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NOTAS AL LECTOR

El snaill expresado ectopicamente en este trabajo es el de ratén (mmsanill).

En general, los GENES aparecen en mayusculas y el cursiva y las Proteinas/proteinas

aparecen en minusculas.
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Estudiando lo pasado, se aprende lo nuevo

Proverbio japonés
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1.1 ;QUE ES EL CANCER? Visién general.

Se define como céncer al conjunto de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento excesivo y descontrolado de células, las cuales invaden y dafian tejidos
u organos provocando finalmente la muerte del individuo. Los tumores son
monoclonales, un concepto que ya fue propuesto por el aleman Theodor Boveri a
principios del siglo XX, a la vista de la similitud entre los tumores primarios y sus
metastasis. El proceso de formaciéon de un tumor a partir de una célula implica
necesariamente la acumulacion sucesiva de alteraciones en los genes, lo que
caracteriza al cancer como una enfermedad clonal, que se alcanza después de
muchas etapas las cuales envuelven cambios dindmicos genéticos y epigenéticos en
el genoma [1].

El cancer es el resultado de mutaciones en genes que regulan la proliferacion y
la homeostasis. Entre ellos se encuentran los oncogenes y los genes supresores de
tumores. Alteraciones en éstos provocan de una manera directa la aparicién de
cancer ya que producen la pérdida de control de procesos basicos celulares, como
por ejemplo el ciclo de division celular (pérdida de la funcidon de un gen supresor) o
la proliferacion descontrolada (ganancia de la funcién de un oncogen). También
existen alteraciones en genes que provocan cancer de una manera indirecta, son los
llamados caretakers (codifican proteinas que reparan el DNA) y los landscaper
(alteraciones en células del estroma) [2].

El cancer engloba un conjunto de enfermedades de diferente origen y con
diferente apariencia. Afos de investigacion han permitido resumir el amplio
espectro de alteraciones genéticas que dirigen una transformacién progresiva desde
una célula normal a una altamente maligna cémo la manifestacion de siete
alteraciones en la fisiologia de la célula (Figura I.1). Inicialmente fueron seis las
propuestas por Hannahan y Weinberg: autosuficiencia en produccion de sefiales de
crecimiento (proliferacion en ausencia de sefales), insensibilidad a las sefales
inhibidoras del crecimiento, resistencia a la apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida y capacidades invasivas y metastasicas. La séptima

caracteristica alterada en la fisiologia de la célula fue propuesta por Schreiber y
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Figura 1.1 Modelo propuesto para el conjunto de capacidades funcionales adquiridas
por la mayoria e incluso, quizas todos los tumores humanos. Figura adaptada de [1].

Existen unos 200 tipos diferentes de células en nuestro organismo. Si bien, en
un principio cualquiera de ellos puede potencialmente originar un tumor, en
realidad el 90% de los tumores son generados por células epiteliales. Una célula
epitelial normal presenta un fenotipo diferenciado polarizado con uniones
intercelulares bien formadas, que restringen la movilidad y por lo tanto mantienen la
integridad del tejido. Durante la progresién de un tumor epitelial las células
tumorales aun diferenciadas alteran su genoma continuamente lo que le confiere a
la célula algun tipo de ventaja en el crecimiento. En etapas posteriores, las células
continlan cambiando su genoma y exhiben un fenotipo desdiferenciado
acompafado frecuentemente de una baja expresion de marcadores epiteliales, lo
que conlleva una pérdida de uniones intercelulares y de polaridad epitelial. A
menudo estos cambios van acompafiados de un incremento de la expresion de
marcadores mesenquimales, asi como de la movilidad de la célula, lo que le otorga
mayor capacidad invasiva. Este proceso en el que la célula cambia su fenotipo
diferenciado epitelial por un fenotipo mesenquimal es conocido como Transicién
Epitelio-Mesénquima (EMT: Epithelial to mesenchymal transition [6-8]). En 1980
Greenburg y Hay definieron la EMT cdémo un programa celular que permite la
transformacién de una célula epitelial en una mesenquimal [8]. Subsiguientes

estudios sobre EMT cambiaron el término transformacion por transicion.
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1.2 Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT): Cuando las células
epiteliales deciden convertirse en células mesenquimales.

Las células epiteliales y las mesenquimales difieren en varias caracteristicas
funcionales y fenotipicas. Las células epiteliales forman capas de células contiguas
mediante estructuras de membrana especializadas como las uniones estrechas (tight
Junctions), las uniones adherentes (adherens junctions), los desmosomas y las
uniones gap. Poseen polarizacién apicobasal, que se manifiesta mediante la
distribucion localizada de las moléculas de adhesion (cadherinas y ciertas integrinas),
la organizacion polarizada del citoesqueleto y la presencia de una membrana basal o
ldamina basal. Las células epiteliales en condiciones normales ni se desenganchan ni
migran, aunque tienen cierta capacidad motriz dentro de la capa epitelial [6]. En
cultivo, las células epiteliales crecen en clusters de células que mantienen las
adhesiones con las células vecinas. Presentan marcadores epiteliales como E-
cadherina, desmoplaquina y citoqueratina.

En contraste, las células mesenquimales no forman capas organizadas, no
poseen la misma polaridad apicobasolateral, ni la misma organizaciéon del
citoesqueleto que las células epiteliales. Las adhesiones con las células
mesenqguimales vecinas son menos fuertes y no estan asociadas a una lamina basal,
lo que les permite una mayor capacidad migratoria. En cultivo, las células
mesenquimales tienen forma de huso, con una morfologia similar a los fibroblastos
y tienden a ser motrices. Presentan expresion de marcadores mesenquimales como
N-cadherina, filamentos intermedios (vimentina) y componentes de la matriz
extracelular (MEC) como fibronectina [6, 9].

Por lo tanto, los tejidos mesenquimales son tejidos menos organizados y en
muchos casos juegan un papel de soporte o de relleno, mientras que los tejidos
epiteliales presentan una organizacién mas compacta responsable de recubrir las
diferentes cavidades del organismo y comportarse como una barrera que entre otras
funciones protege, secreta y absorbe substancias. Aunque el mantenimiento de la
morfologia epitelial es necesario para realizar las diferentes funciones celulares,
numerosas observaciones demostraron como células epiteliales diferenciadas

podian cambiar su fenotipo a través de la activacién del programa EMT. Por la tanto,
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la EMT permite la conversion de células epiteliales en mesenquimales [10]. La figura
1.2 muestra los aspectos celulares que provoca este cambio en el fenotipo celular.
Estos se pueden englobar en tres grupos [11]: cambios morfoldgicos, cambios en los

marcadores de diferenciacién y cambios en la movilidad celular.
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Figura 1.2 Caracteristicas de la EMT [12, 13]. A Imagenes obtenidas mediante DIC
(Differential interference contrast) de la EMT producida por TGF-B1 en células de epitelio
mamario NMuMG. Se pueden observar cambios en la morfologia celular y la alteracién en
marcadores epiteliales como E-cadherina y ZO-1. B La tabla resume las principales
caracteristicas que se modifican durante la EMT.

Asi pues, se define como EMT al proceso biolégico que permite que las células
cambien de un fenotipo polarizado y epitelial a uno altamente motriz y
fibroblastoide. Durante la EMT se producen alteraciones en la adhesién célula-célula,
en las interacciones célula-sustrato, en la degradacién de la matriz extracelular y en

la reorganizacion del citoesqueleto [14]. La completa EMT se alcanza cuando tiene
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lugar la degradacién de la membrana basal y la formacion de una célula
mesenquimal que puede migrar.

Por lo tanto, la EMT engloba un amplio espectro de cambios moleculares,
intercelulares e intracelulares. No siempre se pueden observar todos ellos durante
una transicién, por lo que en muchas ocasiones no se habla de una EMT completa
sino de una EMT-like o EMT parcial. La adquisicion de la habilidad de migrar e invadir
la matriz extracelular como célula individual se considera una marca funcional del

programa EMT [15].

1.2.1 Tipos de EMT.

La EMT se puede clasificar en tres subtipos diferentes dependiendo del contexto
celular donde tienen lugar y del fenotipo de la célula resultante. Entre los tres

subtipos existen diferencias funcionales las cudles generan distintas consecuencias

(figura 1.3).
EMT by bypa (Dased on comest
Type 1 (mesanchymal) Type 2 (fibnobiast) Type 3 (metastatic)
B Y
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Figura 1.3 Tres tipos de EMT [16]. Tipo 1 se observa durante el desarrollo embrionario
cuando las células epiteliales primarias padecen una transicion a células mesenquimales
produciendo el primer mesénquima el cual induce mediante el proceso contrario a la EMT, la
MET (mesenchymal epithelial transition), un epitelio secundario. Tipo 2 se observa cuando
las células epiteliales adultas y/o células endoteliales, rellenan los espacios intersticiales con
fibroblastos residentes o inducidos por inflamacion. Tipo 3 es parte del proceso de
metéstasis mediante el cual células epiteliales del tumor abandonan el tumor primario,
migrando a un nuevo lugar generando un tumor secundario.
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EMT tipo 1: EMT durante el desarrollo embrionario.

Este tipo de EMT tiene lugar durante la implantacién del embrion en el Utero,
durante la gastrulacion y durante la formaciéon de la cresta neural en amniotas.
Durante la implantacién embrionaria ciertas células del area extraembrionaria
padecen una EMT para infiltrarse en el endometrio y anclarse a la placenta [17]. En el
mismo embridn la primera EMT ocurre durante la gastrulacion y conlleva la

formacioén de la tercera capa embrionaria, el mesodermo.

Primitivm node Prirmisve srost

R """h{lll— - I:!n_luhl-u-

Figura 1.4 Representacion esquematica de EMT tipo 1. Las células con capacidad
migratoria que derivan del epiblasto dan lugar al mesodermo y endodermo. Las células que
restan en el epiblasto formaran el ectodermo. (http://www.med.unc.edu/embryo_images)

Como se muestra en la figura 1.4, la induccion del mesodermo empieza en un
area especifica del ectodermo primitivo, la linea primitiva. El epiblasto (Unica capa
epitelial en el embrion en el estadio de blastula, azul en la figura) se invagina. Este
proceso se caracteriza por cambios drasticos en ciertas células epiteliales como la
constriccion de los compartimentos apicales, redistribucion de los organulos y
protursién de los compartimentos basales. Cuando estas células estan listas para
ingresar, la membrana basal se rompe localmente. En este punto, las células pierden
las uniones fuertes entre ellas y se mantienen unidas mediante contactos focales.
Seguidamente sufren una diferenciacion mesenquimal y migran para dar lugar al
mesodermo y al endodermo. La nueva habilidad de migrar marca la completa EMT
durante la gastrulacion [18], [19].

Otro ejemplo de EMT de tipo 1 durante la embriogénesis ocurre en la
generacién de la cresta neural (figura L5). Esta se compone de células precursoras
con habilidad de migrar a distancias extraordinariamente lejanas del embrién [20]. Al
igual que ocurre en la gastrulacion, las células que provienen del neuroectodermo
experimentan una EMT, pierden las uniones célula-célula e invaden la membrana

basal para migrar lejos del tubo neural diferenciandose en tejido éseo, musculo liso,
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neuronas periféricas, glia y melanocitos [20-22]. La EMT es un proceso transitorio y
reversible ya que estas células mesenquimales revierten a un fenotipo epitelial a
través de un proceso opuesto a la EMT, la MET (mesenchymal-epithelial transition)

como ocurre en la formacién de los epitelios renal y ovérico [23].

Figura I.5 Formacion y delaminacién de las células de la cresta neural. A. Las células del
borde del pliegue neural se muestran en amarillo, son las que formaran la cresta neural. B En
amarillo se muestra la migracién de las células de la cresta neural.
(http://www.med.unc.edu/embryo_images)

El programa EMT tiene lugar en fases subsiguientes de la embriogénesis durante
la formacién de la vélvula cardiaca, la fusién palatal y la formacién del sistema
nervioso periférico [24], evidenciando su importante papel durante el desarrollo

embrionario.

EMT tipo 2: EMT asociada a la regeneracion tisular y la fibrosis.

La EMT de tipo 2, a diferencia de la de tipo 1, tiene lugar en el tejido adulto. En
respuesta a sefales inflamatorias o dafio tisular, las células epiteliales experimentan
una EMT produciendo fibroblastos que permiten realizar el proceso fibrético en los
organos dafnados [25]. Estos fibroblastos liberan una gran variedad de sefales
inflamatorias, como el TGF-B [26] y componentes de MEC (matriz extracelular) como
coladgenos, lamininas y elastina (figura 1.6)

La mayoria de las pruebas provienen de estudios en ratones portadores de
genes reporteros controlados por promotores epiteliales. EIl comportamiento de
estos reporteros evidencié que las células epiteliales, via EMT, eran precursoras de
fibroblastos que participaban en la fibrosis [27]. Los fibroblastos no son
especialmente abundantes en los rifones pero cuando se produce dafo tisular, el
36% de los fibroblastos provienen de EMT locales, entre el 14-15% provienen de la

médula désea y el resto por proliferacion local [25, 28, 29]. También existen
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evidencias de que la EMT contribuye a la fibrosis en pulmén [30], [31], [32] y en
higado [25] .

Figura 1.6 EMT y fibrosis [10]. La EMT de tipo 2 estd asociada a la inflamacién y a la
generacion de moléculas por parte de células inflamatorias y, a fibroblastos activados
residentes (miofibroblastos). Estas moléculas causan la disrupcién de la capa epitelial por
degradacion de la membrana basal. Las células epiteliales pierden su polaridad y padecen
una EMT o, mueren por apoptosis.

Durante el proceso de curacién de heridas (Wound Healing), algunas células
alrededor de la herida, gracias a la EMT, restauran la arquitectura original del tejido
[33]. Por ejemplo, después de dafo en la piel, los queratinocitos epidérmicos a lo
largo de los limites de la herida sufren un proceso similar a la EMT antes de migrar al
lugar del dafio [33], [34]. Estos queratinocitos en los bordes de la herida pierden sus
contactos célula-célula, célula-sustrato, inician la secrecibn de enzimas que
degradan la matriz y reorganizan el citoesqueleto, lo que les permite invadir el tejido
conectivo subyacente y migrar hasta la herida, participando en la re-epitelizacion del
tejido.

La mayoria de los mecanismos que gobiernan la curacion de heridas guardan
analogias con el proceso de invasién tumoral que ocurre durante la primera fase de
la metastasis por ello, ciertos autores, como se recoge en [34], han denominado a

los tumores como "heridas que no curan”.
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EMT tipo 3: EMT asociada con la progresion tumoral y metastasis.

La excesiva proliferacion de células epiteliales y la angiogénesis son marcadores
de la iniciacion y crecimiento de un carcinoma primario [1]. La adquisicién de
capacidad invasiva se manifiesta inicialmente por la degradacién de la membrana
basal, lo que permite la diseminacidén metastasica con fatales consecuencias para la
vida humana. La activacion del programa EMT se ha propuesto como mecanismo
critico para la adquisicién del fenotipo maligno por células epiteliales cancerosas
[35]. Estas células que padecen la EMT se encuentran en el frente invasivo de
tumores primarios, expresan marcadores mesenquimales y son capaces de intravasar,
de ser transportadas a través de la circulacién, de extravasar, y de formar

micrometastasis o macrometastasis (figura 1.7).
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Figura 1.7 Contribucion de la EMT a la progresion de un tumor [36]. La progresién desde
un epitelio normal a un carcinoma invasivo pasa por muchos estadios. 1) Células epiteliales
del tumor primario padecen EMT y adquieren propiedades invasivas. 2) Degradacion de la
membrana basal y cambios en la composicién de la MEC que facilitan la invasion. 3) Las
células tumorales invaden el tejido subyacente individualmente [37] (3a) o colectivamente
[38] (3b). 4) las células entran en los vasos del tumor o cercanos al tumor. 5) Las células
tumorales son transportadas por la circulacién llegando a capilares donde se produce la
extravasacion (6). 7) las células tumorales pueden permanecer latentes durante afios. 8)
Algunas veces, algunas células diseminadas crecen formando un tumor secundario
requiriendo una MET y angiogénesis (9). Las células fuera del tumor pueden padecer anoikis
en diferentes estadios de la cascada (se indica por una cruz). No todos los pasos ocurren
necesariamente de una manera linear por ejemplo, tumores premalignos pueden
vascularizarse en el lugar de formacion del tumor primario ya que, las células tumorales no
estan sometidas a tanto estrés alargandose asi el tiempo de la inducciéon metastasica.
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Aunque hoy en dia, observaciones tanto in vitro como in vivo demuestran el
papel de la EMT en los primeros pasos de la cascada metastasica [39, 40], durante
muchos afos fue dificil relacionarla cbmo un mecanismo potencial en la progresion
de un carcinoma. Dos de las principales razones fueron que la EMT no se puede
seguir ni en el espacio ni en el tiempo [35], y porque las metastasis son similares
histolégicamente a los tumores primarios [41]. La similitud histolégica entre las
metastasis y los tumores primarios puede interpretarse como una EMT reversible, la
cual permitiria en primera instancia la migraciéon y diseminacién hacia diferentes
organos; una vez alli, la células que han padecido una EMT activarian el programa
opuesto, la MET, el cual les permitiria establecer colonias secundarias retomando la
morfologia epitelial, adquiriendo de nuevo la habilidad de crecer y proliferar [42],
[43], [37].

La hipdtesis de que las células de un tumor pasan a través de una EMT parcial se
refuerza por el hecho de encontrar, durante la progresiéon del tumor, células que
expresan tanto marcadores epiteliales como marcadores mesenquimales, lo que

hace aparecer células con fenotipos intermedios (figura 1.8)

e

Figura 1.8 Durante la progresion de un tumor existe gran heterogeneidad tanto
morfolégica como molecular [10]. En la figura aparecen los marcadores epiteliales (en rojo)
y los mesenquimales (verde) utilizados para describir la EMT.
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EMT y Cancer Stem Cell.

Estudios recientes en tejidos neoplasicos han evidenciado la existencia de
células cancerosas con propiedades stem cell, las llamadas cancer stem cell (CSC)
células con capacidad de renovarse y de establecer nuevos tumores [44]. Las CSC se
descubrieron inicialmente en el sistema hematopoyético [45]. Actualmente se ha
detectado la existencia de CSC en tumores soélidos de mama [46] , colon [47], [48] y

cerebro [49].

Differentiated
Cancer Cells Cancer Stem Cells

Sensitive Resistant

Figura 1.9 La transformacion de stem cells normales o la induccion del programa EMT
en células diferenciadas tumorales podria generar CSC [50].

El programa de EMT se relaciona con el perfil descrito por varios autores para
las stem cells, ya que la deteccion de fenotipos intermedios durante la progresion
de un tumor [10], [21] concuerda con un perfil tipico de stem cell [50]. Ademas,
recientes investigaciones en tejido mamario han demostrado que el programa EMT
dota a las células epiteliales normales y a las células transformadas de propiedades
caracteristicas de stem cell, como la capacidad de autorrenovarse (generacién de
mamosferas) y la de iniciar tumores (figura 1.9) [50]. Incluso, stem cells normales y
transformadas de epitelio mamario que muestran los marcadores de superficie de
CSC muestran multiples caracteristicas relacionadas con una transicién mesenquimal
como la expresién de marcadores mesenquimales como vimentina y fibronectina, e
incremento de la expresion de varios de los factores de transcripcion que inducen la

EMT. De acuerdo con los datos encontrados en células epiteliales de mama, la
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diferenciacion de células stem cell embrionarias humanas también esta asociada a
todos los cambios que ocurren durante la EMT [51].

Algunos estudios sugieren que las CSC pueden dividirse en dos tipos: las
estacionarias (SCS) y las migradoras (MCS) [52]. Las SCS permanecerian activas en el
epitelio para reparar lesiones y persistirian en areas diferenciadas durante la
progresién de un tumor, pero no podrian migrar. Sin embargo, las MCS derivarian
de las SCS a través de la adquisicién de una EMT transitoria. Como consecuencia
podrian migrar y al conservar sus habilidades de stem cell podrian formar metastasis.
Esta relacion entre EMT y stem cell indica que la EMT puede facilitar la generacién de
células tumorales con caracteristicas mesenquimales necesarias para la diseminacién
y, con las propiedades de autorrenovacidén necesarias para la iniciacién de tumores
secundarios (figura 1.9) [53].

Asi pues, la induccién de la EMT en células epiteliales normales y tumorales de
mama y de colon genera células stem-like-cell, lo que sugiere un papel activo de la

EMT generando CSC en estos tumores [50].

1.2.2 Regulacion transcripcional de la EMT.

Un nimero elevado de procesos moleculares cooperan en la iniciacién y en la
finalizacion de la EMT. Entre ellos se encuentran: (1) la activaciéon de factores de
transcripcion, (2) la expresion de proteinas especificas de superficie, (3) la
reorganizacién y expresion de proteinas del citoesqueleto, (4) la produccion de
enzimas que degradan la MEC y (5) los cambios en la expresion de miRNAs [10]. En
la figura 1.10 se muestran la mayoria de los marcadores responsables de estos
cambios durante la EMT [54].

Un paso clave en la EMT es la reducciéon de la adhesion célula-célula mediante la
represion transcripcional de las cadherinas componentes de las uniones adherentes,
ocludina y claudina componentes de las uniones estrechas y desmoplaquina

componente de los desmosomas [54].
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Figura 1.10 Representaciéon esquematica de los marcadores de la EMT [54]. Los factores
gue aumentan su expresion como cambios en el citoesqueleto y aparicion de marcadores
mesenquimales se representan en el lado verde de la célula, y los marcadores reprimidos se
representan en el lado rojo de la célula.

La B-catenina, proteina de la familia armadillo, forma parte de las uniones
adherentes. Cuando éstas se deshacen transloca al niucleo donde funciona como
cofactor de los miembros de la familia de factores de transcripcién Tcf [55], [56] (T-
cell factor)/Lef, los cudles activan la transcripcién de genes que potencian la
proliferaciéon celular como c-myc [57]. Los filamentos de F-actina del citoesqueleto
son reemplazados por una red de fibras de estrés regulada por Rho-GTPasa donde
se unen componentes de la MEC incluyendo integrinas a,f, fascina e ILK [58], [59],
[60]. Estos cambios son suficientes para que las células puedan separarse, pierdan la
polaridad apico-basal y adquieran un fenotipo en forma de huso, dichos cambios
facilitan la migracion de la célula [23], [21]. La expresion de los filamentos
intermedios también cambia durante la EMT con la sustitucidon de la citoqueratina de

las células epiteliales [61] por la vimentina tipica de células mesenquimales [62]. Las
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metaloproteasas como las MMP-1,-2,-3,-7 y -14 aumentan frecuentemente durante
la EMT participando, seguramente, en la pérdida de las uniones célula-célula y en la
degradacion de la membrana basal [63, 64]. La composicion de la MEC también
cambia apareciendo proteinas mas intersticiales como coldgeno de tipo I,
fibronectina y tenascina [65].

Otro mecanismo caracteristico de las células que han experimentado una EMT
es la capacidad de sobrevivir en ausencia de los componentes normales de la MEC.
Varios de los factores transcripcionales que regulan la EMT inhiben la apoptosis
mediante la activacion de vias como las MAPK y la PI3K. Estos factores proporcionan
ventajas selectivas las cudles son esenciales para que las células invasivas se

diseminen y formen metéastasis [66-68].

Regulacion transcripcional de la E-cadherina.

Una marca caracteristica de la EMT es la inactivacion de la E-cadherina [35], [69].
La E-cadherina es el principal componente de las uniones adherentes. Se expresa
tempranamente en células embrionarias durante la fase de mérula donde su papel
es indispensable para la compactacién celular [70]. La importancia de su funcién se
pone de manifiesto en ratones knockout de E-cadherina. Estos ratones mueren en
estadios muy tempranos del desarrollo [71]. También se expresa posteriormente al
desarrollo embrionario, donde su expresion y su funcion es esencial para la
inducciéon y el mantenimiento de la polaridad celular [72]. Esta capacidad de la E-
cadherina de mantener la adhesion entre las células es lo que le otorga la capacidad
de actuar como gen supresor de tumores. Ademas, la alteracion de la expresion de
la E-cadherina es suficiente para desencadenar una EMT [69], [73] y en algunos
sistemas es necesaria su represion para que el tumor sea invasivo [74], [75]. Por el
contrario, forzando la expresién de la E-cadherina en ciertos carcinomas invasivos se
inhibe la capacidad de invadir y de hacer metastasis; inversamente, el bloqueo de la
funcién de la E-cadherina en tumores no invasivos activa su capacidad metastasica
[76]. En una gran variedad de canceres humanos, la pérdida de la E-cadherina se
relaciona con peor pronostico, progresién tumoral y metastasis [77], [78], lo que

implica que su regulacion es clave en la diseminacién de un tumor.
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Durante la progresion tumoral E-cadherina puede ser inactivada funcionalmente
o silenciada mediante diferentes mecanismos [79]. Ademas del control post-
transcripcional [80], existen mutaciones soméaticas (frecuentes en cancer de mama
lobular) y represion del gen de la E-cadherina (CDHI) mediante hipermetilacion y
deacetilacion del promotor o/y por la unién de represores transcripcionales [79, 81,

82] (figura I.11).
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Figura 1.11 Esquema representativo de la regulacion de la expresion de la E-cadherina
durante la EMT [83].

Mediante el andlisis sobre el promotor proximal de la E-cadherina de raton se
identificaron las cajas E, secuencias cortas de seis nucleétidos (-CACCTG- o -
CAGGTG-), las cuales determinan la expresion especifica en células epiteliales. La
inactivacion de estas secuencias activa la transcripcion de la E-cadherina en células
mesenquimales, lo que indica la existencia de represores que silencian la expresion
de esta proteina en células no epiteliales [84]. Los primeros represores identificados
fueron los factores de transcripcion con dominios Zinc fingers Snaill (Snail)/ y Snail2
(Slug) [85-87] y los factores de transcripcién Zebl “Zinc finger E-box binding
homeobox" (AEF1 o ZFHX1A) [88] y Zeb2 (SIP1 "Smad interacting protein”/ZFH1B) [89]
todos capaces de unirse a las cajas E del promotor de la E-cadherina. Otros
represores potentes incluyen los factores de transcripcion basic helix-loop-helix

E12/E47 (TCF3) [90] y Twist [91]. Estos represores reprimen activamente la E-
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cadherina mediante el reclutamento de corepresores o, como en el caso de Twist,
activando la expresién de otros represores de la E-cadherina.

Estos factores de transcripcion también actian durante el desarrollo
embrionario [92-95]. Ademas, la sobreexpresion de estos factores en células
epiteliales no sélo resulta en la represién de la E-cadherina sino en la
reprogramacion de la célula a un estado mesenquimal. Durante la EMT estos
represores también reprimen otras moléculas de las uniones adherentes [6] e
inducen caracteristicas mesenquimales de una manera coordinada [86, 96]. La
expresion de Snaill induce la expresién de fibronectina o de vitronectina [97]. En el
caso de Twist, este regulador de la EMT induce la expresion de la quinasa Akt2, un
efector de PI3K y un regulador importante de las vias de supervivencia durante la
EMT [98].

Recientemente se han identificado small non-coding RNA, llamados microRNAs
o miRNAs, como reguladores de la EMT los cuales inhiben la expresidn génica a nivel
post-transcripcional disminuyendo la estabilidad de mRNAs diana mediante la union
a su extremo 3’ UTR. Esta inhibicion de la traduccion se acompaia de una reduccién
en la estabilidad de los MRNAs diana. Concretamente las familias de los miR-200 y
miR205 controlan la expresion de Zebl y de Zeb2 por lo tanto indirectamente

controlan la expresién de la E-cadherina [99, 100].

1.2.3 Diferentes vias de sefializacion activan estimulos que desencadenan
la EMT.

El microambiente de un tumor compuesto por factores solubles y componentes
de la MEC juega un papel importante en la induccién de la EMT y la metastasis.
Ademas, la interaccion de las células tumorales con el microambiente local induce la
secrecion autocrina o paracrina de factores de crecimiento, citoquinas vy
componentes de la MEC, que pueden desencadenar el programa molecular de la
EMT y evidenciar su dinamismo [14, 101, 102].

Durante los Ultimos afios se han asociado un gran nUmero de vias de
sefalizacion y factores de crecimiento con la EMT como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) via JAK quinasa [103], el factor de crecimiento fibroblastico (FGF)
via ERK/MAPK [104-107] y el factor de crecimiento hepatico (HGF) [107, 108]. La
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figura 1.12 muestra las vias de sefializacion mas representativas innvolucradas en la

EMT y sus interrelaciones, de una manera resumida.
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Figura 1.12 Red molecular representativa que regula la EMT [6].

La via Wnt/B-catenina estd intimamente relacionada con la EMT [109]. Cuando
Wnt se une a los receptores Frizzled y LRP5/6 inactiva GSK3pB, lo que resulta en la
estabilizacion y acumulacion nuclear de B-catenina, que activa la transcripcion de
genes como c-myc, ciclina D y survivina [110]. Ademas, la translocacion nuclear de
[B-catenina activa la expresién de Slug promoviendo la EMT. Como se explica en el
apartado I.3, Wnt al suprimir la actividad de GSK3pB, unida al complejo de
degradacion, estabiliza a otro regulador central de la EMT, Snaill [111, 112].

TGF-B es otro potente inductor de la EMT. Contribuye a la EMT tanto en el
desarrollo embrionario como durante la progresién tumoral [113]. Las sefales
activadas por este factor inhiben proteinas epiteliales como E-cadherina, ZO-1 y
queratinas. Ademas, también activan la expresion de proteinas mesenquimales
como la fibronectina y la vimentina. TGF-f3 actla a través de las proteinas Smad, de
la via de ERK y de la via PI3K [102, 114]. También coopera con numerosas quinasas

como RAS, MAPK, p38 MAPK en la activacion de la EMT [115].
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La disociacion de las uniones célula-célula durante la EMT obliga a las células a
regular las uniones con la MEC a través de las integrinas. Se han observado
conexiones entre diferentes vias que activan la EMT y las integrinas. Por ejemplo, la
EMT inducida por TGF-B requiere de la sefalizacidén via integrina ;. Estudios
recientes han evidenciado una interrelacién entre E-cadherina e integrinas que
coordina el cambio entre ellas durante la EMT. La represion de la E-cadherina activa
la GTPasa Rapl la cual regula la activacion citoplasmatica de las integrinas necesaria
para la activacion de las adhesiones focales [116]. De igual manera, a través de la
activacion de la ILK, las integrinas pueden causar la represion de la E-cadherina [117].

Los ligandos de la via Hh, Sonic (Shh), Desert (Dhh) y Indian (IHH) en
vertebrados y Hh en Drosophila, son proteinas secretadas que sufren modificaciones
post-traduccionales para ser activas completamente. Los efectores mas significativos
de esta via son los factores de transcripcion Glil-3 (zinc fingers proteins). Aunque no
se muestra en la figura, esta via también esta implicada en la induccién de la EMT. En
células epidérmicas de raton o de riidn inmortalizadas, Glil induce la rapida
expresion de Snaill promoviendo la EMT [118]. El bloqueo de esta via en cancer de
pancreas bloquea la invasién inhibiendo la EMT [119].

Otra de las vias que parece estar implica en la induccién de la EMT es la activada
por Notch. Notch después de ser activado transloca al nudcleo y activa la
transcripcion génica mediante la asociacién con MAM y p300/CBP. Se observé que
la via de Notch también contribuia a la EMT durante la formacion de la valvula
cardiaca en el desarrollo [120]. La sobreexpresion de Jagged1 (ligando) y de Notchl
induce la expresion de Slug y correlaciona con peor prondstico en varios canceres
humanos [121]. La expresion de Slug es esencial para la EMT inducida por Notch, la
cual se caracteriza por represion de la E-cadherina, acumulacién nuclear de B-
catenina y resistencia a la anoikis. Ademas, Notch activa dos mecanismos distintos
gue actdan sinérgicamente controlando la expresion de Snaill. En primer lugar,
Notch activa directamente la expresion de Snaill uniendo su dominio intracelular al
promotor de Snaill. Ademas, potencia al factor HIF-a reclutdndolo al promotor de la
lisina oxidasa LOX activandola, lo cual se traduce en una estabilizacién a nivel de

proteina de Snaill [122]. Por lo tanto, la via de sefalizacién activada por Notch
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participa en la EMT inducida por hipoxia, para aumentar la movilidad y la
invasividad de las células tumorales.

NF-kB es otro importante regulador de la EMT. En modelos de cancer de mama,
NF-kB es importante para la proteccién contra la apoptosis, la induccion vy
mantenimiento de la EMT y para la metastasis [123]. Existen datos que sugieren que
la induccién de la EMT tanto por Ras como por TGF-B y parte de la activacion génica
especifica de la EMT es mediada por la actividad transcripcional dependiente de NF-
KB [124]. Entre los genes activados por NF-KB se encuentran los represores de la E-
cadherina Snaill y Twist [14, 125, 126].

Estudios recientes evidencian la cooperacion entre las vias estimuladas por TGF-
B, Notch, Wnt y NF-kB en la induccion de la EMT [113, 127].

Ademas, de estos estimulos extrinsecos existen otros intrinsecos como por
ejemplo mutaciones en moléculas transductoras de sefiales. Existe la idea de que
aunque haya factores como el TGF-f que son capaces de inducir la EMT en células
normales epiteliales, estos factores necesitarian de un ambiente genético concreto
para mantener activado el programa génico de la EMT. Asi, el receptor de TGF-f se
encuentra mutado en muchos canceres humanos [128]. Por lo tanto, el background
genético que presenta una célula juega un papel importante dentro de los
mecanismos que regulan la EMT.

Por lo tanto, la EMT es un proceso dindmico que abarca muchos factores
extrinsecos e intrinsecos. La complejidad de las vias transductoras es tan amplia que

es preferible hablar de red reguladora de la EMT.
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1.3 El factor de transcripcion Snaill.

Como se puede observar en la figura 1.12 la mayoria de las vias que regulan la

EMT convergen en los factores de transcripcion de la superfamilia Snail.

I1.3.1 La superfamilia de los factores de transcripcion Snail.

Los genes snail codifican factores de transcripcion con un dominio de union al
DNA del tipo dedos de zinc [129]. Todos los miembros de la superfamilia Snail
presentan una estructura conservada. Se componen de una regién C-terminal que
contiene de cuatro a seis dedos de zinc del tipo C;H, [130] y una regién N-terminal
bastante divergente. El tercer y cuarto dedo de zinc muestra una secuencia consenso
para todos los miembros de la superfamilia Snail. Si se comparan las secuencias
correspondientes a la region del segundo y quinto dedo de zinc la superfamilia Snail
se puede dividir en dos grupos independientes pero relacionados: la familia Snail y
la familia Scratch (figura 1.13). A su vez, en los animales vertebrados, la familia

Snaill se divide en dos subfamilias: Snaill (Snail) y Snail2 (Slug).
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Figura 1.13 La superfamilia Snaill adaptada de [131]. En amarillo se muestran los dominios
especificos que definen la superfamilia de Snail encontrados en vertebrados. El color verde
oscuro muestra la familia Snail, el azul la familia Scratch y el verde claro la subfamilia Slug. El
dominio SNAG y el tercer y cuarto dedo de zinc esta consevado en todas los vertebrados (en
D. melanogaster y C.elegans en lugar del dominio SNAG tienen un dominio de unién a CtBP).
La familia Scratch se identifica por el dominio Scratch y el primer dedo de zinc. La subfamilia
Slug se identifica por el dominio Slug y por la secuencia del primer dedo de zinc. En
mamiferos la proteina Snaill ha perdido el primer dedo de zinc.
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La aparicion de estas dos familias seria consecuencia de la duplicacién de un
putativo gen snail al inicio de la aparicién de los metazoos. Subsecuentes
duplicaciones independientes en protéstomos y deuter6stomos parece haber
originado la situaciéon actual [131, 132].

Recientemente se ha descrito en vertebrados un tercer miembro de la familia
Snail, el llamado Snail3 (Smuc) [133]. Este diverge de los otros miembros en el
dominio N-terminal pero sus dominios y residuos lo identifican claramente como un
miembro de la familia Snail. De los tres miembros en vertebrados, los
funcionalmente equivalentes Snaill y Snail2 intervienen en la EMT. De hecho, todos
los eventos relacionados con EMT que tienen lugar durante el desarrollo
embrionario y, también en la fibrosis y el cancer estdn asociados a la activacion de

los genes snail [97].

1.3.2 El factor de transcripcién Snaill.

Snaill fue el primer represor descrito de la superfamilia Snail. Se identificé en
Drosophila como un factor de transcripcion esencial para la formacién del
mesodermo [134]. Snaill tiene un papel central en la morfogénesis [85, 135]. Desde
insectos hasta mamiferos, Snaill es necesario para la formacién del mesodermo y de
la cresta neural. La ausencia de Snaill en embriones de ratén causa la muerte en
estadios tempranos del desarrollo por no completar la gastrulacién por una
deficiente EMT [136]. La EMT inducida por Snaill convierte las células epiteliales en
células mesenquimales con propiedades migratorias que contribuyen a la formacién
de varios tejidos durante el desarrollo embrionario y en la adquisicion de
propiedades invasivas en tumores epiteliales [97]. La expresidén de Snaill reprime la
E-cadherina e induce una completa EMT en células MDCK (Mardin-Darby Canine
Kidney) y en lineas celulares de cancer de mama [85, 86]. En el mismo sentido, la
induccion de la EMT correlaciona con la induccidn de Snaill [96, 137]. Snaill se
expresa en las células invasivas en tumores de piel de ratones [86], en las biopsias de
pacientes con carcinoma de mama [138], cancer gastrico [139] y carcinomas
hepéticos [140]. Ademas, se expresa en las células del estroma que forman parte del
microambiente del tumor [141], aparece como un marcador temprano del fenotipo

maligno y se comporta como un factor de pronéstico [138]. Por lo tanto, Snaill
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juega un papel fundamental durante la EMT que tiene lugar en el desarrollo

embrionario [134], en la metastasis y recientemente en la fibrosis [142].

Regulacion a nivel proteina.

Snaill es una proteina de 264 aminoacidos compuesta por dos dominios
diferenciados que interaccionan el uno con el otro [143]: el dominio N-terminal (1-

151) y el dominio C-terminal (152-264) (figura 1.14).
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Figura 1.14 Esquema de la estructura de Snaill en mamiferos. La region N-terminal
comprende los aminoéacidos 1-151 y contiene el dominio SNAG necesario para la actividad
represora de Snaill. En esta region también se encuentra el dominio rico en serinas
involucrado en la regulacién de la localizacion y estabilidad de la proteina y una secuencia de
exporte nuclear (NES). En la region C-terminal encontramos los cuatro dedos de zinc. Los
elementos reguladores de la Box-1 se magnifican detallando las fosforilaciones de GSK3B y la
supuesta oxidacion de la LOXL2.

El dominio C-terminal contiene cuatro dedos de zinc del tipo C;H, y funciona
como dominio de unién al DNA. Los dedos se estructuran por dos cadenas en
lamina-B seguidas de una a-hélice, la parte aminoterminal de la cual se une al surco
mayor del DNA. Las dos cisteinas e histidinas coordinan la unién con el atomo de
zinc. El dltimo dedo de zinc no contiene la secuencia conservada Cy;H, presente en
los otros dedos de zinc [143]. En el dominio N-terminal se encuentra el dominio
SNAG (Snail/Gfi) [144]. Este dominio esta conservado en todos los genes snail de

vertebrados y es necesario para la actividad represora de Snaill [85].
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La alineacién del dominio N-terminal de diferentes homologos de Snaill mostrd,
a excepcion del dominio SNAG, que la secuencia mas conservada era la
comprendida entre los aminoacidos 82-151. En este subdominio se encuentra una
sefial de exporte nuclear (NES) precedida de una secuencia rica en serinas.

La mayoria de datos muestran una correlacion inversa entre la expresién de la
E-cadherina y la de Snaill [145]. Aln asi, en ciertas lineas celulares tumorales ambos
mRNA pueden coexistir [146]. Este dato planted la posibilidad de que existiera una
regulacion post-transcripcional de Snaill. Se observé que la fosforilacion del motivo
rico en serinas hacia menos eficiente a Snaill como represor, ya que la fosforilacion
de esta secuencia hacia accesible la NES (secuencia rica en leucinas) al transportador
nuclear CRM1 facilitando el exporte de Snaill fuera del nucleo [143]. Hoy en dia se
sabe que la quinasa responsable de las fosforilaciones en la secuencia rica en serinas
de Snaill es la GSK3p [147]. GSK3p fosforila a Snaill en dos motivos dentro de la
secuencia rica en serinas (figura 1.14). Uno de los motivos se encuentra cerca de la
NES, la fosforilacion en cuatro serinas de esta region controla la localizacion
subcelular de Snaill provocando la salida de Snaill del nucleo. El otro motivo
coincide con una caja de destruccién reconocida por la ubiquitin ligasa B-Trcp, la
fosforilaciébn de éste en dos serinas provoca la ubiquitinizacion y posterior
degradacion via proteosoma de Snaill. Recientemente, los mismos autores que
describieron la regulacién dual (tanto a nivel proteina como a nivel transcripcional
[125]) de Snaill por GSK3pB, han descrito la existencia de una small C-terminal
domain phosphatase (SCP), la cual regula la defosforilacién y por lo tanto la
estabilidad de Snaill mediante interaccién directa en el nlcleo [148]. Un trabajo
publicado hace poco por nuestro grupo demuestra como existe un control de la
estabilidad proteica de Snaill independiente de fosforilacion y por tanto
independiente de GSK3p. Este nuevo mecanismo de regulacién de la estabilidad de
Snaill, relevante durante la EMT inducida por hipoxia, requiere la actividad de la
ubiquitin ligasa FbIx14 la cual promueve la ubiquitizacién y degradacién a través del
proteosoma de Snaill [149].

