacié de pRB provoca l'alliberament d’E2F i d'aquesta manera s'aconsegueix l'activacio
de gens necessaris per a la transiciéo G1/S i per a la fase S, com ara ciclina E, que juntament
amb Cdk2 fosforila més pRB creant un circuit de retroalimentacié positiva (Figura 1). Una
segona funcié del complex ciclina D-Cdk4/6 és el segrest de membres de la familia de les
proteines CIP/KIP inhibidores de CDKs, el que facilita I'activacié del complex ciclina E-Cdk2,
permetent I'entrada a la fase S on es produeix la replicacid del DNA (Sherr and Roberts,
1999). A part de la seva funcié com a regulador de Cdk4, la ciclina D1 modula l'activitat de
diversos factors transcripcionals de manera independent de Cdk4, com per exemple el

receptor d'estrogens (Neuman et al., 1997; Zwijsen et al., 1997; Musgrove et al., 2011).

Mitogenic E | K2 ®
Signals Cip/Kip l‘@leip
(Inactive) CKI Phosphorylation
and Degradation

CKI E-K2
[ .CY Sequestration | Activation
4
Ceip A (]
(Active) / \
RB phosphorylation

) Positive @

a5 Feedback

\A / S Phase
@ —’

Figura 1. Regulacié de la transicié G1/S del cicle cel-lular per ciclina D1. Ciclina D1 s’associa
amb Cdk4 formant un complex catalitic actiu que fosforila pRB, alliberant el repressor E2F i facilitant
la progressié del cicle cel-lular. A més, segresta proteines CIP/KIP inhibidores de CDKs per induir
'activacié del complex ciclina E-Cdk2 (Sherr and Roberts, 1999).
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1.2. Les ciclines D sén gens essencials

Com s’ha dit, ciclina D1 és una subunitat reguladora de les quinases Cdk4/6 i
controla la proliferacié cel-lular actuant com un regulador transcripcional. A més, avui sabem
que la regulacio transcripcional mediada per ciclina D1 és important pel desenvolupament
embrionari. Analisis ChIP-chip van mostrar que durant el desenvolupament embrionari de
ratolins, ciclina D1 ocupa els promotors de gens expressats en abundancia, indicant que
ciclina D1 també té una funcié in vivo a nivell transcripcional durant el desenvolupament

(Bienvenu et al., 2010).

Al 1995, es va publicar el fenotip observat com a conseqiiéncia de I'eliminacié de
ciclina D1 (Fantl et al., 1995; Sicinski et al., 1995). Els ratolins deficients en ciclina D1
mostren anormalitats en la retina i en el desenvolupament de les mames durant el periode
de gestacid, tenen un tamany meés petit i també presenten anormalitats neuroldogiques que
encara no estan ben caracteritzades. Posteriorment, es van generar ratolins en els que es
va eliminar ciclina D2 o ciclina D3 (Sicinski et al., 1996; Sicinska et al., 2003) els quals, igual
que els ratolins deficients en ciclina D1, sén viables i tenen defectes especifics de teixit. La
pérdua de ciclina D2 provoca esterilitat en les femelles, anormalitats en el desenvolupament
del cerebel i errors en la proliferacio dels limfocits B (Huard et al., 1999; Lam et al., 2000;
Sicinski et al., 1996; Solvason et al., 2000), i els ratolins deficients en ciclina D3 mostren
defectes en la maduracié dels limfocits T (Sicinska et al., 2003). Els fenotips observats sén
coincidents amb les dades descrites en la literatura que mostren com l'expressio de les

ciclines D és especifica de teixit (Matsushime et al., 1991).

En un altre treball, es va generar un ratoli en el que se li van eliminar les tres ciclines
D per tal de mostrar si tenien funcions redundants (Kozar et al., 2004). Aquests embrions es
van desenvolupar de forma normal fins a la meitat de la gestacid, moment en el qué molts
organs estaven ben desenvolupats, demostrant que la pérdua de funcié de les tres ciclines
D no afecta la divisio cel-lular. La gestacié dels embrions deficients en les tres ciclines D no
es completava degut a una greu anémia i a defectes coronaris. L’eliminacié de les tres

ciclines D provoca errors en la proliferacié de totes les cel-lules hematopoétiques, i fa que el
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fetge d’aquests fetus tingui un menor nombre de stem cells, on I'habilitat d’aquestes cél-lules
per proliferar també es veu reduida. En paral-lel, en un altre treball es va generar un ratoli
que havia perdut Cdk4 i Cdk6 (Malumbres et al., 2004). En aquests ratolins es va observar
un fenotip molt similar al dels ratolins deficients en les tres ciclines D, on els embrions
deficients en Cdk4 i Cdk6 també moren abans de finalitzar la gestaciéo degut a una anémia
severa i també mostren anormalitats en les cél-lules hematopoétiques. En conjunt, aquests

treballs demostren que les ciclines de tipus D tenen funcions redundants.

Cal destacar que altres tipus cel-lulars proliferen relativament bé en aquests
embrions deficients en les tres ciclines D. Per exemple, els fibroblasts derivats d’aquests
embrions proliferen de forma similar als wild type, perd requereixen altes concentracions de
mitdgens per reentrar en el cicle cel-lular i son resistents a la inhibicié del cicle cel-lular per
p16 (inhibidor de Cdk4/6) i molt dependents de Cdk2. Com s’ha dit anteriorment, I'activitat
dels complexes Ciclina D-Cdk4/6 és critica pel desenvolupament de teixits especifics (Kozar
et al., 2004; Malumbres et al., 2004). L’augment dels nivells del complex ciclina D1-Cdk4 per
senyals mitogenics segrestaria p27, alliberant els complexes ciclina E-Cdk2 i ciclina A-Cdk2
permetent, d’aquesta manera, la seva activacidé (Sherr and Roberts, 1999). En ratolins
deficients en els tres tipus de ciclines D s’observa una disminucié dels nivells de p27, que
provoca una lleugera activacio del complex ciclina E-Cdk2 durant les primeres fases del cicle
cel-lular (Kozar et al., 2004). Aquest petit augment basal en I'activacié dels complexes ciclina
E-Cdk2 so6n suficients per fosforilar i inactivar pRB i permetre la progressio a través del cicle
cel-lular, causant un solapament parcial de les funcions de les ciclines D i E. Per contra, és
important recordar que I'eliminacié unicament de ciclina D1 provoca defectes especifics en
processos que requereixen l'establiment de la polaritat, com per exemple I'adhesio al
substrat i la migracié cel-lular (Neumeister et al., 2003; Li et al., 2006a), indicant que no hi ha

redundancia en el control d’aquestes funcions.
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1.3. Regulacié dels nivells de ciclina D1

Els factors mitogénics i la unié de la cél-lula a la matriu extracel-lular col-laboren en la
induccié de I'expressio de ciclina D1 a través de diverses vies de senyalitzacid. A més, els
senyals anti-proliferatius també determinen els nivells de ciclina D1 en la cél-lula (Knudsen,
2006). Per aquest motiu, la regulacid de l'expressio de ciclina D1 i la unié6 a Cdk4

representen un dels esdeveniments més importants per a la progressié del cicle cel-lular.

La capacitat de ciclina D1 per actuar com a sensor de proliferacié6 no només depén
de la seva rapida induccio per mitdbgens sind també de la seva inestabilitat inherent, el qué
garanteix la seva degradacié en les cél-lules privades de factors de creixement o sota
estimuls anti-proliferatius, com el tractament amb TGF@ (Diehl et al., 1997). Tant la
poliubiquitinacié com I'exportacio nuclear de ciclina D1 depenen de la fosforilaciéo per GSK3
d’un residu de treonina (T286) localitzat prop de I'extrem C-terminal de ciclina D1 (Diehl et
al., 1998). Els factors de creixement modulen I'activitat i la localitzacié de GSK3( a través de
la via de senyalitzaci6 Ras/PI3K/Akt, on la senyalitzacié per Ras inhibeix I'activitat de
GSK3B. Ras i PI3K actuen juntes per activar Akt, i aquesta fosforila GSK3B en la serina 9
inhibint la seva activitat catalitica (Cross et al., 1995; Dudek et al., 1997; Vanhaesebroeck et
al., 1997). Durant la fase G1 del cicle cel-lular, GSK3[ és principalment citoplasmatica pero
en la transici6 G1/S una part important d’aquesta proteina s'acumula al nucli per poder
accedir al complex ciclina D1-Cdk4 i fosforilar ciclina D1 (Diehl et al., 1998). La fosforilacio
en la treonina 286 de la ciclina D1 facilita la interacci6 amb I'exportina nuclear CRM1
activant la seva sortida del nucli (Alt et al., 2000). El mutant no fosforilable de ciclina D1
T286A o la forma de splicing alternatiu ciclina D1b, que no conté els 33 darrers aminoacids
de I'extrem C-terminal, son més estables i nuclears al no poder ser fosforilats per GSK3 i
no poder interaccionar amb CRM1 (Diehl et al., 1998; Alt et al., 2000) (Figura 2). Un cop al
citoplasma, mitjangcant un mecanisme d’ubiquitinacio, la ciclina D1 és degradada en el
proteosoma. A més, s’ha vist que la sobreexpressio constitutiva del mutant nuclear de ciclina
D1 T286A en fibroblasts de ratoli produeix una transformacié cel-lular i promou el creixement

de tumors en ratolins immunodeficients (Alt et al., 2000). Per tant, sembla essencial per a la
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regulacio del cicle cel-lular que ciclina D1 sigui eliminada del nucli durant la fase S (Alao,
2007) (Figura 3). La importancia de la ciclina D1 en el cancer fa que sigui una bona diana
per a la seva terapia i hi ha diferents agents anti-cancerigens convencionals i experimentals
que s'han observat que indueixen la degradacié de ciclina D1 en moltes linies cel-lulars

tumorals i en tumors in vivo (Alao, 2007).

Transcript a G

E1 | E2 | [ E3 | [ E4 [ E5 |

CyclinD1 [ I (]R8 Binding Mot 59
t B cyclin Box: 56-145
T286-nuclear export/destabilization D PEST Motif: 241-290
Transcript b A [ LxxLL Motif: 251-255
[ | E1 ] [ E2 | [ E3 | [ E4 [14 [] Repressor Domain: 142-253

- Intron 4 encoded: 241-275
CycinDib[[ NN W

Figura 2. Representacié esquematica de ciclina D1. La quinasa GSK3( fosforila I'extrem C-
terminal de ciclina D1 en el residu treonina 286, regulant I'exportacié nuclear i la seva estabilitat. ERK
i p38 també s’ha vist que regulen I'estabilitat de ciclina D1 fosforilant aquest residu treonina 286. En la
forma alternativa de splicing (ciclina D1b) els motius reguladors i els residus de I'extrem C-terminal
que es troben a partir del residu 240 han estat substituits per la seqliéncia de I'intré 4 del gen de la
ciclina D1 (Knudsen, 2006).
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Figura 3. Regulacié de la degradacio de ciclina D1. (A) Ciclina D1 no conté el senyal de
localitzacio nuclear i aquest segrest pot resultar en una acumulacié al citoplasma. (B) La ciclina D1
citoplasmatica és transportada al nucli quan interacciona amb Cdk4 o amb diferents factors
transcripcionals (TF). (C) La quinasa p38 fosforila la ciclina D1 en la treonina 286 i indueix la seva
degradacié en el proteosoma. (D i E) En el nucli, els complexes ciclina D1-Cdk4/6 actius fosforilen
pRB. A més, ciclina D1 esta relacionada amb [lactivitat de diferents factors de transcripcio
independentment de Cdk4/6. (F) La ciclina D1 lliure és degradada pel proteosoma 26S a través de la
ubiquitinacié de manera independent a la quinasa GSK30. (G i H) GSK3g fosforila la ciclina D1 en la
treonina 286 facilitant la seva exportacié nuclear mitiangant I'exportina CRM1, on és degradada en el
citoplasma. (l) La fosforilacié de la treonina 288 per la quinasa Dyrk1b pot induir la degradacié de la
ciclina D1. (J) Les proteines FBX4 i FBXW8 ubiquitinen la ciclina D1 fosforilada en el citoplasma,
dirigint-la a la degradacio pel proteosoma 26S (Alao, 2007).
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1.4. Ciclina D1 i la regulacié de la migracio

A més de les funcions classiques de ciclina D1 en la progressié del cicle cel-lular i la
tumorogeénesi, s’han identificat noves funcions associades a ciclina D1 com la migracio i la
invasio cel-lulars, 'augment de l'angiogénesi, la inhibici6 del metabolisme mitocondrial, la
regulacio de factors de transcripcid a través d'una forma unida a DNA, la produccié
d’inestabilitat gendmica, la millora de la deteccio i reparacio dels danys al DNA i la regulacio

de I'expressio del genoma no codificant (Pestell, 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Representacio de les interaccions amb ciclina D1. Hi ha funcions que requereixen uni6 a
CDK i d’altres que sén independents d’activitat CDK o no es coneixen (Pestell, 2013).

La ciclina D1 s’ha associat amb la invasio tumoral i la metastasi en diferents estudis
clinics i en experiments in vivo on, per exemple, s’ha vist que I'expressio del microRNA-9
inhibeix la proliferacid, la invasio i la metastasi del cancer gastric a través de la repressio de

ciclina D1 (Zheng et al., 2013), i on també s’ha descrit que la sobreexpressié de ciclina D1
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es relaciona amb la metastasi del cancer de prostata a I'os (Drobnjak et al., 2000). A més, la
repressid de I'expressi6 de ciclina D1 en célllules d’adenocarcinoma de pulmd
xenotransplantat anul-la el seu potencial invasiu (Huang et al., 2009). Aquesta associacio
sembla estar relacionada amb la capacitat de ciclina D1 per regular I'adhesio i la migracio, i
no als mecanismes dependents de ciclina D1 que controlen la proliferacié cel-lular (Velasco-
Velazquez et al., 2011). També es va observar en dos estudis que I'eliminacié de ciclina D1
en macrofags i fibroblasts de ratoli provocava defectes especifics en processos que
requerien I'establiment de la polaritat, com per exemple un increment de la seva capacitat
d’adhesié a la matriu extracel-lular, i una reduccié de la motilitat i de la seva capacitat
invasiva (Neumeister et al., 2003; Li et al., 2006a), establint que ciclina D1 millora la migracio
i la invasio celllulars. A més, leliminacié de ciclina D1 provocava I'adquisicid d’una
morfologia més estesa a la placa que I'observada en cél-lules wild type (Figura 5). Aquests
fenotips s’han atribuit a la funcié nuclear de ciclina D1 com a regulador transcripcional de

gens que controlen I'adhesio i la migraci6 cel-lulars (Li et al., 2006a; Li et al., 2006b).

MEF Ccnd1 -/- MEF Ccnd1l +/+

Figura 5. Els fibroblasts embrionaris de ratoli deficients en ciclina D1 tenen un fenotip més
estés i major adhesio cel-lular (barra d’escala = 50 um) (Li et al., 2006a).

Ciclina D1 regula negativament la transcripcié d’'un grup de gens que codifiquen
proteines implicades en la migracio i en I'adhesio cel-lulars com la quinasa ROCK, efector
de la GTPasa RhoA, i la TSP-1 (Li et al., 2006a). Cél-lules deficients en ciclina D1 mostren
un augment de l'activitat RhoA, que comporta un augment del nombre de focus d’adhesio i
fibres d’estrés. En aquestes condicions la cél-lula esta més estesa (spread) i té poca

motilitat, i també mostren un increment en la produccié de TSP-1, una glicoproteina de la
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matriu extracel-lular que inhibeix la metastasi i el creixement de tumors (Streit et al., 2000).
L’expressié de ciclina D1 en aquestes cél-lules deficients en ciclina D1 o la repressio de

I'excés de produccié de TSP-1 promou novament la migracié.

A més dels mecanismes transcripcionals, també s’han descrit mecanismes post-
transcripcionals de regulacié6 de I'adhesié i la migracié cel-lulars per part de ciclina D1.
L’activitat del complex ciclina D1-Cdk4 inhibeix la GTPasa RhoA a través de la proteina
CIP/KIP p27. Aquest CKI interacciona i inhibeix en el citoplasma a RhoA promovent aixi la
migracio cel-lular (Besson et al., 2004). En abséncia de ciclina D1 els fibroblasts mostren un
increment de l'activitat RhoA que correlacionen amb una disminucié molt significativa dels
nivells de p27. Els estudis mostren que I'activitat del complex ciclina D1-Cdk4 és necessaria

per mantenir I'estabilitat de la proteina p27 (Li et al., 2006b).

1.5. Funcions citoplasmatiques de ciclina D1

Curiosament, diferents treballs suggereixen que ciclina D1 no es limita al nucli, sind
que s’associa al citoplasma on interacciona funcional i fisicament amb proteines
citoplasmatiques i associades a la membrana, que estan involucrades en la regulacié de la
migracio cel-lular com ara filamina A, PACSIN2, RhoA i les GTPases Ral, indicant que
aquesta ciclina podria tenir un paper actiu en la regulacioé citoplasmatica de I'adheréncia i de
la migracio cel-lulars (Alhaja et al., 2004; Fernandez et al., 2011; Zhong et al., 2010; Meng et
al., 2011; Li et al.,, 2014). En una linia cel-lular de cancer de mama altament invasiva i
metastatica s'ha observat que ciclina D1 interacciona i co-localiza amb filamina A en les
ondulacions de la membrana citoplasmatica anomenades ruffles, en cél-lules que estan
migrant (Zhong et al., 2010). Filamina A és una proteina d'uni6é a actina que esta implicada
en processos com la transicid epiteli-mesénquima (Stossel et al., 2001). Els nivells
d'activacié del complex ciclina D1-Cdk4 regulen Il'estat de fosforilacié de filamina A, indicant
probablement que aquesta proteina sigui un substrat del complex. A més, en aquesta linia

cellular derivada de cancer de mama es va observar que la inhibicid de I'expressié de
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ciclina D1 induia una disminucié de la migraci6 i la invasié cel-lulars (Zhong et al., 2010).
També s’ha vist que macrofags deficients en ciclina D1 tenen menys membranes ruffles i per
tant, menys capacitat migratoria (Neumeister et al., 2003). En un altre treball es demostra
que ciclina D1 s’uneix a les GTPases Ral (RalA i RalB, que regulen I'exocist), i que el
complex ciclina D1-Cdk4 fosforila in vitro Rgl2, un GEF de Ral, estimulant la preséncia de
formes actives de Ral unides a GTP, fent que ciclina D1 augmenti el desacoblament de la
cél-lula amb la matriu extracel-lular i la motilitat en col-laboraci6 amb les GTPases Ral
(Fernandez et al., 2011). També s’ha vist que la proteina adaptadora dels focus d’adhesio
PACSIN2 s’uneix directament a la ciclina D1 a I'extrem C-terminal i regula el spreading i la

migracio cel-lulars de manera dependent de I'expressio de ciclina D1 (Meng et al., 2011).

La preséncia de ciclina D1 al citoplasma també ha estat relacionada amb processos
de diferenciacié (Sumrejkanchanakij et al., 2003; Fernandez-Hernandez et al., 2013). Per
exemple, estudis fets per immunohistoquimica en teixits neuronals revelen que l'expressio
de ciclina D1 augmenta durant el desenvolupament cortical i més tard, durant la
diferenciacié terminal, decreix. Durant els primers passos de la diferenciacié del cervell, els
progenitors cel-lulars duen a terme diversos processos de polaritat com pérdua de
I'adheréncia, migracio i la formacié de les neurites (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). En
aquest periode de temps, l'expressio de ciclina D1 encara no ha disminuit i es localitza
majoritariament al citoplasma. En un altre estudi es va veure que I'eliminacié de ciclina D1
en la linia cel-lular PC12 també provocava anormalitats en processos que impliquen
I'establiment de la polaritat, en concret en la formacié de neurites (Marampon et al., 2008).
Aquestes dades permeten pensar que variacions en els nivells citoplasmatics de ciclina D1
poden ser critiques per coordinar la proliferaci6 amb processos com la migracio, I'adhesié
cel-lular o la formacié de neurites que tenen lloc en els primers estadis de la diferenciacio.
En relacié amb aquest fet, s’ha observat que els ratolins deficients en ciclina D1 sén viables

pero presenten anormalitats neuroldgiques (Sicinski et al., 1995).
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2. PAXILINA

2.1. Adhesions focals

La interaccid d'una cél-lula amb la matriu extracel-lular proporciona importants
senyals quimics que contribueixen a la regulacioé de processos com ara el desenvolupament
embrionari, la vigilancia immunoldgica, el procés de cicatritzacié i 'homedstasi del teixit
mitjangant diverses funcions cel-lulars, com ara la migracid, la diferenciacio i la proliferacio.
Les proteines responsables de la unié de la cél-lula a la matriu extracel-lular sén les
integrines. Aquestes, son proteines transmembrana formades per subunitats a i B que juntes
poden formar fins a 24 heterodimers diferents (Hynes, 2002), i sén el pont d'unié de la matriu
extracel-lular amb les vies de senyalitzacio i el citoesquelet d'actina de l'interior cel-lular. Tot
i que els dominis citoplasmatics de les integrines no tenen activitat enzimatica intrinseca, la
interaccio amb la matriu extracel-lular produeix la dimeritzacié de les integrines i el
reclutament d'una gran varietat de proteines estructurals i reguladores a les adhesions
focals. Les proteines estructurals intervenen en la interaccié fisica amb el citosquelet
d'actina, mentre que les proteines reguladores modulen la dinamica del citoesquelet
d'actina, la formacié de focus d'adhesio i la contraccié cel-lular mitjancant els filaments
d'actina-miosina (Etienne-Manneville and Hall, 2002), que té un paper important i necessari
per a la migracido cel-lular eficient. Per tant, les adhesions focals sén un complex
macromolecular a través de les quals el citoesquelet es connecta a la matriu extracel-lular
(Turner et al., 1990) (Figura 6). A més, les adhesions focals, per mitja de les integrines,
transmeten informacié a través de la membrana cel-lular per tal de regular I'acoblament a la

matriu extracel-lular, la proliferacié cel-lular, la diferenciacié i la mort (Geiger et al., 2001).

Originalment, la llista de les proteines localitzades als focus d’adhesi6 és limitava a
les proteines estructurals, com la talina i la vinculina, que es creia que intervenien en
'ancoratge del domini citoplasmatic de la integrina al citoesquelet d’actina (Burridge et al.,
1988). Ara, uns 45 anys després de la visualitzacié del contacte focal en les cél-lules, la

complexitat molecular de les adhesions focals segueix augmentant i s’ha descrit que
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actualment comprenen més de 125 proteines, moltes de les quals exhibeixen multiples
interaccions proteina-proteina (Turner, 2000; Zaidel-Bar et al., 2007). Molécules com la
paxilina serveixen com a proteines d’acoblament (scaffold) per facilitar la integracié funcional

d'aquesta multitud de proteines dels focus d’adhesié (Deakin and Turner, 2008).

Structural and signaling Actin cytoskeleton

focal adhesion proteins

Plasma
membrane

Extracellular matrix

Figura 6. Les adhesions focals proporcionen un enllag estructural entre la matriu extracel-lular
i el citoesquelet d'actina. L'adhesi6 cel-lular a la matriu extracel-lular, a través dels heterodimers
transmembrana de les af integrines, condueix a la seva activacié i al reclutament de nombroses
proteines intracel-lulars a la membrana plasmatica (Deakin and Turner, 2008).

2.2. Estructura de la paxilina

La paxilina és una proteina de 68 KDa amb multiples dominis i es localitza en els
extrems de les fibres d’actina a les adhesions focals. Es va identificar com un substrat
tirosina-quinasa i es va descriure com un component estructural i regulador de les adhesions
focals, on també es va veure que interacciona amb una altra proteina del focus d’adhesié, la
vinculina (Turner et al., 1990). La regulaci6 del reciclatge dels focus d’adhesié per part de la
paxilina és un pas clau en el control de I'adhesio6 i la motilitat cel-lulars, i té un paper central
en la morfogenesis. A més, és important destacar que moltes de les proteines que
interactuen amb la paxilina estan involucrades en la regulacié de I'organitzacié del

citoesquelet d'actina, que és necessaria pels esdeveniments de motilitat cel-lular associada
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a diverses respostes bioldgiques, com ara el desenvolupament embrionari, la cicatritzacié i

la metastasi (Schaller, 2001).

L’'extrem C-terminal de la paxilina conté quatre dominis LIM, que sén motius que
intervenen en les interaccions proteina-proteina (Schmeichel and Beckerle, 1994) i es troben
en tots els organismes eucariotes, perd estan absents en els procariotes (Kadrmas and
Beckerle, 2004). Els dominis LIM2 i LIM3 de la paxilina s6n essencials per dirigir la proteina
a les adhesions focals (Brown et al., 1996) i s'ha establert que la fosforilacié d'aquests
dominis contribueix a la regulacié de la localitzacié de la paxilina a les adhesions focals
(Brown et al., 1998a). Els dominis LIM de la paxilina també serveixen com a llocs d'uni6 de
diverses proteines estructurals i reguladores, com la tubulina i la tirosina-fosfatasa PTPN12
(també coneguda com PTP-PEST) (Cobte et al., 1999; Herreros et al., 2000), i aquestes
interaccions tenen un paper important en el control de la dinamica de I'adhesio focal (Webb

et al., 2004; Efimov et al., 2008).

L’extrem N-terminal de la paxilina controla la major part de la seva activitat de
senyalitzacié. Conté cinc motius LD rics en leucina i aspartat (LD1-LD5) que sén dominis
d'unié a proteines que tinguin la sequéncia consens LDXLLXXL (Tumbarello et al., 2002).
Originalment, els motius LD van ser identificats quan es van mapejar els llocs d'unié de la
paxilina amb la vinculina i amb la quinasa FAK (Turner and Miller, 1994; Brown et al., 1996),
i des de llavors s'han identificat en diverses proteines amb funcions diferents (Brown et al.,
1998b). A més, entre els dominis LD1 i LD2 hi ha una regi6 rica en prolines que serveix de

lloc d’unié de dominis SH2 i SH3 (Figura 7).

En la molécula de paxilina existeixen multiples llocs de fosforilacié en tirosines,
serines i treonines, i és un substrat d'una gran varietat de quinases que s'activen en
resposta a diversos estimuls d'adhesié i per factors de creixement, per tal de modular el grau
de motilitat cel-lular. Hi ha dues variants de splicing de la paxilina (B i y), i també s’ha vist
una quarta isoforma (&) enriquida en cél-lules epitelials que es creu que es genera a partir
d’un lloc d’inici de la traduccié alternatiu a partir de I'aminoacid 132 (Brown and Turner,

2004). La paxilina esta molt conservada entre les espécies i les proteines de la seva familia
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com Hich, leupaxina i PaxB, comparteixen una amplia similitud amb la paxilina en els
dominis LIM i en els motius LD, tot i que aquestes proteines no tenen la regio rica en
prolines i els hi falta algunes dianes de fosforilacié clau, el que suggereix que aquestes
proteines poden complementar algunes funcions de la paxilina i ser antagonistes d’altres

funcions (Turner, 2000).

1+101 }— 028103 — Wy LD5 — LM1 — UM2 — LUM3 — um4 591 paxillin
Y31|Y118 $178 S$273 y
S83

Figura 7. Estructura de la paxilina. La paxilina té 591 aminoacids, uns 68 KDa, i es compon de
diversos dominis estructurals. Té 5 motius LD rics en leucina en I'extrem N-terminal i 4 dominis LIM
“double zinc finger" a l'extrem C-terminal. També es mostra els principals llocs de fosforilacié en
serines i tirosines (adaptat de Alam et al., 2014).

En un estudi es va voler examinar la funcié i la importancia de la paxilina in vivo
eliminant tot el gen en ratolins (Hagel et al., 2002). Es va observar que els ratolins que
perden la paxilina no son viables, mostren letalitat embrionaria primerenca en el dia 9.5 a
causa, principalment, del deteriorament de la migracié cel-lular i de problemes coronaris. A
més, es va observar que la resta de membres de la familia de la paxilina com Hic-5 i
leupaxina no compensaven la falta de paxilina, indicant que la seva preséncia era essencial
pel desenvolupament embrionari (Hagel et al., 2002). L’eliminacié de paxilina en fibroblasts
provoca una formacié anormal dels focus d’adhesié, anormalitats en I'estructura del
citoesquelet d’actina i dels focus d’adhesio, defectes en la migracio cel-lular, una distribucié
ineficient de FAK, una disminucié de la fosforilacid de FAK induida per la fibronectina i un
retard en la capacitat d’adhesio (spreading). Aquests defectes podrien ser els responsables
dels errors severs que s'observen durant el desenvolupament embrionari en aquests

ratolins. Per tant, la paxilina és un regulador clau de la dinamica de 'adhesio6 cel-lular.
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2.3. Les GTPases Rho

S’ha vist que la familia de les GTPases Rho tenen una gran importancia en la
regulacié de diversos processos bioldgics com sén l'organitzacio de l'actina i les adhesions
focals, 'adhesio, la motilitat i la polaritat cel-lulars, la transcripcié de gens i la progressio del
cicle cel-lular. A més, algunes GTPases Rho i els seus components de senyalitzacié estan
sobreexpressats i/o hiperactivats en el cancer demostrant que les GTPases Rho soén

necessaries en la metastasi in vivo de cél-lules tumorals (Burbelo et al., 2004).

Com les integrines, la paxilina interacciona amb multiples proteines estructurals i
reguladores, com sén els GEFs i GAPs de GTPases, a través de les quals regula l'activitat
de les GTPases Rho i la seva capacitat per controlar I'organitzacid del citoesquelet i la
dinamica de I'adhesié (Deakin and Turner, 2008). La familia de les GTPases Rho funciona
com interruptors moleculars de forma ciclica, mitjangant una forma inactiva unida a GDP i
una forma activa unida a GTP. Aquests cicles estan controlats per un gran grup de GEFs
(guanine nucleotide exchange factor) que catalitzen l'intercanvi de GDP per GTP activant la
GTPasa, i per GAPs (GTPase activating protein) que promouen la hidrolisi de GTP a GDP
inactivant la GTPasa (Hoffman and Cerione, 2002) (Figura 8). La regulacid espacial i
temporal de la familia de les GTPases Rho, que inclou Cdc42, Rac1 i RhoA, i l'activacio
d'una amplia varietat de proteines efectores per aquestes GTPases és essencial pel control
de la dinamica del citoesquelet d'actina durant la migracié cel-lular polaritzada (Ridley,
2001a; Ridley, 2001b; Raftopoulou and Hall, 2004) (Figura 9). Especificament, Cdc42 es
requereix per a la polaritzacio i direccio cel-lulars i per la formacié de fil-lopodis (protrusions
llargues i primes riques en actina a la part davantera de la cél-lula migratoria), mentre que
Rac1 promou l'extensié de lamel-lipodis (protrusions amples, en la mateixa regié de la
cel-lula), i RhoA estimula la formacié de fibres d'actina necessaries per a la contractilitat
cel-lular i la translocacio. Cdc42 i Rac1 també estimulen I'acoblament dels complexes
d'adhesio naixents, mentre que RhoA promou la maduracié de 'adhesio a la part davantera
de la cél-lula migratoria i el desacoblament de I'adhesié a la part posterior de la cél-lula

migratoria (Raftopoulou and Hall, 2004).

34



INTRODUCCIO

GTP

'Upstream’
signals

Figura 8. Cicle de les GTPases Rho. Aquest cicle esta molt ben regulat principalment pels GEFs
que activen les GTPases Rho, pels GAPs que inactiven les GTPases Rho, i pels GDIs que segresten
les GTPases Rho inactives al citoplasma. En la forma activa unida a GTP, les GTPasa Rho s’uneixen
a moltes molécules efectores com quinases i proteines d’acoblament (Raftopoulou and Hall, 2004).

2. Lamellipodial protrusions 3. New adhesions with
(Rac) substratum

5. Dissolutionof old
adhesions and tail retraction

Figura 9. La cel-lula migratoria requereix I'activitat de les GTPases Rho. La cél-lula necessita
realitzar diferents etapes coordinades per tal de migrar. Cdc42 regula la direccié de migracié, Rac1
indueix la formacié de protrusions a la membrana a la part davantera de la cél-lula a través de
I'estimulacié de la polimeritzacié d’actina i dels focus d’adhesié, i RhoA promou la contraccié actina-
miosina al llarg de la cel-lula (Raftopoulou and Hall, 2004).
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2.4. Mecanismes que regula paxilina en la migracié

En els ultims anys, diversos treballs han destacat la importancia de la paxilina no
només com un component organitzador dels focus d’adhesid, siné6 també com una proteina
adaptadora (scaffold) capa¢ de coordinar diferents vies de senyalitzacio, on la seva funcié
principal és la de servir com a nexe per coordinar, integrar i facilitar una senyalitzacio
cel-lular eficient en els processos d’adhesié i migracio cel-lulars, a través d’interaccions
directes i indirectes amb multiples proteines estructurals i senyalitzadores que constitueixen
I“interactoma” de la paxilina (Deakin and Turner, 2008).

Els canvis dinamics en les adhesions cél-lula-matriu extracel-lular son necessaris tant
per I'extensio de les cél-lules (spreading) com per la motilitat cel-lular. El rapid acoblament i
desacoblament de les adhesions durant la migracio cel-lular s"anomena reciclatge (turnover)
de l'adhesid, i aquest turnover esta molt ben regulat i és necessari per a la formacié de
protrusions (Webb et al., 2004), on les cél-lules deficients en paxilina mostren una

estabilitzacio i una falta de desacoblament dels focus d’adhesio.

Els focus d’adhesié son estructures dinamiques que s'han d’acoblar, desacoblar o
madurar en la part davantera on s’esta estenen la cél-lula, i s’han de desacoblar a la part
posterior de la cél-lula que s’esta contraent per a que es produeixi una migracié cel-lular
eficient (Webb et al., 2002). La paxilina és una de les primeres proteines que es va detectar
en les adhesions naixents de la part davantera de la cél-lula, on s'organitza rapidament
(Digman et al., 2008), el que suggereix que la paxilina exerceix un paper important en
I'acoblament de les adhesions focals i en la definicié de la seva composicié molecular, perd

no es coneix quin mecanisme regula I'acoblament dels focus d’adhesio a través de paxilina.

