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Introduccio

I. INTRODUCCIO

En els organismes pluricel-lulars, la unio entre cel-lules s'involucra en la majora
de processos de desenvolupament. Aquestes unions son necessaries, per exemple, per
la formacio de les capes coherents de cél-lules epitelials i endotelials que formen les
barreres en les superficies internes i externes dels organismes, tals com la pell,

lintesti i els vasos sanguinis.

En els teixits adults aquestes unions no son pas estructures estatiques que
mantenen les barreres simplement conservant la uni6é entre cél-lules unides, sind que
son continuament remodelades per permetre lextrusio de ceél-lules velles i la
incorporacio de cel-lules joves noves provinents de cel-lules mare, sense provocar una
perdua de la funcio de barrera [1]. Durant la recuperacié de ferides i reparacio de
teixits, les cél-lules, a través de moviments coordinats, proliferen i estableixen nous

contactes un cop es troben ambles cél-lules de l'altre costat de la ferida [2].

Aquestes diferents demandes en diferents tipus cel-lulars i situacions
fisiologiques diverses requereixen una sofisticada xarxa reguladora que permeti un
desmembrament parcial i restabliment dels contactes entre cél-lules, a la vegada que
previnguin la perdua del fenotip epitelial. Alteracions d'aquesta xarxa desemboquen

freqlientment en progressié tumoral i metastasi [3].

Les unions cel-lulars de les cél-lules epitelials contenen tres estructures
adhesives fonamentals. Aquestes poden ser identificades a nivell ultraestructural: les
unions adherents, les unions estretes i els desmosomes. En les cel-lules epitelials
polaritzades de certs teixits com lintesti, les unions estretes i les adherents estan
distribuides asiméetricament a la regié apical-lateral dels contactes cel-lulars formant
el complex d'unié apical, que encercla l'apex de les céel-lules i demarca el limit entre

els dominis apicals i basolaterals de la cel-lula [4].

Trobem com a element comuU en les tres estructures, la presencia de molécules
d'adhesio que uneixen les cél-lules veines a través d'interaccions homofiliques i
heterofiliques; i també la presencia de proteines esquelet citoplasmatiques que

organitzen complexos d'adhesidé i proveeixen una unid mecanica al citoesquelet
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d'Actina (o filaments intermedis en el cas dels desmosomes). Cal notar que aquests
complexos proteics son dinamics, i que la seva composicio esta regulada depenent de

la maduracio i integritat de les unions.

La funcio principal de les unions adherents és connectar cél-lules per regular la
formacid de teixits i la morfogénesis durant el desenvolupament, aixi com també el
manteniment dels teixits durs en lorganisme adult [5]. Les principals molécules
d'adhesio de les unions adherents son les cadherines classiques, que connecten
cel-lules adjacents a través d'interaccions homofiliques. Aquestes s'uneixen al
citoesquelet a través d'unes proteines associades a la seva cua citoplasmatica, les
catenines. Aquesta unid genera una xarxa transcel-lular de filaments d'Actina que
recorren tota la capa de cel-lules utilitzant les unions adherents com a connectors del

feix de filaments d'Actina a l'espai intercel-lular.

Els desmosomes son unions adherents intercel-lulars que uneixen les cel-lules
amb les seves veines. Aquests son molt importants en teixits que sofreixen un estrés
mecanic elevat, com l'epiteli estratificat escamos de la pell, les membranes mucoses i
el miocardi. A més, aquestes unions les podem trobar en molts altres teixits, epitelials
i no. Aquestes contenen proteines d'almenys tres families diferents; les cadherines
desmosomals formen la superficie d'adhesio intercel-lular, mentre que les families
armadillo i de les plaquines ancoren les estructures als filaments intermedis del

citoesquelet [Revisat a [6]].

En cel-lules epitelials polaritzades, les unions estretes formen una estructura
tipus cinturo a la regi6 apical de la cél-lula, representant la frontera entra els dominis
apicals i basolaterals de la membrana, els quals difereixen entre de composicio tant
lipidica com proteica [7]. La base molecular de les unions estretes sén les claudines,
una familia de proteines integrals de membrana. Aquestes constitueixen els filaments
de les unions estretes, formen una barrera selectiva permeable a través de porus

selectius per carga i mida [8, 9].

En molts casos trobem que aquests complexos d'adhesié formen part de
complexos per a la recepcido de senyals de diferents rutes de senyalitzacio, o
influencien laccié daquestes. En el cas concret de les unions adherents, la B-

catenina, una proteina és una proteina estructural d'aquests complexos, i a la vegada
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un element central de la ruta de senyalitzacié de Wnt.

1. Les unions adherents

Per a un desenvolupament correcte en els organismes complexes és essencial
disposar d'una adhesio cel-lula-cel-lula coordinada per tal de mantenir la integritat
dels diferents teixits. Durant la formacio d'aquestes estructures és important que les
cel-lules en diferenciacié puguin distingir entre cel-lules amb la mateixa identitat i

cel-lules diferents.

Les unions cel-lulars no sén estructures estatiques, fins i tot en un teixit epitelial
polaritzat, aquestes son molt dinamiques. Els contactes adherents entre cel-lules
veines estan constantment modificant-se per tal d'adaptar-se als canvis soferts en
l'ambient. Aquesta plasticitat es relaciona amb senyals rebuts per la cél-lula donant-li

instruccions per mantenir la posicio, dividir-se o bé migrar.

En experiments pioners enfocats en el tema de l'adhesio selectiva en diferents
tipus cel-lulars és va descobrir una superfamilia de proteines les quals presentaven
unes caracteristiques d'adhesio dependents de calci: les cadherines [10]. Es va
identificar posteriorment el membre principal daquesta familia de proteines, lE-

cadherina (també coneguda com a Uvomorulina i Cdh1) [11].

La cua citoplasmatica de les cadherines classiques, com |E-cadherina,
interacciona amb la B-catenina i la p120-catenina (p120ctn). Aquestes son proteines
membres de la familia armadillo, que contenen un domini amb repeticions armadillo.
En aquest complex, B-catenina i p120ctn s'associen directament amb les regions distal
(CBD, Catenin Binding Domain) i proximal (JMD, JuxtaMembrane Domain) a la
membrana de la cua citoplasmatica de E-cadherina, respectivament. Les dues regions
estan altament conservades entre les cadherines classiques, recalcant la importancia

d'aquestes interaccions.

En condicions on la preséncia de B-catenina és limitant, el seu lloc d'uni6 a E-
cadherina pot ser ocupat per y-catenina/placoglobina, una proteina que daltra
manera trobariem associada preferentment a cadherines desmosomals [12]. B-

catenina, o placoglobina, interaccionen amb a-catenina, que a la vegada és requerida
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per la unio amb els filaments d'Actina ancorant aquestes estructures al citoesquelet.

Les estructures adhesives basades en cadherines son llocs ideals per la
senyalitzacié basada en la modificacié de tirosines. Les proteines que en formen part
contenen llocs de fosforilacié en tirosines; aixi com també s'hi troba una gran varietat
de receptors-tirosina-quinases (Receptor Tyrosine Kinases, RTK) i fosfatases-proteina-
tirosines (Protein Tyrosine Phosphatases, PTP) [13-15]. La fosforilacido en components
especifics de les unions proveeixen un mecanisme eficient per orquestrar el recanvi

de les unions adherents.

1.1. Estructura i funcio de les unions adherents

1.1.1. E-cadherina

Les cadherines son molecules d'adhesidé presents en varis tipus de contactes
cel-lulars, incloent unions adherents i desmosomes. En preséncia de calci, les
cel-lules que expressen el mateix tipus de cadherines formen contactes estables entre

elles, un fenomen designat com adhesié homofilica o homotipica.

Les cadherines es poden classificar a partir de la seva relaci6 filogenetica en 6
subfamilies: cadherines tipus | i Il o “cadherines classiques”, cadherines desmosomals,
cadherines de set segments transmembrana, les cadherines llargues dels grups Fat i
Dachsous, i les més recent ment identificades, les protocadherines. Tot i la gran
quantitat de membres que trobem en aquesta familia, només les cadherines
classiques formen part de les unions adherents, i aquestes son les més ampliament

estudiades.

Les cadherines son proteines de membrana amb wuna regid N-terminal
extracel-lular o ectodomini; seguidament conté una ancora transmembrana i una
regio C-terminal intracel-lular. La superfamilia de les cadherines es defineix per la
presencia d'un domini caracteristic d'aproximadament 110 aminoacids anomenat
ectodomini (EC), i per la sensibilitat de les interaccions entre cadherines al calci. La
divisio de la superfamilia de cadherines en subfamilies es regeix per la homologia

d'aquests dominis extracel-lulars i pel seu nombre [16].
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Les cadherines classiques i desmosomiques, d'on la E-cadherina i la N-cadherina
en formen part, tenen cinc dominis extracel-lulars seguits d'una Unica ancora
transmembrana i un domini C-terminal intracel-lular. Les cadherines classiques es
subdivideixen en Tipus | i Tipus Il en base a homologia de seqiiencia. El terme

“classiques” es refereix a la seva habilitat per interaccionar amb B-catenina.

Varis grups han determinat estructures tridimensionals de les cadherines
classiques tipus |, fins a obtenir l'ectodomini complet [17] [Figura 1a]. Aquesta
topologia és identica a la dels dominis immunoglobulina, pero les interaccions
d'empaquetament que estabilitzen el plegament son diferents entre les dues
superfamilies [18]. L'estructura dels cinc dominis EC en les cadherines tipus | i Il és
molt semblant [17].

Figura 1:  Estructura del domini extracel-lular de la E-cadherina. a. Les
dimensions totals del domini EC son 45x25x25 A. L'estructura del
EC es compon per set cadenes B situades com dues fulles B
oposades amb N i C terminals als extrems oposats. b. Els estudis
cristal-lografics han revelat la uni6 de tres molécules de calci
entre dominis successius. c¢. Dos dominis EC1 s'associen
intercanviant l'extrem N-terminal de les seves fulles B (W2),
aquest residu s'introdueix en una butxaca hidrofobica del domini
oposat i els residus que els flanquegen formen interaccions
especifiques. Adaptat de (Pokutta and Weis 2007).

La caracteristica que defineix aquesta familia de molécules d'adhesio és la seva
capacitat per unir calci i la necessitat d'aquesta unio per tal de formar unions
estables. La uni6 a calci dona rigidesa al domini EC de les cadherines [19, 20]. [Figura

1b]. La base molecular de l'especificitat entre cadherines la trobem en el seu domini
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EC1; dos dominis EC1 s'associen intercanviant l'extrem N-terminal de les seves fulles B
(Trp2) [Figura 1a, c] També s’han observat O- i N-glicosilacions en les cadherines en
els dominis del 2 al 5 [17] [Figura 1b].

La funcio de les cadherines en la cel-lula i en els teixits és la d'iniciar els
contactes homofilics amb les cadherines de cél-lules veines per tal de formar les
unions adherents, i com a proteina central d'aquestes unions mantenir l'estructura
dels complexos. Aquesta funcié a les unions adherents requereix l'ensamblatge d'un

complex multiproteic que participa a la vegada en senyalitzaci6 i adhesio.

Les cadherines realitzen un paper fonamental de reconeixement durant
l'embriogenesi, durant la qual patrons especifics d'expressi6 marquen els tipus de
linies cel-lulars i teixits [13, 21]. La desregulacio o pérdua de cadherines en tumors

correlaciona sovint amb fenotips més invasius [16, 22, 23].

1.1.2. B-catenina

La B-catenina és una proteina molt conservada evolutivament, de 781
aminoacids. La seva estructura esta formada per un domini central anomenat
armadillo (d'aproximadament 520 residus) i extrems N- i C-terminals, d’uns 150 i 100
aminoacids respectivament. El domini armadillo ha estat cristal:litzat [24], i consta
de dotze repeticions armadillo de 42 aminoacids cadascuna. Per aquesta regio, B-
catenina interacciona amb la majoria de factors. Aixi, el domini armadillo uneix els 70
ultims aminoacids del domini citoplasmatic d’E-cadherina. L’extrem N-terminal de B-

catenina (aminoacids: 118-149) interacciona amb a-catenina [25].

Cadascun dels dominis armadillo conté tres helix-a, anomenades H1-3 (al domini
7 li manca la H1). Les helix H2 i H3 son antiparal-leles i s'empaqueten amb les
repeticions flanquejants formant una estructura helicoidal allargada [26]. Aquesta
superhelix dona lloc a un solc, que es composa per les cadenes laterals de I'H3 i les
parets que l'envolten contenen contribucions d'H1 i H2. Aquest solc proporciona un
lloc d'unié per E-cadherina i altres lligands involucrats en la via de senyalitzacio de
Wnt [27] [Figura 2]. La uni6 d'aquests lligands al domini armadillo de B-catenina esta
controlada pels dominis N- i C- terminals d'aquesta proteina; aquests extrems poden

interaccionar amb el domini armadillo interferint o controlant la afinitat amb que els
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diferents factors l'uneixen [28-31].

Figura 2:  Estructura del domini armadillo de B-catenina complexat amb el
domini citoplasmatic d'E-cadherina. Les helix H1 i H2 es
representen amb gris, mentre que la H3 es fa en blau. Els residus
134-161, que inclouen part del domini d'uni6 a a-catenina es
representen amb turquesa. L'E-cadherina es divideix en 5 regions
segons estructura, representada amb diferents colors. Adaptat de
(Pokutta and Weis 2007).

En les unions adherents, B-catenina fa de pont entre E-cadherina i a-catenina,
encara que en alguns casos pot ser substituida per placoglobina [32], formant un nexe
d'unid, juntament amb a-catenina, entre les cadherines i el citoesquelet d'Actina. Una
altra funcié descrita per a B-catenina, la qual es discutira més ampliament en
apartats posteriors, és actuar com a coactivador transcripcional en la ruta de
senyalitzacio de Wnt [33, 34].

1.1.3. a-catenina

La a-catenina és una proteina de 906 aminoacids que conté tres regions
d'elevada homologia a Vinculina, una proteina d'unié a Actina. Shan descrit una gran
quantitat de proteines que interaccionen amb a-catenina. Les més destacables sén B-
catenina i F-actina, amb les quals interacciona pels dominis N- i C-terminal

respectivament [35] [Figura 3].
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L'a-catenina es presenta com a homodimer en solucié i es dissocia en unir-se
amb B-catenina per formar un heterodimer amb aquesta [36]. El domini encarregat de
la homodimeritzacio el trobem entre els aminoacids 57-264, i es forma per 5 héelix-a.
Aquest domini es solapa amb el domini d'interacci6 amb B-catenina, la interaccio

entre aquestes proteines es produeix entre els aminoacids 57-81 d'a-catenina [37].

l-afmdin
104 651
" 200
vinculin 63l 906
325 402
frcatenin cractinin it
57146 325 304 gy TN o
2 261 355 [T | BAS W
g2 26 i P
a-catenin B - homologous to vinculin

Figura 3: Estructura primaria de ['‘a-catenina. Es representen els tres
dominis d'homologia a Vinculina i les regions i proteines amb les
quals interacciona. Adaptat de (Pokutta and Weis 2007).

La interaccio amb els filaments d’Actina es produeix pel seu extrem C-terminal
[36]. Aquesta regio comparteix un 34% d’homologia amb la regio d'unié a Actina de
Vinculina. No es coneix l'estructura d'aquest domini, pero el seu homoleg Vinculina
conte 5 helix [38].

Degut a les caracteristiques especifiques d'unié que posseeix l'a-catenina, unint
B-catenina i F-actina, se li ha atribuit durant molts anys la capacitat de formar el
nexe d'unio entre aquestes dues proteines en les unions adherents. Recentment pero,
quant sha intentat de reconstruir el complex cadherina-catenina-actina in vitro, no
es va poder trobar E-cadherina o B-catenina coprecipitada amb Actina i a-catenina. A
més a mes, a mesura que s'incrementaven les quantitats d'E-cadherina i B-catenina
per forcar la formacio del complex, menys quantitat d'a-catenina coprecipitava amb
Actina, suggerint que la unidé d'a-catenina a B-catenina o Actina son mutuament
excloents [39]. En aquest mateix treball es va confirmar, utilitzant una quimera aB-
catenina, que la previa unio d'aquestes dues proteines prevenia la unié a Actina. Aixo
demostrava que a-catenina no era el nexe d'unié entre el complex de les unions

adherents i U'Actina.
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Figura 4:  Models de les unions adherents. A. Model classic. La cua
citoplasmatica de les cadherines classiques uneix B-catenina. B-
catenina uneix a-catenina, que a la vegada uneix F-actina a través
d'EPLINA. B. Model dinamic. L'intercanvi entre la a-catenina unida
a les unions adherents i lliure al citosol resulta en una
concentracio local elevada d'a-catenina, la qual afavoreix la
dimeritzacio. El dimer d'a-catenina concentrat prop la membrana
pot inhibir Arp2/3 i aturar el branching i moviment de lamelipodis,
generant una polimeritzacié de ['Actina en feixos i la formacio
d'uns contactes cel-lulars estables.

Actualment s'atribueixen a a-catenina dues possibles funcions. La primera, més
classica en consonancia amb el model anterior, proposa que a-catenina recluta
EPLINA, un factor que faria de pont entre les unions adherents i el citoesquelet
d'Actina [40] [Figura 4A].

El segon grup d'investigadors, sense descartar aquesta primera hipotesi, creu que
una part d'a-catenina és mobil i pot passar de lheterodimer que forma amb B-
catenina a les unions adherents a homodimer al citoplasma on uneix Actina [41]. Quan
aquesta es troba al citoplasma en forma d’homodimer, en concentracio suficientment
elevada (que passa en les proximitats de les unions adherents), competeix amb el
complex Arp2/3 (Actin-related protein 2/3). Aquesta competici6 atura la

polimeritzacié ramificada de lActina produida per aquest complex a les zones
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properes a les unions adherents [42], inhibint la formacié de lamelipodis i promovent
la polimeritzacio de 'Actina en feixos. Aquest tipus de polimeritzacio dona resisténcia
i forma punts d'ancoratge pels contactes cel-lulars [35, 43] [Figura 4B]. En aquest
model, trobariem altres proteines participant en la unié entre les unions adherents i
el citoesquelet, com la proteina 4.1R, que ha estat descrita recentment formant un
nexe d'unié entre la B-catenina i l'Actina, i participant en la reorganitzaciéo del

citoesquelet [44].

1.2. Regulacio de les unions adherents

La regulacié de les unions adherents és un procés complex, degut a que no
només tenen un paper estructural, sind que d'elles sorgeixen varies funcions com a
integradors de senyals. Aquesta regulacio es produeix sobretot sobre E-cadherina, la
proteina nuclear del complexe, i sobre B-catenina, ja que és un element central de la

ruta de senyalitzacio de Wnt.

1.2.1. E-cadherina

L’E-cadherina és una proteina regulada a diferents nivells, un dels més
importants és la regulacié a nivell transcripcional. Un dels passos limitants en la
formacié dels complexos d’adhesio és el nivell d’expressio d’E-cadherina [45]. La
transcripcio d’E-cadherina esta constitutivament activa en les cél-lules epitelials, i
aquesta es pot estimular per factors com Wt-1 i la Vitamina D, o inhibir-se per

membres de la familia Snail [46] i Smad Interacting Proteins [47].

Les cadherines es sintetitzen al reticle endoplasmatic com a propeptid, el qual
inclou un peptid senyal pel correcte transit fins a la membrana plasmatica, un
prodomini N-terminal i el senyal de proteolisi. El prodomini es creu necessari per
evitat una adhesid i agregacio abans d'hora, protegint el domini EC1 durant tot el
transit. La interaccio entre E-cadherina i B-catenina (o placoglobina) es produeix ja
en el reticle endoplasmatic. Un cop alliberades al citoplasma les dues proteines es
mouen cap a la superficie de la cel-lula [48]. Si aquesta unid es disromp, la E-
cadherina és rapidament destruida via proteosoma [49]. Aixo és degut a que la cua

citoplasmatica de la E-cadherina conté un domini PEST (Pro-Glu-Ser-Thr), el qual esta
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reconegut per la maquinaria d'ubiquitinitzacié [50].

L'altre punt de degradacio important és la degradacio via lisosoma que sofreix un
cop és internalitzada des de la membrana plasmatica. L'E-cadherina pot ser
internalitzada per multiples vies, incloent vies dependents i independents de clatrines
[Figura 5]. Sembla que la maquinaria utilitzada per la internalitzacié de les

cadherines depeén del tipus cel-lular o del teixit [revisat a [51]].

D130 Wicatenin @ clathrin I caciharin
CBD  JMD
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Figura 5: Resum en el transit de cadherines. L'E-cadherina processada en
l'aparell de Golgi és transportada a la membrana plasmatica unida a
B-catenina. Un cop a la membrana p120ctn estabilitza la E-cadherina.
Quan aquesta estabilitzacio no es produeix, aquesta cadherina es pot
internalitzar tant per mecanismes dependents com independents de
clatrines. No es coneix encara el mecanisme pel qual la E-cadherina
és reciclada a la membrana plasmatica. Adaptat de (K. Xiao et al.
2006).

L'estabilitzacio de la E-cadherina a la membrana plasmatica és duta a terme per
la p120-catenina [52, 53]. En cel-lules o tumors deficients per p120ctn es troba una
reduccio dels nivells totals E-cadherina [54, 55]. La p120ctn evita la interaccié de

motius present en la cua citoplasmatica de E-cadherina amb alguns dels seus
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interactors: Clatrines [56], Presenilina 1 (promou la degradaci6 de E-cadherina al
tallar la seva cua citoplasmatica) [57, 58] i Hakai (una E3 ubiquitina lligasa que uneix

dominis fosforilats en el domini JMD d'E-cadherina) [59].

També hi ha altres mecanismes d'endocitosi independents de p120ctn. En
absencia de calci extracel-lular la totalitat del complex és internalitzat a través d'un
mecanisme depenent de clatrines i es enviat a un compartiment intracel-lular
demmagatzemament a punt per ser reciclat si els nivells de calci retornen a la
normalitat [60]. Aquest fet dona suport a la teoria que les cadherines son
internalitzades i reciclades continuament per un mecanisme depenent de clatrines
[61].

Un punt a tenir en compte en la regulaciéo de U'E-cadherina és la fosforilacio;
aquesta afecta a diferents nivells. La fosforilacio per CK2 (Casein Kinase) del domini
citoplasmatic d’E-cadherina augmenta la afinitat per B-catenina [62], contribuint a
una major unio i estabilitat de les unions adherents; mentre que la fosforilacid
d'aquest mateix domini per CK1 provoca una disminucio de lafinitat per aquesta i
inicia un cicle d'endocitosis i reciclatge depenent dels nivells de calci extracel-lulars
[63].

1.2.2. B-catenina

En cél-lules epitelials els nivells de B-catenina lliure estan regulats de forma
molt precisa. Quan la B-catenina no es troba formant part de les unions adherents,
aquesta s’uneix a un complex de degradacio format per CK1a, GSK3B, APC i Axina. En
aquest complex B-catenina és fosforilada en serines, promovent-ne la ubiquitinitzacio

i degradacio [Ampliat a l'apartat 2.2.1. El complex de degradaci6 de B-catenina]

Esta acceptat que la fosforilacié de les catenines en residus tirosines és un dels
mecanismes principals de regulacido de les unions adherents. Aquesta modificacio
permet una resposta rapida a l'ambient, permetent una major o menor plasticitat dels
contactes cel-lulars, per exemple durant el desenvolupament o per causes tumorals.
La fosforilacié de B-catenina en tirosines juga un paper important en la regulacié de
les unions adherents. La fosforilacio de la Tyr654 de B-catenina pel receptor dEGF

(Epithelial Grown Factor) fa disminuir la seva interaccié amb E-cadherina [28, 64],
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mentre que la fosforilacié en la Tyr142 per Fyn o Fer inhibeix la uni6 a a-catenina [65-
67]. La fosforilacié de la B-catenina en aquests dos residus de tirosina provoca la
perdua d’adhesi6 de les unions, i l'alliberament de la B-catenina al citoplasma. La

desfosforilacio d’aquesta provoca un reensamblament dels complexos [68].

1.3. p120-catenina

Degut a la importancia emergent que ha pres aquesta catenina, i degut a ser la

peca central d'aquest treball, se li ha dedicat un apartat a part.

Va ser al 1989 quant per primer cop es va identificar la p120ctn, com a substrat
de la quinasa Src, en un intent per estudiar els mecanismes de transformacio
promoguts per aquesta quinasa [69]. Tot i ser l'Unic substrat la fosforilacié del qual
correlacionava amb el fenotip provocat per la transformacié de Src no es van trobar
dominis relacionats amb molecules de senyalitzacié de Tyr-quinases (SH2 i SH3) en la
seqiiencia de p120ctn, sind una regi6 amb dominis armadillo que compartien poca

homologia (22%) amb B-catenina o Plakoglobina [70].

Va ser aquest fet el que més tard va donar la idea de que p120ctn podria
interaccionar amb les unions adherents, publicant-se finalment la seva interaccié amb
E-cadherina l'any 1994 [71]. Aquesta proteina no interacciona pero amb E-cadherina
pel domini dunid6 a catenines, sind per un altre domini conservat, el domini

juxtamembrana.

1.3.1. Estructura

La p120catenina és una proteina de 85 a 115 KDa que s'engloba dintre de la
subfamilia de proteines armadillo-p120. Es troben dos grups en aquesta subfamilia
depenent de la seva similitud amb p120ctn. El primer grup, que comparteix un 45%
d'’homologia en els dominis armadillo, conté proteines com ARVCF, d-catenina i p0071;
mentre que el segon, que només comparteixen un 30% de similitud, s'’hi engloben les

proteines que trobem als desmosomes: les plakofilines.

La nomenclatura de p120 és complicada degut a les nombroses variants de

splicing. Aquestes variants es generen a partir del splicing en un mateix gen [72, 73].
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En lextrem N-terminal hi ha quatre inicis de transcripcio diferents que donen lloc a
les quatre isoformes principals: p120i (iniciant en l'aminoacid 1), p120n (55), p120n
(102) i p120iv (340) [72], indicades a l'esquema de la Figura 6. Trobem també un
splicing alternatiu al C-terminal amb la possibilitat d'utilitzar els exons A , B, ambdos
o cap d'ells; es coneix que l'ex6 B codifica per una seqiiencia d'export nuclear (Nuclear
Export Signal: NES). Trobem un Gltim exd C que es pot introduir enmig de la sisena

repeticio del domini armadillo.

| 5FK  SHP-1 PTPmu| | MICROTUBULES
KINESIN KAISO
FER | CADHERIN
00
.

plat-1ABC

Codact
I?ﬂﬁ; Reguiatary domain Armacii repaats | Té
| 00 200 300 400 500 B00 700 BOD 000

AA I 1 | | | 1 | | I

Figura 6:  Caracteristiques estructurals de p120ctn. Es mostren els
diferents inicis de transcripcid (1-4), la posici6 del 3 exons
generats per splicing (ABC) i les zones d'interaccié amb cofactors.
Amb verd es representen els llocs de fosforilacio en Ser/Thr i en
vermell en Tyr. Adaptat de (S. Alema, M. Salvatore 2006).

Totes aquestes variants de splicing generen una gran quantitat d'isoformes que
sexpressen diferencialment depenent del tipus de teixit. Aquesta expressio
diferencial en teixits denota diferéncies funcionals entre les diferents isoformes de la
p120-catenina; de forma general les formes més curtes (isoforma Ill) s'associen a l'E-
cadherina en teixit epitelial, i les més llargues (isoforma I) les trobem associades a N-

cadherina en un fenotip més mesenquimal i mobil [74, 75].

Tot i que p120ctn no ha estat cristal-litzada, si que ho ha estat el domini
armadillo d'un dels membres de la subfamilia de proteines armadillo-p120: la
Plakofilina 1, que forma part dels desmosomes [76]. Els alineaments de seqiiencia

suggereixen que la subfamilia de p120ctn conté 10 repeticions armadillo, pero
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lestructura en revela només 9. Una de les repeticions predites al mig del domini
forma una insercid6 que produeix una corba pronunciada en el domini [Figura 7].
Aquesta estructura difereix bastant de la que trobem en B-catenina, tot i aixi es

forma un solc en la helix de manera similar.

Figura 7:  Estructura del domini armadillo de la Plakofilina. Les hélix H1 i
H2 es representen amb gris, mentre que la H3 es fa en blau. La
insercio es representada amb taronja. Adaptat de (Pokutta and
Weis 2007).

1.3.2. Funcio

Regulacié de les unions adherents

La p120-catenina colocalitza amb les cadherines en la majoria de teixits, i
localitza de forma aberrant al citoplasma en cél-lules metastasiques que han perdut
UE-cadherina. Les cadherines son de fet necessaries i suficients per reclutar la
p120ctn a la membrana [77]. p120catenina pero, no interacciona ni amb a- ni amb B-

catenina [78], ni amb altres components de les unions adherents.

Una de les funcions atribuides a p120ctn és permetre l'establiment d'unes unions
adherents fortes i, a més esta implicada en l'agrupament i oligomeritzacio lateral de
les cadherines [79], aixi com també en el transport i recanvi de cadherines a la
membrana associant-se amb Kinesina i augmentant la velocitat en que aquestes es
dirigeixen a la membrana [52, 53, 80]. p120ctn també forma el nexe d'uni6 entre els
complexos de les unions adherents i els microtubuls [81], els quals participen en la

organitzacio dels complexos d'adhesio [82].
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Tal com ja he esmentat en l'apartat 1.1.1 de U'E-cadherina, el paper principal de
p120ctn a les unions adherents és doncs regular lestabilitat d'E-cadherina. En
absencia de p120ctn, la majoria de les cadherines son internalitzades i degradades,
suggerint que p120ctn controla el recanvi de cadherines a la membrana. El
mecanisme és post-translacional i requereix una interaccié directa entre p120ctn i
les cadherines. L'eliminacié selectiva de p120ctn és suficient per desfer el complex
d'adhesio [54].

Tot i que s'ha posat en entredit aquesta funcié degut a que en estudis fets en
invertebrats els efectes ocasionats per la perdua de p120ctn han estat lleus [83, 84],
estudis posteriors han demostrat que en mamifers p120ctn és necessaria per mantenir
uns nivells elevats d'E-cadherina a la membrana i unes unions adherents correctes [52,
53]. Aquesta és una funcio que manté una amplia controversia, ja que també s'ha vist
que modificacions en p120ctn provoquen un desmembrament de les unions adherents,
tal com la fosforilacié en tirosines induida per vSrc [85, 86]. Aixi doncs es creu que
p120ctn té un paper com a modulador de les unions adherents, regulant la seva

formacid aixi com la destruccio [revisat a [87]].

Control de l'activitat de les GTPases de la familia de Rho

Els primers estudis que presenten una relacio funcional entre p120ctn i la familia
de les GTPases monomeriques RhoA, Rac1 i Cdc42 apareixen l'any 2000 [88]. Aquests
estudis proposen un paper de p120ctn regulant lactivitat entre les cadherines i el
citoesquelet a través de les GTPases. Aquests mecanismes de p120ctn son els que ara
han guanyat importancia, degut a que es coneix clarament que les GTPases de la

familia de Rho controlen la funcié de les cadherines i viceversa [89].

La p120-catenina és capac d'interaccionar amb RhoA in vivo [90], i la pot
mantenir en un estat inactiu unida a GDP in vitro. La p120ctn no unida a l'E-cadherina
pot estar actuant com a GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor) de Rho [91],
segrestant RhoA en un estat inactiu. Altres estudis han demostrat que p120ctn és

important per a l'activacio de Rac1 [92].

Les GTPases de la familia de Rho (RhoA, Rac1 i Cdc42) juguen un paper

important en la organitzacié del citoesquelet i en la dinamica durant processos de
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migracio i dispersio [93, 94]. La p120 citoplasmatica pot inhibir RhoA [90, 91], i activa
Rac1 i Cdc42 possiblement a través de la unié amb Vav2 [88], un factor d'intercanvi de
la familia de Rho. Es interessant el fet que la p120ctn unida a E-cadherina té un altre
comportament i no pot inhibir RhoA [91], permetent un reclutament de RhoA actiu a
les unions adherents. Degut al fet que aquestes GTPases monomeriques shan
involucrat en el transit cap a la membrana [95, 96] a través de la regulacié del
citoesquelet d'Actina, hi ha la possibilitat que p120ctn no controli la dinamica de lE-
cadherina a la membrana només per interacci6 directa sind6 també a través de la

modulacié de l'activitat de les GTPases [Figura 8].
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Figura 8:  Models de la regulacié de l'endocitosi de E-cadherina per p120ctn.
A. Model d'endocitosis d'E-cadherina depenent de p120ctn. B. Model
d'endocitosis d'E-cadherina dependent de la regulacio de les GTPases
de la familia de Rho per part de p120ctn. Adaptat de (K. Xiao et al.
2006).

Control de l'expressio de gens a través de Kaiso

El descobriment del factor de transcripcio Kaiso com a interactor de p120ctn va
plantejar la primera evidéncia que p120ctn podia tenir un paper al nucli [97]. Aquesta
possibilitat va sorgir per analogia amb B-catenina i, més tard, va obtenir suport al
veure una mobilitzacié d'aquesta cap al nucli en fer estudis amb cél-lules deficients
per E-cadherina [98]. Aquesta localitzacié nuclear de p120ctn és necessaria per

promoure la deslocalitzacio del repressor transcripcional Kaiso del nucli [99].
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1.3.3. Regulacié

Regulacié per fosforilacio

Al principi p120ctn va ser identificada com a substrat de Src [69], i
posteriorment s’han trobat altres fosforilacions en tirosines com a resposta a factors
de creixement: EGF [100], HGF [101] i VEGF [102]. Shan descrit 8 llocs de fosforilacio
en p120ctn per vSrc [103]; tots es localitzen en l'extrem N-terminal de p120ctn i 6 es
localitzen en una regié de 100 aminoacids just abans del domini armadillo (aminoacids
250-350). Aquesta regio N-terminal també conté la majoria de llocs de fosforilacié en

serina/treonina de p120ctn, fet que li a atribuit el nom de regié reguladora.