Las lisinas K98 y K137 son importantes para la funcion represora y la estabilidad
de Snaill. Se ha descrito que la oxidacion de estas lisinas por la lysil-oxidase-like-2

(LOXL2) provoca cambios en la conformacién de Snaill que enmascaran la secuencia
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de fosforilacién por GSK3B y por lo tanto estabiliza a Snaill [150]. Ademas estas
lisinas junto a la lisina K146 son importantes para la estabilidad de Snaill controlada
por Fbx|14 [149].

El dominio C-terminal no sélo es importante para la localizacién celular de
Snaill (unién al DNA) sino también por ser fosforilado por la quinasa Pak-1 en la
S246. Dicha fosforilacion retiene a Snaill en el nucleo y por lo tanto favorece su
actividad [151]. Igualmente, se han descrito nuevas fosforilaciones en el dominio N-
terminal de Snaill que también afectan a la estabilidad y a la funcionalidad de este
factor de transcripcion como la fosforilacion de la S11 y de la S92 [152].

Recientemente, también se han descrito otros mecanismos de regulacién post-
transcripcional de Snaill independiente del mecanismo de control por GSK3p. Es el
caso de YPL, un nuevo inductor de la EMT, el cual induciria la expresion de Snaill
mediante la activacion de la traduccién CAP-independiente del mRNA de dicho
factor de transcripcion [153] y, la estabilizacién de Snaill mediada por TNFo/NFkB y

COP9 signalosoma 2 durante la inflamacién [154].

1.3.3 Funciones moleculares de Snaill.

A través de experimentos de transfeccién con diferentes promotores, se
identifico la secuencia consenso de unién al DNA de los diferentes genes snail como
la secuencia de seis nucle6tidos -CAGGTG- [129]. Este motivo se llama caja E (E-box)
y es idéntico al que se unen los factores de transcripcién del tipo bHLH, y al que se
encuentra en el promotor de la E-cadherina. Mediante su unién a las cajas E, Snaill
actla como represor transcripcional. Los efectos represores de Snaill requieren
tanto el dominio C-terminal de unién al DNA como el dominio SNAG presente en el
N-terminal.

Existen varias evidencias de que Snaill bloquea la expresién de la E-cadherina
mediante unién directa (reclutando complejos represores a las cajas E presentes en
su promotor (CDHI)) e indirectamente activando la expresion de otros represores
como Zebl y Zeb2 [155, 156]. Como muestra la figura I.15 existen tres cajas E en el

promotor CDH1. Las tres controlan la expresién de la E-cadherina [79].
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Figura 1.15 Representacion esquematica del promotor proximal de la E-cadherina
humano [79]. Se muestran las tres E-boxes. La E-box 2 no aparece porque no se conserva
comparando el promotor humano con el promotor de la E-cadherina en ratéon donde se
describié por primera vez este promotor [157].

La expresion de Snaill se asocia con una disminucién en la acetilacién de la H3
y la H4 del promotor CDHI. Esto es debido al reclutamiento de HDAC1 y HDAC2 al
promotor mediante la interaccién con el dominio SNAG de Snaill. Este
reclutamiento puede depender de mSin3A [158, 159]. Otro mecanismo mediante el
cual Snaill puede reprimir la E-cadherina es mediante la interaccion con AJUBA vy el
reclutamiento de la metiltransferasa PRMT5 [160]. Nuestro grupo ha descrito como
Snaill recluta otro complejo represor mediante la interaccion con Suzl2, el
Polycomb complex 2 (PRC2) [161] provocando la trimetilacion de la K27 de la H3
(marca represora). Este sistema de represion no sélo tiene lugar en el promotor de
CDH]1 sino en otros promotores regulados por Snaill como PTEN y MUCI [161].

Aunque E-cadherina se considera un represor del fenotipo mesenquimal, y la
disrupcién de las uniones permite la activacién de muchas vias que inducen los
cambios moleculares y fenotipicos observados durante la EMT (MAPK [162], RhoA
[163], ILK [164] y NFKB [165, 166] ) la pérdida de la E-cadherina no es suficiente para
activar totalmente el programa mesenquimal, lo que indica que se requiren sefiales
adicionales. La transfeccion de la E-cadherina en células que expresan Snaill no
bloquea la represién de Snaill sobre otros componentes de las uniones, lo que
demuestra que Snaill reprime las proteinas que forman las tight junctions
independientemente de la E-cadherina [167]. Asi, Snaill reprime directamente la
expresion de proteinas presentes en las uniones intercelulares como claudinas y
ocludinas [168]. Otros genes epiteliales reprimidos por Snaill son: la desmoplaquina,
el receptor de Vitamina D, mucl y la citoqueratina 18 [86, 155, 169]. En todos los

casos la represiéon depende de las cajas E presentes en los promotores
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correspondientes. Ademas, la expresion de Snaill produce un cambio en el patrén
de expresién de la p120-catenina apareciendo la isoforma mas tipica de fibroblastos

[167, 170].

Snail genes
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Figura 1.16 Genes regulados por Snaill [97]. La expresién de Snaill induce la pérdida de
marcadores epiteliales y la ganancia de marcadores mesenquimales. Ademés, induce
cambios en la morfologia y en la adquisicién de movilidad y capacidad invasiva. También
regula la proliferacién y la muerte celular. No todos son regulados directamente por Snaill.

Aunque Snaill se define como represor transcripcional, su expresién activa
varios genes mesenquimales entre los cuales se encuentran: proteinas de la MEC
como la Fibronectina [86, 155], las MMP-1,-2 y -7 [171, 172], proteinas del
citoesqueleto como la vimentina [16] y factores de transcripcién como LEF-1y Zebl
[155]. Ademas, la expresion de Snaill esta implicada en la activacion de las vias ERK
y PI3K [67], en la regulacion de la proliferacion celular mediante la represién de la
ciclina D2 y la activacién de p27/Ciply, en la evasion a la apoptosis reprimiendo p53,
caspasas y Pten [173, 174].

Asi que, teniendo en cuenta las funciones moleculares descritas de Snaill
(figura 1.16) y el hecho de que tanto Snaill como los demas genes de la familia
Snail se expresan en todos los procesos estudiados en los que ocurre la EMT [132]
pueden ser definidos cémo claros reguladores de la transicion epitelio mesénquima

(EMT).
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L4 La serina/treonina quinasa Akt.

La serina/treonina quinasa Akt/PKB es un regulador central de muchos procesos
celulares tanto en células normales como en células tumorales. Akt controla la
proliferacion celular, el crecimiento, el metabolismo, la diferenciacién , la migracion,
la angiogénesis y la supervivencia [175, 176].
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Figura 1.17 Representacion de las diferentes isoformas de Akt [177]. En la figura se
muestran el dominio PH, el dominio catalitico (Kinase domain) y el dominio regulador C-
terminal (HM). También se muestran los residuos responsables de la activacién de Akt para
cada isoforma.

Akt pertenece a la subfamilia de las AGC quinasas, la cual esta formada por 518
miembros en humanos [178]. Akt es el homdlogo celular de v-Akt (proteina
codificada en el genoma del virus Akt8 aislado de un linfoma-T de raton. c-Akt y v-
Akt fueron clonadas por primera vez en 1991 por tres grupos independientes [179-
181]. La subfamilia de las quinasas Akt en mamiferos estd compuesta por tres
isoformas: Akt1/PKBa, Akt2/PKB[ y Akt3/PKBy [181, 182]. Cada isoforma es producto
de un gen diferente y comparten una estructura altamente conservada (> 80%) la
cual se compone de tres dominios funcionales: un dominio N-terminal pleckstrin
homology (PH), un dominio catalitico quinasa central en el cual se encuentra uno de
los residuos responsables de la activacion de Akt (figura 1.17), y un dominio
regulador C-terminal en el que se encuentra el segundo residuo que participa en la
activacion de Akt. Este se localiza dentro de un motivo hidrofébico (HM FxxF(S/T)Y

[177]. Todas las isoformas a excepcién de la variante de ratén y humano (PKBy-1)
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contienen este motivo hidrofébico regulador [183]. La familia Akt se conserva
evolutivamente desde C. elegans hasta el humano (excepto en levaduras). Entre C.
elegans y el humano existe un 60% de identidad en la secuencia aminoacidica. Entre
ratébn y humano més del 95%. Tanto el dominio quinasa como el dominio HM se
conservan entre los diferentes miembros de las AGC quinasas, todos ellos
mediadores de las respuestas inducidas por insulina y factores de crecimiento.
Curiosamente, el dominio PH esencial para la unién a PtdIns(3,4,5)P; no existe en el
ortdlogo de Akt en S. cerevisae (Sch9) [184, 185].

En cuanto a la distribucion tisular tanto Aktl como Akt2 se expresan
ubicuamente mientras que Akt3 no se detecta en muchos de los tejidos donde las
otras isoformas son abundantes. Akt2 se expresa predominantemente en tejidos
dependientes de insulina como el tejido adiposo, el musculo esquelético y el higado.
Akt3 presenta relativa abundancia en el cerebro y los testiculos [177]. Trabajos
recientes con ratones deficientes en alguna de las isoformas o varias han revelado
funciones especificas de cada isoforma, y alguna redundancia funcional [186]. El
ratén deficiente en Aktl muestra una elevada mortalidad neonatal y retraso en el
crecimiento [187]. El ratdn deficiente en Akt2 es insulina-resistente y muestra un
sindrome similar a la diabetes de tipo II [188]. El ratén deficiente en Akt3 se
caracteriza por una reduccion del 25% en el tamafo y peso del cerebro [189]. La
inactivacién simultanea de las diferentes isoformas provoca un fenotipo mas severo
resultando en la muerte del raton antes del nacimiento, concretamente en el estadio
E12 [190]. Los datos extraidos del andlisis del fenotipo de estos ratones revela la
necesidad de mantener cierta actividad de Akt en las células para un correcto

crecimiento, metabolismo y diferenciacién.

1.4.1 La activacion de Akt requiere la fosforilacién de dos de sus residuos.

La activacion completa de Akt es un proceso que requiere varias etapas. Un
elemento clave es la activacion de la PI3K [191]. La PI3K puede ser activada mediante
un gran numero de factores (PDGF, insulina, EGF, bFGF, IGF-1, etc), que actlan sobre
receptores tirosina quinasa [182], receptores acoplados a proteina G y sobre la
activacion de la sefializacion via integrinas [192]. La PI3K una vez activada genera el

PtdIns(3,4,5)P; (molécula mensajera) a partir de PtdIns(4,5)P,. El dominio PH de Akt
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se une a este segundo mensajero lo que permite la translocacion de Akt citosodlica a
la membrana plasmatica y su subsiguiente activacion. Recientemente se ha descrito
como la ubiquitinizacién de Akt en las lisinas K8 y K14 por TRAF6 contribuye a la

translocacion de Akt a la membrana y a su activacién [69].

Figura 1.18 Esquema representativo de la regulacion de la activaciéon de Akt por la PI3K
(p85/p110) y por interaccion directa con diversas proteinas. (adaptado de [192] ).

La activacion de Akt requiere la fosforilacién en la T308 y en la S473 (para Aktl).
La T308 se encuentra en el T-loop del dominio quinasa y la S473 en el motivo
hidrofébico. La fosforilacion en ambos residuos es necesaria y suficiente para la
completa activacion de Akt [193]. Ambas fosforilaciones dependen de PI3K. La
quinasa responsable de la fosforilacién en la T308 es PDK1 [194]. PDK1, que
también contiene un dominio PH, tras la produccién de PIP; colocaliza con Akt en la
membrana plasmastica y la fosforila. Han sido muchas las quinasas candidatas de la
fosforilacién de la S473. Entre las propuestas se encuentran: MAPKAP-K2, ILK1,
PKCB1, DNA-PK, ATM vy la propia Akt [195-197], siendo TORC2 la quinasa
responsable de la fosforilacién en la S473, mas aceptada [198]. Una vez activada en
la membrana plasmatica, Akt transloca al citosol y al nucleo donde fosforila a sus

proteinas sustrato [199, 200].
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Se han descrito varias fosfatasas responsables de la regulacién negativa de Akt.
Entre las que actlan upstream se encuentra Pten [201] que defosforila tanto
PtdIns(3,4,5)P; como PtdIns(4,5)P,; y SHIP [202] responsable de la defosforilacion de
PtdIns(3,4,5)P; para generar PtdIns(4,5)P,. Ademas, se han descrito dos fosfatas
directas de Akt: la PP2A y la PHLPPa las cuales defosforilan la T308 y la S473
respectivamente [203-205].

El mecanismo de activacién dependiente de PI3K es comun para las tres
isoformas, pero los datos fisioldgicos que demuestran la no redundancia de funcién
entre ellas sugieren mecanismos adicionales de activacion.

Investigaciones recientes demuestran como varias proteinas mediante la
interaccion directa con Akt modulan su actividad de una manera positiva o negativa
[206]. Algunas de estas proteinas que interaccionan con Akt contienen actividad
enzimatica como PDK1 [207], SETDB1 (H3 metiltransferasa) [208] y fosfatasas
especificas de Akt como PHLPP y PP2A [204]. Otras proteinas que también
interaccionan con Akt no tienen actividad enzimatica, lo que sugiere que sus
interacciones con una o mas regiones de Akt afecta la actividad quinasa de Akt, la
aproximan a algin componente regulador de Akt o bien cambian su localizacién
celular. En la figura 1.18 se muestran algunas de estas proteinas (para mas detalle
ver figura R. 20). Alguna de estas proteinas interaccionan especificamente con una

de las isoformas de Akt [209].

1.4.2 La complejidad de la sefalizacion via Akt y su importancia en la
fisiologia y enfermedad humana.

El primer residuo fosforilado por Akt fue identificado en la serina 9 de la GSK3p
[210]. Diversos experimentos con péptidos que contenian variantes de esta
secuencia definieron el motivo minimo reconocido y fosforilado por Akt como R-X-
R-X-X-S/T-B, donde X representa cualquier aminoacido y B aminoacidos
hidrofébicos. La mayoria de los sustratos identificados tanto in vitro como in vivo de
Akt contienen este motivo, pero es posible que existan secuencias no conocidas
todavia, o interacciones macromoleculares en las células que pudieran permitir a Akt
fosforilar otros motivos. En la tabla I.1 se listan algunos de los sustratos descritos

para Akt.
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Target Human sites Regulatory Effect
Foxon T24, 5228, 5118 InFabd
FOmos TIL 5353 S5 InFabd
FO0 Ta2, 5167, 5282 Inkibd
b2 o] S5 TI4A2 nFebi
GEEf Shrsg nrabit
RAF1 5150 Inkabie
PRASE0 T8 Bk
ASTHED SERE T2 nMibd
BAD 5138 Inihia
WiE T TED 7
MD#2 5168, 5188 At
Chik 1 S0 Inhia
shOE 17 Arinolbe
ASK1 SEY Iahisd
L] T Azt
p2ICP Tid4 Inhibd
pIFeiP THIST it
Canpd S Inhisd

Tabla 1.1 Sustratos identificados in vivo de Akt [175].

Como se deduce de la tabla L1 y de la gran variedad de sustratos que fosforila
Akt, esta quinasa activa la supervivencia de las células bloqueando la accién de
proteinas proapoptéticas como Bad [211] e inactivando la transcripcidon dependiente
de FOXO [212] (implicado en apoptosis, metabolismo y parada del ciclo celular).
Ademas, actla indirectamente sobre p53 activando la ubiquitin ligasa MDM2 (HDM2
en humanos) [213] que desencadena su degradacion. Akt también colabora
activando las vias de supervivencia inhibiendo la actividad de la caspasa-9 [214] y
GSK3B [210]. Es posible que pueda interaccionar con otras vias. En algunas
condiciones Akt puede activar la supervivencia via NFKB o a través de la inhibicién
de JNK/p38 [215].

Otra de las funciones bioldgicas de Akt es la de regular la captacién de
nutrientes y el metabolismo celular. Akt regula la captacion de glucosa en respuesta
a la insulina. Mediante la inhibicidén de Rab-GAP AS160, permite la translocacién del
transportador Glut4 [216]. La inhibicién de GSK3B por Akt estimula la sintesis de
glucégeno. Ademas, la activacion de HIFa induce la expresion de Glutl. Ademas, los

efectos de Akt no sélo son sobre el metabolismo de la glucosa; se ha sugerido que

47

-

INTRODUCCION



NOIDDNAOY.LNI

Akt puede regular la expresién en la superficie celular de otros transportadores de
nutrientes [217].

El control del metabolismo y la activacion indirecta de mTORC1 por inhibicion
de TSC2 hace que Akt también controle el crecimiento celular [218].

Ademas, Akt puede estimular también la proliferacion celular a través de
muchas proteinas que controlan el ciclo como p27 [219] y p21 [220].

Akt juega también un papel importante en la angiogénesis, tanto en situaciones
fisiolégicas como patoldgicas, con efectos tanto en las células endoteliales como en
las células que producen sefiales angiogénicas, en células normales y en las células
tumorales. En las células endoteliales, Akt es activado mediante el VEGF [221].
Ademas, Akt fosforila eNOS [222] y activa la produccidon del factor inducible por
hipoxia HIFa y HIF2a [223]. Finalmente, Aktl, la isoforma mas abundante en las
células endoteliales, es necesaria para la correcta migracién de estas células [224].

Recientemente se le ha asignado un papel a Akt en el control de la migracion
celular, invasion de la matriz extracelular y metastasis. En estos procesos celulares
tiene relevancia la no redundancia de funciones entre las diferentes isoformas, las
cuales dependen del sistema celular que se esté analizando [225]. Recientemente la
activaciéon de Akt aparece como una caracteristica importante de la EMT [226]. La
primera demostracion de Akt induciendo la EMT no se obtuvo hasta el 2003 [227]. La
EMT inducida por Akt comporta la pérdida de las uniones célula-célula, cambios
morfoldgicos, pérdida de polarizacién apicobasolateral, induccién de movilidad
celular, disminucién en la adhesion célula-MEC y cambios en la produccion y
distribucién de proteinas especificas como en el caso de la desmoplaquina la cual se
internaliza y la induccion de vimentina. Akt también induce la produccién de
metaloproteasas y la invasién celular. La activacion de Akt produce una represion
fuerte de la E-cadherina lo que permite a la célula permanecer en un estado
mesenquimal durante la fase de crecimiento del tumor. La represiéon de la E-
cadherina esta asociada a la activacion del factor de trancripcion Snaill [125, 227], y
a la regulacion negativa de la familia miR-200 activando la expresion de otro
represor de la E-cadherina, Zebl [228]. Ademas, la inhibicion de Akt provoca el

fendmeno contrario a la EMT, la MET restaurandose los niveles de E-cadherina [229].
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Muchas de las vias que inducen la EMT (apartado 1.2.3) transducen sus sefiales,
al menos en parte, a través de Akt como es el caso del TGF-B [230, 231]. HGF
aumenta la invasion celular a través de la via PI3K/Akt en melanomas [225]. Akt
también juega un papel importante en la metéstasis producida por la
hiperactivacion de receptores tirosina quinasa como erbB2/HER2 y IGF-IR [232-234].
Akt es requerida para la EMT inducida por Hipoxia [235] y por ILK [60]. Ademas, Wnt
es capaz de activar directamente a Akt que a su vez inhibiria GSK3( produciendo
acumulacién nuclear de B-catenina y Snaill, por lo que se ha sugerido que Akt
podria intervenir en la EMT inducida por Wnt/Dishevelled [236, 237]. Datos recientes
indican que la expresién de Notch en queratinocitos humanos y cancer de cervix
induce una EMT dependiente de PI3K/Akt [238].

Por lo tanto Akt aparece como un regulador importante de la fisiologia celular
ya que controla muchos procesos celulares. Varios de ellos fueron propuestos por
Hanahan y Weinberg como mecanismos caracteristicos del cancer (Figura I.1) como
descontrol en la proliferacion y el crecimiento, resistencia a la apoptosis,
angiogénesis sostenida y capacidad invasiva y metastasica. De hecho, la via PI3K/
Akt estd alterada en una gran variedad de canceres humanos mostrando un papel
importante tanto en la génesis como en la progresion de un tumor [239]. Ademas, la
via PI3K/ Akt es una caracteristica central en la EMT la cual junto con la regulacion
del crecimiento celular, proliferacion, metabolismo, angiogénesis, supervivencia y
migracién convierten a Akt como una quinasa necesaria en la mayoria de los

eventos que tienen lugar en la metastasis.
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El objetivo general de esta tesis fue describir si Akt y Snaill estaban

relacionados directamente dentro del contexto de la EMT. Para estudiar esta
hipotesis nos centramos en:

1) La caracterizacion del mecanismo mediante el cual Snaill activa a
Akt examinando si es dependiente o no de su actividad
transcripcional.

2) La relevancia de la relacion entre Snaill y Akt dentro de la EMT
analizando la contribucion de Akt a los cambios moleculares

inducidos por Snaill.
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Solo hay un modo seguro de dar una vez en el clavo, y es dar ciento en la

herradura. Algunos tienen la buena estrella de dar en el clavo la primera vez. Hay

que perseverar en el intento.

Proverbio ruso
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R.1 Snaill aumenta la activacion y la actividad de Akt in vivo.

R.1.1 Snaill induce la fosforilacion de Akt en células epiteliales.

Datos previos descritos por diferentes grupos muestran como células que
expresan Snaill exhiben mayor actividad de la via PI3K/Akt [67, 240] lo que sugiere
una correlacion entre la expresion de Snaill y la activacién de Akt. Se decidio
comprobarlo mediante la preparacion de extractos totales de diferentes lineas
celulares epiteliales que expresaban el plasmido pcDNA-Snaill-HA de forma estable
(células Snaill) y el andlisis, mediante western-blot, de los niveles de fosforilacion de
los residuos responsables de la activacion de Akt (P-T308 y P-S473) [194], [241],
[242]. Las sefales obtenidas se compararon con aquellas presentadas por las mismas
células pero transfectadas establemente con el vector vacio pcDNA (células control).

Se decidié analizar los niveles de P-T308 y de P-S473 en diferentes clones
estables que habian sido crecidos en medio con suero (control positivo de la
activacion de Akt), y compararlos con los de los clones que previamente a la
extraccion habian sido deprivados de suero durante 12 h. Como Akt se activa por
factores de crecimiento, las células crecidas en presencia de suero mostraron mayor
fosforilacién en estos dos residuos que las células crecidas sin suero (ver figura R.1
A comparar fosfo-sefal de carril 1 con el carril 3y la del carril 2 con la del carril 4).

Como se puede observar en la figura R.1 A, las lineas celulares que expresaban
establemente Snaill, aunque mostraron los mismos niveles de Akt total que las
lineas celulares control, presentaron mayor sefial de fosfo-Akt. Para las lineas RWP1
y MDCK se analiz6 la fosforilacion en la S473. Como muestra la figura R.1 A, Snaill
indujo un incremento en la sefial P-S473 en ambas condiciones de crecimiento (0%,
10%FBS), siendo mas evidente en la condicion de activacion basal (0% FBS) de la
quinasa (carril 1y 2 en ambas lineas).

También se determinaron los niveles de P-Akt en la linea celular SW480. En este
caso se analizaron los dos residuos. Como se observa en la figura R.1 A, la expresién
de Snaill indujo la fosforilacion en la T308 y en la S473 en ambas condiciones de

crecimiento.
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Ademas, se analizé si la presencia de Snaill prevenia la inactivacién o mantenia
los niveles de fosforilacion de Akt. La figura R.1 B muestra la sefial de P-Akt en
células RWP1 a diferentes tiempos después de eliminar el suero del medio.
Obsérvese que a tiempo 0 las células Snaill mostraron mayor sefial de P-Akt que las
células control. 8 horas después de la eliminacién del suero, la sefial de P-Akt en las
células control disminuyd, sin embargo en las células Snaill se mantuvo como
cuando estaban a tiempo 0. Después de 24 h sin suero la seiial de P-Akt en ambos
clones practicamente desaparecié. Por lo tanto, ambos resultados indican que Snaill
es capaz de inducir o aumentar el estado de fosforilacion de Akt lo que hace que los

niveles de P-Akt se mantengan altos por mas tiempo.
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Figura R.1 Snaill induce fosforilacion de Akt endégena. A Extractos totales (SDS 1%) de
células control y Snaill RWP1, MDCK y SW480 crecidas 36 h con suero en el medio
(condicién 10% FBS) y 24 h con suero mas 12 h sin suero (condicion 0%FBS) se cargaron en
un gel de poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (M.M.6.1.2). Se
analizaron mediante western-blot los niveles de P-S473 y P-T308, Akt y como control de
carga se utilizé la O-actina. El anticuerpo especifico de anti-HA se utilizé para detectar los
niveles de Snaill-HA. B Extractos totales (SDS 1%) de células RWP1, que fueron crecidas
durante 24 h en medio rico en suero. Seguidamente, se les retiro el suero durante 8 hy 24 h
y se analizaron los niveles de P-S473 mediante western-blot.
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Para corroborar este resultado se analizd, mediante inmunofluorescencia, la
distribucion de P-Akt en la linea celular RWP1 Snaill comparandola con la de la linea
celular RWPL1 control. Las células se crecieron en condiciones basales de activacion y
tras estimulacién durante 5 min y 30 min con IGF-1. A la vez se determinaron los
niveles de P-Akt por western-blot en las mismas condiciones.

Como se muestra en las imagenes obtenidas por microscopia confocal, tanto en
condiciones de activacion basal como tras 5 min de estimulacion con IGF-1, las
células RWP1 Snaill presentaron sefiales de fluorescencia de P-S473 mayores
(figura R.2 primer y segundo panel). En cambio, después de 30 min de estimulacion
con IGF-1, no se detectaron diferencias en la sefial de P-S473 entre ambas lineas
celulares (Ultimo panel de la figura).
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Figura R.2 Snaill induce la fosforilacion de Akt en condiciones basales y tras 5 min de
estimulacion con IGF-1. A Inmunofluorescencia (M.M.9) de los niveles de P-S473 en células
RWP1 que expresan establemente Snaill-HA comparadas con células RWP1 control. Las
células crecieron durante 24 h en medio con suero, seguidamente se retird el suero durante
12 hy se estimuld 5 min (panel del medio) o 30 min con IGF-1 (ultimo panel). El primer panel
representa el nivel de activacion basal de Akt. Como anticuerpo secundario se utilizé un
anticuerpo contra conejo conjugado con el fluorocromo rojo Alexa 555. La deteccion y la
captura de imagenes se realizd por microscopia confocal. B western-blot de los niveles de P-
S473 en las mismas condiciones y con las mismas lineas celulares que la inmunofluorescencia.
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Se obtuvieron los mismos resultados en el analisis de los niveles de P-S473 por
western-blot (figura R.2 B). Los niveles de P-S473 fueron mayores en las células que
expresaban Snaill a tiempo 0, y después de 5 min de estimulacion con IGF-1 que las
células control (comparese carril 1y carrril 2 de las células control con el carril 1y 2
de las células Snaill). Como lo observado por inmunofluorescencia, después de 30
min de estimulacion con IGF-1 no se detectaron diferencias en los niveles de P-S473

entre células Snaill y células control (comparese carril 3 de cada tipo celular).

Se quiso caracterizar en qué compartimento subcelular tenia lugar el aumento
de fosforilacion de Akt por Snaill. Para resolver esta cuestién se realizd un
fraccionamiento subcelular de células RWP1 crecidas en condiciones con suero (10%
FBS) o deprivadas (12 h 0% FBS) separando nucleos de citosoles. Con el fin de
aumentar la sefal nuclear de Akt se cargaron volimenes iguales de cada
compartimento (no se tuvo en cuenta la relacion proteica real entre los
compartimentos). Seguidamente, se analizaron los niveles de fosforilacién de los
residuos responsables de la activacion de Akt, la T308 y la S473 mediante western-
blot.

Como se observa en la figura R.3, las células que fueron crecidas en presencia
de suero en el medio presentaron una fosforilacién de Akt mayor (mas P-Akt) que
las células deprivadas, lo que sirvié de control positivo de la sefial de fosforilacion.
Este incremento se detecté tanto en las células control como en las células Snaill. Al
comparar la sefial de P-Akt en las células Snaill con la de las células control, esta fue
mayor en las células que expresaban Snaill. Este incremento se detecté en ambas
condiciones de crecimiento y en ambos compartimentos celulares. Por lo tanto,
Snaill es capaz de inducir la fosforilacién de Akt en el citosol y en el nucleo de
células RWP1 tanto en condiciones de activacion basal (0% FBS) como tras
estimulacién con suero (10% FBS). Como muestra la figura, este efecto se detecto

mejor analizando la fosforilacion de la S473.
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Figura R.3 Snaill aumenta el estado de fosforilacion de Akt, tanto en el citosol, como
en el nucleo de células RWP1. Fraccionamiento subcelular de células RWP1 control y Snaill
crecidas en condiciones de activacion basal de Akt (0%FBS) como en condiciones de
activacion por suero (10%FBS) en el que se separaron la fraccién nuclear de la fraccion
citosdlica. Se analizaron los niveles de fosforilacién, en la T308 y la S473, con los fosfo-
anticuerpos especificos respectivos. El anticuerpo anti-Akt se utiliz6 para normalizar la
proteina total. El marcador nuclear (lamin-B1) y el citosélico (Piruvato quinasa), se utilizaron
tanto para normalizar las diferentes condiciones como para corroborar la ausencia de
contaminacién entre compartimentos.

R.1.2 Snaill aumenta la actividad quinasa de Akt in vivo.

Teniendo en cuenta que el andlisis de los niveles de fosforilacion de los residuos
responsables de la activacion de Akt (T308 y S473) es una manera directa pero no
proporcional de medir su actividad quinasa, se analizaron sustratos de Akt in vivo,
para comprobar si este aumento en la fosforilacién de Akt correlacionaba con un
aumento en su actividad.

Uno de los sustratos descritos de Akt son las IKKs. Estas quinasas son las
responsables de la activacién, por la via clasica, del factor de transcripcién NFkB
[243]. Se ha descrito que Akt puede activar la via NFKkB mediante la fosforilacién y
consiguiente activacién de la quinasa IKKa en la T23 [244]. Ademas, existen datos

que demuestran la relacion de activacion entre Akt Snaill y el factor de
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transcripcion NFkB [125]. Por ello se quiso analizar si el aumento en la fosforilacion
de Akt en células que expresaban Snaill correlacionaba con un aumento en la
actividad NFkB.

Como se puede observar en las figuras anteriores, el efecto de Snaill sobre la
fosforilacién de Akt fue més evidente en situacion de activacion basal de la quinasa
(0% FBS). Por esto, y para descartar fosforilaciones en las IKKs por activacién de
otras vias estimuladas por factores de crecimiento, se analizé la fosforilacion de las
IKKs en células RWP1 deprivadas de suero durante 12 h después de haber crecido
24 h en medio de cultivo con suero.

Como muestra la figura R.4 A las células Snaill presentaron mas actividad IKK,
detectada por el incremento de la fosforilacion de los residuos responsables de su
activacion (Serl77 y Ser181 para IKKB, y Serl76 y Ser180 para IKKa). Para comprobar
si este aumento en la actividad de las IKKs correlacionaba con una mayor actividad
transcripcional dependiente de NFKB, células RWP1 control y Snaill fueron
transfectadas con un plasmido reporter de la actividad NFkB, llamado NF3 (figura
R.4 B; M.M.10). Como se observa en la figura, las células Snaill presentaron mayor
actividad transcripcional dependiente de NFKkB que las células control. Este
resultado ha sido reproducido por otros miembros del laboratorio en otros sistemas
[245].

Alternativamente para comprobar si el incremento de fosforilacion de Akt por
Snaill correlacionaba con un aumento en su actividad, se analizd un sustrato directo
de Akt, FoxO1 [246]. Existen tres motivos de fosforilacién en FoxO por Akt: la T24, la
S256 y la S319 (en el caso de FoxOl). La fosforilacion de los tres es secuencial, y
provoca la salida de estos factores del nicleo impidiendo asi que realicen su

actividad transcripcional.
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Figura R.4 Células que expresan Snaill, presentan mayor actividad NFkB. A Extractos
totales (SDS 1%) de células RWP1 Snaill y control crecidas en medio sin suero. Los niveles de
P-IKK fueron analizados por western-blot con el anticuerpo especifico anti-P-IKKa/
(Serl76/Ser180). Los niveles totales de IKK fueron analizados con el anticuerpo especifico
anti-IKKa. Como control de carga, se utilizd la B-actina. Con el anti-HA se analizaron los
niveles de Snaill-HA. B Representacion gréfica de la actividad transcripcional dependiente de
NFkB mediante el reporter NF3 (M.M.10), usando la renilla como control interno, en los dos
clones estables, RWP1 control y RWP1 Snaill.

Para analizar los niveles de P-FoxO en las células que expresaban Snaill se
utilizd un anticuerpo especifico contra uno de los aminoacidos fosforilados por Akt
en FoxOl, la S256. Por la misma razén explicada en el experimento que se muestra
en la figura R.4, se crecieron células RWP1 en medio de cultivo con suero durante
24 h, mas 12 h con medio sin suero. Se cargd en un gel de poliacrilamida la misma
cantidad de extractos totales proteicos de células RWP1 Snaill y de células RWP1
control.

Como se muestra en la figura R.5 A los niveles de P-FoxO1 fueron mayores en
las células que expresaban Snaill que en las células control. Como consecuencia de
su fosforilacion por Akt, FoxO1 es translocado al citosol [247]. Para corroborar que
una mayor fosforilacién de FoxO1 correlacionaba con un mayor exporte nuclear, se
realizé un fraccionamiento subcelular de células RWP1 Snaill y control separando la
fraccién citosolica de la fraccién nuclear. Utilizando el anticuerpo especifico contra
FoxO1 total (figura R.5 B), se observé en las células Snaill una desparicién de

FoxO1 del nlcleo probablemente consecuencia de un mayor exporte (obsérvese que
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en las células control, FoxO1 aparecié en ambos compartimentos, véase carril 1y 3,
en cambio, FoxO1 solo aparecié en el compartimiento citosélico en las células RWP1

Snaill, véase carril 2 y 4).

A B
0% FBS
Cytosol  Miscleus
0% FBS —
pcDNA  + - peOMA. -+ - 4 -
Snaili-HA -+ Snaill-HA - + - 4
- -
B2k Da- = — B Foxti bt P Foaen
BExDa o |a|'l'l"'l-|3‘I
.
B2HDa- e FoxOf T p—— ByrK
30kDa- w Snailf-HA
d7kDa- s -  [-actin
RWP1

RWP1

Figura R.5 Células que expresan Snaill, presentan mayores niveles de P-FoxOl. A
Extractos totales de células RWP1 crecidas 24 h en presencia de suero y 12 h sin suero en el
medio. Los niveles de P-FoxO1 se analizaron por western-blot con el anticuerpo especifico P-
FoxO1Ser256. Los niveles totales de FoxO1 se analizaron con el anticuerpo especifico anti-
FoxO1l. Como control de carga se utilizd la B-actina. Con el anti-HA se muestran los niveles
de Snaill-HA. B Fraccionamiento subcelular de células RWP1 crecidas bajo las mismas
condiciones, en el que se separard la fraccion nuclear de la fraccion citosodlica. El marcador
nuclear (lamin-B1) y el citosélico (Piruvato quinasa), se utilizaron tanto para normalizar las
diferentes condiciones como para corroborar la ausencia de contaminaciéon entre
compartimentos.

Una vez en el citosol, FoxO1 es degradado via proteosoma por ubiquitinizacién de la
proteina. Tal ubiquitinizacién requiere de la previa fosforilacién de FoxO1l por Akt
[248], [249]. En figura R.5 A se observa como las células Snaill presentaron menos
proteina FoxOl total que las células control. Este resultado junto con la mayor
fosforilacién y el mayor exporte nuclear de FoxO1 en las células Snaill, demuestra
que el aumento de fosforilacion de Akt por Snaill se traduce en un aumento en su

actividad [247].

Por ultimo, para corroborar que Snaill aumentaba la actividad quinasa de Akt in

vivo, células HEK 293 fueron transfectadas transitoriamente con GST-Aktl en
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presencia del plasmido que expresaba Snaill (pcDNA-Snaill-HA) o el plasmido vacio,
pcDNA. La expresién ectopica de las proteinas se mantuvo 48 h.

Durante las 48 h de expresion, las células fueron deprivadas de suero durante
12 h y seguidamente fueron estimuladas o no con IGF-1. Las diferentes GST-Akt1 se
purificaron y se midieron sus respectivas actividades quinasa, realizando ensayos
quinasa sobre el péptido que contiene la secuencia de GSK3B fosforilada por Akt
(crosstide) (M.M.8.1). Como se puede observar en la figura R.6 A Aktl coexpresada
con Snaill presentd mayor actividad quinasa que Aktl coexpresada con el vector
vacio. Este aumento de actividad de Aktl por Snaill in vivo fue independiente del
estado previo de activacion de Aktl. Notese que, en la condicidon de activacion basal
de la quinasa, (tiempo O en la figura R.6.A) la actividad detectada en presencia de
Snaill fue practicamente igual que la actividad detectada por la Aktl cotransfectada
con el vector vacio y estimulada con IGF-1 durante 5 min. Por lo tanto, la
coexpresion de Snaill activa Aktl como lo hace la estimulacion de las células control

5 min con IGF-1.
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Figura R.6 La coexpresion de Snaill aumenta la actividad de Aktl. A Ensayo quinasa in
vitro sobre crosstide en el que se midieron las actividades de GST-Aktl coexpresada con
Snaill-HA o con el vector vacio, pcDNA, en células HEK 293 crecidas bajo diferentes
condiciones de activacién: en condiciones basales de actividad (0% FBS) o en condiciones de
activacion mediante estimulacion con IGF-1 durante 5 min o 1 h. B western-blot, en el que se
muestran las cantidades de GST-Aktl purificada que fueron utilizadas para los ensayos
quinasa. También se muestran los niveles de pcDNA-Snaill-HA transfectados en cada
condicion.

En el panel B de la figura R.6 se puede observar que cantidades similares de

Aktl fueron purificadas en cada condicién, lo que indica que las diferencias en las
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actividades detectadas no eran consecuencia de diferentes cantidades de Aktl

purificadas.

R.1.3 El aumento de la fosforilacion de Akt en los residuos responsables
de su activacion, la T308 y la S473, es dependiente de la actividad PI3K.

Como se ha explicado en la introduccién (I.4.2), la activacién de Akt depende de
la actividad de la quinasa dependiente de fosfatidil-inositol-trifosfato (PtdIns 3, 4,5
P3 o PIP3), la PI3K. En un intento de caracterizar el mecanismo por el cual Snaill
induce la fosforilacion de Akt, y su consiguiente aumento en la actividad quinasa,
células RWP1 fueron tratadas en presencia o ausencia del inhibidor especifico de la
PI3K, LY294002.

Se analizé la sefial P-S473 después de tratar con el inhibidor a diferentes
tiempos. Como era de esperar, los niveles iniciales de P-Akt (P-S473) en las células
fueron mayores que los de las células control (comparar carril 0 entre ambas lineas
celulares de la figura R7). Como se puede observar, después de 30 min de

tratamiento con el inhibidor la sefial de P-Akt desaparecié completamente.
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Figura R.7 La fosforilacion de Akt inducida por Snaill es dependiente de la actividad
PI3K. Células RWP1 fueron crecidas en medio con suero durante 48 h. 1 h antes de introducir
el inhibidor se retird el suero del medio. Se introdujo el inhibidor a una concentracion final
de 25 pM y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Como control de la acciéon del
inhibidor se utilizé el DMSO a la misma concentracion final. Se hicieron extractos totales y se
analizaron los niveles de P-S473 a cada tiempo, normalizando la cantidad total de Akt con el
anticuerpo Akt total. Como control de carga se utilizé la B-actina.
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Como el aumento de la fosforilaciéon de Akt inducida por Snaill no ocurre en
células tratadas con el inhibidor de la PI3K, podemos concluir que Snaill requiere la

actividad previa de PI3K para aumentar o prolongar la fosforilacion de Akt.

R.1.4 El aumento de la fosforilacion de Akt en los residuos responsables
de su activacion, la T308 y la S473, no depende totalmente de la
actividad represora de Snaill.

Como se ha explicado en la introduccion, Snaill es un factor de transcripcion
cuya funcién principal es la de reprimir genes. En nuestro laboratorio existe un
mutante de Snaill, Snaill-P2A, que presenta una mutacién puntual de la Prolina en
posicién 2 a una Alanina. Dicha mutacién, localizada en el dominio SNAG (dominio
responsable de la actividad represora [84]) impide al mutante reclutar la maquinaria
necesaria para reprimir genes [160]. Como se muestra en la figura R.8 A, este
mutante de Snaill es incapaz de reprimir la expresion de la E-cadherina.

Para comprobar si la actividad represora de Snaill era necesaria para la
activacion de Akt por Snaill, se planted analizar si el mutante no represor Snaill-P2A
era capaz de inducir la fosforilacién de Akt y de aumentar su actividad. Para ello, se
analizaron los niveles de P-Akt en células RWP1 que expresaban establemente este
mutante no represor de Snaill, comparandolos con células control y células Snaill.

Al igual que el experimento de la figura R.1, células RWP1 que expresaban
establemente Snaill-P2A fueron crecidas durante 36 h en condiciones de activacién
por suero. Para analizar la activacién basal, las células se crecieron durante 24 h en
presencia de suero, retirandoles el suero durante 12 h mas. Como se observa en la
figura R.8 B, de manera similar a las células que expresaban Snaill-WT, las células
que expresaban el mutante no represor de Snaill, presentaron niveles mas altos de
P-S473 que las células control, en ambas condiciones de crecimiento. Este efecto,
como en el caso de Snaill, fue mas evidente en situacion de activacion basal de la
quinasa. Por tanto, al igual que la proteina WT, Snaill-P2A también induce la
fosforilacién de Akt en el residuo S473 lo que sugiere que el aumento de

fosforilacién de Akt por Snaill en la S473 es independiente de su actividad represora.
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Figura R.8 El mutante no represor de Snaill, Snaill-P2A también induce la fosforilacion
de Akt. A. Gréafica extraida de [84], en la que se observa que el mutante Snaill-P2A no es
capaz de reprimir la CDHI1. B western-blot en el que se analizaron los niveles de P-S473 y de
P-T308 a partir de extractos totales de células RWP1 que expresan establemente Snaill-P2A-
HA, comparandolos con extractos totales de células RWP1 que expresaban establemente
Snaill y células control. Como control de carga se utilizd la B-actina.