Pel que fa al desacoblament de les adhesions focals i al seu reciclatge, hi ha
diferents mecanismes que s’han relacionat amb l'accié de la paxilina. La fosforilacié en
tirosines de la paxilina es produeix en resposta a diversos estimuls fisiologics i
esdeveniments d'adhesio cel-lular mediats per les integrines (Schaller, 2001). La paxilina té

quatre principals llocs de fosforilacié en residus tirosina: Y31, Y40, Y118 i Y181, on la
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fosforilacié de les tirosines 31 i 118 esta molt augmentada durant I'adhesio i la migracio
cel-lulars (Schaller, 2001). Després del contacte de la integrina amb la fibronectina o el
col-lagen de la matriu extracel-lular, la paxilina és fosforilada en els residus de tirosina 31 i
118 d’'una manera dependent de les quinases FAK i Src (Petit et al., 2000; Deakin and
Turner, 2008). Aquesta fosforilacié en tirosines de la paxilina indueix el desacoblament de
les adhesions focals, un procés que es produeix rapidament durant la motilitat cel-lular, a
través de la interaccié6 de DOCK180 i de PIX, que sén GEFs de Rac1, amb els residus de
tirosina 31 i 118 fosforilats de la paxilina; d’aquesta manera s’activa Rac1 i s’indueix la
migracio cel-lular. Per aquest motiu, la mutaci6 de les tirosines 31 i 118 a aminoacids no
fosforilables perjudica el desacoblament de les adhesions a la part davantera de les ceél-lules
migratories (Webb et al., 2004). La fosforilacié de les tirosines 31 i 118 de la paxilina també
regula l'activitat de RhoA a través del segrest de p120, un GAP de Ras, per part de paxilina
que produeix un increment de p190, un GAP de RhoA, que fa disminuir I'activitat localitzada
de RhoA necessaria per la migracio cel-lular (Tsubouchi et al., 2002) (Figura 10). Per tant, la
paxilina fosforilada en les tirosines 31 i 118 pot, indirectament, activar Rac1 i inhibir RhoA, i
ambdues activitats sdn necessaries per a la formacié de protrusions i de membranes ruffles
durant la migracié cel-lular. Com que la paxilina fosforilada en les tirosines 31 i 118 no pot
interaccionar simultaniament amb DOCK180, PIX i p120, sera important determinar quins
senyals addicionals, potser en forma de modificacions post-traduccionals o reclutant altres
interactors, so6n necessaris per controlar I'especificitat d'aquestes interaccions amb la
paxilina. A més, I'activitat quinasa de PAK, un efector de Rac1, s'ha demostrat que millora la
interaccioé entre PIX i la paxilina; PAK fosforila directament la serina 273 estimulant encara
més la senyalitzacié de Rac1 (Nayal et al., 2006). Per tant, es pot apreciar que la modulacioé

de la dinamica de 'adhesio esta molt regulada i té, alhora, una gran complexitat.

En un altre treball, s’ha descrit que l'activacié6 de la quinasa JNK pel factor de
creixement EGF fosforila directament la serina 178 de la paxilina, i aquesta fosforilacié és
necessaria per a que FAK interaccioni amb paxilina i la pugui fosforilar en les tirosines 31 i
118, i d’aquesta manera promoure el desacoblament i la migracié cel-lulars (Huang et al.,
2008) (Figura 10). La inhibicié de la quinasa JNK amb linhibidor especific SP600125, la

repressid de I'expressié de paxilina per RNA d’interferéncia o la sobreexpressié del mutant
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de paxilina no fosforilable S178A impedeixen la migracié cel-lular induida per EGF (Huang et
al., 2008). A més, amb I'expressio de I'al-lel mutant de paxilina S178A també s’inhibeix la
fosforilacio de la paxilina en les tirosines 31 i 118 després de I'estimulacié amb EGF, indicant
que la fosforilacié de la serina 178 per la quinasa JNK és necessaria per a la fosforilacio
d’aquestes tirosines en la paxilina. D’acord amb aixd, la sobreexpressido del mutant
fosfomimetic de paxilina Y31E Y118E és capag d’induir migracio cel-lular sense necessitar la
fosforilacié en la serina 178 per la quinasa JNK (Huang et al., 2008). També s’ha descrit que
en glioblastomes, la fosforilacié de la paxilina en la serina 178 per la quinasa JNK regula la
migracio d’aquestes cél-lules a través de Rac1, i que la inhibicid de lactivitat Rac1 fa
disminuir la fosforilaci6 de la serina 178 de la paxilina en les adhesions focals

(Nomura et al., 2008).

Finalment, un altre mecanisme pel qual paxilina regula la migracio és a través de la
fosforilacié de la serina 83 de la paxilina per la quinasa ERK, que té un paper molt important
en la regulacio del turnover de les adhesions focals. La quinasa ERK fosforila la serina 83 de
la paxilina en els focus d’adhesio, després d’estimular cél-lules epitelials amb HGF,
incrementant I'associacié amb FAK i la seva fosforilacié en els focus d’adhesié (Ishibe et al.,
2004) (Figura 10). La falta d'activacié d’ERK en les adhesions focals, ja sigui per la mutacio
de la paxilina en el lloc d'associacido amb ERK o pel tractament amb I'inhibidor especific de
l'activitat ERK U0126, provoca una marcada disminucié dels efectes morfogéniques induits

per HGF (Ishibe et al., 2004).

Com era d'esperar, l'accio de les fosfatases també és essencial pel turnover de
I'adhesiod i per la migracio cel-lular (Deakin and Turner, 2008; Webb et al., 2004). Un enllag
addicional entre la paxilina i la regulacié de les GTPases Rho inclou la tirosina fosfatasa
PTPN12, que és reclutada a les adhesions focals mitjangant la unié als dominis LIM3 i LIM4
de la paxilina (Cote et al., 1999). La PTPN12 regula el spreading, la migracio cel-lular i la
formacié de protrusions mitjancant la disminucié de l'activitat Rac1 (Sastry et al., 2002;
Jamieson et al., 2005). La PTPN12 també pot desfosforilar i inactivar Vav2 (un GEF de
Rac1) i p190 (un GAP de RhoA), i aixi pot modular I'equilibri entre I'activitat de Rac1, que

impulsa la formacié de protrusions, i I'activitat de RhoA, que estabilitza les adhesions a la
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part davantera de la cél-lula i promou el desacoblament a la part posterior (Sastry et al.,
2006). A més de PTPN12, altres fosfatases com PP2A i PTPN11 s’han descrit que s’uneixen
i desfosforilen la paxilina, i que tenen un paper important en el control de les interaccions de

la paxilina, com per exemple, durant la metastasi (Young et al., 2003).
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Figura 10. Diagrama de la via de senyalitzacié per a la migracio cel-lular dependent de paxilina.
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2.5. Paxilina en les membranes ruffles

La paxilina també pot ser regulada i tenir rols funcionals en localitzacions cel-lulars
diferents de les adhesions focals, com ara en les ondulacions de la membrana plasmatica
anomenades ruffles (Matafora et al., 2001; Chen et al., 2004) (Figura 11A). S’ha identificat
que la tirosina-quinasa Brk és capac¢ d’unir-se i fosforilar directament la paxilina en les
tirosines 31 i 118 en les membranes ruffles, després de que Brk hagi estat activada
mitjancant EGF. Aquesta fosforilacié augmenta I'activitat de la GTPasa Rac1 a través de la
funcio de Crkll, induint migracié i invasio de les cél-lules en resposta a EGF (Chen et al.,
2004) (Figura 11B). La GTPasa Rac1 és la principal inductora de membranes ruffles i
estimula rapidament 'acumulacié de filaments d’actina a la membrana plasmatica formant
aquestes ondulacions de membrana (Ridley et al., 1992). Es va veure que diversos factors
de creixement i la proteina Ras activa també indueixen membranes ruffles, perd la seva
formacié es bloqueja quan s’expressa un mutant de Rac1 que inhibeix la seva activitat
(S17N), suggerint que es requereix la GTPasa Rac1 activa per formar membranes ruffles

induides per factors de creixement (Ridley et al., 1992).

Alternativament al mecanisme regulat per la quinasa Brk, existeix una altra via on la
paxilina també col-labora en 'activacié de Rac1 en la membrana. Un model molt interessant
mostra com el turnover dels focus d’adhesié i el reciclatge de membrana per via endocitica
estan acoblats (Matafora et al., 2001). A més, ambdods processos sdn necessaris per
I'activitat protrusiva i la formacié de lamel-lipodis. En vesicules de la via endocitica viatjarien
paxilina i PIX (GEF de Rac1) fins el front de migracié (Figura 12). En aquest punt hi hauria
I'activacio de Rac1 i la formacié de ruffles i lamel-lipodis. Al mateix temps, paxilina podria ser
reciclada per formar nous focus d’adhesié. Aquest model suposa que paxilina transitaria des
dels focus d’adhesié madurs fins el front de migracié on es formarien les noves adhesions al
mateix temps que s’activaria el creixement dels lamel-lipodis i els ruffles. Com passava en
els focus d’adhesio, hi ha diferents mecanismes d’activaciéo de Rac1 en la membrana i no

son excloents.
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Figura 11. Paxilina indueix migraci6 cel-lular induida per EGF a través de Brk. (A) Paxilina i Brk

co-localitzen en les membranes ruffles pero no en les adhesions focals en ceél-lules migratories.

Céllules A431 migrant fixades, on a les 2 hores les cel-lules mostren membranes ruffles. Les fletxes

indiquen la direccié de migracio. (B) Model que il-lustra la via de senyalitzaci6 a través de la qual

paxilina indueix migracié i invasio cel-lulars induides per EGF (Chen et al., 2004).
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Figura 12. Model del paper del complex p95 en el reciclatge de membrana. La p95-APP1
interactua amb PIX que seguidament interacciona amb PAK. D'altra banda, el domini C-terminal de
p95-APP1 pot interactuar amb la paxilina i induir la seva relocalitzacié als endosomes, fora de les
adhesions focals. L’activacié de Rac1 en la superficie cel-lular pot induir la translocacié del complex
p95 i, possiblement, el reciclatge de vesicules a la superficie cel-lular a través de la interaccié amb
PAK, efector de Rac1. Aixo donaria lloc al transport a la periféria de la cel-lula de nous components
d'adhesio focal com la paxilina (Matafora et al., 2001).
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3. CANCER

El cancer és una malaltia ubiqua en la poblacié humana, tot i que hi ha variacions
geografiques en la incidéncia de cancers especifics degut a I'exposicié a diferents agents
cancerigens ambientals. Als Estats Units, el tumor més comu en els homes és el de prostata
i en les dones és el de mama, seguidament del cancer de pulmé i de colon en ambddés
sexes. En canvi, en la resta del mén desenvolupat els cancers més comuns son el de pulmo,
el d’estébmac i el de fetge en homes, i el de mama, el de cérvix i el de pulmé en dones
(Kumar et al.,, 2015). Encara que els factors genétics i ambientals contribueixen al
desenvolupament de cancer, la influéncia ambiental sembla ser el factor de risc dominant en
la majoria de tumors. Els factors ambientals que afecten al risc de patir cancer sén els
agents infecciosos (com el virus del papil-loma), fumar tabac (associat al cancer de boca, de
faringe, de laringe, d’esofag, de pancrees, de bufeta i en el 90% del cancers de pulmo), el
consum d’alcohol, la dieta, I'obesitat, I'exposici6 acumulada a estimulacié d’estrogens i

I'exposicié a agents cancerigens (raigs UV, contaminants en els aliments...).

El cancer (tumor maligne) es pot diferenciar del tumor benigne en el seu grau de
diferenciacid, en la taxa de creixement, en la invasié local i en la propagacié a distancia
(metastasi). Els tumors benignes tenen una estructura similar al teixit d’origen i estan ben
diferenciats, conserven funcions de les cél-lules originals, creixen lentament, estan
circumscrits i encapsulats i es mantenen en el lloc d’origen, mentre que els tumors malignes
tenen una estructura atipica i poden ser indiferenciats completament, creixen rapidament,
han adquirit noves funcions, no estan encapsulats i envaeixen teixit sa del voltant i poden fer
metastasis en llocs diferents del seu origen. La péerdua de diferenciacié (anaplasia) és una
caracteristica de malignitat, on les cél-lules tornen a un estat meés primitiu, i esta associada a
una variacié de tamany i forma (pleomorfisme), com poden ser canvis de la morfologia
nuclear, increment de la mitosis i de la proliferacié i pérdua de la polaritat, entre d’altres
(Kumar et al., 2015). L’edat també és una caracteristica important en la probabilitat de tenir
cancer. La majoria de carcinomes apareixen en edats avangades (>55 anys). El motiu és

lacumulaci6 de mutacions somatiques associades a la malignitat de les cél-lules i a la
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posterior apariciéo del tumor. A més, la disminucié de l'eficiencia del sistema immune que
acompanya a I'edat avangada és un altre factor important. S’ha de tenir en compte que els
cancers adults son diferents als que tenen els nens, on predominen les neoplasies del

sistema nervids central i la leucémia.

El cancer es produeix després de que la cél-lula hagi acumulat una serie de
mutacions somatiques degut a agents ambientals (no genétics) en proto-oncogens i en gens
supressors tumorals involucrats en la proliferacié i en I'apoptosi, entre d’altres. Els oncogens
s6n mutacions o0 sobreexpressions dels proto-oncogens que funcionen autbnomament,
sense dependéncia dels senyals que promouen el creixement cel-lular normal. Els proto-
oncogens tenen multiples rols, pero tots ells participen d’alguna manera en les vies de
senyalitzacid que condueixen a la proliferacié. Aixi, els proto-oncogens codifiquen per
factors de creixement, receptors de factors de creixement, transductors de senyal, factors de
transcripcié o components del cicle cel-lular. Mentre els oncogens s6n acceleradors de la
proliferacio cel-lular, les proteines codificades pels gens supressors tumorals son frens de la
proliferacié cel-lular, i mutacions i alteracions en aquests gens condueixen a una
insensibilitat dels senyals inhibidors, sent una altra caracteristica de la carcinogénesi. Les
proteines supressores tumorals, com sén pRB i p53, formen part d’'una xarxa de punts de
control que prevenen el creixement incontrolat i estan implicats en la diferenciacié cel-lular,

en l'apoptosi i en la reparacio del dany al DNA, entre d’altres (Kumar et al., 2015).

Amb el pas dels anys, s’han descobert centenars de gens que es troben mutats en el
cancer, i s’intenta explicar les consequéncies funcionals que generen aquestes alteracions.
S’ha vist que aquests gens estan implicats en 10 caracteristiques fisioldgiques essencials
del cancer que promouen la transformacié cel-lular i la consequent progressié del tumor

(Hanahan and Weinberg, 2011) (Figura 13):

- Autosuficiencia _en els senyals de creixement. Els tumors tenen la capacitat de

proliferar en abséncia d’estimuls externs, com a conseqliéncia de [activacid

d’oncogens.
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- Insensibilitat a senyals inhibidors del creixement. Els tumors no responen a molécules

que inhibeixen la proliferaci6 de cél-lules normals, com a conseqiieéncia de la

inactivacio de gens supressors tumorals.

Metabolisme cel-lular alterat. Els tumors son capacgos de realitzar la glicolisi aerdbica

que permet la sintesis de macromolécules i organuls necessaris pel creixement
cel-lular rapid, anomenat efecte Warburg, on les ceél-lules requereixen una gran

aportacio de glucosa i fermentacio a lactosa a través de la via glucolitica.

Evasido de l'apoptosi. Els tumors sén resistents a la mort cel-lular programada.

L’apoptosi és una resposta protectora a moltes condicions patoldogiques que podrien
contribuir a la malignitat si les cel-lules es mantenen vives. Molts senyals indueixen
apoptosi, com el dany al DNA, expressié d’oncoproteines, pérdua d’adhesio a la matriu
extracel-lular, entre d’altres. L’apoptosi s’inicia a través d'una via intrinseca o
extrinseca, on ambdues resulten en [lactivaci6 d'una cascada proteolitica de
caspasses que destrueixen la cél-lula. En les cél-lules tumorals s’han trobat alteracions
en les dues vies, perd les mutacions que incapaciten la via intrinseca (mitocondrial)

son les més comunes, com les produides en les proteines de la familia Bcl-2.

Replicacio il-limitada (immortalitat). Els tumors no tenen restriccions en la capacitat de

proliferacié, una propietat de les stem cells que els hi permet evitar la senescéncia.

Angiogeénesi. Les cél-lules tumorals, igual que les normals, no sén capaces de créixer
sense nutrients ni oxigen, i sense desfer-se dels productes residuals. Per aixo, els
tumors tenen la capacitat d’'induir I'angiogénesi. La vascularitzacié del tumor és
essencial pel seu creixement i és controlat mitjangant el balan¢ entre els factors
angiogénics i anti-angiogénics produits pel tumor en les cél-lules de I'estroma. La
hipoxia produeix angiogenesi a través de la transcripcié del factor pro-angiogénic
VEGF. La proteina p53 indueix la sintesis de TSP-1, proteina inhibidora de
'angiogénesi, mentre que Ras augmenta I'expressié de VEGF i estimula I'angiogénesi.

Els inhibidors de VEGF s'utilitzen per tractar el cancers avancats, perd no son curatius.
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- Capacitat per envair i produir metastasis. La proliferacié descontrolada i la metastasi

son considerades les principals caracteristiques bioldgiques dels tumors malignes, i la
progressio de la metastasi és la principal causa de morbiditat i mortalitat en nombrosos

pacients amb cancer.

- Capacitat per evitar la resposta immune de I'hoste. Les cél-lules de la immunitat innata

i adaptativa reconeixen i eliminen cél-lules que mostren antigens anormals com son
les oncoproteines. Perd les cél-lules tumorals tenen moltes alteracions que els

permeten evitar la resposta immune de I'hoste.

- Finalment, l'adquisicid d’alteracions genétiques i epigenétiques que confereixen
aquestes caracteristiques fisioldgiques poden ser accelerades a través de la

inestabilitat gendmica i de la inflamacié causada pel cancer.
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signaling suppressors

Deregulating Avoiding
immune
energetics destruction

Resisting Enabling
cell replicative
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Genome Tumo'r-
instability & _promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figura 13. Caracteristiques del cancer (Hanahan and Weinberg, 2011).

El creixement del tumor va acompanyat d’una infiltracié progressiva, d’'una invasio i
de la destruccié del teixit del voltant. La majoria de cancers no reconeixen els limits

anatomics normals i és habitual que penetrin i envaeixin d’altres regions. La metastasi és la
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capacitat que té el tumor de propagar-se en regions fisicament discontinues al tumor primari
(Figura 14). La invasivitat dels cancers els permet penetrar als vasos sanguinis i limfatics i a
les cavitats corporals per tal de propagar-se. Tots els tumors malignes poden metastatitzar,
pero en alguns d’ells és molt infreqlient, com és el cas dels gliomes en el sistema nerviés
central o dels carcinomes basocel-lulars de la pell, on ambdds cancers envaeixen
rapidament perd rarament fan metastasis. A més, hi ha estudis que revelen que el procés de
metastasi és molt ineficient, ja que dels milions de cél-lules del tumor primari que son
alliberades a la circulacié, molt poques sén capaces de produir metastasi (Kumar et al.,
2015). Per tant, les propietats d’invasid i de metastasi es poden separar. Aquesta
propagacié del tumor redueix greument la possibilitat de cura i, per tant, a falta de prevencio
del cancer, bloquejar aquesta capacitat metastatica seria un bon benefici per als pacients.

La metastasi es divideix en dues fases:

- La invasio de la matriu extracel-lular. La capacitat per envair teixits es produeix en 4
etapes: disminucié dels contactes cél-lula-cél-lula, degradacié de la matriu
extracel-lular, acoblament a nous components de la matriu extracel-lular i migracio

de les cél-lules tumorals.

- La disseminacio vascular i la colonitzacio.

Per a la diagnosi del cancer existeixen molts métodes de mostreig, com la excisio, la
biopsia i els frotis citologics. La immunohistoquimica i la citometria de flux ajuden en la
diagnosi i la classificacié dels tumors perqué distingeixen diferents patrons d’expressié
definint diferents tipus de tumor. A més, també s'utilitzen les analisis moleculars per
determinar el diagnostic, el pronostic i per conéixer la predisposicié hereditaria al cancer.
Les técniques d'expressio de RNA, de sequenciacid de DNA i I'is de diferents arrays son
utils en la caracteritzaci6 molecular dels tumors, pel seu tractament dirigit i pel pronostic.
Finalment, les proteines alliberades pels tumors en el serum, com la PSA, s'utilitzen en
screenings poblacionals per monitoritzar la recurréncia del cancer després del tractament

(Kumar et al., 2015).
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Figura 14. Procés de metastasi (Kumar et al., 2015).

3.1. Ciclina D1 i tumorogénesi

El paper de ciclina D1 en el desenvolupament del cancer s’associa a la seva funcié
en el cicle cel-lular, de manera que amplificacions del gen induiran la proliferacié del tumor
(Figura 15). D'acord amb aix0, la sobreexpressio de ciclina D1 en el nucli ha estat detectada
per immunohistoquimica en molts tipus de tumors diferents, on els canvis transcripcionals
induits per I'acumulacié de ciclina D1 en el nucli donen lloc a la transformacié cel-lular (Kim
and Diehl, 2009). Per exemple, en el limfoma de cél-lules del mantell I'acumulacié de ciclina

D1 en el nucli és utilitzat en els criteris de diagnostic (Musgrove et al., 2011).
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Figura 15. Desregulacié de la ciclina D1 en el cancer (Musgrove et al., 2011).

A principis de I'any 2010 es va publicar un estudi realitzat amb més de 3000 mostres
de tumors humans amb 26 origens histologics diferents on es va observar que I'amplificacié
del gen que codifica ciclina D1 és la segona més comuna en aquests tumors, i I'amplificacio
del gen que codifica per la seva subunitat catalitica, Cdk4, és la quarta més comuna

(Beroukhim et al., 2010). De fet, la ciclina D1 va ser aillada originalment en dos tipus de

tumors diferents com el gen amplificat

paratiroide (PRAD1) i per una translocacié t(11:14) en el limfoma de cél-lules B (BCL-1)
(Motokura et al., 1991). Alternativament, ciclina D1 també es va aillar d’'una genoteca de

glioblastoma huma en una seleccié genética de llevat utilitzant cél-lules deficients en les
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ciclines de la fase G1 del cicle cel-lular (Xiong et al., 1991).
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S’ha vist que la sobreexpressio de ciclina D1 en la glandula mamaria és suficient per
la induccié del carcinoma de mama (Wang et al., 1994), i en els cancers de mama invasius
la ciclina D1 esta sobreexpressada en el 50% dels casos (van Diest et al., 1997). Analisis
funcionals indiquen que la repressio de I'expressié de ciclina D1 pot limitar el creixement de
tumors de mama induits per HER2/neu (Lee et al., 2000), i que ratolins deficients en ciclina
D1 son resistents als cancers de mama induits pels oncogens HER2/neu o Ras (Lee et al.,
2000; Yu et al., 2001; Rowlands et al., 2003) i als tumors gastrointestinals induits per formes
mutades del gen Apc (Hulit et al., 2004). A més, també s’ha vist que en molts tipus de
cancer, com el de pulmd, el de mama, el de colon i el sarcoma, la sobreexpressio de ciclina
D1 es produeix per senyals oncogeénics, enlloc de mutacions somatiques o reordenaments

del gen de la ciclina D1 (Fu et al., 2004).

Tot i que ciclina D1 és un dels oncogens més frequients, en fibroblasts de ratoli la
sobreexpressio de ciclina D1 redueix la fase G1 del cicle cel-lular i per si sola no provoca la
transformacié cel-lular ni el creixement tumoral (Quelle et al., 1993; Resnitzky et al., 1994).
Hi ha una variant al-lélica de ciclina D1 (D1b) que si indueix la transformacié cel-lular i el
creixement no adherent caracteristic dels tumors en cél-lules NIH3T3 (Knudsen, 2006).
Aquesta variant s'origina com a consequéncia d'un splicing defectuds entre els exons 4 i 5
de ciclina D1 (Betticher et al., 1995). A I'al-lel ciclina D1b li falten els 33 aminoacids ultims de
I'extrem C-terminal de la proteina, no té la seqiéncia PEST ni el residu treonina 286, encara
que és idéntica a la ciclina D1 wild type en I'extrem N-terminal a través del qual interacciona
amb Cdk4 , els inhibidors de CDKs i pRB (Figura 2). La localitzacié de I'al-lel ciclina D1b ha
estat analitzada per immunofluoresceéncia i s'observa que aquesta proteina es localitza
majoritariament en el nucli (Lu et al., 2003). Tot i la pérdua de la regié PEST i del residu
treonina 286, aquesta variant no és més estable que la ciclina D1 completa (Lu et al., 2003;
Solomon et al., 2003). D'altra banda, I'al-lel ciclina D1b no és un potent activador de Cdk4 ni
de la fosforilacié de pRB. Per tant, és sorprenent que I'al-lel ciclina D1b tingui la capacitat de
transformar les cel-lules sent més o menys igual d’estable que la ciclina D1 completa i sent

un pobre activador de Cdk4.
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Una questid important que encara queda per resoldre és de quina manera la
sobreexpressio de ciclina D1 contribueix al desenvolupament de I'oncogénesi. El paper de
ciclina D1 en el desenvolupament de tumors podria ser, almenys en part, independent de les
seves funcions com a regulador de la proliferacié. En aquest sentit, en mostres de tumors de
mama s'observa que la sobreexpressié de ciclina D1 no correlaciona amb l'estat de
fosforilaci6 de pRB ni amb els nivells d'expressié de gens dependents del factor de
transcripcié E2F, com ciclina E (Zukerberg et al., 1995; Nielsen et al., 1999). En aquests
tumors no es detecta un increment en la proliferacid, en canvi en els tumors en els quals
s'observa una inactivacié de pRB o una sobreexpressié de ciclina E es produeix un augment
significatiu de la proliferacié (Zukerberg et al., 1995; Jares et al., 1997). Aquests fenotips
potser es podrien explicar per la funcié que té ciclina D1 en la regulacié transcripcional de

manera independent de Cdk4 (Neuman et al., 1997).

Tot i que és evident que la sobreexpressio de ciclina D1 és critica en el procés de
formacié tumoral per la seva funcié en proliferacioé cel-lular, s’ha descrit en diferents tumors
una localitzacié citoplasmatica de ciclina D1. Per exemple, una elevada expressio de ciclina
D1 citoplasmatica s'ha detectat per immunohistoquimica en les metastasis de ganglis
limfatics originades a partir de cancer de prostata i s’associa a una baixa supervivencia
(Fleischmann et al.,, 2011). A més, també s’ha vist que ciclina D1 és segrestada en el
citoplasma de moltes linies cel-lulars tumorals de mamifers (Alao et al., 2006). En un estudi
s’ha demostrat que ciclina D1 contribueix a 'adhesio cel-lular, a la migracié i a la invasio de
cel-lules endotelials i de macrdfags, on s’ha vist que cél-lules endotelials de ratolins
deficients en ciclina D1 han perdut la capacitat invasiva en el Matrigel, tenen major capacitat
d’adhesi6 i tenen menor nombre de membranes ruffles (Holnthoner et al., 2002). La ciclina
D1 s’ha associat amb la invasié tumoral i la metastasi en diferents estudis clinics i en
experiments in vivo, on per exemple s’ha vist que I'expressido del microRNA-9 inhibeix la
proliferacio, la invasio i la metastasi del cancer gastric a través de la repressio de ciclina D1
(Zheng et al., 2013), i també s’ha descrit que la sobreexpressio de ciclina D1 es relaciona

amb la metastasi del cancer de prostata a I'os (Drobnjak et al., 2000).
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No obstant, encara no s'ha analitzat la possible correlacié entre la preséncia de
ciclina D1 en el citoplasma de teixits neoplasics i la capacitat d’augmentar el seu potencial
invasiu i metastatic. Perd s’ha vist que la sobreexpressio de ciclina D1 es correlaciona amb
la metastasi del cancer, i s’associa a la funcid de ciclina D1 per reduir I'adhesié cel-lular i
promoure la migracioé a través de les GTPases Rho (Burbelo et al., 2004), el que suggereix

que ciclina D1 pot ser una nova diana terapéutica per fer front la metastasi.

3.2. Desregulacio de paxilina en el cancer

La paxilina pot tenir un paper important en el cancer ja que les alteracions en els
nivells d'adhesid i 'augment de la motilitat de les cél-lules son esdeveniments critics en el
desenvolupament de la metastasi. També, perd, cal considerar que aquesta proteina té
funcions implicades en la proliferaci6 i I'apoptosi. La mort cel-lular programada o apoptosi i la
proliferacié cel-lular sén essencials pel desenvolupament embrionari en condicions normals,
perd alteracions en aquests processos son també essencials en l'establiment de la
tumorogénesi. L'apoptosi proporciona proteccid contra el cancer, que pot ser induida per la
inestabilitat genética (Hanahan and Weinberg, 2000). La familia de proteines Bcl-2 han
demostrat que proporcionen senyals anti i pro-apoptotics (Youle and Strasser, 2008) i son
importants en I'embriogénesi, en la resposta immune i en la morfogénesi de teixits.
Curiosament, la paxilina s’uneix a la proteina anti-apoptotica Bcl-2, a través de la interaccio
amb el domini LD4 de la paxilina, i promou la supervivéncia cel-lular i es requereix per la
nefrogénesi durant el desenvolupament del ronyd, encara que el mecanisme d'accié no esta
clar (Deakin and Turner, 2008). L’analisi de l'estructura de Bcl-2 ha revelat que té una
tipologia i un domini que és molt analeg a les proteines caracteritzades d’uni6 als motius LD,

com son la vinculina, GIT1 i FAK (Deakin and Turner, 2008).

La interacci6é de vinculina amb els motius de paxilina LD1 i LD2 (Turner et al., 1999)
també s'ha demostrat que regula la supervivéncia cel-lular. S'ha proposat que el domini tail

de la vinculina competeix amb FAK per la uni6 amb paxilina i, per tant, promou la
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senyalitzaciéo d’ERK a través de FAK o de paxilina per prevenir 'apoptosi (Subauste et al.,
2004). La paxilina també ha estat relacionada amb I'apoptosi a través de la seva identificacio
com un substrat de la caspassa-3. Es va proposar l'escissio de la paxilina per la caspassa-3,
en sis residus diferents d'acid aspartic (Chay et al., 2002), com un mecanisme per inhibir els
senyals de supervivéncia cel-lular mediats per les integrines i per promoure l'apoptosi
causada per la pérdua d’adhesié de les cél-lules a la matriu extracel-lular (Frisch and
Francis, 1994). Les cel-lules que expressen una molécula de paxilina que no té aquests llocs

de tall de la caspassa-3 estan protegides de I'apoptosi (Chay et al., 2002).

D’acord amb que la paxilina és una proteina que promou la supervivéncia cel-lular i la
invasio, aquesta s’ha trobat alterada en diferents tipus de cancer. Per exemple, s’ha vist que
en cancer de pulmd la paxilina esta sobreexpressada, amplificada o mutada. Les mutacions
de la paxilina s’agrupen entre els motius LD1 i LD2 i en els dominis LIM. La mutacié puntual
meés frequent és el canvi d’adenina per treonina en la posicié 127 (A127T) i, in vitro, millora
el creixement de cél-lules del cancer de pulmd, la formacié de colonies, la formacio
d'adhesions focals i co-localiza amb la proteina anti-apoptotica Bcl-2 (Jagadeeswaran et al.,
2008). El silenciament del gen d’aquest mutant de paxilina mitjangant RNA d’interferéncia
produeix una reduccié de la viabilitat cel-lular, i 'expressié d’aquest mutant en ratolins
mostra un augment en el creixement tumoral, la proliferacié i la invasié cel-lulars, suggerint
que paxilina té un paper important en el cancer de pulmé (Jagadeeswaran et al., 2008).
També s’ha vist que una expressiéo anormal de paxilina esta implicada en el creixement, la
invasio, la metastasi i la diferenciacioé del carcinoma gastric (Xiao et al., 2014), i 'augment de
'expressio de paxilina es correlaciona amb la progressio del tumor, la invasié i la metastasi
en el cancer de mama i, per tant, es pot utilitzar com un indicador de pronodstic en aquests
cancers i com un marcador pel desenvolupament de noves terapies (Omran and Al Sheeha,
2015). A més, s'ha observat 'augment de I'expressié de paxilina en I'epiteli proliferatiu de
prostata i s’ha correlacionat amb l'augment potencial de metastasi, on s’ha vist que
augments en la fosforilacido de la paxilina en tirosina poden ser importants (Brown and
Turner, 2004). De la mateixa manera, s’ha descrit un augment de I'expressié de la paxilina
en el sindrome nefritic, en la lesié glomerular i en el carcinoma renal metastatic (Brown and
Turner, 2004).
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S’ha analitzat el possible efecte terapéutic de la inhibicié del complex Paxilina-FAK-
Src per suprimir el neuroblastoma i/o retardar o prevenir la seva metastasi (Kratimenos et
al., 2014). A més, la paxilina pot tenir un paper important, juntament amb FAK, en el cancer
pancreatic (Liao et al., 2013; Kanteti et al., 2016). També s’ha vist que les cel-lules de glioma
resistents a temozolomida, I'anti-cancerigen més efectiu contra els gliomes, tenen molta
capacitat d’invasio degut a una hiperactivacié de la quinasa JNK i, per tant, de la fosforilacié
de paxilina en la serina 178 (Ueno et al., 2015). A més, la sobreexpressié de PAK en el
carcinoma hepatocel-lular també indueix l'activacié de JNK i la fosforilacié de paxilina per

promoure la metastasi del cancer (Ching et al., 2007).

La desregulacio de la paxilina s’ha correlacionat amb la progressié tumoral i la
metastasi del cancer colorectal, on el microRNA-137 és frequentment suprimit. La
sobreexpressio de paxilina induida per la supressio del microRNA-137 promou la progressio
tumoral i la metastasi del cancer colorectal, i és predictiu d’'un mal pronostic (Chen et al.,
2013). A més, s’ha vist que el microRNA-137 actua com a supressor tumoral a través de la
paxilina en el cancer de pulmo, inhibint la proliferacié cel-lular, induint apoptosi i suprimint la
migracio i la invasio cel-lulars en aquest cancer (Bi et al., 2014). A més, el microRNA-145
també actua com a supressor tumoral inhibint la proliferacio cel-lular, la migracid i la invasio

a través de la paxilina en el cancer colorectal (Qin et al., 2015).

La sobreexpressid o la repressio del supressor tumoral PTEN produeix una
disminucié o un augment, respectivament, de I'expressio de paxilina en cél-lules de cancer
de colon, afectant a la migraci6 i a la invasio, i s’ha vist que PTEN inhibeix la progressioé del
cancer de colon inhibint I'expressié de paxilina a través de la via PI3K-Akt-NFk[3, on en el

promotor de la paxilina hi ha tres llocs d’'unié a NFkB (Zhang et al., 2015).