Una de les families de quinases que regulen les unions adherents és la familia de
Src (Src Family Kinases, SFK). Aquestes colocalitzen amb les cadherines a nivell dels
contactes cel-lulars, i algunes d'elles com Fyn i Fer es troben associades a la mateixa
p120ctn [65, 104]. S'ha vist que la fosforilacié en tirosines de les proteines de les

unions adherents participa tant en efectes positius com negatius.

p120ctn fa un paper de bastida per aquestes quinases i en regular l'activitat a les
unions adherents. Aquesta és capac de reclutar Yes activada, una altra de les SFK, que
a la vegada activaria Fyn i Fer [65, 105]. Cal destacar que al expressar al-lels no-
miristoilats de Src, p120ctn es manté desfosforilada [106], de la mateixa manera que
quant no la trobem localitzada a les unions adherents [77, 107]. Sembla que la
fosforilacio de p120ctn és depenent de quinases associades a la membrana plasmatica
[108].

Les conseqiiencies d'aquestes modificacions no son clares. La fosforilacio en
tirosines de p120ctn tant in vitro com in vivo incrementa lafinitat per les cadherines
[64, 65, 109, 110]. No sha pogut trobar pero canvis significatius en l'associacio de
p120ctn/E-cadherina al tenir p120ctn altament fosforilada, en casos com la
transformacié per v-Src o lestimulacié per RTK's [71, 85]. A més a més, aquesta
fosforilacié en p120ctn i en altres membres dels complexos d'adhesid té, en molts
casos, conseqiiencies negatives per a la estabilitat de les unions adherents, provocant

una dissociacié d'aquestes [revisat a [87]].
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Aixo reflecteix un procés de regulacié complex en l'associacio de p120ctn amb
les cadherines, on és possible que la modificacio diferencial de residus puntuals
produeixi canvis en lafinitat per E-cadherina; tal com succeeix amb la unié a RhoA,
on la modificacié de diferents residus del domini regulador de p120ctn per Src o Fyn
provoca efectes oposats [111]. Aquest efecte que provoquen les fosforilacions es creu
que pot estar influenciat per altres esdeveniments i modificacions de la resta de

proteines dels complexos de les unions adherents.

Transport nuclear de p120ctn

Durant molt de temps no es va apreciar una localitzacio nuclear de la p120-
catenina. El tractament de varies linies cel-lulars amb Leptomicina B (LMB), un
inhibidor especific del receptor d'export nuclear CMR-1 (Chromosomal Region
Maintenance), va permetre observar 'acumulacié de p120ctn al nucli [98]. Aquesta
informacio va reforcar la idea que p120 tenia un paper nuclear, podia entrar al nucli i

era exportada per un mecanisme sensible a LMB.

Es van fer estudis de mapeig per veure si p120ctn presentava una seqiiéncia de
localitzacio nuclear (Nuclear Localization Sequence: NLS) [99]. Es va trobar una NLS
basica entre els dominis armadillo 6-7, KKGKGKKP (K=lisina, G=glicina i P=prolina).
Posteriorment, en un estudi independent es va veure que aquesta i altres NLS
putatives no tenien un efecte significatiu en el transport nuclear de p120ctn, i que
aquest efecte residia en el domini armadillo en si [112]. Cal destacar la presencia
d'una NES en l'exd B de p120ctn, encara que només el contenen les formes d'splicing

que lincorporen.

1.3.4. Kaiso, un factor de transcripcio associat a p120ctn

Kaiso és un membre de la familia de proteines BTB/POZ (Broad complex,
Tramtrak, Bric a Brac/Pox virus and Zinc finger). Kaiso migra aproximadament a 95
kDa i conté els dos dominis basics de la familia. El domini BTB/POZ, d'uns 120
aminoacids es localitza a l'extrem N-terminal; Kaiso conté els 6 residus invariables
d'aquest domini, aixi com 31 més dels altament conservats en els diferents membres.

El segon domini de Kaiso el formen tres dits de zinc C2H2 en l'extrem C-terminal, que

19



Introduccio

coincideixen amb el motiu F/Y-X-C-X2-C-X12-H-X3-4-H-X5, el qual és considerat

caracteristic de factors de transcripcio.

La funcié del domini BTB/POZ resideix en les interaccions proteina-proteina,
mentre que els dits de zinc permeten la unié al DNA. De la mateixa manera que altres
proteines de la familia, Kaiso homodimeritza a través el seu domini POZ [113]. Sha
detectat també una NLS que regeix la seva localitzacié nuclear [114]. Es interessant
remarcar que tots els membres d'aquesta familia identificats fins ara tenen algun

paper en desenvolupament o en cancer [115].
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Figura 9:  Diagrama dels diferents dominis de p120ctn i Kaiso. En el grafic
es mostren les diferents regions de p120ctn i Kaiso, juntament amb
les superficies d'unio de les dues proteines. p120ctn uneix Kaiso i
E-cadherina per la mateixa regio.

Kaiso es va descobrir com a interactor de p120ctn en un assaig de doble hibrid
[97] i no sha descrit uni6 amb cap altre membre dels complexos de les unions
adherents. Recentment sha associat a 0-catenina, un membre de la subfamilia de
p120ctn en cel-lules neuronals [116]. La unié de Kaiso es realitza per una zona
discontinua flanquejant els dits de zinc, sobre els armadillos 1-7 de p120ctn [Figura

9]. Aquesta unio de p120ctn a Kaiso produeix un impediment esteric que no permet la
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unio de Kaiso al DNA [117].

Pel que fa a la unié al DNA, Kaiso reconeix dinuceotids CpG metilats en cisteina
("*CG"CG) [118]. Posteriorment es va descriure una segona especificitat d'unié per
Kaiso, la caixa CTGCNA (KCS, Kaiso Consensus Sequence) [117]. Kaiso s'uneix amb gran
afinitat a aquesta caixa i la trobem present en alguns gens regulats per B-
catenina/TCF, com la Matrilisina, c-Myc, Ciclina D1, PPAR-§ i Siamois. A partir d'aquest
fet s'han fet diferents estudis, amb la conclusid que Kaiso regula conjuntament amb
B-catenina/Tcf4 l'expressid d'aquests gens, reclutant corepressors transcripcionals i
impedint l'activacio d'aquests [119]. La unié de p120ctn amb Kaiso impedeix la unio
d'aquest al DNA, s'atribueix aixi un paper d'activador de gens a p120ctn derivat de la
inhibicid de l'activitat repressora de Kaiso [119]. Aquesta funcié només es pot produir
al nucli, i per tant p120ctn ha d'’haver sofert una translocacié nuclear prévia per poder
inhibir Kaiso [99].

Els gens descrits regulats per Kaiso estan implicats en la regulacio de la
migracio; se li atribueix a Kaiso un paper com a inhibidor de la invasié. Tot i aixi,
estudis en linies cel-lulars i tumors mostren la desaparicié de Kaiso nuclear in vivo,
trobant-lo localitzat al nucli només en cultius cel-lulars a confluencies baixes. A alta
confluéncia i en matrius 3D, imitant un entorn més proper a les condicions in vivo,
també es perd aquesta localitzacio nuclear de Kaiso [120]. Només es conserva Kaiso
nuclear in vivo en les cél-lules de la periféria del tumor, considerades les més

agressives; neix aixi una controversia en el seu paper en el cancer.

Recentment, sha descrit per aquest mateix grup, un paper per Kaiso com a
oncogen en colon. Sha vist que en un model muri la deficiéncia completa de Kaiso té
un efecte negligible. A més, aquesta deficieéncia provoca una reduccié del creixement
dels tumors en diversos models de cancer de colon; com I'APCMin o el Muc2 -/- [121].

Aquest fet contrasta amb Xenopus, on Kaiso té un paper essencial [122].

2. Ruta de senyalitzacio de Wnt

En els dltims 20-30 anys shan identificat varies families de molecules de
senyalitzacio, una d'aquestes és la familia de Wingless(Wg)/Wnt, i els seus

mecanismes de senyalitzacid s'’han clarificat. La senyalitzacio per Wnt és un dels
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mecanismes fonamentals que dirigeixen la proliferacio cel:lular, la polaritat cel-lular i
determinen el desti de la cél-lula durant el desenvolupament embriogénic i la

homeostasi en teixit adult [Revisat a [123]].

Les alteracions en rutes de senyalitzacid s'involucren sovint en les malalties,
particularment el cancer, reforcant el concepte de que el cancer és una forma de
creixement descontrolat. Les mutacions en la ruta de senyalitzacio de Wnt sovint es
relacionen amb defectes de naixement, cancer o altres patologies variades [Revisat a
[124]].

Actualment es creu que hi ha tres rutes de senyalitzacio diferents activades per
la unié de Wnt al seu receptor: la via canonica B-catenina/TCF, la no canonica Planar
Cell Polarity - Convergent Extension (PCP-CE), i la ruta Wnt/Ca”.

2.1. EIl factor Wnt

El gen muri Wnt1 (també anomenat Int1) va ser identificat per Nusse i Varmus al
1982 com a lloc d'integracié preferencial pel virus de tumor mamari de ratoli,
implicat en tumors de mama induits viricament [125]. Seguidament es va mostrar el
factor de Droshophila Wingless (Wg), el qual controla la polaritzacié dels segments

durant el desenvolupament larval [126], era un ortoleg de Wnt1 [127].

Els factors Wnt es troben conservats en gairebé tots els animals metazous; en
mamifers en trobem 19 de diferents. Aquests son glicoproteines secretades de 350-
400 aminoacids riques en cisteines (de les quals 23 tenen un patré inalterable).
Aquestes contenen un peptid senyal en N-terminal que els marca per la secrecio i
varis llocs potencials per a N-glicosilacions [Revisat a [128]]. Tot i ser proteines
secretades, ens trobem amb uns factors relativament insolubles. Aquesta poca
solubilitat ha estat atribuida a una modificacioé proteica, la palmitoilacio de cisteines,
la qual és essencial per la funcié de Wnt. Les palmitoilacions descrites fins al moment
les trobem en la Cys77 i la Ser209; la modificacié de la Cys77 esta involucrada
directament en la capacitat de la glicoproteina per activar el seu complex receptor
[129].

Es creu que Wnt actua com un morfogen (un senyal els efectes del qual depenen
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de la seva concentracid) tant a rangs curts com llargs [Revisat a [123]]. No es coneix
pero encara con es generen aquest gradients. Es postula que les proteines Wnt poden
unir-se entre elles o a altres particules lipoproteiques per amagar els seus elements

lipofils i aconseguir una millor distribucié a rangs llargs [Revisat a [130]].

2.1.1. Secrecio6 de Wnt

Els factors Wnt, abans de ser secretats, necessiten de modificacions tan
glucidiques com lipidiques. La palmitoilacio de la Ser209 en regula el trafic vesicular i
l'exocitosi [131]. S’ha descrit en Drosophila una proteina transmembrana del reticle
endoplasmatic, la Porcupina, la qual presenta un domini O-acil-transferasa i és
necessaria per a la secrecid6 de Wnt [132, 133]; es considera responsable de la
palmitoilacio dels dos residus descrits en les proteines Wnt [134]. La deficiencia
d'aquesta provoca una acumulacié de Wnt en el reticle endoplasmatic i una reduccio

de la palmitoilacio en la Ser209 [135].

Ja més recentment, s’ha descrit en Droshophila i C. elegans dos elements
indispensables per la secrecio de Wnt. El primer s’ha anomenat Wntless(Wls)/Evennes
interrupted (Evi)/Sprinter(Srt) [136-138]. Aquest gen codifica per una proteina amb
set dominis transmembrana, localitzada majoritariament en laparell de Golgi, pero
també en compartiments endocitics i en la membrana plasmatica. Aquesta esta molt
conservada evolutivament i, en la seva abséncia, el factor Wnt queda retingut dins la
cel-lula i no es pot secretar. Es creu que la funcié de Wls és actuar d'element de
carrega per Wnt i acompanyar-lo fins a la secreci6. Un cop Wnt ha estat secretat, Wls
ha de ser reciclat dels endosomes un cop ha estat retirat de la membrana [Figura 10];
aquesta funcio és realitzada pel segon element, el retromer, un complex multi-proteic
involucrat en trafic intracel-lular de proteines entre laparell de Golgi i els
endospermes, molt conservat evolutivament. Aquest és essencial per la secrecio i
generacio d'un gradient de Wnt [139]; la pérdua de funcio del retromer condueix en
una degradacio lisosomal de Wls amb la consegiient reduccié dels nivells d'aquesta

proteina i de la secrecié de Wnt [Revisat a [140]].
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Figura 10: Esquema de la secrecio i reciclatge de Wnt. Wnt és modificat per
porcupina al reticle endoplasmatic i després la seva secrecio és
facilitada per Wls. Aquest Wls es reciclaria posteriorment a través
del complex del retromer un cop endocitat. Adaptat de
(MacDonald, Keiko Tamai, and Xi He 2009).

2.2. Via canodnica de Wnt

2.2.1. EIl complex de degradacio de (-catenina

La via canonica de Wnt o altrament anomenada senyalitzacio Wnt/B-catenina és
la que té com a element central la regulacio dels nivells cel-lulars del coactivador
transcripcional B-catenina, el qual controla programes d'expressio genética claus per
al desenvolupament. Aixi, el nucli central de la regulacid de la via canonica de Wnt el

trobem en B-catenina i el seu complex de degradacio6 [Revisat a [141]].

Components

La composicio exacta del complex de degradacio no es del tot segura, i potser hi
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ha altres factors que shi associen de forma transitoria. Una de les proteines centrals
d'aquest complex és la proteina supressora de tumors Axina. Aquesta és la proteina
esquelet o bastida del complex, ja que és capac¢ dunir tots els seus membres: B-
catenina, la proteina supressora de tumors APC i les quinases CKla i GSK3B.

APC (Adenomatous Polyposis Coli) és una proteina molt gran que es troba
alterada en un 90% dels cancers de colon [142]. Conté tres repeticions amb la
seqiiencia SAMP (Serina-Alanina-Metionina-Prolina) que faciliten la interaccio entre
APC i el domini d'Axina homoleg a RGS (Regulator of G protein Signaling) [143]. APC
també té tres repeticions de 15 aminoacids i set de 20 aminoacids, per on s'uneix la B-
catenina [144].

La regidé C-terminal de GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3) s'uneix al domini
central en Axina [145]. El lloc exacte d'unio de CK1a (Casein Kinase 1) a Axina no es
coneix, pero experiments de delecié l'han descrit en una posicié C-terminal al lloc

d'unié de B-catenina [146].

També es troba associada al complex de degradacio la fosfatasa PP2A (Protein
Phosphatase 2A) i |a fosfatasa PP1 (Protein Phosphatase 1). La PP2A esta formada per
tres subunitats, una unitat esquelet o bastida A, una unitat catalitica C i varies unitats
B reguladores que son responsables de la localitzacié subcel:lular i el reconeixement
de substrat. S'ha observat que la subunitat C uneix Axina [147], mentre que les B56a i
B560 ho fan a APC [148]. PP2A té un efecte negatiu desfosforilant B-catenina [149]. La
PP1 desfosforila la Axina provocant una alliberaci6 de GSK38 del complex de
degradacio [150].

Mecanisme

Les hipotesis més recents situen GSK3B8 i CK1a en el complexe de destruccié.
Aquestes quinases fosforilen diferents dominis d'’Axina incrementant la seva afinitat
per altres components del complex de degradacio. La B-catenina lliure en el citosol
uneix Axina per la regio situada entre els dominis d'unidé de les dues quinases [151].
APC s'uneix a Axina i a B-catenina pels armadillos 5-9 a través de les repeticions de 15
aminoacids d'APC. Aquesta unié acosta l'extrem flexible N-terminal de B-catenina a la

proximitat de les quinases CKla i GSK3B, que fosforilen seqliencialment B-catenina en
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Ser/Thr en aquesta mateixa regid. Una primera fosforilacio per CKla (Ser45) [revisat a
[152]], prima a B-catenina per la fosforilacio seqiiencial per GSK38 en quatre residus
més (Thr41, Ser37, Ser33 i Ser29).

Es creu que APC és fosforilat per CK1a o en menor grau per GSK3B en els motius
de 20 aminoacids esmentats anteriorment. Aquesta fosforilacidé augmenta l'afinitat
d'aquests motius per B-catenina de forma drastica (de 100 a 500 vegades), desplacant
la uni6 a Axina i a les seqiiencies de 15 aminoacids d'APC (ja que aquesta regio de 20
residus es solapa amb ambdues) [153, 154], deixant lliures aquestes dues regions. A
més, aquesta unio te una funcio protectora, ja que manté la B-catenina protegida de

la fosfatasa PP2A, la qual la desfosforilaria un cop alliberada del complex [149].

O nsira B G O wia
B pcatenina [ arc B rrea

Figura 11: Complex de degradacié6 de B-catenina. A. Es pensa que el
complex es forma per Axina, CK1a i GSK3B8. B. APC uneix per un
dels dominis de 15 aminoacids B-catenina i la recluta al complex
de degradacio. C. CK1a fosforila B-catenina en la Ser45. D. GSK3B8
fosforila quatre residus Ser/Thr més en l'extrem N-terminal de B-
catenina. Paral-lelament APC és fosforilat en els dominis de 20
aminoacids. E. Els dominis de 20 residus incrementen l'afinitat per
B-catenina, unint-la i desplacant la uni6 d'aquests a Axina i als
dominis de 15 residus. F. APC/B-catenina es desacoblaria del
complex.
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La B-catenina fosforilada en aquestes serines N-terminals (concretament les
Ser33 i Ser37 juntament amb un aspartic proper conservat) és reconeguda per
proteina B-TrCP1, que forma part del complex ubiquitina lligasa SCF (Skp7-Cul1-F-
box-protein). Aquest complex uneix una lligasa E2 especifica, B-catenina és
ubiquitinada en les Lys19 i Lys49, i marcada per posterior degradaci6 via proteosoma.
No es coneix exactament com B-catenina deixa el complex, es postula que abandona
el complex juntament amb APC i que aquestes dues proteines son separades
posteriorment pel proteosoma. APC es desfosforilaria en acabat en el citoplasma

(veure esquema de la Figura 11).

2.2.2. Recepcio del senyal de Wnt

Components

El complex receptor de Wnt requereix la participacid6 de dues proteines
transmembrana diferents. Una delles és un membre de la familia de receptors
Frizzled (Fz) [155]; aquesta familia conté 10 membres en mamifers i es caracteritza
per tenir set dominis transmembrana i un domini extracel-lular ric en cisteines (CRD:
Cysteine-rich Domain). La segona és un coreceptor amb un sol segment
transmembrana pertanyent a la familia LDL-receptor related protein (LRP). En
vertebrats trobem LRP5/6, els quals comparteixen un 71% d’homologia [156, 157]; i en
Drosophila trobem Arrow [158]. Tots contenen un domini extracel-lular amb
repeticions EGF (Epidermal Growth Factor) i LDLR (Low Density Lipoprotein
Receptor), seguit d'una regié transmembrana i una domini citoplasmatic sense motius

catalitics reconeguts [159, 160].

La perdua de funcio tant d'Arrow [158] com de Frizzled [161] independentment,
provoquen un fenotip semblant a la mutacié wingless (Wg, ortoleg de Wnt1). En
mamifers pero, trobem redundancia funcional en el receptor Fz, diferents lligands
poden unir un mateix receptor i diferents receptors un mateix lligand [revisat a
[123]]. Pel que fa a LRP5/6, LRP6 juga un paper dominant i és essencial per
l'embriogenesi, mentre que LRP5 és dispensable per aquesta, pero és crucial per

'homeostasi del teixit ossi adult. Tot i aixi, LRP5 i LRP6 son parcialment redundants al

27



Introduccio
ser requerits ambdos per la gastrulacié en ratoli [revisat a [162]].

Cal introduir també Dishevelled (Dsh en Drosophila, Dvl en vertebrats). La
perdua completa de lactivitat del gen dsh desencadena en letalitat embrionaria
[163]. Aquests efectes s'assemblen, tot i no ser idéntics, als causats per un grup de
gens anomenats tissue polatiry gens o gens PCP [164]. Les proteines Dsh/Dvl tenen
entre 600-700 aminoacids, i contenen tres dominis conservats: el domini DIX
(Dishevelled i Axin), el domini PDZ (PSD, Discs-large i ZO1) i el domini DEP
(Dishevelled, Egl10 i Plekstrin); a més, contenen regions amb aminoacids basics, llocs
probables de fosforilacido conservats i un domini d'homologia a Src 3 (SH3, Src

Homology Domain).

El domini més N-terminal és el DIX, que conté al voltant de 80 aminoacids;
aquest domini el trobem present tant en proteines Dsh/Dvl com Axina, i permet tant
'homo- com heterodimeritzacio. El domini PDZ, d'uns 90 aminoacids, és el més
central; aquests dominis estan presents en receptors submembrana i involucrats en el
clustering de complexos per la transduccié de senyals. El domini DEP, localitzat a la
part C-terminal de la proteina, conté uns 90 aminoacids; aquests dominis son presents
en varis reguladors de la senyalitzacio de proteines G (Regulator of G-proteing
Signaling, RGS), entre daltres proteines de senyalitzacio. El domini DIX és necessari
per la senyalitzacio6 Wnt/B-catenina, mentre que la necessitat dels altres difereix

segons l'estudi [revisat a [165, 166]].

Mecanisme

El model més senzill és que Wnt indueix la formacié d'un complex receptor
format per Fz i LRP5/6/Arrow, i és aquest el que promou la transmissio del senyal
[revisat a [167]].

El coreceptor LRP5/6 juga un paper fonamental en lactivacié de la cascada de
senyalitzaci6 de Wnt. L'estimulacio per Wnt fosforila LRP6 in vivo, i aquesta
fosforilacio és un pas clau per a l'activacio del receptor [168]. La fosforilacio és duta a
terme en l'extrem citoplasmatic del receptors LRP5/6/Arrow, on sha localitzat 5
motius PPPSPxS fosforilables (P=prolina, S=serina/treonina, x=qualsevol aminoacid).

La fosforilacid produida en aquests motius incrementa la transmissidé de la senyal de
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Wnt i la unié del coreceptor LRP5/6 a Axina [168-170]. Aquest fet provoca un

reclutament d'Axina a la membrana.

S'han identificat posteriorment les quinases responsables de la modificacio
d'aquest motiu. La fosforilacié del motiu PPPSPxS és produida per GSK3 [171], i
aquesta no es dependent d'encebament. Un segon lloc conservat de fosforilacio en el
mateix motiu PPPSPxS (anomenat clUster 2, conservat també en Arrow) és fosforilat
per CK1 [169, 171], i necessita de 'encebament previ del lloc PPPSP [Figura 12]. Sha
vist que metre el motiu PPPSP és necessari per a la transmissio del senyal de Wnt i

per la unid d'Axina, el cluster 2 promou l'amplificacio d'ambdods efectes [171].

Immediatament anterior al primer domini PPPSPxS, sha trobat un clister ric en
Ser/Thr. Aquest és fosforilat amb gran eficiencia per CK1 sense necessitat
d'encebament (anomenat cluster 1) [Figura 12]. La fosforilaci6 d'aquesta regio
incrementa notablement després de lestimulacié per Wnt; aquesta fosforilacid es
produeix per la CK1y resident a la membrana [169]. Els autors d'aquest treball
proposen que el domini extracel-lular del receptor LRP6 actua com a inhibidor
d'aquesta fosforilacié [172] en cel-lules no estimulades, i que la fosforilacio inicial es
produeix per CK1y sobre aquest clister quan la unié Wnt/Fz/LRP6 provoca un canvi
conformacional en LRP6. A més s'ha descrit que aquest cluster forma un lloc d'unié per
GSK3, el qual incrementa l'afinitat per aquesta un cop ha estat fosforilat per CK1y.
Una fracci6 de GSK3 present a la membrana seria reclutada al coreceptor LRP6 i

iniciaria la fosforilacié en el cluster PPPSP [173].
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Figura 12: Seqiiéncia dels cinc dominis PPPSPxS del receptor LRP6.

Tot i que aquest treball demostra que només la fosforilacié per CK1 és induida
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per Wnt, dades més recents demostren que Wnt indueix la fosforilacio en el motiu
PPPSP [174, 175], primer per GSK3 que prima la posterior fosforilaciéo en xS per CK1.
Tot i no poder descartar la presencia daltres quinases ni la intervencié daltres
motius, aquests treballs indiquen que GSK3 fosforila, si no tota, la majoria de

seqiiencies PPPSP.

O pishevelled B cxy B csk3p
O cxae D Axing . Wt

Figura 13: Fosforilaci6 de LRP6 depenent del reclutament d'Axina.
Iniciacié. A. Proteines del complexe receptor de Wnt en absencia
de senyal. B. La formacio del complex Wnt/Fz/LRPé provoca una
localitzaci6 de Dvl a la membrana. C. Aquest forma un punt
d'ancoratge per Axina-GSK3B. D. Aquesta quinasa inicia la
fosforilaciéo del motiu PPPSP i CK1y seqiiencialment la del xS. En
aquest punt el coreceptor LRP6 ja es troba modificat incrementant
la afinitat per Axina.
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Quin paper juga Fz, laltre membre del complex de recepciéo de Wnt, en la
fosforilacio del coreceptor LRP5/6? Fz és necessari per a que es produeixi aquesta
fosforilacio induida per Wnt; la unié forcada Fz-LRP6 és suficient per produir la
transmissio del senyal [175]. El paper de Fz va molt lligat a Dvl [revisat a [165]] i
recentment s'ha vist que la unio Dvl-Fz és necessaria per a la fosforilacio del receptor
LRP6 [175-177].

Dvl pot interaccionar amb Axina i Fz. S’ha observat que el reclutament d'Axina a
la membrana plasmatica és necessari durant la senyalitzacio per Wnt [178].
S’hipotetitza que és el reclutament a la membrana del complex Axina-GSK3 per part
de Fz-Dvl un cop s'ha format el complex Wnt/Fz/LRP6 el que inicia la fosforilacio de
LRP6. La GSK3 associada a Axina, al desplacar-se a la membrana plasmatica amb
Dvl/Fz, fosforilaria les seqiiencies PPPSP iniciant la modificacié dels motius PPPSPxS

[tal com mostra l'esquema de la Figura 13].

O Dishevelled B cxiy B Gskap
O cxie O Axina B wnt

Figura 14: Fosforilaci6 de LRP6 depenent del reclutament d'Axina:
Amplificacié. Un cop sha produit la fosforilacio del domini
citoplasmatic de LRP5/6, Axina-GSK3B es desplaca a la membrana
on s'uneix a LRP6 i es promou la fosforilaci6 de més motius PPPSP
incrementant més encara lafinitat del coreceptor per Axina.
Durant aquesta etapa apareixen els complexos formats per Axina i
Dvl a la membrana coneguts com Signalosomes.
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S'ha demostrat que la localitzacio d'Axina/GSK3 a la membrana es produeix de
forma correlativa a la fosforilacio i agregacio del receptor. També s’ha observat en
aquests complexos Dvl al estimular per Wnt [177], el qual forma agregats paral:lels a
la membrana plasmatica degut a la polimeritzacié d'aquest juntament amb Axina i el
receptor Fz [179]. Es creu doncs que la unido de Dvl al complex Wnt/Fz/LRP6
possibilitaria un lloc d'ancoratge per Axina/GSK3, tal com s'observa en laparicio
d'agregacions d'Axina/GSK3 colocalitzant amb les de Dvl. Aquestes estructures se les

ha anomenat el Signalosoma de LRP6 [177] [representat a la Figura 14].

Al estudiar l'afinitat del domini citoplasmatic del coreceptor LRP6 s’ha vist que
les 5 repeticions PPPSPxS actuen sinergicament. La falta de només un dels motius
provoca una perdua important d'unid6 a Axina. Sha atribuit aquest sinergisme al
reclutament d'Axina. El fet de localitzar més Axina-GSK3 a la membrana incrementa la
quantitat de GSK3 capac de fosforilar els motius PPPSP [170]. En aquesta fase es

produiria l'amplificacié del senyal.

Com es produeix la inhibicié del complex de degradaci6 de B-catenina per Wnt?

L'activacio del receptor LRP5/6 promou l'estabilitzacié de B-catenina, de forma
independent de la degradacié d'Axina i inhibint la fosforilaci6 de GSK38
especificament sobre B-catenina (la fosforilacié daltres substrats no es veu alterada).
S'ha correlacionat la inhibicido de GSK3B amb la conservacié dels motius PPPSPxP del
coreceptor LRP6 [180]. En paral-lel a aquest estudi s’ha descrit que els dominis
PPPSPxP fosforilats tenen la capacitat d'inhibir la GSK3B reclutada a la membrana
plasmatica. Aixo permet inhibir de forma selectiva la fraccié de quinasa que forma
part del complex Axina-GSK3 responsable de la fosforilacié de B-catenina [181].

S'explicaria aixi el fet que la fosforilacié d'altres substrats de GSK3 no es trobi alterat.

Ha estat també descrit que la fosforilacio de Dvl (en les Ser139/Ser142) per CK1e
provoca un efecte positiu en la senyalitzacié de Wnt [182]. Aquesta fosforilacio de Dvl
s'ha descrit com un signe inequivoc de l'activacié de la ruta de Wnt [183], i produeix
un increment de la unié de Dvl a FRAT/GBP (GSK3 Binding Protein), un inhibidor de
GSK3 [184].

Per altra banda Wnt activaria també la fosfatasa PP1, present en el complex de
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degradacio unida a Axina. Aquesta fosfatasa desfosforilaria Axina, disminuint l'afinitat
d'aquesta per GSK3B, alliberant-la del complex i disminuint la fosforilaci6 de B-

catenina [150].

2.2.3. Activacié de la transcripcié

Entrada al nucli de B-catenina

Inicialment es va suggerir que B-catenina entra al nucli de manera independent
a senyals de localitzacié nuclear, interaccionant directament amb les proteines dels
porus nuclears [revisat a [185]]. Aquest mecanisme d'entrada és ampliament discutit, i
en molts casos no es produeix una entrada especifica sin6 un increment general en

tota la cel-lula.

Dues proteines, Tcf i Pygo (actuant conjuntament amb BCL9-2) [186-188], estan
relacionades amb la entrada al nucli de B-catenina, pero la falta d'ambdues no
impedeix a aquesta la seva presencia al nucli. B-catenina pot exportar-se al
citoplasma altre cop per un senyal d'export intrinsec, o bé com a carrega dAPC
[189] o Axina [190]. Tant TCF com els coactivadors de B-catenina BCL9-2/Pygo
incrementen la quantitat nuclear daquesta proteina, mentre que APC i Axina
n'incrementen els nivells citoplasmatics. Cap d'aquests pero accelera ni l'export ni
limport de B-catenina, si no que en regulen la localitzacié per retencio en un dels dos

compartiments [191].

Més recentment un estudi mostra que l'estabilitzacio de B-catenina induida per
Wnt no és suficient per la seva acumulacié nuclear [192]. Els autors demostren que
'activacio de la GTPasa Rac1 per part de Wnt és necessaria per la translocacioé nuclear
de B-catenina. Rac1 activaria JNK2 (Jun N-terminal Kinase 2) que fosforila B-catenina

en les Ser191 i Ser605 promovent-ne la translocacio al nucli.

Formacié del complex transcripcional

B-catenina al nucli interacciona amb components de la familia de factors de
transcripcio Tcf/Lef. Mentre que en invertebrats hi ha un sol gen Tcf, en vertebrats en

trobem quatre. Els gens Tcf poden sofrir splicing alternatiu obtenint un gran nombre
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de variants. La familia Tcf/Lef forma part dels factors HGM d'unié al DNA (High
Mobility Group), i uneixen la seqiiéncia consens anomenada WRE (Wnt Responsive
Element), de seqiiencia CCTTTGWW (W=alanina/timina) molt conservada entre
Droshophila i vertebrats. La unio d'aquests causa un doblegament del DNA significatiu

que pot alterar l'estructura local de la cromatina [revisat a [193]].

En abséncia de activacio per Wnt, Tcf actua com a repressor transcripcional
formant un complex amb Groucho/TLE1 (Transducin-like enhancer of split 1) [194]
[195]. Aquesta unidé promou la desacetilacidé de les histones i la compactacié de la
cromatina. La uni6 de B-catenina a lextrem N-terminal de Tcf/Lef converteix
transitoriament Tcf en un activador transcripcional. Per tal d'aconseguir-ho, B-
catenina ha de desplacar fisicament a Groucho de Tcf/Lef [196] i reclutar altres
coactivadors transcripcionals. Aquesta interaccio es capa¢ de provocar la remodelacio
de la cromatina de varies maneres. El domini C-terminal de B-catenina, que ja per si
sol té gran capacitat transactivadora [197], uneix coactivadors com p300/CBP (CREB
Binding Protein), histona-acetiltransferases, histona-metiltransferases, el complex de
remodelacié de cromatina SWI/SNF (SWitch/Sucrose NonFermentable) i el complex
PAF1 (RNA polymerase ll-associated factor 1) per lelongacié de la transcripcio i

modificacio d'histones [Revisat a [198]].