El experimento se reprodujo analizando si Snaill-P2A era capaz de aumentar la
activacion de Akt, tanto en el citosol como en el nucleo al igual que la proteina WT.
Para ello, se hizo un fraccionamiento subcelular de células RWP1 Snaill-P2A,
comparandolo con células RWP1 Snaill o control.

Como muestra la figura R.9 el mutante no represor se comporté como el Snaill
WT incrementando la sefial de P-Akt tanto en el citosol como en el nucleo. El
incremento de la sefial de la S473 de Akt se pudo observar en el citosol en ambas
condiciones de crecimiento, pero en el niucleo sélo se aprecié en condiciones de
activacion basal de la quinasa, como ya ocurrié en la mayoria de los experimentos.

Aunque los resultados sugirieron que el efecto activador de Snaill sobre la
activacion de Akt era independiente de su actividad represora, los niveles de
expresién de ambas proteinas (seflal HA de la figura R8 y R9) no fueron
comparables por lo que el experimento se repitié utilizando cantidades similares de
las proteinas WT y mutante, y analizando la actividad quinasa de Akt sobre el

crosstide.
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Figura R.9 El mutante no represor de Snaill, Snaill-P2A, también induce la
fosforilacion de Akt en la S473 tanto en el citosol como en el ntcleo. La figura describe
el resultado obtenido mediante el fraccionamiento subcelular de células RWP1 control,
Snaill-HA y Snaill-P2A-HA crecidas tanto en condiciones de activacion basal de Akt, sin
suero, como en condiciones de activacién por suero, en el que se separaron la fraccion
nuclear de la fraccion citosolica. Se analizaron los niveles de fosforilacién, en la T308 y la
S473, con los fosfo-anticuerpos especificos respectivos. El anticuerpo anti-Akt se utilizd para
normalizar la proteina total. El marcador nuclear (lamin-B1) y el citosdlico (Piruvato quinasa),
se utilizaron tanto para normalizar las diferentes condiciones como para corroborar la
ausencia de contaminacién entre compartimentos.

Células HEK 293 se transfectaron transitoriamente con GST-Aktl, en presencia
de Snaill-P2A, Snaill o el vector vacio, en condiciones de activacidon basal y tras
estimulacién con IGF-1 (ver figura R.10 A). En todas las condiciones, el mutante no
represor de Snaill fue capaz de incrementar la actividad quinasa de Aktl, aunque en
menor medida que la proteina WT. Se realizd un andlisis estadistico de tres
experimentos utilizando el programa SPSS version 17. Las medias se compararon
mediante ANOVA y Prueba T. El analisis indicd diferencias significativas (p<0,05 o
*/**) entre las actividades medidas de las quinasas coexpresadas con el vector vacio
y las quinasas coexpresadas con Snaill o el mutante Snaill-P2A en todas las
condiciones estudiadas. Sin embargo, el anélisis estadistico sélo mostré diferencias
significativas (p<0,05) entre las actividades de las quinasas coexpresadas con Snaill
y las coexpresadas con el mutante Snail1-P2A tras estimular 60 min con IGF-1. Como

se muestra en el panel inferior de la figura R.10 A, transfectando transitoriamente
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los plasmidos se consiguieron niveles similares de expresion de Snaill-P2A y Snaill-
WT. También se muestra la cantidad de GST-Akt1 purificada en cada condicidn para

normalizar la actividad medida en el ensayo.
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Figura R.10 Snaill-P2A aumenta la actividad quinasa de Aktl in vivo. A Ensayo quinasa
in vitro sobre crosstide en el que se midieron las actividades de GST-Aktl coexpresada con
Snaill-P2A-HA, con Snaill o el vector vacio, pcDNA, en células HEK 293 crecidas en
condiciones basales de actividad (0% FBS) y en condiciones de activacion mediante
estimulaciéon con IGF-1 durante 5 min o 1 h. La grafica muestra la media de tres mediciones
de actividad de quinasa de un mismo lisado y los valores "p" obtenidos mediante ANOVA
siendo (*) p<0,05 y (**) p<0,01. El panel inferior corresponde a un western-blot donde se
observa la cantidad de quinasa purificada en cada condicién y la expresién de Snaill y
Snaill-P2A. B Ensayo quinasa in vitro sobre crosstide en el que se midieron las actividades de
GST-Aktl coexpresada con Snaill-P2A-HA, con Snaill o el vector vacio, pcDNA, en células
RWP1 crecidas en condiciones basales de actividad y con suero en el medio. La grafica
muestra la media de tres mediciones de actividad de quinasa de un mismo lisado y los
valores p obtenidos siendo (*) p<0,05 y (**) p<0,01. En el panel inferior se muestra la
cantidad de quinasa purificada para condicién, y la expresién de Snaill y Snaill-P2A.

El experimento se repitid transfectando transitoriamente los diferentes
plasmidos en células RWP1 WT en condiciones de activacion basal (0 % FBS) y en
presencia de un 10% de FBS en el medio. Como se observa en la figura R. 10 B, las
quinasas purificadas de células que habian sido transfectadas con Snaill o Snaill-
P2A mostraron mayor actividad, que aquellas purificadas de células control en
ambas condiciones. Aunque se obtuvieron diferencias entre las actividades medidas
de las quinasas coexpresadas con Snaill-WT y con el mutante, éstas no fueron
significativas (p>0,05). Como se observa en la figura se obtuvieron niveles

comparables de Snaill-WT y del mutante (figura R.10 B WB).
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Con los datos obtenidos se puede concluir que el mutante no represor de Snaill,
el Snaill-P2A es capaz de aumentar la actividad quinasa de Aktl de manera similar a
Snaill-WT, en todas las condiciones de crecimiento probadas, a excepcién de la
condicion de 60 min de estimulacion con IGF-1. Estos resultados sugieren que el
mecanismo por el cual Snaill incrementa la fosforilacion y la actividad quinasa de
Aktl es en parte independiente de su actividad represora, por lo que debe existir

otro mecanismo responsable del efecto de Snaill sobre la activacién de Akt.

RESUMEN

Los resultados de este capitulo demuestran un efecto inductor de Snaill sobre
el estado de fosforilacion de los residuos responsables de la activacion de Akt, con el
consecuente aumento en su actividad. Este incremento depende de la actividad PI3K,
y es independiente del estado previo de activacion de Akt. Se sugiere la existencia
de dos mecanismos por los cuales Snaill actia como un cofactor positivo de Akt:
uno dependiente de su actividad represora y uno independiente de su actividad

transcripcional.
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R.2 Akt interacciona con Snaill. La interaccion de ambas
proteinas provoca un aumento de la actividad quinasa de Akt.

R.2.1 Akt fosforila a Snaill in vitro.

Con el objetivo de encontrar cudl era el mecanismo alternativo mediante el cual
Snaill aumentaba la actividad de Akt, se quiso comprobar si habia una relacién
directa entre ambas proteinas. En primer lugar, nos planteamos si el mismo Snaill
podia ser un sustrato de Akt. Aunque un ensayo de fosforilacion por simulacién

computacional (http://scansite.mit.edu/) revelé que Snaill no contiene el motivo

especifico de fosforilacion descrito para Akt (I.4.2), no se descarto esta hipdtesis y se
comprobd si Akt era capaz de fosforilar Snaill in vitro.

Se realizaron ensayos quinasa in vitro con proteinas recombinantes de los
diferentes mutantes de Snaill (figura R.11), que ya existian en nuestro laboratorio
para comprobar si Snaill era fosforilado por Akt y, en caso de que asi fuera, poder

delimitar el dominio de Snaill en el cual existia el residuo modificado.
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Figura R.11 Representacion esquematica de la estructura primaria de Snaill y los
diferentes mutantes utilizados en los ensayos quinasa in vitro A Representacion
esquematica de la proteina Snaill donde se resaltan diferentes dominios, el dominio N-
terminal que comprende el dominio SNAG entre los aminoacidos 1-9, el dominio rico en
serinas entre los aminoacidos 90-120, la NES (secuencia de exporte nuclear) entre los
aminoacidos 126-146 y el dominio C-terminal que contiene los dedos de zinc entre los
aminoacidos 151-264. B Esquema detallado de las diferentes construcciones de Snaill
utilizadas en los ensayos quinasa in vitro. Se muestra la nomenclatura utilizada (columna
izquierda) y la regiéon de aminoacidos que contienen (columna derecha).
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En un primer ensayo se analizo la actividad de Akt sobre tres construcciones de
Snaill: la forma wild type (Snaill-WT) y los mutantes Snaill-Ct y Snaill-SRD
(dominio en el cual se han descrito diferentes modificaciones que regulan la
localizacién y la estabilidad de Snaill (I.3.2). En estos ensayos se utiliz6 la quinasa
Aktl obtenida como se explica en el apartado M.M.6.1.1. Como control positivo de
la actividad quinasa de Akt se utilizd la proteina GST-Bad. Bad es fosforilado en un
Unico residuo por Akt, la serina 136 [211], [250].

Como se puede observar en la figura R.12 A, la proteina Snaill-WT se detecté
fosforilada por Akt de manera similar al dominio Snaill-Ct (comparar carril Snaill-
WT con carril Snaill-Ct). Por tanto, ambas proteinas son fosforiladas por Akt en el
mismo grado lo que sugiere que el posible residuo candidato se localiza entre los
aminoacidos 151-264. También, se observa (primer carril y Gltimo carril de la figura
R.12 A marcados con un circulo rojo), que Akt no fosforilé ni el dominio rico en

serinas ni la GST, usada como control negativo.
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Figura R.12 Aktl fosforila Snaill-WT y Snaill-Ct in vitro pero no el dominio rico en
serinas. A Ensayo quinasa in vitro en el que por cada condicién se fosforilaron 8 pmoles de
cada proteina con la quinasa Aktl durante 30 min a 30°C en presencia de [y*]ATP. Las
reacciones se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% para obtener una buena
separacion de las proteinas. Seguidamente, el gel se secd y se expuso un film toda la noche a
-80°C para visualizar la radioactividad. Como control positivo de la actividad de Aktl se
introdujo la proteina GST-Bad. Como todas las proteinas contenian el fragmento GST
fusionado, se introdujo la GST para descartar fosforilaciones en esta parte de la proteina de
fusién. Los circulos en la figura indican ausencia de radioactividad. B El gel se tifid con el
colorante proteico Coomassie blue para visualizar las proteinas y asi asegurar que habia la
misma cantidad de proteina sustrato. La figura muestra la tincion Coomassie blue del gel del
mismo ensayo.
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El ensayo “in silico” predijo la treonina 177 como mejor residuo candidato para
ser fosforilado por esta quinasa (ver figura R.13 C). Este residuo se encuentra en el
dominio C-terminal de Snaill por lo que se generd el mutante puntual Snaill-T177A,
en el que se reemplazé la treonina por una alanina (aminoacido que no puede ser
fosforilado). Como se puede observar en la figura R.13 A, Aktl fosforilé el mutante
puntual T177A (circulo rojo carril 3) descartandolo asi cdmo el residuo modificado
por Aktl.

Nuestro grupo ha propuesto un modelo de conformacion para Snaill derivado
de ensayos pull-down en el que se demuestra que la parte N-terminal de Snaill
interacciona con la parte C-terminal [142]. De acuerdo con dicho modelo, cuando las
serinas del dominio SRD estan fosforiladas o mutadas a acidos asparticos, esta
interaccion se pierde por lo que la proteina presentaria una conformacién mas
“abierta”. Para comprobar si la conformacion “abierta” de Snaill facilitaba la
fosforilacién por Akt se utilizd el mutante Snaill-S/D el cual mimetiza dicha
conformacién, ya que las serinas han sido sustituidas por acidos asparticos
(aminoéacidos que mimetizan la fosforilacion). Al comparar el carril 2 y carril 4 de la
figura R.13 A, teniendo en cuenta que hubo menos proteina Snaill-S/D que Snaill-
WT; (figura R.13 B (Coomassie)), ambas proteinas fueron fosforiladas de forma
similar por Aktl, lo que indica que la conformacién abierta de Snaill no facilita su
fosforilaciéon por Aktl.

Para verificar que el residuo modificado por Akt en Snaill se encontraba en el
dominio C-terminal de la proteina, se prob¢ la dltima regién N-terminal que faltaba
por analizar, el mutante Snaill-Nt;.g9 que contiene los 80 primeros aminoacidos
(altimo carril de la figura R.13 A y B). Teniendo en cuenta la cantidad de proteina
introducida en el ensayo, apenas se detectd fosforilacién en la region N-terminal.
Con estos datos, podemos concluir que la regidon C-terminal de Snaill es donde

tiene lugar la fosforilacién por Akt.
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Figura R.13 Aktl fosforila el mutante puntual de Snaill, Snaill-T177A.y el mutante
Snaill-S/D (proteina abierta), pero no el mutante Snaill-Nt. A Ensayo quinasa in vitro en
el que por cada condicién se fosforilaron 8 pmoles de cada proteina con la quinasa Aktl
durante 30 min a 30°C en presencia de [y?]ATP. Las reacciones se cargaron en un gel de
poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separacion de las diferentes proteinas.
Seguidamente, el gel se sec6 y se expuso un film toda la noche a -80°C, para visualizar la
radioactividad. Como control positivo de la actividad de Aktl se introdujo la proteina GST-
Bad. B El gel se tifid con colorante proteico Coomassie para visualizar las proteinas y asi
asegurar que habia la misma cantidad de proteina sustrato. La figura muestra la tincion
Coomassie blue del gel del mismo ensayo. € Puntuacion de 0.5957 del residuo T177 de Snaill
en el ensayo de fosforilacion por simulacion computacional.

Una vez delimitada la fosforilaciéon en el dominio C-terminal de Snaill, se prob6
el mutante Snaill-A28 al cual le faltan los 28 ultimos aminoacidos, que
corresponden al Ultimo dedo de zinc. Como controles adicionales se utilizaron la
construccion Snaill-S/D y la construccion entera del dominio N-terminal, el Snaill-
Ni.151 que corresponde a la region 1-80 mas el dominio SRD. Como se puede
observar en la figura R.14 A se obtuvieron los mismos resultados que en ensayos
quinasa anteriores. El Snaill-WT, Snaill-S/D y el Snaill-Ct fueron fosforilados en la
misma proporcion por Aktl (carriles 2, 3 y 6) mientras que el Snail-Nty.15; (carril 4) se

fosforilé de forma residual.
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Figura R.14 Aktl fosforila principalmente el dominio C-terminal de Snaill. A Ensayo
quinasa in vitro en el que por cada condicién se fosforilaron 8 pmoles de cada proteina con
la quinasa Aktl durante 30 min a 30°C en presencia de [y*’JATP. Las reacciones se cargaron
en un gel de poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separacién de las diferentes
proteinas. Seguidamente, el gel se secd y se expuso un film toda la noche a -80°C, para
visualizar la radioactividad. Como control positivo de la actividad de Aktl se introdujo la
proteina GST-Bad. B El gel se tifid con colorante proteico Coomasie para visualizar las
proteinas y asi asegurar que habia la misma cantidad de proteina sustrato. La figura muestra
la tincidn Coomassie blue del gel del mismo ensayo.

En el caso de la fosforilacién del mutante Snail-A28, comparandola con la
fosforilacién detectada en Snaill-WT, ésta disminuyd drésticamente (carril 2 y 4 de la
figura R.14 A). Estos resultados se resumen mejor en la grafica representada en la

figura R.15.
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Figura R.15 Comparacion del grado de fosforilacion de las formas mutadas de Snaill.
Resultado de la cantidad de [y*)JATP incorporado por pmol de proteina del ensayo de la
figura R.14. Las bandas del gel tefiido con colorante proteico Coomassie blue se cortaron y
se conto la radioactividad incorporada en un contador de centelleo.
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Sabiendo que el posible residuo candidato a ser fosforilado se encontraba en
los 28 ultimos aminoécidos, se realiz6 una nueva mutacién puntual sobre la serina
246 generando el mutante Snaill-S246A. Esta serina se ha descrito como residuo
diana de la quinasa Pakl [150] cuya funcion esta regulada por Akt [251]. A su vez,
Pakl sirve de scaffold protein para la activacién de Akt por PDK1 [252], [253]. El
hecho de que en las células existan muchas acciones redundantes y que se hayan
descrito sustratos comunes para Pakl y para Akt [254], hizo que se comprobara si el
residuo 246 de Snaill podia ser fosforilado por Aktl. Como muestra la figura R.16
este mutante puntual también fue fosforilado por Aktl, lo que indica que la serina

246 no es el residuo diana de Aktl en Snaill.
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Figura R.16 Aktl fosforila el mutante puntual Snail1-S246A. A Ensayo quinasa in vitro en
el que por cada condicion se fosforilaron 8 pmoles de cada proteina con la quinasa Aktl
durante 30 min a 30°C en presencia de [y?]ATP. Las reacciones se cargaron en un gel de
poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separacion de las diferentes proteinas.
Seguidamente, el gel se sec6 y se expuso un film toda la noche a -80°C, para visualizar la
radioactividad. B El gel se tifi6 con colorante proteico Coomassie para visualizar las proteinas
y asi asegurar que habia la misma cantidad de proteina sustrato. La figura muestra la tincién
Coomassie blue del gel del mismo ensayo.

Para muchas quinasas, se han descrito dominios de reconocimiento y de
interaccion con su sustrato, llamados docking sites, diferentes de la secuencia
fosfoaceptora [255], [256], [257]. Hasta ahora no se ha descrito ningun docking site
para Akt, pero no se puede descartar que los Ultimos 28 aminoacidos de Snaill se

comporten como docking site hecho que impediria que el mutante Snaill-A28
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interaccionara con Aktl y, por tanto que fuera fosforilado. Esto indicaria, que el
residuo fosforilado por Aktl en Snaill se encontraria dentro del dominio C-terminal
pero fuera de los 28 aminoacidos y también que Akt tendria un docking site para
Snaill.

Para descartar esta hipdtesis y comprobar si Akt y Snaill podian interaccionar,
se realizaron ensayos pull-down. Extractos proteicos de células RWP1 se incubaron
con la proteina GST-Snaill-WT y con el mutante GST-Snaill-A28 y se analizd
mediante western-blot, la presencia de Akt enddégena. Como muestra la figura R.17
ambas proteinas interaccionaron con Akt. Ademas el mutante Snaill-A28
interacciond con una afinidad similar a la de Snail1l-WT, lo que indica que los Ultimos
28 aminoacidos de Snaill no son necesarios para la interaccion con Aktl. A partir de
este resultado, podemos concluir que la falta de deteccién de radioactividad en este
mutante en los ensayos quinasa (figura R.14 y R.15) es debida a que el residuo

modificado por Aktl en Snaill se localiza en los Gltimos 28 aminoacidos.
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Figura R. 17 El mutante Snaill-028 interacciona con Aktl con una afinidad similar a la
de Snaill-WT. A pull-down en el que por cada condicién se incubaron 12 pmol de proteinas
recombinantes con 500 pg de extractos totales de células RWP1. Se cargd un 2% de los
extractos como input. Como control negativo se utilizd la proteina GST. Los complejos
purificados con Glutathion-Sepharose 4B se analizaron por western blot con el anticuerpo
anti-Akt total. Las membranas se volvieron a incubar con el anticuerpo anti-GST para
asegurar que habia la misma cantidad de proteina purificada.
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R.2.2 Snaill interacciona directamente con Aktl in vitro. Esta interaccion
aumenta su actividad quinasa sin aumentar su nivel de fosforilacion.

Se han descrito una gran variedad de proteinas que mediante su interaccién
con Akt actian como moduladores de su actividad mas que de sustratos [206]. En la
figura R.18 se detallan gran parte de estos cofactores de Akt y el efecto que tienen

sobre su actividad.
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Figura R.18 Listado de diferentes proteinas que interaccionan con Akt y

modulan su actividad. http://www.cellsignaling

Una vez comprobado que Snaill y Akt interaccionaban (figura R.17) se planted
la hipotesis de si Snaill podria actuar como un cofactor directo de Akt, aumentando
su actividad a través de su interaccion directa. Para ello, se realizaron ensayos
quinasa en los cudles Aktl fusionada con GST, purificada de células HEK 293 tratadas
con IGF-1 durante 5 min, fue preincubada con la proteina de fusién GST-Snaill, asi

como con varios mutantes de Snaill. Como control se preincubé la quinasa con la
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GST sola. Seguidamente, se midié la actividad de Aktl mediante la deteccion de la
radiactividad incorporada por el crosstide.

Como se observa en la figura R.19 A sélo el dominio C-terminal de Snaill, el
que contiene el dominio de unién al DNA, fue capaz de aumentar la actividad
quinasa de Aktl. Nétese, que cuando este dominio fue bloqueado por union al DNA
(en este caso con el promotor CDH1I), Snaill ya no pudo incrementar la actividad
quinasa de Aktl (figura R.19 A, tercera condicion). Este resultado verificd que esta
regién, aminoacidos 152-264, es importante para la activaciéon de la quinasa. De
todas formas, la activacion observada con el mutante Snaill-Ct fue menor que con la
proteina WT. Como se puede observar, la GST sola no mostrd ningun efecto sobre la
actividad. Lo mismo sucedi6 con el mutante de Snaill que mimetiza la conformacién
“abierta”, el Snaill-S/D. En la figura R.19 B se muestran las medias comparadas de
las diferentes mediciones realizadas de la actividad de Akt preincubada con Snaill-
Ct y Snaill-WT. En los dos casos las diferencias entre la actividad de la quinasa
preincubada con GST y la preincubada con Snaill-WT y Snaill-Ct fueron
significativas (p<0,05).
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Figura R.19 Snaill-WT incrementa la actividad quinasa de Aktl. A Ensayo quinasa in
vitro en el que se preincubd Aktl (expresada y purificada de células HEK 293 deprivadas de
suero durante 12 h y tratadas 5 min con IGF-1), con 1 ug de la proteina GST-Snaill-WT
durante 10 min a 30°C. Las reacciones se realizaron en presencia de [y?]ATP, durante 30 min
a 30°C y 30 uM de crosstide se utilizaron como sustrato. Se detuvo la reaccidon y se prosiguio
a contar la radioactividad incorporada por el sustrato en cada condicién. Como control, se
preincubd la quinasa con la GST sola. En la gréfica se representa la media de tres mediciones
de la quinasa procedente de un lisado. B. Ensayos quinasa in vitro en el que se preincubo
Aktl con 1 pg del mutante de Snaill, GST-Snaill-Ct y con Snaill-WT durante 10 min a 30°C.
Después de 30 min a 30°C, las reacciones se detuvieron y se midi6 la cantidad de
radioactividad incorporada por el sustrato. En la gréfica se muestran las medias de 4
experimentos, cada uno realizado por triplicado y el valor p obtenido mediante la prueba T
(programa SPSS).
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Para explicar como Snaill podia incrementar la actividad de Aktl in vitro se
plantearon dos ideas: o bien la interaccion con Snaill producia un incremento o
acumulaciéon de Aktl fosforilado en la T308 y en la S473, o la interaccion de Snaill
con Aktl incrementaba su actividad, manteniendo una conformacion activa de la
quinasa sin incrementar el estado de fosforilacion de los residuos responsables de
su activacion.

Para discernir entre las dos hipétesis, se procedié a realizar ensayos quinasa in
vitro en presencia de ATP no marcado radioactivamente. Seguidamente, se analizé el
nivel de fosforilacion de la T308 y la S473 por western-blot de la GST-Akt
preincubada con GST-Snaill. Dicha sefial se comparé con la de la GST-Akt
preincubada con la GST sola como control negativo.

Como muestra la figura R.20, cuando se compararon las sefales obtenidas por
los fosfo-anticuerpos, éstas fueron iguales preincubando con GST-Snaill-WT como
con la GST sola. Por tanto, el aumento in vitro de la actividad de Aktl por interaccién
con Snaill no es consecuencia de un aumento en la fosforilacién de los residuos

responsables de su activacion, la T308 y la S473.
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Figura R.20 El incremento in vitro de la actividad quinasa de Aktl por Snaill, no es
debido a una mayor fosforilacion de los residuos responsables de su activacion, al
menos para el caso de la T308. A Ensayo quinasa in vitro en el que GST-Akt1 purificada, de
células HEK 293, bajo diferentes condiciones de activaciéon (en condiciones basales de
actividad (0% FBS) y en condiciones de activacion mediante estimulacién con IGF-1) fueron
preincubadas con GST-Snaill-WT durante 10 min a 30°C. Seguidamente se realizé el ensayo
quinasa en presencia de ATP no marcado radioactivamente. Las reacciones, se pararon
después de 30 min a 30°C. Las direntes condiciones se dividieron en tres y se cargaron en un
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gel de poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separacién de las diferentes proteinas.
Se transferieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron los residuos T308 y S473
con anticuerpos anti-P-T308 y anti-P-S473. Como control de la presencia de cantidades
iguales de todas las proteinas se usé el anticuerpo anti-GST.

RESUMEN
Los resultados de este capitulo evidencian un mecanismo mediante el cual

Snaill aumentaria la actividad quinasa de Aktl por interacciéon directa. Se ha
demostrado que esta interaccion aumenta la actividad quinasa de Aktl in vitro. Al
no aumentar la fosforilacion de los residuos responsables de la activacién de Akt
pareceria que la interaccién con Snaill facilitaria una conformacién mas activa de la
quinasa. También se muestra como Snaill es un sustrato de Aktl in vitro.
Probablemente, el residuo fosforilado se encuentra entre los Ultimos 28 aminoacidos,

descartando la serina 246.
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R.3 Akt interacciona con Snaill in vivo. Snaill necesita de la
actividad quinasa de Akt para reprimir la CDH1.

R.3.1 Akt y Snaill interaccionan en el nicleo de células epiteliales
tumorales.

Para comprobar que el aumento de actividad de Akt por interaccién con Snaill
tenia lugar in vivo se realizaron experimentos de coinmunoprecipitacion (M.M.7.2).

Células RWP1 WT fueron transfectadas transitoriamente con el plasmido que
expresaba Snaill-HA o el vector vacio pcDNA. Después de 48 h de expresion se
lisaron las células (M.M.6.1.2 extraccibn de proteinas en condiciones no
desnaturalizantes). Durante toda la noche se incubd una cantidad de estos extractos
con el anticuerpo HA que reconocia el tag del Snaill ectopico. Seguidamente se
analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-Akt los complejos que
coinmunoprecipitaron con Snaill-HA. Como se observa en la figura R.21 A, la
quinasa Akt enddgena se encontré formando parte de los complejos
inmunoprecipitados con Snaill-HA.

Como se ha demostrado en el apartado R.1, el mutante no represor de Snaill,
el Snaill-P2A, también es capaz de activar Akt. Si la hipdtesis de la activacién de Akt
por interaccién con Snaill es cierta, deberiamos encontrar que este mutante
también es capaz de interaccionar con Akt. Como muestra la figura R.21 A, el
mutante Snaill-P2A también inmunoprecipitd con Akt.

Estos resultados muestran que ambas proteinas pueden interaccionar con Akt in
vivo lo que refuerza la existencia de un mecanismo de activacién de Akt por
interaccion con Snaill.

Como se ha explicado en la introduccién, Akt contiene tres dominios
diferenciados: el dominio PH, el dominio quinasa donde se encuentra la T308 y un
dominio C-terminal que contiene un motivo hibrofébico donde se encuentra la S473.
Sabiendo que el dominio PH funciona tanto como dominio de unién a
fosfoinositidos como dominio modulador de la unidén a proteinas [258], se quiso
examinar si la interaccion entre Snaill/ Akt o Snaill-P2A/ Akt estaba mediada por
este dominio. Con este proposito células HEK 293 fueron cotransfectadas con los

plasmidos que expresaban Snaill o Snaill-P2A y con los plamidos GST-Aktl que
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expresaban la forma WT o la forma mutada a la cual le faltaban los aminoéacidos del
1-117 (Aktl-APH). Seguidamente se incubaron 500 pg de cada condicién con
Glutathion-Sepharose 4By se analizaron los complejos purificados por western-blot
con el anticuerpo anti-HA que reconocia el Snaill y Snaill-P2A ectopico. La figura
R.21 B muestra que tanto Snaill (carril 1 y 3) como el mutante Snaill-P2A (carril 2 'y
4) interaccionaron con ambas formas de Aktl. Como controles se utilizaron lineas
celulares transfectadas con el vector que expresaba GST y lineas celulares

transfectadas con el vector vacio pcDNA.
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Figura R.21 Snaill y Snaill-P2A inmunoprecipitan con Akt en células RWP1. El dominio
PH de Akt no participa en la interaccién. A Ensayo de coinmunoprecipitacion en el que
células RWP1 fueron transfectadas con el plasmido que expresaba Snaill-HA, Snaill-P2A-HA
o con el vector vacio pcDNA. La expresién se mantuvo 48 h en presencia de 10% de suero.
500 pg de extractos totales de estas células fueron incubados con el anticuerpo anti-HA. Los
inmunocomplejos se analizaron por western-blot. Un 5% de input fue utilizado como control
de carga. B Ensayo pull-down en el que células RWP1 WT fueron transfectadas con los
plasmidos que expresaban GST-Aktl, GST-APH-Aktl o GST como control. A su vez, estas
células se cotransfectaron con los plasmidos que expresaban Snaill-HA, Snaill-P2A-HA o
con el vector vacio pcDNA. La expresién se mantuvo 48 h en presencia de 10% de suero. Se
utilizaron 500 pg de extractos totales de estas células. Los complejos purificados con
Glutathion-Sepharose 4B se analizaron por western blot con el anticuerpo anti-HA. Las
membranas se volvieron a incubar con el anticuerpo anti-GST para asegurar que habia la
misma cantidad de proteina purificada.
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Se quiso estudiar en que compartimento celular tenia lugar la interaccion de
Snaill/ Akt. Akt tiene una distribucién citosélica y nuclear pero Snaill se localiza
mayoritariamente en el nucleo, por lo que era probable que la unién entre ambas
proteinas ocurriera en el compartimento nuclear.

Para verificar esta hipodtesis se realizaron experimentos de co-
inmunoprecipitacion transfectando células RWP1 WT con el plasmido que expresaba
el mutante de Snaill, el Snaill-S/A. Este mutante muestra una distribucion
totalmente nuclear ya que tiene el dominio rico en serinas, dominio responsable del
exporte nuclear de Snaill, mutado a alaninas (I.3.2.1). Como control se utilizé la
misma linea pero transfectada con el vector vacio pcDNA.

Como muestra la figura R.22 A, este mutante se detecté formando parte del
complejo inmunoprecipitado con Akt, confirmando que la interacciéon entre ambas
proteinas puede tener lugar en el nicleo.

Para descartar completamente que la interaccién Snaill/ Akt tuviera lugar en el
citosol se realizd un fraccionamiento subcelular de células RWP1 que fueron
transfectadas con Snaill-HA o con el vector vacio pcDNA, separando nucleo de
citosol. La misma cantidad de extractos proteicos de cada compartimento se incub6
con el anticuerpo anti-HA que reconoce el Snaill ectépico. Como muestra la figura
R.22 B cuando se compard el carril 1, que corresponde al complejo
inmunoprecipitado del compartimento citosolico, con el carril 2, que corresponde al
compartimento nuclear, la sefial de Akt precipitada con Snaill fue mayor en el
compartimento nuclear. Notese que aunque hubo mas cantidad de Snaill
inmunoprecipitado en el nlcleo, esperable ya que es una proteina mayoritariamente
nuclear, también se parti6 de menos sefial de Akt que en el citosol (mirar el % de
input cargado en el gel) lo que indica que Snaill interacciona mayoritariamente con

el Akt nuclear.
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Figura R.22 Snaill interacciona mayoritariamente con el Akt nuclear. A Ensayo de
coinmunoprecipitacién en el que células RWP1 fueron transfectadas con el plasmido que
expresaba Snaill-S/A-HA o con el vector vacio pcDNA. La expresién se mantuvo 48 h en
presencia de 10% de suero. 500 pg de extractos totales de estas células fueron incubados
con el anticuerpo anti-HA. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot. Se utilizd un
5% de input como control de carga B Ensayo de coinmunoprecipitacién en el que células
RWP1 fueron transfectadas con el plasmido que expresaba Snaill-HA o con el vector vacio
pcDNA. Se realizé un fraccionamiento subcelular separando el compartimiento nuclear de la
fraccion citosdlica y membrana. 500ug de cada fraccién se incubaron con el anticuerpo anti-
HA. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot Se utilizd un 5% de input como
control de carga.

E3kDa-

ETkDa-

Para comprobar que la unién entre ambas proteinas no era consecuencia de la
sobreexpresion de Snaill, se realizé la coinmunoprecipitacién de las proteinas
endogenas utilizando extractos nucleares (M.M.6.1.3) de dos lineas celulares que
expresaban niveles altos de Snaill endégenos las MiaPaca2 y las SW620. Estos se
incubaron toda la noche con el anticuerpo especifico anti-Akt. Seguidamente los
complejos purificados se analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-Snaill

generado en nuestro laboratorio (Tabla M.M.11). Como se muesta en la figura
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R.23, Snaill se detectd formando parte del complejo precipitado con Akt en ambas

lineas celulares.

P P
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Figura R.23 Snaill y Akt endégeno co-inmunoprecipitan en el niicleo de células
MiaPaca y SW620. Ensayo de coinmunoprecipitacién en el que se incubaron 500 pg de
extractos nucleares de células MiaPaca2 y de células SW620, con el anticuerpo especifico
anti-Akt. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-Snaill
generado en nuestro laboratorio. Se utilizé un 5% de input como control de carga. (*)
Dependiendo de la resolucién del gel y del anticuerpo utilizado se observan varias formas de
Snaill que pueden corresponder diferentes modificaciones de la proteina con distintos pesos
moleculres [142]

Teniendo en cuenta todos los resultados mostrados se puede concluir que
ambas proteinas interaccionan in vivo y que dicha interaccién ocurre en el nlcleo de

células tumorales.

R.3.2 Akt se une a la region (-178/+92) del promotor de la CDH1, la
misma region en la que se une Snaill.

Una vez determinado el compartimento donde tenia lugar la interaccién Snaill/
Akt y sabiendo que la funcion de Snaill descrita hasta ahora es la de regular la
expresion génica mediante su unién al DNA, se planted si la interaccion podia tener
lugar sobre algin promotor regulado por Snaill. Aunque Akt es una quinasa que,
entre otras funciones, regula la actividad de factores de transcripcién [246, 259, 260]
y de proteinas que modifican directamente la cromatina [260-262], no existe
ninguna evidencia de la unién de Akt al DNA. Con el prop6sito de comprobar si Akt
y Snaill podian colocalizar a nivel de cromatina se estudi6 mediante
inmunofluorescencia la distribucion de Akt y de Snaill en células HT-29 M6 Snaill

tratadas, antes de ser fijadas, con el tampdn CSK (M.M.9). Este tampo6n permite
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eliminar aquellas proteinas que no esten unidas a estructuras subcelulares como el
citoesqueleto o el DNA.

Como muestra la figura R.24 después del tratamiento, se detect6 sefial de Akt
y de Snaill en la fraccién rica en cromatina de estas células. Al superponerse las
sefales (ver merge de la figura) Akt y Snaill colocalizaron. En la parte inferior de la
figura se muestra la sefial de Akt activa, P-S473. Como se observa en el merge,
Snaill colocalizé también a nivel de la cromatina con Akt activa, indicando que Akt y
Snaill pueden interaccionar a nivel del DNA y que Akt en estos complejos puede

estar activa.

HT-29 ME Snaill

AR

Merge

P-547T3 Akt Marge

Figura R.24 Snaill y Akt colocalizan en células HT-29 M6. Inmunofluorescencia de Akt
total, de Akt-P-S473 y de Snaill en células HT-29 M6 que expresan establemente Snaill-HA.
Las células fueron tratadas con el buffer CSK antes de ser fijadas. Como anticuerpo
secundario se utilizé un anticuerpo conjugado con el fluorocromo rojo Alexa 555 para la
sefial de Akt y de P-S473. Para la sefial de Snaill se utilizé un anticuerpo conjugado con el
fluorocromo verde Alexa 488. La superposicion de las sefiales roja y verde se representa en
color blanco (Merge) en la figura. La deteccion y la captura de imégenes se realizaron por
microscopia confocal.

Como se ha explicado en la introduccién, la principal diana de Snaill durante la
EMT es el gen de la CDHI. Datos previos relacionan, aunque indirectamente, Akt con
la represion de este gen durante la EMT [226]. Este hecho junto con los datos
obtenidos mediante inmunofluorescencia (figura R.24) llevaron al planteamiento de
si la interaccion Snaill/ Akt pudiera tener lugar en el promotor CDHI1 y, en caso de

que asi fuera, su posible funcionalidad.
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Para averiguar si Snaill y Akt interaccionaban sobre el promotor CDHI, se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (M.M.12) los cuales
permiten comprobar si una proteina se une in vivo a un promotor en concreto.
Extractos enriquecidos en nucleos de células HT-29 M6 y RWP1 fueron incubados
con el anticuerpo especifico anti-Akt. Se estudié la presencia de Akt en la misma
region del promotor CDHI1 previamente descrita como regién a la cual se une
Snaill(-178/+92) [84],[160]. La cantidad del DNA de interés coprecipitado con Akt y
la coprecipitada inespecificamente fue analizada por PCR cuantitativa. La figura
R.25 muestra como el DNA analizado se detectd en los inmunoprecipitados de Akt y
no en las condiciones sin anticuerpo, en ambas lineas celulares indicando que Akt
se une a la misma region del promotor CDHI1 que Snaill. Sorprendentemente, la
presencia de Akt en el promotor CDHI fue independiente de la presencia de Snaill
ya que en las células control también se encontré Akt unido en el promotor CDH1
obteniéndose porcentajes de input similares a los obtenidos en la linea que

expresaba establemente Snaill.

CHIP CODH1 promoter

Slabia Corsrol Colly
B Siabia Srad) Codu
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Figura R.25 Akt se une a la region -178/+92 del promotor de la CDH1
independientemente de la presencia de Snaill. ChIP (M.M.12) en el que se analizd la
presencia de Akt sobre el promotor CDH1 en las lineas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y).
Snaill. Akt fue inmunoprecipitado de cromatinas provenientes de estas lineas celulares con
el anticuerpo anti-Akt total. La region -178/+92 del promotor CDHI se amplificé por PCR
cuantitativa con oligonucleétidos especificos. Como control negativo se utilizd la cantidad de
DNA inmunoprecipitada en ausencia de anticuerpo (No Ab). Los resultados que se muestran
en la grafica representan el porcentaje de input inmunoprecipitado en cada caso (cantidad
de promotor inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial). En la gréafica se
representa la media de al menos tres experimentos.
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R.3.3 Snaill necesita de la actividad kinasa de Akt para reprimir el
promotor de la CDH1.

Para estudiar la posible funcionalidad de la interaccion Snaill/ Akt en el
promotor de la CDHI1 se decidié comprobar si la actividad quinasa de Akt era
necesaria para la represiéon de la E-cadherina por Snaill. Células RWP1 fueron
transfectadas transitoriamente con el mutante de Aktl, Akt-K179M. Este mutante
recibe el nombre de kinase dead ya que tiene mutado el sitio de unién al ATP y por
lo tanto no puede fosforilar proteinas sustrato. Se cotransfectaron los plasmidos de
Snaill-HA o el vector vacio pcDNA junto con el plasmido pGL3 que contiene el
fragmento -178/+92 del promotor de la E-cadherina regulando la actividad del gen
de la luciferasa (M.M.10) lo que permite detectar su actividad.

Como muestra la figura R.26, Snaill reprimi6 el promotor CDHI de una manera
dosis dependiente. Sin embargo, en presencia del mutante de Akt cataliticamente
inactivo, la represién de la E-cadherina por Snaill se vié comprometida aunque no
totalmente ya que en el Ultimo punto donde hubo mas expresién de Snaill si se
detectod represion. Por lo tanto, Snaill necesita de la actividad quinasa de Akt para
poder reprimir el promotor de la E-cadherina, especialmente cuando se expresa a
bajas cantidades. Nétese que inicialmente en el punto donde no hay Snaill, la
expresion del mutante de Akt incrementa la actividad basal del promotor CDHI,;
esto podria ser como consecuencia de que las células RWP1 WT presentan niveles

endogenos de Snaill.
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Figura R.26 Snaill necesita de la actividad quinasa de Akt para reprimir el promotor de
la E-cadherina. Células RWP1 WT fueron transfectadas transitoriamente con 100 ng del
plasmido pGL3 (-178/+92 del promotor de la E-cadherina) o el pldsmido pGL3 vacio.
Simultdneamente se transfectaron el mutante Akt-K179M o el vector vacio pcMV5 con
cantidades crecientes de Snaill-HA o pcDNA 0, 0.1, 1, 10 ng. La actividad de los promotores
se examiné mediante ensayos reporters. Los valores se muestran referidos al valor inicial o
control de cada condicion. En la grafica se representa la media de al menos tres
experimentos.

Teniendo en cuenta que nuestro interés se centraba en encontrar la funcién
biolégica de la interaccion Snaill/ Akt en el promotor de la E-cadherina,
comprobamos si el mutante kinase dead de Akt podia interaccionar con Snaill. Para
ello células RWP1 fueron cotransfectadas con el mutante Akt-K179M en presencia
del plasmido Snaill-HA o del vector vacio pcDNA. Después de 48 h de expresion se
preparon extractos totales (M.M.6.1.2). Una cantidad de éstos se incubaron con el
anticuerpo anti-Snaill. Como muestra la figura R.27 en los complejos precipitados
con Snaill se detectd el mutante de Akt por lo que esta mutacién puntual no impide

que la interaccién Snaill/ Akt tenga lugar.
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Figura R.27 El mutante de Akt kinase dead interacciona con Snaill. Ensayo de co-
inmunoprecipitacion en el que células RWP1 fueron cotransfectadas con pldsmido que
expresa el mutante de Akt, Akt-K179M-HA y con el plasmido que expresa Snaill-HA o con el
vector vacio pcDNA. La expresion se mantuvo 48 h en presencia de 10% de suero. 500 ug de
extractos fueron incubados con el anticuerpo anti-Snaill preparado en nuestro laboratorio.
Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-HA. Se utiliz6 un
5% de input como control de carga.