Totes aquestes dades mostren com la sobreexpressio de paxilina pot incrementar la
supervivéncia i la invasivitat en diferents tumors. En aquest sentit aquesta proteina dels

focus d’adhesio és un candidat a ser diana de terapies anti-tumorals.
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4. HIPOTESI

S’ha vist que els processos que impliqguen motilitat i polaritat cel-lulars sén essencials
per a la homeostasi dels teixits, i que una desregulacié d’aquests processos pot ser critic en

el cancer i en la metastasi.

S’ha observat que les cél-lules deficients en ciclina D1 s’adhereixen més rapidament
a la matriu extracel-lular i tenen un fenotip més estés (spread) que les cél-lules wild type. A
més, mostren un elevat nombre d’adhesions focals distribuides centripetament, el que
suggereix l'existéncia d'alteracions en la maquinaria d'adhesié (Li et al., 2006a). Tenint en
compte que els focus d’adhesié son elements centrals pel control de I'adhesié cel-lular i la
migracioé, es va estudiar si la ciclina D1 citoplasmatica podia interactuar amb components

dels focus d’adhesio.

En aquest laboratori, es va observar co-localitzacié de ciclina D1 amb les integrines i
amb la paxilina en el citoplasma de cél-lules MDCK i MEFs, indicant que ciclina D1 podia
interaccionar amb aquestes proteines implicades en I'adhesié cel-lular. A més, en fibroblasts
de ratoli es va trobar co-immunoprecipitacio especifica (co-IP) a nivell endogen de ciclina D1
i de Cdk4 amb la paxilina (Figura 16). Com es pot veure, en fibroblasts deficients en ciclina
D1 no hi ha co-immunoprecipitacié de Cdk4 amb paxilina. La immunoprecipitacié de ciclina
D1 enddgena també va fer co-immunoprecipitar paxilina d’'una manera especifica, encara
que la quantitat de paxilina immunoprecipitada va ser molt baixa en comparacié amb la
paxilina total de I'extracte proteic. Per tant, probablement ciclina D1 i Cdk4 formen complex
per tal d'interactuar amb la paxilina. Amb aquestes dades es va plantejar la hipotesi que el
complex ciclina D1-Cdk4 regula la migracio i 'adhesié cel-lulars a través de la paxilina i que,
a través d’alguna via de senyalitzacio, aquesta interaccio és important per a la invasivitat i la
metastasi de les cel-lules tumorals, i aquest mecanisme pot ser rellevant per explicar les
funcions normals i patologiques de I'oncogén ciclina D1. En base a I'heterogeneitat de les
poblacions tumorals, I'acumulacié local de ciclina D1 (/o Cdk4) en el citoplasma d'una
poblacié de cel-lules tumorals podria produir un desequilibri en les funcions de la paxilina i

promoure la invasio del tumor i la metastasi.
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Figura 16. Interaccié entre ciclina D1 i paxilina. (A) Immunoprecipitacié de paxilina en fibroblasts
wild type i deficients en ciclina D1, i co-immunoprecipitaci6 de ciclina D1 i Cdk4. (B)
Immunoprecipitacio de ciclina D1 en fibroblasts wild type i co-immunoprecipitacié de paxilina.

5. OBJECTIUS

1) Identificar si la paxilina és un substrat del complex ciclina D1-Cdk4 i si la fosforila.
1.1. Caracteritzar les dianes de paxilina que sén fosforilades pel complex ciclina D1-Cdk4.
1.2. Analitzar la implicaci6 funcional d’aquesta fosforilacio in vitro en cultius cel-lulars.

1.3. Analitzar la implicacio funcional in vivo en ratolins immunodeficients.

2) Establir un possible mecanisme efector de la interaccié de I'objectiu 1.

3) Caracteritzar la importancia de la ciclina D1 citoplasmatica com a marcador d’invasivitat.
3.1. Construccié del mutant de ciclina D1 associat a la membrana plasmatica.
3.2. Caracteritzar aquest mutant de ciclina D1.

3.3. Analitzar la seva implicacié funcional in vitro i in vivo.
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1. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

1.1. Construccions plasmidiques

En els vectors pcDNA3 o pCMV-SPORT6 estan clonades les seqiiéncies codificants i
les fusions de les proteines amb les que hem treballat sota el control del promotor CMV, que
tot i donar alts nivells d'expressio constitutiva, mostra una clara dependéncia de sérum. Per
aquesta rad en determinats vectors es va substituir pel promotor del gen de la ubiquitina
(Ubi), que es comporta de forma constitutiva independentment de la preséncia o abséncia
de sérum. Per realitzar les mutacions puntuals o delecions s’ha utilitzat la mutagénesi
dirigida segons el métode PCR-SDM, basat en el protocol publicat per Weiner and Costa,
1994. Aquest métode presenta la modificacid que s’introdueix una diana de restriccio en el
lloc on es realitza la mutacio, per assegurar que la mutagénesis s’ha fet correctament. Les
construccions lentivirals s'han fet en el vector pDSL-hpUG (ATCC) després d’eliminar-li la
unitat transcripcional GFP i en alguns casos substituint el promotor CMV pel promotor Ubi,

seguint els protocols de clonaci6 basats en recombinacié Gateway Technology (Invitrogen).

Tant la ciclina D1 humana wild type com l'al-lel de ciclina D1 K112E que forma un
complex inactiu amb Cdk4, es van fusionar amb tres copies dels epitops FLAG o HA a
'extrem N-terminal sota el control dels promotors CMV en pcDNA3 o Ubi en un vector
lentiviral derivat de pDSL (Invitrogen). Per fer les variants de ciclina D1 associades a la
membrana, I'extrem 3’ de la sequéncia codificant de K-Ras que conté el motiu CAAX (GGC
TGT GTG AAA ATT AAA AAA TGC ATT ATA ATG TAA) es va fusionar a I'extrem 3' de la

sequéncia codificant de ciclina D1 o de ciclina D1 K112E.

La paxilina de ratoli (IMAGE ID clon 5309957, BioScience) es va utilitzar per obtenir
la fusié GST en N-terminal en pGEX-KG (Clonetech) i una fusié 3-HA en N-terminal sota el
control del promotor Ubi en el vector derivat de pDSL. La GST-Paxilina conté la paxilina
sencera i la GST-Paxilina C-terminal conté només els 4 dominis LIM de la paxilina (aa337-

591). La paxilina wild type i I'al-lel fosfomimétic S178E inserides en el vector d’expressié de
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mamifers pEGFP-C1 que conté I'epitop GFP (BD Biosciences) van ser proporcionats per J.
Yamauchi (Yamauchi et al., 2006). Es va utilitzar la mutagénesis dirigida PCR-SDM per
obtenir tots els mutants no fosforilables i fosfomimétics de paxilina. La fusi6 GST-pRB
(aa379-928) va ser proporcionat per Neus Agell. El plasmidi pCEFL-AU5-Rac1 Q61L es va

obtenir gracies a P. Crespo a través de X. Bustelo.

Per la interferéncia de RNA de ciclina D1 i de RalB, el shRNA TRCN0000026883 (per
ciclina D1) i el shRNA TRCN0000072957 (per RalB), ambdds clonats en el vector pLKO.1-

puro, es van obtenir de Sigma.

Tots els DNAs plasmidics els hem obtingut utilitzant els reactius de QIAGEN MAXI
KIT o SIGMA MINIPREP KIT, sempre seguint les instruccions del fabricant. La qualitat del
DNA obtingut s’ha comprovat per electroforesi en gels d'agarosa i tinci6 amb bromur d'etidi.
La concentraci6 de DNA s’ha mesurat utilitzant I'espectrofotometre NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies). S'han seguit els protocols descrits a Current Protocols Biology
(Ausubel et al., 1987) pel que fa a la manipulacié i I'analisi del DNA per obtenir noves
construccions en plasmidis. Els DNAs plasmidics obtinguts s’han comprovat mitjancant la
digestié amb enzims de restriccio i la produccio de proteina s’ha comprovat per western blot.

A continuacio es mostren els vector plasmidics utilitzats (Taula 1).

NOM VECTOR PLASMIDIC DESCRIPCIO

pCDNA3 CMVp-3FLAG Vector control

pNBM 470 pCDNA3-6His-3HA-MCS Vector control

pEGFP-N1 CMVp-EGFP Vector control amb GFP (fluorescéncia verda)

pGEX-KG pGEX-2T derivative Vector control GST

pCYC 2111 shRNA SCR (scramble) Vector control sShRNA SCR pLKO.1-puro (Sigma)

pCYC 193 CMVp-3FLAG-CycD1 El fragment de 0.9 kb amplificat per PCR del vector pET-D12 va
ser clonat en el vector pcDNA3-FLAG obert amb BamHI-EcoRI.

pCYC 291 CMVp-GFP-CycD1 La EGFP va ser amplificada per PCR del vector pEGFP-N1 i
clonada al pCYC195 (CMVp-CycD1) en el lloc BamHI.

pCYC 396 3HA-CBP-CycD1 El fragment de 180 pb amplificat per PCR del vector pCYC314
(B3HA-CBP) va ser clonat en el vector pCYC195 (CMVp-CycD1)
obert amb Hindlll i BamHI.

pCYC 510 pCDNA3-3 FLAG -CYCD1 K112E Mutagénesis dirigida per canviar la Lisina 112 a Acid Glutamic en
el vector pCYC193.

pCYC 801 Ubip-3HA-CBP-CyCD1 en El fragment de 2.3 kb amplificat per PCR del vector pCYC794a

pDSL(Aubip-GFP) (vector lentiviral) (Ubip-3HA-CBP-CycD1) s’ha introduit en el vector pDSL AGFP-

UbiC per recombinacié amb pDONR.
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pCYC 886

pCYC 1066

pCYC 2057

pCYC 2058

pCYC 2062

pCYC 2063

pCYC 2064

pCYC 2066

pCYC 2067

pCYC 2068

pCYC 2078

pCYC 2079

pCYC 2080

pCYC 2081

pCYC 2082

pCYC 2084

pCYC 2087

pCYC 2088

pCYC 2090

CMVp-3HA-RalB

Paxillin-pCMVsport6

3HA-CycD1-CAAX

3HA-CycD1 K112E-CAAX

Ubip-3HA-CycD1-CAAX en lentivirus
(pDSL)

Ubip-3HA-CycD1 K112E-CAAX en
lentivirus (pDSL)

GST-MmPaxillin

EGFP-MmPaxillin

EGFP-MmPaxillin S178E

EGFP-MmPaxillin S178A

GST-MmPaxillin (aa134-591)

GST-MmPaxillin (aa201-591)

GST-MmPaxillin (aa270-591)

GST-MmPaxillin (aa337-591)

GST-MmPaxillin (S243G;S244A)

3HA-CBP-MmPaxillin en lentivirus

(pDSL)

GST-MmPaxillin (S83A;S244A)

GST-MmPaxillin (S178A;S244A)

GST-MmPaxillin (S83A;S178A;S244A)

El fragment de 0.6 kb amplificat per PCR i que conté BamHI-RalB-
Xhol del vector pCYC879 (pCMVsport6-RalB, GeneService) va ser
clonat en el vector pPNBM470 obert amb BamHI-Xhol.

El cDNA complet de la Paxilina de ratoli. CLONE IMAGE 5309957.
GeneService

El fragment de 0.9 kb amplificat per PCR que conté BamHI-
CycD1-CAAX-EcoRlI s’ha clonat en el vector pNBM470 obert amb
BamHI-EcoRI.

El fragment de 0.9 kb amplificat per PCR que conté BamHI-
CycD1K112E-CAAX-EcoRI s’ha clonat en el vector pNBM470
obert amb BamHI-EcoRI.

El fragment de 0.9 kb amplificat per PCR del vector pCYC2057 i
que conté BamHI-CycD1-CAAX-EcoRI s’ha clonat en el vector
lentiviral pDSL-hpUG (AUbip i AGFP) del pCYC 801, en el
fragment de 9 kb obert amb BamH1-EcoRI.

El fragment de 0.9 kb amplificat per PCR del vector pCYC2058 i
que conté BamHI-CycD1K112E-CAAX-EcoRI s’ha clonat en el
vector lentiviral pDSL-hpUG (AUbip i AGFP) del pCYC 801, en el
fragment de 9 kb obert amb BamHI-EcoRI.

El fragment de 1.6 kb amplificat per PCR del vector pCYC1066 i
que conté EcoRI-Paxilina-Xhol s’ha clonat en el vector pGEX-KG
obert amb EcoRI-Sall.

El DNA de la Paxilina de ratoli s’ha insertat en els llocs Bglll i/lo
BamHI de pEGFP-C1. Cedit per J. Yamauchi.

EI DNA de la Paxilina de ratoi amb la mutacié S178E s’ha inserta
en els llocs Bglll i/lo BamHI de pEGFP-C1. Cedit per J. Yamauchi.

Mutageénesis dirigida per canviar la Serina 178 a Alanina en la
EGFP-MmPax (pCYC2066).

El fragment de 1.35 kb amplificat per PCR del vector pCYC1066 i
que conté EcoRI-Paxilina(aa134-591)-Xhol s’ha clonat en el vector
pGEX-KG obert amb EcoRI-Sall.

El fragment de 1.15 kb amplificat per PCR del vector pCYC1066 i
que conté EcoRI-Paxilina(aa201-591)-Xhol s’ha clonat en el vector
pGEX-KG obert amb EcoRI-Sall.

El fragment de 0.95 kb amplificat per PCR del vector pCYC1066 i
que conté EcoRI-Paxilina(aa270-591)-Xhol s’ha clonat en el vector
pGEX-KG obert amb EcoRI-Sall.

El fragment de 0.75 kb amplificat per PCR del vector pCYC 1066 i
que conté EcoRI-Paxilina(aa337-591)-Xhol s’ha clonat en el vector
pGEX-KG obert amb EcoRI-Sall.

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 243 a Glicina i la Serina
244 a Alanina en la GST-Mm Paxilina (pCYC2064).

El fragment de 1.7 kb amplificat per PCR del vector pCYC2064 i
que conté EcoRI-Paxilina-Xhol s’ha clonat en el vector pDSL-
hpUG (AUbip i AGFP) del pCYC 801, en el fragment de 9 kb obert
amb EcoRI-Xhol.

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Alanina en la GST-
Mm Paxilina (pCYC2082).

Mutageénesis dirigida per canviar la Serina 178 a Alanina en la
GST-Mm Paxilina (pCYC2082).

Mutageénesis dirigida per canviar la Serina 178 a Alanina en la
GST-Mm Paxilina (pCYC2087).
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pCYC 2099

pCYC 2100

pCYC 2103

pCYC 2105

pCYC 2106

pCYC 2107

pCYC 2108

pCYC 2109

pCYC 2110

pCYC 2133
(FSV)

pCYC 2134

pCYC 2136

(shD1)

pCYC 2140

pCYC 2141

pCYC 2171

pCYC 2172

pCYC 2173

pCYC 2175

pCYC2185

shRalB

3HA-CBP-MmPaxillin (S83E) en
lentivirus

3HA-CBP-MmPaxillin (S83E;S178E)
en lentivirus

EGFP-MmPaxillin (S83E;S178E)

EGFP-MmPaxillin (S83A;S178A)

3HA-GFP-CAAX

EGFP-MmPaxillin (S83A)

EGFP-MmPaxillin (S83E)

EGFP-MmPaxillin (S83E;S178A)

EGFP-MmPaxillin (S83A;S178E)

FSV en lentivirus

Ubip-3HA-Rac1 Q61L en lentivirus

Mm CycD1 shRNA83

627 - packaging helper (AR)

628 - envelope helper (VSV)

GST-MmPaxillin (S83A)

GST-MmPaxillin (S178A)

GST-MmPaxillin (S83A;S178A)

YFP-PBD

3HA-CBP-MmPaxillin (S178E) en
lentivirus

Human RalB shRNA

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Acid Glutamic en
la GST-Mm Paxilina (pCYC2064) i clonatge en el vector lentiviral
pDSL-hpUG (AUbip i AGFP) del pCYC 801, en el fragment de 9 kb
obert amb EcoRI-Xhol.

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 i 178 a Acid
Glutamic en la GST-Mm Paxilina (pCYC2064) i clonatge en el
vector lentiviral pDSL-hpUG (AUDbip i AGFP) del pCYC 801, en el
fragment de 9 kb obert amb EcoRI-Xhol.

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Acid Glutamic en
la EGFP-Mm Paxilina (pCYC2067).

Mutageénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Alanina en la
EGFP-Mm Paxilina (pCYC2068).

El fragment de 0.7 kb amplificat per PCR que conté BamHI-GFP-
CAAX-EcoRlI s’ha clonat en el vector pNBM470 obert amb BamHI-
EcoRI.

Mutageénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Alanina en la
EGFP-Mm Paxilina (pCYC2066).

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Acid Glutamic en
la EGFP-Mm Paxilina (pCYC2066).

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Acid Glutamic en
la EGFP-Mm Paxilina (pCYC2068).

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Alanina en la
EGFP-Mm Paxilina (pCYC2067).

FSPsi sense puromicina i amb GFP. Per clonar alguna gen s’ha
d’obrir amb 5’Agel i 3'BamHI. (Cedit pel laboratori de Mario
Encinas)

El fragment de 0.635 kb amplificat per PCR que conté BamHI-
Rac1Q61L-Xhol del vector pCEFL-AU5-Rac1(Q61L) s’ha clonat
en el fragment de 9 kb del vector pCYC801 (pDSL) obert amb
BamHI-Xhol.

shRNA contra ciclina D1 de ratoli en el vector pLKO.1-puro
TRCNO0000026883 (Sigma)

Vector empaquetador pHR'82AR que codifica per les proteines
gag i pol (Cedit pel laboratori de Xavi Dolcet).

Vector pMD2G que codifica per 'embolcall del virus pVSV.G
(Cedit pel laboratori de Xavi Dolcet).

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Alanina en la
EGFP-Mm Paxilina (pCYC2064).

Mutageénesis dirigida per canviar la Serina 178 a Alanina en la
EGFP-Mm Paxilina (pCYC2064).

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 83 a Alanina en la
EGFP-Mm Paxilina (pCYC2172).

El domini d’'unié PAK1 (155 pb) clonat en el vector pEYFP-C1
(4733 pb, Clontech) en els llocs BamHI i Bglll. Utilitzat per la
localitzacié de Rac1-GTP. Adquirit de Addgene

Mutagénesis dirigida per canviar la Serina 178 a Acid Glutamic en
la 3HA-CBP-Mm Paxilina (pCYC2084)

shRNA contra RalB humana en el vector pLKO.1-puro
TRCNO0000072957 (Sigma)

Taula 1. Vectors plasmidics i lentivirals utilitzats.
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2. TECNIQUES DE BIOLOGIA CEL-LULAR

2.1. Cultius cel-lulars

Els fibroblasts immortalitzats Ccnd1 -/- i Ccnd1 +/+ van ser proporcionats per
P. Sicinski i les cél-lules de tumor de prostata de rata R3327-5'A van ser proporcionades per
M. Hendrix. Les cél-lules HEK293T es van obtenir de I'American Type Culture Collection
(ATCC). Les cél-lules MFE i Ishikawa, dues linies cel-lulars humanes d’adenocarcinoma
d’endometri van ser proporcionades per X. Dolcet. Aquestes cél-lules van ser analitzades
per PCR per detectar la preséncia de micoplasma i no es va detectar contaminacio. Els
MEFs primaris van ser aillats d’embrions Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- de 14.5 dies. Les cél-lules es
van cultivar en medi DMEM (GIBCO-Invitrogen) suplementat amb un 10% de FBS, 100
pMg/mL de penicil-lina/estreptomicina i acid glutamic a 2 mM, i es van incubar en una

atmosfera humida amb un 5% de CO, a 37°C.

Per mantenir les cél-lules, cada 3-4 dies quan ja hi ha un 90% de confluéncia es
divideixen. Per dividir-les, primer s'aspira el medi de la placa i per eliminar tot el sérum es
renta amb un tamp¢ fosfat sali (PBS) escalfat a 37°C. Es desenganxen les cél-lules de la
placa amb tripsina a 37°C durant 5 minuts i s'inactiva la tripsina amb medi DMEM amb 10%
de FBS. Es recullen les cel-lules i es centrifuguen a 1000 rpm durant 5 minuts. Seguidament
el pellet de cél-lules es resuspén en 1 mL de medi DMEM amb 10% de FBS i antibiotics, es
fa el recompte del nombre de cél-lules en un hemocitdmetre i es planten en les plaques
corresponents, o directament es fa una dilucié entre 1:10 i 1:20 depenen del tipus cel-lular.

Es deixen incubar en una atmosfera humida amb un 5% de CO, a 37°C.

Per la congelacio es tracten les cél-lules amb tripsina i es divideixen tal com s’ha
descrit anteriorment. Després de centrifugar, el pellet de cél-lules es resuspén en 1 mL de
medi de congelacié (90% de FBS + 10% de DMSO) i s’aliquota en vials de congelacié de 2
mL a 1-10° 0 2:10° cél-lules per vial. Els vials es guarden un minim de 24 hores a -80°C i

després es passen al tanc de nitrogen liquid. Per a la descongelacio, primerament es treuen
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els vials del tanc de nitrogen liquid i es posen rapidament en un bany a 37°C. Les cel-lules
es passen a un tub de fons conic amb 9 mL de medi DMEM amb 10% de FBS i antibiotics.
Es centrifuguen a 1000 rpm durant 5 minuts. S'aspira el medi i es resuspén el pellet de
cél-lules amb 1 mL de medi, i seguidament es planten totes les cél-lules en una placa de 100

mm de diametre juntament amb 9 mL de medi DMEM amb 10% de FBS i antibiotics.

2.2. Transfeccio cel-lular

Per la transfeccid transitoria dels vector plasmidics, primer es planten les cél-lules en
plaques, ja siguin plaques de 4 pous de 16 mm , de 6 pous de 35 mm o plaques de 100 mm
de diametre, tractades amb col-lagen a 100 ug/mL en acid acétic 0.02 M en el cas de les
HEK293T, mentre que per les R3327-5’A i els MEFs no cal el pretractament de les plaques
amb col-lagen. Passades unes 24 hores, quan les cél-lules ja estan a un 70% de
confluéncia, es dilueix el DNA en Opti-MEM (GIBCO-Invitrogen) i es barreja suaument.
D'altra banda es barreja la Lipofectamina 2000 (Invitrogen) amb Opti-MEM i s'incuba a
temperatura ambient durant 5 minuts. La quantitat de DNA i Lipofectamina que s’ha d’afegir
segons el diametre de la placa es fa seguint les instruccions del fabricant (Taula 2). Després
de la incubacio es barreja la diluci6 del DNA i la de Lipofectamina, s'agita suaument i
s’incuba durant 20 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, s'afegeix la barreja
de DNA i Lipofectamina a les ceél-lules que préviament s’han rentat amb Opti-MEM i
s'incuben en una atmosfera humida amb un 5% de CO; a 37°C durant 15 minuts. Finalment,
s'elimina el medi de transfeccid, s'afegeix medi DMEM amb 10% de FBS i antibiotics i es
deixen les cél-lules en l'incubador amb un 5% de CO, a 37°C. Per exemple, per a plaques
de 4 pous de 16 mm de diametre es planten unes 70000 cél-lules en el cas de les HEK293T
i R3327-5'A i unes 35000 cél-lules de MEFs immortalitzats per pou, i es transfecten amb 0.8
Mg de DNA. ElI DNA es dilueix en 50 uL d'Opti-MEM i s'utilitzen 2 yL de Lipofectamina per
pou préviament diluida en 50 pL d'Opti-MEM. S'afegeixen els 100 pyL de la barreja de
transfeccio a les cel-lules sense medi, més 100 uL d’Opti-MEM perqué quedin ben cobertes.
Després de la incubacioé s'elimina la barreja de transfeccio i s'afegeixen 500 pyL de medi
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DMEM amb 10% de FBS i antibiotics i s'incuba en una atmosfera humida amb un 5% de

CO, a 37°C de 24 a 48 hores.

El protocol de transfecci6 amb PEI es descriu en l'apartat segient. Habitualment,
utilitzem el protocol de transfecci6 amb PEI per transfectar les plaques de 100 mm de

diametre.

2.3. Produccio de lentivirus i infeccio

Per la producciéo de lentivirus es transfecten cél-lules HEK293T amb vectors
d'expressié lentiviral, juntament amb el vector de I'embolcall pVSV.G i el vector

d’empaquetament pHR'82AR en una proporcié 2:1:1.

Les cél-lules HEK293T es sembren 24 hores abans de la transfeccid en plaques de
100 mm de diametre tractades amb col-lagen a 100 pg/mL en acid acetic 0.02M, a una
densitat de 2-10° cél-lules per placa (es fan dues plaques per condicié). Per transfectar les
cél-lules es necessiten 24 ug de DNA per cada placa de 100 mm de diametre a una
proporcio 2:1:1 dels seguents vectors: vector d'expressié lentiviral (diferent en cada cas), el
vector pVSV.G que codifica per 'embolcall del virus i el vector empaquetador pHR'82AR que
codifica per les proteines gag i pol. D'una banda es dilueixen els tres vectors en 1.5 mL
d’Opti-MEM i per una altra es dilueixen 240 yL de PEIl 10 pM en 1.26 mL d'Opti-MEM
(Taula 2). S'afegeix la dilucié de PEI en la de DNA, es barreja i s’incuba durant 10 minuts a
temperatura ambient. Les plaques amb les cél-lules es renten amb Opti-MEM. Passat el
temps d'incubacié s'afegeixen a les cél-lules els 3 mL de la barreja de transfeccid, i 3 mL
més d’Opti-MEM per a recobrir bé les cél-lules, i es deixa incubant 1 hora a 37°C. Finalment,
s'elimina la solucié de transfeccié i s'afegeixen 10 mL de medi DMEM amb 10% de FBS i
antibiotics i s'incuba en una atmosfera humida amb 5% de CO,a 37°C. Després de 3 dies de
la transfeccio, ja es pot recollir medi. Aquest medi conté les particules virals i és filtrat amb

una membrana de nitrocel-lulosa de 0.45 uym. La recollida de virus i la manipulacié dels
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mateixos es realitza a la campana de seguretat bioldgica BiollA. Per concentrar els virus es
centrifuga el sobrenedant filtrat a 3500 rpm durant 30 minuts en tubs VIVASPIN 20
(Sartorius Stedim Biotech) que conté una membrana que no permet el pas a proteines
majors de 100 KDa. Els lentivirus es mantenen a -80°C. Gairebé sempre s’han utilitzat virus
no concentrats, és a dir, s’ha utilitzat el medi filtrat recollit de dues plaques de 100 mm de

diametre.

Per la infeccié de les cél-lules amb lentivirus es planten 1:10° cél-lules R3327-5'A o
MFE en una placa de 6 pous de 35 mm de diametre. Al mateix temps s’afegeix 1 mL de
virus filtrats no concentrats i 2 uL de polibré. Passades 24 hores es canvia el medi d’infeccio
per 2 mL de medi DMEM amb 10% de FBS i antibiodtics. Es deixen créixer les cél-lules 3 dies
i després s’amplifiquen a una placa de 100 mm de diametre i es planten 2.5:10° cél-lules en
una placa de 6 pous de 35 mm de diametre per a fer la comprovacié de la infeccio

mitjangant la técnica western blot.

TIPUS DE PLACA DNA + Opti-MEM LIPOFECTAMINA + Opti-MEM PEI + Opti-MEM
24 pous (16 mm &) | 0.8ug + 50uL OPT 2uL + 50uL OPT -
12 pous (23 mm @) | 1.6ug + 100uL OPT 4uL +100uL OPT -
6 pous (35mm J) 4ug + 250uL OPT 10uL + 250uL OPT -
60 mm & 8ug + 500uL OPT 20uL + 500uL OPT 80uL + 420uL OPT
100 mm & 24pg + 1.5mL OPT - 240uL + 1.26mL OPT
150 mm & 50ug + 3.4mL OPT - 540uL + 2.84mL OPT

Taula 2. Quantitat de DNA, Lipofectamina i PEI que s’ha d’afegir segons el tamany de la placa.

66



MATERIALS | METODES

2.4. Assaig de la capacitat d’adhesioé (spreading)

Una forma d'estudiar la capacitat d'adhesié de les cél-lules a la matriu extracel-lular
és la quantificacio del temps requerit per les cel-lules per mostrar una morfologia estesa a la
placa (spreading). Els fibroblasts wild type o knock out de ciclina D1 o les cél-lules R3327-
5'A es co-transfecten en plaques de 35 mm de diametre amb GFP-Paxilina wild type o amb
els altres al'lels mutants de paxilina, juntament amb HA-Ciclina D1 o un vector buit.
Quaranta-vuit hores després de la transfeccid, les cél-lules es tripsinitzen i es sembra la
meitat de ceél-lules en medi DMEM sense sérum en plaques de 6 pous de 35 mm de
diametre que han estat recoberts amb 5 pg/mL de fibronectina (Invitrogen) durant 24 hores a
4°C. Els fibroblasts s’incuben a 37°C durant trenta minuts i les cél-lules R3327-5'A s’incuben
una hora en fibronectina, fins que aproximadament un 50% de les cél-lules es troben
adherides i presentant una morfologia estesa (spread). Després, les cél-lules es fixen amb
2% de paraformaldehid durant 10 minuts en gel, es treuen fotografies amb I'objectiu 10x del
microscopi invertit Olympus IX71 i es compten el nombre de ceél-lules verdes (tenen GFP)
que s'han estés (n=150 cél-lules totals verdes s’han avaluat en cada experiment
independent). S’ha definit com cél-lules spread les que mostren un fenotip estés i sén poc

refringents mentre que les cél-lules rodones i refringents s’han considerat unspread.

2.5. Assaig d’invasio

Es realitzen assaigs d’invasio amb cél-lules R3327-5'A tal com es va descriure
anteriorment (Spiczka and Yeaman, 2008). Primerament s’infecten les cél-lules amb les
diferents construccions lentivirals per tal d’estudiar les diferents condicions. La part superior
dels filtres de 6.5 mm de diametre i un tamany de porus de 8 um (franswell, Corning) es
recobreix amb Matrigel que té reduccié de factors de creixement (BD Biosciences). Les
cél-lules (5-10*) es sembren en el costat inferior del filtre durant quatre hores per permetre la
seva adhesi6. Després, en els filtres es posa DMEM amb 10% de FBS i s’incuben en

plaques de 24 pous que contenen medi DMEM lliure de sérum durant unes 20 hores en una
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atmosfera humida amb 5% de CO, a 37°C. En aquestes condicions, algunes cel-lules
migren des del fons fins a la part superior del filtre envaint el Matrigel (Figura 17). Passat el
temps d’incubacio, s’eliminen les cél-lules restants de la part inferior del filtre i les cél-lules
de dins del Matrigel es fixen amb 4% de paraformaldehid i es tenyeixen amb Hoescht. Es fan
fotos de tot el filtre amb I'objectiu 4x del microscopi invertit Olympus IX71 i es compten totes

les cél-lules del filtre que han envait el Matrigel mitjancant I'is del programa Image J.

També es pot fer 'assaig d’invasiéo sembrant les cél-lules en suspensio en la part
superior del filtre, sobre el Matrigel, i incubar durant 6 hores en una atmosfera humida amb
5% de CO, a 37°C. En aquestes condicions, les cél-lules envaeixen el Matrigel des de la
part superior cap a la part inferior fins arribar al filire. Passat el temps d’incubacio, s’eliminen
les cél-lules restants de la part superior del filtre i es fixen les cél-lules que han envait amb
4% de paraformaldehid, es tenyeixen amb Hoescht i es compten totes les cél-lules que han

envait el Matrigel.

Inverted transwell invasion Conventional transwell
assay invasion assay
Medium + attractant Medium
o0, o o« o} — W -
© o © Matrix© O o Mg?nx
. (v ¢ o O
-o-wékxxrco - ==&Lvs=

Medium Medium + attractant

Figura 17. Esquema de I’assaig d’invasié. En l'assaig d’invasio invertit les cél-lules migren i
envaeixen de baix cap a dalt (esquerra) i en el convencional ho fan de dalt cap a baix (dreta).

2.6. Assaig de viabilitat i proliferacié

En els assaigs de proliferacié del capitol 1 es van sembrar 2:10* cél-lules R3327-5'A
co-infectades en plaques de 24 pous de 16 mm de diametre i es van cultivar amb DMEM
amb 10% de FBS en una atmosfera humida amb 5% de CO, a 37°C. Després de tres dies
d’incubacio, es va determinar el nombre de cél-lules de cada condicié. L'experiment es va
repetir cinc vegades i les dades s'expressen com a mitjana £ SEM amb valors de significacio

determinats per ANOVA d'una via i per Tukey-HSD post-test (** indica p<0.01).
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En l'assaig de proliferacié i viabilitat realitzat en el capitol 2 les cél-lules tumorals
MFE infectades amb HA-Ciclina D1 i HA-Ciclina D1-CAAX es van sembrar (1-10* cél-lules)
en plaques de 24 pous de 16 mm de diametre i es van cultivar amb DMEM amb 10% de
FBS en una atmosfera humida amb 5% de CO, a 37°C. Es van comptar les cél-lules en un
hemocitdmetre cada 24 hores, i per realitzar I'assaig de viabilitat les cél-lules es van diluir en

el colorant Blau de Tripa. Es van realitzar dos experiments independents.

2.7. Assaig clonogénic

Per realitzar aquest assaig es van sembrar cél-lules tumorals MFE infectades amb
els lentivirus adients (HA-Ciclina D1 i HA-Ciclina D1-CAAX) en plaques de 6 pous de 35 mm
de diametre a una densitat de 1-10° cél-lules per pou. Les cél-lules es van incubar durant 15
dies i, després, les colonies es van tenyir amb cristall violeta durant 30 minuts, es van fixar
amb 4% de paraformaldehid durant 5 minuts i es van mantenir en 2 mL de PBS. El nombre
de colonies formades es va obtenir utilitzant el programa Quantity One (Colony Counting

Quick Guide, Bio-Rad) i es van realitzar dos experiments per cada condicio.