: Histone i
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Initiation methyliransferase  conyitransforase
5 (HMT)  [HAT)
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TCFILEF binding site: CCTTTG 5
Wil Responsive Element

Figura 15: Complex de transactivacié dels gens diana de Wnt. Adaptat de
(MacDonald, Keiko Tamai, and Xi He 2009).
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B-catenina uneix Tcf pel domini armadillo, i la majoria de coactivadors per
lextrem C-terminal, mentre que Bcl9 interacciona per lextrem N-terminal [199,
200] [Figura 15]. La mutacié/delecido de qualsevol d'aquestes comporta un fenotip
semblant al Wingless, i la sobreexpressio dels dos provoca un increment de l'activitat
B-catenina/Tcf en cél-lules de mamifer [201]. S'ha descrit que Bcl9 forma un pont
entre B-catenina i Pygo, i aquest Gltim reclutaria altres coactivadors contribuint
directament en la seva activitat transcripcional [202, 203]. Tot i que la implicaci6 de
Pygo i Legless ha estat ampliament demostrada i constatada en drosophila, en els

homolegs de mamifers Bcl9/Pygo encara hi ha opinions oposades.

Gens diana de Wnt

Canvis en la ruta de senyalitzaci6 de Wnt produeixen fenotips dramatics que
afecten a una gran varietat d'organs i teixits. Una visié simplificada d'aquest fet és la
que l'equipara al manteniment o activacié de cel-lules mare [204]. Hem d'adonar-nos
pero, que la ultima finalitat de Wnt és activar programes transcripcionals, i que no hi
ha restriccio al tipus d'esdeveniments que promouen aquests. Wnt, per exemple, és
capac¢ dactivar proliferacid i expansio de teixits, a la vegada que pot encaminar la
cel-lula a una diferenciaci6 terminal [205]. Aquest dos fets, proliferacio i
diferenciacio terminal, poden ser activats per Wnt en diferents tipus cel-lulars dins de

la mateixa estructura, com pot ser el fol-licle pilos o la cripta intestinal [204].

L'activacié del subgrup de gens ve determinat pel tipus de linia cel-lular que rep
el senyal, més que no pas pel senyal en si. La majoria de gens diana de Wnt semblen
ser especifics de teixit, no se sap amb certesa si existeix un grup universal de gens
activats per Wnt [123]. A més, la senyalitzacié per Wnt esta autoregulada a molts
nivells, lexpressid6 de gran varietat de reguladors positius i negatius de la ruta
(Frizzled, LRP, Axina2, Dkk1, Rspo i Tcf/Lef) estan controlats pel mateix complex B-
catenina/Tcf [123, 193].

2.2.4. Familia CK1, involucrada en la via canonica de \Wnt

Els membres de la familia de CK1 han estat involucrats en diverses funcions:

transport cap a la membrana, divisié cel-lular, reparacié del DNA, localitzaci6é nuclear
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i en la regulacié dels ritmes circardiaris. Més recentment s'ha vist implicada aquesta
familia tant en rols positius com negatius en la via de senyalitzacio de Wnt [revisat a
[206]].

Aquesta familia de Ser/Thr quinases monomeriques es troba en organismes
eucariotes des de llevats fins a mamifers. Trobem, en els mamifers, set diferents gens
(a, B, Y1, Y2, Y3, O, i €). Aquests codifiquen per enzims amb dominis catalitics
altament conservats (d'un 53-98% dhomologia) i amb extrems N- i C- terminals
divergents. Aquestes son constitutivament actives, excepte les quinases CK1g/0, que
tenen un domini C-terminal d'uns 100 aminoacids amb un paper autoinhibidor al ser
fosforilat en residus conservats [207-209]. Quant la quinasa és activa aquest domini
s'autofosforila, canvia de conformacié i bloqueja el centre catalitic, impedint l'accés
del substrat a aquest [210]. Aquest es pot desfosforilar per fosfatases i reactivar-se
[211, 212].

ATP
binding

ATP

\""J \

Figura 16: Esquema de l'autoinhibicié de CK1e. Després de l'autofosforilacid
sobre l'extrem C-terminal de CK1g, aquest es plega sobre el domini
catalitic d'aquesta quinasa bloquejant-ne l'accés del substrat.
Adaptat de (Dahlberg et al. 2009).

Els membres daquesta familia tenen una especificitat semblant pels seus
substrats in vitro [213], i la seleccid del substrat es pensa que es regula a través re
localitzacié subcel:-lular in vivo. La diana de fosforilacié consens és S/TpXXS/T_
(S/Tp=fosfo-serina/treonina, X=qualsevol aminoacid) [214]. Aixi trobem que les
quinases de la familia de CK1 necessiten d'una fosforilacié prévia per una altra

quinasa. També s'han descrit pero, altres motius sense encebament. El primer
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necessita un cluster acidic a n-3 i una regié hidrofobica en C-terminal de la S/T a
fosforilar [215]; el segon el trobem en proteines com NFAT i B-catenina, el forma la

sequiencia SLS seguida d'un cluster de residus acidics [216]

La localitzacié subcel-lular d'aquestes quinases es determina per variants de
splicing en el cas de CK1a [217, 218], o per acetilacié en CK1y localitzant-la a les
membranes [219]; de forma general pero trobem solapament en la localitzacio de
CK1a, CK10 i CK1e [220], tot i que aquestes presenten diferent especificitat en quant

a reconeixement de substrats [210].

Les quinases de la familia de CK1 s'’han vist involucrades tant en papers positius
com negatius el la via de senyalitzacié de Wnt. Aquestes participen en la fosforilacio
de diversos factors, tals com LRP6, Dvl, Axina, APC, B-catenina i Tcf/Lef [revisat a
[221]]. Aquesta familia de quinases doncs, és un punt destudi molt atractiu per

ampliar el coneixement sobre la regulacio de la ruta de senyalitzacié de Wnt.

2.3. Via no-canonica de Wnt

Les proteines Wnt s’han dividit al llarg dels anys en dues subclasses diferents.
Mentre que els membres del subgrup Wnt1/Wg activen la senyalitzaci6 de la via
canonica de Wnt a través de l'activacio de la transcripcio regulada per B-catenina/Tcf;
els membres del subgrup Wnt5a, no tant sols no son capacos de fer-ho, si no que a
més inhibeixen aquesta activacio. Els processos activats per aquest segon subgrup
shan anomenat via no-canonica de Wnt. Avui en dia sabem pero, que algun dels
efectes atribuits a la via canonica de Wnt poden ser produits per ambdos subgrups de

proteines Wnt, cada cop hi ha un entrecreuament més gran entre les diferents vies.

2.3.1. Laruta \Wnt/Ca**

Fa uns anys es va observar que la sobreexpressio de certs receptors Frizzled o
proteines Wnt en embrions de Zebrafish promovien una alliberacio intracel:-lular de
calci [222, 223]. La pérdua de Wnt11 o Wnt5a, a més a més, resultava en una
reduccio intracel-lular de la senyalitzaci6 a través calci. La importancia va
incrementar al descobrir-se que l'alliberament de calci produit per Wnt era suficient

per activar diferents enzims sensibles a lincrement de calci intercel-lular, com PKC
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(Protein Kinase C), CamKIl (Calcium-calmodulin-dependent Kinase Il) i la fosfatasa
sensible a calci Calcineurina, que seqiiencialment activa al factor de transcripcio NF-
AT [224].

Aquesta qliestio ha quedat més o menys resolta quant s'ha vist que el factor
Wnt5a purificat és capac de promoure un alliberament del calci intracel-lular en
varies linies cel-lulars. Aquest, a través de lligands dependents de proteines G
heteromériques, activa el cicle del fosfatidilinositol. A més, també s'ha involucrat en
aquesta ruta PDE6 (una fosfodiesterasa especifica de cGMP) i PKG (Protein Kinase G),
juntament amb NLK (Nemo-Like Kinase) la funcio final de la qual és fosforilar Tcf i

inhibir la via canonica de Wnt [revisat a [225]].

2.3.2. Via Wnt/JNK o Planar-Cell-Polarity (PCP)

Aquesta ruta regula la polaritat de les cél-lules epitelials dins del pla que formen
els teixits [226]. En vertebrats s'ha descrit una ruta de senyalitzacié similar regulant
l'extensiéo convergent dels moviments de les cel-lules durant la gastrulacié o la

migracio de les crestes neuronals [227].

Figura 17: Comparaci6 dels diferents factors involucrats en les 3 rutes de
senyalitzaci6 activades per Wnt. a. Ruta Wnt/B-catenina. b. Ruta
Wnt/Ca”. c. Ruta Wnt/JNK. Adaptat de (Kestler and Michael Kiihl
2008).
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Aquesta ruta s'activa en vertebrats per Wnt-11 o Wnt5a. L'element central
d'aquesta via inclou l'activacio de les GTPases de la familia de Rho, com RhoA, Rac1 o
Cdc42 de forma depenent de Dvl. Aquestes poden activar altres mitjancers a la seva
vegada com JNK o ROK [228]. En vertebrats el receptor tirosina quinasa Ror-2 s'ha vist
que regula els moviments d'extensié convergent i que es capac¢ d'unir la proteina Wnt
[229]. Aquest receptor actua en estadis anteriors a lactivacio de Cdc42 i regula
'activitat de JNK.

2.4. Senyalitzacio de Wnt a l'intesti

Funcio fisiologica

L'epiteli de lintesti esta organitzat en un gran nombre de criptes i villi. Aquest
és el teixit amb una autorenovacié més rapida en els mamifers adults. En el cas d'un
ratoli, es produeix la renovacié completa de lepiteli cada 3-5 dies. Aquesta elevada
proliferacio, que es produeix en un compartiment a la base de la cripta, es compensa
per apoptosi a la part apical dels villi. Els progenitors proliferatius de la cripta i les
cel-lules diferenciades dels villi formen una capa continua de cel-lules en constant
moviment cap a la part apical dels villi. Les cél-lules mare resideixen a la part basal
de la cripta on romanen estatiques. Aquestes céel-lules, que ciclen lentament,
produeixen les cél-lules progenitores que son capaces de diferenciar-se en tots els
tipus cel-lulars epitelials. Aquestes cel-lules mare es renoven i regeneren l'epiteli
intestinal després de rebre dany [Figura 18]. Les cél-lules progenitores arresten el seu

cicle i es diferencien quan arriben a la interseccio cripta-villi [204].

Les evidencies actuals indiquen que la senyalitzaci6 per Wnt dicta el desti
cel-lular al llarg de l'axis cripta-villi. En ratolins nounats sense Tcf4, la diferenciacio
de lepiteli dels villi no esta afectat, pero no hi trobem el compartiment dels
progenitors a la cripta [230]. Aixo implica que per lestabliment d'un correcte
compartiment de progenitors a la cripta necessitem una senyalitzacio fisiologica de
Wnt. La inhibicié de la senyalitzacié per Wnt en ratolins adults utilitzant l'expressio
transgenica de Dkk-1, un antagonista de Wnt, indueix la perdua d'aquestes mateixes

criptes, identificant aixi Wnt com al principal mitogen dels progenitors de la cripta
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durant la vida de lindividu [204]. De la mateixa manera, la expressio transgenica d'un
agonista de Wnt, la R-spondina-1, resulta en una hiperproliferacio massiva de les
criptes intestinals, confirmant aquesta hipotesi [231]. Les glicoproteines Wnt son
expressades pel mateix epiteli de les criptes, i no només estimulen el creixement dels
progenitors de la cripta [232], sind que també promouen la diferenciacio terminal de

les cél-lules de Paneth, situades al fons de les criptes [233].

Paper de Wnt en el cancer de colon

Un dels primers gens de la via de senyalitzacié de Wnt relacionat amb el cancer
de colon va ésser APC, aquest va ser un dels primers supressors de tumors identificat.
Una mutaci6 dAPC en la linia germinal és la causant de la Poliposis Familiar
Hereditaria (FAP, Familiar Adenomatous Poliposis). Els pacients que desenvolupen la
FAP hereten un al-lel APC defectuds i com a conseqiiencia desenvolupen un gran
nombre de polips en el colon. Aquests polips son benignes, creixements de cel-lules
epitelials on el segon al-lel d'APC ha quedat inactiu; aquests pero amb el temps poden
malignitzar. La perdua dels dos al-lels a la vegada succeeix amb la majoria de cancers
de colon esporadics. La mutacio d'APC comporta un increment de l'estabilitzacié de B-
catenina. En cancers de colon esporadics on APC esta conservat, trobem mutacions en

Axina2 o en lextrem N-terminal de B-catenina, els dos resultant amb [‘acumulacio

d'aquesta.
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Figura 18: Autorenovacio del teixit intestinal. Adaptat de (Hans Clevers
2006).
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En lintesti, lactivacido constitutiva del complex B-catenina/Tcf4 activa un
programa genetic en les cél-lules mare i progenitores de la cripta, estabilitzant la
proliferaci6 de les cel-lules progenitores. El gradient de Wnt també controla
l'expressid dels receptors i lligands EphB/EphrinB, els quals estableixen l'estructura i
la posicio dels diferents tipus cel-lulars en lestructura cripta-villi. Quant aquesta
senyalitzaci6 es troba alterada obtenim en conjunt una proliferacié incrementada i

una desorganitzacio del teixit.
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II. OBJECTIUS

La p120-catenina és una proteina associada a lUE-cadherina a les unions
adherents, que en regula la seva funcié i estabilitat. Aquesta catenina té altres
funcions a la cél-lula tals com la regulacié de lactivitat de les GTPases de la familia
de Rho i també esta involucrada en la regulacié de la transcripcid unint-se al

repressor transcripcional Kaiso.

En aquest treball ens vam proposar investigar quin paper podia tenir la
fosforilacié de p120ctn per CK1 en el control de la unio als seus cofactors, tals com
UE-cadherina i el repressor transcripcional Kaiso; si aquesta fosforilacio es produia en
linies cel-lulars, i quins senyals fisiologics la induien. Experiments previs del grup

indicaven que la p120ctn era un substrat de la quinasa CK1.
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ITI. RESULTATS

1. CK1¢, una nova quinasa requlant Ia funcié de p120catenina

1.1. La fosforilaciéo de p120ctn per CK1 modula de manera inversa
la seva interaccié amb E-cadherina i amb el repressor transcripcional

Kaiso

1.1.1. La fosforilacié in vitro de p120ctn per CK1 disminueix la seva

afinitat per E-cadherina

S'havia descrit recentment la presencia de varies isoformes de CK1 a les unions
adherents [63]. Per aixo vam voler analitzar si p120ctn podia ser un substrat de CK1.
Per aixo es va utilitzar una forma truncada constitutivament activa d'aquesta quinasa

per fosforilar p120ctn in vitro.

Com s'’ha esmentat en la introduccio, la proteina central de les unions adherents
és la E-cadherina. Aquesta acobla altres proteines que formen part dels complexos
d'adhesio. Un d'aquests factors es la p120ct, que estabilitza I'E-cadherina present en
les unions adherents. Vam investigar quin efecte tenia la fosforilacié en Ser/Thr de

p120ctn en la uni6 a E-cadherina.

Es va realitzar un assaig d'interacci6 directa in vitro utilitzant proteines
recombinants. Tal com es pot observar en la Figura 19, la fosforilacié de p120ctn per

CK1 disminueix la interaccio d'aquesta amb el fragment citosolic d'E-cadherina.

Tal com s'ha descrit en la introduccid, la p120ctn no unida a E-cadherina pot
interaccionar amb repressor transcripcional Kaiso, retirant-lo del nucli i promovent
U'expressio de gens regulats per aquest factor. Donat que la fosforilacio en Ser/Thr de
p120ctn per CK1 inhibeix la seva interaccié amb E-cadherina, vam estudiar els efectes

d'aquesta modificacio en l'afinitat per Kaiso.
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p120ct102-end] + + + o+ + o+
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Figura 19: La fosforilacié de p120ctn per CK1 disminueix la seva interaccié
amb E-cadherina. Es va fosforilar 1 pmol de p120ctn(102-911) amb
el domini catalitic de CK1. p120ctn fosforilada per CK1 i p120ctn
sense modificar es van incubar amb 2,5 pmols de GST-cytoE-
cadherina, o GST com a control. Els complexos es van purificar per
afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i van ser analitzats per Western
Blot amb anticossos anti-p120ctn i anti-GST per normalitzar la
quantitat de proteina utilitzada.

Es van dur a terme assaigs d'interaccié in vitro utilitzant proteines
recombinants. S'observa en la Figura 20 com la fosforilacié de p120ctn per CK1 no

afecta la seva interaccio amb Kaiso.

p120cihfi02-end} + + + + + +

G5T-Kalso +
GST - - - - o+ 4
Xy - & - & - &
D5 kD - — - Artti pl20ct
130 kDo -
—— Ant 5T
26 kDa - ——

Figura 20: La fosforilacié in vitro de p120ctn per CK1 no afecta a la
interaccié p120ctn/Kaiso. Es va fosforilar 1 pmol p120ctn(102-
911) amb el domini catalitic de CK1. p120ctn fosforilada per CK1 i
p120ctn sense modificar es van incubar amb 2,5 pmols de GST-
Kaiso, o GST com a control. Els complexos es van purificar per
afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i van ser analitzats per Western
Blot amb anticossos anti-p120ctn. El blot es va reanalitzar amb
GST per normalitzar la quantitat de proteina utilitzada.
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1.1.2. La fosforilacio de p120 per CK1 controla de manera inversa la

unio a E-cadherina i a Kaiso

Per tal de corroborar aquests canvis utilitzant un model més proper a l'entorn
cel-lular, es va realitzar un assaig de pull-down utilitzant GST-p120ctn fosforilada per
CK1, o p120ctn sense modificar, per capturar E-cadherina o Kaiso d'extractes
cel-lulars procedents de cel-lules epitelials SW480. En aquests experiments es va
veure com la fosforilacio de p120ctn per CK1 no tant sols disminuia la interaccié amb
E-cadherina, sin6 que també augmentava la interaccié de p120ctn amb Kaiso (Figura
21).

pull-down
GST-p120ctn(102-end) + o+ -
GET - - %

CK1 \‘?‘i& . 4

97 kDa - Anti Kaiso

130 kDa - Anti E-cadherir

120 kDa -
26 kDa -

Anti GET

Figura 21: La fosforilacio de p120ctn per CK1 modula inversament la
interacci6 de p120ctn amb Kaiso i E-cadherina. Proteina
recombinant GST-p120ctn(102-911), o GST com a control, van ser
fosforilades amb el domini catalitic de CK1. 7,5 pmols de p120ctn
fosforilada i control es varen incubar amb 500 pg d'extractes totals
de cel-lules SW480. Els complexos proteics es van purificar per
afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i van ésser analitzats per Western
Blot amb els anticossos corresponents. Es va carregar com a input
5 pg dels extractes utilitzats.

1.1.3. E-cadherina i Kaiso competeixen per la unié a p120ctn

Les diferencies obtingudes entre lassaig d'interaccio in vitro i el pull-down
podrien ser degudes a una competicido entre Kaiso i E-cadherina per p120ctn. En
l'experiment d'interaccio in vitro, a diferéncia del de pull-down, no hi ha E-cadherina

present que competeixi per la unié amb Kaiso.

Per tal de veure una possible competicio entre aquestes dues proteines per la
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unié amb p120ctn, es va fer un assaig d'interaccié in vitro amb p120ctn i GST-Kaiso en
presencia o no del fragment citosolic d'E-cadherina. Tal com es pot veure en el 2on
carril de la Figura 22, al afegir a la incubacié cytoE-cadherina, la quantitat de
p120ctn purificada amb Kaiso es redueix considerablement. Aixi doncs la uni6é de Kaiso

i E-cadherina a p120ctn son mutuament excloents.

s
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30 KDa -
== Antl 5T
26 KDa Y

Figura 22: El fragment citosolic d'E-cadherina competeix amb Kaiso per la
unié a p120ctn. 2,5 pmols de GST i GST-Kaiso es van incubar amb
1 pmol de p120ctn(102-911) en preséncia o no de cytoE-cadherina
(5 pmols). Els complexos es van purificar per afinitat amb glutatio-
sefarosa 4B i es van analitzar per Western Blot amb anticossos
especifics.

1.1.4. La fosforilacié in vitro d'E-cadherina per CK1 no canvia la unié

d'aquesta a p120ctn

S'havia descrit que la fosforilacio d'E-cadherina per CK1 afecta l'estabilitat de les
unions adherents, disminuint la interaccio d'aquesta amb la B-catenina [63]. Vam
analitzar si aquesta fosforilacio també podia afectar la unié d'E-cadherina amb
p120ctn.

Es va fosforilar in vitro el fragment citosolic d'E-cadherina amb CK1 i es va
avaluar si canviava la uni6 amb p120ctn. Tal com s'observa en la Figura 23, no
s'aprecien diferencies d'unid entre p120ctn i l'E-cadherina fosforilada o no per CK1
(comparar carrils 2 i 3). Podem concloure que la regulacié de CK1 sobre la unid E-
cadherina/p120ctn només te efecte quan el substrat de la quinasa és p120ctn, tot i
que és capac de fosforilar ambdues proteines, tal com es pot observar per lincrement
en la mobilitat electroforetica experimentat per la GST-cytoE-cadherina un cop ha

estat fosforilada per CK1.
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Figura 23: La fosforilaci6 d'E-cadherina per CK1 no afecta a la unié6 amb
p120ctn. Es van fosforilar 2,5 pmols de cytoE-cadherina-GST amb
el domini catalitic de CK1. 1 pmol de p120ctn es va incubar amb la
cytoE-cadherina-GST fosforilada o no per CK1, o GST com a
control. Els complexos es van purificar per afinitat amb glutatio-
sefarosa 4B i van ser analitzats per Western Blot amb anticossos
anti-p120ctn. El blot es va reanalitzar amb GST per normalitzar la
quantitat de proteina utilitzada.

1.2. Els residus Ser268 i Ser269 de p120ctn estan involucrats en la

regulacio de la interaccio amb E-cadherina

1.2.1. Els residus rellevants pel control de la interacci6 amb [I'E-

cadherina es troben en la sequéncia 234-347 de p120ctn

Per caracteritzar la seqiiéncia involucrada en la regulacio de la uni6 entre E-
cadherina i p120ctn vam construir una série de mutants de delecio de p120ctn. Es va
reduir lextrem N-terminal de p120ctn, donant lloc a proteines amb diferents
llargades del domini N-terminal (Figura 24), ja que és en aquest domini on es troben
la majoria de residus descrits que poden ser fosforilats, tant en Ser/Thr com Tyr [103]
[234].

Vam realitzar varis assaigs d'interaccié directa in vitro amb aquestes proteines
recombinants fosforilades o no per CK1. Es va comparar la seva unié al fragment

citosolic d'E-cadherina. Tal com es pot observar en la Figura 25B, les formes que
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contenen el domini N-terminal més complet (1-911 i 102-911) perden completament
la interacci6 amb E-cadherina al ser fosforilades per CK1 (carrils 1-2 i 3-4). Quan
delecionem per complet el domini N-terminal (350-911), la fosforilacio de CK1 no te
cap efecte en la unié de p120ctn a E-cadherina (carrils 7-8). En el cas del mutant de
p120ctn(234-911) es troba una situacio intermedia, disminueix la uni6 a E-cadherina
sense arribar a perdre-la (carrils 5-6). Aixi doncs, la regio de p120ctn que un cop
fosforilada per CK1 regula la interaccio entre aquesta i 'E-cadherina es troba entre

els aminoacids 234 i 350.

102

Figura 24: Diagrama dels diferents dominis de p120ctn. Es mostren aqui la
llargada dels fragments de p120ctn utilitzats en aquest treball.

Tot i que en la construccid p120ctn(350-911) fosforilada per CK1 no es veuen
canvis en la uni6 amb E-cadherina (Carrils 7-8 Figura 25), no podem descartar que
també hi hagi residus involucrats en aquest efecte en el domini C-terminal. S'ha vist
en altres membres de la familia armadillo, com B-catenina o placoglobina, que es
produeix una interaccio entre els dos extrems terminals de la proteina, i que aquesta

interaccio regula la uniod als seus cofactors [235, 236].
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Figura 25: Els residus rellevants pel control de la uni6 entre p120ctn i E-
cadherina es troben entre els aminoacids 234-347. A. 0,1 pmols
de les construccions de p120ctn, fosforilades o no per CK1, es van
carregar con a estandards de referéncia. B. Diferents proteines
recombinants de p120ctn incorporant diferents delecions es van
fosforilar per CK1. 1 pmol de proteina fosforilada i sense modificar
es va incubar amb 2,5 pmols de GST-cytoE-cadherina, o GST com a
control en un volum 200 pl. Els complexos es van purificar per
afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i es van analitzar per Western
Blot amb anticossos especifics.

Aixi doncs, vam realitzar un altre assaig d'interaccid utilitzant una forma de
p120ctn delecionada pel seu domini C-terminal. Tal com mostra la Figura 26, la
construccié p120ctn(1-648) continua essent sensible a la fosforilacio per CKi1,
provocant la perdua d'interacci6 amb E-cadherina. Aquest resultat suggereix doncs
que els residus rellevants pel control de la unié p120ctn/E-cadherina resideixen en la

seqiiencia 234-350, i no s'afecten per la cua C-terminal de p120ctn.
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Figura 26: La fosforilacié de l'extrem C-terminal de p120ctn per CK1 no
afecta a la interacci6 amb cytoE-cadherina. La proteina
recombinant p120ctn(1-648) es va fosforilar per CK1. 1 pmol de
proteina fosforilada o no es va incubar amb 2,5 pmols de GST-
cytoE-cadherina, o GST com a control. Els complexos es van
purificar per afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i es van analitzar
Western Blot amb anticossos especifics. Shan inclos 0,1 pmol de
les proteines fosforilades o no com a estandards interns de
referéncia.

1.2.2. Identificacié dels residus de p120ctn fosforilats per CK1

Per corroborar que CK1 fosforilava el domini regulador de p120ctn in vitro, es va
realitzar un assaig d'incorporacio d'ATP radioactiu sobre p120ctn i el mutant
p120ctn(350-911). Ja que és en el domini N-terminal on es produeixen la majoria de
fosforilacions descrites, esperavem que la p120ctn salvatge es trobés altament
fosforilada. Es va realitzar un assaig de fosforilaci6 amb ATP [y-*P] i el domini

catalitic de la quinasa CK1.

Es va trobar una fosforilaci6 molt menor en p120ctn(350-911) comparant-la amb
la produida sobre la p120ctn(1-911). Aquest fet indica que majoritariament la
fosforilaci6 es produeix sobre lextrem N-terminal de p120ctn, sobre el domini

regulador.

Per tal d'identificar els residus fosforilats per CK1 es va realitzar un analisi per
espectrometria de masses dels llocs fosforilats de p120ctn. Amb aquesta finalitat
p120ctn va ser fosforilada in vitro per CK1 i va ser analitzada comparant-la amb

p120ctn sense fosforilar.
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Figura 27: CK1 fosforila el domini N-terminal de p120ctn. 0,1 pmols de
p120ctn(1-911) i p120ctn(347-911) es van fosforilar en preséncia
de 0,1 mM dATP [y-32P] amb 10 mU de CK1(1000 cpm/pmol)
durant 2h a 30°C. Autoradiografia exposada 12h a -80°C (panell
superior) i normalitzaci6 per tinciéo del gel amb Coomassie Blue
(panell inferior).

Aquest analisi va indicar, tal com ja esperavem, que el fosfat s'incorpora
majoritariament en els primers 347 aminoacids de la proteina (veure Figura 28).
L'analisi proteomic va identificar varis residus: Ser 47, 53, 252, 268, 269, 610, 858,
878 i la Thr 879. Per a un posterior estudi utilitzant mutants puntuals vam descartar

la S53 i la S610 ja que aquestes no es troben conservades entre diferents organismes.

Figura 28: Diagrama dels residus fosforilats per CK1 en p120ctn
identificats.

A la regi6 234-347, que previament haviem identificat critica per la regulacio de
la interaccio E-cadherina/p120ctn, trobem les Ser: 252, 268 i 269.
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Homo sapiens 248 YRAPSRQDVY GPQPQVRVGG SSV DLHRFHP 277
Pan troglodytes 248 YRAPSRQDVY GPQPQVRVGG SSV DLHRFHP 277
Mus musculus 248 YRAPSRQDVY GPQPQVRVGG SSV DLHRFHP 277
Rattus norvegicus 147 YRAPSRQDVY GPQPQVRVGG SSV.DLHRFHP 176
Bos taurus 248 YRAPSRQDVY GPQPQVRVGG SSV DLHRFHP 277
Canis familiaris 248 YRAPSRQDVY GPQPQVRVGG SSV.DLHRFHP 277

Figura 29: Seqiiéncia alineada de la regi6 248-277 de p120ctn. Es
representen en vermell les serines detectades a la regio 234-347
fosforilades per CK1. Els residus conservats es marquen en
turquesa, i els estructuralment conservats en blau.

1.2.3. La fosforilacio de les Ser268 i Ser269 de p120ctn controla la

interaccié amb I'E-cadherina

Es desconeixen els efectes cel-lulars de la modificacié en Ser/Thr de p120ctn.
Sembla que la fosforilacido en Ser/Thr es produeix a la membrana plasmatica de
manera constitutiva, pero encara no s'ha pogut identificar cap funcié concreta ni per
residus individuals ni de forma col:lectiva. La S268 és una d'aquestes, i s'ha vist que el
tractament amb Staurosporine, un inhibidor d'ampli espectre de proteina-quinases,
condueix a la seva desfosforilacio. El tractament amb Staurosporine correlaciona amb
un increment de ladhesié en cél-lules Colo205 [237]. Segons els nostres resultats
aquest fet podria encaixar amb un increment en la interaccié p120ctn/E-cadherina,

vam decidir doncs construir el doble mutant S268/5269.

Per tal d'estudiar quin paper té la fosforilacio sobre aquests dos aminoacids en el
control de la uni6 entre p120ctn i E-cadherina, vam utilitzar un mutant on varem
reemplacar aquestes serines per alanines (S268A/S269A), prevenint-ne aixi la
fosforilacio. En realitzar un assaig d'interaccio in vitro amb proteines recombinants,
sobserva com aquest mutant, a diferéncia de p120ctn salvatge (Figura 30A) és
insensible a la fosforilacio per CK1, indicant la rellevancia d'aquests dos aminoacids.
Per corroborar la implicacié daquests dos residus, les Ser268/Ser269 van ser
substituides per aspartic (5268D/S269D), que en introduir una carrega negativa a la
seqgliencia, mimetitza la fosforilacio. Aquest mutant uneix el fragment citosolic de lE-

cadherina amb molta menys afinitat que la proteina salvatge (Figura 30B).
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Figura 30: La modificacio de les $S268/5269 controla l'afinitat de p120ctn
per E-cadherina. A. La substitucio de les Ser 268/269 per Ala
insensibilitza p120ctn a la fosforilacio per CK1. La proteina
recombinant p120ctn(5268A/5269A) va ser fosforilada per CK1. 1
pmol de p120ctn(S268A/S269A), fosforilades o no, es va incubar
amb 2,5 pmols de GST-cytoE-cadherina, o GST com a control. Els
complexos es van purificar per afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i
es van analitzar posteriorment per Western Blot amb anticossos
especifics. B. La substitucio de Ser268/269 per Asp disminueix
la afinitat de p120ctn per E-cadherina. 1 pmol de p120ctn
salvatge i p120ctn(S268D/S269D) es van incubar amb 2,5 pmols de
GST-cytoE-cadherina o GST com a control. Els complexos es van
purificar per afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i es van analitzar
posteriorment per Western Blot amb anticossos especifics.

1.2.4. La fosforilacio de les $268/5269 de p120ctn contribueix a la

regulacio de I'associacio p120ctn/Kaiso

Havent vist com la modificacioé especifica de les S268/5269 controla la unié entre
p120ctn i E-cadherina, varem procedir a estudiar quin efecte tenia en la uni6 de

p120ctn a Kaiso. Un assaig de pull-down amb aquests mutants fosforilats o no per CK1
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mostra que la p120ctn(S268A/S269A) encara és sensible a la fosforilacio per CK1
(Figura 31, carrils 4 i 5). Aquest mutant fosforilat, tot i que d'una manera menys
acusada que la p120ctn salvatge (carrils 2 i 3), presenta una major associacio a Kaiso.
A més, la p120ctn(5268D/S269D) ja s'associa millor a Kaiso que la forma salvatge, tot i
que menys que la p120ctn fosforilada per CK1 (comparar carrils 2, 3 i 6). Aquests
resultats indiquen que, tot i que la fosforilacid dels residus 268 i 269 augmenten

l'afinitat per Kaiso, la modificacio d'altres residus encara per identificar també hi pot

contribuir.
pull-down
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Figura 31: La fosforilacio de les S268/5269 de p120ctn contribueix a la
regulaci6 de [l'associaci6 p120ctn/Kaiso Les proteines
recombinants GST-p120ctn salvatge, GST-p120ctn(S268A/S269A)
van ser fosforilades amb CK1. 7,5 pmols de GST-p120ctn salvatge,
GST-p120ctn(S268A/S269A), GST-p120ctn(S268D/S269D) i GST,
fosforilades o no, es varen incubar amb 600 ug d'extractes totals
de cél-lules SW480. Els complexos proteics es van purificar per
afinitat amb glutatio-sefarosa 4B i van ésser analitzats per Western
Blot amb els anticossos corresponents. Es va carregar com a input
25 pg dels extractes utilitzats.

1.2.5. La modificacié dels residus S268/5269 controla de manera

inversa I'afinitat de p120ctn per E-cadherina i Kaiso

Per poder estudiar les fosforilacions en serines de p120ctn diversos anticossos
monoclonals fosfoespecifics contra diferents residus de p120ctn havien estat generats
pel grup del Dr. A. Reynolds [234, 238]. Un d'aquests va ser dissenyat per detectar la
fosforilacio en la 5268 de p120ctn, i ens fou cedit pel Dr. Albert Reynolds. Vam provar
l'especificitat d'aquest anticos per detectar la p120ctn recombinant fosforilada o no

per CK1. Aquest anticos va ser capac de reaccionar amb la p120ctn fosforilada per
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CK1, pero no amb la proteina sense modificar. A més, tampoc va reaccionar amb la
p120ctn(S268A/S269A), fosforilada o no per CK1(Figura 32), demostrant aixi la seva
especificitat pel residu S268 fosforilat. Aquesta eina la vam utilitzar doncs per

analitzar l'estat de fosforilacié de la S268 de p120ctn en linies cel-lulars.

p120cinf102-endmt + + -
p120cinf102-endldAA - - +

-
CK1 - + - =+
95 kDa - Anti p5268
95 kDa - Anti p120ctr

Figura 32: Especificitat de l'anticos anti-p120ctn-S268. 1 pmol de GST-
p120ctn salvatge recombinant i el mutant puntual S268A/S269A
van ser fosforilades pel domini catalitic de CK1. La fosforilacio
d'aquestes proteines va ser analitzada per electroforesi de SDS-
poliacrilamida i Western Blot utilitzant lanticos especific anti-
p120ctn-S268.