Se quiso examinar si el impedimento de la represion de la E-cadherina por
Snaill por falta de la actividad quinasa de Akt se traducia a nivel mRNA y proteina.

Para ello células RWP1 WT fueron cotransfectadas con Snaill-HA o pcDNA y con
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Akt-K179M o el vector vacio pcMV5. Después de 48 h de expresidn se analizaron los
niveles de mRNA de la E-cadherina con oligonucledtidos especificos y los niveles de
proteina por western-blot. Como muestra la figura R.28 A, la expresion de Snaill
produjo la disminucidn de los niveles de mRNA de la E-cadherina (comparar carril 1,
células control, con carril 3, células Snaill). Esta disminucién se vié bloqueada por la
coexpresion del mutante de Akt cataliticamente inactivo. Las células Snaill
coexpresadas con el mutante de Akt presentaron niveles de mRNA de E-cadherina
comparables a los de las células control (comparar carril 1 con carril 4). En la figura
R.28 B se muestra el mismo resultado pero a nivel proteina para todas las
condiciones, a excepcion de la expresion del mutante de Akt en las células control.
En esta condicién aunque los niveles de mRNA no se alteraron, a nivel proteina éstas
células presentaron menos E-cadherina que las células control (comparar carril 1 con
carril 2 del panel B de la figura). Notese que la expresion de este mutante no altera
los niveles de Snaill (I1.4.3) (sefial HA panel B) por lo que se puede concluir que Akt

como quinasa coopera directamente en la represion de la E-cadherina por Snaill.
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Figura R.28 Snaill requiere la actividad quinasa de Akt para reprimir la E-cadherina. A
Se extrajo el RNA de células RWP1 WT transfectadas con Snaill-HA o el vector vacio pcDNA
y con el mutante Akt-K179M o el vector vacio pcMV5. Se analizaron por PCR semicuantitativa
los niveles de mRNA de la E-cadherina y del Snaill-HA expresado ectdépicamente con
oligonucléotidos especificos. El gen HPRT se amplific6 como control. B western-blot de
extractos totales de células RWP1 WT transfectadas con Snaill-HA o el vector vacio pcDNA y
con el mutante Akt-K179M o el vector vacio pcMV5. Los niveles de E-cadherina se analizaron
con el anticuerpo anti-E-cadherina y los de Snaill-HA con el anticuerpo anti-HA (Roche).
Como control de carga se utilizo la B-actina.

RWP1 WT
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R.3.4 Ni la fosforilacién en la S10, ni en la S28 de la histona H3 son el
resultado de la interacciéon entre Akt y Snaill en el promotor de la CDH1.

Con el fin de averiguar cuél podia ser el resultado de la interaccién Snaill/ Akt
en el promotor de la E-cadherina y sabiendo que Snaill necesitaba de la actividad
quinasa de Akt, se quiso analizar si Akt podria estar modificando algun residuo de
alguna histona presente en dicho promotor.

El primer residuo identificado que podia ser fosforilado in vitro en una histona
fue la serina 10 de la histona H3 [263]. Han sido muchas las quinasas descritas como
las responsables de la fosforilaciéon de la S10 de la H3 in vitro. En mamiferos la
quinasa Aurora B seria la principal causante de esta fosforilacion in vivo [264].
Ademas PKA [265], Rsk2 [266], Msk1[267] y IKKa [268] también fosforilan la S10 de
H3 in vivo. Akt también ha sido descrita como quinasa candidata para fosforilar la
S10 de la H3 [269] por lo que se decidié comprobar si Akt podia fosforilar la H3 in
vitro.

Se realiz6 un ensayo quinasa en el cual la Histona H3 (M.M.8) fue incubada con
Akt y [y?JATP durante 30 min a 30°C. Como muestra la autorradiografia de la
radioactividad incorporada por la H3 (figura R.31 A) Akt fue capaz de fosforilar la
H3 in vitro. Seguidamente se quiso comprobar si el residuo modificado por Akt en
H3 podria ser la S10. Se realiz6 el mismo ensayo quinasa pero con ATP no marcado
radioactivamente. Se carg6 la reaccién en un gel y se analiz6 la presencia de la P-
S10 por western-blot con el anticuerpo anti-P-S10-H3. Como muestra la figura R.31
B, Akt fosforild la H3 en la S10. En este mismo ensayo, se introdujo una condicién en
la que se preincubd Akt con la proteina de fusion GST-Snaill. Como se observa en el
carril 3 del panel B, la incubacién de Akt con Snaill aumento la actividad quinasa
de Akt sobre la S10 de la H3 lo que indica que o bien en presencia de Snaill, Akt es
maés activa o bien la H3 se convierte en mejor sustrato para Akt (ver resultados R.2
en los que la preincubacion de Akt con Snaill aumenta su actividad quinasa). El
resultado de un segundo ensayo quinasa con ATP no marcado radioactivamente se
analiz6 por espectrometria de masas en busca de el/los residuo/s modificados por
Akt. En la figura R.29 C se muestran los resultados que se obtuvieron. Estos

indicaron que Akt fosforild a la H3 al menos en la S10, la S28 y la T46, siendo este
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ultimo el residuo mas fosforilado (nétese que este residuo se encuentra dentro del

motivo especifico de fosforilacion de Akt, recuadro lila de la figura R.29 C).
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Figura R.29 Akt fosforila la histona H3 in vitro. A Ensayo quinasa in vitro en el que se
incubaron 3ug de proteina recombinante H3 con 1 pg de quinasa recombinante Aktl. El
ensayo se realizé durante 30 min a 30°C en presencia de [y?]ATP. Las reacciones se cargaron
en un gel de poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separacién de las diferentes
proteinas. Seguidamente se secd y se expuso un film toda la noche a -80°C, para visualizar la
radioactividad. B Ensayo quinasa in vitro en presencia de ATP no marcado radioactivamente
en el que se analizd la sefal P-S10 por western-blot después de fosforilar la histona H3 con
Aktl preincubada o no con la proteina de fusién GST-Snaill. El anticuerpo anti-H3 fue
utilizado para normalizar la cantidad total de histona H3 introducida en cada condicién. C
Resultado del analisis por espectrometria de masas de los residuos fosforilados por Aktl en
la histona H3. A la izquierda se muestra una figura modelo del dominio globular y la cola de
la H3.

Una vez determinado que Akt podia fosforilar in vitro la H3 en estos tres
residuos, se examind mediante ensayos ChIP si alguno de ellos aparecia fosforilado
en el promotor de la E-cadherina como consecuencia de un aumento de actividad
de Akt por interaccién con Snaill en el promotor. En el momento que se realizaron
estos experimentos solo existian anticuerpos comerciales para la P-S10 y la P-S28,

por lo que la P-T46 no pudo ser analizada.
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Como muestra la figura R. 30, mediante inmunofluorescencia se confirmé que,
si en la preparacién existian células mitoticas practicamente la totalidad de la sefial
de P-S10 y de P-S28 (la cual se comporta como la P-S10) se acumulé en ellas lo que
corrobora datos previos que indican que estas sefiales son mayoritariamente sefiales
mitéticas [270], [271]. El resto de células mostraron baja tinciéon. Con el fin de
disminuir la presencia de células mitdticas en el ensayo y aumentar la sefal de
células en interfase, se decidié analizar la distribucidén de estas sefiales en células
crecidas sin suero durante 48 h. Como muestra la figura R.30, en estas condiciones
se pudo detectar mayor sefial de P-S10 y P-S28 en células no mitéticas por lo que se
decidio realizar los ensayos ChIP con cromatina procedente de células HT-29 M6 y

RWP1 control y Snaill crecidas en ausencia de suero.
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Figura R.30 La P-S28 es una marca principalmente mitética tanto en células HT-29 M6
como en células RWP1 control y Snaill. A inmunofluorescencia en presencia de 0,5% FBS
y en ausencia de suero de la sefal de la P-S28 en células RWP1 control (panel superior) y
Snaill (panel inferior). La sefial verde se obtuvo con el anticuerpo secundario marcado con el
fluorocromo Alexa 488. B Inmunofluorescencia en ausencia de suero de células HT-29 M6
control y Snaill (panel superior). En el panel inferior se muestra aumentada la sefal
cromosémica de P-S28 en células HT-29 M6 Snaill. La sefial de P-S28 se muestra en verde.
Los mismos resultados se obtuvieron para la sefial de la P-S10 aunque no se muestran en la
figura.

A la vez que se analizo la presencia de la P-S10 y de la P-S28 en el promotor de
la E-cadherina en células control y Snaill, también se determind su presencia en el

promotor de la Fibronectina. Esto sirvié como control ya que al ser éste un promotor
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activado por Snaill, la marca epigenética que se encontrara deberia ser diferente a
la que se encontrara en el promotor reprimido de la E-cadherina.

Cromatina procedente de células HT-29 M6 y RWP1 control y Snaill crecidas 48
h sin suero fue incubada con el anticuerpo P-S10. En el DNA precipitado se analizd
la presencia de los promotores de E-cadherina y de Fibronectina amplificando el
fragmento de interés por PCR cuantitativa con oligonuclétidos especificos. Como
muestra la figura R.31 A, en las células HT-29 M6 (panel A izquierda) no se detectd
presencia de esta sefial en el promotor CDHI ni en células control ni en células
Snaill. En células RWP1 (panel A derecha) fue posible detectar un ligero aumento
de la sefial P-S10 en el promotor de la CDHI en las células RWP1 Snaill respecto a
las células control, ain asi este se considerd poco significativo evaluando el
porcentaje de input inmunoprecipitado. Ademas, el objetivo era encontrar la sefial
como consecuencia de la interaccion Snaill/ Akt por lo que no esperariamos
encontrar la misma sefal en las células control que en las células Snaill.
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Figura R.31 La P-S10 no es consecuencia de la interaccion Snaill/Akt en el promotor de
la E-cadherina. A, B ChIP en el que se analiz6 la presencia de P-S10 sobre el promotor
CDH1 y FN1 en las lineas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y Snaill crecidas 48 h sin suero.
P-S10 fue inmunoprecipitado de cromatinas provenientes de estas lineas celulares con el
anticuerpo anti-P-S10. La regién -178/+92 del promotor CDHI se amplific6 por PCR-
cuantitativa con oligonucleétidos especificos. El panel B muestra los resultados obtenidos
para la regién -375/-320 del promotor FNI. Como control negativo se utilizd la cantidad de
DNA inmunoprecipitada sin presencia de anticuerpo (No Ac). Los resultados que se muestran
en la grafica representan el porcentaje de input inmunoprecipitado en cada caso (cantidad
de promotor inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial).
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En cuanto a la presencia de esta marca en el promotor de la FNI1, panel B de la
figura, la P-S10 apareci6 tanto en las células control como en las células Snaill y en
ambas lineas celulares por lo que no parecia una marca caracteristica de promotores
controlados por Snaill.

También se determindé la presencia de la P-S28 en el promotor CDH1 y FNI de
cromatinas HT-29 M6 y RWP1 control y Snaill. Cromatinas de células HT-29 M6 y
RWP1 control y Snaill crecidas durante 48 h sin suero, fueron inmunoprecipitadas
con el anticuerpo anti-P-S28. Como muestra la figura R.32 panel C y D izquierda
en las células HT-29 M6 no se detecté sefial especifica en ninguno de los
promotores analizados. En células RWP1, tampoco la P-S28 parecia consecuencia de
la interaccion Snaill/ Akt en el promotor de la E-cadherina ya que no se detectd esta
marca en las células Snaill. En el caso del promotor de la Fibronectina si se detecté
la sefial en las células Snaill pero teniendo en cuenta el porcentaje de input

inmunoprecipitado, no se consider6 significativo.
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Figura R.32 La P-S28 tampoco es consecuencia de la interaccién Snaill/Akt en el
promotor de la E-cadherina. C, D ChIP en el que se analizé la presencia de P-S28 sobre el
promotor CDHI1y FN1 en las lineas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y Snaill crecidas 48 h
sin suero. P-S28 fue inmunoprecipitado de cromatinas provenientes de estas lineas celulares
con el anticuerpo anti-P-S28. La region -178/+92 del promotor CDH1 se amplificé por PCR-
cuantitativa con oligonucledtidos especificos. El panel D muestra los resultados obtenidos
para la regién -375/-320 del promotor FNI. Como control negativo se utilizo la cantidad de
DNA inmunoprecipitada sin presencia de anticuerpo (No Ac). Los resultados que se muestran
en la grafica representan el porcentaje de input inmunoprecipitado en cada caso (cantidad
de promotor inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial).

95

RESULTADOS



soav.iins3ay

RESUMEN

En este capitulo se ha demostrado que Snaill interacciona mayoritariamente
con el Akt nuclear y que esta interaccién puede darse a nivel del promotor de la
CDH]1. El reclutamiento de Akt al promotor CDHI es independiente de la presencia
de Snaill. También se demuestra que la actividad quinasa de Akt es necesaria para
la represion de la E-cadherina por Snaill en células RWP1. Se descartan la
fosforilacién en la S10 y en la S28 de la histona H3 como resultado de la interaccién
Snaill/ Akt en el promotor de la E-cadherina y como marcas epigenéticas de genes

regulados por Snaill.
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R.4. Akt2, pero no Aktl, interacciona con Snaill. Roles
distintos para las isoformas Aktl y Akt2 en los cambios
moleculares inducidos por Snaill en las células HT-29 Mé6.

R.4.1 Akt2 interacciona con Snaill en el promotor de la E-cadherina.

Akt se encontraba unida al promotor de la E-cadherina en igual proporcién en
células control y en células Snaill. Como se ha mencionado en la introduccién (1.4.2)
recientemente se han descrito funciones opuestas para Aktl y Akt2 en cuanto a la
regulacion de la movilidad celular y aparicidon de metastasis [272] que depende
principalmente del tipo celular estudiado. Teniendo en cuenta estos datos se quiso
comprobar cudl era la isoforma de Akt que interaccionaba con Snaill y, en
consecuencia, cual era la isoforma de Akt que aparecia unida al promotor de la E-
cadherina en células control y células Snaill. Los sistemas celulares en los que se
centro el estudio fueron células RWP1 y células HT-29 M6. La expresion de Akt3 es
mayoritaria en el sistema nervioso, por lo que ésta isoforma fue inicialmente
descartada.

Se ha propuesto que la localizacién de las isoformas de Akt puede actuar como
mecanismo de regulacion de la selectividad de su funcién [273]. Como primera
aproximacién, para poder estudiar qué isoforma de Akt era la que interaccionaba
con Snaill se analizé por inmunofluorescencia la distribucion de Aktl y de Akt2 en
células RWP1 y en células HT29-M6, control y Snaill. Las células antes de ser fijadas
fueron tratadas con el tampdén CSK. Como muestra la figura R.33, las células que
expresaban de una manera estable Snaill (panel inferior) presentaron mas Aktl en el
nucleo que las células control (panel superior). Esto ocurri6 en la linea celular RWPL.
En las células HT29-M6 la expresién de Snaill mostrd una distribucién nuclear de
Aktl diferente que en las células control. Como se observa, Aktl en las células HT29-
M6 control se concentré en los nucleolos. Sin embargo en las células Snaill, Aktl
presentd una distribucion mas punteada por todo el nucleo. En cuanto a Akt2, la
expresion de Snaill no alterd la distribucién nuclear de esta isoforma de Akt en las
células RWP1 sin embargo, en las células HT29-M6 en las que las células control
presentaron una distribucion nuclear de Akt2 excluida de los nucleolos, la expresion

de Snaill provocé una distribucién nuclear homogénea de Akt2. Este resultado
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indica que Snaill moviliza o cambia la distrubicién nuclar de ambas isoformas de

Akt.

RWP1 Control HT-29 Mé Control
Akt Aki2 At Akt

RWP1 Snaill HT-28 MG Snaill
Aka2 Akt

Ak ki2

Figura R.33 Células que expresan Snaill presentan mas Aktl y Akt2 nuclear. A
Inmunofluorescencia de Aktl y Akt2 en células RWP1 control y Snaill tratadas con el tampon
CSK antes de ser fijadas. Como anticuerpo secundario se utilizé un anticuerpo contra rabbit
conjugado con el fluorocromo verde Alexa 488. B Inmunofluorescencia de Aktl y Akt2 en
células HT29-M6 control y Snaill tratadas con el tampdén CSK antes de ser fijadas. Como
anticuerpo secundario se utilizé un anticuerpo contra rabbit conjugado con el fluorocromo
verde Alexa 488.

Para corroborar el resultado obtenido por inmunofluorescencia se realiz6 un
fraccionamiento subcelular (M.M.6.1.3) en el que se separd la cromatina del resto
de compartimentos subcelulares en células RWP1 y HT-29 M6, control y Snaill. La
distribucion de Aktl y de Akt2 se analizd por western-blot. Como muestra la figura
R.34, las células HT29 M6 (A) y las células RWP1 (B) transfectada con Snaill
mostraron una mayor proporcion de Aktl y de Akt2 en la fraccién cromatidica
(comparar carril 2 con el 4 dentro de cada linea celular). Obsérvese, que esta fraccion
aparecié limpia de contaminacion de las otras fracciones (en la figura ver
marcadores de los diferentes compartimentos). Estos datos junto con los obtenidos
por inmunofluorescencia sugieren una accion de Snaill sobre ambas isoformas de

Akt movilizandolas a la fracciéon cromatidica.
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Figura R. 34 Las células que expresan Snaill presentan mas Aktl y Akt2 en la fraccién
cromatidica que las células control. A, B Subfraccionamiento celular (M.M.6.1.3) de
células RWP1 y HT-29 M6 control y Snaill. Se separaron citosol y nlcleo de cromatina. Se
carg6 un volumen igual para cada compartimento en un gel de poliacrilamida. Se analizé por
Western-blot la distribucion de Aktl y Akt2 con los anticuerpos especificos rabbit anti-Aktl y
anti-Akt2 (cell signaling). El marcador de cromatina (histona H3) y el citosélico (a—tubulina),
se utilizaron para normalizar las diferentes condiciones como para corroborar, la ausencia de
contaminacién entre compartimentos.
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Con los resultados que se muestran en las figuras R.33 y R.34 podemos
suponer que Snaill puede interaccionar tanto con Aktl como con Akt2. Esto fue
confirmado por ensayos de coinmunoprecipitacién en el caso de las células RWP1,
pero en el caso de células MiaPaca2 y células SW620 (sistemas que expresan niveles
altos de Snaill endb6geno) se obtuvo un resultado diferente.

Células RWP1 WT fueron transfectadas transitoriamente con el pldsmido que
expresaba Snaill-HA o con el vector vacio pcDNA. Después de 48 h de expresion se
lisaron las células (M.M.6.1.2 tampodn IP). Una cantidad de estos lisados fue
incubada con el anticuerpo anti-HA que reconocia el Snaill-HA expresado
ectdpicamente. En los inmunocomplejos obtenidos se analizo la presencia de Aktl y
de Akt2 por western-blot.

Como muestra la figura R.35 A, tanto Aktl como Akt2 coinmunoprecipitaron
con Snaill-HA en estas células, aunque la interaccién fue mayor con Akt2 (comparar
porcentaje de input, carril 2, de ambas isoformas con la sefial de la IP, carril 3). En
cambio, cuando se quiso comprobar la coinmunoprecipitacion Snaill/ Aktl y Snaill/

Akt2 con las proteinas enddgenas (panel B) mediante extractos enriquecidos en
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nucleos de células MiaPaca (panel B, izquierda) y células SW620 (panel B, derecha)
se observd que Snaill sélo coinmunoprecipitdé con Akt2. Estos resultados indican

gue en un sistema mas fisiologico la isoforma Akt2 es la que interacciona con Snaill.
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Figura R.35 Snaill ectopico interacciona tanto con Aktl como con Akt2. La interaccién
entre las proteinas endogenas sélo se da entre Snaill y Akt2. A Ensayo de
coinmunoprecipitacién en el que células RWP1 fueron transfectadas con el plasmido que
expresaba Snaill-HA o con el vector vacio pcDNA. La expresién se mantuvo 48 h en
presencia de 10% de suero. 500 ug de extractos totales de estas células fueron incubados
con el anticuerpo anti-HA. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot con los
anticuerpos anti-Aktl y anti-Akt2. Se utiliz6 un 5% de input como control de carga. B
inmunoprecipitacion de células MiaPaca2 y células SW620. 200 pg de extractos enriquecidos
en nlcleos fueron incubados con el anticuerpo anti-Snaill preparado en nuestro laboratorio.
Se utilizé un 5% de input como control de carga. Los complejos precipitados fueron
analizados por western-blot con los anticuerpos anti-Aktl y anti-Akt2.

Este resultado nos llevo a analizar en profundidad qué isoforma se encontraba

con Snaill en el promotor CDHI en las células RWP1 y HT-29 M6, en las cuales ya

100



habiamos comprobado la presencia de Akt (figura R. 25). La cromatina de células
RWP1 y de células HT-29 M6 control y Snaill fue incubada con los anticuerpos
especificos Aktl y Akt2. Como control negativo se incubd la misma cantidad de
cromatina en ausencia de anticuerpo. El DNA inmunoprecipitado fue amplificado
por PCR cuantitativa con oligonucleétidos especificos de la region de interés -
178/+92 en CDH]I (figura R.36 A) y por PCR semicuantitativa (figura R.36 B).

El fragmento del promotor CDHI analizado aparecié en la fraccion
inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-Aktl en las células control. Sin embargo,
en las células que expresaban Snaill el fragmento del promotor CDH1 aparecio en la
fraccion inmunoprecipitada con el anticuerpo especifico para Akt2. Por lo tanto, en
las células control la isoforma que aparecié unida en la regién estudiada fue la
isoforma Aktl; en cambio, en presencia de Snaill, la isoforma que se recluté al
promotor CDHI fue la isoforma Akt2. Este resultado indica que Snaill provoca un
cambio de isoforma de Akt en el promotor de la E-cadherina. El panel B muestra el
analisis de la cromatina por PCR semicuantitativa confirmando el resultado ya que se
observé mas producto de PCR de la regién estudiada en las células control, en el
DNA inmunoprecipitado con Aktl y en las células Snaill, en el DNA
inmunoprecipitado con Akt2.

Por lo tanto, se puede concluir que la isoforma de Akt que interacciona con
Snaill a nivel del promotor de la CDH1 es la isoforma Akt2. Como se puede observar,
las diferencias de uniéon de ambas isoformas al promotor CDHI fueron mas
marcadas en las células HT-29 M6 que en las células RWP1. Esto podia ser explicado
porque las células RWP1 control, a diferencia de las HT-29 M6, presentan expresion
basal de Snaill endogeno. Asi pues, es posible que en las células RWP1 control ya
exista Snaill unido al promotor de la E-cadherina e interaccionando con la isoforma

Akt2.
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Figura R.36 Snaill provoca un cambio de isoforma de Akt en el promotor de la E-
cadherina en células RWP1 y HT-29 M6 A. ChIP en el que se analizé la presencia de Aktly
Akt2 en el promotor CDHI en las lineas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y Snaill. Aktl
fue inmunoprecipitado de cromatinas procedentes de estas lineas celulares con el anticuerpo
anti-Aktl total y Akt2 fue inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-Akt2 total. La regién -
178/+92 del promotor CDH1 se amplific6 por PCR cuantitativa con oligonucleétidos
especificos. Como control negativo se utilizé la cantidad de DNA inmunoprecipitada sin
presencia de anticuerpo (No Ab). Los resultados que se muestran en la gréfica representan la
media de los porcentajes de input inmunoprecipitados en cada caso (cantidad de promotor
inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial) de al menos tres experimentos. B
Mismo ChIP donde la regién del promotor CDH1 fue analizada por PCR semicuantitativa.

Se quiso estudiar si el reclutamiento de la isoforma Akt2 al promotor de la E-
cadherina en las células Snaill era un mecanismo especifico de este promotor o
existia también a nivel de otros promotores regulados por Snaill, como el de FN1
(el cual es activado por Snaill [245], [85], [154]) o el de PTEN (el cual es reprimido
por Snaill [173]).

La region del promotor FNI a la que se une in vivo Snaill es la -36/+265 [245].
Para estudiar si Akt se unia al promotor de la Fibronectina se utilizaron dos parejas
de oligonucleétidos (Tabla M.M.14). Como se observa en la figura R.37, ninguna
de las dos isoformas de Akt se detect6 en el promotor de la Fibronectina ya que no
se observo union especifica. En la grafica se representa el resultado obtenido con los
oligonucleétidos que amplifican la region -375/-320. Aunque no se muestran, los

mismos resultados negativos se obtuvieron para la region -37/+116.
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Se analizo la presencia de Aktl o de Akt2 en el promotor de PTEN en células
RWP1 control y Snaill. La regién estudiada fue -370/-135 donde se unia Snaill [173].
Como se muestra en la figura R.37 C la secuencia de PTEN estudiada tampoco se
detectdé en la fraccion precipitada ni con Aktl y ni con Akt2 en ambas lineas
celulares.

Por lo tanto en este punto podiamos concluir que Snaill interacciona con Akt2,
que esta interaccion puede tener lugar en el promotor CDHI pero no en otros

promotores reprimidos como PTEN o activados como FNI.
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Figura R.37 Ni Aktl ni Akt2 son reclutadas al promotor de la Fibronectina. ChIP en el
que se analizd la presencia de Aktl y Akt2 sobre el promotor FN1 en las lineas celulares
RWP1 (A) y HT29 M6 control y Snaill (B). Aktl fue inmunoprecipitado de cromatinas
provenientes de estas lineas celulares con el anticuerpo anti-Aktl y Akt2 fue
inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-Akt2. La regién -375/-320 del promotor FNI se
amplificd por PCR cuantitativa con oligonucleétidos especificos. Como control negativo se
utilizé la cantidad de DNA inmunoprecipitada sin presencia de anticuerpo (No Ab). Los
resultados que se muestran en la grafica representan la media de los porcentajes de input
inmunoprecipitados en cada caso (cantidad de promotor inmunoprecipitada respecto a la
cantidad de DNA inicial) de al menos tres experimentos. El panel C muestra el ChIP sobre el
promotor de PTEN efectuado de la misma forma que en Ay B.

R.4.2 Aktl y Akt2 cooperan con Snaill en la regulacién de la expresion
de marcadores epiteliales y mesenquimales en las células RWP1. Sin
embargo, en células HT-29 M6 las dos isoformas juegan papeles
distintos: Aktl es pro-epitelial y Akt2 pro-mesenquimal.

Con el objetivo de encontrar la funcionalidad de la interaccion Snaill/ Akt2 en el

promotor de la E-cadherina y de identificar cual de las dos isoformas cooperaba con

Snaill, se traté de estudiar el papel que jugaban Aktl y Akt2 en la expresion de
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diferentes genes regulados por Snaill, como la E-cadherina y la Fibronectina.
Teniendo en cuenta que el mutante kinase dead podria ser no especifico por la
similitud de secuencia entre las diferentes isoformas, se planted determinar la
funcién de cada isoforma mediante el uso de shRNA especificos para Aktl y para
Akt2. Células RWP1 control y Snaill fueron infectadas con vectores lentivirales que
codificaban shRNA para Aktl y para Akt2 (M.M.4). Se interfiri6 cada isoforma por
separado. Se confirmé que la interferencia de ambas isoformas era estable al menos
dos semanas (no se muestra el dato).

En la figura R.38 A se muestran los niveles de interferencia de Aktl y de Akt2,
después de 48 h de ser infectadas. Los shAktl y shAkt2 redujeron la expresion de
Aktl y de Akt2 respectivamente (en las células control comparar carril 1 donde se
infecté el shRNA control, con los carriles 2 (sh Aktl) y 3 (shAkt2) y en las células
Snaill el carril 4 con el 5 y el 6). Los shRNA fueron especificos ya que cada shRNA no
afectd los niveles de la otra isoforma. Ademas de analizarse por western-blot los
niveles de Aktl y de Akt2 se analizaron los niveles de Snaill-HA ya que al interferir
de Akt pueden alterarse los niveles del factor de transcripcién [146]. Como muestra
la figura R.38, los niveles de Snaill sélo se vieron afectados y, sélo muy ligeramente,
por la interferencia de la isoforma Aktl (comparese los niveles de Snaill en la

condicién shAktl con la condicion shcontrol).
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Figura R.38 Western-blot mostrando la interferencia de Aktl y Akt2. Células RWP1
control y Snaill fueron infectadas con un shRNA irrelevante o con una mezcla de cinco
shRNA especificos para Aktl o para Akt2 (M.M.4). Se cargd una muestra de extractos totales
(SDS 1%) de estas células, en un gel de poliacrilamida y se analizdé Aktl y Akt2 por western-
blot con sus anticuerpos especificos. La B-actina fue utilizada como control de carga.
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Se extrajo el RNA de estas células infectadas y se analizaron los mRNA de E-
cadherina, y Fibronectina por PCR cuantitativa con oligonucleétidos especificos
(M.M.11). En la figura R.39 se muestran los niveles de mRNA de estos genes en las
células RWP1 Snaill, comparandolos con los niveles detectados en las células
control shcontrol.

Se puede observar como células que expresaban de manera estable Snaill e
infectadas con el shcontrol mostraron menos mMRNA de E-cadherina (grafico
izquierda) que las células control indicando que el shcontrol no interfiere en la
funcién represora de Snaill. Sin embargo en ausencia de Aktl y de Akt2, las células
Snaill presentaron los mismos niveles de mRNA de E-cadherina que las células
control shAktl y shAkt2 sugiriendo que ambas isoformas son necesarias en la
represion de la E-cadherina por Snaill.

En cuanto a la Fibronectina (gréafico derecha), los resultados por PCR cuantitativa
mostraron como Snaill activd la expresion de este gen. En cambio, cuando se
interfirié tanto Aktl como Akt2 la activacion de Fibronectina por Snaill no fue tan
eficiente evidenciando que para este gen también existe una cooperacion entre
Snaill y Akt aunque no seria consecuencia de la presencia de ambas proteinas en el

promotor FNI (ver figura R.37).
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Figura R.39 La interferencia tanto de Aktl como de Akt2 impide la represion de la E-
cadherina y la completa activacién de la Fibronectina por Snaill. PCR cuantitativa de los
niveles de mRNA de E-cadherina (izquierda) y de Fibronectina (derecha) en clones RWP1
Snaill y control después de infectarlos con shcontrol o con shAktl o con shAkt2. Los
oligonucleétidos utilizados para cada mRNA se detallan en M.M.11. Pumilio fue utilizado
como control interno. Los valores estan referidos a los valores obtenidos para los mRNAs en
las células control o Snaill interferidas con el shRNA irrelevante.
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Teniendo en cuenta que la interferencia de Aktl reducia ligeramente los niveles
de Snaill, no se podia descartar que ésta fuera la causa de menos eficiencia en la
represion de la E-cadherina y en la activacién de la Fibronectina por Snaill en las
células shAktl. En cambio, la interferencia de Akt2 no alteraba los niveles de Snaill
(ver figura R.38), por lo que podria intervenir directamente en la funcidn represora
de Snaill sobre la E-cadherina y para la funcidon activadora de Snaill sobre la
Fibronectina.

Se procedi6 a estudiar otro sistema celular, las HT-29 M6. Esta linea celular a
diferencia de la linea RWP1, no expresan Snaill enddégeno y muestran claramente
una EMT por expresion ectopica de Snaill. Ademas, y como muestra la figura R.36,
el cambio de isoforma a nivel del promotor de la E-cadherina por Snaill es mas
evidente.

Se infectaron células HT-29 M6 con los shRNA de Aktl y de Akt2. Como
muestra la figura R.40 después de 48 h de ser infectadas, los shAktl y shAkt2
redujeron la expresion de Aktl y de Akt2 respectivamente y el shcontrol no afectd
la expresion de estas quinasas. Al igual que en las células RWP1, la interferencia de

Aktl pero no la de Akt2 disminuyd los niveles de Snaill.
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Figura R.40 Western-blot mostrando la interferencia de Aktl y Akt2. Células HT-29 M6
control y Snaill fueron infectadas con un shRNA irrelevante o con una mezcla de cinco
shRNA especificos para Aktl o para Akt2 (M.M.4). Se cargd una muestra de extractos totales
(SDS 1%) de estas células, en un gel de acrilamida y se analizé Aktl y Akt2 por western-blot
con sus anticuerpos especificos. La annexina (RWP1) fue utilizada como control de carga.
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Se analizaron por PCR cuantitativa los niveles de mRNA de E-cadherina,
Fibronectina y Lefl (gen activado también por Snaill [154] durante la EMT) de
células HT-29 M6 Snaill infectadas con los shAktl y shAkt2 comparandolos con los
de las células control sh control.

Como muestra la figura R.41 A, la interferencia de ambas isoformas no tuvo
ningun efecto sobre la expresién de estos marcadores en las células control. En el
caso de las células Snaill, solo la expresion de este factor de transcripcién provocod
una reduccion de la expresidn de la E-cadherina y una activacion de la Fibronectina y
Lef-1. Cuando se compararon los niveles de mRNA de estos marcadores en las
células Snaill shcontrol con los de las células Snaill donde se interfirié la isoforma
Aktl, la interferencia de Aktl aumentd ain maés la represién de la E-cadherina
(panel A grafico arriba izquierda), la activacion de Fibronectina (panel A grafico
abajo izquierda) y la activacién de Lef-1 (panel A gréfico arriba derecha). Ademas,
estos cambios se mostraron a nivel de proteina (figura R.41 B comparar carril 3 con
el 4 en todas las sefales). En consecuencia, en estas células la reduccion de Aktl
incrementa los cambios en la expresion de marcadores epiteliales y mesenquimales
producidos por Snaill asociados al fendmeno EMT. Notese que estos efectos
tuvieron lugar aun existiendo menos niveles de Snaill (ver figura R.40). Estos
resultados sugieren un papel pro-epitelial para Aktl en la linea celular HT29 M6
Snaill.

La interferencia de la isoforma Akt2 en las células Snaill redujo los niveles de
mRNA de Lef-1 hasta un 50% cuando se compararon con las células Snaill
infectadas con el shcontrol, lo mismo se detectdé a nivel proteina. En cambio, la
interferencia de Akt2 no tuvo ningun efecto sobre la represién de la E-cadherina ni
sobre la activacién de la Fibronectina por Snaill.

Por lo tanto, la contribucion de Akt2 no es tan clara como la de Aktl. En primer
lugar, su interferencia sélo afecta a la activacién de Lef-1 por Snaill lo que sugiere
que la expresion de Akt2 es necesaria para la activacion de este marcador

mesenquimal por Snaill.
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Figura R.41 La interferencia de Aktl incrementa los cambios moleculares provocados
por Snaill en células HT-29 M6 A. PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de E-cadherina
(izquierda arriba) de Fibronectina (izquierda a bajo) y de Lef-1 (derecha arriba) en clones HT-
29 M6 Snaill y control después de infectarlos con shcontrol o con shAktl o con shAkt2. En la
gréfica se representan la media de al menos tres experimentos. Pumilio fue utilizado como
control interno. Los valores estan referidos a los valores obtenidos para los mRNAs en las
células control o Snaill interferidas con el shRNA irrelevante. B. Extractos totales (SDS 1%) de
estas células fueron cargados en un gel y los niveles de Fibronectina, E-cadherina y Lefl
fueron analizados con sus respectivos anticuerpos especificos. Annexin-All fue utilizada
como control de carga.

Estos resultados sugieren que no hay redundancia de funcion entre Aktl y Akt2
ya que no se obtuvieron los mismos efectos al interferirlas. Para acabar de
comprobarlo, se analizé si en los efectos observados al interferir Aktl participa o no
Akt2. Para ello, células HT-29 M6 Snaill fueron infectadas con una mezcla de
lentivirus que codifican para shRNA Aktl y shRNA Akt2.

La interferencia de Aktl y de Aktl+Akt2 fue confirmada por western-blot.
Cuando se compararon los carriles 3 y 6 de la figura R.42 panel B, se observo que
la interferencia de ambas isoformas a la vez fue similar en las dos lineas celulares. Se
procedié a analizar mediante PCR cuantitativa los niveles de mRNA de E-cadherina,
Fibronectina y Lef-1. Como se observa en la figura, la interferencia de Akt2 bloqued
el incremento en la expresion de Fibronectina (figura R.42 abajo izquierda) y de Lef-

1 (figura R.42 arriba derecha) como consecuencia de la reduccion de Aktl lo que
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sugiere que Akt2 participa en el aumento de expresion de estos marcadores
mesenquimales por interferencia de Aktl. Asi que, Akt2 presenta un papel pro-
mesenquimal en este escenario. A la vez, este resultado demuestra que las dos
isoformas tienen funciones diferentes pero evidencia una interregulacién entre ellas.
Inesperablemente, la reduccién de Akt2 incrementé el efecto represor de la E-
cadherina (figura R.42 arriba izquierda) como consecuencia de la reduccion de Aktl
indicando que, la interferencia de ambas isoformas a la vez provoca una mayor

represion de la E-cadherina en células Snaill.
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Figura R.42 La expresion de Akt2 es necesaria para la activacion de marcadores
mesenquimales como consecuencia de la interferencia de Aktl. La interferencia de las
dos isoformas causa una mayor represion de la E-cadherina. A PCR cuantitativa de los
niveles de mRNA de E-cadherina (izquierda arriba) de Fibronectina (izquierda a bajo) y de
Lef-1 (derecha arriba) en clones HT-29 M6 Snaill y control después de infectarlos con
shcontrol o con shAktl o simultdnemaente con el shAktl y shAkt2. Los oligonucleétidos
utilizados para cada mRNA se detallan en M.M.11. En la gré&fica se representan las medias de
al menos tres experimentos. Pumilio fue utilizado como control interno. Los valores estan
referidos a los valores obtenidos para los mRNAs en las células control o Snaill interferidas
con el shRNA irrelevante. B. Extractos totales (SDS 1%) de estas células fueron cargados en
un gel poliacrilamida y los niveles de Aktl, Akt2 y Snaill-HA fueron analizados con sus
respectivos anticuerpos especificos. Annexina fue utilizada como control de carga.

Este aumento en la represion de la E-cadherina puede ser debido a la expresién

de otro represor de este gen como Zebl (I.2.2.1). Snaill induce la expresion de
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Zebl [154], [274], el cual también se une a las cajas E presentes en el promotor
CDH1 [87, 275] y lo reprime. Se examinaron los niveles de Zebl en las células HT-29
M6 Snaill donde las isoformas fueron interferidas separadamente.

Como muestra la figura R.43 A y B Snaill indujo la expresion de Zebl tanto a
nivel mMRNA como a nivel proteina. La interferencia de la isoforma Akt2, no alter6 la
activacion de Zebl por Snaill. Sin embargo, la interferencia de la isoforma Aktl en
estas células aumentd hasta 4 veces la expresién de Zebl y esto correlaciond con un
aumento a nivel proteina. Por tanto, la mayor represién de la E-cadherina que se
detecta al interferir Aktl puede ser consecuencia de un aumento en la expresion del

factor de transcripcion Zebl.
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Figura R.43 La interferencia de Aktl y de ambas isoformas a la vez, aumenta la
expresion de Zebl. A PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de Zebl en clones HT-29 M6
Snaill y control después de infectarlos con shcontrol (shct) o con shAktl o el shAkt2. Los
oligonucleétidos utilizados para el mRNA de Zebl se detallan en (M.M.11). En la gréfica se
representan las medias de al menos tres experimentos. Pumilio fue utilizado como control
interno. Los valores estan referidos a los valores obtenidos para el mRNA de Zebl en las
células Snaill interferidas con el shRNA irrelevante. B Extractos totales (SDS 1%) de estas
células fueron cargados en un gel y se analizaron los niveles de Zebl por western-blot.
Annexin-All fue utilizada como control de carga. C Se muestran los niveles de mRNA de
Zebl en clones HT-29 M6 Snaill y control después de infectarlos con shcontrol o con shAktl
o la suma de shAktl y shAkt2. D Extractos totales (SDS 1%) de células HT29 M6 fueron
cargados en un gel y los niveles de Zebl por western-blot. Annexin-All fue utilizada como
control de carga.
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Para averiguar si Akt2 era requerida en la activacion de Zebl cuando se
interferia Aktl, los niveles de MRNA y proteina de Zebl fueron analizados en células
HT-29 M6 Snaill donde habian sido interferidas tanto Aktl como Akt2. Como
muestra la grafica C la interferencia de ambas isoformas incrementé adn mas la
expresion de Zebl y esto correlacion6 con un incremento en los niveles de proteina
(panel D) sugiriendo que, la interferencia de ambas isoformas tiene un efecto
sinérgico sobre la activacién de Zeb-1.

Este resultado impidié saber si Akt coopera con Snaill en la represién de la E-
cadherina, ya que la represion de la E-cadherina en ausencia de Aktl o de las dos
isoformas Aktl+Akt2 en células HT-29 M6 que expresaban establemente Snaill,
probablemente, esta controlada por Zebl.

Para asegurar que los efectos observados eran consecuencia de Aktl y de Akt2,
se analizaron los niveles de Akt3 mediante western-blot en las mismas células donde
previamente habiamos interferido las otras isoformas. Como se observa en la figura
R.44, no se detectd expresion de Akt3 lo que sugiere que esta isoforma de Akt no

interviene en la regulacion de genes por Snaill.