Per I'assaig clonogenic en condicions no adherents, les cél-lules MFE infectades amb
els lentivirus HA-Ciclina D1 i HA-Ciclina D1-CAAX es van resuspendre en 0.3% d’agar diluit
amb el medi de cultiu a una concentracié de 3-10° cél-lules/mL. Es va afegir 1 mL
d’aquestes cél-lules en suspensioé en una placa de cultiu de 6 pous de 35 mm de diametre
recoberts amb 0.6% d’agar. La placa de cultiu es va incubar a 37°C en una atmosfera
humida amb 5% de CO, durant 15 dies. Les colonies formades de tres experiments
independents es van visualitzar per tinci6 amb Mitotracker. Finalment, es van comptar les

colonies formades amb el programa Quantity One (Colony Counting Quick Guide, Bio-Rad).
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3. TECNIQUES DE MICROSCOPIA

3.1. Immunofluorescéncia

Per la técnica d'immunofluorescéncia es planten les cél-lules adients (10000
MEFs/cm?, 20000 R3327-5'A/lcm? o 20000 MFE/cm?) transfectades o infectades en plaques
de 8 pous de 1 cm? que tenen vidre a sota per poder-les mirar en el microscopi confocal, o
en plaques de 4 pous de 2 cm? Es renten les cél-lules amb PBS i es fixen amb 4% de
paraformaldehid a temperatura ambient durant 15 minuts. Després, es renta cada pou dues
vegades amb PBS, es permeabilitzen les cél-lules amb 0.2% de tritdé durant 3 minuts a
temperatura ambient i es bloqueja amb 3% de BSA (Sigma) durant 30 minuts. Només en la
Figura 27A s'utilitzen condicions de baixa permeabilitzaci6 amb 0.02% de trité. Els
anticossos primaris s’'incuben a una dilucié 1:200 en PBS amb 0.3% de BSA durant tota la
nit a 4°C. L’endema es renten els pous tres vegades amb PBS i els anticossos primaris es
combinen adequadament amb els anticossos secundaris corresponents marcats amb
Alexa488 i/o Alexa594 (Molecular Probes) diluits 1:1000 en PBS amb 0.3% de BSA, i
s’incuben 1 hora a temperatura ambient en foscor, juntament amb Hoechst (Sigma) per
tenyir els nuclis. S’afegeix Slow Fade per evitar que disminueixi la fluorescéncia. Les
imatges han estat adquirides amb I'objectiu 10x i 20x del microscopi invertit Olympus IX71 i
el programa DP Controller. Les imatges confocals han estat obtingudes amb els objectius
40x i 60x del microscopi confocal FV1000i. En la Taula 3 es mostren els anticossos primaris

que s’han utilitzat en les diferents immunofluorescencies.

Per la deteccié del YFP-PBD (Figures 32C i 32D) s’ha utilitzat dos anticossos
secundaris anti-GFP diferents: el monoclonal de ratoli 3E6 (Invitrogen, 1:200) i el de conill

conjugat amb Alexa488 (Invitrogen, 1:400).

Finalment, la quantificacio de ceél-lules amb acumulacié de paxilina (Figures 29B i

29D) i Rac1 (Figures 31B i 31D) en ruffles es va fer amb el programa Image J.
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3.2. Immunohistoquimica

Per la realitzacio de les immunohistoquimiques, primerament es fixen, tota la nit, els
pulmons que s’han extret dels ratolins amb 4% de paraformaldehid a temperatura ambient i
en agitacié. L’endema es substitueix el paraformaldehid per una soluci6 de 30% de sacarosa
en aigua per evitar la sobrefixacid dels teixits i crioprotegir-los. En aquest moment, un
fragment de cada pulmoé s’introdueix en cassettes de bidpsies i s’inclouen en parafina pel
seu posterior examen histoldgic per hematoxilina-eosina i immunohistoquimica. Els blocs es
van seccionar amb un gruix de 3 ym i es van assecar 1 hora a 65°C abans de ser
desparafinats en xilé i rehidratats amb etanol en una série gradual, i després es van rentar
amb PBS. La recuperacio de I'antigen es va dur a terme per tractament térmic en una olla a
pressié durant 2 minuts en EDTA a pH 8.9. Abans de la tincid6 de les seccions, es va
bloquejar la peroxidasa endodgena. Els anticossos utilitzats van ser anti-ciclina D1
(monoclonal de conill clon EP12, Dako, 1:400), anti-paxilina fosfo-especific de la serina 83
(policlonal de conill, ECM Biosciences, 1:100), anti-Ki67 (monoclonal de conill, clon SP6,
Abcam, 1:250) i anti-HA (monoclonal de ratoli, clon 12CA5, Cell Cycle Lab, 1:400). Després
de la incubacid, la reaccid es va visualitzar amb el kit de deteccié EnVision (Dako), utilitzant
el cromogen diaminobenzidina com a substrat. Les seccions van ser contrastades amb

hematoxilina.
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4. TECNIQUES BIOQUIMIQUES

4.1. Anticossos

A continuacié hi ha els anticossos primaris que s’han fet servir en el western blot i en

la immunofluorescéncia, juntament amb la seva dilucio i la casa comercial (Taula 3).

Antigen Origen Referéncia WB IF
a-Tubulina Monoclonal ratoli Clon B-5-1-2, Sigma-Aldrich #T5168 1:10000 -
B-Actina Monoclonal ratoli Clon AC-15, Sigma-Aldrich #A1978 1:4000 -
Ciclina D1 Monoclonal ratoli Clon DCS-6, BD Pharmigen #556470 1:500 -
Ciclina D1 Monoclonal ratoli  Clon 72-13G, Santa Cruz Biotechnology #sc450 - 1:200
Ciclina D1 Monoclonal conill Clon EP12, Dako #M3642 - 1:200
Cdk4 Policlonal conill Clon C-22, Santa Cruz Biotechnology #sc260 1:250 -
ERK Monoclonal ratoli Clon MK12, Merck Millipore #05-1152 1:2000 -
ERK fosforilat Policlonal conill Cell Signaling Technology #9101 1:800 -
P42/44
FLAG Monoclonal ratoli Clon M2, Sigma-Aldrich #F3165 1:1000 -
GAPDH- Monoclonal ratoli Clon 71.1, Sigma-Aldrich #G9295 1:40000 -
Peroxidasa
GFP Monoclonal ratoli Clons 7.1 13.1, Roche #11814460001 1:1000 1:200
GST Policlonal cabra GE Healthcare Life Sciences #27-4577 1:2000 -
HA Monoclonal rata Clon 3F10, Roche #11867431001 1:2000 1:200
HA Monoclonal ratoli Clon 12CA5 (Cell Cycle Lab) 1:2000 -
Paxilina Monoclonal ratoli  Clon 349, BD Transduction Laboratories #610051  1:1000 1:200
Paxilina Policlonal conill ECM Biosciences #PP1341, 1:500 1:200
fosfo-serina 83
Paxilina Policlonal conill Calbiochem, #ST1069 1:500 -
fosfo-serina 178
PCNA Monoclonal ratoli Clon PC10, Abcam #ab29 1:1000 -
Rac1 Monoclonal ratoli  Clon 102, BD Transduction Laboratories #610650  1:400 1:200
RalA Monoclonal ratoli Clon 8, BD Transduction Laboratories #610222 - 1:200
RalB Policlonal conill Cell Signaling Technology #3523 1:500 -
TFR Monoclonal ratoli Clon H68.4, Invitrogen #13-6800 1:1000 1:200

Taula 3. Anticossos primaris utilitzats en el western blot i en la immunofluorescéncia.
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4.2. Extraccio proteica i Western blot

Les cél-lules de la placa de cultiu es renten amb PBS a 4°C i es recullen en el volum
necessari de 1xSR (2% de SDS i Tris-HCI 0.125 M a pH 6.8). Per exemple, s’afegeix 60 uL
de 1xSR per pou en una placa de 4 pous de 16 mm de diametre o 100 uL de 1xSR per pou
en una placa de 6 pous de 35 mm de diametre, i es recullen amb la punta de la pipeta o amb
un raspador. Seguidament les cél-lules es soniquen a poténcia 8 durant 10 segons
(Soniprep 150 MSE) fins que la mostra ja no esta viscosa. En aquest moment mesurem la
quantitat de proteina amb el kit de Bio-Rad DC™ Protein Assay per poder carregar la
mateixa quantitat de cada mostra. Afegim el volum corresponent de 4xSS (20% de sacarosa
i 0.02% de blau de bromofenol) fins a obtenir una concentracio final de 1xSS, i un 1% de -
mercaptoetanol. Finalment les mostres es bullen durant 5 minuts a 95°C abans de carregar-
les en un gel de poliacrilamida. Els gels de poliacrilamida es preparen a partir d'una solucioé
formada per 30% d’acrilamida i 2% de bis-acrilamida, i la polimeritzacio dels gels s'inicia per
addicié6 de TEMED com a iniciador de la reacci6 i persulfat amonic com a catalitzador. El gel
apilador conté un percentatge d'acrilamida baix (5%) i un pH lleugerament acid (6.8). En
aquesta part es carreguen les mostres, s'empaqueten i surten totes les proteines del mateix
punt de partida. El gel separador és la part on les mostres es resolen electroforéticament, té
un pH basic (8.8) i el percentatge d'acrilamida que conté sera més alt o baix depenent del

pes molecular de la proteina a estudiar (habitualment utilitzem gels del 10%).

L'electroforesi en gels SDS-PAGE s'utilitza per separar proteines segons el seu pes
molecular en condicions desnaturalitzants. El dodecil sulfat sodic (SDS) és un detergent
anionic que desnaturalitza les proteines i els dona una carrega neta negativa. Quan s'aplica
un camp eléctric constant de 20 mA per gel dins una solucié tampd electrolitica, les
proteines es mouen a través d'una matriu porosa de poliacrilamida cap al pol positiu
depenent del seu pes molecular. Nosaltres utilitzem el sistema Miniprotean de Bio-Rad. Una
vegada les proteines s'han separat per electroforesi, es transfereixen a una membrana de
PVDF (Millipore). Per hidratar les membranes, primer es tracten amb metanol i seguidament

es posen a agitar amb el tampd de transferéncia que conté 20% de metanol. S'utilitza el
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sistema de transferéncia semi-sec i s'aplica un camp electric constant de 60 mA per gel. En
la transferéncia, on es treu el gel apilador, les proteines carregades negativament i
desnaturalitzades es desplacen des del gel d'acrilamida cap al pol positiu i queden
retingudes a la membrana. Una vegada les proteines estan transferides, la membrana es
bloqueja amb una solucié formada per 5% de llet desnatada en PBST (PBS + 0.1% de
Tween20) durant 1 hora a temperatura ambient per tal de cobrir la resta de llocs on no hi ha
proteina transferida. La membrana es renta amb PBST i s'incuba amb I'anticos primari diluit
en solucié | (0.25% de llet desnatada en PBST) durant tota la nit a 4°C. Depenent de
I'anticos que utilitzem es fa una diluci6 determinada (Taula 3). Es torna a rentar la
membrana amb PBST i es tracta amb el corresponent anticos secundari conjugat amb la
peroxidasa HRP (GE Healthcare UK Ltd), que rutinariament s’utilitza a una dilucié 1:10000
en solucid | durant una hora a temperatura ambient. Es fan els ultims rentats amb PBST i
s'incuba la membrana durant 5 minuts amb el substrat HRP quimioluminiscent Immobilon
Western (Millipore). La quimioluminescéncia de les proteines a estudiar es visualitza amb
l'aparell ChemiDoc-MP Imaging System (Bio-Rad). La quantificaci6 de bandes es realitza

amb el software del mateix aparell.

4.3. Immunoprecipitacié

Per la immunoprecipitacié de I'epitop GFP, les cél-lules HEK293T transfectades amb
les diferents construccions de GFP-Paxilina en plaques de 100 mm de diametre es recullen
amb un raspador en PBS fred i centrifugant a 1000rpm durant 5 minuts a 4°C per obtenir el
pellet de cél-lules. Aquest extracte cel-lular es resuspen en 600 puL de tampé de lisi fred que
conté: Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, MgCl, 3 mM, sacarosa 300 mM, 1% de tritd i
una barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases. Les cél-lules es trenquen amb
’'homogeneitzador Douncer 15x i s'incuben amb el tampd de lisi durant 1 hora a 4°C en
rotacio per a que es produeixi una lisi cel-lular eficient. Després es centrifuguen els lisats
cel-lulars a 300g durant 5 minuts a 4°C i es recupera el sobrenedant. En aquest cas es fa un
preclarejat del sobrenedant amb beads magnétiques (Dynabeads, Invitrogen) netejades amb
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tampo fosfat (NaPO, 0.1M + 0.01% de Tween20) i sense cap anticds conjugat per tal
d’eliminar totes les unions inespecifiques a les beads. Passats els 30 minuts del preclarejat
a 4°C en rotaciod, s’eliminen les beads magnétiques i s’agafa mostra del sobrenedant com a
extracte soluble i la resta s'incuba amb 50 pyL de beads magnétiques de proteina A
conjugades amb 3 pg/placa de I'anticos GFP monoclonal de ratoli (Roche) durant 2 hores a
4°C en rotacio. Per tal de conjugar l'anticos a les beads, aquestes han estat rentades 2
vegades i resuspeses en tampo fosfat i s’han incubat amb I'anticds a temperatura ambient
durant un minim de 15 minuts en rotacié. Passades les 2 hores d'immunoprecipitacid, es fan
3 rentats amb tampé de lisi fred i s’elueixen les beads amb 30 pL de 1xSR (2% de SDS i
Tris-HCI 0.125 M a pH 6.8) durant 5 minuts a 37°C. S’agafa el sobrenedant i s’afegeix 10 uL
de 4xSS (20% de sacarosa i 0.02% de blau de bromofenol) i 0.4 uL de B-mercaptoetanol, es
bull a 95°C durant 5 minuts i les mostres ja estan preparades per fer el western blot. Per la
immunoprecipitacid de paxilina es segueix el mateix protocol perd es conjuga a les beads

magnetiques I'anticos de paxilina policlonal de conill (H-114, Santa Cruz).

Per la immunoprecipitacio de la ciclina D1 endogena de les fraccions soluble i de
membrana del fraccionament cel-lular, es va conjugar 5 uL/placa de I'anticos de ciclina D1
policlonal de conill (06-137, Millipore) a la proteina A de les beads magneétiques (Dynabeads,
Invitrogen), on es fa servir 50 uL de beads per mostra, resuspeses en tampo fosfat i es van
incubar a temperatura ambient durant un minim de 15 minuts en rotacié. S’afegeix les beads
magneétiques conjugades amb I'anticos a la fraccié soluble i de membrana i s’incuba 2 hores
a 4°C en rotacié. Es fan 3 rentats amb el tampo de lisi i 2 rentats amb tampé quinasa (Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, DTT 0.5 mM, EGTA 1 mM i B-glicerofosfat 2.5 mM) i es
deixa amb 35 uL de tampo quinasa a -80°C, ja que la finalitat és fer un assaig quinasa amb
aquest complex ciclina D1-Cdk4 purificat. S’agafa una mostra de 10 uL per a fer el western
blot que es barreja amb 10 yL de 2xSSR (4% de SDS, Tris-HCI 0.25 M pH 6.8, 10% de
sacarosa, 2% de B-mercaptoetanol i 0.01% de blau de bromofenol) i es fa bullir a 95°C

durant 5 minuts.
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4.4. Purificacio per afinitat de HA-Ciclina D1 (HA-pull down)

En la purificacié per afinitat (pull down) de HA-Ciclina D1-CAAX i HA-GFP-CAAX
s'utilitzen les beads Anti-HA Affinity Matrix (Roche) que porten conjugat I'anticos anti-HA
monoclonal de rata 3F10. Les cél-lules HEK293T transfectades amb HA-Ciclina D1-CAAX i
HA-GFP-CAAX, com a control de les interaccions inespecifiques, es recullen amb un
raspador en PBS fred i centrifugant a 1000rpm durant 5 minuts a 4°C per obtenir el pellet de
cél-lules. Aquest pellet, corresponent a 2 plaques de 150 mm de diametre, es resuspén en
1.5 mL de tampo de lisi fred: Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, MgCl, 3 mM, sacarosa
300 mM, 1% de tritd i una barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases. Les cél-lules es
trenquen amb 'hnomogeneitzador Douncer 20x i s'incuben amb el tamp6 de lisi durant 1 hora
a 4°C en rotacio. Després, es centrifuguen els lisats cel-lulars a 300g durant 5 minuts a 4°C i
es recupera el sobrenedant. S’agafa mostra del sobrenedant com a extracte soluble i la
resta s'incuba amb 150 pyL de beads anti-HA durant 2 o 3 hores a 4°C en rotacié. Després
d’un rentat amb PBS fred, les beads d'agarosa s’elueixen amb 150 pyL de 0.5% de SDS a
37°C durant 5 minuts. Es centrifuga a 13000 rpm durant 2 minuts i es recupera el
sobrenedant, que s’ajunta amb l'altra immunoprecipitacié corresponent a les dues altres
plaques (en total, 300 pL de proteina immunoprecipitada). Finalment, es guarda a -80°C fins
a ser enviades per realitzar la técnica iTRAQ. S’agafa una petita mostra per tal de quantificar
la proteina amb el kit de Bio-Rad DC™ Protein Assay, utilitzant una recta patré feta amb
BSA en 0.5% de SDS. També s’agafa una petita mostra a la que s’afegeix 2xSSR (4% de
SDS, Tris-HCI 0.25 M pH 6.8, 10% de sacarosa, 2% de B-mercaptoetanol i 0.01% de blau de
bromofenol) i es fa bullir a 95°C durant 5 minuts, per tal de ser separades per SDS-PAGE
juntament amb els extrets solubles i, d’'una banda fer la tinci6 amb Oriole (Bio-Rad), i de
l'altra realitzar un western blot amb I'anticds primari anti-HA (clon 12CA5, monoclonal de

ratoli) per veure els nivells de proteina HA-Ciclina D1 i HA-GFP.
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4.5. Purificacio per afinitat de GST-Paxilina (GST-pull down)

La paxilina de ratoli (IMAGE ID clon 5309957, BioScience) es va amplificar per PCR i
es va clonar dins del vector d’expressio pGEX-KG (pCYC2064), el qual permet la fusié amb
el gen que codifica per la proteina glutatio-s-transferasa (GST). Aquesta proteina de fusio té
la capacitat d'unir-se especificament a unes beads que contenen glutatio, ja que la GST és

un enzim que utilitza el glutatié com a substrat.

L'expressié i la purificacid d'aquesta proteina es van fer en la soca DHb5a
d'Escherichia coli. Les cél-lules d'E. coli transformades amb les diferents fusions de GST-
Paxilina es fan créixer en un precultiu de 10 mL de LB amb ampicil-lina a 50 yg/mL durant
tota la nit a 37°C. L'endema es dilueix en un nou cultiu de 50 mL de LB amb ampicil-lina a 50
Mg/mL fins a una ODgy aproximada de 0.05-0.1 (aproximadament una dilucié 1:50), i
s'incuba unes 2-3 hores a 37°C. Quan el cultiu assoleix una ODgyp de 0.5 s’indueix
I'expressio de les proteines amb IPTG 1 mM durant 4 hores a 30°C fins a tenir una ODggo de
2-3. Passat aquest temps, es deixa el cultiu 20 minuts en gel i es centrifuga a 7000 rpm
durant 10 minuts a 4°C. El pellet de cél-lules es resuspén en 2 mL d’aigua esteril freda i
s’aliquota en 2 eppendorfs que contenen aproximadament unes 50 ODgqo. Es torna a
centrifugar a 10000 rpm durant 5 minuts a 4°C i es treu el sobrenedant. Els substrats de

GST-Paxilina es congelen i es mantenen a -80°C.

Per la purificacié de la proteina, el pellet de cél-lules es resuspén en 1 mL de tampd
de lisi: HEPES 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, 10% de glicerol, i una
barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases. Per tal de lisar els bacteris s’afegeix lisozim a
una concentracié 0.5 mg/mL i s’incuba durant 30 minuts a 4°C en rotaci6. Posteriorment, per
dissoldre les membranes bacterianes s’afegeix tritd a una concentracié final de 0.5% i es
manté en gel durant 5 minuts. L'extracte cel-lular es sonica durant 10 segons a poténcia 6
unes tres vegades (Soniprep 150 MSE) i finalment es centrifuga a 15000 rpm durant 10
minuts a 4°C. S’agafa una mostra del sobrenedant com a extracte soluble i la resta s’incuba
amb les beads de Glutatio-Sefarosa 4B (GE, Healthcare Bio-sciences) durant 2 hores a 4°C

en rotacio. Les beads han estat préviament rentades i incubades un minim de 30 minuts a
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4°C amb el tampo de lisi. Passades les 2 hores d’incubacio, les beads ja unides a les fusions
GST es renten tres vegades amb el tampo de lisi que conté 0.1% de tritd i s’elueixen amb 75
ML d’'una solucié que conté glutatié reduit 40 mM, NaCl 20 mM, DTT 0.5 mM i Tris-HCI 65
mM pH 8, durant 10 minuts a temperatura ambient en rotacio. Es recull el sobrenedant i
s’afegeix novament 75 pL de tampd d’elucio i es torna a deixar 10 minuts a temperatura
ambient en rotacid. En total, 150 yL de proteina eluida que es guarda a -80°C. S’agafa una
petita mostra de la purificacio i, juntament amb les mostres d’extrets solubles, s’analitzen per
SDS-PAGE i el gel es tenyeix amb blau brillant de Coomassie (EZblue™ Gel Staining
Reagent, Sigma). La concentracio i la puresa dels substrats es van estimar mitjangant la

comparacio amb patrons de proteines tenyides amb blau brillant de Coomassie.

4.6. Fraccionament cel-lular

El fraccionament de proteines es va realitzar amb el kit de fraccionament subcel-lular
de proteines per a cultius cel-lulars (78840, Thermo Scientific-Pierce), a partir del pellet de
cel-lules infectades o transfectades obtingut pel mateix métode que en la immunoprecipitacié
i la purificacié per afinitat. Amb el fraccionament s’ha obtingut una fraccié soluble i una
fraccio de membrana. La fraccié soluble correspon a una barreja de fraccions citosolica i

nuclear soluble tal com es descriuen en les instruccions del fabricant.

En aquest protocol s'utilitzen diferents reactius i diferents velocitats de centrifugacio
per tal d’obtenir les multiples fraccions. Els punts més importants sén calcular el volum inicial
del pellet de cel-lules per ajustar al maxim el volum del primer tampd que s’ha d’afegir per
resuspendre les cél-lules, aixi com la forga i el temps d’homogeneitzacié, diferents en cada
pas. Amb aquest kit, les fraccions obtingudes son utilitzades per fer estudis de localitzacié i
de redistribucié mitjangant la técnica western blot. Com a controls del fraccionament s’han
utilitzat el receptor de la transferrina (TFR) com a marcador de membrana, la tubulina i el

GAPDH com a marcadors citosolics i el PCNA com a marcador de nucleoplasma.
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4.7. Assaig d’activitat Rac1 (Rac1-pull down)

L’activitat Rac1 s’ha analitzat mesurant la forma activa de Rac1 unida a GTP. Els
assaigs s’han realitzat utilitzant beads d’agarosa PAK1-PBD (Cell Biolabs, STA-411) d'acord
amb les instruccions del fabricant. Els extractes cel-lulars s’han obtingut de la mateixa
manera que en la immunoprecipitacid, a partir d'una placa 100 mm de diametre de
fibroblasts i de cél-lules tumorals R3327-5’A transfectades amb les diferents construccions
seguint el protocol de transfeccio cel-lular explicat anteriorment. Es resuspenen el pellets de
cel-lules amb 1 mL de tampé de lisi (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 300 mM, MgCl,; 10 mM,
4% de glicerol, 1% de tritd i una barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases). Les cél-lules
es trenquen amb I'homogeneitzador Douncer 15x i es centrifuguen els lisats cel-lulars a
300g durant 5 minuts a 4°C. S’agafa mostra del sobrenedant com a extracte soluble i la resta
s'incuba amb 10 pug de beads PAK1-PBD durant 45 minuts a 4°C en rotacié. Després de tres
rentats amb el tamp¢ de lisi fred, les beads d'agarosa s’elueixen amb 2xSSR (4% de SDS,
Tris-HCI 0.25 M pH 6.8, 10% de sacarosa, 2% de B-mercaptoetanol i 0.01% de blau de
bromofenol) i es bullen durant 5 minuts a 95°C. Les mostres es separen mitjangant SDS-
PAGE i es fa el western blot amb I'anticds primari anti-Rac1 (monoclonal de ratoli, clon 102,
BD Biosciences). L’activitat Rac1 es calcula fent la ratio entre la quantitat de Rac1 obtinguda

de la purificacio per afinitat (Rac1-GTP) i la Rac1 de I'extracte soluble (Rac1 total).

4.8. Assaig d’activitat Ral (Ral-pull down)

De la mateixa manera que en l'activitat Rac1, I'activitat Ral s’ha analitzat mesurant la
forma activa de Ral unida a GTP (van Triest et al., 2001). Per dur a terme aquest assaig
s’han utilitzat les beads d’agarosa RalBP1 (Upstate, cat# 14-415) seguint les instruccions del
fabricant. Els lisats cel-lulars s’han obtingut d'una placa de 100 mm de diametre de cél-lules
HEK293T co-transfectades amb HA-RalB (pCYC886) i els diferents al-lels de ciclina D1
(pCYC396 o pCYC2057), resuspenent el pellet de cel-lules amb 600 uL de tampé de lisi
fred: Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, MgCl, 2.5 mM, DTT 2.5 mM, 1% de trité i una
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barreja d’inhibidors de proteases i fosfatases. Les célllules es trenquen amb
’'homogeneitzador Douncer 15x i es centrifuguen els lisats cel-lulars a 300g durant 5 minuts
a 4°C. S’agafa mostra del sobrenedant com a extracte soluble i la resta s’incuba amb 10 ug
de beads RalBP1 durant 30 minuts a 4°C en rotacid. Després de tres rentats amb el tampé
de lisi fred, les beads d'agarosa s’elueixen amb 2xSSR (4% de SDS, Tris-HCI 0.25 M pH 6.8,
10% de sacarosa, 2% de B-mercaptoetanol i 0.01% de blau de bromofenol) i es bullen
durant 5 minuts a 95°C. Les mostres es separen mitjangant SDS-PAGE i es fa el western
blot amb I'anticds primari anti-HA (monoclonal de ratoli, clon 12CA5, Cell Cycle Lab) per
mirar els nivells de HA-Ciclina D1 i HA-RalB transfectats. L’activitat RalB es va calcular fent
la ratio entre la quantitat de RalB obtinguda de la purificacio per afinitat (RalB-GTP) i la RalB

de I'extracte soluble (RalB total).

4.9. Assaig quinasa

Per la reaccié quinasa, es barregen 0.2-0.5 ug de substrat (les diferents fusions de
GST-Paxilina purificades del GST-pull down) amb 1.5 uL de complex actiu ciclina D1-Cdk4
purificat a partir de baculovirus (C0620, Sigma) en 20 uL de tampé quinasa (Tris-HCI 50 mM
pH 7.5, MgCl; 10 mM, DTT 0.5 mM, EGTA 1 mM i B-glicerofosfat 2.5 mM), juntament amb
ATP “fred” a 10 uM, 10 uCi de y-32P-ATP (PerkinElmer, 3000 Ci/mmol) i, o bé DMSO o bé
inhibidor de Cdk4/6 anomenat Palbociclib a 2 yM (S1116, Selleckchem). Com a control
s'utilitza el substrat GST-pRB. Aquesta reaccié s’incuba durant 20 minuts a 30°C i s’atura
afegint 2xSSR (4% de SDS, Tris-HCI 0.25 M pH 6.8, 10% de sacarosa, 2% de B-
mercaptoetanol i 0.01% de blau de bromofenol) i bullint 5 minuts a 95°C. Es separa per
electroforesi SDS-PAGE, es deixa assecar el gel i s’exposa amb un film a -80°C un cert
temps. Les proteines fosforilades es visualitzen per autoradiografia en I'aparell revelador

OPTIMAX X-Ray Film Processor PROTEC®.
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4.10. Assaig d’interaccio directa

La FLAG-Ciclina D1 (pCYC193) es va amplificar per PCR, es va transcriure in vitro
amb la RNA polimerasa T7 (New England Biolabs) i es va traduir in vitro en reticulocits de
conill (Promega). Per l'assaig d’interacci6 directa per purificacio per afinitat, 400 ng de GST-
Paxilina (pCYC2064) i de GST-Paxilina amb el domini C-terminal (pCYC2081) purificades a
partir d'E. coli, es van immobilitzar sobre beads de Glutati6-Sefarosa 4B (GE, Healthcare
Bio-sciences) i es van incubar amb FLAG-Ciclina D1 en el tampé d’unié6 (HEPES-KOH 20
mM pH 7.5, KCI 150 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 0.5 mM, 0.1% de NP-40, DTT 1 mM, PMSF 1
mM, 10% de glicerol i inhibidors de proteases i fosfatases) durant 30 minuts a temperatura
ambient. Després de quatre rentats amb el mateix tampd, les mostres es van analitzar per

SDS-PAGE i western blot anti-GST.
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5. ANIMALS D’EXPERIMENTACIO

5.1. Consideracions prévies

El nostre treball s’ha realitzat sota la supervisiéo del personal pertinent de la nostra
institucio, respectant totes les disposicions legals i étiques vigents. A més, aquest
procediment ha estat aprovat pel Comité d'Etica d'Experimentacié Animal de la Universitat
de Lleida. Aquest assaig de metastasi es va fer seguint les directrius dels Instituts Nacionals
de Salut per a la Cura i Us d'Animals de Laboratori, recollides en les segiients disposicions
legals: la Llei 5/1995 de 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de proteccio dels
animals utilitzats per a experimentacio i per altres finalitats cientifiques, i el Decret 214/1997

de 30 de juliol, que desenvolupa la llei anteriorment esmentada.

5.2. Assaig de metastasi

Els ratolins utilitzats en aquest procediment es van mantenir en cicles de 12 hores de
llum/foscor, a una temperatura constant de 22°C i amb accés ad libitum a menjar i aigua.
Ratolins femella immunodeficients SCID hr/hr de 12 setmanes d'edat (en el capitol 1) i
ratolins mascle immunodeficients SCID hr/hr de 8 setmanes d’edat (en el capitol 2) es van
mantenir en condicions lliures de patdgens especifics (SPF), i van ser inoculats mitjangant
injeccié intravenosa retroorbital. Es van injectar 5-10° cél-lules R3327-5'A co-infectades en
I'assaig del capitol 1, i 2.5-10* cél-lules R3327-5'A i 5-10° cél-lules MFE co-infectades en els
experiments del capitol 2. Els animals injectats amb cél-lules tumorals R3327-5’A van ser
sacrificats quinze dies després en el capitol 1 i una setmana després en el capitol 2. Els
animals injectats amb cél-lules tumorals MFE van ser sacrificats quatre setmanes després.
En I'experiment del capitol 1, es van recuperar els pulmons i es van fixar en solucié de
Bouin; una mostra es va incloure en parafina per a la tincid6 d'hematoxilina-eosina. En
'assaig del capitol 2, es va quantificar la luminescéncia emesa per les cél-lules injectades
que expressen de forma estable la luciferasa, i es van extreure els pulmons per tal de fer la

immunohistoquimica amb I'anticos anti-HA.
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CAPITOL 1:

La ciclina D1 citoplasmatica regula
I’adhesioé cel-lular, la invasio i la metastasi

a traveés de la fosforilacié de paxilina
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RESULTATS — CAPITOL 1

1. LA PAXILINA S’UNEIX | ES UN SUBSTRAT IN VITRO

DEL COMPLEX CICLINA D1-CDK4

El nostre grup préviament ha descrit en fibroblasts de ratoli a través d’'una co-
immunoprecipitacio especifica (co-IP) a nivell endogen, la interaccio de ciclina D1 i de Cdk4
amb la paxilina (Figura 16). Per tal de confirmar aquest resultat, també s’ha analitzat la
interaccid entre paxilina i ciclina D1 en condicions heterdlogues. Es va co-transfectar GFP-
Paxilina (pCYC2066) i FLAG-Ciclina D1 (pCYC193) en cel-lules de tumor de prostata de rata
(R3327-5'A) i es va realitzar una immunoprecipitacié contra GFP. L’anticos anti-GFP va co-
immunoprecipitar FLAG-Ciclina D1 només quan la GFP estava fusionada a paxilina, perd no
en les cel-lules control transfectades unicament amb GFP (Figura 18A). Per tal de provar si
la interaccié entre ciclina D1 i paxilina és directa, es va dur a terme un assaig d’interaccié
directa per purificacioé per afinitat en condicions in vitro. Fusions de GST-Paxilina de longitud
completa (pCYC2064) o només amb el domini C-terminal (pCYC2081), que conté només els
4 dominis LIM de la paxilina, purificades d’Escherichia coli es van barrejar amb FLAG-
Ciclina D1 (pCYC193) produida per traduccié in vitro. Es va recuperar la ciclina D1 unida a
les beads de glutatié unicament quan es van utilitzar les construccions fusionades a GST,
perd no en el control amb GST sol (Figura 18B). En definitiva, aquests resultats confirmen

que hi ha una interaccié especifica i directa entre paxilina i ciclina D1.