Per tal de corroborar els experiments realitzats in vitro, es van generar
construccions d'aquestes proteines (p120ctn salvatge i els mutants S268A/S269A i
S268D/S269D) per expressar en eucariotes, fusionades al tag GST per facilitar-ne la
purificacid. Aquestes van ser transfectades en la linia cel-lular SW480. Posteriorment
vam obtenir extractes totals i vam purificar aquestes proteines per tal d'analitzar la

quantitat d'E-cadherina i Kaiso que coprecipitava.

Tal com es pot observar en la Figura 33, es pot detectar fosforilaciéo en la 5268
en la construccio salvatge, pero no en el doble mutant puntual S268A/S269A ni en el
S268D/S269D. Aquest fet indica que part de la p120ctn ja es troba fosforilada en
condicions basals. La unido a E-cadherina és lleugerament major en el mutant
S268A/S269A que en la p120ctn salvatge (comparar carrils 6 i 7), mentre que decreix
en el mutant S268D/S269D (carril 8). Tal com esperavem, els efectes en Kaiso son
oposats; mentre que el mutant S268D/S269D uneix més quantitat de Kaiso, el

S268A/S5269A mostra una associacio menor que la forma salvatge.
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Figura 33: La fosforilaci6 de la $268 modula la interaccié de p120ctn amb
E-cadherina i Kaiso. Cel-lules SW480 es van transfectar amb
plasmidis que codificaven diferents GST-p120ctn(1-911) (salvatge, i
els mutants puntuals S268A/S269A i S268D/S269D) o el plasmidi
buit com a control. Després de 48h d'expressid es van preparar
extractes totals i les proteines exogenes van ser purificades per
afinitat utilitzant glutatio-sefarosa 4B. Posteriorment van ser
analitzades per electroforesis en SDS-poliacrilamida i Western blot
amb anticossos especifics. En els inputs es va carregar 25 pg
d'extracte total.

1.3. CK1¢ s'uneix a p120ctn i la fosforila in vivo

1.3.1. CKl1¢ interacciona amb p120ctn

Hem demostrat que el domini catalitic de CK1 fosforila p120ctn in vitro, i com
aquesta fosforilacio regula la interaccido de p120ctn amb E-cadherina i Kaiso. Sha
descrit que CK1a i CK1e coprecipiten amb E-cadherina en assaigs de pull-down [63].
Existeix la possibilitat doncs que certes isoformes de CK1 presents a la membrana
controlin la uni6 de p120ctn a E-cadherina. En un assaig d'immunoprecipitacié de
p120ctn es va analitzar quines isoformes de CK1 es trobaven associades a aquesta.
CK1e i CK1a eren les millors candidates, ja que s’havien localitzat a les unions
adherents i a més participen en la regulacié de la via de Wnt [revisat a [221]]. Tal
com mostra la Figura 34, es va trobar la isoforma CK1e associada a p120ctn pero no
pas CK1a.
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Figura 34: p120ctn s'associa a CK1g pero no a CK1a. Es va immunoprecipitar
p120ctn a partir dextractes totals de SW480. Les proteines
associades es van analitzar per electroforesis en gel SDS-
poliacrilamida i Western Blot amb anticossos especifics contra
CK1e i CK1a.

1.3.2. La sequéncia 234-390 de p120ctn esta implicada en la interaccié
amb CK1¢

p120ctn és fosforilada per CK1 in vitro, i a més aquesta quinasa
coimmunoprecipita amb p120ctn. Es probable doncs que CK1e i p120ctn interaccionin
directament. Vam intentar delimitar la zona de p120ctn on es produeix la interaccio
amb CK1e portant a terme un assaig de pull-down amb les diferents construccions de
p120ctn fusionades a GST. Tal com mostra la Figura 35, CK1e es troba associada als
fragments de p120ctn 1-390 i 234-911, i no a les formes 1-347 i 350-911 (comparar
carrils 2-3 i 5-6), suggerint que CK1le interacciona amb p120ctn a través de la
seqiiencia 234-390. Tal com ja haviem observat, 'extrem N-terminal de p120ctn(1-
347) per si sol no pot unir correctament CK1g, i la construccié de p120ctn on sha
delecionat aquest domini terminal (350-911) presenta una interaccié feble (carril 6).
No obstant, la preincubacié de la construcci6 p120ctn(350-911) amb lextrem N-
terminal (1-347) permet recuperar la uni6 de CK1e (carril 7). Aquest fet indicaria que

els dos dominis de p120ctn interaccionen, i recuperariem el lloc d'unio de CK1e.
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Figura 35: La CK1g s'associa a la regi6 234-390 de p120ctn. Es va realitzar
un assaig de Pull-Down utilitzant 10 pmols de les diferents formes
delecionades de la proteina de fusi6 GST-p120ctn amb 400 pg
d'extractes totals de cél-lules SW480. 20 pmols de p120ctn(1-347)
han estat suplementats en la incubacid6 quant s'indica. Els
complexos van ésser purificats per afinitat amb glutatio-sefarosa
4B i analitzats per Western Blot amb anticos anti-CK1¢ i anti-GST
per assegurar una correcta normalitzacio. Es carregaren com a
input 5 pg de l'extracte utilitzat.

Tenint en compte que la unié de p120ctn amb CK1¢ es produeix pel segment 234-
390, i que la uni6 amb E-cadherina és a través del domini armadillo, deduim que la
unioé de CK1g no es produeix a través d'E-cadherina, tal com es pot deduir de l'article
de Dupre-Crochet et al, 2007. Pensem doncs que la unié CK1¢/p120ctn es produeix de
forma directa, i que la CK1e que coprecipita amb E-cadherina ho fa a través de la

unié amb p120ctn.

1.3.3. CK1¢e controla la unié de p120ctn amb E-cadherina i Kaiso en

linies cellulars

Per tal de comprovar l'efecte de CK1e en linies cel-lulars, es van tractar les
cel-lules SW480 amb un inhibidor de CK1, IC261. Aquest inhibidor quimic ha demostrat
una gran especificitat per les formes & (ICso = 1,0 + 0,4 pM) i € (ICso = 1,0 =+ 0,3 pM) de
CK1, i amb un ordre de magnitud més gran per CKla (ICs, = 16 + 5 pM). Aquest
inhibidor no afecta a altres quinases a les concentracions inhibitories requerides per
la inhibicio de CK1g (ICso > 100 uM per PKA, p34°? i p55™") [239]. Les cél-lules van ser
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tractades per linhibidor durant 4h, es va immunoprecipitar la p120ctn i es va

analitzar la fosforilacio en la 5268, i l'associacié de p120ctn amb Kaiso i E-cadherina.

dnputs __ e
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Figura 36: La inhibicio6 de CK1 incrementa la unié p120ctn/E-cadherina i
disminueix la fosforilaci6 en la S268 de p120ctn aixi com la seva
unié a Kaiso. Cel-lules SW480 van ser tractades amb linhibidor de
CK1 1C261 (15 pM) durant 4h. Es va immunoprecipitar p120ctn de
500 pg d'extractes totals de cel-lules tractades i no amb aquest, i
les proteines associades es van analitzar posteriorment per
electroforesi de SDS-poliacrilamida i Western Blot amb anticossos
especifics.

Tal com es pot observar en la Figura 36, linhibidor de CK1 1C261 redueix la
fosforilacié en la S268 de p120ctn. Aquest fet correlaciona amb la davallada de la
interaccio de p120ctn amb Kaiso i un increment de la unié p120ctn/E-cadherina,
suggerint que aquesta fosforilacié de p120ctn podria regular la localitzacio diferencial
de p120ctn a les unions adherents (en absencia de fosforilacio per CK1) o bé

interaccionant amb el factor transcripcional Kaiso.

Durant la realitzacio de lexperiment es va observar un canvi fenotipic en
algunes de les linies cel-lulars utilitzades al llarg del treball. Tal com es pot observar
en la Figura 37, el tractament amb IC261 de linies cel-lulars amb caracteristiques
mesenquimals augmenta de manera drastica la formacié de contactes entre cel-lules.
Aquest resultat reforca la hipotesi que lactivitat de CK1 té un efecte negatiu en
l'estabilitat de les unions adherents. En el cas de la linia cel-lular SW480, que mostra
un fenotip epitelial, augmenta també la formacié de contactes, pero de manera molt

més lleu.

61



Resultats

NIH3T3

HEK-293

SW480

Figura 37: El tractament amb l'inhibidor de CK1 IC261 afavoreix un fenotip
epitelial. Cél-lules NIH3T3, HEK-293 i SW480 van ser tractades amb
IC261 15uM o DMSO con a control durant 3h. Posteriorment es van
observar els canvis morfologics en un microscopi de transmissio.

Tot i que els inhibidors quimics poden ser bastant selectius, no es pot descartar
una reaccio creuada amb una altra quinasa. Per aquest motiu es va dur a terme un
assaig amb un RNA dinterferencia contra la quinasa CKle. Es va seleccionar
precisament CK1g, en haver trobat aquesta isoforma unida directament a p120ctn, i

ja que linhibidor IC261 presenta una especificitat major per aquesta isoforma.

Es va transfectar un shRNA especific per a la CK1e humana en SW480 o un shRNA
irrellevant com a control, i es van seleccionar aquestes cél-lules amb puromicina,
obtenint una reduccié d'un 80% en els nivells de proteina. Es va immunoprecipitar
p120ctn de cél-lules interferents per CK1e i control, i es va analitzar les proteines

associades.
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Figura 38: La quinasa CK1e controla la funcié de p120ctn. Es van
transfectar cél-lules SW480 amb un shRNA especific per a la
isoforma humana de CK1e o amb un shRNA inespecific com a
control. Després de la seleccié amb 2 pg/ml amb puromicina, es va
immunoprecipitar p120ctn de 300 pg dextracte totals. Es van
analitzar les proteines per Western Blot amb anticossos especifics.
Es van carregar 30 pg com a inputs.

Es mostra a la Figura 38 com la reduccio dels nivells de CK1e correlaciona amb
una disminucio de la fosforilacio en la 5268 de p120ctn (comparar carrils 1-2), sense
afectar la quantitat total de les altres proteines estudiades. Com es pot observar en
els carrils 3-4, la reducci6 de la CK1e associada a p120ctn coincideix amb una
disminucié de la quantitat de Kaiso coprecipitat, i un increment de la E-cadherina
associada. Aquest experiment revela com concretament la isoforma CK1e controla la
funcié de p120ctn. La fosforilacié de la Ser268 de p120ctn disminueix l'afinitat per E-
cadherina, alliberant a p120ctn del complex de les unions adherents. Aquesta
modificacio, junt amb altres encara desconegudes (mirar apartat 1.2.4), incrementa
la uni6 p120ctn/Kaiso, promovent la desrepressid dels gens regulats per aquest factor

de transcripcio.
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1.4. Wnt activa CK1¢

1.4.1. L'activitat de CK1¢ es regula per \X/nt

Demostrat que la CK1¢ modifica la Ser268 de de p120ctn, promovent un canvi de
funcionalitat d'aquesta catenina que passa d'interaccionar amb l'E-cadherina a les
unions adherents a interaccionar amb el repressor transcripcional Kaiso, voliem

analitzar quin senyal activava aquesta fosforilacio.

S'’havia descrit que l'activacio de CK1e es pot produir per l'estimulacio de Wnt8
[183]. Ens va semblar plausible doncs que Wnt pogués controlar la fosforilacio de
p120ctn a través de CK1e. A més, shavia descrit que els complexos Kaiso/p120ctn i
Tcf4/B-catenina regulen un mateix subconjunt de gens de la via de Wnt. Quan la B-
catenina s'allibera de les unions adherents es transloca al nucli, on interacciona amb
membres de la familia de factors de transcripcio Tcf i regula l'expressiéo d'una gran
varietat de gens, incloent-ne d'involucrats en el desenvolupament embrionari i en la
progressio tumoral. La translocacid nuclear de B-catenina s'estimula per Wnt en
prevenir-ne la degradacio citoplasmatica. Estudis en Xenopus laevis han demostrat
que p120ctn allibera la repressio causada per Kaiso en gens diana de Wnt [119]. Aixi
lactivacié de la ruta de Wnt podria controlar ambdos processos incrementant aixi

l'expressio de gens diana de Wnt.

Es va utilitzar un medi condicionat procedent de fibroblastos L transfectats
establement amb un plasmidi d'expressi6 de Wnt3a (membre de la via canonica de
Wnt). Es van estimular cel-lules SW480 amb el medi condicionat o control, i es va
immunoprecipitar p120ctn, analitzant la fosforilacio de la Ser268 i les proteines

associades.

Tal com s'observa en la Figura 39, l'estimulacié per Wnt provoca un augment en
la fosforilacio de la S268 de p120ctn (carris 1-2 i 4-5). En aquests mateixos carrils
podem observar com l'activacié de la via incrementa la afinitat de p120ctn per Kaiso i
disminueix l'afinitat per UE-cadherina reduint doncs lancoratge de p120ctn a les
unions adherents. Al tractar les cel-lules amb linhibidor de CK1 IC261 revertim els

efectes causats per l'estimulacio de Wnt (carrils 3 i 6).
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Figura 39: Wnt3a indueix una fosforilaci6 de p120ctn que correlaciona
amb un increment d'afinitat per Kaiso i una reduccié de la unié
a E-cadherina. L'inhibidor de CK1 1C261 bloqueja aquests
efectes. Es van tractar cél-lules SW480 amb medi condicionat amb
Wnt3a durant 4h. En els punts on s'indica es va afegir 1C261 15uM
durant el mateix temps, o DMSO com a control. Es van preparar
extractes totals i es va immunoprecipitar p120ctn. Els complexos
es van analitzar per Western Blot amb els anticossos indicats. En
els inputs es van carregar una mostra del 5% dels extractes
utilitzats.

Hem demostrat anteriorment que la fosforilaci6 de la S268 de p120ctn és
produida per CK1g; també hem observat que la utilitzacio de linhibidor de CK1 1C261
bloqueja aquesta fosforilacié induida per Wnt. Per demostrar que l'efecte provocat
per Wnt és a través de CK1g, es va transfectar un shRNA interferent especific per la
forma humana de CK1g, o amb un shRNA irrellevant com a control, a les cel-lules
SW480.

Tal com s'observa en els inputs de la Figura 40, la disminuci6 dels nivells de CK1e
va reduir també la fosforilacié de la S268 de p120ctn, bloquejant lincrement de
fosforilacido causat per Wnt (comparar carrils 1-4). No es van observar canvis en els
nivells de CK1a ni de les altres proteines estudiades. Quan s'analitza 'E-cadherina
unida a p120ctn (carris 5-8), veiem com la deplecio de CK1e no només ha reduit la
fosforilacié de la Ser 268 induida per Wnt, sin6 que ha mantingut p120ctn a les unions

adherents, bloguejant a la vegada la unio a Kaiso induida per aquest factor.

Si ens fixem en els carrils 5-6, observem que el tractament amb Wnt no modifica
la unié de CK1e amb p120ctn. La nostra primera hipotesis era que, com que la majoria

de membres de la familia CK1 es regulen per reclutament a la zona on actuen [213],
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Wnt provocaria un increment en la uni6 de CK1e a les unions adherents a través de

p120ctn. Aquest experiment demostra que aixo no és aixi.
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Figura 40: Wnt, a través de CK1g, controla la funcié de p120ctn. Es van
transfectar cel-lules SW480 amb un shRNA interferent per CK1g, o
bé un dirrellevant. Després de la selecci6 amb 2 pg/ml de
puromicina, les cél:-lules es van tractar amb medi condicionat amb
Wnt3a o control durant 4h. Es van preparar extractes totals i es va
immunoprecipitar p120ctn. Els complexos es van analitzar per
Western Blot amb els anticossos indicats. En els inputs es van
carregar una mostra de 5% dels extractes utilitzats.

Cal remarcar pero que CK1e i CK19, a diferéncia de la resta de membres de la
familia CK1, tenen un domini auto-regulador. Quan la quinasa és inactiva aquest
domini es troba autofosforilat i bloqueja el centre catalitic, impedint l'accés del
substrat. Aquest domini regulador es pot desfosforilar per fosfatases i reactivar-se. La
nostra segiient hipotesi va ser que la CK1e present a les unions adherents unida a

p120ctn es trobava inactiva, i que era l'estimulacié per Wnt el que l'activava.

Per tal d'avaluar aquesta possibilitat, vam immunoprecipitar directament CK1€ o
p120ctn de cel-lules SW480 estimulades o no per Wnt. Es van utilitzar aquests
precipitats per fosforilar GST-p120ctn exogena in vitro. Es va analitzar l'activitat de la
quinasa detectant amb l'anticos especific anti-fosfoS268 la fosforilacio produida sobre

la GST-p120ctn recombinant.
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Figura 41: Wnt activa CK1e. Es van tractar cél-lules SW480 amb medi control
o condicionat amb Wnt3a durant 2h. Es prepararen extractes totals
i es va immunoprecipitar CK1e i p120ctn (200 pg). Els complexos
immunoprecipitats es van incubar amb 2 pmols de GST-p120ctn
(120-911) en condicions de fosforilaci6 de CK1 en presencia o no
de linhibidor de CK1 /C268. La fosforilacio en la S268 es va
analitzar per Western Blot amb un anticos especific anti-p120ctn-
S268.

Tant la CK1e immunoprecipitada directament o la coimmunoprecipitada amb
p120ctn és més activa quan les céel-lules han estat préviament tractades amb Wnt
(carris 1-2 i 3-4). Per corroborar l'especificitat d'aquesta quinasa es va afegir IC261,
linhibidor de CK1, en el tub de reacci6. Veiem com en presencia de linhibidor la

fosforilacio de la 5268 de p120ctn queda bloquejada (carrils 5-6).

Aquest experiment demostra que Wnt augmenta lactivitat de CKig,
probablement a través de l'activacié o reclutament d'una fosfatasa que desfosforila el

motiu autoregulador de CK1e.

1.5. Wnt controla a través del complex p120ctn/CK1¢ Ia localitzacio

nuclear de Kaiso

1.5.1. La localitzaci6 de Kaiso es regula per Wnt a través de
p120ctn/CK1¢e

La repressid genica mitjancada per Kaiso requereix la localitzacié nuclear

d'aquest factor. Vam comparar, realitzant una immunofluorescencia de Kaiso, la seva
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localitzacio en diferents linies cel-lulars. Tal com es pot observar en la Figura 42, en
totes les linies cel-lulars estudiades Kaiso té una localitzaci6 predominantment

nuclear.
Kailso DAP|

Figura 42: El repressor nuclear Kaiso es troba localitzat al nucli en cél-lules
en cultiu. Es va realitzar un analisis de localitzaci6 subcel:lular de
Kaiso (vermell) en diferents linies cel-lulars. Es va detectar per
immunofluorescencia utilitzant un anticos contra Kaiso. No es va
obtenir senyal quan el mateix procés es va realitzar sense la
utilitzacio d'anticos primari. Es va utilitzar DAPI per tenyir els
nuclis.

NIH3T3

HEK-293T

RWP1

SW480

Ha estat descrit anteriorment que la sobreexpressid6 de p120ctn provoca una
sortida del Kaiso nuclear, permetent aixi l'expressio dels gens regulats per Kaiso [240].
Vam reproduir aquesta translocacié de Kaiso en cel-lules HEK-293T, SW480 i HT29 Mé,
transfectant GFP-p120ctn i realitzant una immunofluorescencia de Kaiso per seguir
com es distribuia aquesta proteina en les cel-lules que sobreexpressen p120ctn, o GFP
com a control. Tal com es pot observar en la Figura 43, la sobre-expressio de GFP-

p120ctn provoca una sortida de Kaiso del nucli.
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Figura 43: La sobreexpressio de p120ctn disminueix els nivells nuclears de
Kaiso. Es van transfectar cél-lules HEK-293T, SW480 i HT29 M6 amb
GFP-p120ctn o GFP com a control. Es va realitzar un analisis de
localitzacio subcel-lular de Kaiso (vermell) en presencia de GFP-
p120ctn sobreexpressada (verd). Es va detectar Kaiso per
immunofluorescéncia utilitzant un anticos especific. No es va
obtenir senyal quan el mateix procés es va realitzar sense la
utilitzacio d'anticos primari. Es va utilitzar DAPI per tenyir els
nuclis.

Algunes de les linies cel-lulars estudiades pero, presentaren una resisténcia a la
deslocalitzacio de Kaiso provocada per p120ctn. Es va observar com en sobreexpressar
GFP-p120ctn en les linies cel-lulars IEC-18, HCT-116 i NIH3T3, no es produia l'export

nuclear del factor de transcripcio (Figura 43).
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Figura 44: La sobreexpressié de p120ctn no canvia els nivells nuclears de
Kaiso en IEC-18, HT-116 i NIH3T3. Es van transfectar les cel-lules
amb GFP-p120ctn o GFP com a control. Es va realitzar un analisis
de localitzacio subcel-lular de Kaiso (vermell) en presencia de
GFP-p120ctn sobreexpressada (verd). Es va detectar Kaiso per
immunofluorescencia utilitzant un anticos especific. No es va
obtenir senyal quan el mateix procés es va realitzar sense la
utilitzacio d'anticos primari. Es va utilitzar DAPI per tenyir els
nuclis.

Donat que els nostres experiments indicaven que la unid6 p120ctn/Kaiso
s'incrementa en estimular les céel-lules per Wnt, i sabent que la sortida de Kaiso del
nucli és necessaria per alliberar la repressio transcripcional realitzada per Kaiso [99],

vam analitzar per immunofluorescencia la localitzacio de Kaiso i p120ctn en cel-lules
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Figura 45: Wnt controla la localitzacié de p120ctn i Kaiso. Es va realitzar un
analisis de localitzacio subcel-lular de p120ctn (verd) i Kaiso
(vermell) en SW480 tractades durant 6h amb medi condicionat amb
Wnt3a. Es van detectar les proteines per immunofluorescéncia
utilitzant anticossos especifics contra p120ctn i Kaiso. No es va
obtenir senyal quan el mateix procés es va realitzar sense la
utilitzacio d'anticos primari. Es va utilitzar DAPI per tenyir els
nuclis. Les arees de colocalitzacio en cel-lules tractades amb medi
condicionat es presenten en blanc juntament amb la senyal de
Kaiso o p120ctn.

Podem observar a la Figura 45 com en condicions control la p120ctn es troba a la
membrana plasmatica i Kaiso te una localitzacio nuclear. Un cop les cel-lules han
estat tractades amb Wnt, p120ctn es deslocalitza al citoplasma (comparar panells a i
d), mentre que Kaiso deixa de ser nuclear i també es troba al citoplasma (comparar
panells b i e). Podem observar com p120ctn/Kaiso colocalitzen en el citoplasma
(panells g i h). Mentre la majoria de Kaiso la trobem en arees de colocalitzacio, una
part important de p120ctn continua dissociada de Kaiso. En cap cas hem sigut capacos
de detectar p120ctn al nucli. S'ha descrit que p120ctn té un export molt rapid essent

dificilment detectable al nucli si no sha tractat préviament les cel-lules amb
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Leptomicina B (LMB), un inhibidor de l'export nuclear mitjancat per CMR-1 [98].

Per corroborar aquestes diferéncies en la localitzacié d'aquestes dues proteines
vam realitzar un fraccionament subcel-lular en aquestes mateixes céel-lules tractades

0 no per Wnt.
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Figura 46: Wnt3a provoca la mobilitzacié de Kaiso i p120ctn al citoplasma.
Cel-lules SW480 es van tractar durant 6h amb medi condicionat
amb Wnt3a o control. Es van realitzar extractes amb
fraccionament subcel-lular. A. Es va separar els nuclis (nuc) de les
membranes i citoplasmes (pm + cyto) i es va analitzar la preséncia
de Kaiso per Western blot. B. Es va separar la membrana
plasmatica i els nuclis (pm + nuc) de la fraccio citoplasmatica i es
va analitzar la preséncia de p120ctn per Western blot.

En realitzar un fraccionament subcel-lular que permet separar els nuclis de la
resta de la cel-lula, observem com amb Wnt es produeix una sortida del repressor
transcripcional Kaiso del nucli (Figura 46A). Quan el fraccionament es fa de manera
que s'obté el citoplasma separat de la resta de compartiments cel-lulars, es pot
observar com el tractament per Wnt mobilitza una fracci6 de p120ctn cap al
citoplasma (Figura 46B). Confirmem aixi les nostres dades d'immunofluorescéncia que
indiquen que Wnt3a provoca una deslocalitzaci6 de p120ctn de la membrana que

correlaciona amb una export nuclear de Kaiso.
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Es va comprovar si en altres cel-lules on p120ctn és capac de provocar l'export
del Kaiso nuclear, aquest efecte era també induit per Wnt. Sobserva en la Figura 47
com en les cel-lules HT29 M6 Kaiso és totalment nuclear (panells a i e), un cop les
cel-lules han estat estimulades per Wnt trobem Kaiso distribuit pel citoplasma
(panells b i f).

p120cin DAP|
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Figura 47: Wnt controla promou l'export nuclear de Kaiso en HT29 Mé. Es
va realitzar un analisis de localitzacio subcel-lular Kaiso (vermell)
en HT29 Mé tractades durant 6h amb medi condicionat amb Wnt3a.
Es va detectar les proteines Kaiso per immunofluorescencia. No es
va obtenir senyal quan el mateix procés es va realitzar sense la
utilitzacio d'anticos primari. Es va utilitzar DAPI per tenyir els
nuclis.

Per tal de demostrar que l'export nuclear de Kaiso és depenent de p120ctn, vam
transfectar cél-lules SW480 amb un shRNA contra aquesta catenina, per tal de veure si
en aquestes condicions Wnt és capac de modificar la localitzacié nuclear de Kaiso. Tal
com es pot observar en els panells a i d de la Figura 48, els nivells de p120ctn no sén
detectables per immunofluorescéncia. Observem també en els panells b i e, com en
absencia de p120ctn, Kaiso roman nuclear tant en cel-lules control com tractades
amb Wnt.
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utilitzant un shRNA contra CK1le quin efecte tenia la deplecio de CKile en la
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p120ctn i CK1€ sén necessaries per la deslocalitzacié de Kaiso
induida per Wnt. Es va realitzar un analisis de localitzacio
subcel-lular de p120ctn (verd) i Kaiso (vermell) en SW480
transfectades amb shRNAs especifics contra p120ctn, CKle o
irrellevant com a control. Aquestes es van seleccionar amb
puromicina 2 pg/ml Les cél-lules van ser tractades durant 6h amb
medi condicionat amb Wnt3a. Es van detectar les proteines per
immunofluorescencia utilitzant anticossos especifics contra
p120ctn i Kaiso. No es va obtenir senyal quan el mateix procés es
va realitzar sense la utilitzacio d'anticos primari. Es va utilitzar
DAPI per tenyir els nuclis. En la utilitzacid del shRNA control vam
obtenir els mateixos resultats que en ceél:-lules sense transfectar
(Figura 46).

fosforilacio de p120ctn per CK1¢ induida per Wnt és la responsable

localitzacio nuclear d'aquest repressor transcripcional.

Si comparem els panells d-e de la figura Figura 45 amb els j-k de la Figura 48,

veiem com en les cel-lules tractades amb el shRNA contra CK1e l'estimulacio per Wnt

74



Resultats

no es capa¢ dexportar Kaiso del nucli ni deslocalitzar p120ctn de les unions
adherents. Aixi doncs, l'export nuclear de Kaiso depén totalment de p120ctn i de
l'activitat de CK1e.

1.6. Wnt3ai CK1< modulen la interaccio de Kaiso amb Tcf4

1.6.1. Kaiso interacciona amb Tcf-4 i la unié6 amb p120ctn impedeix

aquesta interaccio

Diferents autors han descrit diferents hipotesis del mecanisme de repressié de
Kaiso. Aquestes s’han basat en una unié directa de Kaiso a una caixa consens present
en alguns dels gens de la ruta canonica de Wnt (veure introduccid). Durant el
transcurs d'aquesta tesi, Ruzov et al. ha publicat dos articles en els quals es demostra
que la unié de Kaiso al DNA per la seva seqiiéncia consens és marginal [241], i que
aquest es troba unit a Tcf3/4 impedint la unié d'aquest factor de transcripcio al DNA
[242]. Es el desplacament de la uni6 de Kaiso de Tcf4 i la unié de B-catenina a Tcf4 el

que segons aquests autors activaria l'expressid génica depenent de Wnt.
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Figura 49: La uni6 de p120ctn a Kaiso impedeix la interaccié d'aquest amb
Tcf4. 7,5 pmols de proteina recombinant GST-Kaiso, o GST com a
control, es van incubar amb 500 pg d'extractes totals de cel-lules
SW480. Es va afegir al medi dincubacié 37,5 pmols de p120ctn
quan s'indica. Els complexos proteics es van purificar per afinitat
amb glutatio-sefarosa 4B i analitzar per Western Blot amb els
anticossos corresponents. Es va carregar com a input 5 pg dels
extractes utilitzats.

Per tal de verificar aquesta hipotesi vam realitzar assaigs de pull-down de Tcf4
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amb GST-Kaiso per tal de veure si podiem detectar associacié6 d'aquestes dues
proteines. A la Figura 49 s'observa uni6 entre Tcf4 i GST-Kaiso. A més, per tal de veure
com afectava p120ctn a aquesta unid, vam preincubar aquesta catenina amb Kaiso
abans de fer el pull-down. Si comparem els carrils 2-3 de la figura podem observar
com p120ctn disminueix la quantitat de Tcf4 associada al repressor transcripcional

GST-Kaiso.

1.6.2. \Wnt3a disminueix la interaccié entre Kaiso i Tcf4 en un procés

depenent de p120ctn/CK1¢

A continuacio es va analitzar els efectes de Wnt sobre la interaccio de Kaiso amb
Tcf4. Ja hem demostrat anteriorment que Wnt provoca una sortida de Kaiso del nucli
depenent de p120ctn i CK1e. Vam assajar si Wnt també provocava la dissociacié de la
unio Tcf4/Kaiso i si en aquest efecte, tal com podem deduir del pull-down anterior, hi

intervé p120ctn.

Per aconseguir una reduccié dels nivells de p120ctn vam utilitzar un shRNA
contra aquesta proteina. Vam utilitzar una linia cel-lular SW480 que expressa aquest
shRNA de forma estable. En aquesta linia la disminucié dels nivells de p120ctn
provoca una reducci6 dels nivells de E-cadherina, degut a que aquesta catenina
controla la seva estabilitat (veure introduccio). També es veuen reduits lleugerament

els nivells de B-catenina (Figura 50).

95kDa - (N Acti p120cin
120 kDo - N Arti E-cadherir
95 kDa - - At f-catenin
100 kDa - - Arti a-cotenin
42 kl33""- Anfi B-Actin

Figura 50: Western Blot comparant cél-lules SW480 parentals amb SW480
shRNA-p120ctn. Es van lisar les cel-lules SW480 i SW480 shRNA-
p120ctn amb tamp6 de lisis SDS a ['1%. Es van analitzar els nivells
de p120ctn i dels altres components de les unions adherents per
Western Blot amb anticossos especifics.
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Es va immunoprecipitar Tcf4 de cel-lules SW480 i cél-lules SW480 interferents
per p120ctn, estimulades o no amb Wnt3a. Tal com es pot observar en el carril 5 de la
Figura 51, en condicions control Kaiso esta unit a Tcf-4. En tractar les cel-lules amb
Wnt la quantitat de Kaiso que coprecipita amb Tcf4 disminueix considerablement
(carril 6). En canvi, en absencia de p120ctn, els nivells de Kaiso units a Tcf4 romanen
constants després del tractament amb Wnt (carrils 7-8). En cap cas sha detectat
p120ctn unida a Tcf4.

|
Inputs Tctd I, 19G
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Figura 51: Wnt desplaca la unié de Kaiso a Tcf4 per un mecanisme
depenent de p120ctn. Cel-lules SW480 parentals i estables per
l'expressio d'un shRNA contra p120ctn van ser tractades per medi
condicionat amb Wnt3a durant 4h. Es va immunoprecipitar Tcf4
endogen i es va analitzar la quantitat de Kaiso associat amb aquest
per Western Blot amb anticossos especifics. Es va carregar un 5%
dels extractes utilitzats en els inputs.

Seguidament varem interferir també l'expressio de CK1e de les cel-lules SW480
amb un shRNA especific per questa quinasa amb la finalitat de mostrar la dependéncia
en aquest procés de lactivitat de CK1e. Tal com podem veure en la Figura 52, la
dissociacio del complex Kaiso/Tcf4 provocada per l'estimulaciéo per Wnt (carrils 7-8)

no es produeix en cel-lules deficients per CK1¢ (carrils 9-10).