Figura R.44 La interferencia de Aktl o de Aktl y Akt2 conjuntamente no afecta a la
expresion de Akt3. Extractos totales (SDS 1%) de células HT-29 M6 Snaill y control
infectadas con shcontrol (sh ct) o con shAktl o el shAkt2. Se analizaron por western-blot los
niveles de Akt3 con el anticuerpo rabbit anti-Akt3 (Cell signaling) . La annexina fuer utilizada
como control de carga.

Previamente (figura R.28) se han mostrado datos que indican que la actividad
quinasa de Akt es necesaria para la represion de la E-cadherina por Snaill. Se
comprobd como afectaba la interferencia de las isoformas a la activacion global de

Akt analizando los niveles de P-S473 en células HT-29 M6 infectadas con shAktl y
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shAkt2 por separado (figura R.45 izquierda) y conjuntamente (figura R.45
derecha).

Como muestra la figura R.45 la Unica sefal de fosfo-Akt que se detectd fue en
las células Snaill. La sefial de P-S473 se normalizd con la sefial de Akt total. Aunque
los niveles de Akt total disminuyeron marcadamente cuando se interfirié Aktl, esta
disminucion apenas afecto los niveles de P-S473 (panel izquierdo comparar carril 5y
6 células Snaill). En el caso de la seial de P-S473 en las células donde fue interferido
Akt2 la disminucion fue nula, al igual que la disminucion de la sefial de Akt total.
Esto indica que la isoforma mas abundante en estas células es Aktl. Sélo se detectd
una clara disminucién de la P-S473 cuando ambas proteinas fueron interferidas a la
vez (panel derecho carril 6). Por lo tanto e inesperadamente, después de interferir las

isoformas, la activacion total de Akt apenas se ve afectada
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Figura R.45 La interferencia de Akt apenas disminuye los niveles de Akt activa. Extractos
totales (SDS 1%) de células HT-29 M6 Snaill y control infectadas con shcontrol (shct) con
shAktl o el shAkt2 o ambos a la vez. Se analizaron por western-blot los niveles de P-S473 y
los niveles de Akt total. La B-actina y la annexin-All fueron utilizados como control de carga.

Este dato planted la cuestion de cual era la isoforma responsable de mantener
la activacion de Akt después de interferir Aktl o Akt2 o las dos. No se puede
descartar que haya una relacion entre Aktl y Akt2 en la que cuando una es
interferida la otra se hiperactive ya sea por interaccion directa con Snaill o por otras
vias. Incluso podria ser que los efectos observados no dependan de la expresién ni
de la activacién de Akt sino del balance entre Aktl y Akt2. Por tanto, los datos
obtenidos por los shRNA deben ser considerados con cautela ya que no se puede
asumir que los resultados obtenidos al interferir una isoforma sean consecuencia

directa de la actividad residual o falta de actividad de la isoforma interferida ya que
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podrian ser consecuencia de la activacién o participacién de la isoforma de Akt no
interferida o ambas acciones a la vez. Ademas, el hecho de que al interferir Aktl y
Akt2 se active otro represor de la E-cadherina (Zebl) evidencia la complejidad del

sistema ya que otras vias se ven afectadas.

RESUMEN

En este capitulo se ha demostrado como Snaill moviliza tanto Aktl como Akt2 a la
fraccion cromatidica de células RWP1 y células HT-29 M6. Aln asi, la isoforma que
interacciona con Snaill seria Akt2. Snaill provoca un cambio de isoforma en el
promotor de la CDH1, siendo Aktl la isoforma presente en las células control y Akt2
la isoforma presente en las células Snaill. En cuanto al papel de cada isoforma en la
regulacion de los cambios moleculares producidos por Snaill, depende de la linea
celular estudiada. En células RWP1 tanto Aktl (indirectamente) como Akt2
(directamente) cooperan en la represion de la E-cadherina y en la activacion de la
Fibronectina por Snaill. En células HT-29 M6, la interferencia de Aktl provoca una
mayor expresién de marcadores mesenquimales que depende de Akt2 y la
interferencia de Aktl y de ambas isoformas conjuntamente provoca una mayor
expresion del factor de transcripcion Zeb1 que resulta en una mayor represion de la

E-cadherina.
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No estoy de acuerdo con lo que usted dice, pero me pelearia para que usted

pudiera decirlo

Frangois Marie Arouet (Voltaire)
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D.1 La contribucién de cada isoforma de Akt a los cambios de
expresion de marcadores de la EMT inducidos por Snaill
depende del sistema celular analizado

La via de sefializacion PI3K/ Akt ha sido identificada como un regulador clave de
varios procesos celulares asociados al cancer como la supervivencia, la proliferacién,
el crecimiento, el metabolismo, la angiogénesis y la metastasis. Recientemente se ha
descrito como esta via estd alterada en gran variedad de canceres humanos [239] de
tal manera que se han detectado aumentos en la expresion e hiperactivacién de Akt
en canceres de estbmago, mama, prostata, colon, ovario asi como en tumores
cerebrales. La deteccion de Akt hiperactiva ha sido asociada con mal pronéstico y
alta probabilidad de producir metéstasis distales en pacientes con cancer de mama
[276]. Ademas, estudios basados en la secuenciacién del genoma de cénceres
humanos han identificado mutaciones de las diferentes isoformas de Akt [277],
mutaciones oncogénicas en la subunidad catalitica de la PI3K [278] y mutaciones en
fosfatasas de Akt como Pten [279], todas ellas resultando en la hiperactivacion de la
sefalizacion a través de Akt, un aumento en la fosforilacion de sus sustratos y, en
consecuencia, induccion de la transformacién celular, dando lugar a la
tumorogénesis [280, 281].

A pesar de los numerosos estudios que han evidenciado la importancia de Akt
en el cancer y otras patologias, queda todavia por resolver la contribucién de cada
isoforma de Akt en los procesos biolégicos regulados por ellas. Hasta hace
relativamente poco y como consecuencia de la alta similitud de secuencias, se
asumié que las tres isoformas actuaban de una manera redundante. En este sentido,
las tres isoformas poseen la habilidad de transformar células in vitro [282]. Sin
embargo, tanto estudios de delecion genética en ratones como el uso de siRNAs,
para el andlisis en cultivos celulares, han revelado que a pesar de la alta similitud
entre las diferentes isoformas, cada una exhibe funciones especificas. Por ejemplo,
estudios recientes muestran como la movilidad celular y la metastasis son reguladas
dependiendo del tipo celular, de una manera opuesta por las distintas isoformas de
Akt [283, 284].

Diferentes grupos apuntan a Akt como un regulador central de varios procesos

que controlan la migracién invasiva incluyendo la reorganizacién del citoesqueleto
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de actina, las uniones intercelulares, la movilidad celular y la degradacion de la
matriz extracelular. En este sentido, datos recogidos principalmente mediante la
sobreexpresion de mutantes de Akt activados reflejan cémo Aktl es capaz de
potenciar la capacidad motriz de fibroblastos mediante la fosforilacion de Girdin,
proteina de unién a actina que promueve la formacion de fibras de estrés y
lamelipodios [285]. La sefalizacibn mediada por Aktl también incrementa la
actividad de MMP2 en células epiteliales mamarias de raton provocando un
aumento en la capacidad invasiva [286]. Igualmente, Aktl promueve la movilidad
celular y la produccion de MMP9 via NFKB en células de fibrosarcoma [287].
También se ha descrito que la expresiéon de un mutante de Aktl constitutivamente
activo induce la EMT en carcinoma de células escamosas [227]. Ademas, tanto Aktl
como Akt2 promueven la invasion de células procedentes de céncer de pancreas
humano incrementando la expresion del receptor de IGF-1 [288]. Por tanto, en un
amplio rango de tipos celulares la sefializacion via Akt estd asociada con un
aumento en la movilidad celular y en la invasion.

Sin embargo, en contraste con los datos mencionados anteriormente, varios
estudios han demostrado un papel antimigratorio de Aktl en lineas celulares
procedentes de epitelio mamario humano. Tres estudios independientes revelaron
gue la sobreexpresién de Aktl inhibia la capacidad invasiva y migratoria de varias
lineas celulares derivadas de cancer de mama, mientras que el uso de siRNA
aumentaba dicha migracion [234, 259, 289] (figura D.1). Estudios realizados en el
laboratorio del Dr. Toker demuestran que el efecto inhibidor de Aktl en la
capacidad invasiva migradora estd mediado por la degradacién del factor de
transcripcion NFAT, cuyos genes dianas estan relacionados con la movilidad [290-
292]. Los estudios realizados por el laboratorio de la Dra. Brugge describen cémo
Aktl inhibe la movilidad de células MCF10A que sobreexpresan IGF-IR atenuando la
actividad de ERK/MAPK [234]. También muestran como la inhibicion de Aktl induce
la EMT en las mismas células; sin embargo, la inhibicion de ERK no impide dicha
induccidn, sugiriendo un efector o via alternativa para los sorprendentes efectos del
bloqueo de Aktl sobre la EMT. De forma interesante, la EMT inducida por

interferencia de Aktl es revertida por la reduccién de Akt2.
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Otro mecanismo mediante el cual Aktl podria inhibir la migracién es mediante
su efecto sobre el supresor de tumores TSC2. Estudios realizados por el laboratorio
de la Dra. Bissell reflejan cdémo la sobreexpresién de Aktl inhibe la actividad de Rho-
GTPasa y la invasion de células procedentes de cancer de mama conjuntamente con

un aumento en la fosforilaciéon y en la degradacion de TSC2 [289].

Figura D.1 Mecanismos mediados por Akt responsables de la migraciéon de carcinomas
[272]. Las células procedentes de carcinoma de mama responden a IGF-1 activando la PI3K y
a su vez activando Aktl y Akt2. Aktl funciona como supresor de la migracién mediante
varios mecanismos redundantes, incluyendo la degradacion de NFAT y suprimiendo la
actividad de ERK y TSC2. Akt2 funciona de forma opuesta, promoviendo la migracién en
parte aumentando la expresion de B; integrinas y a través de otros mecanismos todavia no
descritos [273].

Todos los resultados comentados anteriormente han sido obtenidos a partir de
experimentos en lineas celulares. Ultimamente, trabajos realizados en modelos
animales han caracterizado aun mejor el papel de cada isoforma de Akt en el control
de la génesis, la invasion y la metastasis del cancer de mama. Muller y colegas
cruzaron un modelo de ratén de cancer de mama, el PyWVmT (polyomavirus middle T
antigen) el cual expresaba un mutante del PyWmT no acoplado a la PI3K, con ratones
que expresaban un transgen codificante de Aktl activa [293]; ambas proteinas

estaban bajo el control del promotor especifico de epitelio mamario MMTV. La
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sobrexpresion de Aktl acelerd la tumorogénesis mamaria proporcionando una sefial
antiapoptotica. Sin embargo, estos ratones no presentaron el fenotipo altamente
metdastasico que mostraban los ratones portadores del PyVmT WT [294]. En
siguientes estudios, el mismo grupo describié cdmo el modelo animal de
tumorogénesis mamaria obtenido al cruzar ratones portadores del receptor tirosina
quinasa ErbB2 y de Aktl activa, ambos expresandose en el epitelio mamario del
ratdn, aceleraba la aparicion de tumores pero suprimia la capacidad invasiva y, por
lo tanto la aparicién de metéstasis en los tejidos subyacentes [295].

En contraste con los estudios realizados mediante la sobreexpresion de Aktl, los
resultados obtenidos mediante el uso de ratones deficientes para Aktl no han
proporcionado datos consistentes. Asi, mientras en un estudio muestran como la
interferencia de Aktl aumenta el potencial metastdtico e invasivo de tumores
mamarios por expresiéon de ErbB2 [232], en otro estudio observan cémo la
deficiencia de Aktl reduce la aparicion de metastasis sugiriendo un papel pro-
invasivo de Aktl [233]. Una explicacion plausible para estos diferentes resultados
podria ser los diferentes backgrounds genéticos de los ratones y de los tejidos
subyacentes utilizados.

Contrariamente a los datos obtenidos con Aktl, Akt2 se caracteriza cémo la
isoforma de Akt que favoreceria la migracién y la invasion de células procedentes de
cancer de mama. Akt2, pero no Aktl ni Akt3, aumenta la expresion de B;-integrinas
y promueve la adhesion y la invasion de las células cancerosas mamarias in vitro asi
cdmo metastasis in vivo [273]. Igualmente, los estudios realizados por el laboratorio
de la Dra. Brugge evidencian como Akt2 promueve la migracién de células MCF10A
que sobreexpresan IGF-IR in vitro y en cultivos 3D [234]. En un estudio diferente se
describe como el aumento de expresion de Akt2 por el factor de transcripcidén Twist
promueve invasién y migracién de células procedentes de cancer de mama [97].
Asimismo, la elevada expresion de Akt2 correlaciona con agresividad y mal
prondstico [296] jugando un papel critico en el establecimiento de metastasis
durante la progresién del cancer de colon [297].

De todas estas observaciones se puede deducir que, tanto in vitro como in vivo
Aktl y Akt2 presentan funciones distintas en el control de la invasién y de la

migracion. Estas funciones parecen depender de la técnica utilizada y del
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background genético. Lo que no esta claro hoy en dia son los mecanismos
responsables de esta distincion en la funcién de ambas isoformas. Ademas, se han
obtenido resultados opuestos en otros sistemas celulares como fibroblastos donde
el uso de shRNA ha mostrado que, en contraste a los resultados obtenidos en
cancer de mama, Aktl potencia la migracién de estas células in vitro mientras Akt2
la retarda [220].

En nuestro modelo estudiamos el papel de Aktl y de Akt2 en la EMT inducida
por el factor de transcripcién Snaill en células epiteliales tumorales procedentes de
cancer de pancreas (RWP1) y de colon (HT29-M6). Para ello se ha analizado la
contribucién de cada isoforma en la represion del marcador epitelial E-cadherina y
en la activaciéon de los marcadores mesenquimales Fibronectina y Lef-1, inducidos
por la expresion estable de Snaill. Al igual que lo detectado por varios grupos, se
han obtenido diferentes resultados dependiendo del sistema celular utilizado. Asi en
el caso de las células RWP1 Snaill, la interferencia de ambas isoformas mediante el
uso de shRNA especificos para cada una (figura R.38) impide la represion de E-
cadherina y disminuye la activacién de Fibronectina por Snaill (figura R.39). Estos
resultados indican que en este sistema celular, la reduccién individual tanto de Aktl
como de Akt2 suprime el efecto observado en estos marcadores por la expresion de
Snaill. Por tanto, en las células RWP1, ambas isoformas presentan funciones
redundantes aunque no podemos descartar que sean consecuencia de mecanismos
diferentes. En este sentido, la interferencia de Aktl disminuye ligeramente los
niveles proteicos de Snaill, probablemente via GSK3 [146]. Esta podria ser la causa
de que la funcién represora y activadora de Snaill sea menos eficiente aunque no se
pueden descartar otros mecanismos. Sin embargo, en el caso de Akt2, su
interferencia no altera los niveles de Snaill sugiriendo que ambas proteinas
cooperan en la induccién de los cambios moleculares asociados a la EMT.

Los datos obtenidos en la linea celular HT29-M6 Snaill reflejan un resultado
diferente. Al igual que los estudios realizados por el laboratorio de la Dra. Brugge, la
interferencia de Aktl aumenta los cambios en la expresién de los marcadores de
EMT, en nuestro caso, inducidos por Snaill. Después de reducir la expresion de Aktl
las células HT29-M6 Snaill presentan aun mayor represion de la E-cadherina y

mayor activacion de la Fibronectina y de Lef-1 (figura R.41) sugiriendo un papel
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pro-epitelial de Aktl en este sistema. Notese que este efecto tiene lugar aun cuando
los niveles de Snaill son menores que los de las células Snaill infectadas con el
shRNA irrelevante (figura R.40). Los cambios se observan tanto a nivel de mRNA
como a nivel de proteina. La interferencia de Akt2, sin embargo, no muestra ningln
efecto sobre la represion de la E-cadherina ni sobre la activacién de la Fibronectina
provocada por Snaill; en cambio, si impide la activacién de Lef-1, indicando que la
expresion de Akt2 es necesaria para la activacién de este factor. Estos datos reflejan
cdmo ambas isoformas poseen funciones diferentes en células HT29-M6 después de
padecer una EMT por expresion de Snaill. La interferencia en las células HT29-M6
control no tiene ninglin efecto sobre los marcadores analizados, por lo que
podemos decir que son cambios inducidos por la expresion de Snaill.

Los estudios realizados por el laboratorio de la Dra. Brugge demuestran como el
incremento en la migracién y en la invasividad como consecuencia de la reduccion
de Aktl en células MCF10A, Akt2 juega un papel distinto pero no opuesto.
Concretamente muestran cémo la interferencia de Akt2 por si sola no tiene ningln
efecto sobre la migracién y la invasividad, sin embargo, su reduccion suprime la
estimulacién en la capacidad migratoria y en la EMT de estas células inducida por la
reduccion de Aktl. De acuerdo con estos datos, en nuestro modelo, cuando
interferimos ambas isoformas simultaneamente (figura R.42), Akt2 suprime el
incremento de activacién de los marcadores mesenquimales observado por
interferencia de Aktl. Por el contrario, la interferencia de Akt2 potencia alin mas la
represion de la E-cadherina por Snaill observada por interferencia de Aktl. En los
resultados obtenidos por el laboratorio de Brugge, la interferencia de Aktl induce la
EMT en las células MCF10A después de ser estimuladas con factores de crecimiento
como el IGF-1 y/o el EGF. Esta induccién la asocian a la activacién de ERK. Sin
embargo, la inhibicién de ERK en estas células no restaura la expresion de los
marcadores epiteliales ni disminuye significativamente la activacion de marcadores
mesenquimales. Estos resultados son consistentes con trabajos previos que
muestran que aunque el tratamiento con un inhibidor de ERK es capaz de prevenir la
invasion y el desarrollo de la EMT [298] el tratamiento después del establecimiento
de la EMT no lo es [299]. Los mismos autores sugieren que el fallo en revertir

completamente la EMT puede ser causado por cambios irreversibles inducidos
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después de interferir Aktl. Estos autores analizaron GSK3B como posible candidato,
pero no encontraron cambios en su actividad después de interferir Aktl. Teniendo
en cuenta que la EMT inducida por Ras y FosER induce un loop autocrino de TGFp
que estabiliza el fenotipo mesenquimal [300, 301], estos autores sugieren que la
EMT inducida por la interferencia de Aktl podria desencadenar la produccién de un
factor soluble similar.

En nuestro estudio, hemos identificado a Zeb-1 como un factor responsable del
mantenimiento de la represion de la E-cadherina después de interferir Aktl. Asi
mostramos cémo células HT29-M6 Snaill en las que se ha interferido Aktl
presentan una activacion de hasta cuatro veces del factor de transcripcion Zeb-1
tanto a nivel de mMRNA como a nivel de proteina (figura R.43). Ademas, aunque la
interferencia de Akt2 sola no provoca ningin cambio en la expresién de Zebl, la
interferencia de ambas isoformas conjuntamente provoca una mayor activacion de
este represor de la E-cadherina, acentuando y manteniendo asi la represién de este
marcador epitelial iniciada por Snaill.

Nuestro grupo ha descrito cémo Snaill induce la expresion de Zebl [136, 154] y
ésta depende de la actividad ERK [302]. Igualmente en el mismo trabajo se muestra
como la inhibicion de la via PI3K también activa Zebl ([302] figura RIL10)
sustentando el resultado obtenido mediante la interferencia de Aktl. Por tanto,
estos datos son consistentes con los resultados mostrados por el laboratorio de la
Dra. Brugge.

Hace relativamente poco se ha descrito como la familia de los microRNAs miR-
200 tienen como diana el 3" UTR de los mRNA que codifican para los factores de
transcripcion helix-loop-helix Zebl y Zeb2, inhibiéndolos postranscripcionalmente
previniendo asi la EMT [98, 99]. Estudios alin mas recientes han detallado cémo las
diferentes isoformas de Akt regulan de manera distinta, la abundancia de la familia
de los miR-200 en fibroblastos de pulmdn y células epiteliales de rifdn de ratén
[228]. En la figura D.2 se muestra el modelo propuesto al respecto por Tsichlis y

colaboradoradores.
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Figura D.2 Modelo propuesto por Tsichlis y colaboradores [228]. El balance entre Aktl y
Akt2 regula los microRNAs que controlan la EMT. El color rojo indica un papel positivo y el
color azul un papel negativo en el desarrollo de la EMT.

Nuestros resultados son consistentes, en parte, con los obtenidos por el grupo
de Tsichlis. Las discrepancias se encuentran cuando interferimos la isoforma Akt2
sola y ambas isoformas simultaneamente. En el trabajo de Tsichlis, cuando expresan
Akt2, en ausencia de Aktl y Akt3, disminuyen los niveles de los miR-200 y por tanto
aumentan los niveles de Zeb1l/2. En cambio en nuestro modelo la interferencia de
Akt2 sola no tiene ningun efecto sobre la expresion de Zebl inducida por Snaill.
Ademas, en el mismo trabajo se muestra como al interferir ambas isoformas se
atenudan los efectos sobre la expresién de Zeb1/2 inducidos por la interferencia de
Aktl, evidenciando asi una interregulacion entre ambas isoformas (figura D.2). En
nuestro caso, la interferencia de ambas isoformas simultdneamente, no sélo no
revierte la activacién de Zebl presentada por la interferencia de Aktl, sino que la
potencia. Por tanto en las células HT29-M6 bajo las condiciones de previa
interferencia de Aktl, el papel de Akt2 sobre Zebl seria el mismo que Aktl, aunque
probablemente actuaria por un mecanismo diferente de los descritos hasta ahora.

De alguna manera, la interferencia de Aktl provocaria que Akt2 se convirtiera
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también en un represor de Zebl en células con una EMT ya establecida, como las
HT29-M6 Snaill impidiendo que se cumpla por completo el modelo presentado por
Tsichlis y colaboradores. Quizas, la ausencia de la isoforma mas abundante de Akt
en estas células provoque la compensacién de algunas de las funciones de Aktl por
Akt2 como la de inhibir a Zebl. Esto sugiere otro nivel de regulacién del factor Zebl,
y pone de manifiesto la compleja red que controla la EMT. En nuestro caso, podria
ser que en las células HT-29-M6 Snaill, Aktl estuviera activando directamente la
familia de los miR-200; lo que no esta claro es como actuaria Akt2.

En el modelo propuesto por Tsichlis se sugiere que la abundancia relativa de las
isoformas Aktl y Akt2 seria el factor clave que controlaria la expresion de los
microRNAs, asi que cuando la ratio Akt1:Akt2 disminuye, las células presentan mayor
capacidad invasiva, mayor formacién de metastasis y cambios asociados a la EMT
(mayor represion de la E-cadherina y activacién de Zebl1/2). Estos cambios son
revertidos cuando se interfiere Akt2, hecho que seria comparable a la disminucion
de la activacién que vemos de los marcadores mesenquimales Fibronectina y Lef-1
(no analizados por Tsichlis) cuando interferimos ambas isoformas simultdneamente.
En cambio, no seria asi para el caso de la represién de E-cadherina, donde, aunque
detectamos que una ratio entre Aktl y Akt2 menor aumenta la expresion de Zeb-1y
la represion de E-cadherina, este efecto no se revierte cuando se interfiere Akt2. Una
explicacion a estas diferencias podria recaer en que las células utilizadas por el
grupo de Tsichlis contienen cantidades similares de ambas isoformas. Sin embargo,
en las células HT29-M6 (y en RWP1 aunque las diferencias de los mMRNAs de cada
isoforma no son tan grandes), Aktl es la isoforma abundante (figura R.45 la sefial
de Akt total después de interferir cada isoforma nos revela este dato). Este dato
sustenta que la ratio Aktl:Akt2 puede contribuir a la funcion especifica de cada
isoforma de Akt en la EMT.

En el trabajo realizado por el Dr. Tsichlis y colaboradores describen como Akt3
no participa en la regulacion de los microRNAs de la familia miR-200. Ya que en la
linea celular HT29-M6 Snaill hemos obtenidos resultados diferentes a los obtenidos
por el Dr. Tsichlis para Aktl y Akt2, nos planteamos si en nuestro sistema podria
estar interviniendo la otra isoforma de Akt, Akt3. Akt3 presenta un papel clave en

melanomas [303, 304]. Ademas, Akt3 esta sobreexpresada en canceres de mama
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negativos para ER y en cancer de prostata insensibles a andrdégenos sugiriendo que
Akt3 contribuye a la agresividad de los canceres que no responden a hormonas
[305]. Nos planteamos si la interferencia de Aktl o/y Akt2 podia alterar la expresion
de Akt3, de tal manera que pudiera compensar la falta de alguna de las otras
isoformas. Sin embargo, no hemos detectado expresién de Akt3 en las lineas
celulares analizadas descartando asi que participe en los cambios observados
(figura R.44). También se ha comprobado como se ve afectada la activacién de Akt
después de interferir cada isoforma por separado o conjuntamente. Comparando la
sefal de fosforilacién de Akt en las células control con la de las células Snaill se
puede observar como la expresion estable de Snaill provoca una gran activaciéon de
Akt. Sin embargo, e inesperadamente, después de interferir cada isoforma, la
actividad de Akt total apenas se ve afectada (figura R.45). Este resultado impide
definir concretamente el papel que juega cada isoforma en este modelo celulary, en
consecuencia, saber cudl es la isoforma responsable de los cambios observados en
los marcadores epiteliales y mesenquimales estudiados.

De los datos obtenidos por el uso de shRNA especificos para cada isoforma de
Akt, surgen muchas preguntas, entre ellas: (1) ;después de reducir los niveles de
Aktl (isoforma mas abundante en estas células), cual es la isoforma responsable de
mantener la activacién de Akt? Podria ser que la cantidad de Aktl residual se
hiperactivara o se indujera la actividad de Akt2. (2) ;Existe una interregulacién entre
las diferentes isoformas de Akt? Asi en nuestro modelo, el efecto sobre la activacidon
de marcadores mesenquimales como consecuencia de interferir Aktl depende de
Akt2. ;Es este un efecto directo de Akt2 activando estos marcadores, que esta
inhibido por Aktl? Un posible experimento que contribuiria a aclarar esta cuestion
consistiria en sobreexpresar Akt2 una vez interferida Aktl. Ademas, (3) sel efecto
observado podria ser dependiente de la actividad y de la abundancia relativa de
cada isoforma? Existen sistemas fisiolégicos que regulan la actividad de Aktl y Akt2
por ejemplo mediante la regulacién de sus fosfatasas especificas [306]. En
conclusion, estos datos evidencian la necesidad del uso de un sistema Knockout para
cada isoforma con la finalidad de poder caracterizar la participacion especifica de

Aktl y Akt2 en la EMT inducida por Snaill.
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En definitiva, nuestros datos ponen de manifiesto la diferente contribucién de
Aktl y Akt2 dependiendo de la linea celular analizada. Mientras en las células RWP1
ambas isoformas presentan funciones solapadas en cuanto a la regulacion de los
marcadores de la EMT por expresién de Snaill, en las células HT29-M6 Snaill, Aktl
tiene un comportamiento pro-epitelial y Akt2 pro-epitelial o pro-mesenquimal
dependiendo del escenario y del marcador estudiado. Las dos lineas celulares tienen
importantes diferencias. Mientras que las RWP1 control presentan expresion basal
de Snaill endégeno, las HT29 M6 control no. Seguramente, esta caracteristica
molecular junto con el diferente background genético de cada linea son las
responsables de las diferencias fenotipicas que presentan ambas lineas después de
la expresion estable de Snaill. De tal manera que las células HT29-M6 Snaill
presentan un fenotipo marcadamente mesenquimal mientras que las RWP1 Snaill
un fenotipo intermedio. En definitiva, las diferencias detectadas entre las funciones
de las isoformas de Akt en ambas lineas celulares estudiadas son consistentes con
los resultados obtenidos por otros grupos, que sefialan cémo el papel de cada
isoforma puede depender del background genético del sistema estudiado como de
la abundancia relativa de cada isoforma de Akt en cada tipo celular.

Desde hace tiempo se sabe que existen diferencias en la activacion de las
diferentes isoformas de Akt dependiendo del tejido estudiado [307, 308] pero, ;qué
induce estas diferencias? Una idea que emerge de los diferentes estudios es la
posibilidad de que las isoformas de Akt interaccionen con diferentes proteinas,
sustrato o no, de tal manera que participen también en la especificidad de su
funcién y de su activacion ya sea (1) cambiando la localizacién subcelular o (2)
permitiéndoles acceder a diferentes sustratos.

Aunque la compartimentalizacion de las diferentes isoformas no ha sido
suficientemente caracterizada, experimentos con lineas procedentes de cancer de
mama crecidas en colageno IV han mostrado cémo Aktl es predominantemente
nuclear mientras, Akt2 se localiza principalmente en la parte basal de la célula
proxima a la matriz extracelular [273]. El mismo trabajo asocia esta diferente
distribucion con la diferente contribucion de cada isoforma a la migracién y
potencial metastasico de las células. Por lo tanto, es muy probable que las

diferencias en la distribucion subcelular de las isoformas de Akt limite la
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accesibilidad a diferentes sustratos, causando asi la especificidad de funciones
observadas en diferentes tipos celulares. En nuestras condiciones, la expresién
estable de Snaill moviliza o cambia la distribucién nuclear de ambas isoformas
incrementando su presencia en la fraccidn rica en cromatina (figura R.33 y R.34).

Hemos mostrado mediante varias técnicas cémo Akt puede formar parte del
mismo complejo que Snaill. Experimentos de coinmunoprecipitacion
sobrexpresando Snaill en células RWP1, asi como coinmunoprecipitando las dos
proteinas enddgenas en células MiaPaca2 y SW620 (Figura R.21, R.23), revelan que
ambas proteinas pueden interaccionar, directa o indirectamente, in vivo. Ademas,
nuestros aproximaciones han permitido localizar dicha interaccion en la fraccion
nuclear de células RWP1, MiaPaca2 y SW620 (Figura R.22, R.23), dato confirmado
por el estudio de la distribucién de Akt y Snaill en células HT29-M6 mediante
inmunofluorescencia (Figura R.24). En este trabajo, no se ha hecho un estudio
profundo de los dominios de Akt y de Snaill que participan en esta interaccion, ain
asi, nuestro datos sugieren que el dominio PH de Akt no tiene un papel en la
interaccion con Snaill (Figura R.21). Ademas, hemos visto que el mutante Snaill-
P2A interacciona con Akt con la misma afinidad que la proteina WT por lo que el
dominio SNAG, tampoco parece implicado en esta interaccion.

En fibroblastos, la via Rac/Pak es una de las rutas implicadas con que Aktl y
Akt2 median sus fenotipos opuestos en cuanto a la migracién. En dos trabajos se
demuestra como la region que une el dominio PH con el dominio quinasa, linker
region, es la responsable de la distincion en la contribucién de ambas isoformas a la
migracion ya que permite que Aktl, y no Akt2, localice en el borde de la membrana
plasmatica, incrementando asi la activacion de Rac y, en consecuencia, activando la
migracién [220, 309]. No sélo las diferencias entre el dominio PH vy la linker region
podrian ser las responsables de la interaccion con proteinas diversas y de la
compartimentalizacion de las isoformas de Akt ya que otro estudio indica cémo el
dominio C-terminal de Akt es el responsable de la distinta actuacién de Aktl y Akt2
sobre CREB [310]. Por lo tanto, es muy probable que la interaccién diferencial de las
isoformas de Akt con varias proteinas [311] defina su funcion, y module su

especificidad por sustratos.
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Los resultados obtenidos por fraccionamiento subcelular (figura R.34) indican
que Snaill moviliza tanto Aktl como Akt2 a la fraccién rica en cromatina. Teniendo
en cuenta los datos mencionados anteriormente, y una vez comprobado que Snaill
interacciona con Akt, podemos pensar que quizas esta interaccién localice a Akt en
la cromatina de las células, permitiendo que regule o que coopere con Snaill en el
control de la expresion de algun gen regulado por Snaill. Los datos obtenidos por
coinmunoprecipitacién de cromatina reflejan que Akt se encuentra en la misma
regién del promotor de la E-cadherina a la cual se une Snaill regién (-178/+92,
figura R.25). Curiosamente, teniendo en cuenta que Akt también aparece en el
promotor de la E-cadherina en las células control, podemos decir que la presencia
de Akt en el promotor CDHI es independiente de la presencia de Snaill. Sin
embargo, experimentos de coinmunoprecipitacién en células MiaPaca2 y SW620
(figura R.35) demuestran como la isoforma de Akt que interacciona con Snaill, en
células epiteliales tumorales muy invasivas, es Akt2. Considerando este resultado, se
quiso comprobar cual era la isoforma de Akt que aparecia en el promotor de la E-
cadherina en presencia de Snaill. Mediante ensayos de coinmunoprecipitacién de
cromatina hemos comprobado que la isoforma que colocaliza con Snaill en el
promotor CDHI es Akt2 (figura R.36). Por lo tanto ya no diriamos que la presencia
de Akt en el promotor de la E-cadherina es independiente de Snaill sino que Snaill
provoca un cambio de isoforma sobre el mismo promotor cambiando Aktl por Akt2
tanto en células RWP1 Snaill como HT29-M6 Snaill. Ademas hemos demostrado
que este reclutamiento de la isoforma Akt2 por Snaill no ocurre en otros
promotores reprimidos por Snaill, como el de PTEN, ni en promotores activados por
Snaill como el de FNI (figura R.37). En definitiva, estos resultados indican que en
células epiteliales Akt2 y no Aktl interacciona con Snaill, y que dicha interaccién
puede tener lugar en el promotor de la E-cadherina.

No hay datos previos que muestren Akt unida a la cromatina. Las Unicas
evidencias de Akt como modificador de la expresidn génica a nivel de cromatina son
indirectamente a través de otras proteinas, tanto activadoras [261] como represoras
[208]. Por tanto, podria ser que la union de Aktl al promotor CDHI sea a través de

alguna de esas proteinas. Sin embargo, en el caso de Akt2, es muy probable que su
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unién al promotor de E-cadherina sea a través de otro factor que, por los resultados
obtenidos, podria ser el mismo Snaill.

Una vez comprobado que Snaill y Akt pueden interaccionar y que dicha
interaccion puede tener lugar en el promotor de la E-cadherina, lo siguiente fue
investigar la relevancia funcional de esta interaccién. El uso del mutante de Aktl
cataliticamente inactivo Akt1-K179M ha permitido observar que la actividad quinasa
de Akt es necesaria para la represién de la E-cadherina por Snaill. Asi, los ensayos
reporter muestran cémo Snaill es capaz de reprimir, pero en menor grado, el
promotor CDHI en ausencia de la actividad quinasa de Akt (figura R.26). En cambio,
el resultado obtenido por el andlisis de los niveles de mRNA y de proteina (figura
R.28) confirma que la actividad quinasa de Akt participa en la represion de la E-
cadherina por Snaill. Este mutante, no altera los niveles de Snaill, lo que sugiere
que el efecto observado es consecuencia de la participacién directa de la actividad
quinasa de Akt en la represion de la E-cadherina por Snaill. Es importante resaltar la
controversia del uso de "dominantes negativos” porque aunque serian especificos
de cada isoforma, no puede descartarse que bloqueen la activaciéon global de Akt y
por tanto que actien cédmo dominantes negativos de todas las isoformas de la
proteina. Se ha mostrado como este mutante interacciona con Snaill (figura R.27)
lo que indica que los efectos observados no son consecuencia de que ambas
proteinas no puedan interaccionar, sino de la falta de actividad quinasa de Akt.
Ademas, este dato sugiere que la actividad quinasa de Akt no es necesaria para la
interacciéon con Snaill.

El siguiente paso fue averiguar qué podria estar haciendo Akt en el promotor de
la E-cadherina. Hasta ahora, lo que sabemos es que su actividad quinasa es
necesaria para la represion de este gen por Snaill. En consecuencia, nos planteamos
si Akt podria estar modificando algin residuo de las histonas presentes en el
promotor CDHI.

Existen modificaciones post-traduccionales en las histonas que regulan la
expresion génica. El conjunto de estas modificaciones se conoce como Histone code
[312]. Las modificaciones de las histonas de los nucleosomas incluyen entre otras,
acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, sumolizaciones y ubiquitinaciones. La

mayoria de dichas modificaciones, tienen lugar en el extremo o “cola” N-terminal de
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éstas proteinas. Estas modificaciones pueden alterar la interaccion DNA-histonas y
esto, afectar a la estructura de la cromatina. A la vez, dichas modificaciones
covalentes de las histonas intervienen en procesos de transcripcién, replicacién,
reparacién del DNA y también en la progresién del ciclo celular ya que permiten el
reclutamiento de proteinas que participan en dichos procesos.

Un ensayo de fosforilacion por simulacién computacional reveld que sélo la H3
contenia el motivo de fosforilacién descrito para Akt, por lo que comprobamos si
Akt era capaz de fosforilar la H3 in vitro. Nuestros resultados evidencian como Akt
fosforila la H3 in vitro (figura R.29). Asimismo, mediante el andlisis de las
modificaciones en la H3 por espectrometria de masas después de haber sido
fosforilada por Akt, hemos confirmado la S10 e identificado al menos dos residuos
més fosforilados por Akt en H3, la T46 (que presenta el motivo especifico de

fosforilacién para Akt) y la S28. Ademas, la P-S10 ha sido comprobada mediante su

deteccion con un anticuerpo especifico de la P-S10 en un ensayo Akt quinasa in vitro.

El siguiente paso en nuestra investigacion fue comprobar si alguna de estas
modificaciones estaba presente en el promotor de la E-cadherina cuando las células
expresaban Snaill. Cuando se realizaron estos ensayos solo existian anticuerpos
comerciales para la P-S10 y la P-S28, por lo que la P-T46 no se pudo estudiar.
Recientemente un estudio ha identificado la fosforilacion de la T46 cdmo una marca
caracteristica de células apoptoticas [313].

Para poder reducir la sefial mitética de la P-S10 y la P-S28 (figura R.30) los
experimentos de coinmunoprecipitacién de cromatina se hicieron creciendo las
células 48 h sin suero, de forma que se disminuia la presencia de células mitéticas en
los cultivos aumentando asi la sefal de las células en interfase. Los resultados
obtenidos descartan tanto la P-S10 como la P-S28 cédmo consecuencia de la
presencia de Akt en el promotor de la E-cadherina (figura R.31, R.32). Tampoco se
detecta ninguna de las dos modificaciones en el promotor de FNI. En definitiva,
ninguna de las dos marcas parece estar asociada a promotores regulados por Snaill.

Recientemente Sabbattini y colaboradores han descrito cdmo la doble marca
H3K9me3/P-S10 causada por Aurora B se incrementa en genes reprimidos durante
la diferenciacion de células stem cell mesenquimales [314], aportando asi el primer

dato de la existencia de esta doble marca fuera de la mitosis. En las “colas” de las
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histonas existen varios motivos conservados en que una lisina es seguida
inmediatamente de una serina. Varios estudios indican la posible existencia de un
nuevo mecanismo de regulacion en estos motivos mediante el cual la fosforilacion
de la serina regula la metilacién de la lisina. Una consecuencia surgida de la
descripcion de este mecanismo de regulacion es la necesidad del uso de anticuerpos
que reconozcan la doble marca, ya que los anticuerpos que reconocen una de ellas
pueden dar resultados falsos, puesto que la modificacién de uno de los dos residuos
puede interferir en la deteccién del otro [315]. En este sentido, en el estudio
realizado por Sabbattini y colaboradores se muestra como el analisis de la P-S10 y la
K9me3 por separado no permite detectar diferencias entre células no diferenciadas y
células diferenciadas. Considerando que tanto la dimetilacion de la lisina 9 como la
trimetilacion de la lisina 27 son marcas que aparecen en el promotor de la E-
cadherina cuando éste es reprimido por Snaill, seria aconsejable repetir los
experimentos con los anticuerpos que reconocen las dobles marcas (H3K9me2/P-
S10 o H3K27me3/P-S28) para poder descartarlas completamente. Segun los
resultados obtenidos por Sabbattini y colaboradores que demuestran como esta
marca es caracteristica de genes reprimidos en células diferenciadas mesenquimales
[314], no esperariamos encontrar la doble marca en células epiteliales tumorales que
han padecido una EMT, ya que este proceso hace que presenten un fenotipo
intermedio. Estudios realizados por nuestro grupo detallan como durante el proceso
de diferenciacién de una célula mesenquimal, Snaill se expresa y reprime la E-
cadherina con la consecuente aparicion de la marca K27me3 [160]. Quizas seria
interesante comprobar si en el proceso de diferenciacion de células mesenquimales,
durante el cual se expresa Snaill, existe la misma colaboracién a nivel del promotor
CDH1 con Akt y si su consecuencia seria la doble marca.

Por tanto, queda por resolver la funcién de Akt en el promotor de la E-
cadherina en células epiteliales tumorales cuando se induce una EMT por expresion
de Snaill. Otra posibilidad podria ser que Akt activara alguno de los represores que
son reclutados por Snaill en la represion de la E-cadherina. Como se ha explicado
en la introduccion, tanto nuestro grupo como el de Amparo Cano ha evidenciado
como Snaill reprime la E-cadherina reclutando el PRC2 [160] y las HDAC 1/2 [157].