La paxilina esta regulada per la fosforilaci6 en diferents residus en resposta a
multitud d’estimuls extracel-lulars (Deakin and Turner, 2008). Com que aquesta proteina
conté molts residus serina/treonina susceptibles de ser fosforilats, es va analitzar si paxilina
era un substrat del complex ciclina D1-Cdk4. Mitjangant un assaig quinasa vam veure que el
complex ciclina D1-Cdk4 purificat a partir de cél-lules d’insecte fosforilava la GST-Paxilina
obtinguda per expressié heterologa en E. coli (Figura 18C), i que I'absencia del complex
ciclina D1-Cdk4 o I'us de linhibidor especific de Cdk4/6 anomenat Palbociclib impedia
aquesta fosforilacio, confirmant que era deguda al complex ciclina D1-Cdk4 inclos en

'assaig. Com a control d’aquest assaig quinasa es va utilitzar el GST-pRB.
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Figura 18. La paxilina s'uneix directament i és un substrat in vitro del complex ciclina D1-Cdk4.
(A) Cel-lules tumorals R3327-5'A es van co-transfectar amb GFP-Paxilina o amb un vector GFP buit,
juntament amb FLAG-Ciclina D1. Els lisats cel-lulars es van immunoprecipitar amb un anticos
monoclonal anti-GFP, i es va fer el western blot amb I'anticos anti-GFP (part superior) o anti-FLAG
(part inferior). La cadena pesada de l'anticos s’indica com a Ab HC. (B) La proteina ciclina D1
produida per traduccié in vitro es va incubar amb la proteina GST o GST-Paxilina (de longitud
completa o la regié C-terminal que conté els quatre dominis LIM, aa337-591) purificades d'E. coli. Els
inputs i els pull down de GST es van analitzar per western blot per detectar ciclina D1 i GST.
L'asterisc (*) indica bandes de degradacio. (C) Assaig quinasa utilitzant el complex ciclina D1-Cdk4
(Sigma) per determinar I'activitat quinasa contra la GST-Paxilina (longitud completa) i el GST-pRB
utilitzat com a control. L’inhibidor de Cdk4/6 anomenat Palbociclib es va afegir a 2 uM. La tincio del
gel amb Coomassie s'utilitza com a control de carrega (part inferior, input).
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2. ANALISI DE LES DIANES DE FOSFORILACIO DE LA

PAXILINA | OBTENCIO DELS DIFERENTS MUTANTS

Per identificar els residus que es fosforilen en la paxilina, primer es va estudiar la
fosforilacié in vitro de construccions de paxilina amb diferents delecions en I'extrem N-
terminal (pCYC2078, pCYC2079, pCYC2080, pCYC2081) mitjangant I'assaig quinasa in
vitro. Vam observar que si s’eliminaven els primers 270 aminoacids de la paxilina de ratoli
(pCYC2080) desapareixia la fosforilacié de la proteina produida pel complex ciclina D1-Cdk4
(Figures 19A i 19B). Per tal de definir quin residu de la paxilina podia ser el qué fosforilava
el complex ciclina D1-Cdk4, vam estudiar les serines i treonines que hi havia en aquest
domini N-terminal de 270 aminoacids. Se sap que el residu serina 83 de la paxilina és
fosforilat per les quinases ERK i p38 (Ishibe et al., 2004; Huang et al., 2004), el residu serina
178 és fosforilat per la quinasa JNK (Huang et al., 2003; Huang et al., 2008) i ambdds
residus estan implicats en migracio, mentre que la serina 244 forma part d’'una seqiéncia
consens per la quinasa Cdk2 i és fosforilada per Cdk5 durant la diferenciacio
d’oligodendrocits (Miyamoto et al.,, 2007). Com que aquestes serines semblaven bones
candidates com a dianes de fosforilacio, vam crear diferents al-lels de paxilina amb
mutacions puntuals en aquests residus mitjangant mutagénesi dirigida amb la técnica PCR-
SDM (Figura 19C). L’Us d'aquests al-lels mutants de paxilina en els assaigs quinasa in vitro
va permetre establir que el complex ciclina D1-Cdk4 fosforila aquestes tres serines en la
paxilina (S83, S178 i S244), ja que unicament es pot observar abséncia de fosforilacié en el
triple mutant no fosforilable S83A S178A S244A (pCYC2090) (Figura 19D). No obstant aixo,
el doble mutant no fosforilable S83A S178A (pCYC2173) presenta una disminucié important
del senyal de fosforilacié respecte al que mostra la paxilina wild type (pCYC2064), indicant
que el residu serina 244 no sembla tenir tanta importancia en la fosforilacid in vitro de
paxilina per part del complex ciclina D1-Cdk4. Aquesta serina 244, al ser un lloc canonic de

fosforilacié de Cdk2, potser també és fosforilada in vitro per Cdk4 de manera inespecifica.
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L’'abséncia de fosforilacid dels al-lels de paxilina mutants no es deu a la manca
d'interacciod, ja que vam detectar nivells similars de co-immunoprecipitacié de HA-Ciclina D1
(pCYC396) amb la paxilina wild type (pCYC2066) i amb els al-lels mutants de paxilina (no
fosforilable, pCYC2105, i fosfomimétic, pCYC2103) marcats amb GFP en cél-lules humanes
HEK293T co-transfectades (Figura 19E). Per tant, aquests resultats in vitro demostren que

el complex ciclina D1-Cdk4 fosforila la paxilina, en les serines 83 i 178.

Alternativament, la paxilina fusionada a GST (pCYC2064) es va utilitzar en un assaig
quinasa in vitro amb el complex ciclina D1-Cdk4 en preséncia d'ATP o en abséncia d'ATP
com a control, sense radioactivitat. Posteriorment, les mostres es van sotmetre a una
electroforesi SDS-PAGE i els gels es van tenyir amb Coomassie. Després de rentar amb
aigua, les bandes de proteines d'interés es van preparar i presentar a la Fundacio Institut de
Recerca Biomédica de Bellvitge (IDIBELL), al Servei de Protedmica, per a l'analisi de les
masses moleculars dels péptids quimiotriptics per HPLC-MSMS. EIl Servei de Protedmica
ens va suggerir que per a cada banda a assajar es recuperessin tres talls (baixa, mitjana i
alta mobilitat) ja que la fosforilacié podia alterar la mobilitat de la banda de proteina. Amb
aquesta analisi d’espectrometria de masses vam confirmar la fosforilacié in vitro de la serina

83 de paxilina (Figures 19F i 20).
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Figura 19. Analisi de les dianes de fosforilacio de paxilina pel complex ciclina D1-Cdk4.
(A) Construccions de paxilina amb delecions en I'extrem N-terminal, les quals s’analitzen mitjancant
(B) un assaig quinasa in vitro per saber si sén fosforilades pel complex ciclina D1-Cdk4 (Sigma).
L’asterisc (*) indica les bandes de fosforilaci6 de GST-pRB i de GST-Paxilina. (C) Construccions
d’allels de paxilina amb residus no fosforilables per tal d’estudiar les dianes de fosforilacié de la
paxilina. Les mutacions puntuals s’han obtingut per PCR-SDM. (D) Assaig quinasa ultilitzant el
complex ciclina D1-Cdk4 (Sigma) i fent servir com a substrats els diferents mutants amb residus no
fosforilables de paxilina. La tincié del gel amb Coomassie es va utilitzar com a control de carrega (part
inferior, input). La intensitat de les bandes es va quantificar amb el programa ImageJ en condicions
d'exposicio de senyal no saturat. L'eficiéncia de la fosforilaci6 es mostra com una relacié entre el
senyal radioactiu del **P incorporat i el input, de dos experiments independents (mitiana + SD) i
relativa a la paxilina wild type; st indica I'estandard de carrega. (E) La ciclina D1 s'uneix amb la
mateixa eficiencia a I'al-lel wild type de paxilina que als al-lels mutants (no fosforilable i fosfomimetic).
Cél-lules HEK293T van ser co-transfectades amb els diferents al-lels de GFP-Paxilina o amb un
vector GFP buit, juntament amb la HA-Ciclina D1. Els lisats cel-lulars es van immunoprecipitar amb un
anticos monoclonal anti-GFP i les proteines es van detectar per western blot utilitzant els anticossos
anti-GFP (part superior) i anti-HA (part inferior). (F) La paxilina fusionada a GST es va utilitzar en un
assaig quinasa in vitro amb el complex ciclina D1-Cdk4 (Sigma) en preséncia o abséncia (control)
d'ATP, sense radioactivitat. Posteriorment, les mostres es van separar per electroforesi SDS-PAGE,
es van tenyir amb Coomassie i es van recuperar tres fragments de cada mostra (1, 2 i 3 bandes de
diferent mobilitat). Les bandes es van enviar per a la seva analisi per espectrometria de masses.
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A
Band st & Coverage n° Phospho
Simpies mobility 1" protein Score (%) : peptides -pept‘i)de
no ATP | 1 low Pxn 1033.78 33.08 18 0
._No ATP | 2 middle Pxn 1679.06 |  47.5 33 0
no ATP | 3 high Pxn 551.05 | 19.6 11 0
ATP Tlow | Nodetected | | o -
| ATP 2 middle Pxn 1600.72 42.5 33 0
1 ATP 3 high Pxn 730.52 22.8 14 1
B
Band . .
samples mobility sequence m/z z Am/z score | modification
no ATP | 1 low AHQQPPSPLPVY 667.37290 2 45.56 64.25
no ATP | 2 middle | AHQQPPSPLPVY 667.3640 2 23.08 71.51
no ATP | 3 high AHQQPPSPLPVY 667.4050 2 84.52 47.36
ATP | 1low | - - 7 7
ATP | 2 middle | AHQQPPSPLPVY 667.3700 2 32.08 77.67
ATP 3 high | AHQQPPSPLPVY 667.3720 2 35.07 44.09
|  ATP* 3 high AHQQPPSPLPVY 707.3420 2 14.48 27.93 | phospho: 7

Figura 20. Resultats obtinguts de I’espectrometria de masses. (A) En I'espectrometria de masses
de les 3 bandes de diferent mobilitat obtingudes de l'assaig quinasa en presencia i en abséncia
d’ATP, s’ha identificat la paxilina (Pxn), a excepcié de la banda 1 en presencia d’ATP que no s’ha
identificat cap peptid. (B) En I'analisi dels peptids per espectrometria de masses, s’ha identificat una
fosforilacié en la banda 3 de l'assaig quinasa en presencia d’ATP, i aquesta fosforilacié pertany a la
serina 83 de paxilina.
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3. LA FOSFORILACIO DE PAXILINA EN LES SERINES 83 |
178 PEL COMPLEX CICLINA D1-CDK4 ES NECESSARIA

PER L’ADHESIO | LA INVASIO CEL:-LULARS

Els fibroblasts deficients en ciclina D1 tenen la mateixa mida i diametre que els
fibroblasts wild type, perd s'adhereixen i s’estenen sobre la placa (spreading) més
rapidament que les cél-lules de tipus salvatge després de sembrar-les sobre plaques
recobertes amb fibronectina (Neumeister et al., 2003; Li et al., 2006a). Ja que es requereix
paxilina per a que els fibroblasts s’estenguin de forma rapida i eficient en fibronectina (Hagel
et al.,, 2002), es va plantejar la hipotesi que la ciclina D1 podria regular negativament el
spreading de les cél-lules a través de la fosforilacié de paxilina, en particular de les serines
83 178. Per tal de provar aixo, es van realitzar diferents assaigs funcionals amb els mutants
de paxilina no fosforilables (serina a alanina: pCYC2105, pCYC2107 i pCYC2068) i els
mutants fosfomimeétics simples i doble (serina a glutamic: pCYC2103, pCYC2108,
pCYC2067, pCYC2109 i pCYC2110).

Primerament, es van transfectar fibroblasts de ratoli immortalitzats deficients en
ciclina D1 (Ccnd1 -/-) amb els diferents mutants de paxilina, els quals tenen fusionada la
proteina GFP, i es va avaluar la capacitat de les cél-lules verdes d’estendre’s en la placa
recoberta amb fibronectina (Figures 21A i 21B). En aquestes condicions d'assaig,
I'expressié de ciclina D1 va produir un retard en el spreading en comparacié amb el control,
és a dir, que a un determinat temps hi havia més cél-lules control Ccnd1 -/- que cél-lules
amb ciclina D1 amb un fenotip estés, indicant que l'abséncia de ciclina D1 afavoreix la
capacitat de les cel-lules per estendre’s a la matriu extracel-lular. Aquest efecte també es va
produir quan es va transfectar I'al-lel fosfomimétic simple de paxilina S83E (pCYC2108) o el
doble mutant S83E S178E (pCYC2103), perd no en el cas del mutant simple S178E
(pCYC2067), indicant que un residu fosfomimétic en la posicié 83 és capag de rescatar el
fenotip de les cél-lules wild type en abséncia de ciclina D1. D’altra banda, els dobles mutants
S83E S178A (pCYC2109) i S83A S178E (pCYC2110) que tenen un residu fosfomimetic (E) i

un altre no fosforilable (A) no van produir retard en el spreading dels fibroblasts deficients en
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ciclina D1 (Figura 21C), indicant que es requereix la fosforilaci6 en ambdos llocs pel control
de l'adhesio i I'extensio de cél-lules per part de paxilina, ja que si un d’ells no es pot fosforilar
no es produeix el retard en el spreading. Aquest punt també queda confirmat quan
transfectem els mutants simples amb residus no fosforilables (S83A o S178A) sense alterar
I'altre residu (Figura 21D). Per aquest motiu, per a que es produeixi el retard en el spreading
observat amb el mutant simple de paxilina S83E, una quinasa diferent al complex ciclina D1-
Cdk4 ha de ser la responsable de la fosforilacid de la serina 178. Per contra, el mutant
simple de paxilina S178E només va produir retard quan va ser co-transfectat amb ciclina D1,
indicant que la fosforilacié de la serina 83 de paxilina depén de ciclina D1. Com a control,
també vam analitzar el spreading de fibroblasts wild type, i vam observar que s’estenien més
lentament que els fibroblasts deficients en ciclina D1 (Figura 21E), tal com ja s’havia descrit
(Neumeister et al., 2003; Li et al., 2006a). A més, el fenotip dels fibroblasts wild type que ja
tenen ciclina D1 no s’altera per I'expressiéo de paxilina o de lal-lel fosfomimétic S83E.
Finalment, vam analitzar els nivells de ciclina D1 transfectada en els fibroblasts Ccnd1 -/-.
Donat que I'eficiencia de les transfeccions va ser del 20% i que la banda de transfeccio és al
voltant del 20% de la ciclina D1 enddgena (mesurada amb el programa Image Lab 4.0.1 de
Bio-Rad), es pot veure que no hi ha una sobreexpressio significativa de ciclina D1 respecte

als nivells endogens en els fibroblasts wild type (Figura 21F).

També es va analitzar la importancia del complex ciclina D1-Cdk4 en la regulaci6 de
l'adhesié i el spreading en les cél-lules tumorals R3327-5'A, que mostren un elevat potencial
metastatic (Luo et al., 1997). Es va reprimir I'expressiéo de ciclina D1 mitjangant RNA
d’interferéncia (knock down) i es va veure que augmentava la capacitat de les cél-lules
R3327-5’A per estendre’s en la placa recoberta amb fibronectina (Figures 22A i 22B), com
en els fibroblasts deficients en ciclina D1. A continuacio, es van expressar els diferents
al-lels mutants de paxilina en aquestes cél-lules R3327-5'A que tenien reprimida I'expressio
de ciclina D1, i es van observar resultats similars als descrits en els fibroblasts, és a dir,
'expressio del doble mutant fosfomimétic S83E S178E (pCYC2103) produeix un retard en el
spreading en abséncia de ciclina D1 mentre que no es produeix aquest retard quan aquests
dos residus serina no es poden fosforilar. Per tant, la fosforilacid de paxilina pel complex
ciclina D1-Cdk4 també és important en la regulacié del spreading en aquests cél-lules
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tumorals. A més, l'expressio del mutant ciclina D1 K112E (pCYC510), que no pot produir
complexes ciclina D1-Cdk4 actius, no va rescatar la deficiencia de ciclina D1 en les cél-lules
R3327-5'A, confirmant que es requereix l'activitat quinasa del complex ciclina D1-Cdk4 pel

control de I'adhesié cel-lular i la seva capacitat per estendre’s en la placa (Figura 22C).
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Figura 21. La fosforilacio de paxilina en les serines 83 i 178 pel complex ciclina D1-Cdk4 es
requereix per disminuir el spreading dels fibroblasts de ratoli. (A) Imatges de la morfologia
estesa (spread) i rodona (unspread) de fibroblasts Ccnd1 -/-, després de ser transfectats amb
diversos al-lels de GFP-Paxilina (barra d’escala = 20 um). (B) Imatge de fibroblasts spread i unspread
visualitzats amb contrast de fase amb l'objectiu 10x. (C i D) Assaig de spreading de fibroblasts Ccnd1
-/- co-transfectats amb diferents al-lels de GFP-Paxilina i amb HA-Ciclina D1 o un vector buit com a
control. Quaranta-vuit hores després de la transfeccio, les cel-lules es van tripsinitzar i es van sembrar
en medi DMEM sense serum en plaques de 6 pous de 35 mm de diametre recoberts amb 5 ug/mL de
fibronectina. Trenta minuts més tard, es va determinar la proporcié de cél-lules verdes que tenien una
morfologia spread respecte el total de cél-lules verdes. Les dades representen la mitjiana + SEM de
tres 0 més experiments independents. Els valors de significacié es van determinar mitjangant ANOVA
d’una via i Tukey-HSD post-test (* indica p<0.05, ** indica p<0.01, ns vol dir que no és significatiu). (E)
Assaig de spreading igual que en C i D de fibroblasts Ccnd1 +/+ co-transfectats amb GFP, GFP-
Paxilina wild type o GFP-Paxilina S83E. També es van transfectar fibroblasts Ccnd1 -/- amb GFP com
a control. Les dades corresponen a tres experiments independents (** indica p<0.01). (F) Western blot
per estimar el nivell de proteina HA-Ciclina D1 transfectada en E.
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Figura 22. Disminucié de la capacitat d’adhesio de les cél-lules tumorals R3327-5’A deguda a la
fosforilaci6 de la paxilina en les serines 83 i 178 per part del complex ciclina D1-Cdk4.
(A) Assaig de spreading de cél-lules R3327-5'A infectades amb RNA d’interferencia contra ciclina D1
(shD1) o amb un RNA d’interferencia control (scramble). Quaranta-vuit hores després de la
transfeccio, les cel-lules es van tripsinitzar i es van sembrar en medi DMEM sense serum en plaques
de 6 pous de 35 mm de diametre recoberts amb 5 ug/mL de fibronectina. Una hora més tard, es va
determinar la proporcié de ceél-lules verdes que tenien un fenotip estes en la placa (spread). Es
representen les dades de tres experiments independents com a mitjana + SEM. La significacié dels
valors es va determinar per un T-test. (B) Imatge representativa de cél-lules R3327-5'A en condicions
spread i unspread d'un dels experiments descrits en A (barra d’escala = 50 um). (C) Assaig de
spreading, igual que en A, de ceél-lules R3327-5’A que tenen reprimida I'expressié de ciclina D1 per
RNA d’interferéncia co-transfectades amb GFP com a control, amb I'al-lel wild type de GFP-Paxilina i
amb els diferents al-lels mutants de GFP-Paxilina, i amb HA-Ciclina D1 humana o un vector buit. Les
dades representen la mitjana + SEM de tres o més experiments independents. Els valors de
significacioé es van determinar mitjangant ANOVA d’una via i Tukey-HSD post-test (* indica p<0.05, **
indica p<0.01, ns vol dir que no és significatiu).
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D’una banda, les cél-lules deficients en ciclina D1 migren i envaeixen menys que les
cel-lules wild type (Li et al., 2006a; Zhong et al., 2010), i d’'una altra banda, la fosforilacié de
paxilina en les serines 83 i 178 es requereix per a una migracio eficient (Ishibe et al., 2004;
Huang et al., 2008). Per aquest motiu vam postular que el complex ciclina D1-Cdk4 podria
exercir un efecte positiu sobre la migracié i la invasio cel-lulars a través de la fosforilacio de
paxilina. Per tant, es va analitzar la contribucio de ciclina D1 en la capacitat de les cél-lules
tumorals R3327-5'A per envair en filtres (transwells) recoberts amb Matrigel. Es va
comprovar que aquestes cél-lules tenen un elevat potencial invasiu, i que la repressio de
'expressio de ciclina D1 per RNA d’interferéncia (knock down) redueix drasticament la
capacitat d'invasié d'aquestes cél-lules (Figura 23A). Perd aquesta pérdua de capacitat
invasiva deguda a la repressio de ciclina D1 es va restaurar amb I'expressio del doble
mutant fosfomimeétic de paxilina (HA-Paxilina S83E 178E, pCYC2100). A diferéncia del que
es va observar en 'assaig de spreading, els dos mutants fosfomimetics simples HA-Paxilina
S83E (pCYC2099) i HA-Paxilina S178E (pCYC2185) sén capagos de rescatar la capacitat
d’invasi6 de les cél-lules deficients en ciclina D1 (Figures 23A i 23B), encara que el mutant
HA-Paxilina S178E ho fa de manera parcial, el que suggereix que ciclina D1 pot regular la
invasio a través de la fosforilacié de paxilina en la serina 83 i en la serina 178. En aquest
assaig d’invasié es va comprovar 'expressio, a nivell de proteina, dels diferents al-lels de
paxilina infectats amb lentivirus, aixi com la reduccio de I'expressio de ciclina D1 pel RNA

d’interferéncia (Figures 23C i 23D).
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Figura 23. El complex ciclina D1-Cdk4 regula la invasio a través de la fosforilaci6 de la paxilina.
(A) Les cel-lules tumorals R3327-5'A es van infectar amb RNA d’interferéncia contra ciclina D1 (shD1)
o amb RNA d’interferencia control. A més, aquestes cel-lules es van infectar amb HA-Paxilina wild
type, amb HA-Paxilina S83E 178E, amb HA-Paxilina S83E o amb HA-Paxilina S178E. Per I'assaig
d’invasié, es van sembrar 5-10* cél-lules co-infectades en filtres transwell previament recoberts amb
Matrigel, en plaques de 24 pous, i es van incubar unes 20 hores per a que es produis la invasié. Els
valors s'expressen com a mitjiana + SEM de tres experiments independents. La significacio dels valors
es va determinar mitiangant ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (* indica p<0.05, ** indica
p<0.01, ns vol dir que no és significatiu). (B) Imatges representatives (barra d’escala = 100 um) de
l'assaig d’invasi6 realitzat en A. Les cel-lules van ser fixades i tenyides amb Hoescht (input). Les
cel-lules que no havien envait es van eliminar utilitzant un bastonet de cot6, quedant tnicament les
cel-lules que havien envait el Matrigel. (C i D) Les imatges de western blot mostren I'expressio de
paxilina utilitzant I'anticos de rata anti-HA, i I'expressié de ciclina D1 utilitzant I'anticos de ratoli (clon
DCS6) en les cél-lules co-infectades. La tubulina o la tincié del gel amb Coomassie s'utilitzen com a
control de cérrega.
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Pxn S83E
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4. LES CEL-LULES DEFICIENTS EN CICLINA D1 TENEN

NIVELLS REDUITS DE PAXILINA FOSFORILADA EN LA

SERINA 83

Els assaigs funcionals que s’han realitzat indiquen un paper important de la ciclina
D1, a través de la fosforilaci6 de la paxilina, en la regulacid6 de l'adhesid, la capacitat
d’estendre’s i la invasié de les cél-lules. Particularment, els resultats dels assaigs de
fosforilacid in vitro i els resultats funcionals suggereixen que el complex ciclina D1-Cdk4 deu
fosforilar in vivo la paxilina en la serina 83. Per tal de confirmar aquesta hipotesi, es va
utilitzar un anticos fosfo-especific per comparar els nivells de paxilina fosforilada en la serina
83 en extrets de proteina. Es va comparar la fosforilacié de la paxilina en la serina 83 entre
fibroblasts de ratoli wild type i deficients en ciclina D1, en fibroblasts wild type i tractats amb
Palbociclib 2 uM, inhibidor especific de I'activitat del complex ciclina D1-Cdk4 (Figura 24A), i
en cel-lules tumorals R3327-5’A wild type i amb I'expressié de ciclina D1 reprimida (knock
down) (Figura 24B). Es va observar una disminucio significativa (30-40%) en la fosforilacio
de la serina 83 en abséncia de ciclina D1, tot i que hi havia una contribucié important que
era independent de ciclina D1. Es va comprovar que I'anticos fosfo-especific per detectar la
fosforilacié de la paxilina en la serina 83 funcionés correctament utilitzant el mutant de
paxilina no fosforilable (Figura 24C), on es va observar que les cél-lules HEK293T que
tenien transfectada I'al-lel de paxilina no fosforilable S83A S178A (pCYC2105) no mostraven
senyal utilitzant I'anticos contra la paxilina fosforilada en la serina 83. En conclusio, el
complex ciclina D1-Cdk4 fosforila in vivo la serina 83 de la paxilina, tot i que només ho fa en
una fraccié de la paxilina, i les cél-lules deficients en ciclina D1 encara tenen una quantitat

important de paxilina fosforilada en la serina 83.
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Figura 24. La disminucio de I’expressioé de ciclina D1 comporta una reduccio de la paxilina
fosforilada en la serina 83. (A) Per western blot es van determinar els nivells de paxilina fosforilada
en la serina 83 (Pxn phoS83) i els nivells de paxilina total en fibroblasts Ccnd1 -/- i Ccnd1 +/+, i també
en fibroblasts Ccnd1 +/+ tractats amb Palbociclib 2 uM. La relacié de paxilina fosforilada en la serina
83 respecte el total de paxilina es va quantificar amb el programa Image-Lab 4.0.1 de Bio-Rad. Les
dades procedeixen de tres experiments independents i s'expressen com a mitjiana + SEM. Els valors
de significacié es van determinar mitjiangant un T-test. (B) També es van determinar els nivells de
paxilina fosforilada en la serina 83 i els nivells de paxilina total en cel-lules tumorals R3327-5A
infectades amb RNA d’interferéncia contra ciclina D1 (shD1) i amb RNA d’interferencia control (scr).
Com en A, la relacié de paxilina fosforilada en la serina 83 respecte el total de paxilina es va
quantificar amb el programa Image-Lab 4.0.1 de Bio-Rad. (C) Control de I'especificitat de I'anticos
contra la paxilina fosforilada en la serina 83. Cel-lules HEK293T co-transfectades amb [l'al-lel de
paxilina wild type i amb l'al-lel de paxilina no fosforilable S83A S178A es van immunoprecipitar amb
un anticos policlonal anti-paxilina, i es va detectar la proteina per western blot utilitzant els anticossos
anti-paxilina (part superior) o anti-paxilina fosforilada en la serina 83 (part inferior).

Esta descrit que la quinasa ERK fosforila la paxilina en la serina 83 en els focus
d’adhesié (Ishibe et al., 2004). Aixd podria explicar la preséncia d’alts nivells de paxilina
fosforilada en la serina 83 en cel-lules deficients en ciclina D1. Aixi, per observar millor la
contribucié de ciclina D1 en la fosforilacié de la serina 83, es va analitzar la fosforilacié de
paxilina en preséncia de [linhibidor especific de [lactivitat ERK anomenat U0126
(Selleckchem). Es van plantar fibroblasts de ratoli Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- en plaques de 4
pous de 16 mm de diametre i es van incubar 24 hores amb medi DMEM amb 10% de FBS
en una atmosfera humida amb un 5% de CO, a 37°C. Passat aquest temps, van ser
deprivats de sérum per aconseguir uns nivells minims d’activitat ERK i de ciclina D1.

Després de 24 hores, es va tornar a posar sérum a les cél-lules juntament amb I'inhibidor de
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l'activitat ERK U0126 a una concentraciéo de 10 yM o DMSO com a control, per tal d’induir
unicament I'expressio de ciclina D1, i es van agafar mostres en diferents punts de temps per
a l'analisi per western blot (Figura 25A). La quantificacié de la paxilina fosforilada en la
serina 83 respecte la paxilina total va mostrar una proporci6 molt més alta de paxilina
fosforilada en els fibroblasts ciclina D1 wild type que en els fibroblasts deficients en ciclina
D1, sobretot després de 6 hores d’incubacié amb sérum i l'inhibidor U0126, temps en el que
ciclina D1 ja s’havia induit clarament (Figura 25B). Quan no hi ha tractament amb l'inhibidor
de l'activitat ERK hi ha una reduccio de la paxilina fosforilada respecte la paxilina total d’'un
30% aproximadament, atribuible a la manca de ciclina D1 (Figura 25C), tal com s’havia
observat anteriorment. | quan tractem els fibroblasts amb linhibidor de Il'activitat ERK
aquesta diferéncia és molt més significativa ja que desapareix la fosforilacid dels focus
d’adhesié deguda a la quinasa ERK, i és fa més evident la contribucié de ciclina D1 en la

fosforilacio de la paxilina en la serina 83.

D'altra banda, es va avaluar el paper de ciclina D1 en la promocié de la fosforilacié
de paxilina en condicions bioldgiques similars a les de l'assaig de capacitat d’adhesio
(spreading). Cel-lules tumorals R3327-5'A que tenien reprimida I'expressié de ciclina D1
mitjancant RNA d’interferéncia es van transfectar amb un vector buit o amb ciclina D1
humana (pCYC291). Passades quaranta-vuit hores de la transfeccid, es van tripsinitzar les
cél-lules i es van plantar 1.5-10° cél-lules sobre una placa de 24 pous recoberts amb
fibronectina. Aquestes cél-lules es van incubar en abséncia de sérum i es van tractar amb
inhibidor U0126 a 10 yM o amb DMSO com a control unes dos hores en una atmosfera
humida amb un 5% de CO, a 37°C (Figura 25D). En aquestes condicions, I'expressio de
ciclina D1 promou la fosforilacié de paxilina en la serina 83, fins i tot en abséncia d'activitat
ERK (Figura 25E). Aquests resultats son consistents amb que ciclina D1 fosforila una
subpoblacio de la paxilina total, que pot ser important a nivell funcional en la regulacié de la
invasio i la capacitat d’adhesio de les cél-lules. A més, aquests resultats també mostren que
el complex ciclina D1-Cdk4 i la quinasa ERK poden actuar independentment en la regulacio

de la paxilina.
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Figura 25. Ciclina D1 i la quinasa ERK poden actuar independentment en la regulacié de la
paxilina. (A) Westerns blots que mostren I'acumulacié de paxilina fosforilada en la serina 83 i de
paxilina total en fibroblasts Ccnd1 -/- i Ccnd1 +/+, recollits en diferents punts de temps després de la
incubacié amb sérum i l'inhibidor especific de l'activitat ERK U0126 a 10 uM. Els nivells de paxilina
total, ’ERK fosforilada i de ciclina D1 es van analitzar en la mateixa membrana, i els nivells de
paxilina fosforilada en la serina 83 i d’ERK total es van analitzar en una altra membrana. Es va utilitzar
com a control fibroblasts Ccnd1 +/+ incubats en preséncia de serum. L'asterisc (*) indica una menor
exposicié de la mateixa membrana. (B) Quantificacié de la proporcié de paxilina fosforilada en la
serina 83 respecte la paxilina total de 'experiment A. La proteina es va quantificar amb el programa
Image-Lab 4.0.1 de Bio-Rad. (C) Es representa la proporcié de paxilina fosforilada en la serina 83
respecte la paxilina total després de 6 hores d’incubacié amb serum de 4 experiments independents.
Les dades s'expressen com a mitjiana + SEM. La significacio dels valors es va determinar mitjangant
ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (* indica p<0.05, ** indica p<0.01). (D) Westerns blots que
mostren 'acumulacié de paxilina fosforilada en la serina 83 i de paxilina total en cel-lules R3327-5A
sembrades sobre fibronectina. Aquestes cel-lules, previament infectades amb RNA d’interferéncia
contra ciclina D1 (shD1), es van transfectar amb un vector buit o amb ciclina D1 humana i es van
sembrar en plaques recobertes amb 5 ug/mL de fibronectina durant 2 hores. Aquestes cél-lules
R3327-5'A es van incubar en abséncia de sérum i es van tractar amb inhibidor U0126 a 10 uM o amb
DMSO com a control. Els nivells de paxilina total, ’ERK fosforilada i de ciclina D1 es van analitzar en
la mateixa membrana, i els nivells de paxilina fosforilada en la serina 83 i d’ERK total es van analitzar
en una altra membrana. (E) Es representa la proporcié de paxilina fosforilada en la serina 83 respecte
la paxilina total de 4 experiments independents. Les mostres amb inhibidor U0126 i amb DMSO es
van carregar en gels diferents, pero la quantificacio es va realitzar en relacié a la mateixa mostra
carregada en tots els westerns blots. La quantificacié de proteina es va realitzar amb el programa
Image-Lab 4.0.1 de Bio-Rad. Les dades s'expressen com a mitjiana + SEM. La significacio dels valors
es va determinar mitjangant ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (** indica p<0.01).
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5. LA CICLINA D1 CO-LOCALITZA AMB LA PAXILINA EN

LA MEMBRANA CEL-LULAR DE FIBROBLASTS |

CEL:-LULES TUMORALS

Com que els experiments previs indiguen que ciclina D1 pot unir-se i fosforilar només
una porci6 especifica de la paxilina, s’ha analitzat la co-localitzacio de ciclina D1 i paxilina, ja
que potser aquesta interaccié esta limitada per la seva localitzacié subcel-lular. Aixi, es va
estudiar la localitzacié de ciclina D1, paxilina i paxilina fosforilada en la serina 83 per
immunofluorescéncia i microscopia confocal. Per a aquest experiment, es van sembrar
fibroblasts de ratoli en plaques recobertes amb fibronectina i es van incubar durant tres
hores abans de ser fixats. Com era d'esperar, es va detectar acumulacié de ciclina D1 en el
nucli de la majoria de les cél-lules, perdo moltes també van mostrar un senyal difus
citoplasmatic (Figura 26A). Es important destacar que aquest senyal citoplasmatic és
especific ja que és absent en els fibroblasts deficients en ciclina D1. Es va observar que un
30% de les cel-lules mostraven co-localitzacié de ciclina D1 i paxilina en la membrana
cel-lular perd, per contra, no es va observar co-localitzacié en els focus d’adhesio

(Figura 26B).

També es va avaluar la co-localitzacié de ciclina D1 amb la paxilina fosforilada en la
serina 83 i es va observar co-localitzacio al llarg de la membrana cel-lular dels fibroblasts
(Figura 27A). Es pot veure que en fibroblasts deficients en ciclina D1 no existeix aquesta co-
localitzacid i que el senyal citoplasmatic de I'anticos és especific. Es va obtenir el mateix
resultat de co-localitzacio en les cél-lules tumorals R3327-5’A infectades amb HA-Ciclina D1
(pCYC801) (Figura 27B), on també es van detectar els nivells de proteina infectada per
western blot (Figura 27C). Per tant, ciclina D1 i paxilina fosforilada en serina 83 co-localitzen

en la membrana d’aquestes linies cel-lulars.
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Figura 26. Ciclina D1 co-ocalitza amb la paxilina en la membrana dels fibroblasts de ratoli.
(A) Els fibroblasts immortalitzats Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- van ser fixats amb 4% de paraformaldehid i es
van permeabilitzar amb 0.2% de tritd. Les imatges van ser adquirides mitjangant microscopia confocal
(barra d’escala = 10 um). Els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Es van utilitzar els anticossos
anti-paxilina (clon 349, monoclonal de ratoli, vermell) i anti-ciclina D1 (clon EP12, monoclonal de
conill, verd). (B) Es mostra una ampliacio de la immunofluorescencia realitzada ens els fibroblasts
Ccnd1 +/+, on es mou l'eix Z per veure que la co-localitzacié es produeix en les ondulacions de la
membrana i no en els focus d’adhesio.
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Figura 27. Ciclina D1 co-ocalitza amb la paxilina fosforilada en la serina 83 al llarg de la
membrana cel-lular dels fibroblasts i de les cél-lules tumorals. (A) Els fibroblasts immortalitzats
Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- van ser fixats amb 4% de paraformaldehid i es van permeabilitzar amb 0.02%
de tritd (condicions de baixa permeabilitzacio). Imatges adquirides per microscopia confocal (barra
d’escala = 10 um). Els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Per la immunofluorescéncia es van
utilitzar els anticossos anti-ciclina D1 (clon 72-13G, monoclonal de ratoli, vermell) i anti-paxilina
fosforilada en la serina 83 (policlonal de conill, verd). L’anticos fosfo-especific contra la serina 83 de la
paxilina déna un senyal nuclear que és inespecific ja que la paxilina mostra exclusié del nucli
(referenciat en la fitxa técnica). (B) Cel-lules tumorals R3327-5°A infectades amb un vector buit o amb
HA-Ciclina D1, es van fixar amb 4% de paraformaldehid i es van permeabilitzar amb 0.2% de trito.
Imatges adquirides per microscopia confocal (barra d’escala = 10 um). Els nuclis es van tenyir amb
Hoechst (blau). Per la immunofluorescencia es van utilitzar els anticossos anti-paxilina fosforilada en
la serina 83 (policlonal de conill, vermell) i anti-HA (clon 3F10, monoclonal de rata, verd). Es torna a
apreciar el senyal nuclear inespecific referenciat en la fitxa tecnica de I'anticos fosfo-especific contra
la serina 83 de la paxilina. (C) Es van visualitzar, mitiangant western blot, els nivells de proteina
ciclina D1 endogena i de HA-Ciclina D1 infectada de les cél-lules R3327-5°A utilitzades en B. Es van
carregar quantitats iguals de proteina en cada pou.