Aquests experiments suggereixen que la interaccio Kaiso/p120ctn, resultant de
l'activacio de CK1e en resposta a l'estimul de Wnt, dissocia Kaiso de Tcf4, permetent
aixi la correcta uni6 de Tcf4 al DNA i l'expressid dels gens diana de la via de Wnt. A
continuacio es va avaluar la unié de Tcf4 al DNA utilitzant un oligonucleotid procedent
del promotor de Myc que conté una caixa d'unid a aquest factor. Segons estudis

anteriors, l'addicié de Kaiso recombinant prevenia la unié de Tcf4 al DNA [242].
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Figura 52: L'efecte de dissociaci6 de Tcf4/Kaiso causat per Wnt és
depenent de CK1e. Es van transfectar cél-lules SW480 amb un
shRNA contra CK1e o amb un d'irrellevant com a control. Aquestes
es van seleccionar amb puromicina 2 pg/ml. Posteriorment es va
transfectar Tcf4-HA i van ser tractades per medi condicionat amb
Wnt3a. Es va immunoprecipitar el Tcf4-HA i es va analitzar la
quantitat de Kaiso associat amb aquest per Western Blot amb
anticossos especifics. Es va carregar un 5% dels extractes utilitzats
en els inputs.

Tal com es pot veure en la Figura 53, la sobreexpressio de Kaiso en les cel-lules
SW480 disminueix la unio de Tcf4 al promotor Myc, i el fet de sobreexpressar p120ctn

fa que es recuperi la unié de Tcf4 al DNA (carril 6-8).

Tofd-HA - + *  *
GihKolso - - +  * - = -
GSpf20ctn - - - + - -

S —
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Figura 53: La sobreexpressié de p120ctn prevé l'efecte inhibitori de Kaiso
sobre la uni6é de Tcf4 al DNA. Es va utilitzar un oligonucleotid de
cadena doble corresponent al promotor Myc, marcat amb biotina,
per purificar el Tcf4-HA transfectat en cel-lules SW480. Es va
cotransfectar GST-Kaiso o GST-p120ctn quan s'indica, o GST com a
control. Es van analitzar els inputs i la fracci6 unida a
streptavidina-agarosa per Western Blot amb els anticossos indicats.
Es va carregar un 5% dels extractes utilitzats en els inputs.
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Aquest experiment confirma que la unié de Kaiso a Tcf4 impedeix la interaccio
de Tcf4 al DNA. A més hem observat que l'addicié de p120ctn desplaca Kaiso de Tcf4,

permetent a aquest factor unir-se una altra vegada al DNA.

1.6.3. p120ctn no modifica la unié de Kaiso a sequéncies de DNA

metilades

Com ha estat esmentat en la introduccid, Kaiso presenta una unio dual al DNA: la
seva seqiiencia consens KCS i regions de dinucleotids CpG metilats. També es va
examinar si la unio de Kaiso al DNA metilat era modificada per la seva associaci6 amb
p120ctn. En aquest assaig vam utilitzar un fragment del promotor del gen muri
S100A4, on s'hi ha descrit previament una regié d'unié a Kaiso [118]. Es va realitzar un
assaig in vitro amb aquest promotor analitzant la uni6 a GST-Kaiso recombinant en
presencia de p120ctn. S'observa a la Figura 54 com p120ctn no es capac de desplacar
la uni6 de Kaiso al DNA metilat, contrariament com passa amb la unidé Kaiso/Tcf4.
Aquest fet suggereix una regulaci6o diferencial per part de p120ctn d'ambdos

processos.

Hem detectat unit al DNA p120ctn només en presencia de Kaiso, indicant que el

complex p120ctn/Kaiso pot unir el DNA metilat.

Inputs BOPA
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Figura 54: p120ctn no és capa¢ de desplacar la uni6o de Kaiso al DNA
metilat. Es va utilitzar un oligonucleotid de cadena doble
corresponent al promotor S100A4, marcat amb biotina, per
purificar 2,5 pmols de GST-Kaiso. Es va afegir a la incubacio 7,5
pmols (2,5 vegades en excés) de p120ctn(102-911) quan s'indica, o
GST com a control. Es van analitzar la fracci6 unida a
streptavidina-agarosa per Western Blot amb els anticossos
indicats. Es va carregar un 10% de la proteina recombinant en els
inputs.
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2. p120ctn, un nou component essencial en la ruta de

senyalitzacio de Wnt

2.1. Wntdisminueix la interaccio del complex p120ctn/CK1¢ amb el

coreceptor LRP6

2.1.1. ElI complex E-cadherina/p120ctn/CK1¢ interacciona amb el

coreceptor de \Xnt LRP6. Aquesta interaccio és bloquejada per \Wnt.

Un cop establertes les bases moleculars per les quals l'activacidé de CK1g per Wnt
i posterior fosforilacio de p120ctn condueix a l'alliberament de p120ctn de les unions
adherents, amb la consegiient retirada del Kaiso nuclear unit a Tcf4, facilitant aixi
U'expressio dels gens regulats per B-catenina/Tcf4; ens vam plantejar investigar per

quin mecanisme Wnt produiria l'activacié de la CK1¢ associada a p120ctn.
IP:
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Figura 55: El receptor LRP6 s'associa al complex de les unions adherents.
Wnt disromp aquesta associaci6. Es van estimular amb medi
condicionat amb Wnt3a cél-lules SW480. Aquestes van ser lisades
amb tampo digitonina a l'1% i es va immunoprecipitar LRP6. Es van
analitzar les proteines associades per Western Blot amb anticossos
especifics. Es va carregar un 5% dels lisats com a input.

En un article recent s'ha descrit com el domini citoplasmatic de la N-cadherina
interacciona amb el coreceptor de Wnt LRP5 [243]. Vam analitzar doncs si aquesta
interaccié també existia amb la E-cadherina. Tal com es pot veure en la Figura 55,
LRP6 coimmunoprecipita amb E-cadherina. A més, aquesta unid es sensible a

l'activacié per Wnt. Comparant els carrils 3-4 de la immunoprecipitacio, el tractament
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amb Wnt disminueix els nivells de E-cadherina que interaccionen amb el receptor.
Veiem també associades a aquest complex p120ctn i CK1g, i de la mateixa forma que

passa amb E-cadherina, aquesta associacio es disromp al estimular amb Wnt.

En realitzar un experiment immunoprecipitant p120ctn, s'obtenen resultats
similars (Figura 56). Com ja haviem observat anteriorment, la unié a E-cadherina i
LRP6 disminueix en tractar les cél-lules amb Wnt3a. Simultaniament p120ctn

augmenta la unid a Kaiso i els nivells de CK1g associats romanen els mateixos.

IP:
Inputs p120cin I IgG
CMWntia ¢ & & £ o &
120 kDo - - Anil E-codherir
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Figura 56: p120ctn es dissocia del complexe format per LRP6 i E-cadherina
en cél-lules estimulades per Wnt. Es van estimular amb medi
condicionat amb Wnt3a cel-lules SW480. Aquestes van ser lisades
amb tampo de digitonina a 1% i es va immunoprecipitar p120ctn.
Es van analitzar les proteines associades per Western Blot amb
anticossos especifics. Es va carregar un 5% dels lisats com a input.

Trobem aixi que E-cadherina, LRP6 i p120ctn/CK1e formen un complex que en
estimular per Wnt es dissocia, alliberant la p120ctn/CK1e al citoplasma on pot unir

Kaiso.

2.1.2. La fosforilacié in vitro d'E-cadherina per CK1 disminueix la unié a

LRP6

Per tal d'avaluar si és l'activitat de CK1 la que provoca la dissociacié del complex
LRP6/E-cadherina, vam realitzar un assaig de pull-down amb GST-p120ctn i GST-
cytoE-cadherina recombinants fosforilades o no per CK1. Ha estat descrit durant la
realitzacio d'aquest treball que el domini citoplasmatic de l'E-cadherina també és un
substrat de CK1 [63].
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Figura 57: La fosforilaci6 sobre la cua citoplasmatica d'E-cadherina
impedeix la uni6 a LRP6. 7,5 pmols de proteines recombinants
GST-cytoE-cadherina i GST-p120ctn van ser fosforilats o no amb el
domini catalitic de CK1. Aquestes, o GST com a control, van ser
incubats amb extractes de SW480 (digitonina a ['1%). Els complexos
proteics van ser purificats per afinitat amb glutatié-sefarosa 4B i
analitzats per Western Blot amb anticossos especifics. Es va
carregar un 5% dels lisats com a input.

La Figura 57 mostra com el coreceptor LRP6 és retingut eficientment pel domini
citoplasmatic de E-cadherina, pero no per la GST. En fosforilar aquest fragment
s'observa un desplacament en la seva mobilitat, a conseqliencia de lextensiva
fosforilacio. Aquesta fosforilacido disminueix la unid a LRP6 que obteniem en
condicions control (comparar carrils 2 i 3). Podem observar també com la quantitat de
p120ctn unida a E-cadherina no canvia per la fosforilacié de I'E-cadherina, tal com ja

hem observat en els assaigs d'interaccio directa.

L'associacio de la GST-p120ctn amb LRP6 disminueix un cop ha estat fosforilada
per CK1, a la vegada que també disminueix la uni6 a E-cadherina (carrils 4 i 5), tal
com esperavem. Suposem doncs que la unid de p120ctn a LRP6 es produeix a través
d'E-cadherina, i que és la pérdua d'afinitat envers aquesta la que separa p120ctn del

complex format per E-cadherina i LRP6.
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Aquest experiment mostra com la CK1 té un paper dual en lestabilitzacio del
complex LRP6/E-cadherina/p120ctn, fosforilant E-cadherina i disrompent la seva
associacio a LRP6, i també fosforilant p120ctn inhibint la seva interacci6 amb E-
cadherina.

2.1.3. La deplecié de CK1e bloqueja la disminucié de I'associacié d’E-

cadherina amb LRP6 induida per \¥/nt3a

Amb la finalitat de descobrir si és també CK1e la quinasa implicada en el control
de lassociaci6 de p120ctn a LRP6, vam inhibir-ne l'expressio en cel-lules SW480

utilitzant un shRNA especific conta aquesta isoforma.

Tal com es mostra en la Figura 58, es van reduir els nivells de CK1€ un 80-90%
(comparar carrils 1-4 dels inputs). La deplecio dels nivells de CK1¢ evita la disminucid
de la interaccié entre E-cadherina i LRP6 induida per Wnt que observem en cel-lules
control (comparar carrils 5-8). Per tant, CK1e també es troba implicada en la

dissociacio del complex LRP6/E-cadherina/p120ctn que promou l'estimulaciéo de Wnt.

Inputs LRP& I IgG
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Figura 58: CK1g controla la interacci6 de LRP6 amb E-cadherina. Es van
transfectar cél-lules SW480 amb un shRNA especific contra CK1g o
bé un d'irrellevant com a control. Es van seleccionar les céel-lules
amb 2 pg/ml de puromicina i tractar posteriorment amb medi
condicionat amb Wnt3a durant 4h. Aquestes es van lisar amb
tampo6 de digitonina a 1% i es va immunoprecipitar LRP6. Els
complexos precipitats es van analitzar per Western Blot amb
anticossos especifics. Es va carregar un 5% dels lisats com a input.
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2.1.4. Ladeplecio de p120ctn suggereix que la interaccié d’'E-cadherina

amb el coreceptor esta mitjancada per E-cadherina

En lassaig de pull-down de LRP6 amb GST-cytoE-cadherina i GST-p120ctn(102-
911) (veure Figura 57) vam extreure la conclusié que la unié de p120ctn a LRP5/6 es
produeix a través d'E-cadherina. Per tal de demostrar que realment és l'E-cadherina la
que permet la interaccié de p120ctn amb LRP5/6 in vivo, es va coimmunoprecipitar
LRP6 i E-cadherina en cel-lules SW480 parentals i cél-lules SW480 que tenen els

nivells de p120ctn deplecionats en expressar establement un shRNA contra aquesta

catenina.
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Figura 59: La interaccié6 LRP6 amb E-cadherina no depén de p120ctn. A. Es
van tractar cel-lules SW480 expressant establement un shRNA
contra p120ctn, o parentals com a control, amb medi condicionat
amb Wnt3a durant 4h. A. Aquestes es van lisar amb tampo de
digitonina a U1% i es va immunoprecipitar E-cadherina. Els
complexos formats es van analitzar per Western Blot utilitzant
anticossos especifics. B. La immunoprecipitacié es va repetir
utilitzant 2,5 vegades més anticos en les cél-lules interferents per
precipitar quantitats semblants de E-cadherina.

Com s'observa en els inputs de la Figura 59A la disminuci6 dels nivells de p120ctn
correlaciona amb una disminucio dels nivells d'E-cadherina. La quantitat d'E-cadherina

coprecipitada amb LRP6 disminueix quan ho comparem amb el control. Aquesta

84



Resultats

reduccio passa de manera equivalent a la que observem en els inputs, suggerint que
l'associacio entre E-cadherina i LRP6 no és depenent de p120ctn, ja que esperariem

una disminucié molt més drastica si depengués d'aquesta.

Per tal de corroborar aquesta conclusi6 vam augmentar la quantitat d'anticos
utilitzat en les cél-lules que expressaven el shRNA contra p120ctn per tal
d'immunoprecipitar quantitats equivalents d'E-cadherina. En aquest cas els nivells de
LRP6 coimmunoprecipitats eren semblants en ambdues condicions, demostrant que

l'associacio de LRP6 amb E-cadherina no es produeix a través de p120ctn (Figura 59B).

2.1.5. El complex E-cadherina/p120ctn és necessari per a lI'activacio de

CK1¢ induida per Wnt

Alternativament, per demostrar que la interaccioé entre LRP6 i p120ctn es dona a
través de 'E-cadherina, vam utilitzar un shRNA contra E-cadherina per tal de reduir-
ne els nivells. L'eliminacié de la E-cadherina va afectar greument la interaccié del
coreceptor de Wnt LRP6 amb p120ctn. Si comparem els carrils 6 i 7 (Figura 60) veiem
que la quantitat de p120ctn/CK1e coimmunoprecipitada amb LRP6 ha disminuit en

absencia d'E-cadherina.
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Figura 60: La interacci6 p120ctn/LRP6 és mitjancada per E-cadherina. Es
va deplecionar E-cadherina de cel-lules SW480 utilitzant un shRNA
especific contra aquesta proteina o bé un dirrellevant com a
control. Es van seleccionar les cel-lules amb 2 pg/ml de
puromicina i tractar posteriorment amb medi condicionat amb
Wnt3a durant 4h. Aquestes es van lisar amb tampo de digitonina a
1% i es va immunoprecipitar p120ctn. Els complexos formats es
van analitzar per Western Blot utilitzant anticossos especifics. Es
va carregar un 5% dels lisats com a input.
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A més, en analitzar la fosforilacio de la S268 de p120ctn, observem que la
deplecio de l'E-cadherina impedeix aquesta fosforilacio duta a terme per CK1e. Com
es pot observar pero, els nivells de CK1e associats a p120ctn sén els mateixos que en

condicions control. Aquest fet suggereix que CK1g s'activa a la membrana plasmatica.

Com ja hem demostrat anteriorment, Kaiso i E-cadherina competeixen per la
unio a p120ctn (veure Figura 22). En abséncia d'E-cadherina, tot i que p120ctn no es
troba fosforilada en la 5268, si que es troba unida a Kaiso. Possiblement en no trobar-
se p120ctn ancorada a les unions adherents en cel-lules deplecionades per E-

cadherina, p120ctn és lliure per poder interaccionar amb Kaiso.

2.1.6. L'activacié de CK1¢ induida per Wnt requereix p120ctn
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Figura 61: L'activaci6 de CK1e depén de la preséncia de p120ctn. Cél-lules
SW480 expressant establement un shRNA contra p120ctn, o
parentals com a control, van ser tractades amb medi Wnt3a durant
2h. Es va immunoprecipitar CK1e d'ambdues (200ug) i utilitzar el
precipitat per fosforilar 2 pmols de proteina GST-p120ctn102-911
recombinant en condicions de fosforilacié6 de CK1. Es va detectar
la fosforilacio sobre p120ctn amb l'anticos fosfoespecific contra la
Ser268. Es va carregar un 5% dels lisats com a input.

Anti Ckle
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Veient que és necessaria la localitzacio de CK1e a les unions adherents per la
seva activacio un cop estimulades les cél-lules per Wnt, ens vam preguntar si aquesta
activacié depen de la presencia de p120ctn. Es va immunoprecipitar CK1e de cel-lules
SW480 interferents per p120ctn i parentals, tractades o no amb medi condicionat amb
Wnt3a, i es va analitzar lactivitat d'aquesta quinasa immunoprecipitada, utilitzant

una GST-p120ctn recombinant i analitzant la fosforilacié de la S268.

En les cel-lules deplecionades de p120ctn disminueix drasticament l'activitat de
la CK1e immunoprecipitada (Figura 61). Aquest fet pot ser degut a que en abséncia de
p120ctn, CK1e no es troba localitzada a la membrana plasmatica, com passaria en
absencia d'E-cadherina (Figura 60). O bé podria ser degut a l'actuaciéo del complex
p120ctn/E-cadherina com a bastidor per a lactivacio/reclutament de Ser/Thr

fosfatases que activin CK1e.

2.2. EIl complex de les unions adherents participa en els estadis

inicials de la ruta canonica de Wnt

2.2.1. L'abséncia de p120ctn o CK1¢ inhibeixen la fosforilaciéo de DvI

induida per Wnt

Un altre substrat rellevant de CK1g en la ruta de senyalitzacié de Wnt és Dvl. La
fosforilacid de Dvl per CK1e causa un retardament en la mobilitat electroforetica
d'aquesta proteina [184]. Per aquest motiu es va analitzar si la deplecié de p120ctn

afectava també a l'activitat de CK1€ sobre Dvl, es a dir si prevenia la seva fosforilacio.

La Figura 62 mostra com el retardament electroforetic de Dvl, degut a
l'extensiva fosforilacio per CK1le, desapareix en cél-lules SW480 on sha reduit els
nivells de p120ctn utilitzant un shRNA contra aquesta proteina. Com a control hem
utilitzat un shRNA contra CK1g, mostrant que la perdua de p120ctn produeix
exactament el mateix efecte que la pérdua de la quinasa encarregada d'aquesta

fosforilacio.
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Figura 62: La fosforilaci6 de Dvl per CK1e depén de p120ctn. Es van
realitzar extractes totals de cel-lules SW480 transfectades amb un
shRNA interferent contra p120ctn, CK1e respectivament o control.
Aquestes van ser tractades amb medi condicionat amb Wnt3a o
control durant 4h. Es va analitzar la fosforilacidé de Dvl-2 per
Western Blot utilitzant un anticos especific contra aquesta
proteina i observant la seva migraci6. Es va carregar un 5% dels
lisats com a input.

42 kD -

2.2.2. La fosforilacio i reclutament de Dvl al complex LRP6 induit per

\X/nt es bloqueja en abséncia de E-cadherina

En experiments anteriors hem vist com la disminucié dels nivells d'E-cadherina
bloquejava la fosforilacido de p120ctn en la S268 per CK1e. Vam estudiar quin efecte
tenia la perdua d'E-cadherina en la fosforilaci6 de Dvl, pas necessari per a la

transmissio del senyal de la ruta de Wnt.

Es van tractar cel-lules SW480 amb shRNA contra E-cadherina, es van seleccionar
i es va immunoprecipitar LRP6. Es pot observar a la Figura 63 com una forma de Dvl
de migracio més lenta, deguda a la fosforilacio per CK1g, s'associa al coreceptor LRP6
només en cel-lules estimulades per Wnt. Quan no hi ha E-cadherina a les cel-lules, no
es produeix el retardament electroforetic de Dvl i aquest no és reclutat al complex
receptor. Tal com s'esperava, la disminucio d'E-cadherina també redueix els nivells de
p120ctn i CK1¢ units a LRP6.
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Figura 63: E-cadherina és necessaria per al reclutament de Dvl al
Signalosoma. Es van transfectar cel-lules SW480 amb un shRNA
especific contra E-cadherina, van ser seleccionades amb
puromicina (2 pg/ml) i tractades posteriorment amb medi
condicionat amb Wnt3a, o bé control, durant 4h. Es van fer
extractes cel-lulars (digitonina a l'1%) i es va immunoprecipitar
LRP6. Les proteines associades als complexos es van analitzar per
Western Blot amb anticossos especifics. Es va carregar un 5% dels
lisats com a input.

2.2.3. Cinética de la interaccio entre p120ctn i CK1¢ amb Dvl

En lexperiment anterior vam observar com després de lactivacié per Wnt,
p120ctn i Dvl coprecipitaven amb el coreceptor de Wnt LRP6. Vam determinar doncs

la cinetica de l'associacio p120ctn/Dvl.

Amb aquesta finalitat vam immunoprecipitar Dvl de cel-lules SW480 parentals i
expressant establement un shRNA contra p120ctn. Aquestes es van estimular amb
medi condicionat amb Wnt3a a diferents temps. Tal com podem veure en la Figura 64,
l'associacio maxima de p120ctn a Dvl es produeix als 30 minuts després de l'addici6 de

Wnt. Aquesta associacio és transitoria ja que a les 3h ja no es donava.
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La fosforilaci6 de Dvl depén de l'associaci6 amb p120ctn/CK1e.
Es van tractar cel-lules SW480 que expressen establement un
shRNA especific contra p120ctn, o parentals com a control, amb
medi condicionat amb Wnt3a durant els temps indicats. Es van fer
extractes cel-lulars digitonina a I'1% i es va immunoprecipitar Dvl-
2. Les proteines associades als complexos es van analitzar per
Western Blot amb anticossos especifics. Es va carregar un 5% dels
lisats com a input.

En el mateix experiment també es va analitzar l'associacio de CK1e a Dvl. Es

coneix que Dvl porta unida CK1g, pero observem com també es produeix un increment

en els nivells de quinasa associada a Dvl corresponent a lincrement d'associacio de

p120ctn al complex LRP6. En qualsevol cas, lassociacio de CK1e/Dvl es troba

augmentada als 30 minuts d'estimulacié per Wnt, i retorna als nivells basals a les 3h.

L'eliminacio de p120ctn de les cél-lules bloqueja lincrement de CK1e associada.

La fosforilacié de Dvl, signe inequivoc de la seva activacioé es troba també als 30

minuts després de l'addicio de Wnt, pero en aquest cas es manté durant les 3h. Es pot

observar també com la reduccié dels nivells de p120ctn impedeix aquesta fosforilacio.
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2.2.4. L'activacié de la CK1¢ associada a Dvl depén de la preséncia de

p120ctn

Vam voler conéixer el patré d'activitat d'aquesta CK1¢ associada a Dvl. Per fer-ho
vam transfectar Myc-Dvl1 en cel-lules SW480, parentals i transfectades establement
amb un shRNA contra p120ctn. Vam estimular les cel-lules diferents temps amb medi
condicionat Wnt3a i es va purificar Dvl1-Myc amb la CK1e associada. Després vam

testar l'activitat del precipitat sobre la 5268 utilitzant GST-p120ctn recombinant.

SW4E0 SWAB0 sho 20ctn

Gﬁfﬂfﬁﬂc.‘r{fﬂjamj’l . + + - + - + ' & - + +* - +
IIF[ 'l"'-":l'C “ - + ¥ + =] - B * + + =

irafevantdgs - - - - - 4+ % - = = 4 % %

120 kD - Ant pi2sg
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95 kDa - Antl My

130 kDa - A =51

Figura 65: L'activacio de la CK1e associada a Dvl depén de la presencia
de p120ctn Es van transfectar cel-lules SW480 que expressen
establement un shRNA especific contra p120ctn, o parentals com a
control, amb Myc-Dvl1. Es va tractar les cél-lules amb medi
condicionat amb Wnt3a durant els temps indicats. Es van fer
extractes cel-lular 1% digitonina i es va immunoprecipitar Myc-
Dvl1. Es van utilitzar els complexos immunoprecipitats per
fosforilar una GST-p120ctn(102-911) en condicions de fosforilacio
de CK1. Es va analitzar per Western Blot lactivitat de la CK1le
immunoprecipitada amb un anticos fosfoespecific contra la Ser268
de p120ctn.

Tal com mostra la Figura 65, en el carril corresponent als 30" és on la CKle
associada a Dvl1 és mes activa. Aquest punt correspon també amb un increment de
l'associacio de la quinasa a Dvl, que correlaciona a la vegada amb un augment de la

unio de p120ctn al complex, tal com observavem en l'experiment anterior.
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2.2.5. p120ctn i CK1¢ son rellevants per a I'estabilitzacié de (B-catenina

induida per Wnt

Finalment, vam avaluar com afectava l'absencia de p120ctn en l'activacio de la
via de Wnt. Vam analitzar la quantitat de B-catenina estabilitzada en cél-lules HEK-
2693T, ja que lestabilitzacid i posterior acumulacio nuclear d'aquesta catenina és el

pas indispensable per a 'expressio dels gens regulats per Tcf4/LEF.

No vam utilitzar SW480 ja que degut a mutacions en el gen APC, aquestes
cel-lules no degraden correctament B-catenina. Vam utilitzar un shRNA contra
p120ctn (Figura 66A) i CK1e (Figura 66B). En ambdos casos, si comparem amb els
carrils control, no es produeix acumulacié de B-catenina després de l'estimulacio per

Wnt.
A

shIIhA Cr pi20cin
CMWni3a & & & &
Y R - - Al f-coienin
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Figura 66: L'acumulacié de B-catenina requereix p120ctn/CK1e. Cél-lules
HEK-293T van ser transfectades amb shRNAs especifics contra
p120ctn (A) i CK1e (B) o irrellevants com a control. Aquestes van
ser tractades amb medi condicionat amb Wnt3a durant 4h i es va
avaluar els nivells de B-catenina per Western Blot amb anticossos
especifics.

Aquest fet indica que tant la CK1e com la p120ctn son indispensables per a la
iniciacio o transmissio del senyal de la ruta de Wnt. La reduccié dels nivells de
qualsevol de les dues proteines bloqueja l'acumulacio de B-catenina a la cel-lula.
Aquest fet junt amb els experiments anteriors, on veiem que aquesta mateixa

disminucié bloqueja el reclutament i fosforilaciéo de Dvl, suggereix que aquestes dues
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proteines tenen un paper essencial en la iniciacio de la transmissié del senyal, ja sigui
per la correcta formacio del complex receptor a la membrana o per la transmissié del

senyal a partir d'aquest.

Per veure com es traduia la disminucio de p120ctn en lactivitat transcripcional
de B-catenina/Tcf4, es va utilitzar el plasmidi TOP-FLASH en cél-lules SW480 control i
estables pel shRNA contra p120ctn. Tal com s'observa en el grafic (Figura 67) lactivitat
transcripcional de B-catenina/Tcf4 incrementa en les cél-lules control. Atribuim
aquest increment provocat per Wnt, en trobar-se B-catenina ja estabilitzada en
aquestes cel-lules, a l'alliberament del Tcf4 segrestat per Kaiso degut a l'actuacié de
p120ctn. En cel-lules deplecionades de p120ctn es bloqueja aquest increment

d'activitat.
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Figura 67: L'increment de l'activitat transcripcional de B-catenina/Tcf4 és
depenent de p120ctn. Es van sembrar 10000 cél-lules SW480
control i shRNA-p120ctn per pou, en plaques de 96 pous. Aquestes
es van transfectar amb 100 ng TOP-FLASH i 5 ng de pTK-Renilla. Es
van lisar les cél-lules a les 24h i llegir l'activitat de la luciferasa. El
valor representa la mitjana de varis experiments i les barres
d'error la desviacio estandard de les mostres.

2.2.6. L’'activacié de la via no-candnica de \¥nt per PMA no canvia

I'afinitat de p120ctn pels seus cofactors

S'ha vist que Wnt3a, un factor de la via canonica de Wnt, activa CK1e a les

unions adherents, provocant la fosforilacié de p120ctn i la disrupcié del complex que
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forma p120ctn amb LRP6/E-cadherina, augmentant la unio d'aquesta catenina a Kaiso.
Vam voler investigar si aquest efecte era produit també per l'activacié de la via no
canonica de Wnt, o era un esdeveniment exclusiu de la via canonica. Vam tractar
cel-lules SW480 amb PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), un activador de PKC i de
la via no-canonica de Wnt [244]. Es va immunoprecipitar p120ctn de cel-lules control i
tractades, per tal dobservar si es produien els mateixos canvis que observem amb
Wnt3a.

A P:
Inputs  pl20ctn I 1gG

i

P2 kDo Anti pl120cin
180 kDo - Andi LR

120 kDo Anti E-codherir

27 kDa Antl Kabo

47 kDa - Anti CK1e
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B

Ct PhiAa

Figura 68: L'activacio de la via no-canonica de Wnt per PMA no canvia
l'afinitat de p120ctn pels seus cofactors. Céel-lules SW480 van ser
tractades amb PMA 100 nM durant 1'5h. Es va immunoprecipitar
p120ctn d'extractes totals i es van analitzar els complexos
obtinguts per Western Blot amb anticossos especifics. Es va
carregar un 5% dels extractes utilitzats com a inputs.

A la Figura 68 es pot veure com el tractament amb PMA, tot i que produeix un
canvi morfologic important (Figura 68B), no canvia la interaccié de p120ctn amb els
cofactors estudiats (E-cadherina i Kaiso, Figura 68A). L'activacié de la via no-canonica

de Wnt per PMA no produeix la activacio/deslocalitzacié del complex p120ctn/CK1e.
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IV. DISCUSSIO

p120ctn, una proteina ampliament fosforilada

La p120-catenina és una proteina pleiotropica involucrada en diferents processos
cel-lulars. p120ctn va ésser descoberta inicialment en un screening com a substrat de
l'oncogen vSrc, relacionant-la amb la seva capacitat transformant [69]. Aquest fet va

fer que s'estudiés amb detall la fosforilacio d'aquesta proteina.

En lactualitat se sap que p120ctn és fosforilada majoritariament en el seu
domini regulador, una zona de l'extrem N-terminal compresa entre els aminoacids 96 i
302, rica en residus Ser/Thr/Tyr. S’han descrit 19 tirosines en aquest domini. La
fosforilacid en residus especifics regula de manera inversa l'associacio de p120ctn amb
RhoA [111] o incrementa en tots els casos la unié de p120ctn amb E-cadherina [64],
depenent del residu fosforilat o de la quinasa involucrada. A la vegada pero, sha
descrit que la fosforilacio extensiva en tirosines de les proteines dels complexos de

les unions adherents provoca una dissociacio d'aquests [revisat a [87]].

La fosforilaci6 en serines és un tema més complex. La funcié daquesta
fosforilacio ha eludit als investigadors durant molt de temps. Aquesta sembla ser
constitutiva i dependent de l'ancoratge de p120ctn a les unions adherents [108].
L'ancoratge de p120ctn als complexos incrementa la fosforilacio en la Thr310 i Ser916.
La mutacié d'aquestes dos residus conjuntament amb altres s'ha vist que afecta al
dinamisme de la E-cadherina a la membrana plasmatica, disminuint la velocitat del

recanvi d'aquesta; aquesta pero no afecta la unié E-cadherina/p120ctn [245].

En aquest treball mostra per primera vegada com una fosforilacié en Ser/Thr de
p120ctn, concretament en les Ser268/Ser269, té un efecte negatiu en la interaccio de
p120ctn amb E-cadherina, la proteina central de les unions adherents, inhibint la
formacio d'aquest complex [Figura 19 i Figura 21]. Aixi, s’ha observat com la
fosforilacio en el domini N-terminal de p120ctn per CK1 disminueix notablement la
capacitat d'aquesta proteina per unir E-cadherina. Aquesta fosforilacio reguladora s'ha
atribuit, utilitzant mutants puntuals i de delecio, a la regié 234-350 i concretament

involucrant les Ser268 i Ser269 [Figura 25 i Figura 30].
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La desfosforilacio del residu Ser268 s'ha relacionat amb una activacié de PKC
(component de la via no canonica de Wnt) [237], com també amb la utilitzacio
d'inhibidors generals de proteina quinases com la Staurosporina. Aquest inhibidor
provoca un enfortiment dels contactes entre cél-lules, que podria ser degut a la
modificacié d'innumerables substrats. Altres estudis han atribuit aquest enfortiment
de les unions a la fosforilacio per CK1 del domini citoplasmatic d'E-cadherina,
utilitzant com a inhibidor, un inhibidor selectiu de CK1 (1C261) [63].

En el nostre estudi sha utilitzat linhibidor selectiu de CK1, 1C261, per tal de
veure si la modificacio del residu Ser268 in vivo provocava un enfortiment d'aquestes
unions. S'ha observat que aquesta inhibicidé de CK1 correspon amb un increment en
l'associacio de p120ctn amb E-cadherina a la vegada que disminueixen els nivells de
Ser268 fosforilada [Figura 36]. Aquest tractament, a més, incrementa la formacio de
contactes en cél-lules de fenotip més mesenquimal [Figura 37]. Aquest efecte pero,
també podia ésser causat per la modificaci6 de la cua citoplasmatica de la E-

cadherina.

Per comprovar quin efecte tenia aquesta modificaci6 de les Ser268/Ser269 es
van transfectar els mutants puntuals en aquestes posicions en linies cel-lulars [Figura
33]. Dels dos utilitzats, el primer fou un doble mutant a alanina que impedia la
fosforilacio dels residus, mentre que laltre, al qual se li havien canviant els residus a
acid aspartic mimetitzava la fosforilacio. El bloqueig de la fosforilacié en aquests
residus incrementa ja lafinitat per E-cadherina, mentre que la construccié que
mimetitzava la forma fosforilada la disminueix. Aquest fet reforcava la hipotesi que
és la modificacio d'aquests residus, i no els de la cua citoplasmatica d'E-cadherina, la
responsable de la regulacio de la uni6 amb E-cadherina. A més, al fosforilar in vitro
l'extrem citoplasmatic d'E-cadherina amb CK1 no es van observat canvis d'interaccio
amb p120ctn [Figura 23].

El fet que aquests residus es trobin a la regié reguladora de p120ctn, i no situats
en el domini armadillo, per on interacciona amb E-cadherina [78], fa pensar que la
cua N-terminal de p120ctn podria estar interaccionant amb el domini armadillo i
regulant-ne la seva especificitat, tal com passa amb altres proteines amb dominis

armadillo, com B-catenina [29] i placoglobina [246]. Ha estat descrit anteriorment pel
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nostre grup que els extrems N- i C-terminals de B-catenina interaccionen amb el
domini armadillo central i regulen l'associacio dels diferents cofactors a aquest [31].
Molt possiblement p120ctn es comporta de manera similar i la fosforilacid en un

extrem de la proteina regula l'associacio de I'E-cadherina a un domini distant [111].