Se ha descrito que Akt es capaz de fosforilar e inhibir a un componente del PRC2,
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EZH2, una metiltransferasa que interviene en la trimetilacion de la lisina 27 de la H3
[262]. Curiosamente, dicho componente del PRC2 esta implicado en la progresion
tumoral y metastasis en varios tipos de cancer incluyendo el cancer de mama [316,
317]. Como se ha mencionado al principio de esta discusién, los datos publicados
describen cdmo Aktl inhibe la progresién y la metastasis del cancer de mama [234],
por lo que parece mas plausible que este efecto de Akt inhibiendo a este
componente del PRC2 sea realizado por Aktl y no por Akt2. En dicho trabajo no
discriminan entre las dos isoformas de Akt. Para comprobar esta hipotesis, se
deberia analizar cual de las dos isoformas de Akt es la que fosforila a EZH2. Si fueran
las dos quizas se deberia examinar si ambas tienen efectos opuestos, al igual que
ocurre en fibroblastos [220]. En éstos, aunque tanto Aktl como Akt2 interaccionan
con Pakl, la coexpresion de Aktl, la activa y la coexpresion de Akt2, la inactiva. Uno
de los mecanismos propuestos por los que Aktl activa a Pakl es la fosforilacién de
la S21 [251]. En el estudio realizado en fibroblastos se muestra cémo Akt2 es incapaz
de fosforilar a Pakl. Podriamos pensar en una situacion similar a nivel del promotor
de la E-cadherina. Como hemos visto, la expresién de Snaill provoca un cambio de
isoforma en el promotor. Quizads la sustitucion de Aktl por Akt2 impida la
fosforilacién e inhibicién de EZH2 y, por lo tanto, favorezca la trimetilacion de la
lisina 27 y la consecuente represion de la E-cadherina por Snaill.

Otro trabajo relaciona a Akt con la maquinaria epigenética reguladora mediante
su interaccion con la metiltranferasa especifica de la lisina 9 de la histona H3 SETDB1
[208]. Esta proteina localiza predominantemente en regiones ricas en eucromatina y
contribuye en la represién génica mediada por los zinc fingers KRAB mediante la
union de HP1 [318]. Aunque tanto Aktl como Akt2 interaccionan con SETDB1, Akt2
lo hace con mayor afinidad. Estudios recientes indican como SETDB1 y la DNA
metiltransferasa DNMT3A interaccionan directamente y localizan en promotores
reprimidos en células tumorales [319]. En consecuencia, seria interesante ver si la
metiltransferasa de la H3, SETDB1, participa en la represién de la E-cadherina por
Snaill y comprobar si la interaccién Snaill/ Akt2 tiene algun efecto sobre la accion
de dicha metiltransferasa.

En definitiva, los datos obtenidos en el capitulo R.3 y R.4 detallan un nuevo

mecanismo mediante el cual Akt regula sucesos nucleares como la transcripcion
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génica durante la EMT. Este mecanismo ocurre a través de la interaccion directa con
el factor de transcripcion Snaill. Hemos mostrado que Akt y Snaill pueden
interaccionar a nivel del promotor de la E-cadherina. Hemos comprobado también
que la actividad quinasa de Akt es necesaria para la represién de la E-cadherina por
Snaill. Hemos planteado la pregunta si la interaccion de Snaill con las diferentes
isoformas de Akt podria regular la especificidad de funcién de cada una de ellas. En
cuanto a la posibilidad de interaccionar con Snaill, hemos demostrado que la
isoforma que interacciona mayoritariamente con Snaill en los sistemas estudiados
es Akt2. Hemos mostrado que esta interaccion podria darse en el promotor de la E-
cadherina. Podria ser que el reclutamiento de Akt2 al promotor de la E-cadherina
sea el responsable del comportamiento mesenquimal de esta isoforma de Akt. En
conclusion, estos datos sugieren que Snaill forma parte de la lista de proteinas que
al interaccionar con Akt participa en la contribucién de cada isoforma de Akt en la
EMT.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por shRNA este mecanismo podria
tener lugar en la linea celular RWP1 donde los resultados muestran un efecto directo
cooperativo de Snaill y Akt2 en la represion de la E-cadherina. Sin embargo, en las
células HT29-M6 la regulacion de la expresion de varios marcadores de la EMT
parece mas compleja. El papel de Akt2 en estas células sélo se pone de manifiesto
mediante la previa interferencia de Aktl evidenciando asi una interregulacion de
ambas isoformas en las estas células.

Existen datos que sugieren cdmo en la represion de la E-cadherina, los
diferentes represores descritos actuarian de una manera jerarquica [80]. En este
sentido Snaill seria responsable de la represion inicial e induccién de la EMT y Zebl,
entre otros represores, seria el responsable del mantenimiento de la represion de E-
cadherina y de la EMT. Teniendo en cuenta estos datos, la interferencia de Aktl o el
balance entre las dos isoformas de Akt en estas células podria considerarse cbmo un
marcador de cémo establecida estd la EMT evidenciado por el incremento en los
cambios moleculares que ocurren durante este proceso y por la activacién de Zeb1l.

Considerando la actuacion jerarquica de los diferentes represores de la E-
cadherina durante la EMT, es posible que el reclutamiento de Akt2 por Snaill al

promotor de la E-cadherina tuviera lugar al inducirse la EMT, es decir, cuando en el
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control de la expresion de la E-cadherina, Snaill es el represor mas importante. Esto
explicaria que no se detecte ningln efecto sobre la expresion de la E-cadherina
cuando Akt2 es interferida en las células HT29-M6 Snaill, ya que en estas células la
expresion de este marcador epitelial estd controlada por Zebl. En este caso, el
efecto cooperativo de Akt2 y Snaill en la represién de la E-cadherina en estas
células sélo se detectaria siempre y cuando la EMT no estuviese establecida (Zebl
represor mas importante de la E-cadherina). Una manera de comprobar esta
hipdtesis seria interferir Akt2 en las células HT29-M6 control e inducir la expresion
de Snaill ya sea ectopicamente o enddégenamente mediante algun factor que active
la expresion de Snaill, como el TGF-B. Ahora bien, si esto fuera asi, surge la
pregunta de ;por qué se detecta Akt2 en el promotor de la E-cadherina si su
represion ya no estd controlada por Snaill? Quizéds esta interaccién entre Akt2 y
Snaill es detectable por los altos niveles de Snaill presentes en estas células
después de su expresion estable, aunque no sea el principal represor de la E-
cadherina.

De acuerdo con esta interregulacion entre Aktl y Akt2 en las células HT29-M6
Snaill, nuestro trabajo aporta nuevos datos sobre el complejo control de la EMT. Asj,
una vez interferida Aktl, Akt2 compensa la funcién represora sobre la E-cadherina
de Aktl. Sabemos que Snaill activa la expresiéon de Zebl. Nuestros resultados
muestran como Snaill activa a Akt por interaccion directa (discutido en el siguiente
capitulo). El hecho de que Akt2 compense la funcion represora de Aktl sobre la E-
cadherina y que Snaill sea capaz de activar mediante interacciéon directa a Akt2
plantea la cuestién de, si en estas condiciones, estariamos delante de un nuevo
mecanismo regulador de Snaill sobre Zeb-1. Esta hipotesis implicaria que Snaill
regularia de manera dual a Zeb-1. Por un lado activaria su expresion [302] y por otro
lado, la inhibiria a través de la activacion de Akt2. Para comprobarlo, deberiamos
confirmar que la interaccion entre Akt2 y Snaill continua teniendo lugar una vez
interferida Aktl.

Los resultados obtenidos por shRNA en ambas lineas celulares muestran un
efecto cooperativo entre Akt2 y Snaill en la activacion de genes mesenquimales
aunque en las células HT29-M6 Snaill sélo se detecta en condiciones de previa

interferencia de Aktl. Este efecto no seria consecuencia del reclutamiento de Akt2 al
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promotor de genes activados por Snaill, ya que cdmo hemos comprobado, esto no
ocurre. ;De qué manera podrian cooperar? Resultados obtenidos en nuestro grupo
sugieren cémo en el proceso de activacién de genes mesenquimales por Snaill
intervienen al menos tres factores: NFkB, [-cateninay TFCP2c [320]. Los datos
muestran como Snaill forma un complejo junto con NFKB y PARP-1 en el promotor
de la Fibronectina y Lefl que podria reclutar coactivadores promoviendo asi la
transcripcion de dichos genes. Al mismo tiempo, B-catenina se une a estos
promotores mesenquimales colaborando también en el control de su expresion.
TFCP2 colabora con NFKkB y B-catenina mediante su unién a dichos promotores pero
en diferentes regiones. En la literatura no soélo existen datos describiendo cémo la
activacion de la via PI3K/Akt puede activar genes mesenquimales como la
fibronectina [321] sino también como diferentes sefales a través de la via PI3K/Akt
pueden activar los cofactores necesarios para la activacion de genes mediada por
Snaill [125, 237, 322]. Quizas la interaccion Akt2/ Snaill permite una accién directa
de esta quinasa sobre alguno de los cofactores activandolos o permitiendo una
mejor colaboracién con Snaill en su papel como activador de genes mesenquimales.

Por ultimo, y teniendo en cuenta los diferentes trabajos que detallan como Aktl
tiene un papel pro-epitelial en células tumorales epiteliales y pro-mesenquimal en
fibroblastos, seria interesante comprobar si la isoforma de Akt que interacciona con
Snaill en fibroblastos es Aktl. Si fuera asi estariamos delante de un mecanismo de
regulacion génica por Aktl o de Akt2 que dependeria de la posibilidad de
interaccionar o no con Snaill.

Los resultados obtenidos por ChIP de las células control en los que se observa
Aktl unida al promotor de la E-cadherina plantean la pregunta: ;Qué puede estar
haciendo Aktl en estas células? Aunque el papel de Akt sobre la expresion de la E-
cadherina en ausencia de Snaill no ha sido estudiado profundamente en esta tesis,
vale la pena discutir los resultados obtenidos teniendo en cuenta el papel de la E-
cadherina en la diferenciacién epitelial [323, 324] y los numerosos estudios que
detallan como Akt interviene también en la diferenciacién celular [325-327]. Estudios
realizados sobre la diferenciacion de queratinocitos revelan como las tres isoformas
de Akt son importantes para dicho proceso, ya que las tres isoformas (aunque Aktl

en menor medida) son activadas en este contexto. En este sentido, la transfeccion de
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un mutante de Akt constitutivamente activo aumenta la expresién de marcadores de
diferenciacién epidérmicos [328], y protege selectivamente a los queratinocitos
diferenciados de la apoptosis. Otro estudio basado en la diferenciacién de los
osteoclastos seflala como tanto Aktl como Akt2 son esenciales para la
diferenciacién de estas células pero no para su supervivencia, evidenciando asi un
papel directo de Akt en el control de la diferenciacion celular. Este efecto ocurre a
través de las IKKs y de NFkB [329]. En el caso de la diferenciacion de la glandula
mamaria durante la gestacion, Aktl y Akt2 participan de manera diferente, si bien la
supresion de Aktl retrasa la diferenciacion, la supresién de Akt2 la acelera [330].
Considerendo el papel de Akt en la diferenciacién celular, el grupo de Tsichlis,
analizan la contribucién de cada isoforma de Akt en la diferenciacién del epitelio
mamario sugiere la idea de que el efecto que se observa cuando se interfiere Aktl o
Akt2 en células epiteliales en respuesta a sefiales oncogénicas, tiene que ver con la
participacion de ambas isoformas en la diferenciacion epitelial. Asi, el aumento de la
invasividad y migracion podria ser explicado por la supresion de Aktl, isoforma
responsable de la correcta diferenciaciéon del epitelio mamario. Al interferir Aktl, las
células padecen una EMT que les permite aumentar su movilidad, y por tanto,
poseer mayor capacidad invasiva y de migracion. En consecuencia, este aumento de
la invasividad est4 asociado al cambio del estado de diferenciacién de las células
(EMT). En definitiva, estos autores concluyen que la supresiéon de Aktl aumenta la
invasividad ya que promueve la selecciéon de células tumorales indiferenciadas. Este
efecto parece estar mediado por la supresion de la fosforilacién de Stat5 en ratones
Aktl-/-.

Teniendo en cuenta los datos mencionados anteriormente y los obtenidos en
nuestro tabajo, en los que se detecta Aktl unida al promotor de la E-cadherina
(figura R.36), podria ser que Aktl regulara directamente el promotor CDH1, ya sea
modificando algun residuo presente en las “colas” de las histonas, o provocando
cambios en los complejos activadores y/o represores unidos al promotor CDH1I.

El promotor de E-cadherina humano contiene varios elementos reguladores
incluyendo cajas CCAAT (-65), una region rica en GC (-30/-58) y las tres cajas E
(Figura 1.15). Las regiones proximales CCAAT y la regién rica en GC son requeridas

para la expresion basal de la E-cadherina y son reconocidas por los factores de
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transcripcion constitutivos AP2 y Spl ademas de proteinas de union a CAAT [156].
Las cajas E, como ya se ha mencionado en la introduccion, son reconocidas por
represores. La union de estos represores es capaz de superar los efectos positivos de
los factores constitutivos que interaccionan con los elementos reguladores de la
expresion basal de la E-cadherina [331]. Recientemente, se ha propuesto que dos
cajas presentes en posicion distal del promotor de la E-cadherina, reconocidas por
p300, participan en la activacion de la expresion de la E-cadherina en células
epiteliales de mama [332].

Akt es capaz de fosforilar la acetiltransferasa p300 [261]. Esta fosforilacion es
critica para la transactivacion de p300, ya que estimula su actividad acetiltransferasa
y la unién a factores de transcripcién. Ademas, la fosforilacién de p300 por Akt
regula la interaccién con MyoD, estabilizando asi un complejo activador en los
genes especificos del musculo desplazando complejos represores [333]. En nuestro
sistema podria tener lugar un mecanismo similar. En una situacién normal Akt
podria mantener el estado de activacion basal de la E-cadherina. Como muestran
nuestros datos, la ausencia de actividad Akt disminuye los niveles proteicos de E-
cadherina en células RWP1 control (figura R.28). Se sabe que la fosforilaciéon de
p300 por Akt ocurre en el nucleo; nuestros resultados abren la posibilidad de que
pudiera ocurrir directamente en el promotor. Ademas, Akt podria contribuir a
aumentar la expresion de la E-cadherina via Spl. El promotor de la E-cadherina
presenta cinco lugares de union del factor de transcripcion Spl. Existen varios
trabajos que demuestran cémo Akt modula la expresién génica a través de este
factor de transcripcién. Sin embargo, estos estudios no estan relacionados con la
diferenciacion epitelial sino con la angiogénesis y la invasion celular [334, 335]. Sea
cual sea el mecanismo mediante el cual Akt regula la expresién de la E-cadherina,
nuestros datos sugieren otra contribuciéon de esta quinasa en la diferenciacion

epitelial.
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D.2 La interaccion de Snaill con Akt incrementa su actividad
quinasa in vitro e in vivo.

Las interacciones entre proteinas contribuyen de una manera importante en las
comunicaciones intercelulares e intracelulares. Estas interacciones son responsables
de la iniciaciéon y la progresion de los procesos celulares. De tal manera, dichas
uniones inducen cambios conformacionales que estabilizan, desestabilizan o alteran
la actividad enzimatica de sus interactores [336]. Las asociaciones entre proteinas
también contribuyen a la formacién de grandes complejos moleculares, permitiendo
coordinar la respuesta de multiples sefiales que llegan a la célula [337]. Ademas,
algunas proteinas funcionan cémo andamio permitiendo la asociacion de sus
interactores con ciertas estructuras celulares, o facilitando el transporte entre los
diferentes compartimentos subcelulares [338]. Para llevar a cabo estas funciones las
proteinas interaccionan o bien constitutivamente o bien dependiendo de sefales.

Hace unos diez aios se observé como Akt se activaba mediante la fosforilacién
mediada por la activacién de PI3K. Este descubrimiento fue clave, ya que demostré
una relacién entre Akt y PI3K, una quinasa conocida por presentar un papel critico
en el control de la fisiologia celular. Actualmente se ha demostrado cémo la
actividad de su efector, Akt, estd modulada mediante una compleja red de proteinas
reguladoras y distintas vias de sefalizacion [206, 339]. La complejidad de esta red
aumenta adn mas si tenemos en cuenta que existen tres isoformas de Akt en
mamiferos, y que no todas las diferentes proteinas reguladoras de Akt interaccionan

con las tres isoformas [340, 341].

TCL1 Cde37/Hspa0 CTMP
JIP1 TRB3 AFE
Grb10 APPL1 Sre
RasGAP Keratin 10 ArgBP2y
Prohibitin

Figura D.3 Esquema de los dominios de Akt y algunas de las proteinas que
interaccionan y modulan su actividad [342]. Las proteinas que interaccionan con Akt se
muestran listadas bajo el dominio con el que interaccionan. Para mas detalle ver figura R.18.

139

-

DISCUSION



NoOIsndDsid

Como se muestra en la figura D.3, las diversas proteinas descritas que
interaccionan con Akt se pueden clasificar conforme al dominio por el que
interaccionan con la quinasa. Algunas de estas proteinas contienen actividad
enzimatica como PDK1 [207], IMPDH [343], SETDB1 [208] y PHLPP [204]. Otras
proteinas que interaccionan con Akt no presentan aparentemente actividad
enzimatica. Esta propiedad compartida sugiere que estas interacciones con una o
mas regiones de las diferentes isoformas de Akt modulan la actividad quinasa [260,
344, 345], el acceso a componentes reguladores [209, 346] o a sustratos de Akt [340,
347-349] y/o su localizacion subcelular [350]. Por tanto, las consecuencias de la
interaccion de estas proteinas con Akt son diversas. En consecuencia, la uniéon debe
incrementar o disminuir la fosforilacion o activacion de Akt. Segin los datos
publicados, estos efectos sobre Akt dependen del tipo celular y de las condiciones
experimentales utilizadas [351].

La importancia de estas proteinas que interaccionan con Akt ha sido mejor
caracterizada en condiciones patoldgicas. Este es el caso de la sobreexpresién de
Tcll en la leucemia prolimfocitica de células T, la cual contribuye a la patogénesis
facilitando la activaciéon de Akt y alterando su localizacién subcelular [352]. De
manera opuesta, en otros tumores, se ha descrito como son reprimidos los mRNA
de proteinas que al interaccionar con Akt la inhiben facilitando asi la activacién de
esta quinasa. Este es el caso de CTMP [311]y CKIP-1 [353]. Este dato sugiere la
existencia de mecanismos fisioldgicos que regulan la activacién de Akt alterando la
abundancia de las proteinas que interaccionan con ella.

Asi pues, se han descrito un gran nimero de proteinas que interaccionan
directamente con Akt controlando su actividad. Ademés, como se ha mencionado
anteriormente, algunas reclutan Akt a ciertas estructuras o compartimentos
subcelulares, y otras sirven de andamio a Akt para regular su funcién y/o su
activacion. Teniendo en cuenta el nimero de proteinas que interaccionan con Akt,
es altamente probable que las diferentes funciones de Akt en respuesta a diferentes
sefales se regulen mediante estas uniones proteina-proteina.

Nuestros resultados muestran como el factor de transcripcién Snaill puede

formar parte de la lista de proteinas que mediante su interaccion con Akt regulan su
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actividad quinasa. Aunque en nuestro trabajo no hemos estudiado el dominio de
Akt que interacciona con Snaill, los resultados obtenidos por pull-down descartan
que el dominio PH de Akt participe en dicha interaccién (figura R.21). Los datos
correspondientes al capitulo R.2 describen cémo la preincubacion de Akt con Snaill
incrementa significativamente su actividad quinasa in vitro (figura R.19). Hemos
demostrado que el dominio C-terminal de Snaill que contiene los dedos de zinc, es
necesario, aunque no suficiente, para el incremento de la actividad quinasa de Akt
por Snaill. Hemos comprobado también que la previa unién de Snaill al DNA
impide el efecto de Snaill sobre la actividad de Akt, confirmando asi, la importancia
del dominio de unién al DNA, el C-terminal, en la activacion de Akt por Snaill.
Teniendo en cuenta estos resultados, y basandonos en que este efecto de Snaill
sobre Akt es consecuencia de la interaccion directa de ambas proteinas, podriamos
esperar que el mutante de Snaill C-terminal y Akt interaccionaran. Aunque en esta
tesis no se han realizado ensayos de interaccion directa entre ambas proteinas,
resultados preliminares obtenidos mediante ensayos pull-down sugieren que en la
interacciéon Snaill/ Akt interviene la region C-terminal, y que dicha interaccién
participa en el efecto de Snaill sobre la actividad quinasa de Akt.

Los resultados obtenidos por ChIP muestran cémo Akt se detecta en el
promotor de la E-cadherina, promotor reprimido por Snaill. Snaill para reprimir
genes requiere de la union directa del dominio C-terminal al DNA. Los resultados
obtenidos in vitro muestran cémo Snaill precisa no estar unido al DNA para
interaccionar y activar a Akt. Considerando estos datos, esperariamos encontrar la
interaccion Snaill/ Akt no en promotores reprimidos por Snaill sino en promotores
activados ya que en éstos no se necesita la union directa de Snaill al promotor. Sin
embargo, no hemos detectado presencia de Akt en un promotor activado por Snaill,
el de la Fibronectina (figura R.37), pero si hemos confirmado que Akt es necesaria
para la activacion de este marcador mesenquimal por Snaill (figura R.39). Esto
plantea la posibilidad de que, aunque la interaccién Snaill/Akt ocurra en el
promotor de la E-cadherina, su activacién por interaccion con Snaill tendria lugar
una vez Snaill hubiera realizado su funcion represora sobre este gen. En dicho
momento el dominio C-terminal de Snaill, en parte responsable de la activacion de

Akt, quedaria libre y podria interaccionar con la quinasa. Se sabe que para que
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Snaill pueda activar genes mesenquimales es necesario que primero realice su
funcién represora, podria ser que después de reprimir la E-cadherina, Snaill, todavia
presente en este promotor, active a Akt y esto ayude a Snaill a activar marcadores
mesenquimales como la Fibronectina, Lef-1 y otro represor de la E-cadherina como
Zeb-1. Esto explicaria porque en ausencia de Akt, Snaill no puede ni reprimir la E-
cadherina ni activar la Fibronectina almenos en las células RWP1.

Nuestros resultados indican como el incremento en la actividad quinasa de Akt
por Snaill, no es consecuencia de un aumento en el estado de fosforilacion de los
residuos responsables de su activacion, la T308 y la S473 (figura R.20). Teniendo en
cuenta que la Unica quinasa presente en el ensayo es Akt pareceria que el
mecanismo por el cual Snaill aumenta la actividad quinasa de Akt in vitro es
mediante la formacién de una conformacién mas activa de Akt al interaccionar con
Snaill. Sin embargo, no podemos descartar que el hecho de no detectar un
aumento en la fosforilacién de los residuos responsables de la activacion de Akt no
sea consecuencia de la saturacién de la fosfosefal.

Los datos que describen el efecto de la interaccion Snaill/ Akt en la actividad de
la quinasa han sido realizados con Aktl. Teniendo en cuenta que los mecanismos de
activacion descritos para cada isoforma son iguales, y que la Unica diferencia radica
en cual es la isoforma de Akt que interacciona con la proteina reguladora que se
estudie, consideramos que los datos obtenidos con esta isoforma son extrapolables
a cualquier isoforma de Akt que interaccione con Snaill. En el capitulo R.3 se ha
mostrado como en células epiteliales la isoforma de Akt que interacciona con Snaill
es Akt2 por tanto nuestro trabajo muestra como en este tipo celular un manera de
regular la actividad de Akt2 seria mediante la interaccion directa con Snaill.

Independientemente de este efecto de Snaill sobre la actividad de Akt, hemos
sugerido cémo Snaill puede ser un sustrato de Akt. Mediante ensayos quinasa in
vitro y la utilizacion de diferentes mutantes deleccionados de Snaill (figura R.11),
hemos identificado los Gltimos 28 aminoéacidos de Snaill como la zona donde se
localiza el residuo modificado in vitro por Akt (figura R.14, R15). Hemos confirmado
este resultado descartando los Ultimos 28 aminoacidos de Snaill como residuos
importantes en la interaccién con Akt (figura R.17). Hemos comprobado también

cdmo la conformacién abierta de Snaill no favorece la fosforilacién de Snaill por

142



Akt (figura R.13, R.14). Se han generado ademas dos mutantes puntuales de Snaill,
el Snaill-T177A y el Snaill-S246A, los cuéles se han excluido como residuos diana
de Akt en Snaill.

Teniendo en cuenta que la sefial de fosforilacion detectada en Snaill en los
diferentes ensayos quinasa es similar a la detectada en la proteina Bad, sustrato
identificado in vivo por Akt, se puede pensar que esta fosforilacion puede ocurrir in
vivo. Sin embargo, considerando el resultado negativo obtenido por espectrometria
de masas y que Snaill no contiene el motivo especifico fosforilado por Akt
(RXRXXS/T), es poco probable que sea un sustrato de Akt in vivo. Ademas, las
proteinas quinasas no suelen formar complejos estables con sus sustratos, y si
demostrado que Snaill y Akt forman parte del mismo complejo in vivo (figuras R.21,
R.22, R.23 y R.35). Por todo esto, ademas del hecho que Snaill es capaz de
interaccionar con una forma de Akt cataliticamente inactiva (figura R.27),
consideramos mas probable que Snaill sea un regulador de la actividad de Akt que
un sustrato.

Los resultados descritos en el capitulo R.1 verifican in vivo el incremento de
actividad quinasa de Akt por Snaill in vitro. Asi, el andlisis del nivel de fosforilacién
de los residuos responsables de la activacion de Akt demuestra como Snaill induce
la fosforilacién en estos residuos en lineas celulares epiteliales tumorales (figura
R.1). Esta induccion ocurre tanto en ausencia de suero en el medio (0%FBS) como en
presencia de suero (10% FBS). El analisis de la distribucion de Akt activa (P-S473)
mediante inmunofluorescencia corrobora los datos obtenidos por western-blot
(figura R.2) e indica como Snaill es capaz de incrementar la fosforilacion de Akt en
respuesta a IGF-1. Curiosamente, tras estimular 30 min con IGF-1 ya no se detectan
diferencias en los niveles de fosforilacion de Akt entre las células que expresan
Snaill y las células control. A través de experimentos de fraccionamiento subcelular
hemos detectado como la induccion de la fosforilacion de Akt por Snaill tiene lugar
tanto en el citosol cémo en el nicleo (figura R.3). Por tanto, a diferencia de lo que
ocurria in vitro, Snaill es capaz de aumentar la fosforilacion de Akt in vivo. Estos
resultados son consistentes con datos previos publicados en los que se describe
cdmo células MDCK, que expresan Snaill, poseen mayores niveles de Akt fosforilado

en respuesta a sefales de estrés como la ausencia de suero en el medio de
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crecimiento y ante la estimulacion de sefiales pro-apoptéticas como el TNF-a [67].
Nuestros resultados aportan nuevos datos sobre las condiciones en las que tiene
lugar este incremento de fosforilacién de Akt por Snaill.

Mediante el analisis del estado de fosforilacién de algunos sustratos de Akt,
hemos confirmado como el aumento de la fosforilacién de Akt por Snaill implica un
aumento de su actividad quinasa in vivo. Hemos mostrado cémo células Snaill que
presentan niveles mayores de fosfo-Akt también presentan niveles mayores de P-IKK,
lo cual correlaciona con mayor actividad transcripcional dependiente de NFkB
(figura R.4). Ademas, estas células presentan niveles mas altos de P-FoxO que
confirman un mayor exporte nuclear y degradaciéon de FoxO (figura R.5). Aunque
no se muestra en este trabajo, también se analizé otro sustrato de Akt, la quinasa
GSK3B. Dada la relacién existente entre las tres proteinas [146], se pens6 que quizas
uno de los sentidos fisiologicos del incremento de fosforilacién y de actividad de Akt
por Snaill fuera inhibir a GSK3p estabilizando asi a Snaill. Curiosamente, no se
detectaron cambios en la fosforilacién de este sustrato. Este resultado puede ser
consecuencia de que el estado de fosforilacién de GSK3( en las células donde fue
analizado (RWP1) era ya muy alto. Sin embargo, teniendo en cuenta que Snaill y Akt
interaccionan, no se puede descartar que esta interaccion, ademas de activar a Akt,
defina los sustratos sobre los que actla esta Akt activada.

Los resultados obtenidos mediante los ensayos quinasa de GST-Akt purificada
de células HEK 293 coexpresada con Snaill, confirman que Snaill es capaz de
incrementar la actividad quinasa de Akt in vivo (figura R.6). Ademas, el hecho de
que este incremento ocurra tanto en situacion basal como tras estimulacién con
IGF-1 durante diferentes tiempos, indica que este aumento en la actividad quinasa
de Akt es independiente del estado previo de fosforilacién de la quinasa.

Intentando caracterizar el mecanismo por el cual Snaill aumenta la fosforilacion
y la actividad quinasa de Akt hemos comprobado que es un mecanismo
dependiente de PI3K (figura R.7). Este resultado es esperable (ver introduccién 1.4),
ya que, la activacion de Akt depende esencialmente de la actividad de PI3K. De
hecho, a excepcion de un trabajo en el que demuestran cémo PIKE-A interacciona

con Akt y la activa de manera PI3K independiente [354], casi todas las proteinas que
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interaccionan con Akt y modulan su actividad lo hacen de una manera PI3K
dependiente [209, 260, 350, 355].

Resultados publicados por nuestro grupo [173] describen cdmo Snaill induce la
fosforilacién de Akt por inhibicién de la fosfatasa Pten durante la apoptosis inducida
por radiaciéon y. En el mismo trabajo se muestra como células MDCK después de ser
irradiadas responden rapidamente con un aumento en los niveles de fosforilacion de
Akt, que se traduce en una mayor resistencia a la apoptosis. Para estudiar la
relevancia de la represion de Pten por Snaill en la resistencia a la apoptosis por
radiacion y, Pten fue interferido. En este caso las células presentan una mayor
resistencia a la apoptosis como es de esperar. Sin embargo, la proteccion que
proporciona la interferencia de Pten a las células no es tan completa como la que
proporciona la expresion de Snaill. Ademas, se muestra cémo los niveles de
fosforilacién de Akt en las células Snaill antes de ser irradiadas ya son mas altos. En
consecuencia, estos resultados sugieren que Snaill actla sobre la activacién de Akt
por mecanismos diferentes, a parte de la represién que ejerce sobre Pten. De
acuerdo con esto, Snaill incrementa la resistencia a la apoptosis en células donde la
expresion de Pten es indetectable. Ademas, la sobreexpresién de Pten provoca que
los niveles de Akt decaigan después de irradiar las células. Sin embargo, aun
sobreexpresando Pten, las células Snaill presentan niveles mayores de fosfo-Akt que
las respectivas células control. Los datos mostrados en esta tesis son consistentes
con los publicados anteriormente por nuestro grupo los cuéles sugieren un
mecanismo de activacion de Akt por Snaill independiente de su actividad
transcripcional. En nuestro estudio, hemos demostrado como el mutante no
represor de Snaill, el Snaill-P2A, aunque en menor medida, también aumenta la
fosforilacién de Akt (figura R.8). Al igual que ocurre con la proteina WT, este
aumento se detecta tanto en el citosol cémo en el nucleo (figura R.9). El andlisis de
la actividad quinasa de Akt indica qué este mutante no represor también es capaz
de incrementar la actividad quinasa de Akt independientemente de su estado previo
de activacién. Teniendo en cuenta que en algunos experimentos la expresién de
Snaill-P2A es mucho mayor que la del Snaill (figuras R.8, R.9), no podemos
descartar que el aumento que observamos en la fosforilacidon no sea consecuencia

de una mayor expresion de la proteina. Sin embargo, en el anélisis de la actividad
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quinasa, donde se han transfectado transitoriamente Snaill y Snaill-P2A, se
obtienen expresiones similares de ambas proteinas, y se confirma que el mutante no
represor Snaill-P2A es capaz de aumentar significativamente la actividad quinasa de
Akt (figura R.10). Sin embargo, aunque los andlisis estadisticos realizados indican
que las diferencias en las actividades de Akt purificada en presencia de Snaill WT y
de Snaill-P2A no son significativas, en todos los ensayos realizados, las actividades
detectadas de Akt en presencia del mutante no represor de Snaill fueron menores
que las detectadas en Akt purificada en presencia de la proteina WT. En
consecuencia, no podemos descartar un mecanismo dependiente de la actividad
represora de Snaill como seria el mediado por la represion de alguna fosfatasa
como Pten.

Los resultados relevantes obtenidos con este mutante no represor de Snaill es
la evidencia de un mecanismo mediante el cual Snaill incrementa la fosforilacion y
la actividad quinasa de Akt independientemente de actividad represora. Teniendo en
cuenta estos datos, los obtenidos en los ensayos quinasa in vitro en los que la
preincubacion de Snaill incrementa la actividad quinasa de Akt y la
coinmunoprecipitacién de ambas proteinas, proponemos como mecanismo
alternativo el basado en la interaccién directa con Snaill. Este mecanismo se
confirma en los experimentos de purificacion de GST-Akt, o pull-down, que
muestran que tanto la proteina WT como el mutante Snaill-P2A interaccionan con
Akt (figura R.21). En consecuencia, el incremento de la actividad quinasa de Akt por
Snaill es la suma de diferentes mecanismos, entre los cuales podria estar la
represion de algunas de las fosfatasas de Akt, como Pten, y una conformacion mas
activa de Akt al interaccionar con Snaill. Otra posibilidad es que la interaccién con
Snaill bloquee el acceso de fosfatasas directas de Akt como PP2A o PHPPL y, por
tanto, favorezca la acumulacién de Akt activa prologando su actividad. De hecho, ya
se ha descrito en diversos sistemas un mecanismo similar mediante el cual se regula
la actividad de Akt impidiendo que PP2A acceda a la quinasa [203, 356]. Para
comprobar si en nuestro caso este mecanismo también es el responsable, se podria
analizar el efecto de Snaill sobre la activacién de Akt en presencia de algin
inhibidor especifico de estas fosfatasas, como el acido okadaico, el cual inhibe

selectivamente PP2A. Si en presencia de este inhibidor Snaill continua
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incrementando la fosforilacion de Akt descartariamos un mecanismo dependiente
de la accion directa de Snaill sobre PP2A. También podria ser que Snaill
interaccionara mejor con Akt activa, lo que favoreceria esta acumulacién de P-Akt en
las células Snaill. Sin embargo, los datos indican cdmo el incremento en la actividad
quinasa de Akt por Snaill tiene lugar independientemente del estado previo de
activacion de la quinasa. Aun asi, el hecho de que el aumento en la fosforilacion de
Akt por Snaill dependa de la actividad PI3K implica que para ver el efecto de Snaill
sobre Akt, es necesaria una activacién basal de Akt. Experimentos de
coinmunoprecipitacién con mutantes de Akt como el T308A/S473A, que no puede
ser fosforilado, aclararian esta cuestion.

Todos estos mecanismos basados en la interaccion de Snaill con Akt sélo serian
aplicables al Akt nuclear. Snaill incrementa la fosforilacién de Akt tanto en el ndcleo
como en el citosol (figura R.3) sin embargo, sélo hemos detectado interaccién de
ambas proteinas en el compartimento nuclear. En consecuencia, parece mas
probable que el mecanismo de activacion de Akt por Snaill mediado por su
actividad represora sea el responsable del incremento de fosforilaciéon de Akt en el
citosol.

Finalmente, no podemos descartar un efecto de Snaill sobre algun activador
por encima de Akt, como PI3K. Se ha descrito la existencia de una via de sefalizacion
de PI3K auténoma en el nucleo [357]. Por tanto existe la posibilidad de que Akt se
active en el nucleo. Sin embargo, esto dependeria de la presencia nuclear de PDK1.
Recientemente se ha descrito como esta master quinasa sufre cambios de
localizaciéon celular [358]. En este mismo trabajo muestran cémo células Pten -/-
presentan una mayor localizaciéon nuclear de PDK1. Sabiendo que Snaill reprime
Pten, seria interesante estudiar la localizacién de PDK1 en células que expresan
Snaill para poder analizar si éste es uno de los mecanismos que participa en la
activacion de Akt por Snaill.

De todos los mecanismos discutidos en este trabajo, el que muestra nuestros
resultados es la activacién de Akt por interaccidon directa con Snaill. Por tanto,
nuestro estudio propone una nueva funciéon de Snaill, no descrita anteriormente: la

de cofactor directo de una proteina, en este caso de la quinasa Akt.
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Figura D.4 Modelo propuesto que describe la relacion directa entre Snaill y Akt
estuidiada en este trabajo. (La descripcion se comenta detalladamente en el texto).
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D.3 Modelo propuesto

La progresion de un carcinoma esté asociada a la pérdida de las caracteristicas
epiteliales y a la adquisicion de propiedades mesenquimales e invasivas de las
células tumorales. La pérdida de las uniones entre las células es el primer paso de la
transicién epitelio mesénquima (EMT). Durante este proceso tiene lugar la
inactivacion funcional de la E-cadherina. La represion de la E-cadherina por el factor
de transcripcién Snaill es un paso esencial en la pérdida del fenotipo epitelial. La
activacion de Akt es una caracteristica de muchos carcinomas humanos. Akt regula
una gran variedad de procesos celulares incluyendo la EMT. En este trabajo
describimos una relacién directa entre Snaill y Akt dentro del contexto de la EMT.
Asi pues, nuestros resultados muestran como Snaill interacciona con Akt2. Dicha
interaccion incrementa la actividad quinasa de Akt2 la cual es necesaria para los
cambios moleculares inducidos por la expresién de Snaill. De los resultados
obtenidos en este trabajo, proponemos el siguiente modelo (figura D.4).

En células epiteliales con uniones adherentes bien formadas (1), la expresion de
Snaill estd reprimida (2) o la activacién basal de GSK3p es suficiente para exportar
Snaill del nucleo e inducir su degradacion citosolica mediante el proteosoma siendo
asi muy corta la vida media de Snaill (3). El funcionamiento de Pten bloquea o s6lo
permite una activacion basal de Akt (4). Ademas, en estas células la isoforma de Akt,
Aktl, esta presente en el promotor de la E-cadherina probablemente regualando la
expresion basal de este marcador epitelial (5). Como se ha mencionado en la
introduccion, la mayoria de las sefiales que inducen EMT convergen en un
incremento en la expresion de Snaill (6). La expresion de Snaill activa a Akt al
menos mediante dos mecanismos. Uno dependiente de su actividad transcripcional,
por ejemplo por inhibiciéon de Pten (7) lo que implica un aumento general de la
actividad PI3K (8), que incrementa la fosforilacion y activacion de cualquier isoforma
de Akt tanto en el citosol (9) como en el nucleo (10) independientemente de su
estado previo de activacién. El otro mecanismo esta asociado a la interaccion directa
entre ambas proteinas (11). Esta interaccion induce la actividad quinasa de Akt, tiene

lugar en el nlcleo y con la isoforma Akt2. Este incremento de la actividad quinasa de
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Akt por Snaill se traduce en una mayor fosforilacién de algunos de sus sustratos
como FoxO1 e IKKa/pB (12).

Nuestros datos muestran cdmo la interaccion entre Snaill y Akt2 provoca su
reclutamiento al promotor de la E-cadherina (13), desplazando a Aktl (14) y
cooperando asi en la represién de dicho marcador epitelial (15). Aunque el
mecanismo no ha sido descrito, nuestros datos reflejan cémo Akt2 es necesaria para
la activacion por Snaill de genes mesenquimales como la Fibronectina (16). A su vez,
Aktl coopera también en los cambios moleculares inducidos por Snaill
seguramente controlando su estabilidad mediante la inhibicién de GSK3p (17). Este
seria el esquema general en las células RWP1. En cambio, en las células HT29-M6
aunqgue Snaill también promueve el reclutamiento de Akt2 (13) y el desplazamiento
de Aktl (14) en el promotor de la E-cadherina, los datos obtenidos muestran cémo
Aktl tiene un papel pro-epitelial ya que inhibe la represion de la E-cahderina,
inhibiendo a Zebl (18) y bloquea la activacion de genes mesenquimales por Akt2 y

Snaill (19).

150



151



152



1. La expresidn estable de Snaill en células epiteliales tumorales induce la
fosforilacion de Akt tanto en el citosol como en el nucleo. Este aumento en
la fosforilacién de Akt correlaciona con un aumento de la actividad quinasa
in vivo sobre dos de sus sustratos: FoxO1 y IKKa/B.

2. La preincubacién de Akt con la proteina recombinante GST-Snaill
incrementa la actividad de la quinasa in vitro. El dominio C terminal de
Snaill tiene un papel importante tanto en la interaccién como en el
incremento de la actividad de Akt.

3. Snaill interacciona in vivo con Akt. Dicha interaccién tiene lugar en el
nlicleo de células epiteliales tumorales. La isoforma de Akt que
interacciona con Snaill es Akt2.

4. Akt estd unida al promotor de la E-cadherina independientemente de la
presencia de Snaill. La expresion de Snaill provoca un cambio de isoforma
de Akt presente en el promotor de la E-cahderina. Asi, Akt2 es la isoforma
unida al promotor de la E-cadheirna en presencia de Snaill y Aktl la
isoforma unida al promotor en ausencia de Snaill. La actividad quinasa de
Akt es necesaria para la represion de la E-cadherina por Snaill.

5. El papel de cada isoforma de Akt en los cambios moleculares inducidos
por Snaill es diferente segun la linea celular estudiada. Asi, Akt2 muestra
un papel pro-mesenquimal en ambas lineas celulares analizadas. En las
células RWP1 Snaill, Akt2 es necesaria para la represion de la E-cadherina
y la activacién de la Fibronectina por Snaill sin embargo, en las células
HT29-M6 Snaill sélo es necesaria para la activacibn de genes
mesenquimales. En cuanto al papel de Aktl, ésta presenta un papel pro-
mesenquimal en las células RWP1 Snaill siendo necesaria para estabilizarlo
a nivel proteina y pro-epitelial en las células HT29-M6 Snaill inhibiendo la
expresion de Zebl y la activacion de genes mesenquimales por Snaill/

Akt2.
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M.M.1 Construcciones de cDNA y su preparacion.

Para expresar proteinas de fusion, tanto en procariotas como en eucariotas, lo
primero que se hizo fue disefiar el plasmido o vector que contendria el cDNA de
interés y se eligié el origen del cual provendria el inserto. Este fue otro vector cDNA

total de una linea celular.