Ni ciclina D1 ni paxilina semblen estar distribuides homogéniament per la membrana
cel-lular, sin6 que apareixen co-localitzant en regions especifiques d’aquesta. Aix0 és
consistent amb els resultats previs descrits en la bibliografia que associen ciclina D1 i
paxilina a les ondulacions de la membrana anomenades ruffles (Chen et al., 2004; Zhong et
al., 2010; Meng et al., 2011). La GTPasa Rac1 és essencial per a la formacié d'ondulacions
(ruffles) en la membrana necessaries per a la migracié cel-lular, i es pot utilitzar com un
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marcador d’aquestes estructures (Ridley et al., 1992). Per tant, per determinar si ciclina D1
es troba localitzada en les membranes ruffles, es va estudiar la co-localitzacié de ciclina D1
amb Rac1. Un cop més, al voltant d'un ter¢ de les cél-lules va mostrar co-localitzacié de
ciclina D1 amb Rac1 a la membrana cel-lular, la qual cosa indica que la interaccié entre
ciclina D1 i paxilina té lloc molt probablement en aquestes membranes ruffles (Figura 28A).
A més, aquestes son regions amb un elevat reciclatge de membrana i, per tant, sén zones
enriquides amb la proteina del receptor de transferrina (TFR) (Bretscher and Aguado-
Velasco, 1998). En consequéncia, es va examinar la co-localitzacié de ciclina D1 amb el
TFR en fibroblasts i, una vegada més, la co-localitzaci6 només es va observar en regions
especifiques de la membrana cel-lular (Figura 28B), donant suport a la hipotesi de que hi ha

una localitzacio especifica de ciclina D1 en els ruffles.

Finalment, es va comprovar si la localitzacid de la paxilina en els ruffles estava
alterada en fibroblasts deficients en ciclina D1. Vam veure que, en la membrana cel-lular, els
nivells de paxilina total i de paxilina fosforilada en la serina 83 estaven reduides en
fibroblasts immortalitzats Ccnd1 -/- (Figures 29A i 29B). Tot i aixi, en aquestes cel-lules
deficients en ciclina D1 la quantitat de paxilina i de paxilina fosforilada en els focus d’adhesio
no variava respecte als fibroblasts Ccnd1 +/+, indicant que ciclina D1 afecta a la fosforilacid
de la paxilina unicament en la membrana cel-lular i no en els focus d’adhesio. Es van obtenir
resultats identics en fibroblasts primaris, on la quantitat de paxilina total i de paxilina
fosforilada en la serina 83 disminuia en la membrana cel-lular dels fibroblasts primaris
Ccnd1 -/- respecte als fibroblasts Ccnd1 +/+, sense alterar els nivells de paxilina fosforilada
en els focus d’adhesio (Figures 29C i 29D). Aquest resultat és consistent amb la disminucié
parcial (~30%) de la fosforilaci6 que hem vist per western blot (veure més amunt la
Figura 24A). Per tant, aquests resultats ens revelen que una quantitat significativa de ciclina
D1 interactua amb una petita fraccié de la paxilina total de la cél-lula, i que probablement el

complex ciclina D1-Cdk4 regula només la fraccio de paxilina situada en els ruffles.
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Rac1 Ccend1 merge fibroblast

Figura 28. Ciclina D1 es troba localitza en les ondulacions de la membrana cel-lular (ruffles)
dels fibroblasts de ratoli. (A i B) Fibroblasts Ccnd1 +/+ es van fixar amb 4% de paraformaldehid i es
van permeabilitzar amb 0.2% de tritd. Les imatges van ser adquirides mitjangant microscopia confocal
(barra d’escala = 10 um). Els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Per la immunofluorescéncia es
van utilitzar els anticossos anti-Rac1 (clon 102, monoclonal de ratoli, vermell), anti-TFR (clon H68.4,
monoclonal de ratoli, vermell) i anti-ciclina D1 (clon EP12, monoclonal de conill, verd).
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Figura 29. Els nivells de paxilina i paxilina fosforilada en la serina 83 estan disminuits en les
membranes ruffles dels fibroblasts de ratoli deficients en ciclina D1. (A) Inmunofluorescéencia de
fibroblasts immortalitzats Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/~ fixats amb 4% de paraformaldehid i permeabilitzats
amb 0.2% de trit6. Les imatges van ser adquirides mitjiangant microscopia confocal (barra d’escala =
10 um). Els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Es van utilitzar els anticossos anti-paxilina (clon
349, monoclonal de ratoli, vermell) i anti-paxilina fosforilada en la serina 83 (policlonal de conill, verd).
(B) Es representa la relacioé de cél-lules, a partir de les imatges de A, que mostren acumulacié de
paxilina en les membranes ruffles respecte el total de cél-lules. El nombre de cel-lules comptades va
ser nz179. Les barres indiquen els limits de confianga per a una proporcié (a=0.05). (C)
Immunofiuorescencia de fibroblasts primaris Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/~ seguint el mateix procediment i els
mateixos anticossos que en A. (D) Com en B, es representa la relacié de cel-lules que mostren
acumulacié de paxilina en les membranes ruffles, a partir de les imatges de C. El nombre de cel-lules
comptades va ser n2328. Les barres d’error indiquen els limits de confianga per a una proporcio
(a=0.05).
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6. EL COMPLEX CICLINA D1-CDK4 PURIFICAT DE LA

MEMBRANA CEL-LULAR ES ACTIU

Per confirmar el resultat anterior, es va analitzar la localitzacié de ciclina D1 i paxilina
per fraccionament cel-lular utilitzant un kit de fraccionament subcel-lular de proteines
(Thermo Scientific-Pierce). Utilitzant el protocol del fabricant, en fibroblasts de ratoli es va
obtenir una fraccioé soluble que conté proteines citosodliques i nuclears solubles, i una fraccio
enriquida amb proteines de membrana tal com indiquen els marcadors de proteines de cada
fraccio, que son el receptor de la transferrina (TFR) com a marcador de membrana, la
tubulina com a marcador citosolic i el PCNA com a marcador de nucleoplasma (Figura 30A).
Amb aquest fraccionament es va determinar que tant la ciclina D1 com la paxilina es troben
en la fracci6 de membrana dels fibroblasts, tal com s’havia vist en les immunofluorescéncies.
A continuacio, per determinar si el complex ciclina D1-Cdk4 era actiu en la membrana i, per
tant, era capag de fosforilar la paxilina, es va realitzar el fraccionament cel-lular en cél-lules
tumorals R3327-5'A, que tenen alts nivells enddgens de ciclina D1 en comparacié amb els
fibroblasts. Seguidament, es va immunoprecipitar ciclina D1 de la fracci6 de membrana
(Figura 30B) després de comprovar el fraccionament amb els controls adients: PCNA com a
marcador de nucleoplasma, GAPDH com a marcador citosolic i TFR com a marcador de
membrana (Figura 30C). Amb aquest complex ciclina D1-Cdk4 immunoprecipitat de la
fracci6 de membrana es va realitzar un assaig quinasa in vitro utilitzant GST-Paxilina
(pCYC2064) com a substrat (Figura 30D). Es pot observar com el complex ciclina D1-Cdk4
immunoprecipitat de la fraccid de membrana és capag de fosforilar la paxilina, i que aquesta
fosforilacié desapareix en preséncia de l'inhibidor especific de Cdk4/6 anomenat Palbociclib.
D'aquesta manera, es demostra que ciclina D1 i paxilina es troben en la membrana, i que els
complexes ciclina D1-Cdk4 purificats de la membrana cel-lular s6n actius i capagos de

fosforilar la paxilina.
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Figura 30. Fraccionament cel-lular dels complexes ciclina D1-Cdk4. (A) Fibroblasts de ratoli
immortalitzats es van processar per a realitzar el fraccionament cel-lular, on es va obtenir una fraccio
soluble (sol) i una fraccié6 de membrana (mem). Per western blot es va detectar ciclina D1 (Ccnd1) i
paxilina (Pxn). Com a control del fraccionament es va utilitzar TFR com a marcador de membrana,
tubulina (Tub) com a marcador citosolic i PCNA com a marcador de nucleoplasma. (B) Es va realitzar
el fraccionament de cel-lules tumorals R3327-5°A, i es va immunoprecipitar ciclina D1 amb [l'anticos
anti-ciclina D1 policlonal de conill (Millipore) tant de la fraccié soluble (sol) com de la fraccié de
membrana (mem), i per western blot es va detectar ciclina D1 immunoprecipitada i Cdk4 co-
immunoprecipitada en ambdues fraccions. Com a control de la immunoprecipitacio, es va utilitzar
l'anticos anti-FLAG. (C) Control del fraccionament utilitzant PCNA com a marcador de nucleoplasma,
GAPDH com a marcador citosolic i TFR com a marcador de membrana. (D) El complex ciclina D1-
Cdk4 immunoprecipitat de la fraccié soluble i de la fraccié de membrana obtingut en B es va utilitzar
en un assaig quinasa in vitro fent servir GST-Paxilina com a substrat. Com a control d’especificitat, les
dues reaccions es van tractar amb Palbociclib a 2 uM, inhibidor de I'activitat Cdk4/6. La tincié del gel
amb Coomassie s’utilitza com a control de carrega (part inferior).
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7. CEL-LULES DEFICIENTS EN CICLINA D1 TENEN UNA

ACTIVITAT RAC1 REDUIDA EN LA MEMBRANA

CEL-LULAR

Les cél-lules deficients en ciclina D1 mostren una morfologia més estesa sobre la
placa que les cél-lules wild type i també tenen un major nombre de focus d’adhesié amb
maijors nivells de paxilina fosforilada en tirosines (Neumeister et al., 2003; Li et al., 2006a).
En aquest treball s’ha observat que hi ha una menor acumulacié de paxilina en les
membranes de les cél-lules deficients en ciclina D1 (Figura 29). Aquesta disminucio podria
ser, de fet, una consequéncia dels canvis morfologics d’aquestes cél-lules, com ara una
reduccid6 de les membranes ruffles. La GTPasa Rac1 és la principal inductora de
membranes ruffles i es requereix per a la migracié i la invasio cel-lulars (Chen et al., 2004), i
paxilina indueix migracio i activaci6 de Rac1 a través de diversos mecanismes que
promouen el reclutament a les membranes cel-lulars de GEFs associats a l'activitat Rac1
(Deakin and Turner, 2008). Ja que el complex ciclina D1-Cdk4 regula la fosforilacié de la
paxilina i la invasié cel-lular, es va plantejar la hipotesi de que ciclina D1-Cdk4 pot
incrementar l'activitat Rac1 a través de la fosforilacié de la paxilina i, llavors, una reduccio
dels nivells de ciclina D1 podria donar lloc a una reduccié de les membranes ruffles i, com a
consequéncia, una disminucié de la capacitat invasiva de les cél-lules ja que aquestes
tindrien menys activitat Rac1. Per tant, es va analitzar tant la localitzacié com [I'activitat de

Rac1 en ceél-lules deficients en ciclina D1.

D’entrada, per immunofluorescéncia es va observar que els fibroblasts deficients en
ciclina D1 tenien menys acumulaci6 de Rac1 en els ruffles en comparacid6 amb els
fibroblasts wild type, tant en fibroblasts immortalitzats (Figures 31A i 31B) com en

fibroblasts primaris (Figures 31C i 31D) de ratoli.

També es van transfectar fibroblasts immortalitzats wild type i deficients en ciclina D1
amb el plasmidi YFP-PBD que actua com un biosensor fluorescent de I'activitat Rac1 i és

molt utilitzat en la técnica FRET. La Rac1 unida a GTP, i per tant activa, s’uneix al domini
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PBD de PAK1 i aquesta interaccié proporciona un bon métode per tal de localitzar I'activacié
de Rac1, ja que el domini PBD fusionat a YFP ens permetra observar on es localitza el
Rac1-GTP (Hoppe and Swanson, 2004). Quaranta-vuit hores després de la transfeccio, es
van plantar les cél-lules sobre fibronectina durant una hora i es van fixar amb
paraformaldehid. Es va observar una clara acumulacié del senyal YFP a les membranes
dels fibroblasts Ccnd1 +/+ en un 35% del total de céllules transfectades
(Figures 32A i 32B). Es important destacar que gairebé cap cél-lula Ccnd1 -/- mostrava
senyal YFP a les membranes, indicant que la preséncia de Rac1 activa (YFP-PBD) en la
membrana cel-lular depenia de la presencia de ciclina D1. Es van fer immunofluorescencies
d’aquestes cél-lules i aquest senyal YFP co-localitzava amb Rac1 (Figura 32C) i amb ciclina
D1 (Figura 32D), confirmant que el senyal YFP correspon a Rac1 i que ciclina D1 es
localitza en les membranes ruffles juntament amb Rac1. A més, realitzant un assaig
d’activitat Rac1 en fibroblasts de ratoli, es va detectar una reduccié del 40% dels nivells de
Rac1-GTP en fibroblasts deficients en ciclina D1 respecte als fibroblasts wild type, sense

que els nivells totals de Rac1 canviessin en aquestes cél-lules (Figura 33A).

Tots aquests resultats suggereixen de forma evident que la GTPasa Rac1 esta activa
en les membranes de fibroblasts wild type en condicions de spreading, perd no ho esta en
cel-lules deficients en ciclina D1. Per tant, es pot relacionar la disminucié de paxilina
fosforilada en la serina 83 en aquests fibroblasts Ccnd1 -/- amb aquesta disminucié de

I’'activitat Rac1 en les membranes cel-lulars.
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Figura 31. Els fibroblasts de ratoli deficients en ciclina D1 mostren menor localitzacio de Rac1
en la membrana cel-lular. (A) Fibroblasts immortalitzats Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- es van fixar amb 4%
de paraformaldehid i es van permeabilitzar amb 0.2% de trit6. Les imatges es van adquirir mitjiangant
microscopia confocal (barra d’escala = 10 um). Els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau) i es va
utilitzar I'anticos anti-Rac1 (clon 102, monoclonal de ratoli, vermell). (B) Es representa la proporcié de
cel-lules amb Rac1 acumulada en la membrana respecte el nombre total de cél-lules, a partir de les
imatges obtingudes en A. Les barres d’error indiquen els limits de confianga per a una proporcié
(a=0.05). (C) Fibroblasts primaris Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- tractats de la mateixa manera que en A. (D)
Es representa la proporcié de cél-lules amb Rac1 acumulada en la membrana respecte el hombre
total de ceél-lules, a partir de les imatges obtingudes en C. Les barres d’error indiquen els limits de
confianga per a una proporcié (a=0.05).
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Figura 32. Cél-lules deficients en ciclina D1 no presenten Rac1 activa en la membrana cel-lular.
(A) Es van transfectar fibroblasts immortalitzats de ratoli Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/- amb YFP-PBD
(biosensor de Rac1 activa). Quaranta-vuit hores després de la transfecci6 es van sembrar les
cel-lules en plaques recobertes amb 5 ug/mL de fibronectina durant una hora i es van fixar en gel amb
2% de paraformaldehid durant 10 minuts per evitar la perdua de senyal de YFP. Es van realitzar
diferents imatges amb el microscopi Olympus IX71 i es va mesurar el senyal de YFP amb el programa
Image J per detectar I'acumulacié de senyal de YFP a la membrana. Es mostren dues mesures
representatives (barra d’escala = 10 um). (B) Es representa la relacié de cel-lules que mostren
acumulacié de senyal YFP en la membrana respecte el nombre total de cel-lules transfectades,
calculada a partir de dos experiments independents (mitjana + SD). Les cél-lules comptades van ser
nz200. (C) Es van utilitzar les mateixes cél-lules Ccnd1 +/+ de A per fer una immunofluorescencia,
permeabilitzant amb 0.2% de tritd. Les imatges es van adquirir amb microscopia confocal (barra
d’escala = 10 um) i els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Els anticossos Uutilitzats van ser anti-
Rac1 (clon 102, monoclonal de ratoli, vermell) i anti-GFP (Alexa Fluor 488 de conill, verd). (D) Com en
C, pero utilitzant els anticossos anti-ciclina D1 (clon EP12, monoclonal de conill, vermell) i anti-GFP
(clon 3E6, monoclonal de ratoli, verd).
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En les cél-lules tumorals R3327-5'A es va reprimir I'expressio de ciclina D1 per RNA
d’interferéncia (knock down) i es va veure que els nivells de Rac1 activa depenien de ciclina
D1, ja que la transfeccié d’aquestes cel-lules amb la ciclina D1 humana (pCYC291)
augmentava els nivells de Rac1-GTP respecte les cél-lules control amb I'expressio de ciclina
D1 reprimida (Figura 33B). No obstant, la co-transfeccié de ciclina D1 humana amb un al-lel
mutant de paxilina no fosforilable S83A S178A (pCYC2105) no va tenir cap efecte sobre els
nivells de Rac1 activa ja que no van augmentar respecte el control (Figura 33B), indicant
que l'augment de lactivitat Rac1 podria dependre de la fosforilacid de paxilina. Es va
observar que tant la paxilina wild type (pCYC2066) com l'al-lel de paxilina no fosforilable
S83A S178A tenien uns nivells similars de sobreexpressio respecte la paxilina endogena de
les cél-lules tumorals R3327-5’A i que la ciclina D1 humana transfectada també mostrava
uns bons nivells d’expressié (Figura 33C). També es va veure que I'expressié de l'al-lel
fosfomimetic de paxilina S83E S178E (pCYC2103) va restaurar I'activitat Rac1 en aquestes
cél-lules R3327-5’A amb I'expressio de ciclina D1 reprimida (Figura 33D). Per tant, aquests
resultats indiquen que l'activacié de la GTPasa Rac1 per ciclina D1 esta regulada per la
fosforilacié de la paxilina. A més, la disminucié de I'activitat Rac1 podria ser responsable de

les alteracions morfoldgiques en les cél-lules deficients en ciclina D1.

Si ciclina D1 exerceix els seus efectes sobre la migracio i la invasio a través d’'una
ruta que condueix a la regulacioé de Rac1, el que s’espera és que una hiperactivacio de Rac1
ha de rescatar el fenotip d’invasio i adhesid de les cel-lules deficients en ciclina D1. En
conseqliéncia, es va provar si I'expressio de I'al-lel Rac1 hiperactiu (Rac1 Q61L, pCYC2134)
era capa¢ de recuperar el potencial invasiu de les cél-lules tumorals R3327-5A amb
I'expressio de ciclina D1 reprimida, i es va observar que aquest era el cas (Figura 33E). Es
va veure que les cél-lules knock down de ciclina D1 tenien menys capacitat invasiva que les
cél-lules control, i aquesta es recuperava amb I'expressio de l'al-lel hiperactiu de Rac1
Q61L. A més, I'expressid de l'al-lel hiperactiu Rac1 Q61L produia un retard en la capacitat
d’estendre’s (spreading) dels fibroblasts deficients en ciclina D1 d’'una manera comparable a
les cél-lules transfectades amb ciclina D1 (Figura 33F). En conjunt, tots aquests resultats
suggereixen que ciclina D1 regula la migracio i la invasio cel-lulars a través d’una cascada

d'esdeveniments que condueixen a l'activacio de Rac1 a través de la fosforilacio de paxilina.
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Figura 33. Les cél-lules deficients en ciclina D1 mostren una activitat Rac1 reduida, i aquesta
activitat Rac1 promou la invasi6 i disminueix la capacitat d’adhesié. (A) Assaig d’activitat Rac1
en fibroblasts de ratoli Ccnd1 +/+ i Ccnd1 -/-. La Rac1 unida a GTP es va purificar per afinitat amb les
beads PAK1-PBD (Cell Biolabs) i es va detectar per western blot amb l'anticos anti-Rac1. S’han
realitzat 4 experiments independents i s’indica la quantificacié de Rac1-GTP relativa a la Rac1 total de
I'extracte soluble, i I'activitat Rac1 dels fibroblasts Ccnd1 -/- s’expressa en relacié als fibroblasts
Ccnd1 +/+ (mitjana £+ SEM). La significaci6 dels valors es va determinar mitjangant un T-test (* indica
p<0.05). (B) Cel-lules R3327-5'A, infectades previament amb RNA d’interferencia contra ciclina D1
(shD1), es van transfectar amb GFP-Paxilina o amb I'al-lel no fosforilable GFP-Paxilina S83A S178A, i
amb la ciclina D1 humana, i es van utilitzar en l'assaig d’activitat Rac1 com en A. Es mostren els
valors relatius de Rac1-GTP respecte a la Rac1 total, i s’expressen com a mitjiana + SEM de 4
experiments independents. La significacié dels valors es va determinar mitjiangant un T-test (* indica
p<0.05). (C) Nivells d’expressio de paxilina endogena de GFP-Paxilina transfectada i de HA-Ciclina
D1 transfectada de les mostres de B, detectats per western blot amb els anticossos anti-Paxilina (part
superior) i anti-HA (part inferior). (D) Cél-lules R3327-5°A infectades préviament amb RNA
d’interferencia contra ciclina D1 (shD1) es van transfectar amb GFP-Paxilina o amb [lal-lel
fosfomimetic GFP-Paxilina S83E S178E, i es van utilitzar en I'assaig d’activitat Rac1 igual que en A i
B. Els valors relatius de Rac1-GTP respecte a la Rac1 total s’expressen com a mitjana + SEM de 3
experiments independents. La significacié dels valors es va determinar mitjangant un T-test (* indica
p<0.05). En la part inferior es mostren els nivells d’expressié de GFP-Paxilina transfectada. (E) Assaig
d’invasié de céel-lules R3327-5°A infectades primerament amb un RNA d’interferencia contra ciclina D1
(shD1) o amb un RNA d’interferencia control, i posteriorment amb un vector buit o amb [lal-lel
hiperactiu de Rac1 (Rac1 Q61L). Els valors relatius s'expressen com a mitiana + SEM de 3
experiments independents. La significacié dels valors es va determinar mitjangant ANOVA d'una via i
Tukey-HSD post-test (* indica p<0.05, ns vol dir que no és significatiu). (F) Assaig de spreading de
fibroblasts Ccnd1 -/- co-transfectats amb GFP i, o bé amb la ciclina D1 humana, o amb l'allel
hiperactiu Rac1 Q61L o amb un vector buit. Es representa la proporcié de cel-lules verdes amb un
fenotip estes respecte el total de cél-lules verdes de 2 experiments independents (mitjana + SD).
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8. LA FOSFORILACIO DE PAXILINA EN LES SERINES 83 |

178 RESTAURA EL POTENCIAL METASTATIC DE LES

CEL:-LULES DEFICIENTS EN CICLINA D1

S’ha descrit que ciclina D1 és un marcador de mal prondstic en cancers i s’ha
associat amb la metastasi en diferents estudis clinics (Drobnjak et al., 2000).
Consequentment, cel-lules deficients en ciclina D1 mostren un potencial metastatic reduit
(Huang et al., 2009; Zheng et al., 2013). Ja que tots els resultats d’aquest treball apunten a
la paxilina com a mediador dels efectes deguts a ciclina D1 en l'adhesié i la migracio
cellulars, es va voler provar si I'al-lel fosfomimeétic de paxilina era capag de rescatar el baix
potencial metastatic de les cel-lules deficients en ciclina D1. Amb aquesta finalitat, es va
realitzar un assaig de metastasi in vivo mitjancant la injeccié de cél-lules tumorals R3327-5'A
en el torrent sanguini de ratolins immunodeficients de 12 setmanes d’edat, on les cél-lules
inoculades expressaven l'al-lel de paxilina wild type (pCYC2084) o I'al-lel fosfomimétic de
paxilina S83E S178E (pCYC2100). Els animals es van sacrificar dues setmanes després de
la injeccid, i els seus pulmons van ser examinats macroscopica i microscopicament per tal
d’analitzar les metastasis que s’havien produit (Figura 34A). La repressié de I'expressio de
ciclina D1 per RNA d’interferéncia va reduir drasticament les metastasis associades a les
cel-lules R3327-5'A. Altrament, I'expressié de l'al-lel fosfomimétic de paxilina S83E S178E
va rescatar el potencial metastatic d'aquestes cél-lules deficients en ciclina D1 (Figura 34B).
La ciclina D1 és important per mantenir una alta taxa de proliferacié en les linies cel-lulars
transformades i, com s'esperava, la repressio de I'expressié de ciclina D1 reduia a la meitat
la capacitat proliferativa de les cél-lules R3327-5'A. No obstant aixd, es va observar una
reduccié similar en la proliferacid de les cél-lules que expressen l'al-lel fosfomimétic de
paxilina en abséncia de ciclina D1 (Figura 34C). Per tant, el rescat del potencial metastatic
d’aquest al-lel fosfomimeétic no pot atribuir-se a canvis en la proliferacié d’aquestes cel-lules.
D’altra banda, com es pot veure en la immunohistoquimica del teixit pulmonar, les masses
tumorals mostren alts nivells de ciclina D1 nuclear i citoplasmatica i de paxilina fosforilada en

la serina 83 respecte al teixit sa (Figura 34D), indicant que ambdues proteines s’acumulen
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en el tumor. Amb tots aquests resultats, proposem que la fosforilacié de paxilina pel complex

ciclina D1-Cdk4 és un nou mecanisme pel qual ciclina D1 promou la invasio i la metastasi.
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Figura 34. L’al-lel fosfomimétic de paxilina rescata el potencial metastatic de les cél-lules
tumorals deficients en ciclina D1. (A) En 'assaig de metastasi, cel-lules tumorals R3327-5°A es van
infectar amb RNA d’interferencia contra ciclina D1 (shD1) o amb RNA d'interferéncia control, i
posteriorment es van infectar amb un vector buit , amb la paxilina wild type o amb l'al-lel fosfomimeétic
de paxilina S83E S178E. Es van inocular 51 0° cél-lules R3327-5°A co-infectades en ratolins
immunodeficients (4 animals per condicié) per mitja d’injecci6 intravenosa retroorbital, i els animals es
van sacrificar quinze dies més tard. Es van recuperar els pulmons, es van fixar en solucié de Bouin
(barra d’escala = 3 mm), i una mostra es va incloure en parafina per la tinci6 d’hematoxilina-eosina
(barra d’escala = 200 um). (B) La capacitat metastatica d’aquestes cel-lules en el pulmé es va avaluar
com a nombre de metastasis per mm?, i els resultats de A s’expressen com a mitjana + SEM, on els
valors de significacié es van determinar mitjangant ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (** indica
p<0.01, ns vol dir que no és significatiu). (C) En I'assaig de proliferacio, es van sembrar 2-10* cél-lules
R3327-5°A co-infectades, utilitzades en I'assaig de metastasi, i es van incubar en medi DMEM amb
10% de FBS a 37°C. Després de tres dies es va determinar el nombre de cel-lules. L’experiment es
va repetir cinc vegades i les dades es representen com a mitjana + SEM, on els valors de significacio
es van determinar mitjangant ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (** indica p<0.01, ns vol dir que
no és significatiu). (D) Un tros de biopsia del pulmé control de A es va incloure en parafina i es va
processar per realitzar immunohistoquimiques per detectar ciclina D1, paxilina fosforilada en la serina
83 i Ki-67. Es mostren diferents augments de teixit tumoral i de teixit sa (barra d’escala = 25 um).
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1. L’ADDICIO DE LA CUA DE FARNESILACIO A LA

CICLINA D1 AUGMENTA LA SEVA LOCALITZACIO A LA

MEMBRANA PLASMATICA

Sabem per treballs previs que el complex ciclina D1-Cdk4 s’uneix a Rgl2, que és un
GEF de les GTPases Ral (Fernandez et al., 2011), i aquestes GTPases incrementen la
motilitat cel-lular. Es va plantejar la hipotesi que el complex ciclina D1-Cdk4 promou la
invasio cel-lular a través de I'activacio de Ral via Rgl2, a més de fer-ho a través de paxilina i
Rac1 tal com hem vist en el capitol 1. Per a I'activacié de Ral, RgI2 ha de ser reclutat a la
membrana a través de la GTPasa Ras. Un alllel mutant de Rgl2 que conté el motiu
d’ancoratge a la membrana de K-Ras promou l'activacié constitutiva de la GTPasa Ral
(Wolthuis et al., 1997). A més, s’ha vist que la ciclina D1 s’associa a la membrana
plasmatica de fibroblasts i de cél-lules tumorals MFE quan aquestes s’estenen i s’estan

adherint a la matriu extracel-lular (Figures 35A i 35B).

Amb aquests precedents, es va decidir construir una ciclina D1 amb el mateix motiu
d’ancoratge a la membrana de K-Ras fusionat a I'extrem C-terminal, per provar si
I'associacio forcada de ciclina D1 a la membrana plasmatica podria induir la invasié i la
metastasi de les cél-lules tumorals, i aixi avaluar la funcio citoplasmatica de ciclina D1 de
manera independent de la funcié nuclear. Per construir aquest al-lel de ciclina D1 associat a
la membrana, es van fusionar 11 aminoacids que contenen la sequéncia d'ancoratge de la
proteina humana K-Ras, en l'extrem 3’ de la seqiiéncia codificant de la ciclina D1. Aquesta
sequéncia d’ancoratge conté un domini polibasic que sembla conduir la proteina a la
membrana carregada negativament i un motiu CAAX amb un residu de cisteina per unir una
cua de farnesilacié (Hancock, 2003) (Figura 36A). Per comprovar aquesta nova construccio
de ciclina D1, primerament es van transfectar cél-lules de la linia cel-lular endometrial MFE
amb els al-lels HA-Ciclina D1 (wild type, pCYC396) o HA-Ciclina D1-CAAX (associada a la
membrana, pCYC2057) i es van incubar durant quaranta-vuit hores. Després, es van fixar

les cél-lules i es van processar per realitzar una immunofluorescéncia utilitzant I'anticos
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anti-HA per visualitzar la localitzacié de la ciclina D1 exdgena transfectada. Es va observar
que l'al-lel wild type de ciclina D1 es localitzava en el nucli i el citoplasma mentre que I'al-lel
ciclina D1-CAAX es va localitzar principalment a la membrana i el citoplasma de les cel-lules
(Figura 36B). Es va repetir aquest experiment pero infectant aquesta linia cel-lular
endometrial MFE amb lentivirus que contenen els al-lels HA-Ciclina D1 (pCYC801) o HA-
Ciclina D1-CAAX (pCYC2062). Com abans, també es va observar que I'al-lel wild type de
ciclina D1 es localitzava en el nucli i el citoplasma mentre que l'al-lel ciclina D1-CAAX es
localitzava principalment a la membrana i el citoplasma de les cel-lules infectades
(Figura 36C). D'altra banda, es va determinar que només l'al-lel ciclina D1-CAAX co-
localitzava clarament a la membrana amb la GTPasa RalA, que conté un motiu de
farnesilacio i es localitza per se a la membrana. Aquests resultats indiquen que I'addicié del
motiu de farnesilacié de K-Ras a la ciclina D1 pot segrestar eficagment aquesta ciclina a la

membrana plasmatica.

Per confirmar aquest resultat, es va analitzar la localitzacié dels al-lels de ciclina D1
wild type i de ciclina D1 associada a la membrana (Ccnd1-CAAX) per fraccionament
cel-lular. Les ceél-lules de la linia cel-lular endometrial Ishikawa es van infectar amb ciclina
D1 i ciclina D1-CAAX i es van processar pel fraccionament cel-lular utilitzant un kit de
fraccionament subcel-lular de proteines (Thermo Scientific-Pierce). Utilitzant el protocol del
fabricant, es va obtenir una fraccié soluble que conté les proteines solubles citosodliques i
nuclears i una fracci6 de membrana tal com s'indica amb els controls de les proteines de
referéncia, que son la tubulina com a marcador citosolic, el receptor de la transferrina com a
marcador de membrana i el PCNA com a marcador de nucleoplasma (Figura 36E). Es va
observar que l'al-lel ciclina D1-CAAX es va enriquir ampliament en la fraccié de membrana si
es compara amb l'al-lel de ciclina D1 wild type, que predomina en la fraccid soluble
(Figura 36D). Curiosament, la ciclina D1 wild type enddgena i exdgena també es va veure
en la fracci6 de membrana, tot i que amb uns nivells forga reduits, d'acord amb treballs
previs que suggereixen que ciclina D1 interactua amb proteines associades a la membrana
com filamina A o RalA (Zhong et al., 2010; Fernandez et al., 2011). En aquests treballs, es
suggereix que les funcions citoplasmatiques de ciclina D1 depenen de Cdk4. Per aquesta

rad, es va voler veure si Cdk4 també era present en la fracci6 de membrana. Com era
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d'esperar, una porcié de Cdk4 es trobava a la membrana i també es va enriquir després de
I'expressid del gen ciclina D1-CAAX (Figura 36F). Tots aquests resultats indiquen que
I'expressid de l'al'lel ciclina D1-CAAX associat a la membrana promou l'acumulacié de

complexes ciclina D1-Cdk4 en la membrana.