En analitzar els efectes de la fosforilacié de p120ctn per CK1 sobre la unio de
p120ctn a altres factors, hem vist com aquesta incrementa l'associacido de p120ctn
amb el repressor transcripcional Kaiso [Figura 21]. Kaiso és el primer cofactor nuclear
descrit de p120ctn. En iniciar aquest treball es sabia que aquesta repressio de Kaiso
era alliberada per la preséncia de p120ctn al nucli [99]. Aquesta capacitat de p120ctn
de facilitar l'expressié de gens, sha equiparat a la de B-catenina [119], el membre de
la familia de proteines armadillo més estudiat, que a més d'un paper estructural a les
unions adherents forma part de la via canonica de Wnt (veure introduccio) i és un

coactivador transcripcional.

S'ha demostrat en aquest estudi que la fosforilacidé en serines de p120ctn
incrementa la unid amb el repressor Kaiso. Sembla que part d'aquest increment és
degut a que la fosforilacio de p120ctn disminueix la afinitat per E-cadherina, i E-
cadherina competeix amb Kaiso per la unié a p120ctn [Figura 22]. En assaigs
d'interacci6 directa in vitro, sense presencia de E-cadherina, no hem vist canvis
destacables en la unié p120ctn/Kaiso un cop p120ctn ha estat fosforilada per CK1
[Figura 20]. No obstant, la fosforilacido del doble mutant de p120ctn S268A/S269A
bloqueja la inhibicio de la interaccié amb E-cadherina, pero no és capac de bloquejar
totalment lincrement en la unié p120ctn/Kaiso. Per tant la fosforilacié de p120ctn
per CK1, que té un paper positiu en la unié a Kaiso, no es pot atribuir exclusivament a
la fosforilacié de les Ser268/Ser269, sind que també podria haver-hi altres residus

implicats.

La falta de localitzacié de p120ctn a la membrana produeix una disminucié en la
fosforilacié en serines de p120ctn. Aquesta deslocalitzacié de p120ctn s’ha forcat
disminuint els nivells d'E-cadherina amb un shRNA especific. Aixo ha comportat que es
detectés una reduccio de la fosforilacio de la Ser268 de p120ctn. En aquest mateix
experiment es veia una major associacio de p120ctn/Kaiso, demostrant que p120ctn

no necessita de la fosforilacio per CK1 per tal d'unir Kaiso [Figura 60]. No podem
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descartar no obstant, un paper positiu d'aquesta fosforilacio en la unié p120ctn/Kaiso,

ja que en els assaig de pull-down es veu un increment en l'associacio.

Resumint, la fosforilacio de les serines 268-269 de p120ctn disminueix l'afinitat
d'aquesta per la E-cadherina i les unions adherents. Aquesta fosforilaci6 promou la
deslocalitzacié de p120ctn al citoplasma i la unié a Kaiso, canviant la seva funcio de
proteina estabilitzadora de les unions adherents, a promoure lexpressid de gens
retirant aquest repressor transcripcional del nucli. Aquest fet dona a la fosforilacié en
serines de p120ctn un paper en la regulacio dels contactes en les unions adherents.
Aquesta fosforilacié s'ha vist que afecta a la velocitat del moviment de les cadherines
cap a la membrana. Seria una bona opci6 analitzar si aquestes modificacions, a més
de controlar la uni6é a E-cadherina, afecten la uni6 de p120ctn amb les kinesines, ja
que p120ctn a través d'aquestes regulen el transport a la membrana d'E-cadherina
[80].

CK1¢, una Ser/Thr quinasa que fosforila p120ctn i en requla la seva funcio

La p120-catenina ha estat descrita com a bastida pel reclutament de quinases a
les unions adherents. S'ha vist que uneix quinases de la familia de Src com Fyn i Fer,
aixi com també la forma activada de Yes [65], entre d'altres (veure introduccid). Ens
plantejarem si CK1 podia unir directament p120ctn, o bé la trobavem associada a
altres proteines de les unions adherents. Algunes isoformes de CK1 ja s’havien estat

localitzat en aquests complexos d'adhesio [63].

S’ha trobat CK1e associada a p120ctn, pero no altres isoformes d'aquesta quinasa
[Figura 34]. A més, aquesta associacio és constitutiva. Hem observat com el
tractament de les céel-lules amb Wnt, que provoca una dissociacio de p120ctn de les
unions adherents, no afecta a la unié p120ctn/CK1e [Figura 40]. Aquest fet posa en
evidéncia que aquesta isoforma es troba reclutada als complexos de les unions

adherents a través de p120ctn.

En aquest treball s’ha mapejat la regio de p120ctn per on interacciona CK1e.
Aquesta es localitza entre els aminoacids 234-390 de p120ctn [Figura 35].
Curiosament, s'’ha observat que els fragments 1-350 i 350-911, els quals per separat no

uneixen CK1g, recuperen aquesta unio si han estat preincubats anteriorment. Aquest
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fet reforca la teoria que la cua N-terminal de p120ctn pot interaccionar amb el
domini armadillo, tal com havia suggerit el nostre grup anteriorment [111]. Al
interaccionar el domini armadillo de p120ctn amb el seu extrem N-terminal,

recuperaria el lloc d'interacciéo amb CK1e.

Aquesta quinasa ha resultat ser, a més, la responsable de la fosforilacio de la
Ser268 in vivo. Utilitzant un shRNA contra aquesta isoforma, per tal de reduir els
nivells de CK1e a la cél-lula, s'obté el mateix resultat que quan s'ha utilitzat l'inhibidor
de CK1, 1C261 [comparar Figura 36 i Figura 38]. La disminucio de la fosforilacié en la
Ser268 de p120ctn provoca una disminucio de la unié amb Kaiso, aixi com també
reforca la seva presencia a les unions adherents, augmentant lafinitat per E-

cadherina.

Hem trobat doncs que la p120-catenina és un nou substrat de CK1g in vivo. A
més, CK1e és una nova quinasa reclutada per p120ctn, que té un paper crucial en
l'estabilitat de les unions adherents al afectar directament la unié entre l'E-cadherina
i la p120ctn. A més, aquesta quinasa promou la funcié nuclear de p120ctn facilitant el

reclutament de Kaiso i l'alliberament de la repressio.

Wnt controla l'activitat repressora de Kaiso sobre Tcf4 a través de
p120ctn/CK1¢

La ruta de senyalitzacio de Wnt és una via complexa on les respostes que genera
poden ser diferents dins d'un mateix teixit. El punt central d'aquesta via és l'activacio
de la transcripcié de gens a través de la estabilitzacié de B-catenina. Aquesta uneix
Tcf4, alliberant-lo de Groucho i de la maquinaria de repressié transcripcional i
promovent l'expressio de gens regulats per B-catenina/Tcf4 (veure introduccid). Hi ha
autors que proposen que la interacciéo de p120ctn amb Kaiso podria contribuir a
l'activacio de gens de la via de Wnt [240, 242, 247].

El nostre treball mostra com l'activacié de la via de Wnt provoca la fosforilacio
de la Ser268 de p120ctn, promovent una disminucid de la unié a E-cadherina i un
increment de la unio a Kaiso [Figura 39]. Aquesta fosforilacio es produida per CK1e
[Figura 40], que es troba sota el control de Wnt. Hem descrit com l'estimulacio per

Wnt provoca un augment en lactivitat de la quinasa [Figura 41]. Aquesta quinasa
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conté un domini regulador autofosforilable que inhibeix la seva activitat bloquejant
l'accés del substrat al centre catalitic [210]. No se sap com s'activa CK1¢. Pensem que
Wnt podria induir algun canvi estructural en p120ctn que provocaria el desplacament
d'aquest domini autoregulador, deixant el centre catalitic lliure; ja que l'activitat de
CK1e és depenent de la presencia de p120ctn [Figura 61]. Una altra possibilitat és que
Wnt activés alguna fosfatasa present a les unions adherents. Es coneix que tant CK1e
com CK19, la isoforma de CK1 més propera, s'activen i regulen per fosfatases [212]
[211]. S'ha descrit fins i tot, que l'activitat de CK1¢ és promoguda per Wnt a través de
la modificacié del seu domini autoregulador; quinases amb aquest domini delecionat
s'escapen del control de Wnt [183]. Les dues son opcions viables que requeririen

posteriors estudis per aclarir-ho.

Seguint la localitzacio de p120ctn i Kaiso, s'ha vist com aquesta estimulacié per
Wnt3a en les céel-lules SW480 promou la deslocalitzacié de p120ctn de la membrana al
citosol que correlaciona amb una sortida de Kaiso del nucli [Figura 45 i Figura 46]. El
mateix comportament sha observat en una altra linia cel-lular de colon (HT29 Mé6)
[Figura 47]. L'export de Kaiso és depenent de la presencia de p120ctn i CK1g a la
cel-lula, la deplecio de qualsevol de les dues bloqueja la sortida de Kaiso del nucli

[Figura 48], i la deplecio de CK1¢ la localitzacié citoplasmatica de p120ctn.

Inicialment l'efecte desrepressor de p120ctn sobre els gens regulats per Kaiso ha
estat relacionat amb lhabilitat de p120ctn per alliberar Kaiso del DNA [117]. Sha
proposat que Kaiso pot unir directament caixes especifiques KCS i també seqiiencies
que contenen parells de dinucleotids CpG metilats. Aquesta uni6 de Kaiso a les
seqliencies KCS ha estat posada en entredit recentment. Treballs del grup del Dr.
Richard R. Meehan han posat de manifest que aquesta uni6 és un artefacte i no es
produeix en condicions experimentals més astringents [241], quedant en entredit els
articles publicats anteriorment. El grup del Dr. Meehan ha proposat un nou mecanisme
de l'activitat repressora de Kaiso, unint directament Tcf i bloquejant la unié de Tcf al
DNA [242].
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Figura 69:

Citoesguelet
d’Actina

B a-catenina
B B-catenina [] EPLUINA | | Kaiso
B pi20ctn [J ckie [ Tcf4

Model: Wnt a través de p120ctn/CK1e promou l'export nuclear
del Kaiso unit a Tcf4. A. En situacio basal trobem p120ctn/CK1e a
les unions adherents i Kaiso/Tcf4 al nucli. B. L'estimulacio de Wnt
provoca la activacio de CK1e. C. Aquesta quinasa fosforila p120ctn
en els residus 5268/5269. D. Aquesta fosforilacié provoca un canvi
d'afinitat de p120ctn, perdent la interacci6 amb E-cadherina i
guanyant-ne per Kaiso, produint una sortida d'aquest repressor del
nucli i permetent la unié del Tcf4 segrestat per Kaiso al DNA.
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Aquests estudis obren noves possibilitats. En el nostre treball, sense desmentir la
possible unio de Kaiso a les caixes KCS, s'ha explorat els efectes de p120ctn sobre la
unio Kaiso/Tcf4. Hem corroborat que la unio Kaiso/Tcf4 es produeix i a més que Kaiso
impedeix la uni6 de Tcf4 al DNA. També demostrem que aquesta unio Tcf4/Kaiso es
disromp per accio de p120ctn, recuperant aixi la unido de Tcf4 al DNA [Figura 49 i
Figura 53]. Hem vist que la dissociacio del complex Tcf4/Kaiso és promoguda Wnt, de
forma depenent de la presencia de p120ctn i CK1¢ [Figura 51 i Figura 52]. Dels nostres
resultats es pot despendre doncs que Wnt, a través de lacci6 de p120ctn/CK1e,
promou l'expressio de gens regulats per Kaiso, dissociant aquest factor de Tcf4.
Aquesta dissociacié permet a Tcf4 lassociacié al DNA i l'activacié transcripcional

promoguda per B-catenina (tal com mostra 'esquema de la Figura 69).

Aquest model obre nous interrogants. Té B-catenina algun efecte en el complex
Kaiso/Tcf4? Per altra banda, el Tcf4 segrestat per Kaiso no es troba reprimint
l'expressio de gens conjuntament amb Groucho, reclutant la maquinaria de repressio
genica. Té doncs aquest segrest de Tcf4 per part de Kaiso alguna funcié permetent
una expressio minima dels gens regulats per Tcf4? El fet que Kaiso segresti Tcf4 podria
tenir tant connotacions negatives com positives en l'activacié de gens, depenent del

context cel-lular.

Ja que Kaiso uneix tant Tcf4 com també parells de dinucleotids CpG metilats,
ens vam plantejar si la unio Tcf4/Kaiso i DNA/Kaiso es regula de la mateixa manera, a
través de p120ctn. Donat que Kaiso s'uneix a Tcf4 i al DNA a través de dominis
diferents [241, 242], podria ser que p120ctn regules ambdues fraccions de Kaiso de
manera diferencial. En les condicions on veiem alliberament de Kaiso/Tcf4 per
p120ctn, observem un increment d'associacio de Tcf4 amb el promotor Myc. No
obstant, no observem la dissociacié de Kaiso de les seqiiencies de DNA metilades
[Figura 54]. Per tant en els nostres experiments preliminars, p120ctn no és capac
d'alliberar Kaiso del DNA metilat.

Aquest resultat reobre una porta parcialment explorada, la regulacio diferencial
de Kaiso reprimint gens activats per B-catenina/Tcf4 (unint directament Tcf4), o bé
promotors que continguin dinucleotids CpG metilats (unint el DNA). Aquest fet

atribuiria a Kaiso la regulacié dels gens implicats a la via de Wnt a través de Tcf4 i
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p120ctn, i el diferenciaria del seu paper en els gens als quals s'uneix directament al
seu promotor a través de dinucleotids CpG metilats, les quals es troben
majoritariament en promotors de gens supressors de tumors [248, 249]. Els nostres
resultats preliminars indicarien que p120ctn no seria capa¢ de desplacar aquesta
segona fraccié de Kaiso unida al DNA metilat, explicant aixi perque la sobreexpressio
de p120ctn no és capac de promoure l'export nuclear de Kaiso en algunes linies

cel-lulars [Figura 44].

Com ja sha esmentat en la introduccio, shan publicat articles contradictoris
sobre la capacitat supressora de tumors de Kaiso. Estudis de xenografts en ratolins
demostren la desaparicio del Kaiso nuclear al implantar-los, trobant-lo només
localitzat al nucli en cultius cel-lulars a confluéncies baixes [120]. En aquests tumors
només es conserva el Kaiso nuclear en les cel-lules de la periferia del tumor,
considerades les més agressives. Els models murins Knock out per Kaiso son viables, la
deficiencia completa de Kaiso té un efecte negligible. A més, aquesta deficiéncia els
hi confereix una resistencia addicional a la formacié de tumors intestinals en models
com APCmin o Muc2 -/- [121]. Aquest fet contrasta amb la majoria d'estudis, aixi com

en el fet que el Knock out de Kaiso és letal en organismes com Xenopus [122].

Per tal d'explicar aquestes diferéncies es pot recorrer a dos homolegs de Kaiso
trobats en mamifers. ZBTB38 i ZBTB4 comparteixen afinitat per les mateixes
sequiencies d'unié al DNA que Kaiso, ambdds unint seqliencies CpG metilades i ZBTB4,
a més, unint la caixa KCS; aquests pero, no uneixen p120ctn [250]. Aix0 podria
explicar la resisténcia a la formacio de tumors, ja que p120ctn no podria alliberar el
seu efecte repressor; al no poder ser retirats per p120ctn, podrien continuar

mitjancant la repressio de gens en aquests models murins Knock out per Kaiso.

La incapacitat de p120ctn dalliberar el Kaiso unit a les seqiiéncies CpG
metilades també podria explicar aquest efecte de resistencia a la formacio de tumors
observat en els models murins, ja que els gens on les trobem son, en molts casos,
gens supressors de tumors. L'altre fet important a destacar és la regulacio prévia
necessaria per la repressio mitjancada per Kaiso sobre aquest conjunt de gens. Aquest
factor només pot unir les caixes CpG metilades, hi ha doncs una regulacié per

metilacio previa en el DNA per tal que Kaiso pugui actuar sobre aquestes caixes [249].
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Ha estat descrit per Kaiso també un paper positiu en l'activacio de gens, com en
el cas de la Rapsina [116]. Aquest fet, junt amb els resultats d'un treball molt recent
on s’ha vist que el Knock out de Kaiso bloqueja l'expressio de gens regulats per Wnt
[251], proposen per aquest factor transcripcional un paper dual, en lactivacio i
repressio de gens a la vegada. Segons aquests autors, l'activitat de Kaiso depen dels
nivells cel-lulars de Kaiso. Tant la sobreexpressiéo com la supressio d'aquest repressor
conduirien a linhibicio dels gens regulats per Tcf4; mentre que nivells intermedis de
Kaiso, conjuntament amb una estimulacio per Wnt, provocaria un augment de

l'activitat transcripcional B-catenina/Tcf4.
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Figura 70: p120ctn controla de forma diferent el Kaiso unit a Tcf4 o
directament al DNA. A. En abséncia de p120ctn podem trobar
Kaiso unit a Tcf4 prevenint la seva unio al DNA, o directament unit
a seqiiencies CpG metilades. B. P120ctn té la capacitat d'alliberar
el Tcf4 unit a Kaiso permetent de nou la seva interaccié amb el
DNA, pero no és capa¢ de retirar el Kaiso unit a motius CpG
metilats.

Tot plegat, satribueix a Kaiso un paper complex i enigmatic. Per una banda,
apareix una nova manera de regular lactivitat transcripcional de gens de la via de
Wnt a través de la interaccié de Kaiso amb Tcf4, i no per unié directa al DNA com es

pensava fins ara. Per laltre, trobem una dualitat en la funcio dels gens regulats per
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Kaiso, i una incapacitat de p120ctn per alliberar la repressiéo del subgrup regulat a
través de motius CpG metilats (representat esquematicament a la Figura 70). Aquests
fets impliquen una separacid més gran de les dues branques d'actuaciéo de Kaiso,
depenent de si la repressio de gens es duta a terme a través de la interaccio a Tcf4 o
de la unid directa al DNA, i la necessitat de nous estudis per clarificar la funcio

d'aquesta dualitat.

E-cadherina/p120ctn/CK1c son elements essencials que participen en

I'activacio de la via de Wnt

L'activacid de la ruta de senyalitzacio de Wnt ha estat ampliament estudiada. La
unioé de Wnt als seus receptors Fz i LRP5/6 causa un increment d'afinitat per Dvl a la
membrana, creant-se un lloc d'ancoratge per Axina-GSK3B en el complex. Aquesta
quinasa inicia la fosforilaci6 sobre LRP5/6 que és continuada per CK1y. Aquesta
fosforilacio sobre LRP5/6 crea llocs d'unio per noves molécules d'’Axina a la vegada
que inhibeix la GSK3B present a la membrana inhibint el complex de degradacio de B-

catenina (veure introduccio).

En aquest treball es mostra per primera vegada com E-cadherina forma part
d'aquest complex, unida al coreceptor LRP6. Recentment ha estat descrit que N-
cadherina uneix també LRP6 [243]. Aquesta associacié entre E-cadherina i LRP6 es
produiria en absencia d'estimulacio per Wnt [Figura 55]. Trobem també en aquest
complex CK1e i p120ctn (representat a la Figura 71). Al produir-se l'estimulacié per
Wnt aquest complex es dissocia, LRP6 i E-cadherina perden la seva interaccio i
p120ctn/CK1e s'alliberarien al citoplasma on es veu incrementada la seva unid a Kaiso
[Figura 56]. Aquesta dissociacido del complex E-cadherina/LRP6 es produeix per la
fosforilacio per part de CK1e del domini citoplasmatic de U'E-cadherina [Figura 57 i
Figura 58].

Els assaigs realitzats demostren que la interaccio entre LRP6 i el complex de les
unions adherents es realitza a través dE-cadherina; p120ctn/CK1e es troben
ancorades al complex a través de E-cadherina i no afecten a la unid entre les dues
proteines transmembrana (E-cadherina i LRP6) en cel:lules no estimulades [Figura 59].

La disminucié dels nivells de E-cadherina impedeix la formacio d'aquest complex. A la
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vegada, aquesta disminucio localitza p120ctn/CK1e al citoplasma degut a la falta
d'ancoratge a la membrana. Aquest fet deixa a p120ctn insensible a l'activacié per
Wnt i permanentment unida a Kaiso [Figura 60]. Es demostra doncs que la funcio de

p120ctn es regula a nivell de membrana.
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Figura 71: Complexos de les unions adherents en abséncia d'estimulacié de
Wnt. El coreceptor de Wnt LRP6 es troba unit al complex de les
unions adherents.

En la fase coneguda com iniciacio de l'activaci6 del la senyalitzacié per Wnt, on
es recluten les primeres quinases al complex de recepcio del senyal, esta en discussio
i hi ha molts aspectes per clarificar. La versi6 més acceptada és que la unid dels
receptors provoca el reclutament de Dvl al complex, creant-se un lloc d'unié per
Axina. L'Axina reclutada ve acompanyada de GSK3B que inicia la fosforilacié dels
motius PPPSPxS de LRP5/6, que continua CK1y. Aquesta fosforilacié crea més llocs
d'uni6 per Axina-GSK3B. Es passaria aixi a la fase d'extensio, on més molecules d'Axina
son reclutades a la membrana i uneixen els dominis PPPSP fosforilats de LRP5/6. De

forma paral-lela aquesta activacié provocaria la fosforilaci6 de Dvl per CKig,
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augmentant l'afinitat de Dvl per FRAT/GBP [184].

Aquest treball demostra que p120ctn/CK1e son components essencials d'aquesta
ruta. La disminucié dels nivells de qualsevol de les dues bloqueja la fosforilacié de Dvl
[Figura 62], un pas necessari per a la transmissio de la senyal de Wnt. La disminucio
de qualsevol d'aquests dos factors també afecta l'estabilitzacié i acumulacié nuclear
de B-catenina [Figura 66]. Cal senyalar a més, que p120ctn no només te un paper
situant CK1¢ a les unions adherents, sin6 que també participa participa en l'activacio
d'aquesta quinasa. L'abséncia de p120ctn produeix una reduccié de lactivitat

d'aquesta quinasa in vitro [Figura 61].

Hem observat com la formacié dels complexos de les unions adherents és
necessaria per a l'activacio de la ruta de Wnt. La disrupcié d'aquests utilitzant un
shRNA contra E-cadherina bloqueja l'associacié de Dvl amb Fz/LRP6, a la vegada que
es bloqueja la seva fosforilacié [Figura 63]. Si tenim en compte que la falta de
p120ctn o d'E-cadherina bloqueja la fosforilacio de Dvl de la mateixa manera que
veiem en deplecionar les cel-lules per CK1e [183], podem dir que la formacio del
complex E-cadherina/p120ctn és un element critic per la activacié d'aquesta quinasa

causada per Wnt.

Quan s‘immunoprecipita LRP6 s'observa com Dvl i p120ctn coprecipiten a la
vegada amb aquest coreceptor [Figura 63]. Quan Dvl es segueix a temps curts veiem
que aquest es troba amb p120ctn entre 15'-30" després de l'estimulacio. En aquests
punts Dvl conté més quantitat de CK1¢ associada i aquesta és més activa [Figura 64 i
Figura 65]. Suposem que aquest increment de CK1e és degut a la presencia de
p120ctn/CK1e al complex. En aquest mateix interval de temps es produeix la
fosforilacio de Dvl que detectem pel retardament electroforetic d'aquesta proteina.
Aquest efecte és depenent de p120ctn; en cél-lules on els nivells d'aquesta catenina
han estat reduits per la utilitzacio d'un shRNA especific contra aquesta no es detecta
cap augment en la quantitat de CK1e associada a Dvl, ni tampoc el retardament
electroforétic d'aquesta [Figura 64]. A més, en absencia de p120ctn, la CK1¢ associada
a Dvl és menys activa [Figura 65]. En punts posteriors als 30' veiem com p120ctn s'ha
dissociat de Dvl [Figura 64].
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Figura 72: Dvl i Axina/GSK3 son reclutats a la membrana. A. La uni6 de Wnt
als seus coreceptors Fz/LRP6 produiria el reclutament de Dvl a la
membrana plasmatica. B. La associaci6 de Dvl al complex de
recepcio de Wnt crea un lloc d'unié a Axina, reclutant aquesta a la
membrana plasmatica juntament amb altres membres del complex
de degradacid de B-catenina com GSK3B.

Aquest treball proposa la inclusio de més elements en l'activacié de la via de
senyalitzacié de Wnt. Inicialment el coreceptor de Wnt LRP6 es troba unit a E-

cadherina i al complex de les unions adherents, incloent p120ctn/CK1¢ (representat a
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la Figura 71). En produir-se lestimulacido per Wnt, LRP6 i Fz s'unirien formant el
complex Wnt/Fz/LRP6. La nostra hipotesi és basa en que després de la formacio del
complex Wnt/Fz/LRP6 aquest continua ancorat a les unions adherents, on trobariem
p120ctn/CK1e en un estat inactiu. Aquesta quinasa esdevindria activa per un canvi
conformacional, que alliberés el seu centre catalitic del bloqueig realitzat pel seu
domini autoregulador, o per lactivacido d'una serina/treonina fosfatasa. Aquesta es
podria trobar inactiva en el mateix complex i esdevindria activa després de
l'estimulacio per Wnt, o es reclutaria en les primeres fases. Aixo passaria en els 15
primers minuts, coincidint amb larribada de Dvl a la membrana. Axina/GSK3B es
reclutaria posteriorment al crear Dvl un lloc d'ancoratge a la membrana (representat

en la Figura 72).

Dvl seria fosforilat per p120ctn/CK1g; hem observat que la quantitat de CK1e
associada a Dvl quan p120ctn no és present, és menor i menys activa. No descartem
que si hi ha una fosfatasa involucrada en l'activacié de CK1e aquesta també activi la
quinasa que es troba unida a Dvl de forma constitutiva. A la vegada, p120ctn/CK1e
fosforilaria el domini citoplasmatic d'E-cadherina, separant els dos complexos al
bloquejar aquesta fosforilacié la uni6 a LRP6. Aquesta fosforilacié en serines del
domini citoplasmatic d'E-cadherina contribuiria a lincrement de la B-catenina lliure
[63]. p120ctn seria fosforilada també per CK1e i salliberaria de la E-cadherina,
podent realitzar llavors la retirada del Kaiso nuclear unit a Tcf4 (representat en la
Figura 73).

L'associacié entre p120ctn i Dvl pot estar mitjancada per Frodo, una proteina
coneguda per interaccionar a la vegada amb ambdues. A Frodo se li atribueix la funcio
dincrementar lestabilitat de p120ctn al citoplasma. No sabem si aquesta proteina
intervé en aquest punt, pero Frodo ha estat relacionat amb un increment de la

retirada del Kaiso nuclear per part de p120ctn, facilitant aquest procés [240].

Com sha esmentat anteriorment, s’ha anomenat fase d'iniciacio a aquest
reclutament de quinases al complex de recepcio del senyal. Aquesta Axina reclutada
ve acompanyada de GSK3B que inicia la fosforilacié dels motius PPPSPxS que continua
CK1y. En aquest punt és on es produiria la fase d'extensio, els dominis PPPSPxS

fosforilats atraurien més Axina/GSK3B. Aquesta s'ancoraria als complexos de la
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membrana i formaria, junt amb Dvl, els feixos paral-lels a la membrana plasmatica

anomenats signalosomes [177].

d'Actina

Figura 73: Les proteines dels complexos son fosforilades per CK1 i GSK3. A.
Al activar-se CK1e aquesta fosforila E-cadherina separant-els
complexos d'adhesio del complex Fz/LRP6. B. p120ctn i B-catenina
es separen dels complexos d'adhesio degut a la fosforilacié de CK1e
sobre p120ctn i el domini citoplasmatic de E-cadherina
respectivament. GSK3B i CK1y fosforilen el domini citoplasmatic de
LRP6 creant nous llocs d'ancoratge per Axina. Dvl també resulta
fosforilat per CK1g; aquesta fosforilacio sha vist que incrementa
l'afinitat de FRAT per Dvl.
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En aquest punt es creu que el complex de degradacié de B-catenina estaria ja
completament inactiu. S'ha correlacionat la inhibici6 de GSK3B amb la conservacio
dels motius PPPSPxP del coreceptor LRP6, i sha descrit que aquests dominis fosforilats
tenen la capacitat d'inhibir la GSK3B reclutada a la membrana plasmatica [180, 181].
Un mecanisme paral-lel per inactivar la GSK3B podria ser el reclutament de FRAT/GBP
a la membrana per part de Dvl, que un cop ha estat fosforilat per CK1 incrementa
lafinitat per aquest inhibidor de GSK3 [184]. Aixi doncs aquest reclutament de
Dvl/FRAT al complex de degradacié podria produir-se a la mateixa membrana

plasmatica (representat en la Figura 74).

La CK1e també s'ha vist implicada en la regulacio del complex de degradacié de
B-catenina. La fosforilaci6 de membres del complex (APC, Axina, i B-catenina) per
aquesta quinasa causa la dissociacid d'aquest, especialment dissociant la fosfatasa
PP2A [252]. La desfosforilacié causada per PP2A té la funcié oposada, mantenir els
membres d'aquest complex units per desfosforilacié d'algun dels components [148]
[253]. No es coneix amb detall quins membres del complex son els substrats
d'aquestes desfosforilacions. El reclutament d'Axina a la membrana plasmatica en
activar-se Wnt, podria causar la desestabilitzacio del complex de degradacié de B-
catenina. Per tal de veure aixo caldria estudiar la fosforilacio de l'Axina unida a LRP6 i
si es manté la integritat del complex de degradacié un cop reclutada a la membrana.
També sha descrit PP1 unida a Axina, la desfosforilacio l'Axina per PP1 provoca
l'alliberament de GSK3B del complex de degradacio [150].

El model proposat en el nostre treball és novedods ja que proposa que una fraccio
dels complexos de les unions adherents es troba unida al complex de recepcio del
senyal de Wnt. L'activacio per Wnt provocaria, a més de l'estabilitzacié de B-catenina
al citoplasma, lalliberament de la B-catenina present a la fraccio de complexos
d'adhesié que interaccionen amb el complex de recepci6 de Wnt. A més,
lalliberament simultani de p120ctn provocaria una resposta doble al nucli; retirar el
repressor transcripcional Kaiso unit a Tcf4 i facilitar la translocacioé de B-catenina per

promoure l'expressio dels gens regulats per Tcf4/B-catenina.
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Figura 74: Formacio6 dels signalosomes i inhibicié de GSK38. La inhibicio de
GSK3B es produiria, segons els models establerts, pel seu
reclutament a la membrana per part d'Axina. Aquest fet la posaria
en contacte amb els dominis citoplasmatics fosforilats de LRP6 i
FRAT; a ambdues proteines se'ls hi ha atribuit efectes inhibidors
sobre aquesta quinasa.

La idea de trobar una fraccio del complex de les unions adherents unida a un
altre complex multiproteic de membrana ja ha estat demostrada pel complex y-
secretasa [254]. En aquest cas p120ctn uneix Nicastina, un dels membres d'aquest
complex. A p120ctn ja se li ha atribuit un paper protegint U'E-cadherina de la
proteolisi provocada per aquest complex [57]. Cal replantejar pero, si és p120ctn la
que regula l'activitat d'aquest complex sobre E-cadherina. Al fragment citoplasmatic
de les cadherines proteolitzades pel complex y-secretasa se'ls hi ha atribuit un paper
senyalitzador al nucli [255, 256]. Algun autor veu lentrada al nucli del fragment
citosolic d'E-cadherina enllacat amb un increment de la entrada de p120ctn i una
desrepressio de lactivitat mitjancada per Kaiso [257]. Aquests autors pero descriuen
una associacié cooperativa p120ctn/CTF2/Kaiso (Cadherin Terminal Fragment 2), i els
nostres resultats indiquen una competicié entre aquestes dues proteines per p120ctn
[Figura 19].

La p120-catenina és una proteina pleiotropica a la qual se li atribueixen noves

funcions dia a dia. En el nostre treball se li atribueix una nova funcié com a
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component essencial de la ruta de Wnt junt amb CK1g, imprescindible en la iniciacio
de la transmissio del senyal de Wnt. A la vegada sha contribuit a clarificar com es
produeix la regulacié de la interaccid p120ctn/Kaiso, lligant-la a l'activacio de gens de
la via canonica de Wnt, ja que la p120ctn que s‘allibera de la membrana disromp la
unié de Kaiso amb Tcf4, retirant la inhibicié de Kaiso sobre aquest factor i restablint
l'ancoratge de Tcf4 al DNA.
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Conclusions

CONCLUSIONS

. La p120-catenina es fosforila per CK1e en les Ser268/Ser269. Aquesta

fosforilacid bloqueja la uni6 amb U'E-cadherina, a la vegada que incrementa la

unio amb el repressor transcripcional Kaiso.

. La quinasa CK1e interacciona de forma constitutiva amb p120ctn entre els

residus 234-390.

. L'estimulacié per Wnt3a activa CK1e i promou la fosforilacio de la Ser268 de

p120ctn, disminuint la interacci6 de p120ctn amb E-cadherina. p120ctn es
deslocalitza de la membrana al citoplasma i promou l'export nuclear del Kaiso
unit a Tcf4, alliberant aixi la repressido de Kaiso sobre Tcf4 i permetent la unio
de Tcf4 al DNA. p120ctn no modifica la unié de Kaiso al DNA metilat.

E-cadherina/p120ctn/CK1e interaccionen amb el coreceptor de Wnt, LRPé.
L'associacio del complex de les unions adherents amb LRP6 es realitza a través
d'E-cadherina. La pérdua d'E-cadherina causa una localitzacié aberrant de

p120ctn al citoplasma, insensibilitzant-la a 'estimul de Wnt.