M.M.1.1 Preparacion de las construcciones
Obtencion del inserto a partir de RNA total

Se escogio el sistema celular en el que la proteina de interés era abundante. Se
localizé la secuencia a amplificar y se disefiaron los oligonucleétidos 5’ y 3" teniendo
en cuenta el vector aceptor del inserto. Para facilitar el clonaje se introdujeron
secuencias dianas de enzimas de restriccion que también se encontraban en el
vector. En el oligonucledtido 5' se introdujo una secuencia Kozak (5'CCACC3’)
fusionada al final de la diana de restriccion y precediendo el codén ATG de inicio,

para mejorar la traduccién. Se realizé una RT-PCR (M.M.11) para obtener el cDNA.

Obtencidn del inserto por subclonaje

Cuando la proteina que se quiso expresar ya estaba clonada en otro vector, se
digirié con enzimas de digestion que liberaron la secuencia de la proteina o inserto
con extremos compatibles a los lugares de restriccion del vector de destino.

El vector con el inserto se digirid (2-3 pg) en un volumen final de 20-50 pl con
los enzima/s (New England Biolabs) que se eligieron. La cantidad del enzima, el
tampon utilizado, la temperatura y el tiempo de reaccion fueron los especificos para
cada enzima. La totalidad de la reaccion se cargd en un gel de agarosa (0.5, 1, 2%
dependiendo del tamafio del inserto) para separar la banda del vector de la del
inserto. Se purificé la banda deseada con el kit GFX PCR DNA and Gel Band

Purification (Amersham). Finalmente se eluy6 en TE o H,0 estéril.
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Obtencion de inserto por PCR

Cuando el inserto se tuvo que extraer del vector de origen porque los extremos
no eran compatibles o porque se quiso introducir algiin cambio (deleccién, insercién,
mutagénesis) se disefiaron los oligonucledtidos adecuados segun el caso. Se partid
de unos 150-300 ng de DNA molde y en un volumen total de 50 pl, se afadieron el
tampon y reactivos del kit de la polimerasa (existen diferentes tipos de polimerasa
en nuestro caso se uso la Pfx (Invitrogen)). A la reaccién de PCR se le afiadié MgCl,
1.5 mM, 0.3 mM de una mezcla de dNTPs (Invitrogen) y 0.3 puM de los
oligonucledtidos disefiados. Las condiciones de PCR fueron: 95°C 3 min (heat shock),
95°C 15 seg, 50-68°C (dependiendo de la Tm de los oligonucleétidos) 30 seg, 682C
el tiempo fue diferente dependiendo de la extensién del inserto teniendo en cuenta
la actividad de la polimerasa (1 min/1 Kb), repeticion de los pasos 2,3 y 4 durante 25
ciclos y 68°C extension final 2 min. Una vez realizada la PCR se purifico el fragmento

a partir de un gel de agarosa.

M.M.1.2 Preparacion de los vectores

Una vez preparado el inserto, el vector aceptor se linealizé con las mismas
enzimas de restriccion que las del inserto. Cuando se digirié con enzimas que
generaron extremos cohesivos el vector se defosforilé para evitar recircularizaciones.
El vector fue defosforilado mediante la calf intenstine phosphatase (CIP) (New
England Biolabs (NEB)) durante 1 h a 37°C. Posteriormente la fosfatasa se inactivéd
incubando 15 min a 70-75°C. El DNA se purificé con el Kit GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare). Se eluyé con agua estéril o TE. Si se necesitd
introducir algin nucleétido, se usé el fragmento Klenow (NEB) durante 15 min a
temperatura ambiente.

Una vez obtenidos el inserto y el vector, éstos se cargaron en un gel de agarosa
para comprobar la relacién vector: inserto y si la medida era la correcta.
Seguidamente se realizo la ligacion con la T4 ligasa (New England Biolabs) siendo
de 1 h a temperatura ambiente en el caso de haber usado enzimas cohesivos y toda
la noche en el caso de haber usado enzimas romos. Es importante la relacién vector:

inserto para conseguir colonias positivas. Esta relacion depende del tamafio de los
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dos DNAs. Por norma general se ligaron en una relacién molar 1:3 en el caso de
extremos cohesivos y en una relacion 1:10 en el cado de extremos romos.

En general el producto de la ligacién se transform6 en DH-5a competentes
generadas por el método de /noue [359]. El proceso de transformacion consistio en
30 min en hielo, seguidos de choque térmico a 42°C durante 90 seg y posterior
recuperacién a 37°C con 1 ml de LB. Se sembré el resultado en una placa de LB-agar
con el antibiotico de seleccion conferido por el vector y se comprobaron si las
colonias crecidas contenian el inserto. Para ello, se extrajo el DNA plasmidico
mediante el método de lisis alcalina con el kit de minipreps de Promega. El DNA se
digirié para comprobar que el vector realmente contenia el inserto y si la clonacién
se hizo con solo un enzima, comprobar que la direccién de insercién fue la
adecuada. Seguidamente, para asegurar que el fragmento clonado contenia la
secuencia correcta, se secuenci6 mediante el dRhodamine terminator Cycle
Sequencing kit (Perkin Elmer) con oligonucleétidos préximos al lugar de interés
(maximo 500 pb).

Los vectores pueden ser separados en dos grandes grupos: los que expresan la
proteina en procariotas (tienen un promotor procariota) o los que expresan el
inserto en eucariotas (tienen un promotor eucariético). Dentro de los vectores de
expresion en eucariotas existen vectores de interferencia los cuales expresan un
short hairpin RNA. Este pre-RNA es procesado por la célula, convirtiendo el
precursor (en forma de hairpin) en RNA sense y antisense de tal manera que simula
un RNA interferente natural e impide la expresidon de una proteina en concreto

(pLKO1).

Vectores de expresion en procariotas

Con el objetivo de realizar los ensayos de fosforilacion y los pull-downs,
diferentes ¢cDNAs procedentes de diferentes pcDNA3-Snaill fueron clonados al
vector pGEX-6P1 o 6P2 (Amersham) segun se describe en [84], [142] con las dianas
BamHI/Xhol. Este tipo de vector expresa la proteina fusionada a la Glutathion-S-
Transferase (GST) en posicion N-terminal. La expresién es inducible por IPTG. De esta
manera, se pueden purificar las proteinas de fusién por cromatografia de afinidad a

la Glutathion-Sepharose 4B. También, se puede obtener el producto final sin GST
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gracias a la secuencia de corte especifica para la proteasa PreScission que contiene la
etigueta GST en el inicio de transcripcién (ver M.M.2.1). Las diferentes

construcciones utilizadas se detallan en la figura R.11.

Vectores de expresion en eucariotas

pcDNA3 -mmsnaill/pIRESneo-snaill-P2A-HA

mmsnaill pcDNA y pIRES-neo fueron clonados previamente en nuestro
laboratorio. El cDNA de mmsnaill fue obtenido a partir de mRNA de fibroblastos
NIH3T3 mediante RT-PCR con oligonucledtidos especificos cuya secuencia se
obtuvo del archivo GenBank (NM_011427). El oligonucleétido sense (5') contenia la
diana BamHI y una secuencia Kozak (5'CCACC 3') fusionada a la diana BamHI
precediendo al coddén ATG de inicio para mejorar la traduccién. Al oligonucleétido
antisense (3') se le afiadid la diana EcoRV eliminando el coddn stop y manteniendo
la pauta de lectura con la primera tirosina (TTA) del péptido HA (Hemaglutinina). Los
vectores receptores (pcDNA3/pIRESneo) contenian previamente la etiqueta HA
clonada EcoRV/Notl.

El mutante mmsnaill-P2A se construy6 en nuestro laboratorio por el Dr. Eduard
Batlle a partir del pcDNA3-mmsnaill-HA usando el Quickchange Site Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) como se describe en [84]. El clonaje en pIRESneo se
realizd a partir del mmsnaill-P2A pcDNA3 usando EcoICRI/Notl. El vector pIRESneo
fue digerido EcoRV/Notl. Los insertos, con HA, se liberan del vector digiriendo

BamHI/Notl

cDNA Oligonucleétido sense (5°-3°) Oligonucleétido antisense (5’-3°)
mmsnaill CCGGATCCACCATGCCGCGCT CCGGATATCCGCGAGGGC
CCTTCCTGG CTCCGGAGCA
mmsnail1- GGCGGATCCACCACCATGGCGC CCAGGAAGGAGCGCGeCAT
P2A GCTCCTTCCTGG GGTGGTGGATCCGCC

Tabla M.M.1 Secuencias de oligonucleétidos usados para Snaill y para Snaill-P2A. La
secuencia Kozak estd subrayada, el codén de inicio en negrita y la mutacién P2A en letra
mindscula.
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pcDNA3 mmsnaillN/C terminal

Las dos mitades de Snaill se obtuvieron a partir del pcDNA3-Snaill usando la
diana Bglll presente a 455 pb del ATG de inicio. La mitad N-terminal (1-151) se
mantuvo en el vector que fue religado. La mitad C-terminal (152-264) fue
amplificada del cDNA entero con oligonucleétidos especificos, introduciendo una
secuencia Kozak y un coddn de inicio ATG en el extremo 5'. Este oligonucleétido
hibrida en las 18 pb a partir de la diana BglII utilizada para separar las dos mitades N

y C.

pcDNA3mmsnaill-A28, pcDNA3mmsnaill-SRD, pcDNA3mmsnaill-Nt-1-82
La deleccién 237-264 (Snaill-A28) se consiguid mediante high-fidelity PCR
amplification y oligonucleétidos especificos. El oligonucleétido 3’ hibrida en la
secuencia mmsnaill evitando el Gltimo dedo de zinc (237-264). En el extremo 3’ se
afadioé una diana EcoRV para poner la etiqueta HA en pauta. Se libera del vector

digiriendo BamHI/EcoRV (sin HA) o BamHI/NotI (con HA).

cDNA Oligonucleétido sense (5°-3°) Oligonucleétido antisense (5°-3°)
mmesnaill-
CCGGATCLACCATGCCGLGCT CCGGATATCCGTATCTCTTCACATC
A28 CCTTCCTGG

Tabla M.M.2 Secuencias de oligonucleétidos usados para Snaill-A28. La secuencia Kozak
estd subrayada, el coddn de inicio en negrita.

El mutante SRD (serine rich domain), que comprende los aminoacidos 82-123, se
obtuvo mediante oligonucleétidos especificos. El oligonucledtido 5' afadia una
secuencia Kozak, una diana Bglll para su clonaje y un nuevo codén de inicio. El
oligonucledtido antisense se diseiié para amplificar desde el final del dominio rico

en serinas y afiadia una diana Pstl en el extremo 3'.
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cDNA Oligonucleétido sense (5°-3") Oligonucleétido antisense (5°-3°)

mmsnaill- GCAATAGATCTTCCACCATGGAG CGTCIGCAGCTCCAGGGA
SRD AGCCCCAAGGC GGAGGCCG

Tabla M.M.3 Secuencias de oligonucleétidos usados para Snaill-SRD. El codén de inicio
se muestra en negrita. Subrayada se muestra la diana BgllI (oligo sense) y la diana Pstl (oligo
antisense).

El cDNA mmsnaill-Nt(1-82) se obtuvo a partir de pcDNA3-mmsnaill mediante
oligonucledtidos especificos. El sense fue el mismo que se detalla en la tabla M.M.1

y el antisense el que se detalla en tabla M.M.3 (sense).

Mutantes Serinas-Alaninas, Serinas-Asparticos y mutantes puntuales

Los mutantes Snaill-S/A y Snaill-S/D se obtuvieron mediante sintesis dirigida
con oligonucledtidos sintéticos correspondientes a la secuencia 90-120 (Sigma-
Genosys). Los dominios resultantes se insertaron en un cDNA de Snaill al que
previamente se le habia eliminado esta region. Los codones que codificaban para
serinas se cambiaron a alaninas o asparticos respectivamente. Las serinas mutadas
se muestran en la tabla M.M.4. El cambio de serinas por alaninas produjo la
aparicion de una nueva diana Notl que se usé para localizar los mutantes. AlUn asi,

todos los mutantes fueron secuenciados.

cDNA Dominio rico en serinas

mmsnaill-S/A/D SLSDEDSGKSSQPPSPPSPAPSSFSSTSASS

Tabla M.M.4 Serinas mutadas en el mutante Snaill-S/A y Snaill-S/D. La serina
subrayada, la S99, no se conserva en todos los homélogos en mamiferos.

Para la realizacién de los mutantes puntuales Snaill-T177A y Snaill-S246A, se
parti6 del cDNA de pcDNA3-mmsnaill y mediante mutagénesis dirigida con
oligonucleétidos complementarios y especificos se amplificé todo el vector. Después
de hacer la PCR, se digirié con Dpnl para eliminar el vector parental ya que esta
enzima digiere el DNA metilado. El nuevo vector generado no estd metilado y por

tanto no es digerido. Los mutantes se comprobaron por secuenciacion.
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cDNA Oligonucleétido sense (5°-3°) Oligonucleétido antisense (5°-3)
mmesnaill-
CGAAGCCACGCGCTGCCTTGT ACAAGGCAGCGCGTGGCTTCG
T177A
mmsnaill-
CGAACCTTCGCCCGCATGTCC GGACATGCGGGCGAAGGTTCG
S246A

Tabla M.M.5 Secuencias de oligonucleétidos usados para Snaill-T177A y Snail1l-S246A
En negrita se muestran la base cambiada.

GST-Aktl, GST-APH-Aktl

Estos plasmidos fueron cedidos por el Dr. José Miguel Lizcano. El vector pEGB-

T2 permite la expresion en eucariotas de la quinasa Aktl fusionada a la Glutation-S-

transferasa. El mutante APH-Aktl contiene una delecion de los aminoacidos 1-117.

El cDNA se libera digiriendo con BamHI/Kpnl.

pcMV5-Akt-K179M-HA

Este vector fue cedido por el Dr. Lionel Larue. Este mutante puntual de Akt

altera el sitio de union al ATP anulando su actividad quinasa. El inserto se libera

digiriendo con EcoRI/BgIIL El vector es el pcMV5 de expresion en eucariotas.
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Luria-Bertani (LB)
10 g/ | triptona
5 g/ | extracto de levadura
10 g/ I NaCl
LB-agar
LB
1.5% agar (w/v)

Terrific Broth (TB)
12 g/ | triptona
24 g/ | extracto de levadura
720 mM K,HPO,
170 mM KH,PO,4
4% glicerol
(para crecer vectores de bajo

numero de copia como el pLKO)

Antibiéticos (1000x)
Ampicilina: 150 mg/ ml (H,0)
Cloramfenicol: 50 mg/ ml (EtOH)

TAE
40 mM Tris pH 7.6
9.4 mM écido acético
1 mM EDTA
Sample buffer for DNA (10x)
16.7 mM Tris-HCl pH 7.5
83.3 mM EDTA
16.7 Ficoll 400

0.6% orange green
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M.M.2 Purificacion de proteinas recombinantes en E.coli.

Una vez subclonados los diferentes mutantes de Snaill en el vector pGEX vy
comprobados, se retransfomaron en una cepa de E.coli especificamente disefiada
para la expresion de proteinas de mamifero BL-21 RIL, las cuéles contienen los
tRNAs de los aminoécidos Arginina, Isoleucina y Leucina. Para seleccionar los
vectores, los cultivos se crecieron en medio LB con ampicilina (para seleccionar el
pGEX) y cloramfenicol (para seleccionar los plasmidos que codificaban los tRNAs) a
37°Cy en agitacién 220 rpm.

Se sembré en una placa de LB-agar+ Ampicilina+ Cloramfenicol, se creci6 toda
la noche, se comprobd el DNA plasmidico y se guardé un stock con 30% de glicerol

a -80°C.

M.M.2.1 Induccion, purificacion y elucion de proteinas recombinantes

Induccién

20 ml de cultivo LB+ Ampicilina+ Cloramfenicol de bacterias que contenian el
plasmido de interés fue crecido toda la noche. 2 ml de este cultivo saturado fueron
diluidos 1/100. La induccion se llevdé a cabo cuando el cultivo llegd a fase
exponencial (Abs=0.6 a A=600nm) anadiendo IPTG a una concentracién final de 0.1
mM. Después de 2 h més creciendo, las células se recogieron por centrifugacién (10
min a 42C y 8000 rpm). A partir de este paso todo el proceso se mantuvo a 42C para
evitar la accion de las proteasas y la agregacion de las proteinas recombinantes. El
protocolo escogido para purificar cada proteina dependi6 de su solubilidad y de la

tendencia a agregarse.

Solubilizacién con TX-100 1%

Es el protocolo utilizado para las proteinas solubles (Snail1l-Nt(1-82), Snaill-Ct,
Snaill-A28, Snaill-SRD, GST). El pellet de células se resuspendié en 10 ml de PBS
(phosphate-buffered-saline), se separd en fracciones de 0.5 ml y se sonicé 15 seg a
una fuerza de 40% de sonicador. Se juntaron todas las fracciones en un solo tubo y
se anadi6 1% de Triton X-100 final. Se agité durante 30 min y se centrifugd 10 min a

10.000 rpm a 4°C.
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Solubilizacion con N-Laurilsarcosine

Es el protocolo utilizado para las proteinas que tenian tendencia a agregarse
(Snaill-WT, Snaill-Nt(1-151), Snaill-S/D). El pellet se resuspendié en 10 ml de
STE con 100 pg/ ml de lisozima y se incubd durante 15 min. El pellet se dividid en
alicuotas de 0.5 ml y se sonicé. Todas las fracciones se juntaron en un tubo al cual se
le afladié DTT a 5 mM final, N-Laurilsarcosine resuspendido en STE al 10% y Triton
X-100 al 1%. Se homogenizd con el vortex durante 1 min y se centrifugd a 11.000

rpm 20 min a 4°C. En este momento, se le afiadio Triton X-100 al 2% final.

Purificacion con Glutathion-Sepharose 4B

Para purificar la proteina de interés, se incub6 el sobrenadante de la
centrifugacion 1 h a 4°C con 400 pl de Glutathion-Sepharose-4B (GE Healthcare)
diluida al 50% con PBS (200 pl efectivos). Esta resina tiene unida covalentemente
Glutation y permite la unién especifica de la GST. De esta manera, en un solo paso
de cromatografia, la proteina de fusién con GST fue retenida, mientras que el resto
de proteinas fueron descartadas.

Se lavé la resina con PBS de 5-10 veces para eliminar uniones inespecificas y se
elimind el exceso de liquido seguido de la elucidon. Si se desea que la proteina
mantenga la GST se tiene que eluir con GEB (Glutathion Elution Buffer). El Glutation
reducido que contiene el tampon compite con la Glutation de la sefarosa por la
unién a la GST, liberando asi la proteina. Se afiadieron 200 pl de GEB a la resina y se
incubaron en agitacion 10-20 min a temperatura ambiente (protocolo Glutathion-
Sepharose-4B). Se centrifugd a 500 g y se recogi6 el sobrenadante que contenia la
proteina. Se repitid el proceso y se comprobd en un gel de poliacrilamida tefiido con
Coomassie Blue si esta segunda fraccion contenia proteina. La solucién tiene que
estar libre de Glutation para los experimentos, por lo que el eluido se dializé contra
el tampodn de didlisis 16 h a 42C. En el caso que se quiera la proteina sin la etiqueta
GST, se corté con 2 pl de PreScission protease en un volumen final de 200 pl de
tampon de didlisis. Se dejé incubar de 4 a 16 h en agitacion a 4°C. Se centrifugd a

500 g y se recogio el sobrenadante que contenia la proteina sin la GST.
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Comprobacion de la eficiencia de la purificacion

Se cogieron muestras de cada paso durante todo el proceso. Estas muestras
junto a una alicuota de la proteina final se cargaron en un gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) teflido con Coomassie Blue. La concentracién de la proteina se
determind cargando en el mismo gel un patrén conocido de BSA (albumina de suro
bovino). Se cuantificaron las bandas con un escaner GS-700 y se refirié cada valor a

los patrones de BSA.

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Tampoén dialisis Tincién Coomassie blue
25 mM Tris pH 8.0 0.1% (w/v) Coomassie blue
1 mM EDTA 20% (v/v) MetOH
120 mM NacCl 10% (v/v) Glacial acetic acid
1 mM DTT
STE Tampon GEB
10 mM Tris pH 8.0 100 mM Tris-HCl pH 8
100 mM Nadl 120 mM Nadl
1 mM EDTA 10% glicerol
PBS 0.1% Triton X-100
136.9 mM NadCl 5 mM DTT
2.7 mM KCI (10 mM Glutation reducida)

10.14 mM NaHPO,
1.76 mM KH,PO4pH 7.3
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M.M. 3 LINEAS CELULARES UTILIZADAS

Todas las lineas celulares fueron crecidas en Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Invitrogen). El medio fue suplementado con glucosa 4.5 g/ |, piruvato
sodico (Life Technologies), glutamina 2 mM, penicilina 56 U/ ml, estreptomicina 56
ng/ 1y 10% de suero fetal bovino (FBS; GIBCO). Las lineas celulares se mantuvieron a

37°C en una atmdsfera himeda que contenia 5% CO, y 95% de aire.

Linea
Origen Caracteristicas
celular
RWP1 Carcinoma ductal de Morfologia epitelial. Contactos intercelulares bien
pancreas humano formados.
HT-29 M6 | Adenocarcinoma Morfologia epitelial. Altos niveles de
humano de colon E-cadherina. Forman colonias compactas

293T HEK | Linea embrionaria de Morfologia fibroblastoide.
riidn humano

MDCK Epitelio tubular renal Morfologia epitelial. Forman colonias. Complejos de
de perro unién bien formados.
Adenocarcinoma Morfologia intermedia. A baja confluencia presentan
humano de colon bajos niveles de E-cadherina, fenotipo que revierte a
SW480 alta confluencia. APC mutado, alta actividad
transcripcional de la via B-catenina/TCF. K-ras
oncogénico
Mia-Paca2 | Adenocarcinoma Fenotipo mesenquimal. Presentan altos niveles de
ductal de pancreas Snaill.
Adenocarcinoma de Provienen de metastasis en nodulo linfatico.
SW620 colon Fenotipo mesenquimal. Presentan altos niveles de
Snaill.

Tabla M.M.6 Lineas celulares utilizadas durante este trabajo y algunas de sus
caracteristicas.

Las lineas celulares se crecieron en frascos de pléstico tratado haciendo pases
semanales. Cuando las células llegaron a confluencia fueron tripsinizadas (tripsina
1% Life Technologies) y se resembraron en placas para hacer el experimento o en
frascos para su mantenimiento.

Se utilizd un ndimero de células diferente dependiendo del experimento. Para
determinarlo, se afadié Trypan Blue (Sigma) a una mezcla de células y con ayuda de

una cdmara de Neubauer y un microscopio 6ptico, se controld la integridad y la

168




supervivencia celular y se determind el ndmero de células/ ml. Se descartaron
cultivos que presentaron tinciones positivas superiores al 5%.
Los stocks de las diversas lineas celulares se guardaron en nitrégeno liquido con

un 10% DMSO como crioprotector.

M.M. 3.1 Clones estables

RWP1 Snaill/Snaill-P2A/control: los clones se obtuvieron después de la
transfecciéon estable con pcDNA-mmsnaill-HA o pIRESneo-mmsnaill-P2A-HA
mediante el kit Lipofectamine-Plus Reagent (Invitrogen) en medio Optimem
(Invitrogen). 48 h después de la transfeccion, las células fueron seleccionadas con
G418 (500pug/ml) y los clones fueron aislados. Se analizé la expresion de los vectores

mediante western-blot con el anticuerpo anti-HA.

HT-29 M6 Snaill/control: La linea HT-29 M6 fue seleccionada a partir de la
linea parental HT-29 M6 con metrotexato a una concentracion de 10°M, con un
fenotipo mucosecretor [360]. Los clones estables HT-29 M6 mmsnaill y control se
obtuvieron en nuestro laboratorio como se describe en [84]. Los clones expresan
mmSnaill con el tag hemaglutinina (HA) bajo un promotor inducible que deja de ser
funcional al afiadir Doxiciclina (2 pg/ml) al medio de cultivo. Los clones controles
contienen el vector vacio pUHD10-3. La expresion estable de Snaill se consiguio
afadiendo los antibidticos G418 (neomicina) a 500 pg/ ml y Higromicina (200 pg/ ml)
en el medio. Estos clones presentan un fenotipo tipico de EMT con baja expresion de

E-cadherina y pérdida de la cohesion celular.

MDCK Snaill/control: clones obtenidos en nuestro laboratorio, descritos en
[84], [154]. Se obtuvieron a partir de la transfeccion estable con el vector pIRES-neo
mmesnaillHA. La expresion estable de Snaill se mantuvo afadiendo G418, 500 pg/
ml al medio. Estos clones pierden totalmente la expresion de la E-cadherina y
adquieren un fenotipo fibroblastoide. Los clones controles contienen el vector vacio

PIRES.

SW480 Snaill/control: clones cedidos por el Dr. Alberto Mufioz (Instituto de

Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols”, CSIC, UAM). Descritos en [168].
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M.M.4 Transfeccion/Infeccion.

Placa Nimero de células sembradas
Placa de 6 pozos 2x10°
100 mm 0 1x10°
150 mm O 5x 10°

Tabla M.M.7 Condiciones en las que las células fueron sembradas en placas para ser
transfectadas o infectadas. Se sembré un nimero de células de tal manera que estas
estuvieran al 80% de confluencia en el momento de la transfeccién o infeccion (normalmente
24 h después de la siembra). (O : didmetro)

Transfeccién

Las células fueron transfectadas o bien con el kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, o con PEI (polytelenimine polymer).
En el caso de Lipofectamina, se utilizé una relacion de 2 pl de reactivo/ pg de DNA
plasmidico en un volumen final de medio Optimem (Invitrogen) indicado,
dependiendo de la superficie de la placa. La mezcla se afiadié a la placa con
Optimem. A las 4 h se cambio el medio Optimem por medio DMEM vy se dej6 24-48
h (si la proteina es toxica o se expresa en grandes cantidades se recomienda detener
la expresidn a las 24 h). En el caso del PEI en la tabla M.M.8 se muestran los valores
utilizados para cada componente de la mezcla de transfeccion la cual contenia NaCl
150 mM, DNA y por ultimo el PEI 1 mg/ ml a pH 7.5. Esta mezcla se homogeneizé en
un vortex 10 seg y se dejé reposar 15 min a temperatura ambiente. Gota a gota en
espiral y a cierta altura la mezcla se afadio a las células en medio DMEM dejando la
transfeccién 24 h-48 h. En el caso de dejar 48 h la transfeccion es recomendable

cambiar el medio a las 24h.

Placa DNA(cantidad maxima) NaCl (volumen final pL) PEI pL
6 pozos 2 ug 200 10
100 mm O 15 g 1560 78
150 mm O 33 ug 3320 166

Tabla M.M.8 Condiciones para la transfeccién con PEL
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Infeccion

Las células fueron infectadas con lentivirus portadores del plasmido pLKO.1-
puro el cual llevaba como inserto shRNA para Aktl y para Akt2. Estos fueron
obtenidos de Sigma (nimeros de referencia shAktl TRCN0000039793,
TRCNO0000039794, TRCN0000039795, TRCNO0000039796, TRCN0000039797 para
shAkt2 TRCN0000039968, TRCN0000039969, TRCN0000039970, TRCN0O000039971,
TRCNO000039972).

La linea celular utilizada para la produccion de los virus fue HEK 293T. Se
sembraron 1 x 10°de estas células en placas de 100 mm de didmetro (0). A las 48 h
las células presentaron un 100% de confluencia. La mezcla de transfeccién contenia
50 % pLKOsh (una mezcla de 5 shRNA para Aktl o para Akt2 o un shRNA irrelevante)
y una mezcla de vectores para la produccién de los virus que consistia en 10 %
pCMV-VSV-G (envelope protein), un 30 % de pMDLg/pRRE y un 10 % de pRSV (los
dos Ultimos para empaquetar los virus), NaCl y PEL Después de 24 h, el medio se
cambid con el fin de concentrar o aumentar la titulacion del virus (ver tabla M.M.9).
Después de 24 h més, se cambid el medio por medio fresco, el anterior se filtrd y se
le afiadié polybrene 8 ng/ ml (aumenta la eficiencia de la infeccion ya que actda
como carrier). Este medio filtrado, que contenia los virus, se afadio a las células que
se querian infectar (Infeccion 12). A las 8 h, se cambié el medio de las células
infectadas por medio fresco. Se realizd6 una segunda infeccién con los virus
recogidos a las 48 h, durante 8 h (Infeccion 22) y se volvid a afiadir medio fresco
durante 16 h mas a la células infectadas (las células productoras del virus se
descartaron). Después de estas dos rondas de infeccién, se afadié medio fresco con
puromicina 2.5 pg/ ml para seleccionar las células que habian sido infectadas y se
mantuvo durante 48 h (si las células estdn confluentes la puromicina es menos
eficiente; en ese caso se tripsinizaron). A las 48 h de seleccién con puromicina se
sembraron las células necesarias para el experimento sin seleccion. Para analizar la
eficiencia de infeccién se incluyd una placa control la cual no fue infectada. Las

células de esta placa no sobrevivieron a la seleccion con puromicina.
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Placa con 293T HEK Volumen de medio para concentrar

placa de 6 pozos 2ml
100 mm O 55ml
150 mm O 12 ml

Tabla M.M.9 Concentracion de medio de acuerdo con la superficie de la placa

M.M.5 Tratamientos

Deprivacién de suero (0% FBS) Para el andlisis de la activacion basal de Akt o
previamente a la estimulacién por IGF-1 o a la introduccién de algun inhibidor, a las
células después de ser crecidas durante 24-36 h con medio DMEM 10% FBS, se les
retird el medio y se les afiadié el mismo volumen de medio DMEM pero sin suero el
cual se mantuvo 8 h o 12 h mas. Antes de afiadir el medio se realizaron al menos
dos lavados de medio sin suero o PBS para la eliminacién total del suero en el

medio.

IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo 1 o Insulin-like Growth Factor-I
(Sigma) de ratén expresado en E.coli. El IGF-1 de raton y el humano comparten un
97 % de la secuencia. Es un potente factor de crecimiento mitético que media la
activacion de Akt. Después de deprivar a las células de suero, se afiadié IGF-1 a una
concentracion final de 20-50 ng/ ml durante 5, 30 o 60 min. En la condicién control

se afiadié PBS-0.1% BSA.

LY-294002 Potente inhibidor permeable y especifico de la PI3K [361] que
impide la activacion de Akt. Se utilizd a una concentracion final de 50 pg/ ml durante
30 min como sugeria la casa comercial (Biomol Laboratories). En la condicién control

se afiadié DMSO.
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M.M.6 Extraccion y analisis de proteinas

M.M.6.1 Extraccion de proteinas

Cuando las células llegaron a la confluencia adecuada o se acabd el proceso de
transfeccidon, éstas se lisaron para extraer las proteinas. El tipo de extraccion
dependio del experimento que se quiso realizar. Todas las extracciones se realizaron
en hielo para evitar la degradacién proteica y todos los tampones fueron
complementados con un coctel de inhibidores de proteasas y de fosfatasas. Como
agente reductor se utilizd DTT a excepcién del tampon lisis quinasa en el cual se

utilizé B-mercaptoetanol.

Inhibidores de proteasas Inhibidores de fosfatasas
10 pg/ ml aprotinin 1 mM B-glycerol phosphate
1 mM leupeptin 10 mM sodium fluoride phosphatase (NaF)
2 mM pefablock 2 mM sodium orthovanadate (NaOV)

10 pg/ ml pepstatin

M.M.6.1.1 Purificacién de la quinasa Aktl de células 293T HEK.

Para la expresion y purificacién de la quinasa Aktl se dividié un frasco T75
confluente de células HEK 293T en cinco placas de 100 mm 0. A la 24 h se
transfecto el plasmido pEGB-GST-Aktl (5 pg) mediante el protocolo PEL Se optimizd
la relacion pg DNA/ pL PEI siendo la mejor la relacion 1pg DNA/ 10.5pL PEI
(preparado a 1 mg/ ml en agua miliQ y tamponado a pH neutro con HCl). La mezcla
de transfeccion se incub6 10 min en medio DMEM sin suero y se afiadio gota a gota
a las células. Se dejo expresar hasta 48 h. Las células se lisaron con el tampén lisis
quinasa mas un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma). Un volumen de estos
lisados se incub6 con 10:1 (v/v) de Glutathion-sepharose-4B (Pharmacia) durante 1 h
a 4°C. La GST de la proteina transfectada (GST-Aktl) se uni6 especificamente a la
sefarosa. Tras la incubacién, se hicieron cuatro lavados con el mismo tampén lisis
quinasa pero con un mayor contenido en sal, eliminando el sobrenadante mediante
centrifugaciones de 1 min a 11000 rpm a temperatura ambiente. El Gltimo lavado se
realizé con el tampdn quinasa. Se elimind el exceso de liquido de la resina y se

afadié el mismo volumen de tampdn de elucién a cada alicuota suplementado con
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sacarosa para conservar mejor la proteina. De cada placa se obtuvieron 5 alicuotas y
se guardaron a -80°C hasta su uso.

En el caso de transfectar GST-Aktl bajo diferentes condiciones, por ejemplo
cotransfectando con Snaill-WT o Snaill-P2A, antes de incubar un volumen de lisado
con la sefarosa, se cargaron 5 pl de cada condicion en un gel y se analizaron los
niveles de GST-Akt. Como resultado, se modificaron o no los volimenes a incubar
de cada lisado para purificar la misma cantidad de la quinasa en cada condicion. Los
lisados se guardaron a -20°C no méas de 24 h. Independientemente del volumen
escogido en cada condicién, todas las incubaciones se hicieron en un volumen final
de 200 pl de tampdn de lisis quinasa.

Para saber el minimo volumen de lisado a incubar para poder detectar actividad
quinasa, se realizaron pruebas de diferentes tiempos de reaccién con 25 pl de cada
lisado. Una vez determinada la actividad de la quinasa purificada en ese volumen, se
decidi6 aumentar el volumen o bien alargar el tiempo del ensayo quinasa. En cada
ensayo, siempre hubo un control o blanco el cual fue una placa de células HEK 293T

sin transfectar.

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Tampon de lisis quinasa Tampén lisis quinasa+NaCl

50 Mm Tris-HCl pH 7.5 Tampon lisis
0.27 M Sacarosa 0.5 M Nadcl

1 mM NaOVv

1 mM EDTA Tampon de elucion

1 mM EGTA 50 mM Tris-HCl pH 8

10 mM Na B glycerophosphate
50 mM NaF

5 mM Sodium pyrophosphate
1% (by mass) Triton X-100
Justo antes de usarlo:

0.1% B-mercaptoetanol

0.27 M Sacarosa
0.1 mM EGTA
0.1% B-mercaptoetanol
Tampon quinasa
50 mM Tris-HCl pH 7.5
0.1 mM EGTA

1% Protease Inhibitor Cocktail cat# P8340 Sigma 0.1% B-mercaptoetanol
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M.M.6.1.2 Extraccion total de proteinas

Extraccion en condiciones desnaturalizantes con el tampén de lisis 1% SDS

Este tampodn se utilizd para extraer todo el contenido proteico de las células
(proteinas solubles, nucleares y transmembrana). Después de crecer las células 48 h,
se descartd el medio de cultivo original y las células se lavaron 2-3 veces con PBS
frio. Se afadieron diferentes volimenes segun el tamafio de las placas siendo éste
200 pl para las placas de 6 pozos y 500 pl para las placas de 100 mm de diametro.
Las células se recogieron con una rasqueta y se homogeneizaron en el tampdn de
lisis con una jeringa de insulina (20 gauges) unas 20 veces. Las muestras se hirvieron
5 min a 95°C para desnaturalizar tanto el DNA como las proteinas. Los extractos se
centrifugaron 10 min a 20.000 g para comprobar que no habia pellet lo que
significaba que la extraccion se habia hecho correctamente. La concentracion
proteica se determind mediante Lowry. La cuantificacion se realizd por interpolacion

en una recta patrén de BSA.

Tampon de lisis SDS 1%

1% SDS
10 mM EDTA
50 mM Tris pH 8.0

Extraccion total de proteinas en condiciones no desnaturalizantes

Este tampon se utilizd para extraer las proteinas solubles citosdlicas y nucleares
de las células en condiciones nativas. Fue utilizado para los experimentos de
inmunoprecipitacion y pull-down. Después de crecer las células 48 h, el medio de
cultivo original se descartd y las células se lavaron 2-3 veces con PBS frio. Se
anadieron diferentes volumenes segin el tamafio de las placas. Las células se
recogieron con una rasqueta, se resuspendieron en el tampon de lisis y se incubaron
durante 30 min a 4°C en agitacion. Seguidamente, el lisado se homogeneiz6 con
una jeringa de insulina (20 gauges) unas 20 veces para asegurar la rotura de nucleos.
La solucion resultante se centrifugé 15 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se
consider6 como “lisado total en condiciones nativas”. Los lisados se cuantificaron
mediante el ensayo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) basado en el método Bradford.

La cuantificacién se realizo interpolando a una recta patron de BSA.
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Tampon de lisis IP/pull-down Coctel inhibidores

50 mM Tris pH 7.6 1 mM Na-Vanadate pH10

150 mM NacCl 10 mM Na B glycerophosphate
1% Triton X-100 10 mM NaF

0.5% NP-40/Nonidet 5 mM Sodium pyrophosphate
1 mM MgCl, 1m M Benzamidine

1 mM EDTA 0.2 mM PMSF

1 mM EGTA

M.M.6.1.3 Fraccionamiento subcelular

Separacién de niicleo y citosol (figuras R.3, R.5 B, R.9, R.22 B, R.23 R.35)

Las células se lavaron dos veces con PBS y se recogieron en 500 pl de tampon A.
Después de 10 min de incubacién en hielo, se afadio al lisado 0.3 % de Tritdn X-100
final y se mezcld en un vértex durante 30 seg. Después de centrifugar 1 min a 11.000
rpm, el sobrenadante contenia el citosol y el pellet o precipitado la fraccién nuclear.

A la fraccion citosolica se le afiadié 1.1 en volumen del lisado de tampdn By se
incubd 30 min a 4°C en agitacion. Seguidamente, se centrifugd a maximas rpm
durante 30 min y se descarté el pellet.

La fraccion nuclear se lavd 3 veces con el tampdn A para evitar contaminacion
de citosol en el nucleo, y se resuspendié en 100 pl de tampoén C. Los lisados se
incubaron 30 min a 4°C en agitaciéon y luego se centrifugaron a méximas rpm
durante 15 min. El sobrenadante contenia la fraccién nuclear. Cuando este tipo de
extraccion se utilizd para ensayos de inmunoprecipitacion se diluy6é 1/10 el tampdn

C en tampdn A para disminuir la alta concentracion de sales.
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Tampén A Tampon B
10 mM HEPES pH 7.8 0.3 M HEPES pH 7.8
1.5 mM MgCl, 14 M KCl
10 mM KClI 30m M MgCl,
0.5 mM DTT
Tampoén C

20 mM HEPES pH 7.8
25% glycerol

0.42 M Nacl

1.5 mM MgCl,

0.2 mM EDTA

0.5 mM DTT

Purificacion de cromatina (figura R.34)

Las células se lavaron dos veces con PBS en hielo se recogieron y se
centrifugaron 1 min a 2000 rpm a 4°C. El pellet se lavd con PBS para sacar restos de
medio de cultivo que pudieran quedar. El pellet se resuspendié con 100-200 pl de
tampon D+ 0.1% Triton X-100. El lisado se incubd 8 min en hielo. Se centrifugd 5
min a maximas rpm a 4°C el sobrenadante contenia la fraccion citosodlica y el pellet
los nlcleos. La fraccidn citosdlica se centrifugd a 20.000 g 5 min mas para asegurar
que no hubiera contaminacion. La fracciéon nuclear se lavo 4 veces con el tampdn D
y se resuspendié en 50-100 pl de tampdn E. El lisado se incubd 30 min a 4°C.
Seguidamente, se centrifugd la fraccién nuclear a méximas rpm obteniendo en el
sobrenadante el nucleoplasma y en el pellet la cromatina. La cromatina se lavd tres
veces con el tampdn E, se resuspendié en tampoén de carga 1X para proteinas y se
sonicé a una fuerza 10 % durante 5 seg dos veces. Finalmente, la fraccidn rica en
cromatina se hirvié 10 min a 70°C y se analizaron las proteinas asociadas por SDS-

PAGE/western-blot.

177

MATERIALES Y

-

METODOS



SO4olin
A STIVIHILVIN

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Tampén D
10 mM HEPES pH 7.9
10 mM KCl
1.5 mM MgCl,
0.34 M Sucrosa
10% glycerol
1 mM DTT

Tampon E

0.1% Triton X-100 PBS

3 mM EDTA

0.2 mM EGTA

1mM DTT

M.M.6.2 Analisis de proteinas por western-blot

Para analizar las proteinas se utilizé la electroforesis unidimensional en geles de

poliacrilamida (sodium dodecy! sulfate polyacrilamide gel electrpphoresis SDS-PAGE).

Se prepararon geles de 1.5 mm de grosor con el sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad)

con un porcentaje de acrilamida en la parte separadora del gel diferente

dependiendo del tamano de las proteinas a analizar (ver tabla M.M.10). La

concentracion de acrilamida en la parte apiladora fue del 4 %. A las muestras se les

afadié tampdn de carga, se hirvieron 4 min y se corrieron en el gel a voltaje

constante en tampon TGS.

Gel Separador

Gel apilador

% polyacrylamide 7.5 10 15 4
H,0 5.5 ml 4.9 ml 3.6 ml 6 ml
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 2.5 ml
Tris-HC1 0.5 M pH 6.8 2.5 ml
10% SDS 100 pl
Acrylamide/bisacrylamide
1.9 ml 2.5 ml 3.8 ml 14 ml
(37.5:1)
10%APS 40 ul
TEMED 20l

Tabla M.M 10 Reactivos utilizados para preparar los geles de acrilamida.
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Si se queria analizar la pureza o la concentracién de una purificacion, los geles
se tifieron con Coomassie Blue. Si se trataba de un ensayo de interaccion o para
analizar la localizacién o los niveles de una proteina en un tipo celular, las proteinas
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 mm Protan) en una cubeta
himeda (Bio-Rad) llena de tampdn de transferencia a 400 mA entre 1 h o 2 h,
dependiendo del peso molecular de la proteina a analizar. La membrana se tifid con
Ponceau para comprobar que la transferencia se habia realizado correctamente.