A Ccend1 MEFs B

Cend1+/+

Cend1-- Ccnd1

merge

MFE cells

Figura 35. La ciclina D1 s'associa a les membranes dels fibroblasts i de les cél-lules tumorals
durant l'extensio sobre la matriu extracel-lular. (A) Fibroblasts immortalitzats de ratoli Ccnd1 +/+ i
Ccnd1 -/- sembrats sobre fibronectina, fixats amb 4% de paraformaldehid i permeabilitzats amb 0.2%
de trité. Les imatges van ser adquirides mitjangant microscopia confocal (barra d’escala = 10 um). Els
nuclis estan tenyits amb Hoechst (blau). Per la immunofluorescencia s’ha ultilitzat I'anticos anti-ciclina
D1 (clon EP12, monoclonal de conill, verd). (B) Cél-lules tumorals MFE processades igual que en A.
S’han utilitzat els anticossos anti-ciclina D1 (clon EP12, monoclonal de conill, verd) i anti-RalA (clon 8,
monoclonal de ratoli, vermell). Es mostra una cel-lula ampliada 3x. Les fletxes indiquen la presencia
de ciclina D1 a la membrana co-localitzant amb RalA. Les cél-lules incubades només amb els
anticossos secundaris Alexa488 i Alexab94 es van utilitzar com a control.
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Figura 36. L’al-lel ciclina D1-CAAX es localitza en les membranes de les cél-lules tumorals.
(A) Representacié esquematica de la fusié C-terminal del motiu d'ancoratge de la proteina K-Ras
humana amb la ciclina D1. (B) Immunofluorescéncia de cel-lules tumorals MFE transfectades amb
HA-Ciclina D1 o HA-Ciclina D1-CAAX, fixades amb 4% de paraformaldehid i permeabilitzades amb
0.2% de trit6. Les imatges van ser adquirides amb el microscopi Olympus IX71. Els nuclis es van
tenyir amb Hoechst (blau). L’anticos utilitzat va ser anti-HA (clon 3F10, monoclonal de rata, verd). (C)
Cél-lules MFE infectades amb HA-Ciclina D1 o HA-Ciclina D1-CAAX, fixades amb 4% de
paraformaldehid i permeabilitzades amb 0.2% de trit6. Les imatges van ser adquirides mitjangant
microscopia confocal (barra d’escala = 10 um). Els nuclis es van tenyir amb Hoechst (blau). Per la
immunofluorescéncia s’han utilitzat els anticossos anti-HA (clon 3F10, monoclonal de rata, verd) i anti-
RalA (clon 8, monoclonal de ratoli, vermell). (D) Cél-lules Ishikawa infectades amb HA-Ciclina D1 o
HA-Ciclina D1-CAAX i recollides quaranta-vuit hores després de ser sembrades per tal de realitzar un
fraccionament cel-lular. Es van analitzar les fraccions per mitja de western blot per detectar ciclina D1
en la fracci6 soluble i en la de membrana, on es mostra la quantificacié dels nivells de ciclina D1 feta
amb el programa Image-Lab 4.0.1 de Bio-Rad. (E) Control del fraccionament cel-lular a través de
diferents marcadors: tubulina com a marcador citosolic, TFR com a marcador de membrana i PCNA
com a marcador de nucleoplasma. (F) Distribucié de Cdk4 en la fraccié soluble i en la fraccio de
membrana. Es mostra la quantificacié dels nivells de Cdk4 feta amb el programa Image-Lab 4.0.1 de
Bio-Rad.
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2. EL RECLUTAMENT DE CICLINA D1 A LA MEMBRANA

PLASMATICA AUGMENTA LA INVASIVITAT DE LES

CEL:-LULES TUMORALS

En un treball realitzat en col-laboracié amb el grup d’Anatomia Patologica del HUAV,
hem analitzat la localitzacié de ciclina D1 en cancers de teixits humans (Fusté et al., 2016).
Els resultats mostren una correlacié entre els nivells citoplasmatics de ciclina D1 i el nivell
d’invasivitat de les cél-lules tumorals. Per aquesta rad es va analitzar si I'al-lel de ciclina D1
associat a la membrana podria augmentar significativament la invasivitat de les cél-lules
tumorals en comparacié amb I'al-lel wild type de ciclina D1. Es van utilitzar cél-lules tumorals
R3327-5’A que tenien I'expressié de ciclina D1 reprimida per RNA d’interferéncia (knock
down) i es van infectar amb lentivirus que contenen els al-lels humans HA-Ciclina D1 wild
type (pCYC801), HA-Ciclina D1-CAAX (pCYC2062), HA-Ciclina D1 K112E-CAAX
(pCYC2063), o un vector buit. Després de cinc dies de creixement en medi complet, les
cél-lules es van processar per realitzar I'assaig d’invasio in vitro per veure el seu potencial
invasiu, tot i que abans es va comprovar I'expressio de proteina dels diferents al-lels de
ciclina D1 per western blot (Figura 37C). Es va observar que I'expressio de ciclina D1-CAAX
induia significativament la invasivitat de les cél-lules R3327-5'A knock down de ciclina D1 en
comparacio amb l'expressié de I'al-lel de ciclina D1 wild type o el vector buit (Figura 37A),
tal com es pot veure en les imatges representatives del Matrigel (Figura 37B). Anteriorment,
s'havia descrit que la participacid de ciclina D1 en la regulacié de la invasié cel-lular era
dependent de Cdk4 (Li et al., 2014). D’acord amb aquest resultat, també es va observar que
I'expressio de I'al‘lel ciclina D1 K112E-CAAX, que forma un complex inactiu amb Cdk4, era
incapa¢ de promoure la invasio de les cél-lules tumorals knock down de ciclina D1. De tots
aquests resultats, es conclou que el segrest d'un complex actiu ciclina D1-Cdk4 en la

membrana cel-lular augmenta el potencial invasiu de les cél-lules tumorals.
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Figura 37. La ciclina D1 associada a la membrana augmenta la invasivitat de les cél-lules
tumorals. (A) Assaig d’invasio de cél-lules tumorals R3327-5'A amb I'expressié de ciclina D1
reprimida per mitia de RNA d’interferéncia (shD1) infectades amb HA-Ciclina D1, HA-Ciclina D1-
CAAX, HA-Ciclina D1 K112E-CAAX o amb un vector lentiviral control. Es van sembrar 5-10* cél-lules
infectades en filtres transwell recoberts previament amb Matrigel, i passades unes 20 hores es van
fixar les cel-lules amb 4% de paraformaldehid i es van tenyir amb Hoechst. Es mostren imatges
representatives del filtre transwell sense netejar (input) i després de netejar (matrigel). (B) Els valors
relatius de cél-lules que han envait el Matrigel es representen com a mitjana + SEM. Les dades son
d'almenys tres experiments independents. La significacié dels valors es va determinar mitjangant
ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (** indica p<0.01). (C) Western blot que mostra I'expressio de
HA-Ciclina D1 en les cél-lules tumorals co-infectades utilitzant ’anticos anti-HA. En la part inferior es
mostra I'actina com a control de carrega.
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3. EL RECLUTAMENT DE CICLINA D1 A LA MEMBRANA

PLASMATICA DISMINUEIX LA CAPACITAT D’ADHESIO

DE LES CEL:LULES TUMORALS | DELS FIBROBLASTS

Com en l'apartat 3 del capitol 1, es va voler avaluar si aquest nou al-lel de ciclina D1
associat a la membrana tenia algun efecte funcional en l'adhesié i en la capacitat
d’estendre’s de les cél-lules sobre la matriu extracel-lular (spreading). Es van ultilitzar
cél-lules tumorals R3327-5’A on se’ls hi va reprimir I'expressié de ciclina D1 mitjancant RNA
d’interferéncia, i es van infectar amb un vector buit, amb l'al-lel wild type de ciclina D1
(pCYC801), amb l'al‘lel ciclina D1-CAAX (pCYC2062) associat a la membrana i amb l'al-lel
ciclina D1 K112E-CAAX (pCYC2063) que forma un complex inactiu amb Cdk4. Es va
observar el mateix resultat del capitol 1, on I'expressié de ciclina D1 feia disminuir la
capacitat d’extensié sobre la placa recoberta amb fibronectina respecte les cél-lules control
deficients en ciclina D1. | en aquest cas, es va veure que I'expressio de l'al-lel ciclina D1-
CAAX encara feia disminuir més aquesta capacitat de spreading (Figures 38A i 38B),
indicant que aquestes cél-lules podien tenir major capacitat migratoria, tal com s’ha vist
anteriorment en I'assaig d’invasio, ja que si la cél-lula presenta una capacitat d’adhesié
elevada és indicatiu de que té un potencial de migracio i d’'invasié baix. A més, aquesta
capacitat d’estendre’s en la placa depenia de 'activitat Cdk4, ja que encara que la ciclina D1
estigui associada a la membrana, si no pot formar un complex actiu amb Cdk4, no
disminueix el spreading de manera significativa. Aquest experiment també s’ha realitzat en
fibroblasts immortalitzats de ratoli deficients en ciclina D1 co-transfectant aquests al-lels de
ciclina D1 juntament amb GFP per avaluar unicament les cél-lules transfectades, i s’ha
obtingut el mateix resultat que en les cél-lules tumorals R3327-5’A knock down de ciclina D1

infectades (Figura 38C).
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Figura 38. Disminucioé de la capacitat d’adhesié de les cél-lules tumorals R3327-5’A degut a
I’'expressio de la ciclina D1 associada a la membrana. (A) Assaig de spreading de cel-lules
tumorals R3327-5’A que tenen reprimida I'expressio de ciclina D1 per mitia de RNA d’interferencia
(shD1) infectades amb els al-lels humans de ciclina D1 wild type, ciclina D1-CAAX, ciclina D1 K112E-
CAAX o amb un vector buit (FSV). Aquestes cél-lules es van sembrar en medi DMEM sense serum
en plaques de 6 pous de 35 mm de diametre recoberts amb 5 ug/mL de fibronectina. Una hora més
tard, es va determinar la proporcié de cel-lules que tenien una morfologia estesa (spread) respecte el
total de cél-lules. Les dades representen la mitjana + SEM d’almenys dos experiments independents.
(B) Imatge representativa de cél-lules R3327-5'A en condicions de spread i unspread d'un dels
experiments descrits en A. (C) Assaig de spreading de fibroblasts immortalitzats Ccnd1 -/- co-
transfectats amb ciclina D1 wild type, amb ciclina D1-CAAX, amb ciclina D1 K112E-CAAX o amb un
vector buit, juntament amb GFP. Quaranta-vuit hores després de la transfeccio, les cél-lules es van
sembrar en medi DMEM sense sérum en plaques de 6 pous de 35 mm de diametre recoberts amb 5
ug/mL de fibronectina. Trenta minuts més tard, es va determinar la proporcié de cél-lules verdes que
tenien morfologia estesa respecte el total de cel-lules verdes. Les dades representen la mitjana +
SEM de tres experiments independents.
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4. LA CICLINA D1 ASSOCIADA A LA MEMBRANA NO

ALTERA LA PROLIFERACIO NI LA CAPACITAT DE

FORMACIO DE COLONIES

S’ha descrit que la sobreexpressio de ciclina D1 redueix el temps de duplicacié de les
cél-lules i augmenta el creixement clonogénic i el creixement independent de substrat en
cél-lules transformades (Biliran et al., 2005; lkeda et al., 2013). D'altra banda, els al-lels
mutants de ciclina D1 que augmenten l'acumulacié nuclear promouen un major increment en
el creixement clonogénic en comparacié amb l'al-lel wild type, fins i tot en les cél-lules no
transformades (Lu et al., 2003; Solomon et al., 2003). Llavors sorgeix la questio de si I'al-lel
de ciclina D1 associat a la membrana pot exercir algun efecte sobre la proliferacio i el
creixement cel-lulars. Es van infectar cél-lules tumorals MFE amb lentivirus que contenen
HA-Ciclina D1 (pCYC801), HA-Ciclina D1-CAAX (pCYC2062) o un vector buit. Després de
comprovar la infeccid (Figura 39D), les cél-lules van ser preparades per determinar la taxa
de proliferacio, el creixement clonogeénic i el creixement independent de substrat. Es va
observar que l'expressiéo de ciclina D1-CAAX associada a la membrana no va canviar
significativament la taxa de proliferacio de les cél-lules tumorals MFE en comparacié amb les
cel-lules que expressaven la ciclina D1 wild type (Figura 39A). A més, I'expressio de l'al-lel
ciclina D1-CAAX no afectava la viabilitat d’aquestes cél-lules. També es va observar que
I'expressio de la ciclina D1-CAAX no va fer canviar ni el creixement clonogénic (Figura 39B)
ni el creixement no adherent (Figura 39C) de les cél-lules tumorals MFE. Aquests resultats
suggereixen que el reclutament de ciclina D1 a la membrana no modifica cap forma de
creixement de les cél-lules tumorals, i que el fenotip observat en 'augment del potencial

invasiu no es deu a un increment en la proliferacié de les cel-lules.
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Figura 39. L’expressio de I’al-lel ciclina D1-CAAX no canvia la proliferacio6 de les cél-lules
tumorals. (A) Assaig de proliferacio en cel-lules tumorals MFE. Aquestes van ser infectades amb
lentivirus que porten HA-Ciclina D1 wild type o HA-Ciclina D1-CAAX associada a la membrana.
Després de comprovar la infeccié, es van sembrar 1-10* cél-lules en plaques de 24 pous de 16 mm
de diametre i es van comptar les cél-lules cada 24 hores durant 4 dies. Es representen les corbes de
creixement de cada condicio i cada punt expressa la mitiana + SD de dos experiments independents.
No es van detectar diferéncies significatives. (B) Assaig clonogenic de cel-lules MFE infectades amb
lentivirus que porten HA-Ciclina D1, HA-Ciclina D1-CAAX o un vector buit com a control. Es van
sembrar 1-10° cél-lules en plaques de 6 pous de 35 mm de diametre i, després de quinze dies
d’incubacio, les colonies es van tenyir amb cristall violeta (dreta), es van fixar amb 4% de
paraformaldehid i es van comptar les colonies formades. El resultat es representa com a mitjana *
SEM de dos experiments independents (esquerra). No es van detectar diferencies significatives. (C)
Assaig clonogenic en condicions no adherents. Cél-lules MFE infectades com en A, es van
tripsinitzar, es van resuspendre en 0.3% d’agar en medi DMEM a una concentracié de 3-10°
cel-lules/mL | es van sembrar en plaques de 6 pous de 35 mm de diametre recoberts amb 0.6%
d’agar. Després de quinze dies d’incubacio, es van visualitzar les colonies formades tenyint-les amb
Mitotracker (dreta) i es van comptar les colonies formades. El resultat es representa com a mitjana +
SEM (esquerra) de tres experiments independents. No es van detectar diferencies significatives. (D)
Es van obtenir extractes proteics de les cél-lules MFE infectades amb HA-Ciclina D1 o amb HA-
Ciclina D1-CAAX i es va analitzar per western blot la quantitat de ciclina D1 infectada amb I'anticos
anti-ciclina D1.
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5. LA UNIO DE LA CICLINA D1 A LA MEMBRANA PROMOU

L’ACTIVACIO DE LES GTPASES RALB | RAC1

Resultats previs mostren que I'expressio de ciclina D1 augmenta l'activitat de les
GTPases Ral i que aquesta activacio pot explicar, en part, 'augment de la matilitat cel-lular
per ciclina D1 (Fernandez et al., 2011). Llavors, s’esperava que la unio de ciclina D1 a la
membrana plasmatica augmentaria I'activacié de les GTPases Ral, i aixd incrementaria
I'eficiéncia de la invasié. Per analitzar aquesta possibilitat, es va co-transfectar HA-RalB
(pCYC886) juntament amb ciclina D1 (pCYC396), ciclina D1-CAAX (pCYC2057) o un vector
buit en cél-lules HEK293T, i després es va determinar els nivells de HA-RalB activa unida a
GTP mitjancant I'assaig d’activitat Ral (Figura 40A). L'expressié de ciclina D1-CAAX
augmenta més l'activitat de RalB que I'expressio de ciclina D1 wild type, tot i que aquest
increment en l'activitat RalB no és estadisticament significatiu si es comparen els dos al-lels
de ciclina D1, perd si que ho és si es compara amb el vector buit (Figura 40B). Atés que la
unio de ciclina D1 a la membrana és capa¢ de millorar sensiblement la invasivitat de les
cél-lules tumorals, es va voler provar si la millora d’aquesta capacitat d’'invasié depenia de
RalB. La repressié de I'expressio de RalB per mitja de RNA d’interferéncia en cél-lules
tumorals R3327-5’A que expressaven l'al-lel ciclina D1-CAAX reduia parcialment la capacitat
d’invasié d’aquestes ceél-lules tumorals (Figures 40C i 40D), indicant una certa dependéncia
de RalB. Totes aquestes dades suggereixen que la ciclina D1 associada a la membrana
promou la invasio, en certa mesura, a través de l'activacio de RalB, perd hi pot haver altres
interactors o substrats a més de les GTPases Ral per tal d’explicar completament el paper

de ciclina D1 a la membrana, com pot ser la paxilina, entre d’altres.

En l'apartat 7 del capitol 1 s’ha vist que les cél-lules deficients en ciclina D1 tenen
una menor activacio de Rac1. Com que la GTPasa Rac1 es requereix per a la migracié i la
invasio cel-lulars (Chen et al., 2004), es va plantejar la hipotesi que aquest nou al-lel de
ciclina D1 associat a la membrana cel-lular pot augmentar 'activitat Rac1 i aquesta activacié
pot ser la causa de 'augment del potencial invasiu d’aquestes cél-lules tumorals. Per aquest

motiu, es va realitzar un assaig de I'activitat Rac1 en cél-lules tumorals R3327-5'A on se’ls hi
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va reprimir I'expressio de ciclina D1 per mitja de RNA d’interferéncia. En aquestes cél-lules
es va transfectar la ciclina D1 humana, o bé lal-lel wild type o lal-lel associat a la
membrana. Es va veure que la ciclina D1-CAAX associada a la membrana produeix un
major augment de l'activitat Rac1 en comparacié amb la ciclina D1 wild type (Figura 41)
explicant, en part, el perqué aquest al-lel de ciclina D1 associat a la membrana fa que les

cel-lules siguin més migratories i invasives.
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Figura 40. L’al"lel ciclina D1-CAAX promou l'activacié de la GTPasa RalB. (A) Assaig d’activitat
Ral de cel-lules HEK293T co-transfectades amb HA-RalB juntament amb HA-Ciclina D1, HA-Ciclina
D1-CAAX o un vector buit com a control. Vint-i-quatre hores després de la transfeccié es van obtenir
els lisats cel-lulars i es va purificar per afinitat la RalB activa unida a GTP mitjangant les beads
RalBP1 (Upstate). Per western blot es va detectar HA-Ciclina D1, HA-RalB total i HA-RalB unida a
GTP amb l'anticos anti-HA. La quantitat de beads RalBP1 i l'actina es mostren com a control de
carrega. (B) Es representa la relacié entre la RalB-GTP respecte la RalB total i s’expressa com a
mitiana + SEM de quatre experiments independents. La significacié dels valors es va determinar
mitiangant ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (* indica p<0.05; ** indica p<0.01). (C) Assaig
d’invasié convencional de cél-lules tumorals R3327-5°A infectades primerament amb RNA
d’interferencia contra RalB (shRalB) o amb RNA d’interferéncia control (scr), i posteriorment amb HA-
Ciclina D1-CAAX o HA-Ciclina D1 K112E-CAAX. Es van sembrar 5-10° cél-lules co-infectades en
suspensio6 en la part superior del filtre recobert amb Matrigel. Després de 6 hores d’incubacié a 37°C,
s’eliminen les cél-lules restants de la part superior del filfre i es compten les cél-lules tenyides amb
Hoescht que han envait el Matrigel. Es representen els valors relatius de cél-lules que han envait i
s'expressen com a mitjiana + SEM de tres experiments independents. La significacioé dels valors es va
determinar mitjancant ANOVA d'una via i Tukey-HSD post-test (** indica p<0.01). (D) Western blot
dels nivells d’expressié de RalB de les cel-lules utilitzades en C. La tincié del gel amb Coomassie
s'utilitza com a control de carrega (part inferior).
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Figura 41. L’al‘lel ciclina D-CAAX augmenta I’activitat Rac1. Assaig d’activitat Rac1 de cél-lules
tumorals R3327-5°A, infectades previament amb RNA d’interferencia contra ciclina D1 (shD1), i
posteriorment transfectades amb HA-Ciclina D1, HA-Ciclina D1-CAAX o GFP com a control. La Rac1
activa unida a GTP es va purificar per afinitat amb les beads PAK1-PBD (Cell Biolabs) a partir de
lisats cel-lulars i es va detectar mitjan¢ant western blot amb l'anticos anti-Rac1. Es mostren els valors
relatius de la quantificacié de la Rac1-GTP respecte a la Rac1 total de I'extracte soluble. Es van
utilitzar les beads com a control de carrega. En la part inferior es mostren els nivells de HA-Ciclina D1
transfectada detectats per western blot amb I'anticos anti-HA.
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6. LA PRESENCIA DE LA CICLINA D1 A LA MEMBRANA

DE LES CEL-LULES TUMORALS ESTIMULA LA INVASIO

| LA METASTASI

La ciclina D1 ha estat descrita com un inductor de metastasis en ratolins i en estudis
clinics (Drobnjak et al., 2000; Huang et al., 2009; Zheng et al., 2013). La nostra hipotesi és
que la importancia de ciclina D1 en la metastasi pot estar relacionada amb les seves
funcions citoplasmatiques. Per mesurar in vivo la rellevancia de la unié a la membrana de
ciclina D1 en la induccio de metastasis, es va injectar cél-lules tumorals MFE infectades amb
ciclina D1 wild type i ciclina D1-CAAX associada a la membrana directament al torrent
sanguini de ratolins immunodeficients de 8 setmanes d'edat. Els animals es van sacrificar
quatre setmanes després de la injeccid, es van examinar els seus pulmons, i es va avaluar
la preséncia de noduls al pulmé (Figura 42A). En aquest assaig de metastasi es va observar
que l'expressio de ciclina D1-CAAX va estimular significativament les metastasis produides
per les cél-lules MFE, on sis dels vuit animals mostraven noduls aparents. En canvi, després
de quatre setmanes, només un animal manifestava metastasis en els pulmons després
d’injectar ceél-lules MFE que expressaven I'al-lel de ciclina D1 wild type (Figura 42B). Les
metastasis van ser causades per I'expressié de HA-Ciclina D1-CAAX en cél-lules MFE ja
que es va detectar el senyal HA en les immunohistoquimiques dels teixits de pulmo, i no es
va detectar senyal HA en el teixit sa. A més, aquest senyal es localitzava al
citoplasma/membrana de les cél-lules (Figura 42C). Finalment, també es va comprovar que
la major quantitat de metastasis en les mostres que expressen ciclina D1-CAAX respecte a
les que expressen ciclina D1 wild type no era a causa de diferéncies en els nivells

d’expressio de proteina de les cél-lules injectades (Figura 42D).

Es va repetir aquest assaig de metastasi injectant cél-lules tumorals R3327-5'A
infectades que també expressaven ciclina D1 wild type i ciclina D1-CAAX associada a la
membrana. Aquestes cél-lules son més agressives que les cél-lules MFE i produeixen

metastasis amb menys temps. Per aquest motiu, es van injectar menys cél-lules que en els
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assaigs de metastasi convencionals per veure més clarament la rellevancia de la ciclina D1
associada a la membrana. També es van inocular aquestes cél-lules R3327-5'A infectades
directament al torrent sanguini de ratolins immunodeficients de 8 setmanes d'edat mitjangant
injeccio intravenosa retroorbital. Els animals es van sacrificar una setmana després de la
injeccio, es van examinar els seus pulmons, i es va calcular la preséncia de noduls al pulmo
(Figura 43A). El resultat també va ser molt clar: les cél-lules R3327-5'A que expressaven
HA-Ciclina D1-CAAX van produir metastasis abans que les cél-lules que expressaven la
ciclina D1 wild type (Figura 43B). | pel senyal HA de les immunohistoquimiques, les
metastasis es van produir com a consequéncia de I'expressié de HA-Ciclina D1-CAAX en les
cel-lules R3327-5’'A (Figura 43C). També es pot apreciar que el senyal HA de la ciclina D1-
CAAX mostra una localitzacié clarament citoplasmatica i es veu associada a la membrana. A
més, aquest augment en la formacié de metastasis per I'al-lel HA-Ciclina D1-CAAX respecte
a l'al-lel control HA-Ciclina D1 no es pot explicar per diferéncies en I'expressié de proteina,
ja que es pot veure que tenen uns nivells d’expressié molt similars en les cél-lules injectades

(Figura 43D).
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Figura 42. L’al-lel ciclina D1-CAAX augmenta I’activitat metastatica de les cél-lules tumorals
endometrials. (A) Cel-lules tumorals MFE que expressen de forma estable la luciferasa es van
utilitzar per I'assaig de metastasi. Es van inocular 5- 10° cél-lules MFE infectades amb HA-Ciclina D1 o
HA-Ciclina D1-CAAX per mitja d’injeccio intravenosa retroorbital en ratolins immunodeficients
(8 animals per condicié). Es mostren imatges representatives de la luminescencia del cos (a dalt) i
dels pulmons (a baix). (B) Després de 4 setmanes, es van extreure els pulmons dels animals i es va
quantificar la luminescencia que tenien. Es representa la luminescencia pulmonar de tots els animals,
que es correlaciona amb el nombre de noduls metastatics que tenen els pulmons. Els valors de
significacio es van determinar per mitja del Mann-Whitney test (p< 0.05). (C) Es van fixar els pulmons i
una mostra es va incloure en parafina per a realitzar la immunohistoquimica amb I'anticos anti-HA. Es
mostren imatges representatives d’aquesta immunohistoquimica. (D) Es van obtenir extractes proteics
de les cel-lules MFE infectades amb HA-Ciclina D1 i HA-Ciclina D1-CAAX abans de ser injectades als
ratolins, i per western blot es va analitzar la quantitat de ciclina D1 infectada amb I'anticos anti-ciclina
D1. L’actina es va utilitzar com a control de carrega (part inferior).

140



RESULTATS — CAPITOL 2

R3327-5A cell
A B 9000 - cels

Ccndl Ccnd1-CAAX

7500 -

6000
4500

3000
1500 - I
.l - |

Ccndl Ccnd1-CAAX

Lungs luminiscence
ph/s/cm2/sr

p<0.05
D R3327-5'A

Cend1-

Cendl CAAX
HA-Ccndl S -

> ' S RASRE i . Cend1 ..
. seee : Gel stain F ’
Anti-HA 5 S

Figura 43. L’al-lel ciclina D1-CAAX augmenta I’activitat metastatica de les cél-lules tumorals de
prostata de rata. (A) Es van utilitzar per 'assaig de metastasi cel-lules tumorals R3327-5A que
expressen de forma estable la luciferasa. Es van inocular 5-10° cél-lules R3327-5'A infectades amb
HA-Ciclina D1 o HA-Ciclina D1-CAAX per mitja d’injecci6 intravenosa retroorbital en ratolins
immunodeficients (4 animals per condicié). Es mostren imatges representatives de la luminescencia
dels pulmons. (B) Una setmana després de la injeccio, tots els animals que tenien injectades cél-lules
R3327-5°A que expressaven HA-Ciclina D1-CAAX van mostrar metastasis de pulmé. Es van extreure
els pulmons dels animals i es va quantificar la luminescéncia que tenien. Es representa la
luminescéncia pulmonar de tots els animals, que es correlaciona amb el nombre de noduls
metastatics que tenen els pulmons. Els valors de significacié es van determinar per mitja del Mann-
Whitney test (p< 0.05). (C) Es van fixar els pulmons i una mostra es va incloure en parafina per a
realitzar la immunohistoquimica anti-HA. Es mostren imatges representatives d’aquesta
immunohistoquimica. (D) Es van obtenir extractes proteics de les cél-lules R3327-5°A infectades amb
HA-Ciclina D1 o HA-Ciclina D1-CAAX abans de ser injectades als ratolins, i per western blot es va
analitzar la quantitat de ciclina D1 infectada amb [l'anticos anti-ciclina D1. La tincié6 del gel amb
Coomassie s’utilitza com a control de carrega (part inferior).
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7. OBTENCIO DE NOUS INTERACTORS DE CICLINA D1

PER LA TECNICA iTRAQ

7.1. Preparaci6 de les mostres

Veient que la ciclina D1 associada a la membrana és capag¢ d’augmentar el potencial
invasiu i metastatic de les cél-lules tumorals, vam decidir utilitzar 'al-lel ciclina D1-CAAX per
aillar noves proteines interactores de ciclina D1 que ens ajudessin a explicar la funcio
citoplasmatica de la ciclina D1 en la invasio i la metastasi. Per fer-ho, es va utilitzar una

técnica protedmica anomenada iTRAQ.

Per realitzar aquesta técnica, primerament es van transfectar cél-lules HEK293T amb
els vectors HA-Ciclina D1-CAAX (pCYC2057) o HA-GFP-CAAX (pCYC2106) com a control
per descartar interaccions passives causades per la localitzacié a la membrana de la cua de
farnesilacié CAAX, i d’'aquesta manera obtenir només les proteines que interaccionen amb la
ciclina D1 associada a la membrana. Per realitzar la técnica iTRAQ es necessitava una gran
quantitat de proteina purificada, i per aquest motiu es van transfectar les cél-lules en plaques
de 150 mm de diametre (quatre plaques per cada condicid). Després de 24 hores de la
transfeccio, es van recollir les cél-lules HEK293T transfectades amb PBS fred utilitzant un

raspador i centrifugant a 1000 rpm durant 5 minuts a 4°C per obtenir el pellet de cél-lules.

A partir dels extractes cel-lulars, es va realitzar una purificacié per afinitat utilitzant les
beads anti-HA (Roche) per tal d'immunoprecipitar la HA-Ciclina D1-CAAX i el control HA-
GFP-CAAX. La proteina purificada es va guardar a -80°C, i es va agafar una mostra per
quantificar-la amb el kit de Bio-Rad DC™ Protein Assay i per analitzar-la mitjancant
electroforesi en gel de poliacrilamida amb Oriole (Bio-Rad). També és va fer un western blot
dels extrets solubles i de les immunoprecipitacions per veure els nivells de proteina HA-
GFP-CAAX i HA-Ciclina D1-CAAX, utilitzant I'anticds monoclonal de ratoli anti-HA (Figura

44A). Finalment, es van enviar les mostres de quatre experiments independents al Beth
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Israel Deaconess Medical Center (Harvard Medical School) per a que fossin analitzades per

un servei extern mitjancant la técnica iTRAQ (Figura 44B).

HA-Ccnd1-CAAX —>
HA-GFP-CAAX —

HA-Ccnd1-CAAX —>

Experiment 2

Experiment 3 Experiment 4

Input IP anti-HA

Input IP anti-HA Input IP anti-HA

Ccnd1 GFP Ccnd1 GFP Ccnd1 GFP Ccnd1 GFP Ccnd1 GFP Ccnd1 GFP

WB: Anti-HA

WB: Anti-Ccnd1

Oriole stain
B
tube# total yield onacetone ppt (ug) normalized tolowest amount (ug) iTRAQ label
1 23,5 141 113
2 48,6 141 114
3 141 141 115
4 42,7 141 116
5 16,5 141 117
6 20,4 141 118
74 37,6 141 119
8 30,6 14,1 121

Figura 44. Purificacio per afinitat de la ciclina D1 associada a la membrana per a la realitzacio
de la técnica iTRAQ. (A) Cel-lules HEK293T sembrades en plaques de 150 mm de diametre es van
transfectar amb HA-Ciclina D1-CAAX o amb HA-GFP-CAAX com a control. Vint-i-quatre hores
després de la transfeccié es van recollir i es va realitzar la purificacié per afinitat amb les beads
d’agarosa anti-HA (Roche), i la proteina immunoprecipitada es va guardar a -80°C. Es va agafar una
petita mostra per realitzar els western blot de comprovacio amb I'anticos anti-HA (part superior) i amb
I'anticos anti-ciclina D1 (part central). També es va agafar mostra per quantificar amb el kit de Bio-
Rad DC™ Protein Assay, aixi com tenyint un gel amb Oriole (Bio-Rad) (part inferior). Es mostren tres
dels quatre experiments independents que s’han realitzat. (B) Taula on es mostra la quantitat de
proteina purificada en cada experiment i el marcatge utilitzat per cada mostra.
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7.2. Analisi dels resultats obtinguts en I'ilTRAQ

Es van identificar unes 150 proteines que tenien com a minim un péptid amb una
significacio del 95%. D’aquestes 150 proteines identificades, es van seleccionar les que
tenien una ratio superior a 1, és a dir, que estaven enriquides en la mostra
immunoprecipitada de HA-Ciclina D1-CAAX respecte el control. Es va dividir la mostra amb
HA-Ciclina D1-CAAX pel seu control HA-GFP-CAAX i es va identificar quines proteines
estaven enriquides en la ciclina D1-CAAX immunoprecipitada, fent una mitjana dels 4
experiments independents i ordenant-les de més a menys enriquiment. Ciclina D1 va ser la
proteina més enriquida, com caldria esperar ja que aquesta és la proteina
immunoprecipitada directament. Aquest resultat valida el procediment (Figura 45). Fent
servir la classificacid “component molecular” de Gene Ontology, es va comprovar que
aquesta llista estava enriquida en proteines associades a membrana i a vesicules
extracel-lulars (exosoma, secretoma...) (Figura 46). Tot aixd indica que l'ancoratge de la
ciclina D1 a la membrana fa que aquesta interaccioni amb mdultiples proteines, ja siguin

extracel-lulars, unides a la membrana i que formen part de vesicules extracel-lulars.