. La dissociacié de la unié E-cadherina/LRP6 és promoguda per Wnt en un procés

dependent de p120ctn i de CK1e. p120ctn és necessaria per a l'activacié de
CK1g, i la fosforilacié del domini intracel-lular de l'E-cadherina per CK1 provoca

la perdua d'interaccio amb LRP6.

. En cel-lules deficients per p120ctn o CK1e es bloqueja la fosforilacio de Dvl i

l'estabilitzacio dels nivells de B-catenina, dos esdeveniments imprescindibles

per l'activacio de la via canonica de Wnt.
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VI. MATERIALS I METODES

1. Organismes i condicions de cultiu
1.1. Cultius bacterians

1.1.1. Soques bacterianes

En aquest treball s'utilitzen diferents soques segons si es vol obtenir DNA o

proteina:

Per obtenir DNA utilitzem la soca DH5a de E. Coli.

Genotip: fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAtl relAt
endA1 thi-1 hsdR17

Per obtenir proteina recombinant amb alta eficiencia utilitzem la soca E. coli
BL21 DE3 RIL. S'han de mantenir amb cloramfenicol per conservar els plasmidis
que contenen.

Genotip: B F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU ileY leuW

Camr]

(Conté tRNA: ArgU (AGA, AGG), ileY (AUA), leuW (CUA) clonats dins pACYC184)

1.1.2. Medi de cultiu bacteria

Pel creixement de la soca bacteriana varem utilitzar LB (Luria Broth), un medi
ric, en forma liquida o solida (LB i LB-Agar respectivament). El medi s’esterilitza amb
un autoclau (121°C, 20 min). Per la seleccidé dels bacteris transformats s’afegeix
antibiotic al medi, a una concentracio final depenent de l'antibiotic a utilitzar (veure
Taula 1).

En el cas del medi solid, s'ha d’afegir ’antibiotic un cop aquest s'ha autoclavat i
quan la temperatura del medi es inferior als 50°C per evitar-ne la degradacio.
Immediatament s’aboca sobre plaques de Petri en ambient esteril, i es deixa

solidificar en aquesta mateixa atmosfera (sota flama o campana de flux laminar).
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S’emmagatzema a 4°C fins a tres mesos.

LB
Ampicil-lina 150 mg/L
Kanamicina 30 mg/L
Cloramfenicol 50 mg/L

Taula 1: Concentracio d'antibiotics en medi LB

Les condicions per fer el cultiu de bacteris en LB son 37°C sense agitacio pel
medi solid, i amb agitaci6 en medi liquid (110-220 rpm). Les condicions
d’emmagatzemament de les colonies un cop transformades son a 4°C durant 4-6
setmanes per medi solid, i d’anys a -80°C pel medi liquid complementat amb 15%

glicerol.
LB: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, pH 7,0
LB-Agar: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, 1,5%
d’agar, pH 7,0

1.1.3. Preparacio de céllules competents

Protocol cél-lules ultracompetents [258]

Per preparar les cel-lules competents es fa una estria en plaques de LB-Agar del
glicerinat stock de bacteris i es deixa créixer 16h a 37°C. Un cop crescudes, es pica
una colonia que es deixa créixer 12h a 37°C/220 rpm en 5 ml de medi LB.
Seguidament, s’inoculen 2 ml dels bacteris en 250 ml de medi SOB i es creix a 18°C

fins a absorbancia optica a 600 nm de 0,6 (12-24h).

En aquest punt les cel-lules es mantenen en gel 10" i seguidament es
centrifuguen 10" a 2500 xg/4°C. Es resuspenen les cél-lules amb cura en 80 ml de TB
fred, mantenint-les en gel 10' més. Es centrifuguen 10" a 2500 xg/4°C i resuspenen en
20 ml de TB fred. Per Gltim s’afegeix dimetilsulfoxid (DMSO; Sigma) a concentracio
final del 7% i es mantenen en gel 10'. Es fan aliquotes de 250 ul abans de congelar en

nitrogen liquid i emmagatzemar a -80°C.
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LB: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, pH 7,0

LB-Agar: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, 1,5%
d’agar, pH 7,0

SOB: 2% p/v bacto-triptona, 0,5% p/v extracte de llevat, 150 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10
mM MgClz2, 10 mM MgSQO4, pH 6,7-7,0

TB: 10 mM Pipes, 55 mM MnClz2, 15 mM CaClz, 250 mM KCl, ajustar el pH a 6,7 abans

d’afegir el MnCl2, esterilitzat per filtracio

Protocol amb RbCl2

Aquest protocol presenta menys eficiencia que l'anterior, pero és molt més rapid
i ideal per passar les construccions de soques utilitzades pel clonatge del DNA, com
les DH5a, a soques utilitzades per la produccié de proteina recombinant, les Bl21. Es
recomanable utilitzar cel-lules competents Bl21 fresques per fer els stocks a partir

dels quals produirem les proteines recombinants.

Per preparar les cel-lules competents es fa una estria en plaques de LB-Agar del
glicerinat stock de bacteris i es deixa créixer 16h a 37°C. Un cop crescudes, es pica
una colonia que es deixa créixer 12h a 37°C/220 rpm en 5 ml de medi LB.
Seguidament, s’inoculen 2 ml dels bacteris en 50 ml de medi LB i es creix a 37°C fins a

absorbancia optica a 600 nm de 0,3-0,5.

Es recull la suspensio de cél-lules i es manté en gel 10-15'. Seguidament es
centrifuguen 5 a 3000 rpm/4°C i el precipitat es resuspen amb cura fins a obtenir un
aspecte homogeni amb 4 ml de Tampé 1. S'afegeixen 12 ml més de Tampd 1 i es deixa
15" en gel (1/3 volum inicial de cultiu). Finalment es centrifuga 5 a 3000 rpm/4°C i es
resuspen amb cura en 4 ml de Tamp6 2 (1/12'5 del volum inicial). En tot moment s'ha

de mantenir les céel-lules a 4°C.

S'utilitzen directament per transformar el DNA, o bé les aliquotem en eppendorfs
que préeviament hem reservat a 4°C en volums de 250 pl, guardant-les posteriorment a
-80°C.

LB: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, pH 7,0

LB-Agar: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, 1,5%

d’agar, pH 7,0

Tamp61: 100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2.4H,0, 35 mM Acetat de Potassi pH 7,5, 10 mM
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120

CaCl2.2H20, 15% (p/v) glicerol, ajustar amb acid acetic 0,2 M a pH 5,8 i esterilitzar
per filtracio utilitzant filtres de 0,22 pm
Tampé 2: 10 mM MOPS pH 6,8, 10 mM RbClz2, 75 mM CaCl2.2H20, 15% (p/v) glicerol,

ajustar amb NaOH fins a pH 6,8 i esterilitzar per filtracio utilitzant filtres de 0,22 pm

1.2. Linies cel-lulars eucariotes

1.2.1. Linies cellulars utilitzades

SW480/SW480 shRNA-p120ctn: Linia cel-lular humana d'adenocarcinoma de
colon. Es troben en estadi tumoral Duke's B. Tenen un fenotip epitelial i creixen
en adherencia. Presenten una mutacié en el gen APC (adenomatous polyposis
coli) que provoca una acumulacié de B-catenina. Les shRNA-p120ctn son clons
estables seleccionats on s'ha integrat un plasmidi codificant un shRNA especific
contra aquesta proteina. Aquests clons han estat generats al laboratori del Dr.
Eduard Batlle.

NIH3T3: Linia cel-lular embrionaria de ratoli. Fenotip fibroblastic i creixement

en adherencia.

HEK-293T: Linia cel-lular humana embrionaria de ronyo. Tenen un fenotip

epitelial i creixen en adhesio. Han estat transformades amb ['Adenovirus 5.

L-Cells/L-Cells Wnt3a: Linies cel-lulars derivades de la linia L-M(TK-) Cells,
procedents teixit connectiu subcutani de ratoli. Tenen un fenotip fibroblastic i
creixen en adhesio. Les Wnt3a son clons estables seleccionats on s'ha integrat

un plasmidi codificant per aquest factor.

HT29 Mé: Linia cel-lular humana d'adenocarcinoma de colon. Tenen un fenotip

epitelial i creixen en adherencia.
IEC-18: Linia cel-lular d'ili de rata. De fenotip epitelial i creixement adherent.

HCT-116: Linia cel-lular humana de carcinoma de colon. Cel:-lules amb fenotip
epitelial i de creixement adherent.
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Figura 75: Principals linies cel-lulars utilitzades en aquest treball.

1.2.2. Manteniment dels cultius cellulars

Les diferents linies cel-lulars es mantenen amb D-MEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Reactiva) amb 10% de serum de fetus bovi (Fetal Calf Serum, FCS)
(Biological Industries) en flascons T-30/75. Aquest medi és complementat amb piruvat
sodic, glutamina, aminoacids no essencials i penicil-lina/estreptomicina com a

antibiotics (Promega, Gibco, Reactiva). Es creixen les cel-lules a 37°C amb 5% de CO,.

Quan les cél-lules arriben a la confluéencia, s'elimina el medi rentant amb PBS i
es tracten amb PBS-tripsina/EDTA uns 5' (Gibco). Es recullen les cel-lules en suspensid
en un flasco i s'elimina la tripsina del medi centrifugant 5 a 900 rpm i decantant el
sobrenedant. Les cél-lules es resuspenen en medi fresc i es sembra una aliquota en un
flasco.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM NazHPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)
PBS-tripsina/EDTA: 0,5 mg/ml tripsina, 0,2 mg/ml EDTA.4Na, 140 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

1.2.3. Recompte de céllules

Per determinar el nombre de cél-lules que conté la suspensidé un cop
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tripsinitzada, s’utilitza un microscopi optic i una cambra de Neubauer. Aquesta
cambra ens permet comptabilitat les cél-lules presents en una suspensio i calcular la
concentracio de cél-lules que tenim. S’addiciona Trypan Blue (Sigma) a la barreja de
la camera per controlar la integritat de les cel-lules, descartant sempre els cultius
que presenten tincions positives superiors al 5%.
Trypan Blue-PBS: 0,4% (p/v) Trypan-Blue, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM
NazHPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

1.2.4. Congelacié/descongelacié/emmagatzemament

Per conservar les cel-lules durant un periode llarg de temps, es resuspenen de 2-
5.106 céel-lules en 900 pl de D-MEM + 10% FCS i es posen en un criotub, on préviament
hem introduit 100 pl de DMSO. El criotub es congela en un Cryo 1°C Freezing
Container (NALGENE™) omplert amb isopropanol dins d'un congelador de -80°C,
permetent una disminucié gradual de -1°C/min. de la temperatura fins a -80°C.

Finalment es dipositen en un banc de nitrogen liquid.

Per la descongelacié de la linia cel-lular, un cop extreta del banc de nitrogen
liquid, aquesta es posa en un bany a 37°C per arribar rapidament a aquesta
temperatura. Quant el medi esta gairebé descongelat es recull i dilueix en 10 ml D-
MEM + 10% FCS. Aquest es centrifuga i decanta per eliminar el DMSO, es resuspén i

sembra el sediment restant en un flasco.

1.2.5. Seleccio de linies cellulars

Algunes de les linies cel-lulars utilitzades contenen plasmidis que els hi
confereixen caracteristiques especials que volem conservar. Aquest plasmidis
contenen el gen de resistencia a un antibiotic concret. Per tal de mantenir la poblacio
que expressa el plasmidi com a poblacid majoritaria s'ha afegit al medi l'antibiotic

necessari en les concentracions adequades (Taula 2).

Per aconseguir una expressioé uniforme d'una construccio transfectada de forma
transitoria en una linia cel-lular també s'’ha utilitzat la seleccié per antibiotics. Sha
transfectat un plasmidi que, a més d'expressar la nostra proteina, codifica una

resistencia a un antibiotic de seleccié. En aquest cas, un cop passades 24h de la
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transfeccio, s'ha afegit l'antibiotic al medi; afegint-lo també en una placa control
sense transfectar. Quan les ceél-lules de la placa control han mort a causa de
l'antibiotic, s'ha assumit que la poblacio restant en la placa transfectada expressava la
construccio d'interés i sha procedit a realitzar els diferents experiment amb les

plaques transfectades.

D-MEM
G418 0,4 pg/ml
Puromicina 1 pg/ml
Puromicina (seleccioé de 2-4 pg/ml
poblacions transfectades)

Taula 2: Concentracio d'antibiotics en cultiu cel-lular per seleccio.

1.2.6. Obtencio de medi condicionat amb \X¥/nt3a

Aquest medi condicionat, aixi com el seu control, s'han obtingut de L-cells Wnt3a
i L-cells parentals. El manteniment de la linia cel-lular s'’ha realitzat en condicions
normals, afegint seleccid de puromicina en les L-cells Wnt3a per tal de mantenir la

expressid d'aquesta caracteristica.

Per obtenir el medi es sembra una desena part de les cel-lules en suspensio en
plaques de petri, sense antibiotic de seleccié per no afectar a les cél-lules que volem
estimular amb el medi condicionat posteriorment. Al cap de 4 dies es recull el
sobrenedant de les plaques (1er lot) i es substitueix per medi fresc . Al cap de 3 dies
es recull el sobrenedant (2on lot). S'eliminen les cél-lules sembrades en aquestes
plaques ja que han crescut massa i ja no son Gtils. Els dos lots es centrifuguen per
eliminar les particules cel-lulars que s’hagin després del cultiu i s'ajunten. Aquest

medi es pot guardar a 4°C durant setmanes, o a -20°C durant mesos.
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2. Meétodes d'obtencio, manipulacio i analisis del DNA

2.1. Técniques d'obtencié de DNA plasmidic

2.1.1. Transformacio

Utilitzem una soca adequada dE. coli competent (acabades de preparar o
descongelades lentament a 4°C a partir d’aliquotes mantingudes a -80°C; apartat
1.1.3). Es barregen 0,1 ml de bacteris competents amb el DNA en ambient estéril, i es
deixa 30" a 4°C. Seguidament es procedeix a fer un xoc térmic posant els bacteris 1'
30" a 42 °C, seguit de 2" a 4°C. S'afegeix 0,9 ml de LB (sense antibiotic) i s’incuba 1h a
37°C/220 rpm per permetre que els bacteris desenvolupin la resistencia a l’antibiotic
que hem incorporat amb el vector. Passat el temps es centrifuga 5 a 3000 rpm per
descartar volum de medi, i es sembra el sediment (uns 100 ul) sobre plaques de LB-

Agar + antibiotic, que s’incuba a 37°C 16h.

Cada colonia aillada que s'obté prové d’una sola E. coli que ha incorporat el
vector, ja que ha guanyat la resisténcia a antibiotic. Es pot comprovar la colonia
mitjancant una digesti6 amb enzims de restriccid i posterior electroforesis en gel
d’agarosa, comprovant la mida de linsert (Veure apartat 2.2.2. ).

LB: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, pH 7,0
LB-Agar: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, 1,5%
d’agar, pH 7,0

2.1.2. Extraccio del DNA plasmidic

A partir d’un cultiu liquid saturat de bacteris, podem aillar el seu DNA plasmidic
per ser digerit, subclonat, transformat o transfectat. En aquest treball per obtenir
aquest DNA, amb diferents graus de puresa i rendiment, shan utilitzat els kits
comercials WizardR Plus SV Minipreps (Promega) o Maxipreps (Quiagene) seguint les

seves instruccions.
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2.2. Teécniques de modificacio del DNA

2.2.1. Esquema basic

El primer pas per expressar proteines recombinants, tant en cél-lules procariotes
com en eucariotes, és obtenir un DNA que puguem utilitzar per a les varies aplicacions
experimentals. Cal doncs dissenyar plasmidis adequats per a aquestes aplicacions que

continguin el DNA del gen d'interes.

Aquest fragment de DNA es pot obtenir de varies maneres, en aquest treball
shan obtingut a partir de subclonatges daltres vectors o modificacions en

construccions ja existents. Es segueix el seglient esquema general:
1. Alliberacio del gen del vector original
- Digestio/PCR
2. Preparacio del fragment de DNA i del vector desti
o Digestio/Correccio d'extrems/Desfosforilacié del Vector
3. Inserci6 del fragment en el vector (Lligacio)
4. Amplificaci6 de la construccio resultant

5. Identificacié/Comprovacio del producte final

2.2.2. Digestio del DNA

El DNA que volem subclonar és digerit amb enzims de restriccié. Els enzims i els
tampons son subministrats per Promega, Amersham i New England Biolabs. La
quantitat de DNA a digerir oscil-la entre 500 ng i 5 pg, en un volum final de 20 a 100
ul. La quantitat d’enzim, de tampo6 i la temperatura a utilitzar van ser en cada cas els

especificitats pel fabricant, en un temps de reaccio de 1 a 2h.

2.2.3. Amplificacié de fragments de DNA per PCR

La reaccié en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction, PCR) s’ha

usat en aquest treball per extreure fragments de DNA dels plasmidis on els teniem
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clonats, afegint les dianes necessaries durant el procés d’elongacié pel correcte

clonatge en altres vectors.

Les reaccions s'’han realitzat en un volum final de 50 pl partint de 100-300 ng de
DNA. Sha utilitzat 1-2,5 unitats de la polimerasa PlatinumR PfxDNA Polymerase
(Invitrogen) amb els tampons i reactius subministrats en aquest kit. S’ha afegit a la
barreja els oligonucleotids encebadors i els desoxiribonucleotids trifosfat (dNTPs;
Invitrogen) a concentracions finals 0,2 pyM i 0,3 pM respectivament. En els
oligonucleotids s'han afegit les modificacions necessaries pel posterior clonatge en el

vector final.

Tots aquests elements es barregen i s’introdueixen en un termociclador (Perkin-

Elmer) que realitza uns cicles d’oscil-lacio de temperatura consecutius:

1. pas previ a 95°C durant 2' per desanellar completament el DNA i activar la

polimerasa, ja que la Pfx té hot-start
2. a95°C 15" per desanellar el DNA
3. a 50-55°C durant 30" per permetre l'anellament dels encebadors al DNA
4. a 68°C durant 1'/kb per dur a terme l'elongacié de les cadenes

* els passos 2, 3 i 4 es repeteixen de 20-30 cicles per aconseguir |’amplificacio

exponencial del fragment de DNA entre els dos encebadors

5. un ultim pas a 68°C durant 2' per permetre l'elongacié dels fragments

incomplets

Aquestes son les condicions estandard, on en cada cas particular es poden veure
modificades per aconseguir un rendiment i especificitat adequats de la reaccié de
PCR. Els parametres modificables son la concentracio de MgZ+, la temperatura

d’hibridacio dels encebadors i el temps d’elongacio, entre altres.

2.2.4. Pas d'extrems cohesius a roms. Klenow.

En algun dels casos els fragments de DNA digerits amb extrems cohesius
necessiten tenir extrems roms per poder lligar-los en un vector concret. El pas

d’extrems cohesius a roms s’ha fet amb la polimerasa Klenow (New England Biolabs).
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En aquest cas es va omplir amb aquesta polimerasa aquells nucleotids que estaven
desaparellats després d’una digestio préevia. La reaccio te lloc a 37°C durant 1h
barrejant de 3-4 ug de DNA, 2 pl de Klenow (10 u) i 25 pM de dNTPs en un volum final

de 50 ul de tampod de polimerasa.

2.2.5. Purificacié de bandes en gel d'agarosa

Els fragments de DNA de mides diferents, procedents d’una digestio, son
separats electroforeticament. S’utilitza un gel d’agarosa 1% en TAE. Per aillar el
fragment d’interés es talla la banda i es purifica amb el kit GFXTMPCR DNA and Gel
Band Purification (Amersham) seguint el seu protocol de purificacio del DNA a partir
de bandes en gels d’agarosa.

TAE: 40 mM Tris-acetat, 0,1 mM EDTA, pH 8,3

2.2.6. Desfosforilacio dels vectors

La desfosforilaci6 s'utilitza per evitar la relligacio del vector sobre si mateix, i té
major importancia quan tenim els dos extrems roms o cohesius compatibles. A 2,5 pg
de vector digerit, s'afegeix 0,5 unitats de fosfatasa alcalina intestinal bovina (calf
intestinal phosphatase, CIP) (New England Biolabs) per pg de DNA, dissolta amb el
tampd adequat proporcionat per la casa comercial. S'incuba durant 60" a 37°C. Sailla
el DNA de la barreja utilitzant el kit GFXTMPCR DNA and Gel Band Purification
(Amersham) seguint el seu protocol de purificaci6 de DNA a partir d'una solucié. El
DNA es resuspen en TE.

TE: 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA

2.2.7. Lligacié

Una vegada tenim el vector linearitzat i desfosforilat, i el producte a clonar amb
dianes compatibles amb el vector als extrems, es passa a realitzar la lligacio. Es
barreja una relaci6 molar 3:1 insert:vector en un medi que contingui tampo6 de
lligacié (amb 1 mM d'ATP) i 1 unitat de T4-DNA Lligase (Roche). S’incuba durant 16h a
16°C.
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2.2.8. Mutagénesis dirigida

Alguns dels mutants d'aquest treball s’han obtingut per mutagénesis dirigida. En

aquest procés s'utilitzen dos oligonucleotids complementaris que anellen en la regid

on volem introduir la mutacio. En aquests oligonucleotids s'introdueix ja la mutacio

desitjada per tal que quedi incorporada als nous fragments que produirem per PCR,

seguint el segient esquema:

Es desnaturalitza el plasmidi i s'anellen els oligonucleotids

Utilitzant la polimerasa PlatinumR PfxDNA Polymerase (Invitrogen), en
condicions de PCR a temps llargs, elonguem tot el plasmidi a partir dels
oligonucleotids, obtenint noves cadenes circulars amb un nick i amb la mutacio

ja incorporada

Digerim el plasmidi parental amb Dpnl (New England Biolabs), un enzim que
digereix i talla exclusivament les cadenes metilades, procedents de cultiu de

bacteris, sense reconeixer les noves cadenes generades per PCR

Transformem els nous plasmidis obtinguts per PCR en cel-lules competents.

Aquestes cel-lules ja repararan els nicks que contenen aquests.

Els oligonucleotids sentit utilitzats per aquestes construccions es mostren a la

Taula 3.
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(5'a3')
p120ctn GTTCGAGTAGGTGGAGCCGCTGTGGACCTGCATCGT
S268A/5269A
p120ctn GTTCGAGTAGGTGGAGACGATGTGGACCTGCATCGT
S268D/5269D

Taula 3: Oligonucleotids sentit utilitzats per mutagenesis dirigida
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Esquema de la técnica QuickChange Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene)

2.3. Técniques d'analisis del DNA

2.3.1. Analisis en gels d'agarosa

Per a l'analisi i la identificacio de fragments de DNA s’han utilitzat gels d'agarosa
convencionals en condicions no desnaturalitzants. Depenent de la mida dels
fragments a analitzar s’han utilitzat concentracions d'agarosa d'entre el 1-2% en TAE.
El tampd TAE s'ha utilitzat com a tampd d'electroforesis i s'ha utilitzat la tincié per

Bromur d'Etidi (BrEt; Sigma) per a la deteccié de les bandes de DNA (incloent-ne en el
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gel 5 pg/ml). L'estimacio de la mida dels fragments s'’ha fet per comparacié amb un

marcador de pes molecular conegut, DNA 1 kb Ladder (New England Biolabs).
TAE: 40 mM Tris-acetat, 0,1 mM EDTA, pH 8,3

2.3.2. Sequenciacio del DNA

Es va utilitzar el dRhodamine terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer)

utilitzant oligonucleotids proxims a la zona a analitzar.

3. Meétodes d'expressio i purificacio de proteines

3.1. Proteina recombinant en procariotes

A partir d'una colonia de E. coli transformada amb un plasmidi pGEX-6P on hem
introduit la proteina desitjada, es creix una petita aliquota 16h a 37°C/220 rpm en
LB-ampicil-lina. A continuacio es fa una dilucié 1:100 del cultiu en el mateix medi i es
manté a 37°C/220 rpm fins a assolir una densitat optica a 600 nm de 0,6 (aquest valor
ens indica que el cultiu es troba en la fase exponencial del seu creixement). En
aquest punt s'indueix l'expressio dels productes codificats el en pGEX-6P afegint 0,1
mM de IPTG (isopropil B-D-tiogalactosid) mantenint les mateixes condicions de
creixement. Després de 2h d'induccié es centrifuguen les cél-lules a 8000 rpm/4°C
durant 10'.

Depenent de la solubilitat de la proteina, procedirem a seguir una lisis diferent:

1. Proteines solubles: El sediment es resuspen en PBS. A continuacid, es lisen els
bacteris sotmetent la barreja a sonicaci6 durant periodes alternats de
sonicacio/repos de 30". S'afegeix Trité X-100 (Sigma) a una concentracio final
de U'1% per ajudar a solubilitzar les proteines. Es centrifuga a 10.000 rpm/4°C
durant 10" i es descarta el sediment (conté fragments de membrana i altres

restes cel-lulars).

2. Proteines poc solubles: El sediment es resuspen en STE + 0,1 pyg/ml lisozima i
es deixa reposar 15 a 4°C. Safegeix Sarcozyl 1% final i es vorteja 1. A

continuaci6o es sotmet la barreja a sonicacié durant periodes alternats de
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sonicacio/repos de 30". S’afegeix Tritd X-100 (Sigma) a una concentracio final
de U'1% i es centrifuga a 10000rpm/4°C durant 20'. Es descarta el sediment.

S'afegeix un 2% més de Tritd X-100 i es vorteja 2' més.

Per a purificar la proteina d’interes sincuba el sobrenedant (barreja de
proteines bacterianes amb la que hem induit amb el tag GST) amb un volum 1:100
(v:v) de resina Glutatione-Sepharose-4B (Pharmacia). Aquesta resina duu glutatié unit
a la superficie permetent aixi una uni6 especifica al tag GST. S'aconsegueix aixi en un
sol pas de cromatografia la retenci6 a la resina de la proteina d'interes. Per descartar

la resta de proteines es renta la resina varies vegades amb PBS.

En aquest punt podem escollir si volem obtenir la proteina sola o la proteina de

fusio amb el tag GST. Els diferents passos son:

1. Per obtenir la proteina unida a GST: la resina s'incuba amb tamp6 d'elucié de
glutatio (glutation elution buffer, GEB). S’aconsegueix aixi separar la GST del
glutatié unit a la resina (aquesta proteina té més afinitat pel glutatié reduit
que per l'oxidat unit a la resina). Per eliminar tot el glutatio del medi es posa
el sobrenedant en un sac de dialisi, i es dialitza durant 20h a 4°C canviant

repetidament el tampo de dialisis que utilitzem.

2. Per obtenir la proteina sense GST: s‘incuba amb el tampd de tall de la
PreScission Protease (PSP) (Amersham-Pharmacia). S'afegeix 1 unitat de PSP
per cada 50 pg de proteina de fusio i es manté la barreja a 4°C de 4 a 16h en
agitacio.

Finalment recollim el sobrenedant i el conservem a -20 °C amb 50% de glicerol.
Per determinar el grau de puresa de les proteines recombinants (unides a GST o en
forma lliure) es va utilitzar l'electroforesi monodimensional en gels de poliacrilamida
seguit d'una tincié de Comassie (Apartat 4.1.1. Electroforesi de gels de poliacrilamida.
SDS-PAGE (Laemmli)). Comparant després per densitometria amb un escanner GS-700
(Bio-Rad) la intensitat de les bandes d’interes amb quantitats conegudes d'albumina
serica bovina (BSA) (Sigma).

LB: 0,5% p/v extracte de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170 mM NaCl, pH 7,0

PBS: 140 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NazHPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)
STE: 10 mM Tris-HCL pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
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GEB: 20 mM glutatio reduit (SIGMA), 50 mM Tris-HCl pH 8,5, 100 mM NaCl
Tampo6 de dialisis: 25 mM Tris pH 8,3, 120 mM NaCl, 1 mM EDTAi 1 mM DTT
Tamp6 de tall de la PSP: 50 mM Tris pH 7,8, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA

3.2. Expressio i obtencio de proteines en linies cel-lulars

3.2.1. Transfeccions transitories

Es sembren de 0,25-1.105 cel-lules/cm2 en plaques de mida adient a
’experiment a realitzar. Les cél-lules s’incuben entre 16-24h fins a aconseguir una
confluéncia entre 50-80%. Segons el tipus cel-lular i la seva dificultat en la transfeccid

utilitzem un dels protocols seguents.

PEI: ELl PEI (polietilenamina linear de 25 kDa; Polysciences, Inc.) proporciona una
transfeccio adequada en moltes linies cel-lulars, pero en algunes linies molt resistents
a la transfeccio aquest metode no obté rendiments adequats. La quantitat de DNA que
s'utilitza va en funcié de la mida de la placa (inicialment 0,4 ug de DNA per cm2) i de
la linia cel-lular a transfectar. Es barreja en un tub 125 pl de medi D-MEM sense
antibiotics ni serum per cada pg de DNA. Sobre aquesta barreja es posen 10 pl de PEI
per cada pg de DNA i es vorteja uns 15". Es deixa reposar a temperatura ambient 20" i
s'afegeix a la placa. Degut a la toxicitat d'aquest producte en algunes linies cel-lulars
és recomanable canviar el medi entre 6-12h després de la transfeccid. Després de 12-
72h temps suficient per permetre ’expressio dels productes d’interes, es procedeix a
recuperar les cel-lules.

PEl: 1 mg/ml PEl en H20 miliQ, ajustar a pH 7,0 amb HCl i esterilitzar per filtracio
amb filtres de 0,22 ym

Lipofectamina 2000: Seguint les instruccions del fabricant, per cada cm? de
superficie de la placa on tinguem sembrades les cel-lules es barregen 0,4 ug de DNA
amb 25 pl d'Opti-MEMR (Life Technologies). Paral-lelament es prepara una segona
solucié amb 1 pl de LipofectamineTM2000 (Invitrogen™) en 25 pl Opti-MEMR també per

cada cm2. Després d'un temps dincubacié de 5', es barregen les dues solucions i la
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barreja de transfeccid resultant s'incuba 20 minuts més a temperatura ambient. Es
substitueix el medi de les plaques sembrades per Opti-MEMR + 10% FCS i s’afegeix a
les cel-lules la barreja de transfeccid. Passades de 3-5h es canvia el medi de les
plaques per D-MEM + 10% FCS fresc. Després de 12-72h, temps suficient per permetre

’expressio dels productes d’interes, es procedeix a recuperar les cel-lules.

3.2.2. Preparacio d'extractes cellulars

Per extreure les proteines de les cél-lules hem utilitzat diferents tipus
d’extractes depenent de les nostres necessitats. Les plaques amb el cultiu de cel-lules
son rentades amb PBS. Un cop retirat el PBS, s’afegeix tampd de lisi sobre aquestes
(la quantitat depen de la superficie de la placa). Es fa un scraping de les plaques i el
lisat es recull en un eppendorf. | a continuacio es segueix un dels segilients protocols.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM NazHPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

Extractes tipus Kemler: Per aconseguir una lisis suau, i extreure
majoritariament les proteines solubles, conservant la majoria d’interaccions
proteiques, s'utilitza tampd de lisi tipus Kemler. Shomogeneitzen els extractes amb
xeringa per tal de trencar els nuclis i es centrifuguen 15 a 12000 rpm després de
mantenir-los 10-30" en agitacio a 4°C.

Tampé de lisis tipus Kemler: 25 mM Tris pH 7,6, 210 mM NaCl, 1 mM EGTA, 0,1%

Nonidet-40, 5 mM MgClz, 1 mM DTT, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM
pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

Extractes NP-40: Per a obtenir una lisis més forta utilitzem entre un 0,25-1% de
NP-40. En aquest es solubilitza més quantitat de proteines de membrana i
citoesquelet, depenent de la quantitat de detergent. Els extractes shomogeneitzen
amb xeringa i es mantenen 10" en agitacio a 4°C. Posteriorment es centrifuguen 10" a

14000 rpm.
Tampo de lisis NP-40: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH
7,4), 0,25-1% Nonidet-40, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM pepstatina, 1
mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+
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Extractes RIPA: Per aconseguir una lisis més forta i extraccié de gairebé totes
les proteines cel-lulars, conservant només les interaccions més fortes, s’utilitza el

tampd de lisi tipus RIPA. Shomogeneitza amb xeringa i centrifuga 10" a 14000 rpm.
Tampé de lisis RIPA: 25 mM Tris pH 7,6, 210 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% Nonidet-40,
0,5% deoxicolat sodic, 0,1% SDS, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM
pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

Extractes totals SDS 1%: Per aconseguir de solubilitzar la totalitat dels
components cel-lulars, utilitzem un tamp6 amb SDS a una concentracio final de ['1%.
Un cop les cél-lules han estat lisades, aquestes adquireixen una consisténcia mucosa
degut al DNA. S'escalfen els extractes 5 a 95°C i sshomogeneitzen amb una xeringa,
repetint el procés fins que el moc hagi desaparegut totalment. Finalment es
centrifuga 10' a 14000 rpm. Si després de centrifugar encara queda sediment es
repeteix el procés d'escalfament i homogeneitzacio.

Tamp6 de lisis 1% SDS: 25 mM Tris pH 7,6, 210 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1%

SDS, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM
NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

Extractes amb digitonina: Aquest és un detergent que manté la integritat de les
proteines de membrana, aixi doncs lutilitzem quan volem treballar amb els
complexos de membrana el més integres possible. Shomogeneitzen els extractes amb
xeringa i es deixen 10" en gel. Es centrifuguen 10" a 14000 rpm.