Las membranas se bloquearon con 3%-5% de leche desnatada en TBS-0.1%
Tween durante 30 min-1 h. En el caso de detectar fosfo-sefales el bloqueo se realizé
con 3% BSA en TBS-0.1% Tween. El anticuerpo primario (ver tabla M.M.11) se
afadié a una solucién de bloqueo recién preparada y se incubd durante 1 h a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Antes de incubar con el anticuerpo
secundario se hicieron tres lavados con TBS-0.1% Tween (con leche o no) de 5-10
min cada uno. Seguidamente, se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con la
dilucion recomendada de anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de
rabano (HRP). Después de lavar tres veces mas (el Ultimo lavado siempre sin leche),
la membrana se incubé con el sustrato de HRP, el luminol (Enhanced
ChemilLuminiscene ECL, incubando con PIERCE ECL Western Blotting substrate
durante 1 min o con Supersignal West Dura Extended Duration substrate durante 5
min). La luminiscencia se detecté con peliculas fotogréficas (Agfa-Curix
autoradiographic Films).

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Ponceau TGS TBS
0.5% Ponceau (w/v) 25 mM Tris OH pH 8.3 25 mM Tris-HCl pH 7.5

1% Glacial aceticacid 192 mM glycine 137 mM NaCl
5% SDS
Tampon de transferencia Tampon de carga para proteinas
50 mM Tris-OH 60 mM Tris-HCl pH 6.8
386 mM glycine 2% SDS
0.1% SDS 5% [B-mercaptoetanol blue

0.005% Bromophenol blue

5% glycerol
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Los anticuerpos utilizados en este trabajo fueron

A::ii::':r';lz° Organismo | Dilucién | Cédigo Casa comercial
B-actin ratén 1:2000 AC-15 Sigma
annexin conejo 1:2000 - -

Pyruvate kinase cabra 1:10000 | AB1235 Chemican
lamin B, conejo 1:2000 ab16048 Abcam
E-cadherin ratéon 1:2500 610182 BD Tansduction
rata 1:1000 | 1867431 Roche
HA
conejo 1:2000 H6908 Sigma
GST cabra 1:2000 | 27-4577 Amersham
Akt total conejo 1:1000 9272 Cell Signaling
P-S473 conejo 1:1000 9271 Cell Signaling
P-T308 conejo 1:1000 9275 Cell Signaling
Aktl conejo 1:1000 2938 Cell Signaling
Akt2 conejo 1:1000 3063 Cell Signaling
Akt3 conejo 1:1000 3788 Cell Signaling
FoxO1 total conejo 1:1000 9462 Cell Signaling
P-FoxO1 conejo 1:1000 9461 Cell Signaling
IKKa total conejo 1:1000 2685 Cell Signaling
P-IKKa/ B conejo 1:1000 2607 Cell Signaling
Zeb-1 cabra 1:100 E-20 Santa Cruz
Fibronectinl conejo 1:2000 A0245 Dako
Lefl conejo 1:2000 C12A5 Cell signaling
H3 ratén 1:1000 Ab1791 Abcam
P-S10 conejo 1:2000 04-817 Millipore
P-S28 conejo 1:1000 07-145 Upstate
Snail ratén 1:25-50 EC3 Hecho en nuestro laboratorio [140]

Tabla M.M.11 Lista de los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo
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M.M.7 Ensayos de interaccion entre proteinas

M.M.7.1 Pull-down (figuras R.17, R.21 B)

Los experimentos de pull-down sirven para comprobar la interaccion directa o
indirecta entre una proteina recombinante utilizada como cebo con otras proteinas
provenientes de extractos celulares o transfectadas. En este trabajo, los ensayos pull-
down sirvieron para evaluar interacciones entre diferentes dominios de Snaill y de
Akt. En el caso de la figura R.21 B células RWP1 fueron transfectadas con GST-Akt1,
GST-APH-Aktl o GST sola con Snaill-HA o Snaill-P2A. Después de 48 h de
transfeccion se lisaron las células con tampoén de lisis no desnaturalizante (tampén
IP/ pull-down). 200 pl de cada condicién se purificaron con Glutathion-Sepharose 4B
(20 pl) durante 1 h a 4°C. La resina se lavé 5 veces con 1 ml del mismo tampén de
lisis incubando 5 min a 4°C cada lavado (el dltimo lavado sin detergentes). Un 5 %
del lisado se usé como input. Los complejos se eluyeron con tampodn de carga
hirviéndolos 4 min.

En el caso de la figura R.17, 18 pmoles de cada fragmento de GST-Snaill se
incubaron con 500 pg de extractos totales (tampdn de lisis IP/pull-down) de células
RWP1 durante 2 h a 4°C o 30 min a 22°C en agitacién. La reaccién de interaccién se
completé afadiendo tampdn de lisis sin detergente e inhibidores de proteasas y
fosfatasas hasta un volumen final de 500 pl. Los complejos formados se purificaron
con Glutathion-Sepharose 4B (20 pl) durante 25 min a 22°C en agitacion. La reaccién
se centrifugd a 3000 rpm 2 min a 4°C y se descartaron los sobrenadantes. La resina
resultante del pull-down se lavd 5 veces 5 min a 4°C a temperatura ambiente con 1
ml de tampdn de lisis (el Ultimo lavado sin detergentes). Los complejos se eluyeron
con tampoén de carga hirviéndolos 4 min. Un 5 % del lisado se us6 como input.
Todos los complejos formados y purificados en los experimentos se analizaron por

western-blot.

M.M.7.2 Coinmunoprecipitacion (figuras R.21 A, R.22, R.23, R.27 y R.35)

Los experimentos de coinmunoprecipitacibn sirven para comprobar

interacciones in vivo, directas o indirectas, entre dos proteinas enddgenas o
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transfectadas, purificando los complejos con un anticuerpo especifico de una de las
proteinas de interés.

Se prepar6 el tipo de extractos deseado y 250-500 pg de estos extractos se
incubaron toda la noche a 4°C en agitacion constante con 1ug de anticuerpo
especifico de una de las dos proteinas de interés. Un 5 % del lisado se usé como
input. A la coinmunoprecipitacion se le afadié tampdn de lisis sin detergente hasta
diluir los extractos 1/10 (1 mg/ ml). Al dia siguiente se incubaron durante 1 h a 4°C
en agitacion con 20 pl proteina A-sepharose (conejo) o proteina G-sepharose (rata,
ratén) (GE, Healthcare) equilibrada con el tampdn de lisis. Se centrifugd 3 min a
2000 rpm a 4°C, el sobrenadante se descartd y la resina se lavd 3 veces con 1 ml de
tampon de lisis + 200 mM NaCl y 2 veces mas con 1 ml de tampén IP/ pull-down sin
detergentes. Cada lavado se realizd durante 5 min a 4°C en agitacién. Finalmente se
resuspendioé la resina en tampdn de carga y se hirvid la muestra. Todos los
complejos formados y purificados en los experimentos se analizaron por western-

blot.

M.M.8 Ensayos de fosforilacion in vitro

M.M.8.1 Ensayo de actividad sobre un péptido sustrato o crosstide
(figura R.6, R.10, R.19).

Una cantidad variable (300 ng-1 pg dependiendo de la actividad) de GST-Akt
purificada, (M.M.6.1.1) estimulada o no con IGF-1, se incubé con 30 uM
concentracion final del crosstide que en este caso, fue un péptido de 11 aminoacidos
derivado de la secuencia que fosforila Akt en GSK3B (GRPRTSSFAEG la S es el
residuo fosforilado por Akt). La reaccion se realizd en presencia de Glutation 20 mM
(para liberar la GST-Akt unida a la sefarosa), tampon de reaccidén quinasa, MgCl, 10
mM (el sustrato real de la quinasa es ATP acomplejado con Mg®") y una
concentracion final de ATP (mezcla de 3*P-[y-ATP] 3000 cpm/ pmol (GE Healthcare) y
ATP no marcado) de 100 pM. La reaccién dur6 entre 10-30 min y se realizd a 30°C. El
ensayo se detuvo poniendo el volumen de reaccion (25-40 pl) en un papel de
fosfocelulosa P81 (Whatman) que después de ser lavado solo retenia el crosstide.

Los papeles se lavaron con éacido fosférico 50 mM hasta que en el blanco (donde
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solo hay quinasa sin crosstide) no se detect6 radioactividad, por Ultimo se lavaron
con acetona. Una vez los papeles estuvieron secos, la radioactividad incorporada se
midid6 mediante contaje Cerenkov en un Contador de Centelleo Wallacll. La
radioactividad detectada se refirié a las cpm de 1 nmol de ATP radioactivo En cada
experimento se realizaron triplicados y los experimentos se repitieron al menos tres
veces. Se descartaron los valores de actividad > 1/3 de las com de 1 nmol de 3P-
[y-ATP]. Una unidad de actividad es la cantidad de enzima requerida para catalizar la

transferencia de 1 nmol de fosfato por minuto.

M.M.8.2 Ensayo de fosforilacién sobre proteina sustrato (figuras R.12,
R.13, R.14, R.15, R.16, R.29).

Una cantidad variable (300 ng-1 pg dependiendo de la actividad) de GST-Akt
purificada (M.M.6.1.1) estimulada 5 min con IGF-1 se incubé con 1 pg de proteina
de fusion GST-Snaill y equimolar el resto de mutantes. La reaccion se realizé a 30°C
durante 30 min en presencia del tampdn de reaccion quinasa, MgCl, 10 mM,
Glutation 20 mM y ATP 100 uM (mezcla de *’P-[y-ATP] 3000 cpm/ pmol (GE
Healthcare) y ATP no marcado radioactivamente) en un volumen final 30 pl. La
reaccion se detuvo con 10 pl de tampon de carga y se resolvid por SDS-PAGE en
geles al 10 %. El gel se tind con Coomassie blue para visualizar las proteinas. Una vez
secado se expusieron films autoradiogréficos un tiempo variable, dependiendo de
la radioactividad esperada (1 h o toda la noche a -80°C) o bien las bandas del gel se
cortaron y se midi6 la radioactovidad con un contador de centelleo. En todos los
ensayos quinasa sobre Snaill se utiliz6 como control positivo GST-Bad y como
control negativo la GST sola.

En el ensayo de la figura R.29, se utilizd 0.4 pg de Aktl comercial (Invitrogen
P2999 lot Lumber 39797E) con actividad quinasa 400 U/mg. Como sustrato se utilizd
1 pg de Histona H3 (H3.1 human) recombinante (New England Biolabs M2503S). La
reaccion se realizé a 30°C 30min. En el ensayo que se envié a analizar por
espectrometria de masas, se aumentaron las cantidades de proteinas a 1 pg de Akt y
3 pug de Histona H3 y se redujo el tiempo de reaccién a 10 min para disminuir sitios
de fosforilacion inespecificos. En la condicion de preincubacién de la quinasa con

GST-Snaill, se utilizé 1 pg de GST-Snaill.
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Tampon reaccion quinasa 10x Reaccion [final]

50 mM Tris-HCl pH 7.5 10 mM MgCl,
0.1% B-mercaptoetanol 10 mM Glutation
0.1 mM EGTA 100 pM ATP

M.M.9 Inmunofluorescencia

Se sembraron entre 30.000-50.000 células sobre cubreobjetos esterilizados
previamente con etanol, lavados con PBS y secados dentro de la campana de flujo
laminar. Después de 48 h, una vez las células ya estaban bien adheridas al
cubreobjeto, se procedié a estudiar la distribucion de las proteinas de interés

utilizando el protocolo de permeabilizaciéon adecuado.

Permeabilizacién 0.3% Triton X-100 (figuras R.2, R.30)

Los cubres se lavaron dos veces con PBS frio. La fijacién se hizo afladiendo 4 %
paraformaldhehido (PFA) durante 20 min a temperatura ambiente. Después de 5
lavados con PBS se afadié 0.3% Triton X-100 durante 10 min. A partir de aqui los
lavados se realizaron con PBS+0.01% Tween o Tritdn-X-100. Después de 5 lavados
se realizd el bloqueo con 4% de leche en PBS+0.01 % Tween o con 3% BSA para la
deteccion de fosfosefales durante 30-1 h. Los cubreobjetos se incubaron con 15 pl
del anticuerpo primario, diluido en la misma solucién de bloqueo (ver tabla M.M.12)
en una camara himeda durante 1 h. Después de 5 lavados mas, los cubres se
incubaron en 15 pl de dilucién de anticuerpo secundario conjugado con el
fluorocromo por lo que la incubacién se tuvo que hacer en una cdmara himeda a
oscuras. La incubacién se hizo durante 45 min. Después se volvieron a lavar 3 veces
con PBS+0.01% Tween y 2 mas con PBS solo. Los cubres se montaron en
portaobjetos con Mowiol o Fluoromont G. Se dejaron secar a temperatura ambiente
15 min y se guardaron a 4°C hasta la captura de imagenes por microscopia confocal
(Leica TCS SP2 AOBS). Los aumentos a los cuales se captaron las imagenes

introducidas en este trabajo fueron de x40 o x60.
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Anticuerpo primario Dilucion
P-S473 conejo Cell signaling 1/25
Snaill raton EC3
Akt total conejo Cell signaling 1/50
Aktl conejo Cell signaling 1/50
Akt2 conejo Cell signaling 1/50
P-S10 conejo Millipore 1/200
P-S28 conejo Millipore 1/200

Tabla M.M 12 Anticuerpos y diluciones utilizadas para Inmunofluorescencia

Tratamiento con el tampén CSK (figuras R.24, R.33)

Antes de fijar las células, los cubres se incubaron 5 min con tampén CSK +0.5%
Triton en hielo. Los cubres se lavaron 1 vez con el tampdn CSK (sin detergente) para
retirar los restos del Tritdn. Las células se fijaron afiadiendo 4% paraformaldhehido
(PFA) durante 20 min a temperatura ambiente. Después de 5 lavados con PBS los
cubres se bloquearon con 4% de leche en PBS+0.3% Triton X-100 o con 3% BSA-
PBS+0.3% Triton X-100 durante 1 h. La incubacién del anticuerpo primario se realizé
durante 1 h en la cdmara himeda. Después de lavar 3 veces con PBS+0.1% Tween
los cubres se incubaron con el anticuerpo secundario. En el caso de P-S473 y de Akt
se aument6 la sefial mediante el sistema amplificador de sefial Envision-TSA
(PerkinElmer). Los cubres se incubaron 40 min con el Envision (secundario de conejo)
en la cdmara himeda y a oscuras. Después de tres lavados, se incubd 5 min con el
sustrato del Envision, el TSA, a una dilucion 1/200. Se lavaron tres veces mas con
PBS+0.01%-Tween y dos veces mas con PBS. Finalmente los cubres se montaron en

los portaobjetos.

Tampoén CSK
20 mM HEPES pH 7.8
100 mM KCl o NaCl
3 mM MgCl,
300 mM Sacarosa
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M.M.10 Ensayos reporter de actividad transcripcional (figuras

R.4 B, R.8 A, R.28)

Vectores utilizados

El vector reporter utilizado en este trabajo es el pGL3 béasico (Promega) en el
cual fue mutada una secuencia putativa de unién de Snaill. Este nuevo vector se
llam6 pGL3*. En la figura R.8 A y R.26 el vector pGL3* utilizado para estudiar la
actividad de Snaill sobre el promotor de la E-cadherina contenia el fragmento -
178/+92 descrito en [84] y proviene de nuestro laboratorio. Este segmento del
promotor de la E-cadherina contiene las 3 E-box de respuesta a Snaill descritas en el
mismo trabajo y responde en forma dosis dependiente a la represion por Snaill. En
la figura R.4 B el vector pGL3 (NF3) utilizado para analizar la actividad de NFkB fue
cedido por el Dr. Manuel Fresno (Centro de Biologia Molecular, CSIC-UAM, Madrid).
Contiene el gen de la luciferasa bajo control de tres secuencias consenso para este
factor de transcripcion. Para los ensayos se sembraron 30.000-40.000 células RWP1
en placas de 24 pozos. Se transfectd 100 ng de pGL3 vacio o pGL3-E-cadherina con
25-50 ng de Akt kinase dead o el vector vacio pcMV5. Como control interno de la
eficiencia de la transfeccion se cotransfectdé 0.5 ng del plasmido SV40-Renilla
luciferasa (simian virus) lo que permitid corregir dependiendo de la eficiencia de
transfeccién en cada pozo y por lo tanto comparar entre diferentes experimentos. Se
tranfectd pcDNA Snaill en cantidades crecientes de 0, 0.1, 1, 10 ng. Cada condicion
se complement6 la cantidad de DNA transfectado con el vector vacio pcDNA. Las
transfecciones se realizaron con LipofectAMINE Plus (Life Technologies) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Después de 48 h de expresién, los pozos se
lavaron con PBS y las células se lisaron. Las actividades de Firefly (Luciferasa de
luciérnaga) y la actividad Renilla reniformes se midieron con el kit Dual Luciferase
Reporter Assay System (Promega) en un lumindmetro FB 12 (Berthold Detection
System, Germany). Los datos representados en las graficas corresponden a la
actividad luciferasa bajo control de los promotores de interés normalizada con la
actividad luciferasa de la Renilla y del vector vacio pGL3*. En cada experimento se
realizaron triplicados y los experimentos se repitieron al menos tres veces (en las

gréficas se representan la media de los tres experimentos y la desviacion estandar).

186



M.M.11 RT-PCR (figuras R.28 A, R.39, R41 A, R.42 A, R.43 A, C)

El RNA se extrajo de las células transfectadas o infectadas después de 48 h con
el kit Gene Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep (Sigma-Aldrich) y cuantificado
con el Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer. Para los analisis por
PCR semicuantitativa se utilizaron 150-200 ng de RNA y se analizaron con el kit One-
Step RT-PCR (Quiagen) que permite la retrotranscripcion y la amplificacién por PCR
del cDNA generado en el primer paso, en un solo tubo. Para los analisis por PCR-
cuantitativa se utilizaron 50 ng-100 ng de cDNA obtenido mediante el kit
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche) (en este caso primero se obtiene el
cDNA (unos 5 pug) y se reparte para hacer todas las PCR).

Las temperaturas de PCR oscilaron entre 55-60°C para PCR semicuantitativa y
los ciclos de 24-27 para cDNA de E-cadherina dependiendo la linea celular utilizada
y para los demas hasta 28-30 (siempre hay que tener en cuenta la cantidad relativa
de cada mRNA segun la linea celular estudiada). En el caso del andlisis por PCR
cuantitativa, se hizo una master PCR analizando todos los cDNA de interés y
utilizando una temperatura de 59°C. En ambos casos, los productos de la PCR se
cargaron en un gel de agarosa al 2% (ya que los fragmentos esperados no

superaban los 150 bp) y se comprob6 si el tamafio obtenido era el esperado.

Oligonucleétidos
Amplicén
Sense (5'-3) Antisense (5'-3')
HPRT GGCCAGACTTTGTTGGATTTG TGCGCTCATCATCTTAGGCTTTGT
pumillio CGGTCGTCCTGAGGATAAAA CGTACGTGAGGCGTGAGTAA
mmsnaill GCGCCCGTCGTCCTTCTCGTC CTTCCGCGACTGGGGGTCCT
aktl CAACCGCCATCCAGACTGT CTCAAACTCGTTCATGGTCAC
- CAAGCGTGGTGAATACAT CTGCTACGGAGAAGTTGTT
CAAGAC TAAGGG
fibronectina AGCAAGCCCGGTTGTTATG GCTCCACGTTGACCCATCTG
lefl CGAAGAGGAAGGCGATTTAG GTCTGGCCACCTCGTGTC
zebl CGGCGCAATAACGTTACAAA TTTCACTGCTCCTCCCTGGT
E-cadherina GAACGCATTGCCACATACAC ATTCGGGCTTGTTGTCATTC

Tabla M.M.13 Oligonucleétidos utilizados para la RT-PCR semicuantitativa y
cuantitativa.
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M.M.12 Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChIP) (figuras R.25,
R.31, R.32, R.36 y R.37)

Las células se sembraron en placas de 150 mm de didmetro (5 x 109 y se
dejaron crecer 48 h. El medio se retiré lavando dos veces con PBS precalentado a
37°C. Seguidamente se procedid a crosslinkar mediante 5 ml de medio DMEM sin
suero con 1 % de formaldehido 10 min en agitacion suave (100 rpm) a 32°C. La
reaccién se pard con 250 ul de Glicina 2.5 M (0.125 M de concentracion final)
incubando durante 2 min. Las células se lavaron con PBS frio y se resuspendieron en
1 ml de Tampon de lisis suave (en hielo siempre para mantener las estructuras). Los
lisados se incubaron 10 min en hielo y se centrifugaron 15 min a 3000 rpm. El
sobrenadante se descarté y el pellet se resuspendid en 1 ml de tampdn de lisis SDS.
Los lisados se sonicaron para generar fragmentos de DNA de 200 hasta 1000 bp
(40% amplitud en Branson DIGITAL Sonifier UNIT Model S-450D sonicator 20 x 10
segundos). Seguidamente se incubaron en hielo al menos 20 min y se centrifugaron
a 14000 rpm durante 10 min. Si la sonicacién fue correcta, en esta Ultima
centrifugacion deberia aparecer un pellet minimo oscuro si no era asi se repitio la
sonicacién. El tamafo de los fragmentos de DNA generados se comprobé cargando
1-5 pl de las cromatinas en un gel de agarosa y tiflendo con BrEt..

La concentracion de proteina se determind con el método Lowry. Se utilizaron
250 pg (para las inmunoprecipitaciones de marcas en histonas) y 500 ug (para las
inmunoprecipitaciones de Akt). Estas cromatinas se diluyeron 1/10 en tampén de
dilucion y se les realizé un pre-clearing con proteina A/G bloqueada con esperma de
salmoén (Upstate) mas IgGs inespecificas durante 3 h en agitaciéon a 4°C para reducir
la unién inespecifica. Las muestras se centrifugaron 2 min a 2000 rpm y 100 pl se
retiraron como input. El resto de lisado se dividié entre las diferentes IP (sin
anticuerpo (control negativo)/ con anticuerpo especifico). La incubacién se realizo
toda la noche a 4°C en agitacion. Las concentraciones de anticuerpo para el ChIP
fueron las utilizadas para el western-blot (tabla M.M.11) pero 10 veces mas
concentradas.

Al dia siguiente se afiadieron 30 pl de proteina-A/G bloqueada con esperma de
salmoén y se incubd 1 h a 4°C en agitacion. Para reducir el fondo o unién inespecifica,

las IP se centrifugaron 2 min a 2000 rpm, se descarté el sobrenadante y la resina se
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lavd 5 veces en MoBitec columns o en la noria con cada tampon frio (bajo en sal, alto
en sal, LiCl y TE). Las muestras se eluyeron afiadiendo 100 pl de tampdn de elucién
después de centrifugar las columnas 2 min a 2000 rpm para retirar el TE. La elucién
de las muestras se hizo a 37°C 30 min-1 h. El DNA se recuper6 por centrifugacion de
los eluidos 5 min a 2000 rpm.

Seguidamente se procedid a descrosslinkar las muestras afadiendo NaCl 0.2 M
e incubando toda la noche a 65°C. Al dia siguiente se digirieron los restos de
proteina con proteinasa K durante 2 h a 55°C y el DNA se purificé mediante
columnas del kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences).
Los fragmentos de DNA presentes en los inmunoprecipitados se analizaron

mediante PCR cuantitativa.

. oligonucleétidos
Promotor Figura
Sense (5'-3’) antisense (5'-3’)
R. 27 AACCCTCAGCCAATCAGCGG | GTTCCGACGCCACTGAGAGG
CDH1 R.31,
178/+92 R.44 CGCTGCTGATTGGCTGTGG CTGGAGCGGGCTGGAGTC
-375/- R.32,
FN1 GGGAAGGGGGAGCGTCTTG | AAGGGAGTGGCTGGACTTGT
320 R.44
-370/-
PTEN 165 R.32 GAGGCGAGGATAACGAGCTA | CCGTGCATTTCCCTCTACAC

Tabla M.M.14 Oligonucleédtidos utilizados para amplificar los promotores por PCR
cuantitativa.
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron

Tampon de lisis suave
50 mM Tris pH 8.0
2 mM EDTA
0.1% Nonidet P-40

10% glicerol

Inhibidores de proteasas y fosfatasas

Tampon de lisis SDS
1% SDS
10 mM EDTA
50 mM Tris pH 8.0

Tampon de dilucién
0.001% SDS
1.1% Triton X-100
16.7 mM Tris pH 8.0
2 mM EDTA
2 mM EGTA
167 mM NacCl

Tampoén de elucion
100 mM Na,COs3
1% SDS

Tampon bajo en sal
0.1% SDS
1% Triton X-100
2 mM EDTA
20 mM Tris pH 8.0
150 mM NacCl
Tampon alto en sal
0.1 % SDS
1% Triton X-100
2 mM EDTA
20 mM Tris pH 8.0
500 mM NacCl
Tampén LiCl
250 mM LiCl
1% NP-40
1% Sodium deoxycolate
1 mM EDTA
10 mM Tris pH 8.0

Tampon proteinasa K
20 pl 1 M Tris-HCl pH 6.5
10 pl 0.5 M EDTA

2 pl proteinasa K
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A.1 VECTORES

A.1.1 Vectores de expresién en eucariotas

pcDNA3

Comments for peDMNAZ:
5445 nucleofides

CMV promoter: bases 209-863
TT promofer: bases B64-882
Polylinker: bases 589-994

Spd promoter: bases 999-1016
BGH poly A: bases 1018-1249
SV40 prometer: bases 1790-2115

SV40 origin of replication: bases 1984-2069

Meomycin ORF: bases 2151-2945
S\V40 poly A- basaes 2000-3372
ColE1 origin: bases 3632-4305
Ampicillin ORF: bases 4450-5310

E_E e
= _
25k 5288
| Iwm ZXx< |
Byl
Smal
Puul Tth111|
* There is an ATG upstream A-150228
of the Xba | site. Bsml
Inserto Clonado
mmsnaill-HA BamHI/NotI
mmsnaill-P2A-HA
BamHI/Notl

mmsnaill-S/A

é Invitrogen-

life technologies
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OX3NVY

pIRES

pIRESneos Vector Information
GenBank Acoession & LIBIGTS

pIRESneo
53 kb

Sima 155

Xho
0 Xbal
(27231

LY ELE 3 T ] =0 rl

PT3043-5
Catalog #6060-1

CGABCTCEGATCEATATCTBCEGC0BCETCRADGEAATTCAGTGEATCCACTABTAACGECOBCCAGTETECTEEAA

Clal® EcoRV  Notl Ecoft1 BavwH |
Inserto Clonado
mmsnaill-HA BamHI/Notl
mmsnaill-P2A-HA BamHI/Notl
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pEBG-T2

piREE_erigin o
RLY_plll_rew_pr jmer

ML rearee_pringr
2

Bglll 1827
- IFls_prosoler
FaplWl 1174
mpal 1178
Farl 1088
impiciilin ool
fapf_promoler
Aalll 4107
PR3 primer

£F in_fud_priner
N5 prlnerisT

EanM] 3453 BeBT 2158
Soe]l D467 Gea] IT10
AoobS] 2475 Bell XIS

Kpn] 2478

il 3755 Sl Sl
Florigin e § v
£ ] g

M13_pUC_fd_priner B
W13 Formarain_or e miul 2735

[ oo [ Como ]

GST-Aktl BamHI/Kpnl
GST-APH-Akt1 BamHI/Kpnl
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pcMV5

CFv_ Immarar 1y_promater
Snal1 5T
IOM_ Fascd_por o
Psil 4548 lacZa CHY_promoter
F1_arigin lacZ_a Sacl W
Nasl 4317 B3 gl _Fud_peinge |(OCEF Fud_priner
Ngolv 4315 WII_formara20_pring=Ecolll 320
FnpR_promater BarGl 277 Bglll =h
Spel 233 AccBS] 532
erhancer Kpnl 336

Ceal ETSL
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IJ' ui] 1532
pEREE g lied

MII_F ol 08 _or Lne
origin W3 ol _rey_primer
Pell 209 lnz_promcler

Akt-HA-K179M EcoRI/Bglll
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A.1.2 Vector de expresién en procariotas

pGEX

PGEX-BP-1 77-a597.01)
Prefciscion™ Frojeose

lew Gl Vol Lew Phe Gin*Gly PralLeu Giy Ser Pro Gl Phe Pro Giy Ang Leu Glu Arg Pro His
(16 GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC C16 G6A TEC CC6 GAA TIC 065 GAT CGA£TC GAG C6G CCB CAT

BamH | EcaRl

S | Gl | e | Mot |
PGEX-6P-2 27-a598-01)

Fregeiacn™ Projeocs

lew ehi vl Losi Pie GGty Pred L Gy St P Oy e Pre Gy Ser The Mg Ma Bla M Ser
(TG GAA GTT C7G TTEC CAG GGG COC CTG G0A TCC CCAGOA ATT COC GGG TG ACT 064 GCG GOC GCA TCE

Bomk | Ecoft | gm0l amgp Notl

PGEX-EP-3 [27-a4598-001
PreScisuan™ Protents

FLi‘l.- Glu Vol Leu Phe Gl (2 Fr{:li?u Gly Ser Pro Asn Ser A Vol Asp Ser Ser E&:&
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG TCCCOG AAT TOC CGL GTC GAL TOG AGL G

BamH | EcaR i Tl

Sma i Mot el |

] e MR op

pGEX

SR B

Inserto Clonado

mmsnaill-HA BamHI/Xhol
mmsnaill-Nt 1-82

mmsnail-Nt-1-151
mmsnaill-SRD
mmsnaill-Ct-152-264
mmsnaill-A28 BamHI/Xhol
mmsnaill-S/D
mmsnaill-T177A

mmsnaill-S246A
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A.1.3 Luciferase reporter vector

pGL3

Figure 1. pGL3-Basic Viector circle map. Additional descripton: fuc+, cDMA encoding the
mudified firefly lucilerase; Amp*, gene condesting ampicillin resistance in E. coli; 11 o, origin
of replication derived from filamentous phage; ori, origin of replication in E. coff. Arrows within
e+ and the Amps gane indicate the dirsction of transcrphion; the arrow in B 11 of ndicales
ther direction of ss0MA strand synithesis.

pGL3-Basic Vector Sequence Reference Points:

EVAU Fromoler (none)
SV40 Enhancar {none)
Mulliple cloning region 1-58
Luciferase gene [Jucs) BB-1740
GLprimer2 binding site Ba—111
SV40 late poly(A) signal 1772-1883
RVprimerd binding sita 2080-2061
ColE 1-derived plasmid replication origin 2318
fHactamase gane (Ampr) 3080-3840
1 origin 0724537
Synthetic poly(A) signal 46584811
RO priommerd Dincsng il ATH=AT T8

-178/+92 CDH1 Mlul/Xhol
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A.1.4 Lentivirus

pLKO.1-puro

00

Senze Strand ;F‘ii Antisense Strand

= CCGONNNNNNNNNNNNENNENENNMITCCACNNNNNNENNNNNNENNENENNT TTT] —
s G CNHMNENNMNMNNMNMNNMENSNNCAGC T NNNMNEN NN NN NN AS  —

pLKO.1-puro
TOBE bp

amph

Senie Frand

Antisense Strand

oo™

Inserto Numeros de referencia Sigma

shAktl TRC0000039793
TRC0000039794
TRC0000039795
TRC0000039796
TRC0000039797

shAkt2 TRC0000039968
TRC0000039969
TRC0000039770
TRC0000039771
TRC0000039772
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pCMV-VSV-G
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pRSV
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Ero R1(232)

Arfi 1 (236)

RSV prom

o BT (54 )
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Gracias Neus por tu disposicion, tu ayuda vy tu comprension. Guio, gracias por
enseriarme en mis inicios y por esas chavlas y reuniones de pelu en casa de Ali
que permitieron que te conocieva fuera del labo. David, bueno ya sabes (o que
pienso de ti, pero quiero que la gente lo sepa. Eres uno de los mejores
comparieros de trabajo que una persona puede desear (solo hay que decirte
alguna vez “calla” ;p). Recuerda, todos somos especiales, [0 que pasa es que
algunos no tienen paciencia. Gracias por todo David. Montse, dos tios que
estan en una discoteca y le dice uno al otro - eo ;qué horva es?- y le dice el otro -
las cuatro de la madrugada- , -joé que tavdel-, vy contesta, -pues haberlo
preguntado antes ;p. Ya, ya muy malo pero lo que daria por verte veir de
nuevo. Gracias por esos momentos en la comida. Gracias por responder siempre
a mis preguntas. Por favor, no cambies, espero que todo el mundo vea (o grande
que eves. Gabri, jqué ya estd que estoy a punto de depositar! ;Ves? y al igual que
me ha llegado a mi, también te (legard a ti. No sabes cuantas veces he pensado
qué ldstima no haber coincidido mds tiempo contigo, menos mal que aun asi te
he podido conocer y quiero seguir conociéndote. Ya sabes donde estoy para
cualquier cosa (si, si, también cuando me (lames a las tres de la madrugada ;p).
Bea, esa sevillana, hemos coincidido poco pervo también hemos pasado muy
buenos momentos. Gracias por aportar frescura al grupo. La nueva froupe Ero
y Txell, solo deciros que dnimo y que cuando intentamos hacer lo imposible, es

cuando lo hacemos posible. Antes de cambiar de equipo me gustaria agradecer



a toda la gente que ha pasado por la unidad de Biofisica. A todos los
comparieros Alba, Niria, Marta, Merce, Alex etc...a todos los profesores, ha
sido un placer compartir estos arios con todos vosotros.

Ahora le toca a mi segundo grupo, los “snail”. Recuerdo [0 nerviosa que
estaba la primera estancia que pasé con vosotros, de la cual quiero destacar la
ayuda de Bdrbara. Gracias por todos los momentos en [os que me ayudaste a
mejorar técnicas y gracias por escuchav todas mis batallitas. Luego vino una
estancia mds larga, estos dos tltimos avios, los cudles me han permitido
conoceros un poquito mejov a todos. En primer lugar me gustaria agradecer a
Sandra y a Nico, gracias a los dos por ensefiarme mds ciencia y por permitirme
acabar la tesis con nuevas ideas. Sandra, sé que te toco trabajar conmigo por
obligacion, solo quiero que sepas que te agradezco esos momentos, aunque
fueran menos de los que me hubiera gustado, en los que me dedicaste tu tiempo
gracias a los cudles, he aprendido mucho tanto de ciencia como de la vida.
Nico, gracias también por la paciencia que tuviste conmigo durante [los
primeros meses y, aunque un dia se te acabo, durante el rvesto de los dias
siempre has estado ahi, gracias. Rosa, gracias por mantenev el laboratorio
tanto fisicamente como emocionalmente. Creo que la gente no sabe vealmente lo
afortunada que es de tenerte como compariera de trabajo yo, al menos, no tengo
palabras para agradecerte todo o que me has ayudado. Gracias Rosa. Manolo,
ese ruisefior que tanto me gusta oirle cantar, ejem... (entre tu y yo, en el fondo
me gusta, pero ya sabes que también soy una amante del silencio). No te tomes
a mal esos dias de estvés que pedia por favor que “mataran al canario” ya sabes
que te agradezco lo que me has ayudado ensefidndome muchas cosas Yy
dandome un abrazo cuando o necesitaba. Gracias Manolo. Jelena, gracias por
intentar enseriarme inglés (espero no haber sido muy mala alumna...) y por ser
tan buena compaviera de trabajo, #Avala. Raquel, gracias por muchas
conversaciones que hemos tenido. Natalia, sin ninguna duda eres todo un
personaje. Gracias por esos momentos de risas. Victor, para mi ha sido un
placer conocerte. Tienes que explicarme el secreto de conciliar la vida familiar
con la cientifica. Ya te (o dije un dia, eso es de admirar. Y ese equipo magnifico
de los técnicos, gracias a todos. Gracias Raul pov haberme echado una mano
siempre que te lo he pedido e incluso sin habértelo pedido y sobretodo, gracias

por ensefiarme a trabajar en ese laboratovio que, como todos sabemos, no es



fdcil. Gracias Ali por siempre tener una sonrisa, por ser tan encantadora.
Gracias a ti tambien Jordina por tener tanta pasion por lo que haces ya sea
contar células como jugar un partido de futbol. La nueva generacion, Alba,
FEstel, Alex y Elena, dnimo en vuestra andadura por la ciencia, habéis escogido
un buen grupo, aprovechad la oportunidad.

No quiero dejarme a la otra parte del IMIM que no pertenece al grupo
snail pero que han compartido muchos momentos conmigo, gracias a los cudles
he podido seguir mi camino. Gracias Laura por esas charlas en la sala de
cultivos sobre el futuro, sobre los experimentos, gracias por compartir alegrias
y penas cientificas, ya te queda poco. Gracias Elena por tus consejos y por tu
ayuda, siempre has estado ahi para echarme una mano. Gracias Neus por tu
sensibilidad vy tus dnimos. Gracias Mari y Vero no hemos coincidido mucho,
pero hemos compartido cosas como si nos conociéramos desde hace mucho
tiempo y espero seguir compartiendolas. Al igual que David, estos 1iltimos arios
me has ayudado mucho a tomar decisiones, sin ni siquiera conocerme. Gracias
David mos vemos en Columbia!

Quiero agradecer a todos aquellos que siempre me han dedicado una
sonrisa por los pasillos o al menos me han preguntado -;qué tal Patri?- no los
nombro porque seguro me dejaria alguno. Gracias a todos.

Ahora mis amigos de toda la vida. Fs imposible agradeceros todo lo que me
habeéis dado. Toda vuestra comprension, vuestra paciencia, vuestro interés por
saber como estoy y vuestra ayuda. Ya sabéis que mi amistad es para toda l(a
vida. Como no, tengo que agradecer especialmente a varias personas como los
padres de Aliy de Marina que siempre han escuchado mis dudas y siempre han
intentado aconsejarme sobre los pasos a seguir. Gracias de todo corazon.
Gracias a mi Mavina, que pena que ahora estés tan lejos pero ya sabes, aunque
la distancia nos separe siempre estaremos juntas. Gracias por ser como eves y
por siempre estar ahi. Sin duda eves mi mejov amiga. Zhanks Viky for all your
advices and for taking care of Marina. Gracias a las chicas de la uni, Nuri,
Marta, Noe y Mevri. Tengo tantos recuerdos, tanta vida con vosotras y, lo mejor
de todo, es que sé que aun quedan mds cosas por compartir con vosotras.
Gracias a todas y especialimente gracias a ti Meri por dejar que te recupere.
Gracias a mi familia politica, gracias por preguntarme siempre como va todo y

por acogerme en vuestro hogar. Gracias a toda la panda Ana, Luis, Joan, EL(,



los padres de Meriy Joan, Vero, Alberto, Ivan, Vero, Angi, JR, etc... gracias a
todos por dedicarme vuestro tiempo y por siempre preocuparos de como estoy.

De igual forma que mantienes amigos durante toda la vida aparecen de
nuevos y ahi estds tu Montse ja saps que una de les coses que mes agraeixo
dhaver fet la lesis és hraver-te conegut. ;Com pot cabre tanta bondal en una
personal. Ojald fiaguessim compartit mes temps juntes pero crec qiue fia estat
Suficient com per saber que sempre estarem alld la una amb laltra per
qualsevol cosa. Ml grdcies per fiaver lingut tanta paciencia amb mi [ per
ajudar-me tant espero fiaver estal i estar a lalfada. Mil grdcies Montse.
Grdcles tambe al Jords a la Niiria [ als teus pares, de verilat sou [ fieu estat un
regal que sempre agraire.

Ali, madre mia, no sé por donde empezar, es imposible agradecerte todo (o
que me has dado durante tantos arios, ni siquieva escribiendo la palabra
GRACIAS un millon de veces, seria suficiente. Quiero que quede claro que tu
has sido, eves y serds uno de los pilares de mi vida y que sin ti podria caer en
cualquier momento, pero sé que nunca vas a permitir eso. Siempre encuentras
salida, siempre me haces ver las cosas desde otro punto de vista, me has
cuidado y me cuidas. Solo quievo que sepas que me tendrds toda la vida, que te
echaré mucho de menos pero, que esté donde esté, respondere. Gracias mi Ali.

Raul, hace unos diez avios que te conozco vy la vida nos ha (levado por
caminos diferentes hasta que ha decidido que se cruzavan. Me considero tan
afortunada de que hayas decidido compartiv tu vida conmigo. No sé porque he
tenido tanta suerte pero cada maviana que me levanto agradezco que estés a mi
lado. Gracias por hacerme veir siempre con tus chistes malos, por quitarle
siempre hierro al asunto y por cuidarme. Gracias pov permitirme realizar mis
suetios solo espero compartirlos contigo y que tu compartas [os tuyos conmigo.
Te estds convirtiendo en otro de mis pilares y espero agradecértelo dia a dia y
durante toda la vida.

Mi familia, Papd, Mamd, Bea tampoco hay suficientes palabras pava
agradeceros todo o que habéis hecho por mi aun sin comprender porque he
elegido este camino. Siempre respetdis, aunque no compartdis (o que decido, ése
es el mejor regalo que podriais haberme hecho. Gracias, de todo corazon,
gracias por tener tanta paciencia, pov saberme perdonar cuando me he

equivocado vy por felicitarme cuando lo he hecho bien. Gracias por haber



trabajado tanto vy haberme permitido (legar hasta aqui. Gracias por estar
siempre ahi, en los malos y en los buenos momentos. jOs quiero con toda mi
almal!

JGRACIAS A TODOS!

“V que mi tuz te acomparie
Pues la vida es un jardin
Donde [o bueno y lo malo

Se confunden y es Aumano

A veces no saber elegir”

MdO
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