Name Peptides(95%) 113:114 115:116 117:118 119:121 ratio log
G1/S-specific cyclin-D1 OS=Homo sapiens GN=CCND1 PE=1 SV=1 11 24,89 6,37 4,17 16,29 r 12,93 3,69 CCND1
Coiled-coil domain-containing protein 81 OS=Homo sapiens GN=CCDC81 | 1 4,88 3,28 191 6,73 r 4,20 2,07 CCDC8s1
Pleckstrin homology domain-containing family H member 2 OS=Homo sag 1 1,45 1,19 2,29 5,50 r 2,61 1,38 PLEKHH2
Disabled homolog 2-interacting protein OS=Homo sapiens GN=DAB2IP PE: 1 1,29 492 1,50 161 r 2,33 1,22 DAB2IP
Membrane-associated progesterone receptor component 1 OS=Homo sapi 6 492 1,42 1,49 1,03 r 2,21 1,15 PGRMC1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A OS=Homo sapiens GN=FKBP1/ s 4,66 1,37 1,71 0,85 r 2,14 1,10 FKBP1A
ATPase inhibitor, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=ATPIF1 PE=1 SV=1 6 2,19 1,31 3,50 1,37 § 2,09 1,06 ATPIF1
MARCKS-related protein OS=Homo sapiens GN=MARCKSL1 PE=1 SV=2 2 2,96 0,17 1,74 3,05 r 198 0,99 MARCKSL1
Non-histone chromosomal protein HMG-17 OS=Homo sapiens GN=HMGN: 4 1,14 2,44 2,91 0,73 r 1,81 0,85 HMGN2
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 OS=Homo sapiens GN=UBAS2 PE=1 §' 7 2,49 1,94 1,85 0,72 r 1,75 0,81 UBAS2
ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial isoform b [Homo sapiens] 6 1,69 2,00 2,01 092 | 1,65 0,73
Vimentin OS=Homo sapiens GN=VIM PE=3 SV=1 5 1,33 1,49 1,60 2,19 r 1,65 0,72 VIM
Prothymosin alpha OS=Homo sapiens GN=PTMA PE=4 SV=1 8 2,01 1,60 o | 0,90 § 1,56 0,64 PTMA
Putative coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein CHi 2 1,47 i Bl 1 2,54 1,01 r 1,53 0,62 CHCHD2P9
Lamin-B1 OS=Homo sapiens GN=LMNB1 PE=1 SV=2 d 1,14 1,12 1,79 164 ! 1,42 0,51 LMNB1
Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=C 3 1,53 1,03 1,32 1,34 ! 1,30 0,38 COXSA
Transgelin-2 OS=Homo sapiens GN=TAGLN2 PE=1 SV=3 1 1,18 1,66 1,45 0,90 £ 1,30 0,38 TAGLN2
Eukaryotic translation initiation factor 4H OS=Homo sapiens GN=EIF4H Pt 1 1,18 L35 184 1,02 ! 1,30 0,37 EIF4H
RNA-binding protein 14 OS=Homo sapiens GN=RBM14 PE=1 SV=2 1 111 1,69 3,51 0,79 ! 127 0,35 RBM14
Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens GN=P4HB PE=1 SV=3 5 1,18 1,37 0,97 1,50 ! 1,26 0,33 P4HB
Bcl-2-associated transcription factor 1 OS=Homo sapiens GN=BCLAF1 PE= 1 1,41 1,19 1,74 058 | 1,22 0,29 BCLAF1
Keratin, type | cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6 1 1,11 1,16 1,53 0,90 § 117 0,23 KRT10
Serine/arginine-rich splicing factor 5 OS=Homo sapiens GN=SRSFS PE=1 S 2 1,47 1,15 1,56 0,50 r 217 0,23 SRSFS
Serine/arginine-rich splicing factor 9 OS=Homo sapiens GN=SRSF9 PE=1 S 2 1,13 0,77 127 1,41 r 1,14 0,19 SRSF9
Histone H1.4 OS=Homo sapiens GN=HIST1H1E PE=1 SV=2 27 1,15 0,73 1,29 1,18 r 1,09 0,12 HIST1H1E

Figura 45. Proteines identificades en I'iTRAQ que estan enriquides en la mostra amb ciclina
D1-CAAX immunoprecipitada respecte el control.
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GO molecular component (28 proteins enriched more than log, 0,2 in Ccnd1-caax)

Term genome Sample Expected P-value
extracellular vesicle 2665 14 2.933e+00 1.076e-04
extracellular vesicular exosome 2665 14 2.933e+00 1.076e-04
extracellular organelle 2666 14 2.935e+00 1.082e-04
extracellular membrane-bounded organelle 2666 14 2.935e+00 1.082e-04
membrane-bounded vesicle 3375 14 3.715e+00 2.078e-03
vesicle 3477 14 3.827e+00 2.996e-03

Figura 46. Representacioé dels resultats obtinguts en I’'analisi d’enriquiment de la llista de
candidats obtinguda en IiTRAQ utilitzant la classificacié “component molecular” de Gene
Ontology.

D’aquestes proteines identificades, s’ha iniciat I'estudi de les tres primeres. Després
de ciclina D1, les proteines més enriquides amb les que s’ha trobat interaccié amb ciclina D1
son la proteina anomenada CCDC81 (Coiled-coil domain-containing protein 81), la proteina
PLEKHH2 (Pleckstrin homology domain-containing family H member 2) i la proteina DAB2IP

(Disabled homolog 2-interacting protein).

La proteina CCDC81 té 76 KDa i s’ha descrit que forma part dels centrosomes (Firat-
Karalar et al., 2014). La gran majoria dels tumors tenen més de dos centrosomes (Godinho
et al., 2014) i la sobreexpressié de determinats oncogens i la repressié de gens supressors
de tumors causen inestabilitat d’aquests (Fukasawa, 2007). En aquesta linia, s’ha descrit
que la sobreexpressio de ciclina D1 pot induir una amplificacio dels centrosomes (Nelsen et
al., 2005) i que la sobreexpressio o la repressio de Cdk4 indueix o evita, respectivament,
'amplificacio dels centrosomes (Adon et al., 2010). La proteina PLEKHH2 té 120 KDa i esta
implicada en adhesi6é a la matriu extracel-lular i en la dinamica del citoesquelet d’actina
(Perisic et al., 2012). Finalment, la proteina DAB2IP (110 KDa) és un GAP de Ras i per tant,
és un regulador negatiu de Ras, relacionada amb migracié (Wang et al., 2002; Lee et al.,

2012), proliferacié i invasio cel-lulars (Shen et al., 2014).

Per tant, amb aquests resultats hem trobat nous candidats que ens poden ajudar a

explicar la funcio citoplasmatica de ciclina D1 en I'adhesio i la migracio cel-lulars.

145






DISCUSSIO






DISCUSSIO

1. UNA FUNCIO CITOPLASMATICA DE CICLINA D1

La importancia del complex ciclina D1-Cdk4 sempre s’ha centrat en l'estudi de la
seva funcié com un regulador transcripcional en el nucli. Inicialment, les ciclines, les CDKs i
els CKls van ser descrits exclusivament com proteines nuclears implicades en la regulacio i
en les transicions del cicle cel-lular. Nosaltres, en aquest treball mostrem que la localitzacio
del complex ciclina D1-Cdk4 en la membrana dels fibroblasts i de les cél-lules tumorals té un
paper actiu en la induccio de la migracio i la invasio cel-lulars a través de la fosforilacié de la
paxilina. L’expressio de ciclina D1 no disminueix I'adhesié de la cél-lula a la matriu
extracel-lular ni I'activacié de Rac1 en preséncia de I'al-lel no fosforilable de paxilina S83A
S178A. Per contra, I'expressio dels al-lels fosfomimeétics de paxilina S83E S178E rescaten
els defectes d’activacié de Rac1, migracio, invasio i metastasi deguts a I'abséncia de ciclina
D1. A més, si segrestem el complex ciclina D1-Cdk4 a la membrana cel-lular a través de
I'expressio de l'al-lel ciclina D1-CAAX veiem que hi ha un increment en la capacitat de
migracio i d’'invasié de les cél-lules, perdo no de la seva proliferacié. Aixi doncs, nosaltres
proposem l'existencia d’'una ruta molecular regulada pel complex ciclina D1-Cdk4 que en la
membrana de fibroblasts i de cél-lules tumorals fosforilaria la paxilina en les serines 83 i 178.
La paxilina fosforilada en aquests residus provocaria I'activacié de la GTPasa Rac1 i dels
processos migratoris. Aquest treball és el primer on es fa referéncia explicita i es caracteritza
una ruta molecular exclusivament citoplasmatica amb la participacié del complex ciclina D1-
Cdk4. Treballs publicats amb anterioritat ja proposaven [Iexistencia de rutes
citoplasmatiques controlades per ciclina D1 a partir d’estudis d’interaccié proteica; per
exemple ciclina D1 pot interaccionar amb diverses proteines citoplasmatiques, com filamina
A, PACSIN2, RhoA i Rgl2 (Besson et al., 2004; Zhong et al., 2010; Fernandez et al., 2011;
Meng et al., 2011). La reducci6 de I'expressio de ciclina D1 o I'expressioé de linhibidor de
Cdk4/6 p16 redueix la fosforilacié de filamina A i d’altres proteines d'unié a actina, el que
suggereix un paper directe d’'una quinasa associada a la ciclina D1 en la regulacio del
citoesquelet d’actina (Zhong et al., 2010). A més, s’ha descrit que ciclina D1 té efectes en la
migracio cel-lular de manera independent de CDK mitjangant la regulacié transcripcional de

DICER, una endoribonucleasa requerida pel processament de microRNA (Yu et al., 2013).
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La inducci6 de la transicié G1/S del cicle cel-lular per la ruta candnica d’inactivacié de
pRB per fosforilacié no és un mecanisme aillat, ja que molts estudis mostren com el complex
ciclina D1-Cdk4 controla el procés de proliferacié cel-lular a través de molts altres
mecanismes. Per exemple aquest complex activa la proliferacié de les cél-lules de la retina a
través de la inducci6é transcripcional de Notch1 (Bienvenu et al., 2010). De la mateixa
manera, sembla que el complex ciclina D1-Cdk4 regula els processos d’adhesidé i migracio
cel'lulars a través de multiples mecanismes a més del proposat en aquest treball
(Figura 47). Inicialment es va demostrar que ciclina D1 regulava la migraci6 a través de la
modulacié de l'activitat de la GTPasa RhoA per mecanismes transcripcionals i post-
transcripcionals (Li et al., 2006a). EI mecanisme post-transcripcional ja deixava entreveure
una possible activitat citoplasmatica ja que lactivitat ciclina D1-Cdk4 és important per
mantenir els nivells de l'inhibidor CIP/KIP p27, que inhibeix la senyalitzacié de RhoA en el
citoplasma (Besson et al., 2004; Li et al., 2006b). Cal notar que la migracié requereix reduir
l'activitat RhoA i augmentar l'activitat Rac1 en la part davantera de la cél-lula migratoria (Iden
and Collard, 2008). Per tant, ciclina D1 estaria actuant doblement sobre la migracio inhibint
lactivitat RhoA i induint l'activitat Rac1. A més, en un treball inicial del grup de Cicle
Cellular, es va demostrar que el complex ciclina D1-Cdk4 fosforila in vitro el GEF de Ral
anomenat Rgl2, i que s'uneix a les GTPases RalA i RalB modulant l'activitat Ral d'una
manera dependent de Cdk4, suggerint que el complex ciclina D1-Cdk4 augmenta I'activitat
Ral per permetre el reciclatge d’integrines i 'acoblament eficient de I'exocist, i promoure la
migracio cel-lular (Fernandez et al., 2011). En el treball citat ja es suggeria un mecanisme

completament citoplasmatic.

Totes aquestes dades ens permeten establir un escenari on el complex ciclina D1-
Cdk4 podria regular diferents processos cel-lulars en funcié d’on es trobi localitzat.
L’'acumulacié nuclear ens indicaria activitat proliferativa mentre que I'acumulacio
citoplasmatica o en membrana seria inductora de processos de polaritat com els canvis
morfologics deguts a l'adhesié i la migracié. Nosaltres creiem que la funcié nuclear és
compatible amb la preséncia de complexes ciclina D1-Cdk4 citoplasmatics que exerceixin
funcions addicionals que son rellevants en el desenvolupament i I'oncogenesi, com ara la

regulacio de la motilitat i la invasivitat cel-lulars. Les nostres dades i altres evidéncies (Zhong
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et al., 2010) estan a favor d'aquesta idea. D’'una banda, s’ha vist que els canvis en els nivells
de ciclina D1 citoplasmatica podrien ser critics per coordinar la proliferacié cel-lular, la
migracio i la diferenciacié en circumstancies normals. Per exemple, en el desenvolupament
del cervell, els progenitors neurals han d’inhibir la proliferacid, desacoblar-se i migrar a les
capes superiors per tal de diferenciar-se en l'escorga cerebral (Kriegstein and Alvarez-
Buylla, 2009) i, d’acord amb aixd, la ciclina D1 s’acumula en el citoplasma durant la
diferenciacié neuronal (Sumrejkanchanakij et al., 2003) i es requereix pel desenvolupament
de neurites (Marampon et al., 2008). A més, durant la diferenciacié dels queratindcits, ciclina
D1 co-localitza amb Sec6 (també es coneix com Exoc3, una subunitat del complex exocist
implicat en el trafic de vesicules), amb la B1-integrina i amb RalA. La sobreexpressié de
ciclina D1 augmenta el reciclatge de la B1-integrina en la diferenciacid, i condueix a la
reduccio de l'adhesidé dels queratindcits a la matriu extracel-lular (Fernandez-Hernandez et
al.,, 2013). En un altre estudi també s’ha vist que ciclina D1 és essencial en l'adhesio
cel-lular, la matilitat i la migracié6 de macrdfags de medul-la 6ssia (Neumeister et al., 2003).
En comparaci6 amb els macrofags wild type, els macrofags deficients en ciclina D1
presenten major adhesio i spreading, amb una morfologia plana i circular i amb menys
membranes ruffles, i la reexpressio de ciclina D1 en aquestes cél-lules deficients en ciclina
D1 restaura el fenotip wild type, suggerint que ciclina D1 és necessaria i suficient per regular
'adhesié cel-lular, tal com s’ha vist també en el nostre treball. Per tant, ciclina D1, a través
de la regulacid de les interaccions de diferents substrats citoplasmatics amb la matriu
extracel-lular, contribueix a la capacitat d'invasio i/o en la metastasi, de forma independent a
la funciod que té en la progressioé del cicle cel-lular. D'altra banda, en situacions andomales
aquest treball suggereix que la regulacio espacial de ciclina D1 durant la progressié tumoral
podria ser rellevant per adquirir un fenotip invasiu, i que en cél-lules tumorals 'augment de
I'expressio de ciclina D1 al citoplasma (potser a causa de la sobreexpressio) pot alterar les
funcions relacionades amb paxilina, Rac1 i Ral, i promoure la propagacié del tumor i la
metastasi. Per tant, la importancia de ciclina D1 com a oncogén no depén d'una sola funcio, i
la seva capacitat per controlar diferents mecanismes cel-lulars critics seria la causa del seu

gran potencial oncogeénic.
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Finalment, el nostre treball no exclou que I'acumulacié del complex ciclina D1-Cdk4
fora del nucli tingui altres funcions. Per exemple, 'oncogén Ras indueix una relocalitzacio en
el citoplasma del complex ciclina D1-Cdk4 i promou l'aturada de la proliferacio en els
queratinocits humans primaris, probablement com un mecanisme de defensa contra la
neoplasia generada per Ras (Lazarov et al., 2002). Un altre exemple és la regulacié de la
proliferacid per les tight junctions a través del segrest del complex ciclina D1-Cdk4 a la
membrana de les cél-lules epitelials MDCK (Balda et al., 2003). Per tant, també és
assumible que en algunes circumstancies la relocalitzacié del complex ciclina D1-cdk4 sigui

un mecanisme de control de la proliferacié cel-lular.
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Figura 47. Esquema de les funcions de ciclina D1. Ciclina D1 apareix en diferents localitzacions
subcel-lulars. Al nucli, ciclina D1 és important per regular molts processos com la proliferacio, la
diferenciacio, la migracio, etc., mitjangant diferents mecanismes dependents o independents de Cdk4.
En les cel-lules epitelials, el complex ciclina D1-Cdk4 és segrestat a la membrana citoplasmatica per
proteines de les tight junction per aturar la proliferacié cel-lular. El complex ciclina D1-Cdk4
citoplasmatic regula la migracio, I'adhesio i la dinamica de I'exocist a través de les GTPases Ral,
fosforilant Rgl2, un GEF de Ral, i també a través de diferents interaccions amb proteines
citoplasmatiques com filamina A i PACSIN2. Finalment, el complex ciclina D1-Cdk4 associat a la
membrana cel-lular té també un paper actiu en la regulacié de I'adhesié cel-lular, la migraci6 i la
invasié en fibroblasts i en cél-lules tumorals a través de la fosforilacié de la paxilina i I'activacié de la
GTPasa Rac1, i inactivant I'activitat RhoA a través de la proteina CIP/KIP p27.
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2. MECANISME D’ACTUACIO DE PAXILINA A TRAVES DE

CICLINA D1

Treballs previs han indicat que la paxilina t¢ un paper important en l'adhesio i la
invasié cel-lulars (Panetti, 2002), on I'efecte de la paxilina en la motilitat i la invasi6é depén de
la fosforilacio en els residus serina i tirosina (Schaller, 2001). En aquest treball hem vist que
la ciclina D1 s'uneix i co-localitza amb la paxilina en la membrana cel-lular, i que el complex
ciclina D1-Cdk4 és capag de fosforilar la paxilina in vitro en les serines 83 i 178. Les nostres
dades mostren que la fosforilacié en ambdues serines 83 i 178 és necessaria per a la funcid
de ciclina D1 ja que, per exemple, I'expressido d’aquesta ciclina no té cap efecte sobre
'adhesio cel-lular (spreading) en preséncia de només un dels dos mutants no fosforilables,
ja sigui S83A o S178A. Per contra observem un comportament diferent quan utilitzem els
mutants fosfomimeétics en experiments de rescat de les funcions de ciclina D1. En abséncia
d’aquesta ciclina, I'expressid6 del mutant fosfomimetic S178E no rescata i rescata
parcialment els fenotips d’adhesié i invasid, respectivament. Aixo indica que ciclina D1 es
requereix per la fosforilacié de l'altra serina (S83). Aquesta afirmacié esta d’acord amb els
resultats on mostrem in vivo que els nivells de paxilina fosforilada en la serina 83
disminueixen en abséncia de ciclina D1. En canvi, I'expressiéo del mutant S83E rescata
completament els fenotips d’adhesid i invasié en abséncia de ciclina D1; per tant, existeix
una altra quinasa que fosforila la serina 178 quan no hi ha ciclina D1. Llavors, es planteja la
qlestié de quin altre mecanisme pot estar implicat en la fosforilacié de paxilina en la serina

178, a part de ciclina D1, i quina funci6 pot tenir.

Referent a aquesta incognita, s’ha demostrat que la quinasa JNK també fosforila la
paxilina en la serina 178 i aquesta fosforilacié promou el spreading i la migracié en les
cél-lules epitelials en una via dependent d’EGF, i que implica la fosforilacié de paxilina en les
tirosines 31 i 118 per FAK, on aquesta fosforilacié permet induir la migracio cel-lular a través
de l'activaciéo de Rac1 (Huang et al., 2003; Huang et al., 2008). Alternativament, hi ha un
estudi que mostra com la paxilina pot ser fosforilada en la serina 178 per altres quinases a

més de JNK (Ueno et al., 2015). En aquest estudi demostren que la fosforilacié de paxilina
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en la serina 178 té un paper essencial en la formacié d’invadopodis durant el procés
d’invasio, especialment en els gliomes, perd que el bloqueig de I'activitat de la quinasa JNK
no redueix el nombre d’'invadopodis ni la capacitat invasiva del glioma. En aquest cas, i
tenint en compte les nostres dades, ciclina D1 podria substituir a la quinasa JNK i ser la
responsable de la fosforilacid de la paxilina en la serina 178 en els gliomes de forma
independent de JNK. De totes maneres, a diferéncia del cas amb la serina 83, no hem trobat
un anticos especific contra la forma fosforilada de paxilina en la serina 178 i, per tant, no
hem pogut comprovar in vivo si en el nostre model és el complex ciclina D1-Cdk4 o la

quinasa JNK la que fosforila la paxilina en la serina 178 en condicions normals.

Pel que fa a la fosforilacié de paxilina en la serina 83, en un altre estudi es va veure
que la quinasa ERK també fosforila la paxilina en la serina 83 en els focus d’adhesio i
promou el spreading i la migracio de les cél-lules en una via dependent de HGF (Ishibe et
al., 2004). No obstant, ERK i ciclina D1 tenen un efecte discordant en la capacitat d’extensio
de les cel-lules. L'activaci6 d’ERK induida per HGF promou el spreading de cel-lules
epitelials (Ishibe et al., 2004) mentre que els fibroblasts de ratoli Ccnd1 -/- i les cél-lules
tumorals knock down de ciclina D1 tenen un spreading més rapid. Aquesta discrepancia
podria estar relacionada amb una localitzacio subcel-lular diferent de la paxilina fosforilada
en la serina 83. Hem observat fosforilacié de paxilina en la serina 83 tant en la membrana
cel-lular com en els focus d’adhesid, perd només hem detectat co-localitzacié amb ciclina D1
en la membrana cel-lular. Hem comprovat que ciclina D1 s'uneix a la regié C-terminal de la
paxilina, als dominis LIM, i que es requereixen aquests dominis LIM per a la localitzacio de la
paxilina en els focus d’adhesié (Brown et al., 1996). Llavors, es pot pensar que la interaccio
de paxilina amb ERK i ciclina D1 podria ser mutuament excloent. Es possible que la
fosforilacié de paxilina per ERK en els focus d’adhesié produeixi un spreading més rapid i
eficient, mentre que la fosforilacié de paxilina pel complex ciclina D1-Cdk4 en la membrana
cel-lular tingui un efecte oposat. Els nostres resultats ens mostren que ciclina D1 fosforila
paxilina en la serina 83 d’'una manera independent d’ERK i, per tant, aquesta fosforilacié en
la membrana cel-lular pot induir una funcié diferent i/o oposada a la que fa ERK en els focus
d’adhesi6. Per exemple, la fosforilacié de paxilina en les tirosines 31 i 118 esta present en

diverses localitzacions per promoure efectes diferents en I'adhesié cel-lular (Chen et al.,
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2004). Les tirosina-quinases FAK i Brk fosforilen la paxilina en els focus d’adhesio i en els
lamel-lipodis, respectivament, i ambdues promouen la invasié de les cél-lules. No obstant
aixo, la fosforilacio de paxilina per FAK és important pel reciclatge dels focus d’adhesio i per
a l'adhesié cel-lular, mentre que la fosforilacié de paxilina per Brk no altera I'adhesié cel-lular

(Chen et al., 2004).

D’altra banda, també hem observat que el complex ciclina D1-Cdk4 fosforila in vitro la
paxilina en la serina 244, perd no hem associat la fosforilacié en aquest lloc amb I'adhesio i
la migracio cel-lulars, i tampoc hi ha cap treball en la literatura que la relacioni. Aquesta
serina 244 forma part d’'un lloc candnic de fosforilacid6 per CDKs i potser per aix0 és
fosforilada per Cdk4, perd no podem descartar la possibilitat que la fosforilacié de paxilina en
la serina 244 pel complex ciclina D1-Cdk4 pugui tenir un paper in vivo en els processos

d’adhesi6 i migracié cel-lulars.
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3. LA FUNCIO DE LA GTPASA RAC1

La funcié de la GTPasa Rac1 és essencial per la formacié de membranes ruffles i per
la formacié de protrusions en les cél-lules, necessaries per la migracié (lden and Collard,
2008). Els fibroblasts deficients en Rac1 mostren una morfologia més estesa a la matriu
extracel-lular que les cél-lules wild type i tenen defectes en la migracio (Steffen et al., 2013),
i aquest fenotip és el mateix que hem vist nosaltres en les cél-lules deficients en ciclina D1.
Aix0 ens fa pensar que Rac1 pot ser un efector de ciclina D1 i que pot ser molt important en
la invasié i en el cancer. En diversos estudis s’han vist nivells elevats de la GTPasa Rac1 en
el cancer de mama i en metastasis en els ganglis limfatics (Schnelzer et al., 2000), on els
pacients amb una recurréncia del cancer de mama mostraven un augment en la localitzacio
de Rac1 a la membrana, indicant que la translocacié de Rac1 a la membrana cel-lular podia
causar una activacio constitutiva de la senyalitzacié de Rac1 en els cancers de mama més
agressius (Schnelzer et al., 2000). També s’ha vist que en diferents tumors, com en el de
prostata, I'expressié de Rac1 esta sobreexpressada i promou migracié, invasio i metastasis
de ceél-lules tumorals, i utilitzant un inhibidor de Rac1 es poden bloquejar aquests fenotips

(Zins et al., 2013).

Veien aquests antecedents, en aquest treball proposem que el complex ciclina D1-
Cdk4 indueix I'activacié de Rac1 a través de la fosforilacio de la paxilina en la serina 83 en la
membrana cel-lular. Es demostra que els fibroblasts deficients en ciclina D1 no només tenen
una reduccié de la paxilina fosforilada en la serina 83, siné també en els nivells de Rac1
activa unida a GTP, i mostren una disminuci6 de membranes ruffles després de ser
sembrades sobre fibronectina. A més, també hem vist que si segrestem la ciclina D1 a la
membrana cel-lular mitjangant I'expressié de lal-lel ciclina D1-CAAX hi ha una major
activaciéo de Rac1 respecte a I'expressio de l'al-lel wild type de ciclina D1, suggerint que la
migracié i la invasié cel-lulars induides per Rac1 poden ser consequéncia de l'activitat

citoplasmatica de ciclina D1.
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D’altra banda, l'expressié de l'al-lel hiperactiu de Rac1 Q61L rescata els fenotips
d’invasio i spreading observats en les cél-lules deficients en ciclina D1, en el mateix nivell
que ho fa l'al-lel fosfomimeétic de paxilina S83E S178E, indicant que formen part de la
mateixa via reguladora. Es important destacar que el complex ciclina D1-Cdk4 només
indueix l'activacioé de Rac1 en preséncia de I'al-lel normal de paxilina, i no ho fa en preséncia
de I'al-lel no fosforilable de paxilina S83A S178A. Aquest resultat planteja la questid de com
la paxilina fosforilada indueix I'activacié de Rac1. En els focus d’adhesio, la fosforilacié de la
serina 83 de la paxilina per la quinasa ERK millora la interaccié de paxilina amb FAK, que
promou la fosforilaci6 de la paxilina en les tirosines 31 i 118 (Ishibe et al., 2004).
Seguidament, la fosforilacié de paxilina en aquestes tirosines produeix el reclutament d’un
factor GEF (DOCK180) que indueix l'activitat de Rac1 i la migracio cel-lular (Deakin and
Turner, 2008). Aquest mecanisme no es pot aplicar en el nostre cas ja que els fibroblasts
deficients en ciclina D1 mostren un augment en la quantitat de paxilina fosforilada en la
tirosina 118 (Li et al., 2006a), i hem observat nivells més baixos de Rac1 activa en cel-lules
deficients en ciclina D1. Llavors, hi ha d'haver vies alternatives que impliquin altres GEFs
reclutats per la paxilina fosforilada, com PIX i Vav2, que podrien intervenir en l'activacié de

Rac1 de manera dependent de ciclina D1 (Deakin and Turner, 2008; Jones et al., 2013).
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4. CICLINA D1 | PAXILINA EN EL CANCER

L'entrada d'un tumor maligne en un procés metastatic és sovint intractable, i és una
preocupacié important en la terapéutica del cancer. Les cél-lules metastatiques modifiquen
la seva capacitat d’adhesi6 a la matriu extracel-lular i adquireixen una major motilitat. A més,
l'activitat de ciclina D1 augmenta amb frequéncia durant el creixement del tumor i la
metastasi (Drobnjak et al., 2000; Huang et al., 2009; Beroukhim et al., 2010; Zheng et al.,
2013). La seva importancia en aquests processos ha estat atribuida no només al seu paper
en el control de la proliferacié cel-lular, sind també a la regulacié de I'adhesio de la cél-lula a

la matriu extracel-lular i a la migracio cel-lular (Velasco-Velazquez et al., 2011).

En aquest treball hem demostrat un efecte inhibidor del potencial metastatic de les
cel-lules tumorals quan es reprimeix I'expressié de ciclina D1, i que aquest efecte es pot
revertir per l'expressido de l'allel fosfomimétic de paxilina S83E S178E, demostrant la
importancia de la funcio citoplasmatica de ciclina D1 en la metastasi a través de la interaccio
amb la proteina citoplasmatica paxilina. Aquest efecte es correlaciona amb el que s’ha
descrit que es requereix la paxilina fosforilada per a la formacié de metastasis en diferents
models de tumor (Brown and Turner, 2004; Deakin et al., 2012; Lu et al., 2014). S’ha vist
que la quinasa MLK3 indueix la fosforilacié de paxilina en la serina 178 i en la tirosina 118 i
gue promou la invasio, i també s’ha vist que les cél-lules de cancer de mama derivades de la
metastasi al pulmo tenen elevats nivells de paxilina fosforilada en la serina 178 (Chen and
Gallo, 2012). El silenciament o la inhibici6 de MLK3, de JNK o l'expressié de l'al-lel de
paxilina S178A disminueix la formacié de metastasis del cancer de mama en el pulmd,
suggerint que la senyalitzaci6 MLK3-JNK-paxilina pot representar una possible diana
terapéutica i/o un marcador de pronostic en les metastasis del cancer de mama (Chen and

Gallo, 2012).

El coneixement de la localitzacié subcel-lular de ciclina D1 pot ser interessant per
determinar la capacitat proliferativa i invasiva de tumors especifics. Esta acceptat que

I'acumulacio nuclear ciclina D1 és indicatiu que el tumor té una activitat mitotica significativa.
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Per exemple, s’ha observat la localitzacié citoplasmatica de ciclina D1 en els carcinomes de
prostata de baix grau amb expressio reduida de Ki-67, mentre que la ciclina D1 nuclear
s'associa amb els carcinomes de prostata d’alt grau i una expressié elevada de Ki-67
(Comstock et al., 2007). Per contra, I'expressio citoplasmatica de ciclina D1 no s'ha tingut en
compte com un indicador de l'estat del tumor que no sigui I'estat no proliferatiu. No obstant,
diferents patrons d’invasio en el carcinoma d’endometri, de prostata i de colon mostren una
expressid membranosa-citoplasmatica de ciclina D1 que s’ha associat amb l'agressivitat del
tumor (Stewart et al., 2009; Wang et al., 2009; Betge et al., 2012; Euscher et al., 2013;
Hertel el al., 2014; Lai et al., 2014; Salhia et al., 2015).

En col-laboracié amb el grup d’Anatomia Patologica de I'lRBLIeida es va analitzar per
immunohistoquimica I'expressio i la localitzacié de ciclina D1 en els carcinomes d’endometri,
de mama, de prostata i de colon amb diferents tipus d’invasié (Fusté et al., 2016). Es va
observar un augment de l'expressid6 membranosa-citoplasmatica de ciclina D1 en cél-lules
tumorals en determinats patrons d'invasié i també es va apreciar una major expressio
membranosa-citoplasmatica de ciclina D1 en les cél-lules periferiques en comparacié amb
les cél-lules internes del tumor (Fusté et al., 2016). Tenint en compte aquestes dades, es va
plantejar la hipotesi que la preséncia de ciclina D1 al citoplasma i associada a la membrana
cel-lular podria ser un indicador del fenotip invasiu. D’acord amb aix0, I'allel ciclina D1-
CAAX associat a la membrana cel-lular indueix major invasivitat de les cél-lules tumorals
d’endometri i de prostata, i també augmenta la formacié de metastasis pulmonars en ratolins
a través d'un mecanisme dependent de RalB. Perd la nostra proposta no s’ha d’entendre
com que ciclina D1 té dues funcions excloents com a oncogén, proliferativa quan esta
acumulada al nucli i invasiva quan s’acumula al citoplasma. Per immunohistoquimica, hem
vist que ciclina D1 mostra un patré de localitzacié divers en els teixits de cancer, i
I'acumulacio citoplasmatica no significa I'exclusié nuclear i viceversa (Comstock et al., 2007;
Fusté et al., 2016). Per tant, podem imaginar que quan una quantitat detectable de ciclina
D1 es mou al citoplasma pot ser indicatiu d'un increment en el potencial invasiu de les

cel-lules.
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En l'actualitat, els complexes ciclina D-Cdk4/6 es consideren dianes rellevants per la
terapia del cancer, i s’estan utilitzant tres inhibidors diferents especifics de Cdk4/6 en
diversos assaigs clinics: Palbociclib (Pfizer), Ribociclib (Novartis) i Abemaciclib (Lilly)
(VanArsdale et al., 2015). Per exemple, el Palbociclib ja ha estat aprovat pel tractament del
cancer de mama metastatic HER2-negatiu/receptor d'estrogen-positiu. Les nostres dades
reforcen la importancia d'aquests inhibidors en la terapia del cancer suggerint que la
inactivacié dels complexes ciclina D-Cdk4/6 no només ha de produir la regressié del tumor,
com s'espera pel seu paper en la proliferacié cel-lular, sin6 que també ha d’evitar la
propagacio del tumor i la metastasi. Referent a aixd, nosaltres hem vist que el tractament de
cél-lules tumorals amb Palbociclib redueix la fosforilacié de paxilina in vitro i in vivo i, per
tant, aixd pot tenir efectes en la migracié i la invasié cel-lulars. A més, reforga la importancia
d’estudiar els inhibidors dels efector de ciclina D1, com paxilina, Rac1 i RalB, i de les seves
vies de senyalitzacié per tal d’evitar la invasié i la metastasi dels tumors (Nagaraj et al.,
2010: Zins et al., 2013; Xiong et al., 2015). Recentment, s’ha identificat un mecanisme a
través del qual els estrogens regulen la motilitat cel-lular i la invasié del cancer de mama a
través de la paxilina (Shortrede et al., 2016), i que I'administracio de docetaxel té un efecte
anti-cancerigen induint 'apoptosi de les cél-lules tumorals del cancer de prostata a través de
la supressi6é de la via de senyalitzacio de la paxilina i la cofilina (Xiao et al., 2016). També
s’ha analitzat I'efecte de I'agent citotoxic antrocina en el cancer de bufeta, que té efectes
anti-proliferatius i anti-metastatics en ceél-lules tumorals de cancer de bufeta, i inhibeix la
migracio i la invasié d’aquestes cél-lules en concentracions no citotoxiques a través de la
inactivacié de la paxilina i induint I'expressié de proteines pro-apoptotiques (Chiu et al.,

2016).
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CONCLUSIONS

Primera

Paxilina s’'uneix i és un substrat citoplasmatic del complex ciclina D1-Cdk4.

Segona

El complex ciclina D1-Cdk4 fosforila la paxilina en les serines 83 i 178, i aquesta

fosforilacié és necessaria per regular els processos d’adhesio i invasié cel-lulars.

Tercera

Ciclina D1 i la quinasa ERK actuen de forma independent sobre paxilina, en la membrana

cellular i en els focus d’adhesio, respectivament.

Quarta

Ciclina D1, a través de la fosforilacio de paxilina, augmenta l'activitat Rac1 necessaria per

la migracio i la invasio cel-lulars.

Cinquena

La localitzacié citoplasmatica de ciclina D1 promou la migracio i la invasié cel-lulars a

través de l'activacio de les GTPases Rac1 i RalB, de manera dependent de Cdk4.

Sisena

L’activitat citoplasmatica del complex ciclina D1-Cdk4 no altera la proliferacié cel-lular ni

el creixement clonal.

Setena

En models de xenotransplantament, ciclina D1 és necessaria per la metastasi, i I'activitat
citoplasmatica de ciclina D1 indueix metastasis pulmonars a través de la fosforilacié de

paxilina en la via Ciclina D1-Cdk4-Paxilina-Rac1.
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