Tampé lisis digitonina 1%: 25 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%

digitonina, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1
mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

3.2.3. Subfraccionament cellular

Per tal d'extreure proteina de compartiments cel-lulars concrets, s'’han realitzat

diferents subfraccionaments cel-lulars segons el que es volia analitzar.
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Nuclis separats de citoplasma i membrana: Es renta la placa amb PBS i s'afegeix
tampod A (100/300 pl per placa de 60/100 mm). Es recull el lisat pipetejant suaument i
es deixa 10" en gel. S'afegeix 1/30 part de volum de Trito X-100 al 10% i es vorteja 30".
Es centrifuga 1" a 11000 rpm/4°C. Es guarda el sediment i es recull el sobrenedant. En
aquest punt el sobrenedant es compon de membranes més citoplasmes. Es fa una
segona centrifugaciéo d'1' a 11000 rpm/4°C i es descarta el sediment. Al sobrenedant
resultat s'afegeix 0,11 volums de tampdé B i sincuba 30' a 4°C en agitacid. Es
centrifuga 15" a 15000 xg/4°C i el sobrenedat es considera citosol + membranes. Si es
vol separar posteriorment les membranes del citosol s’ha d'ultracentrifugar a 100000
xg. El sediment reservat anteriorment es renta (x3) amb el mateix volum de tampo A
que hem fet servir per la lisi 1" a 11000 rpm/4°C. Es resuspen aquest en 1/5 part del
volum inicial amb tamp6 C. Aquest shomogeneitza amb xeringa i s'incuba 30" a 4°C en
agitacio. Es centrifuga 15 a 15000 xg/4°C i es descarta el sediment resultant. El
sobrenedant es considera els nuclis. Cal tenir en compte que el citoesquelet no és
soluble en aquest protocol i queda contaminant els nuclis. Per carregar parts
equivalents de compartiments cel-lulars es carrega 5 vegades més de citoplasma que
de nuclis, ja que aquests han estat resuspesos en 1/5 part del volum.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

Tampé A: 10 mM Hepes-KOH pH 7,8, 1,5 mM MgClz2, 10mM KCL,3 mM aprotinina, 10 mM

leupeptina, 10 mM pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat,

0,5mM Va3+

Tampo B: 0,3 M Hepes-KOH pH 7,8, 1,4 M KCl, 30 mM MgClz, 3 mM aprotinina, 10 mM

leupeptina, 10 mM pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat,

0,5mM Va3+

Tampo6 C: 20 mM Hepes-KOH pH 7,8, 25% (p/v) glicerol, 0,42 M NaCl, 1,5 mM MgCl2,

0,2 mM EDTA, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM pepstatina, 1 mM PefaBlock,

1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

Citoplasma separat de membrana i nuclis: Es renta la placa amb PBS i es
recullen les cél-lules en un falcon amb una rasqueta. Es centrifuguen les céel-lules 5' a
3000 rpm i es decanta el PBS. Es resuspen el sediment amb tampo de lisis tipus
Kemler, sense homogeneitzar amb xeringa per tal de no trencar els nuclis. Es

manipula tot a 4°C i es mantenen les cel-lules en gel durant 30'. Es centrifuga 15" a
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12000 rpm/4°C. El sobrenedant es considera el citosol, tot i que la part més soluble
de la membrana pot ser-hi present. El sediment es resuspen amb tampo6 RIPA i
shomogeneitza amb xeringa per tal de trencar els nuclis. Es manté tota la
manipulacio a 4°C i es centrifuga 10' a 14000 rpm/4°C. El sobrenedant es considera els
nuclis + membrana + citoesquelet. El sediment resultant es descarta.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

Tampé de lisis tipus Kemler: 25 mM Tris pH 7,6, 210 mM NaCl, 1 mM EGTA, 0,1%

Nonidet-40, 5 mM MgClz, 1 mM DTT, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM

pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

Tampo6 de lisis RIPA: 25 mM Tris pH 7,6, 210 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% Nonidet-40,

0,5% deoxicolat sodic, 0,1% SDS, 3 mM aprotinina, 10 mM leupeptina, 10 mM

pepstatina, 1 mM PefaBlock, 1 mM NaF, 2,5 mM B-glicerolfosfat, 0,5mM Va3+

4. Técniques per a I'estudi de proteines

4.1. Técniques electroforétiques

4.1.1. Electroforesi de gels de poliacrilamida. SDS-PAGE (Laemmli)

Per tal d'analitzar les proteines recombinants obtingudes en els cultius i els
resultats dels experiment realitzats es va utilitzar l'electroforesi unidimensional en

gels de poliacrilamida, seguint el métode de Laemli.

Sutilitzen gels de 1,5 mm de gruix amb el sistema Mini-Protean Ill/Tetra (Bio
-Rad) amb un percentatge d’acrilamida entre el 7,5-16% en el gel separador. La
concentracié d'acrilamida al gel apilador es del 4%. Es va mantenir una relacid
acrilamida:bis-acrilamida de 37,5:1 en tots els casos. A les mostres se'ls afegeix tampo
de carrega i es bullen 5'. El gel es va correr a voltatge constant en tampé Tris-Glicina-
SDS (TGS10X; Bio-Rad). El marcador de pes molecular utilitzat és el Precission Plus
Protein Dual Color Standard (Bio-Rad).

Si es volen visualitzar directament les mostres es fa una tincié submergint el gel
30" en una solucié de Comassie Brillant Blue en agitacio. Posteriorment es fan rentats
del gel amb una tampo per destenyir i posteriorment amb aigua fins a deixar només

les bandes de proteina tenyides, eliminant tot el fons del gel.

136



Tampo6 de carrega: Tris 100 mM pH 6,8, 4% glicerol, 2% SDS, 0,06% 2-B8-mercaptoetanol

Comassie Brillant Blue: 0,1% de Comassie Brillant Blue, 40% metanol i 10% d’acid

acetic

Tampo de destenyir: 10% acid acetic, 40% metanol
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4.1.2. Electrotransferéncia i immunodeteccio. Western Blot

Les proteines resoltes per SDS-PAGE s’electrotransfereixen a un filtre de PVDF

(Immobilon-P Tranfer Membrane 0,45 uM; Millipore) en una camera de transferencia

humida (Bio-Rad) a 100 mV durant 60'-90' en tampo de transferencia (depenent del %

del gel de poliacrilamida i de la mida de la proteina).

La membrana es bloqueja amb 1% BSA o 5% de llet descremada en TBS/TTBS

durant 1h a temperatura ambient, segons els requeriments dels anticossos a utilitzar.

A continuacio s'incuba la membrana amb un anticos primari adequat, en la dilucio

descrita pel fabricant, durant 1-4h a temperatura ambient o 16h a 4°C.

Anticos primari |Organisme| Epitop | Dilucid Casa Comercial
CK1la Goat C-terminal| 1/500 Santa Cruz
CK1e Mouse 248-414 | 1/2000 | BD Transduction Labs
Dvl-2 Rabbit 623-697 1/500 Santa Cruz
E-cadherina Mouse 735-883 | 1/2500 | BD Transduction Labs
GST Goat 1/2000 Amersham
HA, clon 3F10 Rat 1/1000 Roche
hTcf4 Mouse | N-terminal| 1/1000 Upstate
Kaiso Mouse 103-584 / | 1/1000 Upstate/Abcam

KaisoAZF
Lamina B1 Rabbit 400-500 | 1/1000 Abcam
LRP5/6 Rabbit 437 1/250 Acris
Myc, clon 9E10, Mouse 1/100 | Cedit pel Dr. Gabriel
hibridoma Gil
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Anticos primari |Organisme| Epitop | Dilucio Casa Comercial
p120ctn Rabbit |C-terminal| 1/50 Santa Cruz
(IF)
p120ctn-pS268 Mouse P-Ser268 | 1/1000 | Cedit pel Dr. Albert
Reynolds

p120ctn, clon 98 Mouse 790-911 | 1/1000 | BD Transduction Labs
Piruvat Quinasa Goat - 1/2000 Sigma
a-catenina Mouse 729-906 1/500 | BD Transduction Labs
B-Actina Mouse | N-terminal| 1/5000 Sigma
B-catenina Mouse 696-750 | 1/1000 | BD Transduction Labs

Taula 4: Anticossos primaris utilitzats.

Es fan 3 rentats de 10' amb TTBS per eliminar l'excés d’anticos i s'incuba
lanticos secundari (anti-IgG conjugat amb HRP -peroxidasa de rave-) de 1-1,5h a

temperatura ambient.

Anticos secundari Dilucié |Casa Comercial
Immunopure Goat anti-Mouse 1gG-HRP 1/10000 Pierce
Peroxidase-conjugated Goat anti-Rabbit 1gGs 1/2000 Dako
Peroxidase-conjugated Rabbit anti-Goat 1gGs 1/2000 Dako
Peroxidase-conjugated Rabbit anti-Rat IgGs 1/1000 Dako

Taula 5: Anticossos secundaris utilitzats.

Es realitzen uns ultims rentats de 10' amb TTBS per eliminar les restes d'anticos
secundari. Es revela utilitzant el kit Immobilon™ Western Chemiluminiscent HRP
Substrate (Millipore) i pel-licules fotografiques (Kodak), seguint les instruccions del
fabricant. Per la quantificacié de proteina, les pel-licules fotografiques es van
analitzar en un densitometre G-700 (Bio-Rad). Alternativament per al revelat d'algun

dels anticossos s'ha utilitzat el sistema Snap i.d. (Millipore).

En el cas de realitzar revelats consecutius en una mateixa membrana, aquesta

s'ha estripat durant 20" a 55°C amb tampo d'stripping i procedit a rebloquejar de nou i
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a incubar amb els anticossos corresponents.
Tampo6 de transferéncia: 20mM Tris, 150 mM glicina, 20% metanol
TBS: 25 mM Tris pH 7,5, 136 mM NaCl, 4 mM KCl
TTBS: 0,1% Tween, 25 mM Tris pH 7,5, 136 mM NaCl, 4 mM Kcl
Tamp6 d'stripping: 2% SDS, 100 mM B-mercaptoetanol, 62,5 mM Tris-HCl pH a 6,8

4.2. Assaig d'interaccio proteina-proteina

4.2.1. Assaigs d'unié amb proteines recombinants

Els diferents assaigs d'interaccid es duen a terme incubant les quantitats

indicades de les diferents proteines recombinants en un volum final de 200 pl tampo
de binding durant 25'-30" a 25°C.

Els complexos formats s'aillen afegint 20 pl de resina efectiva Glutatio-Sefarosa
4B (Sigma), que reté especificament la GST, incubant 25" a 25°C. Seguidament es renta
la resina 3 cops amb 750 ul de tampd de binding per eliminar les restes de proteina
lliure, no unida a la resina a traves de GST. Els complexos retinguts per la resina es

solubilitzen afegint tampo de carrega d’electroforesis i bullint les mostres 4'.

Els complexos solubilitzats s'analitzen per electroforesis de poliacrilamida (SDS-
PAGE), i posteriorment el gel es transfereix a una membrana de PVDF per ser analitzat
per Western Blot. En tots els casos es realitzen controls amb la proteina GST sola per
eliminar la possible associacio inespecifica a la GST.

Tamp6 de carrega: Tris 100 mM pH 6,8, 4% glicerol, 2% SDS, 0,06% 2-8-mercaptoetanol

Tamp6 de binding: 50 mM Tris pH 7,8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 3 mM

MgClz, 0,1% (p/v) Tritdo X-100, Inhibidors de proteases i fosfatases

4.2.2. Assaigs de Pull-Down

Els assaigs de Pull-Down es van realitzar incubant les quantitats indicades de
proteina recombinant amb una quantitat fixa d'extractes cel-lulars, en un volum final

de 500 pl en tampo de lisis corresponent durant 45" a 25°C o 2-16h a 4°C.

Els complexos formats s'aillen afegint 20 ul de resina efectiva Glutatié-Sefarose

4B (Sigma) 25'/25°C o 45°/4°C. Seguidament es renta la resina 3 cops amb 750 ul de
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PBS + 0,1-0,5% NP-40 per eliminar les restes de proteina lliure, no unida a la resina a
traves de GST. Els complexos proteics s’elueixen directament amb tampo de carrega, i
posteriorment s’analitzen per Western Blot. En tots els casos es realitzen controls
amb la proteina GST sola per eliminar la possible associacio inespecifica a la GST.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

Tamp6 de carrega: Tris 100 mM pH 6,8, 4% glicerol, 2% SDS, 0,06% 2-8-mercaptoetanol

4.2.3. Assaigs de Coimmunoprecipitacio

En aquests assaigs es purifiquen les proteines endogenes a partir d'extractes
cel-lulars i s'analitza 'associacié o modificacio de les diverses proteines d’interes. Per
fer-ho, s‘incuben de 250-750 pg d’extractes cel-lulars amb 1 pg/ml de lanticos
corresponent, en un volum final de 250-750 pl en tampd de lisis durant 2-16h a 4°C en
agitacio. Es centrifuga el material insoluble 2' 14000 rpm/4°C i es descarta el
sediment. El sobrenedant s'incuba durant 90" a 4°C amb 20 pl de proteina G-sefarosa

(Sigma).

Quan s'ha utilitzat un anticos d'hibridoma procedent de sobrenedant de cultiu
cel-lular, primer sincuba aquest sobrenedant amb 20 pl de proteina G-sefarosa
(Sigma) 90" a 4°C en agitacio per tal d'unir préviament l'anticos a la resina. Es renta
(x2) amb 750 pl de PBS i posteriorment sincuba aquesta resina amb els extractes

cel-lulars.

El material immunoprecipitat es renta (x3) amb 750 pl de PBS + 0,1-0,5% NP-40.
Els complexos proteics s'elueixen directament amb tampo de carrega i s'analitzen per
Western Blot.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM NazHPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)
Tamp6 de carrega: Tris 100 mM pH 6,8, 4% glicerol, 2% SDS, 0,06% 2-8-mercaptoetanol

4.3. Assaigs d'interaccio proteina-DNA

4.3.1. Assaigs BOPA

Els Biotinylated Oligo Pull-down Assay (BOPA) permeten veure la interaccio d'una

proteina amb una sonda de doble cadena de DNA que tenim marcada amb biotina.
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Podem partir tant d'extractes com de proteina recombinant.

El primer pas a realitzar és l'anellament dels oligonucleotids per obtenir el DNA
de doble cadena on s'uniran les proteines. Els dos oligonucleotitds sintetitzats de
cadena senzilla es posen a 1 pg/pl amb tamp6 d'anellament. Al menys un d'aquests ha
d'anar marcat amb biotina per a la posterior purificacio. Aquesta solucié s'escalfa a
70°C i es deixa refredar lentament a temperatura ambient. Un cop anellats es

guarden a -20°C.

Es barregen 250 ng d'oligonucleotid amb una quantitat coneguda d'extractes
totals o proteina recombinant en tampod BOPA. Safegeix Poly[dl:dC]
(Poly[deoxyinosicic deoxycytidylic] acid sodium salt; Sigma) en excés (5 vegades la
quantitat d'oligonucleotid) per tal de disminuir la unié inespecifica de la proteina a
loligonucleotid. Sincuba 45 a 4°C en agitacio orbital. Safegeixen 10 pl de
Streptavidina-Agarosa (Sigma) rentada amb PBS + 0,1% NP-40 i s‘incuba 30" en les
mateixes condicions. Es realitzen 3 rentats finals amb PBS + 0,1% NP-40. Els
complexos proteics s'elueixen directament amb tampd de carrega, i posteriorment

s'analitzen per Western Blot.

Seqiiéncia Modificacions
(5'a3")

Myc s CTCTTGATCAAAGCGCGG 5" Biotina
Myc as CCGCGCTTTGATCAAGAG
S100A4 s CAGCAGCCGCGCCCAACGCTGGGA 5' Biotina
S100A4 as TCCCAGCGTTGGGCGCGGCTGCTG
Me-S100A4 s CAGCAGCMGMGCCCAAMGCTGGGA 5' Biotina
Me-S100A4 as TCCCAGMGTTGGGMGMGGCTGCTG

Taula 6: Caracteristiques dels oligonucleotids utilitzats pels assaigs BOPA. Sha
marcat en negreta la regio reconeguda pels factors de transcripcio. M = Me-C, s
= sentit, as = antisentit.

Tampé d'anellament: 40 mM Tris Hcl pH 7,5, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl

Tamp6 BOPA: 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM MgClz, 10% (p/v) glicerol, 0,3 mg/ml
BSA

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)
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Tamp6 de carrega: Tris 100 mM pH 6,8, 4% glicerol, 2% SDS, 0,06% 2-B-mercaptoetanol

4.4. Assaig de fosforilacio

4.4.1. Utilitzant una quinasa recombinant

La funcido daquests assaigs és obtenir una fosforilaci6 en una proteina
recombinant que tenim purificada, utilitzant una quinasa comercial/recombinant
també purificada. Aquesta proteina fosforilada que obtenim amb aquests assaigs pot
ser el punt de partida per altres experiments (ex: pull-down, assaig d'interaccio in

vitro, etc.).

Els assaigs de fosforilacié es realitzen en un volum final de 50 pl en tampd de
fosforilacio complementat amb 0,1 mM ATP. S’afegeix a la reaccié la proteina substrat
recombinant i la quinasa amb quantitat suficient per produir la fosforilacio en temps
que fem U'experiment a la temperatura definida per cada quinasa. Sha de tenir en tot

moment la concentracio d'inhibidors de proteases i fosfatases adients en els tampons.

En aquest punt aturem la reaccié afegint tampd de carrega i bullint. Les

proteines s’analitzen per Western Blot.

Per tal d'utilitzar les mostres com a punt de partida per a un altre experiment,
continuarem amb el procediment diluint-les en tampd per tal d'aturar la reaccio. Si la
proteina conté el tag GST, la solucid es pot portar a un volum de 200 pl amb tampo de
binding, s’afegeixen 40 ul de resina Glutatio-Sefarose 4B (Sigma) al 50% en PBS i
s’incuba 25" a 25°C per retenir la proteina recombinant. Es descarta el sobrenedant,
rentem i purifiquem la proteina a partir de la resina.

Tamp6 de carrega: Tris 100 mM pH 6,8, 4% glicerol, 2% SDS, 0,06% 2-8-mercaptoetanol

Tampé de binding: 50 mM Tris pH 7,8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 3 mM

MgCl2, 0,1% (p/v) Trité X-100, Inhibidors de proteases i fosfatases

Tamp6 TEST (CK1): 9 mM MgCl2, 0,55 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 27,8 mM B-

glicerolfosfat, Inhibidors de proteases
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CK16 C-terminal truncated

(SIGMA)
Temperatura 30°C
Temps 45’
Concentracio6 reaccio 20-100 mU
(mU/pmol substrat)
Substrat 2-10 pmols
Volum 25-50 pl
Procedencia Recombinant E. Coli

Taula 7: Condicions de fosforilacio

4.4.2. Utilitzant una quinasa purificada de linies cel-lulars

Per tal de realitzar un experiment de fosforilaci6 a partir d'una quinasa
provinent d'extractes cel-lulars, hem de immunoprecipitar aquesta quinasa amb un

anticos especific o a partir d'un tag si aquesta ha estat previament transfectada.

Un cop rentada la resina, es fa un rentat extra amb tampé de fosforilacio per tal
de canviar les concentracions d'electrolits presents en el sediment amb la resina per
les adequades per l'assaig de fosforilacio. S'afegeix al tub el tampd de fosforilacio,
suplementat amb 0,1 mM d'ATP, amb la proteina recombinant a fosforilar i procedim

com a l'apartat 4.4.1.

4.5. Técniques de microscopia optica

4.5.1. Preparacié del cobreobjectes, fixacié amb paraformaldehid al 4%

i muntatge en portaobjectes

Previament a la realitzacié d'un estudi per microscopia, hem de fer créixer les
cel-lules sobre cobreobjectes que després puguem muntar sobre portaobjectes i
traslladar al microscopi. Per tal de fer-ho, tractem els cobreobjectes 10' amb etanol
al 70% per esterilitzar-los. Seguidament es fan dos rentats amb PBS per eliminar les
restes d'etanol i s'introdueixen en plaques amb el medi de cultiu ja posat, procurant

fixar-los al fons, abans de sembrar les cél-lules.
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Per fixar les cel-lules per la posterior observacié al microscopi hem utilitzat
paraformaldehid (PFA). Un cop el cultiu ha adquirit les condicions que volem observar,
recollim els cobreobjectes de la base de les plaques amb pinces, i fem dos rentats
amb PBS per eliminar les restes de medi. Seguidament es submergeixen els
cobreobjectes de 15-20' en una solucido de PFA al 4% en PBS per tal de fixar les

cel-lules, i s’eliminen les restes d’aquest amb tres rentats amb PBS.

Per tal dobservar les mostres al microscopi hem de muntar aquests
cobreobjectes sobre els portaobjectes. Hem utilitzat un medi de muntatge amb
Mowiol (Calbiochem), aquest s'estén sobre el portaobjectes directament, evitant
deixar bombolles, i es posa el cobreobjectes a sobre. Es guarda a 4°C 16h i solidifica
per si sol. No necessita de lacat per segellar-lo.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

Mowiol: 10% mowiol, 25% (p/v) glicerol, 100 mM Tris-HCl pH 8,5, 0,02% azida sodica

4.5.2. Localitzacié de proteines de fusio amb GFP

Utilitzem aquesta técnica per veure la localitzaci6 de proteines que introduim
en la cel-lula marcades amb un tag fluorescent. Es pot utilitzar per seguir proteines
que no podem distingir amb els anticossos de la proteina endogena, o per les quals no

tenim anticos, entre altres aplicacions.

Les cel-lules a estudiar es sembren 24h abans de la transfeccié en plaques de 24
pous, sobre cobreobjectes esterils. Aquestes es transfecten amb les construccions que
expressen proteines de fusio fluorescents (Vector phrGFP) i es deixa expressar la
construccid 24-48h. Passat aquest temps es recuperen els cobreobjectes i es fixen

amb paraformaldehid al 4%.

Un cop el medi de muntatge ha solidificat s’observen les cél-lules en un

microscopi confocal, excitant els fluorocroms amb el laser de 514nm (phrGFP).

4.5.3. Immunofluorescéncia

La immunofluorescéncia és una técnica que permet estudiar la localitzacio d'una

proteina utilitzant un anticos especific. Aquesta es pot utilitzar tant per estudiar
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proteines endogenes, com marcades amb un tag i transfectades préeviament.

Les cél-lules a estudiar es sembren en plaques de 24 pous, sobre cobreobjectes
esterils. Un cop aquestes han estat tractades adequadament per lexperiment a
realitzar, o han adquirit les caracteristiques que volem estudiar, es passa a fixar-les
amb PFA. Un cop fixades, per tal de permetre la unio dels anticossos amb les
proteines a estudiar, hem de permeabilitzar les membranes. Per fer-ho s’han utilitzat

diferents tractaments segons l'anticos i la localitzacio de la proteina a estudiar.

Trito X-100: s'utilitza una solucio de 0,1-0,5% de trito X-100 en PBS. Permet
veure la majoria de les proteines. Es submergeixen els cobreobjectes 5 en

aquesta solucio.

SDS: s'utilitza una solucio a I'1% de SDS en PBS. Es una permeabilitzacio forta,
permet accedir a proteines nuclears i de membrana millor que l'anterior. Pot
donar problemes amb alguns anticossos. Es submergeixen els cobreobjectes 10’

en aquesta solucio.

Metanol: s'utilitza metanol al 100%. Permet realitzar una fixacio i
permeabilitzacié a la vegada, ja que al precipitar les proteines també obre
porus a la membrana. No cal fixar previament amb PFA. Es submergeixen els

cobreobjectes 5 en metanol al 100% a -20 °C.

Un cop permeabilitzades les membranes, es fan tres rentats amb PBS per tal de
retirar la solucié permeabilitzadora ja que pot interferir en la unioé dels anticossos.
Seguidament bloquegem amb TBS-5% llet o TBS-3% BSA, depenent de lanticos, 1h a

temperatura ambient.

Es retira el bloqueig, es renta molt bé si sha bloquejat amb TBS-5% llet, i es
prepara una dilucié adient per fer immunofluorescencies de l'anticos primari en TBS-
3% BSA. Es posa una gota de 20 pl sobre Parafilm™ i el cobreobjectes a sobre amb la
gota tocant a les cel-lules. S'incuba des de 1h a temperatura ambient fins a 16h a 4°C
depenent de les caracteristiques de cada anticos. En aquest punt hem dafegir els
controls d'anticos, on posem duplicats dels cobreobjectes en les mateixes condicions

pero amb solucions sense anticos primari.

Acabada la incubacio es renten els cobreobjectes amb TBS unes 4-5 vegades. Es
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preparen dilucions d'anticossos secundaris marcats amb fluorofors amb les dilucions
marcades pel fabricant, i es procedeix com a la incubaci6 amb lanticos primari.
S‘incuba els anticossos 1h a temperatura ambient. Durant i a partir d'aquest pas s’han
de protegir els cobreobjectes de la llum per tal d'evitar la degradacié dels fluorofors

conjugats als anticossos secundaris.

Es renta 4-5 vegades els cobreobjectes amb TBS i es procedeix al muntatge sobre
els portaobjectes. Alternativament en aquest treball, per tal de veure els nuclis de la
cel-lula s'han tenyit aquests amb DAPI (500 ng/ml en PBS) 5', rentant 2-3 vegades amb

PBS abans de procedir al muntatge.

Un cop el medi de muntatge ha solidificat s’observen les cél-lules en un
microscopi confocal, excitant els fluorocroms amb el laser adient per als fluorofors
utilitzats.

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM NazHPO4/1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)
TBS: 25 mM Tris pH 7,5, 136 mM NaCl, 4 mM KCl

4.6. Assaigs reporters

Per tal danalitzar lactivitat transcripcional dels elements regulats per B-
catenina/Tcf4 s’han utilitzat els plasmidis TOP-FLASH/FOP-FLASH. El plasmidi TOP-
FLASH conté un promotor sintetic amb tres copies de la seqiiéncia d'unio del Tcf4 al
DNA i un promotor minim del gen Fos controlant 'expressio de la Luciferasa de Firefly.
El FOP-FLASH conté els mateixos elements pero les caixes d'unio a Tcf4 han estat

mutades.

Es sembren les cel-lules en plaques de 96 pous i es transfecten amb aquests
plasmidis. Com a control s'afegeix a la barreja el plasmidi pTK-Renilla, que conté el
gen de la Luciferasa de Renilla sota el control del promotor de la Timidina Quinasa,

un promotor constitutivament actiu.

Posteriorment a la trasfeccio les cel-lules es lisen amb el Kit Dual Luciferase
Reporter Assay System (Promega). L'activitat de les luciferases sha llegit amb el
luminometre FB-12 (Berthold Detection Systems). L'activitat relativa de les luciferases

de Firefly i Renilla ens donen la diferencia d'activitat transcripcional entre els gens
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induibles regulats per Tcf4/LEF i els d'expressio constitutiva, per evitar les diferéncies
de resultats degudes a la variacio en leficiéncia de la transfeccio entre les diferents
mostres. Cada punt es fa per quadruplicat i s'expressa la mitjana i la desviacio
estandard.

5. Vectors i construccions emprades

5.1. Descripcio dels vectors utilitzats

5.1.1. Vector pGEX-6P (Amersham-Pharmacia)

Aquest vector va ser usat com a vehicle d’expressi6 de les proteines
recombinants, en les tres pautes de lectura, permetent expressar el producte clonat
com a proteina de fusié amb GST (Glutatié-S-Transferasa). Conté el promotor Tac, que
permet una alta expressio de forma induible quimicament per IPTG (isopropil B-D-
tiogalactosid), i confereix resisténcia a ampicil:-lina. Conté un lloc de reconeixement
per la proteasa PreScission Protease (PSP) (Amersham-Pharmacia) per poder tallar

entre la GST i la proteina desitjada un cop purificada la proteina de fusio.
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5.1.2. Vectors d'expressioé en eucariotes

e phrGFP.N1 (Stratagene): permet fer proteines de fusié amb hrGFP. Aquest
plasmidi és resistent a ampicil-lina i d’expressidé constitutiva; la proteina ha

estat humanitzada per minimitzar els problemes d’expressid/degradacio.
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Mapa del vector phrGFP.

e pcDNA3 (Invitrogen): permet expressar proteines en cel-lules eucariotes
sense o amb Tag (Myc/His/HA) depenent de la variant de vector utilitzada.

Aquest plasmidi és d’expressio constitutiva i conté resistencia a ampicil-lina i
neomicina.
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Mapa del vector pcDNA3.
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e pBEG-2T (cedit pel Dr. José Miguel Lizcano): permet fer proteines de
fusi6 amb GST d'expressio en cel-lules eucariotes, per poder-les detectar o

purificar per al seu posterior estudi. Aquest plasmidi és d’expressio constitutiva
i conté la resistencia a ampicil-lina.
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Mapa del vector pEBG-2T.

e pSUPER (Oligoengine): permet expressar shRNAs en cel-lules eucariotes,
per tal de disminuir els nivells d'una proteina endogena contra la qual shan
dissenyat els shRNAs. Utilitzem un derivat que conté el gen de resisténcia a

puromicina per tal de poder seleccionar les cel-lules transfectades que
expressen el shRNA.
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5.2. Construccions Utilitzades

150

Construccio

Obtencio

cytoE-cadherin.pGEX-6P3
(aminoacids 732-883)

Extret de pBATEM2 (E-cadherina completa) per
PCR incorporant dianes BamHI/EcoRI i clonat
dins pGEX-6P3 obert amb BamHI/EcoRlI.

hTcf4E-HA.pcDNA3

Extret de hTcf4E.pdHAT per PCR incorporant
dianes BamHI/EcoRV i clonat dins pcDNA3-HA
obert amb BamHI/EcoRV.

Kaiso.pEBG-2T

Extret de Kaiso.pGEX per digesti6 amb
BamHI/Notl i clonat dins pEBG-2T obert amb
BamHI/Notl

Kaiso.pGEX-6P

Cedit pels Dr. Garcia de Herreros (IMIM)

Myc-Dvl1.pcDNA3

Cedit pels Drs. Bigas/Espinosa (IMIM)

p120ctn(1-347).pGEX-6P1

Extret de p120ctn(1-911).pGEX-6P3 per PCR
incorporant dianes EcoRI/EcoRV i clonat dins
pGEX-6P1 obert amb EcoRI/EcoRV

p120ctn(1-390).pGEX-6P3

Extret de p120-p120ctn(1-911).pGEX-6P3 per
PCR incorporant dianes EcoRl/Xhol i clonat dins
pGEX-6P3 obert amb EcoRI/Xhol

p120ctn(1-911).pGEX-6P1

Extret de p120ctn(1-911).pcDNA3 per digestio
amb EcoRI/Notl i clonat dins pGEX-6P3 obert
amb EcoRI/Notl.

p120ctn(102-648).pGEX-6P3

Extret de p120ctn(1-911).pGEX-6P3 per digestio
amb EcoRI/Xhol i clonat dins pGEX-6P3 obert
amb EcoRI/Xhol

p120ctn(102-911).pEBG-2T

Extret de p120ctn(102-911).pGEX-6P3 per PCR
incorporant dianes Kpnl/Notl i clonat dins
pEBG-2T obert amb Kpnl/Notl

p120ctn(102-911).pGEX-6P1

Extret de p120ctn(1-911).pGEX-6P3 per PCR
incorporant dianes EcoRIl/Sacll (reomplint
lextrem tallat amb Sacll amb la polimerasa
Klenow per convertir-lo en rom) i clonat dins
pGEX-6P1 obert amb EcoRI/Smal

p120ctn(102-911).phrGFP

Extret de p120ctn(102-911).pGEX-6P1 per PCR
incorporant dianes EcoRI/Sacll i clonat dins
phrGFP obert amb EcoRI/Sacll.

p120ctn(102-911)AA.pEBG-2T

Extret de p120ctn(102-911)AA.pGEX per PCR
incorporant dianes Kpnl/Notl i clonat dins
pEBG-2T obert amb Kpnl/Notl

p120ctn(102-911)AA.pGEX-6P1

QuickChange PCR sobre p120ctn(102-
911).pGEX-6P1




Materials i Metodes

Construccio Obtencié
p120ctn(102-911)DD.pEBG-2T |Extret de p120ctn(102-911).pGEX per PCR
incorporant dianes Kpnl/Notl i clonat dins

pEBG-2T obert amb Kpnl/Notl

p120ctn(102-911)DD.pGEX-6P1

QuickChange PCR sobre p120ctn(102-
911)AA.pGEX-6P1

p120ctn(234-911).pGEX-6P1

Extret de p120ctn(1-911).pcDNA3 per digestio
amb Smal/Notl i clonat dins pGEX-6P1 obert
amb Smal/Notl.

p120ctn(350-911).pGEX-6P1

Extret de p120ctn(1-911).pcDNA3 per PCR
introduint dianes EcoRI/Notl i clonat dins pGEX-
6P1 obert amb EcoRI/Notl.

scrb.pSUPER Sigma
shRNA-CK1e.pSUPER Sigma
shRNA-E-cadherin.pSUPER Sigma

shRNA-p120ctn.pSUPER

Cedit pel Dr. Eduard Batlle (PCB)

Taula 8: Construccions utilitzades en aquest treball.
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Abreviacions

APC
BOPA
CBD

EC

GDI
GFP
GST
JMD
KCS

LEF
LMB
NES
NLS
Me-CpG
PAGE
Poly[dI:dC]
shRNA
TBP
TCF

WRE

Adenomatous Polyposis Coli

Biotinylated Oligo Pull-Down Assay
Catenin Binding Domain

ExtraCelular Domain

Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors
Green Fluorescent Protein

Glutathione S Transferase
JuxtaMembrane Domain

Kaiso Consensus Sequence

Limphoid Enhancement Factor
LeptoMycin B

Nuclear Export Signal

Nuclear Localization Signal

Dinucleotids CG metilats en cisteina
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
Poly[deoxylnosicic deoxyCytidylic] acid sodium salt
short hairpin RiboNucleotid Acid

TATA Binding Protein

T-Cell Factor

Wnt Response Element
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